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1. UvOD
1.1. Mikroalge

Mikroalge su raznolika skupina jednostani¢nih autotrofnih organizama koji su veéinom
fotosintetski (Ru 1 sur. 2020). Mikroalge imaju dugu evolucijsku povijest od 3,4 milijarde
godina, a i dalje predstavljaju izuzetno raznolike i prilagodljive oblike Zivota. Kao i drugi
fitoplanktoni, mikroalge imaju odredenu nutritivnu vrijednost, zbog ¢ega se jo§s od Asteka
koriste u prehrani (Safi i sur. 2014). Danas ih ljudi najvise konzumiraju kao dodatke prehrani,
a njihovi produkti koriste se i u proizvodnji boja i farmaceutskih proizvoda, kao hrana za
zivotinje, ali i u akvakulturi i kozmetici. Osim toga, obecavajuéi su izvor odrZive energije zbog
sposobnosti akumuliranja velike koli¢ine lipida potrebnih za proizvodnju biodizela s obzirom
na smanjenje zaliha fosilnih goriva. Takoder su izvor proteina, ugljikohidrata, pigmenata,
vitamina i minerala. Mikroalge apsorbiraju suncevu svjetlost, a procesom fotosinteze, zajedno
s cijanobakterijama, proizvode otprilike 50% atmosferskog kisika (O2) te apsorbiraju velike
koli¢ine ugljikovog dioksida (CO.) (Safi i sur, 2014; Ma i sur. 2023). Osim toga, pokazale su
se iznimno ucinkovitima za uklanjanje duSika, fosfora, CO2, teSkih metala 1 patogena iz
otpadnih voda (Safi i sur. 2014). Kultivacija mikroalgi za komercijalne svrhe je zapocela 1970-
ih godina s uzgojem algi rodova Arthrospira i Chlorella, a razlog je primarno bila jako visoka
proizvodnja biomase u odnosu na kopnene biljke. Biomasa algi se moze skoro u potpunosti
iskoristiti s obzirom da ima vrlo nizak sadrzaj vlakana, ali je bogata proteinima, lipidima i lako
dostupnim ugljikohidratima kao $to je skrob. U usporedbi sa sojom, alge proizvode oko 10 puta

vise proteina po jednom hektaru zemlje (Thoré i sur. 2022).

Biotehnologija mikroalgi je dobila veliki znacaj posljednjih nekoliko desetlje¢a. Primjene
mikroalgi su vrlo razli¢ite, od jednostavne proizvodnje biomase za hranu 1 sto¢nu hranu do
vrijednih proizvoda za ekoloSku primjenu. Vecina ovih primjena se joS razvija, kao 1 trzZiSte za

iste, ali biotehnoloSka primjena mikroalgi sve vise dobiva na znacenju (Pulz i Gross 2004).
1.1.1. Alga Chlorella vulgaris

Zelena alga Chlorella vulgaris pripada porodici Chlorellaceae koju je prvi opisao danski
mikrobiolog Dr. Martinus Willem Beijerinck 1890. godine iz svoje prve cCiste kulture
eukariotskih mikroalgi. Siroko je rasprostranjena u slatkovodnim i morskim vodama kao i na
kopnu. Ova alga pokazuje visoku stopu fotosinteze te vrlo brzi rast pod autotrofnim,
miksotrofnim 1 heterotrofnim uvjetima zbog ¢ega je jedna od prvih mikroalgi koriStenih za

kultivaciju u Sirokim razmjerima te za komercijalnu proizvodnju (Ru i sur. 2020). Naziv



Chlorella dolazi iz grcke rijeci chloros, sto znaci zeleno, te latinskog sufiksa ella koji oznacava

mikroskopsku veli¢inu same alge.

Mikroalga C. vulgaris je mikroskopska elipsoidna ili okruglasta alga promjera 2-10 um, koja
nema bic¢ (Safi i sur. 2014). U prirodi se pojavljuje kao jednostani¢na, samostalna alga, ali moze
formirati kolonije od najvise 64 stanice. Sastoji se od jednog kloroplasta, koji moze sadrzavati
pirenoid, te rigidne stanic¢ne stijenke koja ju stiti od vanjskih uvjeta i nametnika. Citoplazma je
zelatinozna te se sastoji od vode, topivih proteina i minerala. Razmnozava se aseksualno
proizvodnjom autospora, pri cemu se maj¢inska stanica dijeli na 2-32 autospore ili stanice kéeri
(Slika 1). Nakon toga, majcinska stanica puca, a njeni ostaci sluze kao hrana stanicama kéeri u

procesu zvanom autosporulacija (Ru i sur. 2020).

Zelena alga C. vulgaris je bogata proteinima (oko 61,6%), mastima (oko 12,5%) i
ugljikohidratima (oko 13,7%). Osim toga sadrzi visok postotak nutrijenata kao $to su vitamini
(folna kiselina, vitamin C, kompleks vitamina B, biotin, vitamin B1, vitamin D i menadion),
minerali (Zeljezo, kalij, kalcij, natrij, fosfor 1 magnezij), pigmenti (lutein, karotenoidi,
astaksantin, klorofil a i b), polisaharidi i faktori rasta (Abdel-Latif i sur. 2022). Ove komponente
se mogu dalje podijeliti na primarne i sekundarne metabolite. Primarni metaboliti klju¢ni su za
rast i osnovne metabolicke procese poput fotosinteze i stani¢nog disanja, dok su sekundarni
metaboliti molekule nastale iz primarnih metabolita kada je alga izlozena nepovoljnim uvjetima
u okolisu (Ru isur. 2020).

Visoka stopa rasta, sposobnost prilagodbe organizma na okoli$ni stres te veliki broj
biokemijskih spojeva koje ove alge proizvode ukazuju na njihov veliki potencijal za razli¢ite

primjene (Ru i sur. 2020).

A

stani¢na
stijenka

Slika 1. Prikaz procesa autosporulacije alge C. vulgaris. Maj¢inska stanica (A) dijeli se na
2-32 autospore (B). Nakon §to autospore sazriju majcinska stanica puca i postaje izvor hrane za
stanice kceri (C). Preuzeto 1 prilagodeno prema Ru i sur. (2020).



1.2. Glukoza

Glukoza, poznata kao i dekstroza, pripada skupini ugljikohidrata nazvanih jednostavni Seceri
ili monosaharidi. Monosaharidi su molekule ugljikohidrata koje se ne mogu hidrolizom rastaviti
na manje podjedinice, odnosno jednostavnije ugljikohidrate, ali se mogu i spajati u vece
strukture kao $to su oligosaharidi i polisaharidi. Termin glukoza je izveden iz grcke rijeci
gleukos, §to znaci slatko vino. Prvi ga je upotrijebio André Dumas 1838. godine kako bi opisao
slatku tvar dobivenu iz meda i grozda. Molekulska formula glukoze je CeH120s, a sintetizira se
u biljkama i algama procesom fotosinteze, gdje se najcesc¢e pohranjuje u obliku polisaharida.
Skladisti se u obliku glikogena u jetri ili miSi¢ima Zivotinjskih organizama te u obliku Skroba

ili celuloze u biljaka i algi (Sreeranjit i Laj, 2003).
1.2.1. Uzgoj alga u miksotrofnim uvjetima

Mikroalge su fotosintetski organizmi koji sadrze klorofil a te se najcesce uzgajaju u autotrofnim
kulturama, gdje pretvaraju CO2 u vodu i biomasu procesom fotosinteze. No, iako su to
autotrofni organizmi, mnoge vrste mogu Zivjeti i u heterotrofnim ili miksotrofnim uvjetima.
Takvi uvjeti omogucuju algi koristenje organskih spojeva kao dodatnih izvora energije (EI
Semary i sur. 2023). Uzgoj algi u autotrofnim uvjetima ima nekoliko nedostataka, poput
smanjene koncentracije biomase i dugog perioda kultivacije. Miksotrofija, odnosno, dodavanje
izvora ugljika u hranjive podloge, predstavlja obe¢avajuée rjeSenje za navedene probleme. U
takvim uvjetima zabiljezeni Su brzi rast algi i veca biomasa u usporedbi s autotrofijom ili
heterotrofijom, buduci da su svjetlo i Seceri istovremeno dostupni algama (Deng i sur. 2018).
Mnoge alge mogu prelaziti s autotrofije na miksotrofiju ili heterotrofiju prema potrebi, koriste¢i
metabolicke procese poput autotrofije ili miksotrofije za rast. Pri tome mogu provoditi
fotosintezu ili koristiti dostupni organski materijal. Sposobnost miksotrofije, kojom
iskoriStavaju organski supstrat, ukazuje na to da alge nisu strogo ovisne o fotosintezi te da
svjetlost nije nuzan faktor rasta. Biomasa i koncentracija lipida u algama mogu se povecati
mijenjanjem parametara uzgoja, poput fiksacije CO», temperature i koncentracije hranjivih tvari

u podlozi (Kong i sur. 2012) .

Uzgoj alge C. vulgaris zahtijeva pazljiv odabir izvora dusika, budu¢i da je on kljuan za
optimalan rast stanica i proizvodnju lipida. Alge mogu koristiti razli¢ite izvore dusika, poput
nitrata, uree, amonijaka ili kvasca. Druga bitna stavka je svjetlost, koja je bitna za proces
fotosinteze, ali i za kemijski sastav alge. Takoder je potrebno odrediti optimalnu pH vrijednost

kako bi se izbjegao dodatni stres koji bi mogao negativno utjecati na apsorpciju nutrijenata te



proizvodnju metabolita. Za najbrzi rast, temperatura treba biti izmedu 15 126 °C. Temperature
ispod 15 °C ogranicavaju rast algi, dok vise temperature inhibiraju rast stanica. Bitna stavka je
i aeracija ili lagano mijeSanje kulture algi tokom rasta bez osteCenja stanicnih membrana.
Naime, aeracija sprjeCava precipitaciju stanica algi, dok istovremeno omogucuje
homogenizaciju temperature i hranjivih tvari, ali i koncentracije O. u kulturi (Ru i sur. 2020).
U miksotrofnim kulturama, glukoza se naj¢esce koristi kao izvor ugljika jer sadrzi vise energije
po molu u usporedbi s drugim supstratima. U razli¢itim istrazivanjima utjecaja glukoze na rast
i fotosintetsku aktivnost mikroalgi, pokazano je da glukoza potiskuje sintezu
ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaza oksigenaze (Rubisco), §to smanjuje njegov afinitet prema
CO>. Time Rubisco postaje manje ucinkovit u fiksaciji CO> tijekom fotosinteze, §to moze
utjecati na ucinkovitost cijelog fotosintetskog procesa. Osim toga, glukoza smanjuje sadrzaj
proteina Rubisco 1 razinu proteina D1 fotosustava II (PSII), a takoder potiskuje sintezu
fikocijanina i alofikocijanina. Nadalje, dodatak glukoze izaziva i promjene u respiracijskom i
fotosintetskom aparatu stanica algi u miksotrofnim kulturama (Deng i sur. 2018). Takoder, u
slatkovodnoj algi C. vulgaris, jedan od klju¢nih sustava za iskoriStavanje ugljikohidrata je
inducibilni transportni sustav heksoze, koji omogucuje koriStenje glukoze kao izvora ugljika

(Cheirsilp i Torpee 2012).

1.3. Nanotehnologija i nanomaterijali

Richard Feynman smatra se ocem nanotehnologije, koja obuhvaca tehnologije na tzv.
nanorazini. Nanotehnologija se definira kao kontrola ili rekonstrukcija tvari na atomskoj i
molekularnoj razini, u rasponu od 0 do 100 nanometara. Kada se dimenzije materijala smanjuju,
njihova svojstva pocinju se mijenjati, a kada dimenzije padnu ispod 100 nanometara, fizicka i
kemijska svojstva materijala znacajno se mijenjaju, §to se moze iskoristiti u razli¢ite svrhe
(Suryawanshi 1 sur. 2022). Nanotehnologija obuhvacéa nanoproizvodnju, razvoj nanomaterijala
te primjenu fizickih, kemijskih i bioloskih sustava na razli¢itim razinama, od pojedina¢nih
atoma i molekula do submikronskih dimenzija, kao 1 integraciju nastalih nanostruktura u vece
sustave (Bhushan 2017). Danas je nanotehnologija postala jedna od klju¢nih istraZivackih
aktivnosti 21. stoljeca, jer znanstvenici koriste jedinstvena svojstva atomske i molekularne
strukture materijala izradenih na nanometarskoj skali. Sposobnost manipulacije fizickim,
kemijskim 1 bioloskim svojstvima ovih ¢estica omogucava istraZziva¢ima dizajniranje i primjenu
nanocestica u razli¢itim podrucjima, poput isporuke lijekova, kontrastnih sredstava za snimanje

ili dijagnostickih svrha. Kombinacija tih moguénosti, zajedno s napretkom u snimanju,



bioinformatici i sustavnoj biologiji, nosi veliki potencijal za rjeSavanje slozenih biokemijskih i

genetskih izazova (McNeil i sur. 2005).

Nanocestice (NP) su mikroskopske ¢estice s promjerom od 1 do 100 nanometara. Zbog velike
povrsine u odnosu na mali volumen, one pokazuju posebna fizicka i kemijska svojstva te se
dijele u dvije glavne skupine: organske i anorganske nanocestice. Organske nanocestice sastoje
se od organskih materijala, dok su anorganske gradene od metala ili metalnih oksida.
Anorganske nanocestice dalje se dijele u tri podskupine: metalne nanocestice, nanocestice
metalnih oksida 1 nanocestice na bazi ugljika. Metalne nanocestice imaju jedinstvena svojstva,
poput opticke polarnosti, antimikrobne aktivnosti, elektricne vodljivosti 1 biokompatibilnosti,
zbog Cega se koriste u razli¢itim primjenama. lako nanocestice pokazuju veliki potencijal,
njihova upotreba u obliku praha moze biti opasna, buduci da su toksi¢ne za Zive stanice
(Suryawanshi i sur. 2022). Zbog svojih antibakterijskih, antitumorskih i antioksidacijskih
svojstava, nanoCestice danas nalaze primjenu u mnogim industrijama, ukljucujuéi zdravstvo,
poljoprivredu i prehrambenu industriju. Osim toga, koriste se u raznim podrucjima kao $to su
senzori za plinove, upravljanje otpadom, oCuvanje hrane, visokotemperaturni supervodici i
prerada hrane. Ovaj sektor nastavlja biljeZiti dinami¢an razvoj iz godine u godinu (Srinivasan i

Rana 2024).

1.3.1. Nanocestice srebra

metalnim nanocesticama, posebno u biomedicinskim primjenama. Zbog svojih jedinstvenih
fizickih i kemijskih svojstava, AgNP se sve viSe koriste u industrijama poput medicine,
prehrambene industrije, zdravstva, kao 1 u potroSackim i industrijskim proizvodima. Ova
svojstva obuhvacaju opticka, elektricna i toplinska svojstva, visoku elektricnu vodljivost, kao i
bioloske osobitosti. AgNP su posebno korisne kao antibakterijska sredstva, a primjenjuju se u
premazima medicinskih uredaja, optickim senzorima te u farmaceutskoj i1 prehrambenoj
industriji. Osim toga, imaju kljunu ulogu u dijagnostici, isporuci lijekova i kao
antikancerogena sredstva (Zhang i sur. 2016). ZabiljeZzeno je da AgNP pokazuju biocidno
djelovanje putem sporog oslobadanja iona srebra (Ag™) kroz razli¢ite mehanizme, ukljuéujuci
interakciju s tiolnim skupinama proteina i enzima, inhibiciju replikacije DNA te indukciju
oksidacijskog stresa, $to bakterijama otezava stvaranje otpornijih sojeva (Yu i sur. 2013).
Toksi¢nost AgNP cesto ovisi o kemijskim i1 bioloskim molekulama na povrsini Cestica, koje

putem elektrostatskog 1 elektrostericnog odbijanja sprjeavaju aglomeraciju Cestica, ¢ime
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djeluju kao stabilizatori. Najcesce koristeni stabilizator je citrat, koji moze djelovati i kao
redukcijsko 1 kao koordinirajuée sredstvo (Sharma i sur. 2014). Slobodni elektronski parovi u
karbonilnim skupinama citrata mogu elektrostaticki stabilizirati nanocestice 1 omoguciti
stvaranje spojeva s atomima metala koji imaju slobodne orbitale (Ranoszek-Soliwoda i sur.
2017).

1.3.2. Utjecaj nanocestica na okoli$

Detekcija i kontrola nanocestica klju¢ni su za sprje¢avanje njihovog nezeljenog otpustanja u
okolis. Nanocestice mogu biti izravno emitirane tijekom procesa izgaranja ili nastati u atmosferi
nukleacijom pare prekursora, kao 1 radioaktivnim raspadom, a €esto se proizvode i u raznim
industrijskim uvjetima (Biswas 1 Wu, 2005). One mogu u¢i u okoli§ tijekom cijelog svog
zivotnog ciklusa: od proizvodnje sirovina, preko uporabe, pa sve do odlaganja proizvoda koji
ih sadrze. Globalna procjena emisije nanocestica pokazuje da najve¢i udio otpada zavrSava na
odlagalistima (63-91%) i u tlu (8-28%), dok manji postotak dospijeva u vodeni okolis (7%) i
zrak (1,5%). U vodenom okoliSu, nanocestice su izrazito nestabilne, Sto moze dovesti do
njihove agregacije i raspadanja (Bundschuh i sur., 2018). Ovi procesi uvelike ovise 0
karakteristikama vodenog medija, poput pH vrijednosti, koncentracije i sastava organskih tvari
(Oukarroum i sur., 2011).

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (engl. World Health Organisation, WHO)
koncentracija srebra u prirodnim vodama varira izmedu 0,2 i 0,3 mg L?, dok u vodi za piée
moze biti izmedu nezapaZene razine i 5 mg L (WHO, 2003). Glavni izvori onec¢i$éenja
vodenih ekosustava poticu iz gradskih otpadnih voda i poljoprivrede, pri ¢emu se svake godine

u okoli$ otpusti viSe od 2 milijuna kilograma srebra (Domingo i sur., 2019).

BioloSka aktivnost AgNP ovisi o ¢imbenicima kao $to su kemijska svojstva povrSine, veli¢ina,
oblik, morfologija Cestica, sastav, aglomeracija 1 brzina otapanja, reaktivnost ¢estica u otopini,
ucinkovitost disocijacije, te vrsta stanica. Takoder, vrsta redukcijskih sredstava koriStenih pri
sintezi AgNP moze utjecati na citotoksi¢nost. Manja veli¢ina Cestica povecava toksi¢nost zbog
vece povrsine, veceg broja reaktivnih mjesta i lakSeg ulaska u stanice (Zhang i sur., 2016).
Toksi¢nost takoder ovisi o obliku Cestica, jer promjene na njihovoj povrsini mogu uzrokovati

otpustanje iona Ag" (Domingo i sur., 2019).



1.4. Fitotoksicni utjecaj Cestica srebra na mikroalge

Mikroalge igraju kljuénu ulogu u vodenim ekosustavima kao primarni proizvodaci u
hranidbenom lancu. Kao takve, one su izuzetno osjetljive na zagadivace, a svaki toksi¢ni utjecaj
na autotrofe moze utjecati na heterotrofe. Time se AgNP mogu prenijeti kroz hranidbeni lanac,
Sto dodatno naglasava potrebu za pra¢enjem njihovih ucinaka na mikroalge (Lekamge i sur.,
2020). Zbog ove osjetljivosti, mikroalge se ¢esto koriste kao bioindikatori za procjenu rizika
zagadenja vodenih ekosustava teskim metalima, ukljucujuci nanocestice srebra (Afkar i sur.,

2010).

Mikroalge su jednostani¢ni organizmi okruZeni plazmatskom membranom 1 vanjskom
polupropusnom stani¢nom stijenkom, koja je kemijski heterogena i ukljucuje celulozu,
glikoproteine i polisaharide. Ova stani¢na stijenka stvara kompleksne i teSko propusne mreze
(Li i sur.,, 2015). Pore u toj stijenci, promjera 5-10 nanometara, omogucuju prolaz
nanoCesticama manjih dimenzija, pa se tako nanocestice koje su manjih dimenzija mogu
akumulirati unutar stanica algi (Yue i sur., 2017). Iako stani¢ne membrane imaju vaznu ulogu
u obrani alge od nanoCestica, AgNP mogu otpustiti ione Ag* sa svoje povrSine koji takoder
imaju toksi¢ni uéinak, ¢ime stabilizatori na povr$ini nanocestica imaju veliki znacaj (Dorobantu
i sur. 2014). Nanocestice mogu uzrokovati razliita oSteCenja stanica, ukljucujuci ostecenje
membrana, povezivanje proteina, gubitak metabolickih funkcija, mutacije, oStecenja
mitohondrija, lizu stanica, inhibiciju rasta, adheziju te promjene u fotosintetskom aparatu.
Mikroalge posjeduju razli¢ite mehanizme obrane od toksi¢nih u¢inaka nanocestica, koji se
mogu pratiti na morfoloskoj, biokemijskoj i molekularnoj razini. Romero i sur. (2020) proveli
su istrazivanje u kojem su pratili fizioloske i morfoloske odgovore alge C. vulgaris na izlaganje
AgNP. U okviru morfoloskih promjena, stanice C. vulgaris smanjile su svoj volumen i promjer
pod utjecajem AgNP. Dodatno, uz povecanje koncentracije AgNP-a, boja kulture alge mijenjala
se iz zelene u zeleno-zutu, jer izloZzenost metalnim nanocesticama moze izazvati nedostatak
dusika, S$to pokrece kompenzacijski mehanizam u kojem dolazi do razgradnje pigmenata
(smanjenje koncentracije klorofila) u cilju opskrbe alge organskim dusikom. Pored morfoloskih
promjena, stanice algi mogu takoder promijeniti svoj biokemijski sastav, prilagoditi stani¢ni
metabolizam 1 pohraniti molekule poput proteina i lipida kao odgovor na uklanjanje toksi¢nih
molekula iz glavnih metaboli¢kih putova. Takoder, moZe do¢i do pucanja vodikovih veza, §to

moZe inhibirati daljnju sintezu DNA (Shanab i sur., 2019).



1.4.1. Oksidacijski stres

Oksidacijski stres definiran je kao neravnoteza izmedu stvaranja reaktivnih oblika kisika (eng.
reactive oxygen species, ROS) i moguc¢nosti obrane biolo§kog sustava i popravka Stete nastale
djelovanjem ROS, odnosno neravnoteza izmedu oksidanata i antioksidacijskog potencijala
(Preiser 2012). Iako su ROS povijesno bili povezivani sa staniénom smréu, danas je poznato
da imaju klju¢nu ulogu u signalizaciji i prilagodbi stanica na stres (Pérez-Pérez i sur. 2012).
ROS su meduprodukti aerobnih metabolizama, a ukljuc¢uju radikalne i neradikalne oblike koji
lako reagiraju s organskim molekulama, §to dovodi do oStecenja stani¢nih komponenti.
Pretjerano stvaranje ROS cesto se javlja pod abiotickim stresnim uvjetima (suSa, promjene u
temperaturi, UV- zracenje, teSki metali) kao rezultat poremecaja metabolizma, §to dovodi do

oksidacijskog ostecenja organizma (Nowicka 2022).

U algama, ROS se naj¢esce stvaraju u lancu prijenosa elektrona unutar kloroplasta, tijekom
oksidacijske fosforilacije u mitohondrijima, kao i u citosolu i peroksisomima. Oblici ROS
nastaju u tilakoidnim membranama kada apsorpcija svjetlosti premasi kapacitet fotosintetskog
aparata. Glavni izvori proizvodnje ROS tijekom fotosinteze su Fotosustav | (PSI) i Fotosustav
IT (PSII). Do stvaranja ROS u PSI moze do¢i zbog nakupljanja elektrona na kraju lanca
prijenosa elektrona u tilakoidnim membranama, $to ometa njihov daljnji prijenos, ¢ime dolazi
do prekomjernog stvaranja oblika ROS (Coulombier i sur. 2021). S druge strane, PSII takoder
moze uzrokovati proizvodnju ROS kada je dostava energije do reakcijskog sredista PSII
ogranicena, a lanac prijenosa elektrona izmedu fotosustava nije u potpunosti funkcionalan. U
tom slucaju, visak svjetlosti 1 energije koji nije ispravno prenesen moze izazvati pojavu ROS

(Rezayian i sur. 2019).

ROS ukljucuju Sirok spektar reaktivnih spojeva, kao Sto su superoksid (03 ™), vodikov peroksid
(H202), hidroksilni radikal (HO®), singletni kisik (1O2), peroksilni radikal (LOO®), alkoksilni
radikal (LO*®), lipidni hidroperoksid (LOOH), peroksinitrit (ONOQ"), hipoklorastu kiselinu
(HOCI) iozon (Oz) (Liisur. 2016) (Slika 2). Reaktivnost ROS ovisi 0 njegovom tipu i uvjetima
reakcije. Na primjer, HO® ima vrlo visoku kemijsku aktivnost i moze oksidirati vecinu
organskih molekula, dok H>O> ima umjerenu reaktivnost. Kemijska aktivnost ROS opada
sljede¢im redoslijedom: HO® > 'Oz > H20, > 03~ u bioloskom okruzenju. Naime, neki ROS
sadrZe nesparene elektrone, zbog ¢ega su poznati kao slobodni radikali, dok drugi oblici ROS,
poput H202, peroksinitrita, hipokloraste Kkiseline i ozona, nisu slobodni radikali, ali mogu

uzrokovati oStecenja na stanicama na drugaciji nacin (Li i sur. 2016).
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Slika 2. ROS i njihove pretvorbe. Molekularni Kisik (O2) mora prihvatiti Cetiri elektrona kako
bi proizveo dvije molekule H2O. Medutim, zbog ograni¢enja spina, O2 ne moze prihvatiti etiri
elektrona odjednom, ve¢ ih prihvaca jedan po jedan. Tako se tijekom redukcije O2 postupno
formiraju stabilni meduprodukti postupno. Oz — molekularni kisik, 03~ - superoksidni anion,
H>0, — vodikov peroksid, H.O — molekula vode, HO®- hidroksilni radikal, e* - elektron,
H* - ion vodika. Preuzeto i prilagodeno prema Mallick i Mohn (2000).

Singletni kisik (*O.) je elektrofilan oblik ROS koji reagira s glavnim bioloskim spojevima,
poput nezasi¢enih masnih kiselina membranskih lipida. On nastaje elektronskim pobudivanjem
02 te je zato manje stabilan od obi¢nog tripletnog kiska (*02) Naime, O2 moZe reagirati sa
singletnim ili tripletnim pobudenim stanjem molekule pigmenta i proizvoditi 'O, u uvjetima
jakog svjetla u reakcijskom sredistu PSII u kloroplastu. 1O, odgovoran je za znacajna osteéenja
stanica, ukljucujuci oksidaciju proteina, lipida i nukleinskih kiselina, oSte¢enje membrana
kloroplasta i tilakoida te fotoinhibiciju. Reakcijski centar PSII posebno je ugrozen zbog
moguéeg prekomjernog stvaranja 1Oz, no karotenoidi i tokoferoli djeluju kao zastita, suzbijajuéi

njegov sadrzaj (Nowicka 2022; Rezayian i sur. 2019; Coulombier i sur. 2021)

O2 moze prihvatiti jedan elektron kako bi formirao 03~ koji je jedinstven medu aktivnim
vrstama O2 jer njegova povoljna termodinamika omogucuje da djeluje i1 kao oksidans i kao
reducens. Sinteza 05~ najcesce se odvija u kloroplastima tijekom fotosinteze, dok se u manjim
koli¢inama proizvodi i u mitohondrijima tijekom oksidacijske fosforilacije, te u stani¢nim
membranama djelovanjem NADPH-oksidaze. 05~ je slabo reaktivan jer nije sposoban izravno
reagirati s makromolekulama te se brzo pretvara u H20>. Ipak, moze reducirati prijelazne metale
(npr. Fe3*, Cu?") i reagirati s tiolnim skupinama cisteina (Nowicka 2022; Rezayian i sur. 2019;
Mallick i Mohn 2000; Coulombier i sur. 2021).

Nadalje, 05~ moze prihvatiti elektron i dva protona, stvaraju¢i tako H2Oz, koji se u algama
neutralizira pomocu peroksidaza i katalaze. lako je H2O: slabo reaktivan, jo§ uvijek je visoko
toksican zbog mogucnosti prolaska kroz membrane, difundiranja kroz stanicu i oksidacije
sulfhidrilne skupine, §to dovodi do deaktivacije esencijalnih enzima. Takoder moZe reagirati s

molekulom DNA te, u prisutnosti prijelaznih metala poput Zeljeza i bakra, izazvati stvaranje



visoko reaktivnih hidroksilnih radikala putem Haber-Weissove reakcije (Coulombier i sur.
2021; Rezayian i sur. 2019).

HO*® nastaje primarno putem Fentonove reakcije, kada H>O> reagira s prijelaznim metalima
poput zeljeza, razlazuéi se u HO® i hidroksidni ion (OH"), dok HO®* mogu dodatno nastati i
homolitickim cijepanjem vode (H2O — HO*+ H*®). Ovi radikali se stvaraju u stromi kloroplasta,
gdje fotosustavi proizvode H.O,. HO® su izuzetno reaktivni i mogu izazvati peroksidaciju
lipida, denaturaciju proteina 1 oStecenje nukleinskih kiselina, ¢ine¢i ih najreaktivnijim oblikom

ROS (Rezayian i sur. 2019; Coulombier i sur. 2021).

Prekomjerne koli¢ine oblika ROS narusavaju redoks homeostazu i uzrokuju osteéenja stani¢nih
komponenti. Redoks-aktivni teski metali u stanicama mogu se javljati u razli¢itim
oksidacijskim stanjima te izravno reagirati s oblicima ROS, ¢ime dolazi do pretvorbe manje
Stetnih oblika ROS u opasnije oblike. Indukcija oksidacijskog stresa smatra se glavnim
mehanizmom njihove toksi¢nosti. S druge strane, redoks-neaktivni metali mogu neizravno
izazvati oksidacijski stres ometanjem metabolickih procesa poput disanja i fotosinteze,
inhibiraju¢i antioksidacijske enzime i smanjujuci sadrzaj glutationa. Dodatno, alge mogu
akumulirati Ag* ione otpustene s povrSine AgNP uglavnom vezanjem iona na povrsinu stanica,
¢ime inhibiraju enzime vezanjem na njihove tiolne skupine. Na taj naCin, AgNP inhibira
respiratorni lanac prijenosa elektrona §to smanjuje proizvodnju energije u stanicama. Dodatno,
AgNP uzrokuju oksidacijski stres koji vodi do peroksidacije lipida, ostecenja DNA i drugih
stani¢nih struktura (Nowicka 2022). Prema istrazivanjima Oukarroum i sur. (2011) te Shanab i
sur. (2019), izlaganje kultura algi AgNP uzrokuje povecanje sadrzaja ukupnog ROS, kao i
porast lipidne peroksidacije u stanicama algi C. vulgaris, Dunaliella tertiolecta i

Dictyochloropsis splendida.
1.4.2. Lipidna peroksidacija

Lipidi su sastavni dijelovi stani¢nih membrana koji su velikim dijelom gradeni od
polinezasi¢enih masnih Kiselina (eng. polyunsaturated fatty acids, PUFA) koje su podlozne
oksidaciji (Nowicka 2022). Odredeni oblici ROS mogu izazvati peroksidaciju lipida, odnosno
procesa u kojem slobodni radikali oduzimaju elektron s dvostruke veze izmedu dva atoma
ugljika u molekuli lipida. Ovaj proces mogu uzrokovati endogeni ili egzogeni ¢imbenici poput
enzima, radikala, metalnih iona, UV-radijacije, prekomjerne topline, razli¢itih kemikalija,

droga, oblika ROS i reaktivni oblici dusika (eng. Reactive Nitrogen Species, RNS) (Guéraud i
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sur. 2010). Postoje tri razli¢ita mehanizma peroksidacije lipida: neenzimska posredovana
slobodnim radikalima, neenzimska neovisna o slobodnim radikalima i enzimska. Peroksidacija
lipida posredovana slobodnim radikalima moze zapoceti radikalima poput HO®, HO?*~, ali i
radikalima s ugljikovim sredistem, poput R*, RO*, ROO* ili NO?*, dok i lipidni radikali, koji su
meduprodukti peroksidacije lipida, takoder mogu reagirati s membranskim proteinima.
Neenzimska peroksidacija neovisna o slobodnim radikalima izravna je reakcija 'O, s PUFA
molekulama, sto dovodi do stvaranja lipidnih hidroperoksida i cikli¢kih peroksida (Nowicka
2022). Mehanizam neenzimske peroksidacije PUFA molekula se dogada u tri faze: inicijacija,
propagacija i terminacija. Inicijacija je odvajanje H* radikala iz lipoidnog lanca kako bi se dobio
lipidni radikal. Tokom propagacije, lipidni radikal moze reagiratis Oz i LOO®, koji zatim reagira
s lipidom, stvarajuéi lipidni radikal i LOOH. LOOH su izrazito nestabilni: generiraju nove
peroksilne i alkoksilne radikale te se razgraduju na sekundarne proizvode. U konacnici,
terminacijom se zaustavlja proces lipidne peroksidacije nastajanjem lipidnog peroksida koji ne

reagira s drugim PUFA molekulama. (Guéraud i sur. 2010).

Peroksidacija lipida mijenja svojstva membrana smanjujuéi njihovu fluidnost i povecavajuci
njihovu propusnost, §to dovodi do poremecaja organizacije i gubitka funkcije membrana. Osim
toga, sekundarni proizvodi ovog procesa, poput aldehida, hidroksidialdehida, ketona, cikli¢kih
peroksida, epoksida i etera mogu uzrokovati ostecenje proteina ili DNA. Dobro poznati primjer
takve reakcije je povezivanje proteina pomo¢u malondialdehida (MDA), koji se Cesto koristi

kao biomarker lipidne peroksidacije (Nowicka 2022).
1.5. Antioksidacijski sustav algi

U uvjetima bez stresa antioksidacijski obrambeni sustav pruza adekvatnu zastitu od aktivnih
vrsta Oz i1 slobodnih radikala. Kao odgovor na povecanje oksidacijskog stresa, odnosno
povecanje kolicine ROS, alge nuzno povecavaju i kapacitet antioksidacijskog obrambenog
sustava koji se sastoji od enzimskog i neenzimskog sustava (Rezayian i sur. 2019). Pojam
mantioksidans® odnosi se na spojeve koji Stite stanice od oStecenja izazvanog izlaganjem
odredenim visoko reaktivnim spojevima, budu¢i da moZze inhibirati oksidaciju drugih molekula

(Bhaduri i Fulekar 2011).

Alge primjenjuju dvije obrambene strategije u cilju smanjivanja oStecenja razli¢itih stani¢nih
komponenata uzrokovanih oblicima ROS (Slika 3). Prvi sustav obuhvaca antioksidacijske

enzime, poput superoksid-dismutaze (SOD), glutation-reduktaze (GR), katalaze (engl. catalase
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CAT), askorbat-peroksidaze (engl. ascorbate peroxidase APX) i pirogalol-peroksidaze (engl.
pyrogalol peroxidase PPX), koji razgraduju oblike ROS u manje Stetne spojeve. SOD pretvara
ROS u H,02, dok CAT i GPX uklanjaju H202 u peroksisomima. Ravnoteza izmedu aktivnosti
ovih enzima kljucna je za odrzavanje redoks homeostaze. Drugi sustav obuhvaca neenzimske
spojeve niske molekulske mase poput askorbata, flavonoida, karotenoida, glutationa, tokoferola
i fenola, koji neutraliziraju slobodne radikale i sprjecavaju oksidacijska ostecenja biomolekula.

Ovi spojevi djeluju kao dodatna zastita uz enzimski sustav (Rezayian i sur. 2019).

20, 0, I

02 = l _.I_)
- 7\

0, 10, Karotenoid 0, «20H:

T\/ Tokoferol _;2 0,1 ASA «— MDHA

/ NADP* ( 2GSH / \ /
H,0,
GR DHAR MDHA
NADPH GSSG | \'Ampﬂ
(358, N: N/

Slika 3. Dva mehanizma obrane algi od molekula ROS, enzimski i neenzimski antioksidansi.
ASC - askorbat, APX - askorbat peroksidaza, CAT - katalaza, DHA - dehidroaskorbat,
GSH -glutation, GR - glutation reduktaza, GSSG - glutation disulfid, MDHA -
monodehidroaskorbat, SOD - superoksid dismutaza, DHA - dehidroaskorbat reduktaza.
Preuzeto i prilagodeno prema Rezayian i sur. (2019).

CAT je tetramerna oksidoreduktaza i vrlo vazan enzim koji sadrzi hem skupinu. CAT

katalizira pretvorbu H202 u H20 i O prema reakciji:
2H,0; — 2H,0 + Oy

Lokalizirana je u peroksisomima, a nalazi se u vecini biljnih i Zivotinjskih stanica. CAT ima
izuzetno visoku kataliticku sposobnost te je posebno vazan u uvjetima stresa kada dolazi do

pojacanog stvaranja oblika ROS, budu¢i da moze razgraditi nekoliko milijuna molekula H20-
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u sekundi. Dodatno, CAT je najaktivnija tokom foto-respiracije i oksidacije masnih kiselina, a
specifi¢na je po tome Sto katalizira razgradnju H>O> bez reducensa sto znaci da pruza stanici
energetski u¢inkovit mehanizam za uklanjanje H.O> (Bhaduri i Fulekar 2011). Kada su stanice
pod velikim oksidacijskim stresom i brzo stvaraju H>O> kroz kataboli¢ke procese, ovakav na¢in
razgradnje rezultira neto dobitkom stani¢ne energije (Mallick i Mohn 2000; Romero-Cruz i sur.
2024).

APX je hem-enzim prisutan u citosolu i kloroplastima biljaka i algi, gdje ima klju¢nu ulogu u
neutralizaciji H20,. APX reducira H202 u H2O koriste¢i askorbat kao donor elektrona, prema

reakciji:

RH; + H,O, — R + 2H,0

APX je enzim koji je izuzetno specifi¢an za H2O., omogucujuéi preciznu regulaciju oblika ROS
u stanicama. Njegova uloga posebno dolazi do izrazaja tijekom stresnih uvjeta, gdje APX
osigurava odrzavanje ravnoteze izmedu stvaranja 1 uklanjanja ROS, ¢ime sprjecava
oksidacijska ostecenja stani¢nih komponenti (Romero-Cruz i sur. 2024; Reazayian i sur. 2019;
Bhaduri i Fulekar 2011)

PPX je enzim Kkoji koristi pirogalol kao supstrat za razgradnju H2O.. Djelovanjem PPX
smanjuje se razina H2O: u stanici, ¢ime se dodatno sprjeavaju $tetni ucinci oksidacijskog
stresa. Pirogalol, kao donor vodika, omogucuje provodenje ove reakcije te ima klju¢nu ulogu u

obrambenim mehanizmima protiv oblika ROS (Keles 1986).
1.6. Fotosintetski aparat algi

Fotosinteza je biokemijski proces u kojem autotrofni organizmi, poput biljaka i algi, koriste
sunéevu svjetlost, vodu i CO> za sintezu organskih spojeva, prvenstveno ugljikohidrata. Ovo
je temeljni proces za odrzavanje Zivota na Zemlji jer omogucuje pretvaranje sunceve energije
u kemijsku energiju, pri ¢emu nastaje O kao nusprodukt. Fotosinteza u eukariotskim
organizmima odvija se unutar kloroplasta, specijaliziranih organela koje sadrze pigmentne i
proteinske komplekse neophodne za ovaj proces. Fotosinteza se dijeli na dva glavna dijela:
reakcije svjetla i Calvin-Bensonov ciklus. Reakcije svjetla odvijaju se u tilakoidnim
membranama kloroplasta. U ovom dijelu procesa, svjetlosna energija apsorbira se pomocu
fotosintetskih pigmenata, poput klorofila i karotenoida, koji djeluju kao antene za prikupljanje

svjetlosti. PSI i PSII sadrze reakcijske centre gdje dolazi do pretvorbe svjetlosne energije u
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kemijsku. PSII je prvi u nizu i odgovoran je za fotolizu vode, proces razgradnje molekula vode
na elektrone, protone i O,. Oslobodeni elektroni ulaze u lanac prijenosa elektrona, dok se
protoni koriste za stvaranje protonskog gradijenta. PSI preuzima elektrone iz lanca prijenosa i
koristi ih za reduciranje NADP* u NADPH, molekulu koja skladisti energiju. Osim toga,
protonski gradijent stvoren kroz prijenos elektrona koristi se za proizvodnju ATP-a putem ATP
sintaze. Ove dvije molekule, NADPH i ATP, klju¢ne su za sljede¢i dio fotosinteze — Calvin-
Bensonov ciklus. Calvin-Bensonov ciklus, koji se odvija u stromi kloroplasta, klju¢an je za
fiksaciju CO: 1 njegovu pretvorbu u ugljikohidrate. Proces zapocinje djelovanjem enzima
Rubisco, koji katalizira vezanje CO- na ribuloza-1,5-bisfosfat (RuBP), ¢ime nastaju nestabilni
meduprodukti koji se zatim kemijski preureduju. U prvoj fazi, nazvanoj faza karboksilacije,
CO: se veze na RuBP te nastaje 3-fosfoglicerat (3-PGA). Slijedi faza redukcije u kojoj se uz
pomo¢ NADPH i ATP, 3-PGA reducira u gliceraldehid 3-fosfat (G3P). Na kraju dolazi faza
regeneracije, tijekom koje se dio molekula G3P obnavlja u RuBP kako bi ciklus mogao zapoceti
ispocetka, dok se ostatak koristi u sintezi ugljikohidrata koji organizmu sluze kao izvor energije,

ali i kao osnovne gradevne jedinice za rast i razvoj (Ma i sur. 2023).

Fluorescencija klorofila predstavlja jednu od najceS¢e primjenjivanih tehnika u istrazivanju
fotosintetskih procesa, posebno zbog svoje neinvazivnosti i visoke osjetljivosti. Ova metoda se
cesto koristi za analizu fotosinteze U algi jer omogucuje pracenje ucinkovitosti fotokemijskih
procesa u PSII. Kada PSII apsorbira svjetlost, molekule klorofila a prelaze u pobudeno stanje.
Energija iz tog pobudenog stanja moZze se usmjeriti u tri smjera: na reakcijski centar za prijenos
elektrona, rasprsiti u obliku topline ili emitirati nazad kao fluorescencija. Zbroj energije

raspodijeljene na ta tri procesa jednak je energiji apsorbirane svjetlosti.

Svaka promjena u fotokemijskim procesima utjece na fluorescencijski signal, ¢cime se dobiva
uvid u energetsku dinamiku PSII. U uvjetima mraka, svi reakcijski centri PSII su u otvorenom
stanju, $to omogucuje maksimalnu fotokemijsku ucinkovitost uz minimalan fluorescencijski
prinos. Ovo osnovno stanje koristi se za pracenje 1 analizu promjena u fotosintetskim procesima
tijekom izlaganja svjetlu, pruzajuci vrijedne informacije o adaptaciji i funkciji fotosintetskog

aparata (Masojidek i sur. 2004).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Nanocestice srebra se zbog specifi¢nih kemijskih i fizickih svojstava danas sve vise koriste U
raznim proizvodima. Kroz razliite procese i direktnim otpustanjem u okoli§, nanocCestice se u
sve ve¢im koncentracijama mogu naéi u vodenim staniStima gdje dolaze u doticaj s algama. C.
vulgaris je mikroalga koja se zbog velike stope rasta i vrlo dobre prilagodbe na okoli§ sve vise
koristi kao modelni organizam u raznim istrazivanjima te se fitotoksi¢an utjecaj nanocestica
srebra na alge iscrpno istrazuje zadnjih godina. Ova mikroalga ima 1 sposobnost prelaska s
autotrofije na miksotrofiju koja poti¢e promjene u metabolizmu i fotosintetskom aparatu algi.
Unato¢ brojnim podacima o toksi¢nosti nanoCestica srebra na mikroalge, nedostaju informacije
o tome kako glukoza, kao izvor organskog ugljika, utjece na tu fitotoksi¢nost. Stoga je cilj ovog
istrazivanja odrediti utjecaj glukoze, dodane u hranjivu podlogu kao izvor organskog ugljika,
na fitotoksi¢ni u¢inak nanocestica srebra (AgNP-citrat) u mikroalgi C. vulgaris. Utjecaj ¢e se
pratiti kroz parametre oksidacijskog stresa: odredivanje sadrzaja ukupnog ROS, koncentracije
H>O2, stupnja lipidne peroksidacije i odredivanje aktivnosti enzimskih sastavnica
antioksidacijskog sustava (CAT, APX, PPX), te kroz parametre fotosinteze: odredivanje stope
fotosinteze, koncentracije fotosintetskih pigmenata (klorofila a, b i karotenoida), maksimalnog

kvantnog prinosa i indeksa u¢inkovitosti fotosustava I1 (PSII).
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Fikoloski materijal
Kultura alge C. vulgaris, soj SAG/211-11b, koriStena u ovom istrazivanju je uzgojena u
istrazivackom institutu Experimentelle Phykologie und Sammlung von Algenkulturen (EPSAG)
Sveucilista u GoOttingenu (Georg-August-Universitat Gottingen), Njemacka. Kultura je
kultivirana na Zavodu za molekularnu biologiju BioloSkog odsjeka Prirodoslovno-

matematickog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.
3.1.2. Nanocestice srebra

Nanocestice srebra dobivene su redukcijom srebrovog nitrata (AgNO3) pomocu natrijevog
citrata. Pripremljena je otopina AgNO3 otapanjem 0,02 g AgNOs u 120 mL ultra-Ciste vode.
Otopina je zagrijavana do vrenja uz konstantno mijesanje te je nakon vrenja u tikvicu dodano
5 mL 1% (w/v) otopine natrijeva citrata. Otopina je zagrijavana do promjene boje otopine iz
prozirne u zZutu kada je reakcija zaustavljena naglim hladenjem mlazom vode (Komazec 2024).
Laboratorijski sintetizirane nanocestice srebra veli¢ine 50 nm pripremio je dr. sc. Bruno

Komazec sa Zavoda za molekularnu biologiju, PMF Zagreb.
3.2. Metode

3.1.3. Kultura alge C. vulgaris

3.1.3.1.Uvjeti uzgoja kulture stanica

Kulture alge C. vulgaris nasadila sam na teku¢u hranjivu podlogu BBM (engl. Bold's Basal
Medium) (Tablica 1. i 2.) s dodatkom 0,5% (w/v) glukoze (BBM+) i bez glukoze (BBM-) koje
sam Koristila kao kontrolne skupine. Hranjive podloge BBM prethodno sam pripremila u
autoklaviranim, sterilnim Erlenmeyerovim tikvicama volumena od 200 mL koje sam zatvorila
vatom i aluminijskom folijom. Alge su rasle u komori za uzgoj biljaka koja je pod kontroliranim
uvjetima dugog dana (16 sati svjetla te 8 sati mraka) na 24°C, pri intenzitetu svjetlosti od
80 pumol m? s? pri konstantnom mije3anju na orbitalnoj mijesalici. Kako bi bio osiguran
dovoljan broj algi za eksperiment, kultura alge je odrzavana redovitim presadivanjem u svjezoj

tekucoj hranjivoj podlozi BBM svakih 14 dana.
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Tablica 1. Sastav tekuce hranjive podloge BBM (pH 6,6) za uzgoj kultura alge C. vulgaris.

Koncentracija Priprema Volumen mati¢ne
Sastojak mati¢ne vodene  mati¢nih otopina otopinezallL
otopine (g L™) u 500 mL ultra- hranjive podloge
Ciste vode (g) (mL)
1. NaNOs; 25,00 12,5 10
2. CaClz (bezvodni) 1,89 0,945 10
3. MgSOsx7H.0 7,50 3,75 10
4, K2HPO, 7,50 3,75 10
5. KH2PO,4 17,50 8,75 10
6. NaCl 2,50 1,25 10
1. otopina EDTA* * * 1
8. otopina ** ** 1
zakiseljenog
Zeljeza**
9. HsBO3 11,42 571 1
10. metali u il faleled 1

tragovima***

Provjeriti pH i po potrebi ga namjestiti na 6,6
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Tablica 2. Detaljan sastav mati¢nih otopina EDTA, zakiseljenog zeljeza i metala u tragovima,

koriStenih za pripremu tekuée hranjive BBM podloge za uzgoj kulture algi C. vulgaris

Sastojak Masa koju treba dodati u 1 L
ultra-diste vode (Q)
Otopina EDTA* EDTA 50
KOH 31
Otopina zakiseljenog FeSO4x7H.0 4,98
Zeljeza** H>SO, (96%) 1mL
ZnSO4X7H:0 8,82
Otopina metala u MnCl;x4H;0 1,44
tragovima*** MoO; 0,71
CuSO4x5H-0 1,57
CoClx6H,0 0,49

3.1.3.2. Izrada krivulja rasta kulture alge C. vulgaris

Krivulju rasta kulture stanica alge C. vulgaris pratila sam brojanjem stanica na automatiziranom
brojacu stanica (Luna I, Logos Biosystems) svaki dan u isto vrijeme kroz 30 dana kako bih
odredila eksponencijalnu fazu rasta stanica u BBM+ i BBM- te prilagodila pocetne
koncentracije algi koje sam stavljala na tekuce hranjive podloge kako bih u obje kontrole imala
jednak broj stanica nakon cetiri dana uzgoja. Za mjerenje broja stanica pomijesala sam 950 pL
ultra-¢iste vode i 50 pL kulture algi te koriStenjem automatske pipete dodala po 11 pL
razrijedene otopine na predmetno stakalce koje sam nanijela na nosa¢ za automatski brojac
stanica Luna Il. Kada sam odredila koncentraciju stanica algi u BBM+ i BBM- nakon ¢etiri
dana uzgoja (kada su stanice bile u eksponencijalnoj fazi) prilagodila sam poc¢etne koncentracije
kulture algi koje sam dodavala u BBM+. Time sam osigurala jednak broj stanica nakon Cetiri
dana u obje kontrolne skupine, odnosno jednak broj stanica u tekucoj hranjivoj podlozi BBM-

i BBM+ $to mi je omoguéilo to¢nije odredivanje u¢inka glukoze na kasniji tretman s AgNP.
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3.1.3.3. Izlaganje kulture alge C. vulgaris tretmanu AgNP-citrat

Nakon Cetiri dana rasta kulture alge C. vulgaris u prethodno opisanim uvjetima i kada su alge
bile u eksponencijalnoj fazi rasta te kada su stanice bile u istim koncentracijama u BBM+ i
BBM-, tretirala sam ih nanocCesticama srebra stabiliziranim citratom (AgNP-citrat) u
koncentraciji koja omoguéuju 60% prezivljenja populacije tj. 40% smrtnosti (ECa4o vrijednost).
ECao vrijednost je unaprijed odredena koristenjem protocne citometrije s fluorescentnom bojom
propidij jodid (engl. propidium iodide, PI) u eksperimentu koji je proveo komentor dr. sc. Bruno
Komazec te je iznosila 0,251 mg L. S obzirom da su alge uzgajane u 200 mL tekudée hranjive
podloge BBM- kao i BBM+, nakon cetiri dana uzgoja algi, u tekuée hranjive podloge dodala
sam 504 uL. mati¢ne otopine AgNP-citrata. Kontrolne skupine kulture alge C. vulgaris sam
uzgajala u podlozi BBM- i BBM+ bez dodatka AgNP. Tretman je trajao tri dana, odnosno
72 sata.

3.1.4. Odredivanje sadrzaja ROS
3.1.4.1. Fluorimetrijsko odredivanje ukupnog sadrzaja ROS

Za odredivanje koli¢ine ukupnih razli¢itih molekula ROS koristila sam dvije fluorescentne
probe: dihidroetidij (DHE) i 2',7'- diklorohidrofluorescin diacetat (H.DCFDA). Pripremila sam
20 uM otopine DHE i H2DCFDA te crnu mikrotitarsku plo¢icu i papir na kojem sam oznacila
mjesta na koja sam stavila pojedine uzorke: kontrolne skupine algi tretirane na hranjivim
podlogama bez (Kontrola -Glu) i s glukozom (Kontrola +Glu) te tretirane skupine algi na
hranjivim podlogama bez (AgNP -Glu) i s glukozom (AgNP +Glu). Na plo¢icu sam zatim
nanijela po 100 uL stani¢ne suspenzije algi u zadanom redoslijedu, a u prvih Sest jazica sam
stavila slijepu probu, odnosno 100 pL ultra-¢iste vode. Na uzorke sam zatim dodala po 80 uL
20 uM DHE ili 20 uM H2DCFDA otopine i promijesala sadrzaje svih jazica. Stanice sam prije
samog mjerenja inkubirala u mraku 30 minuta. Za pobudu fluorescentnih probi i mjerenje
fluorescencije u uzorcima sam Koristila ¢ita¢é mikrotitarskih ploc¢ica Glo-Max (Promega,
Madison, WI, SAD). DHE sam pobudila svjetlo§¢u valne duljine 520 nm, a fluorescenciju
izmjerila na valnoj duljini od 600 nm, dok sam za pobudu i mjerenje fluorescencije H.DCFDA
koristila valne duljine od 504 nm i 550 nm. Rezultate sam prikazala kao postotak sadrzaja ROS
u kontroli, a prikazani su kao srednja vrijednost Sest replika po skupini (Kontrola (-Glu), AgNP
(-Glu), Kontrola (+Glu) i AgNP (+Glu)).
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3.1.4.2. Spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja H20>

Za odredivanje koli¢ine sadrzaja H2O> Koristila sam modificirani protokol (Matai i Hideg
2017). Prvo sam izmjerila koncentracije stanica u suspenzijama (Kontrola (-Glu), AgNP (-Glu),
Kontrola (+Glu) i AgNP (+Glu)), kao $to je opisano u poglavlju 3.2.1.2. Zatim sam
centrifugirala ukupan volumen od 200 mL suspenzija algi pri 3500 x g na sobnoj temperaturi u
trajanju od 5 minuta. Nakon toga sam isprala talog s ultra-¢istom vodom te ga ponovno
centrifugirala pri istim uvjetima. Postupak sam ponovila tri puta. Dobiveni talog sam zatim
resuspendirala u 500 pL 70%-tnog (v/v) etanola i dodala 0,083 g silika kuglica (veli¢ine
425-600 pm) te sam uzorke homogenizirala u prethodno ohladenim nosacima na uredaju za
homogenizaciju Retsch MM200 na frekvenciji od 30 Hz tri puta po Cetiri minute. Izmedu
homogenizacija sam na jednu minutu stavila uzorke i nosa¢ na -20 °C kako bi uzorci konstantno
bili na hladnom. Nakon homogenizacije uzorke sam centrifugirala 10 minuta pri 15000 x g na
temperaturi od +4 °C. Prebacila sam supernatant u Ciste 1,5 mL epruvete te uzorke drzala u
mraku na ledu. Prije mjerenja pripremila sam reagens FOX (eng. ferrous oxidation-xylenol
orange): otopila sam 4,75 mg ksilenol orange-a i 0,9105 g sorbitola u 25 mL ultra-¢iste vode.
U pripremljenu otopinu dodala sam 0,5 mL amonijeva Zeljezo (1) sulfata sekstahidrata
((NH4)2Fe(S04)2 x 6H20) otopljenog u 2,5 M sumpornoj Kiselini te nadopunila vodom do
50 mL. U 1000 pL reagensa FOX dodala sam 100 pL stani¢nog ekstrakta te inkubirala sadrzaj
u kiveti 15 minuta na sobnoj temperaturi u mraku. Nakon toga, apsorbanciju sam izmjerila na
valnoj duljini od 560 nm. Ukupni sadrzaj H2O, sam izracunala koriste¢i bazdarnu krivulju
otopina poznatih koncentracija H20O. od 1,82 do 72,8 uM. Za slijepu probu sam koristila
1000 pL reagensa FOX i 100 uL 70%-tnog etanola. Rezultate sam izrazila kao pmol H.O> po

10° stanica te sam ih prikazala kao srednju vrijednost 6 replika.
3.1.5. Odredivanje stupnja lipidne peroksidacije

Stupanj lipidne peroksidacije u stanicama algi nakon tretmana s AgNP-citrat odredila sam
mjerenjem sadrzaja MDA koriStenjem metode koju su opisali Heath i Packer (1968). Prvo sam
izmjerila koncentracije stanica u suspenzijama (Kontrola (-Glu), AgNP (-Glu), Kontrola (+Glu)
1 AgNP (+Glu)) kao Sto je opisano u poglavlju 3.2.1.2. Kulture alge uzgajane u 200 mL
centrifugirala sam pri 3500 x g na sobnoj temperaturi u trajanju od 5 minuta. Nakon toga sam
ispirala talog tri puta s ultra-¢istom vodom, a izmedu svakog ispiranja sam centrifugirala stanice
pod istim uvjetima. Dobiveni talog nakon zadnjeg centrifugiranja sam resuspendirala u 700 puL
0,5%-tne (w/v) 2-tiobarbituratne kiseline (engl. thiobarbituric acid TBA) pripremljene u
20%-tnoj (w/v) trikloroctenoj Kiselini (engl. trichloroacetic acid TCA) i dodala 0,083 ¢
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silikatnih kuglica (veli¢ine 425-600 um). Stanice sam tada homogenizirala u prethodno
ohladenim nosa¢ima na uredaju za homogenizaciju Retsch MM200 na frekvenciji od 30 Hz u
trajanju od 12 minuta. Homogenate sam inkubirala 30 minuta na +95 °C. Kao kontrolne uzorke
koristila sam dvije slijepe probe (1 mL ¢iste 0,05%-tne (w/v) TBA pripremljene u 20%-tnoj
(w/v) TCA). Nakon prve inkubacije sve uzorke i slijepe probe sam inkubirala dvije minute na
ledu kako bih zaustavila reakcije. Zatim sam uzorke centrifugirala 30 minuta pri 14000 x g na
+4 °C. Supernatante sam prebacila u kivete i izmjerila apsorbancije na valnim duljinama
532 nm i 600 nm. Od vrijednosti dobivene na valnoj duljini od 532 nm oduzela sam vrijednost
apsorbancije na valnoj duljini od 600 nm kako bih napravila korekciju za nespecifi¢no
zamucenje. Stupanj lipidne peroksidacije sam izrazila kao ukupan sadrzaj MDA u nmol

produkta po broju stanica [pmolvpa/broj stanica] prema jednadzbi:

. A —-A
Sadrzaj MDA = —>32—000
EXVXIXn

oznake:

As3z, — apsorbancija uzorka na valnoj duljini 532 nm
Asoo — apsorbancija uzorka na valnoj duljini 600 nm
& —molarni apsorpcijski koeficijent (155 mM* cm™)
V —volumen uzorka (0,7 mL)

| — duljina optickog puta zrake svjetlosti (1 cm)

n — koncentracija stanica u suspenziji

Rezultate stupnja lipidne peroksidacije tj. rezultat sadrzaja MDA sam izrazila kao postotak
kontrolnih stanica gdje je kontrola predstavljala 100%. Rezultate sam izrazila kao srednju
vrijednost Sest replika po skupini (Kontrola (-Glu), AgNP (-Glu), Kontrola (+Glu) i AgNP
(+Glu)).

3.1.6. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti antioksidacijskih enzima

3.1.6.1. Ekstrakcija ukupnih topivih proteina

Za ekstrakciju ukupnih topivih proteina centrifugirala sam 200 mL suspenzije stanica algi
(Kontrola (-Glu), AgNP (-Glu), Kontrola (+Glu) i AgNP (+Glu)) pri 3500 x g na sobnoj
temperaturi u trajanju od 7 minuta. Talog sam zatim ispirala tri puta ultra-¢istom vodom te sam
nakon svakog ispiranja ponovno centrifugirala pod istim uvjetima. Nakon ispiranja sam talog

resuspendirala u 500 uL ultra-Ciste vode i prebacila ga u nove 1,5 mL epruvete i centrifugirala
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pri 3500 x g na sobnoj temperaturi 3 minute. Nakon toga sam uklonila supernatant, a talog sam
ponovno resuspendirala u 500 uL 0,1 M kalij-fosfatnog pufera (pH 7) te sam dodala 0,83 g
silikatnih kuglica (veli¢ine 425 — 600 um). Suspenziju stanica algi sam zatim homogenizirala u
hladnim nosac¢ima pomocu uredaja za homogenizaciju Retsch MM200, na 30 Hz u trajanju od
po tri puta po Cetiri minute na temperaturi od +4 °C. Nakon svake tri minute homogenizacije,
nosace 1 uzorke sam hladila na ledu po jednu minutu kako bi uzorci bili konstantno ohladeni.
Nakon homogenizacije, homogenate sam centrifugirala 15 minuta pri 20000 x g na temperaturi
od +4 °C. Nakon toga sam supernatant prebacila u ¢iste epruvete od 1,5 mL te ih ponovno
centrifugirala pod istim uvjetima u trajanju od 45 minuta. Nakon centrifugiranja odvojila sam
supernatant i uzorke pohranila na temperaturu od -20°C za daljnje analize. Ekstrakte proteina

sam koristila za odredivanje aktivnosti antioksidacijskih enzima CAT, APX i PPX.
3.1.6.2. Odredivanje aktivnosti CAT

Aktivnost enzima CAT sam mjerila spektrofotometrijski prate¢i brzinu kataliticke razgradnje
H20,, prema unaprijed modificiranom protokolu (Aebi 1984). Prvo sam pripremila reakcijsku
smjesu; u 50 mL 50 mM 0,1 M Kkalij fosfatnog pufera (pH 7) sam dodala 51 puL. H>O>. 30 uL
proteinskog ekstrakta (poglavlje 3.2.4.2.) sam pomijesala s 970 pL reakcijske smjese. Za slijepu
probu sam pomijeSala 950 pL reakcijske smjese s 50 uL 0,1 M kalij fosfatnog pufera (pH 7).
Promjenu apsorbancije sam mjerila svakih deset sekundi tijekom jedne minute na valnoj duljini
od 240 nm. Zatim sam izracunala aktivnost enzima CAT u proteinskim ekstraktima prema
jednadzbi:

car = AAX6 X Vs X F.R

V,, XeXlXc

oznake:

AA — Srednja vrijednost promjene apsorbancije tokom 10 sekundi na valnoj duljini 240 nm
6 — faktor korekcije AA za izrazavanje rezultata u minuti

Vs — volumen reakcijske smjese (1 mL)

F.R. — faktor razrjedenja uzorka (1)

Vyz — volumen uzorka (0,33 mL)

& — molarni apsorpcijski koeficijent H202 (40 mM* cm™?)

| — duljina optickog puta zrake svjetlosti (1 cm)

¢ — koncentracija proteina u uzorku (mg mL™?)
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Rezultate sam prikazala kao pmol utro$enog H202 po minuti po mg proteina [pmoluzo. min™
Mg tproteina]. Rezultate sam izrazila kao srednju vrijednost Sest replika po skupini (Kontrola

(-Glu), AgNP (-Glu), Kontrola (+Glu) i AgNP (+Glu)).
3.1.6.3.0dredivanje aktivnosti APX

Aktivnost enzima APX sam mjerila prate¢i smanjenje apsorbancije u reakciji askorbata i H2O»,
prema unaprijed modificiranom protokolu (Nakano i Asada 1981). Pripremila sam reakcijsku
smjesu koja se sastoji od sljede¢ih komponenti: 800 uL. 50 mM kalij-fosfatnog pufera (pH 7) s
dodanim 10 mM EDTA, 180 uL proteinskog ekstrakta (poglavlje 3.2.4.2.), 10 uL 10 mM
askorbinske kiseline i 10 uL 12 mM H20,. Za slijepu probu sam umjesto proteinskog ekstrakta
u smjesu dodala 180 uL 0,1 M kalij fosfatnog pufera (pH 7). Apsorbancije sam mijerila svakih
15 sekundi u trajanju od minute na valnoj duljini od 290 nm. Zatim sam aktivnost enzima AP X

izraunala prema jednadzbi:

AA X 4 X V.o X F.R.
APX =
W, XexXlxXc

oznake:

AA — Srednja vrijednost promjene apsorbancije tokom 15 sekundi na valnoj duljini 290 nm

4 — faktor korekcije AA za izrazavanje rezultata u minuti

Vrs — volumen reakcijske smjese (1 mL)

F.R. — faktor razrjedenja uzorka (1)

Vuz — volumen uzorka (0,18 mL)

& — molarni apsorpcijski koeficijent askorbata (42,8 mM™* cm™)

| — duljina optickog puta zrake svjetlosti (1 cm)

¢ — koncentracija proteina u uzorku (mg mL™?)

Rezultate sam prikazala kao umol oksidiranog askorbata po minuti po mg proteina [umoloksidirani

askorbat MIN™t Mg proteina]. Rezultate sam izrazila kao srednju vrijednost Sest replika po skupini

(Kontrola (-Glu), AgNP (-Glu), Kontrola (+Glu) i AgNP (+Glu)).
3.1.6.4.0Odredivanje aktivnosti PPX

Aktivnost enzima PPX sam mjerila prateéi porast apsorbancije zbog oksidacije pirogalola
dodatkom H»>O>, prema unaprijed modificiranom protokolu (Nakano i Asada 1891). Pripremila
sam reakcijsku smjesu; pripremila sam 20 mM pirogalol u 50 mL 50 mM kalij fosfatnog pufera

(pH 7) te dodala 5,5 pL 30% H20.. Pirogalol je osjetljiv na svjetlo te sam zbog toga reakcijsku
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smjesu drzala u mraku oblozenu aluminijskom folijom. U 980 uL reakcijske smjese sam dodala
20 uL proteinskog ekstrakta (poglavlje 3.2.4.2.). Za slijepu probu sam dodala 20 uL 0,1 M kalij
fosfatnog pufera (pH 7) umjesto proteinskog ekstrakta. Apsorbancije sam mijerila svakih
15 sekundi u trajanju od jedne minute na valnoj duljini od 430 nm. Zatim sam aktivnost enzima

PPX izracunala prema jednadzbi:

AA X4 X V.o X F.R.

PPX =
V,,XexXlXc

oznake:

AA — Srednja vrijednost promjene apsorbancije tokom 15 sekundi na valnoj duljini 430 nm
4 — faktor korekcije AA za izrazavanje rezultata u minuti

Vrs — volumen reakcijske smjese (1 mL)

F.R. — faktor razrjedenja uzorka (1)

Vy; — volumen uzorka (0,02 mL)

& — molarni apsorpcijski koeficijent askorbata (2,47 mM™* cm™)

| — duljina optickog puta zrake svjetlosti (1 cm)

¢ — koncentracija proteina u uzorku (mg mL™?)

Rezultate sam prikazala kao pmol purpurogalina po minuti po mg proteina [umolpurpurogalin MiN™

1 mgproteina]. Rezultate sam izrazila kao srednju vrijednost Sest replika po skupini (Kontrola

(-Glu), AgNP (-Glu), Kontrola (+Glu) i AgNP (+Glu)).

3.1.7. Ucinak na mehanizme fotosinteze

3.1.7.1. Odredivanje stope fotosinteze

Za odredivanje stope fotosinteze prvo sam izmjerila koncentracije stanica u suspenzijama
((Kontrola (-Glu), AgNP (-Glu), Kontrola (+Glu) i AgNP (+Glu)) kao §to je opisano u poglavlju
3.2.1.2. te sam koristila uredaj Chlorolab 2 (Hansatech, UK). 1,5 mL kulture alge sam stavila u
reakcijsku posudu u uredaju te sam pratila koli¢inu nastalog O tokom konstantnog mijesanja
od 30 okretaja u minuti na temperaturi od +30 °C pri intenzitetu svjetlosti od 80 umol m?2 s,
Izmedu perioda osvjetljavanja suspenzije algi, inkubirala sam ih u mraku po 5 minuta. Dobiveni
podaci su prikazivali koli¢inu oslobodenog Oz. Izracunala sam vrijednosti stope fotosinteze u
sekundi te sam ih izrazila kao nmol Oz u jednom satu po 10° stanica algi [nmolo, h'
(10° stanica)!]. Rezultate sam izrazila kao srednju vrijednost $est replika po skupini (Kontrola

(-Glu), AgNP (-Glu), Kontrola (+Glu) i AgNP (+Glu)).
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3.1.7.2. Spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja fotosintetskih pigmenata

klorofila a i b te karotenoida

Za odredivanje koncentracija fotosintetskih pigmenata kloforila a i b te karotenoida, prvo sam
izmjerila koncentracije stanica u suspenzijama (Kontrola (-Glu), AgNP (-Glu), Kontrola (+Glu)
i AgNP (+Glu)) kao §to je opisano u poglavlju 3.2.1.2. S obzirom na koncentracije stanica, u
Ciste epruvete od 1,5 mL sam prebacila potreban volumen stani¢nih suspenzija koje imaju po
7,5 x 108 stanica. Izolirala sam pigmente prema unaprijed modificiranom protokolu (Schumann
i sur. 2005). Uzorke sam centrifugirala pet minuta pri 3500 x g i uklonila supernatant. Nakon
toga sam talog ispirala tri puta ultra-¢istom vodom, a izmedu svakog ispiranja sam ponovno
centrifugirala stanice pod istim uvjetima. Posljednje dobiveni talog sam resuspendirala u
800 uL ohladenog 90%-tnog acetona te sam dodala 0,083 g silika kuglica
(veli¢ine 425 — 600 um). Stanice sam zatim homogenizirala u prethodno ohladenim nosacima
na uredaju za homogenizaciju Retsch MM200 na frekvenciji od 30 Hz u trajanju od cetiri
minute. Nakon homogenizacije sam uzorke ponovno centrifugirala 5 minuta pri 3500 x g na
temperaturi od +4 °C. Supernatant sam odvojila i spremila u zatamnjenu epruvetu od 2,0 mL te
ih ¢uvala na +4 °C. Talog sam resuspendirala u 500 uL ohladenog 90%-tnog acetona te ga
ponovno homogenizirala i centrifugirala pod istim uvjetima. Supernatante sam spojila, a talog
po tre¢i put resuspendirala u 500 pL. ohladenog acetona te ith homogenizirala i centrifugirala
pod istim uvjetima. Sva tri supernatanta sam spojila te nadopunila epruvetu s ohladenim
90%-tnim acetonom do 2 mL. Apsorbancije uzoraka sam mjerila na valnim duljinama od 647,
664 i 470 nm. Koncentracije fotosintetskih pigmenata klorofila a i b te karotenoida sam

izracunala prema prethodno opisanim formulama (Jeffrey i Humphrey 1975) (Dere i sur. 1998).
c (chla) = 11,93 x Ages — 1,93 x Asa7
¢ (chl b) = 20,63 x Aga7 — 5,50 x Aseas

1000xA470—-2,270 X ¢ (chl a)—-81,4 X c (chl b)

¢ (karotenoidi) =

227

oznake:

Au70 — vrijednost apsorbancije na 470 nm

Asss — Vrijednost apsorbancije na 664 nm

As47 — Vvrijednost apsorbancije na 647 nm

Rezultate sam prikazala kao pg klorofila a ili b (10° stanica)® ili pg karotenoida

(10° stanica)®. Rezultate sam izrazila kao srednju vrijednost Sest replika po skupini (Kontrola
(-Glu), AgNP (-Glu), Kontrola (+Glu) i AgNP (+Glu)).
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3.1.7.3. Odredivanje parametara fluorescencije klorofila a

Za odredivanje maksimalnog kvantnog prinosa fotosustava II (PSIl) (F./Fm) 1 indeksa
ucinkovitosti PSII (Plass), prvo sam izmjerila koncentracije stanica u suspenzijama (Kontrola
(-Glu), AgNP (-Glu), Kontrola (+Glu) i AgNP (+Glu)) kao Sto je opisano u poglavlju 3.2.1.2.
Nakon toga sam suspenzije algi inkubirala sat vremena u mraku kako bi se PSII oksidirao. U
tom vremenu su se i mehanizmi nefotokemijskog gaSenja ugasili. Pripremila sam kivetu na
uredaju AquaPen (Photon Systems Instruments. Ceska) te sam u svaku kivetu dodala po 3 mL
suspenzije. Zatim sam pokrenula mjerenje polifaznog rasta fluorescencije klorofila a pri super
pulsu jacine 53%, OJIP testom fluorescencije klorofila a. Pripremu uzoraka sam izvodila u
mraku kako se ne bi mogle pokrenuti reakcije na tilakoidnim membranama algi. Rezultate sam
oditala na programu FluorPen ver 1.1.1.3. (Photon System Instruments, Ceska). Izrazila sam ih
kao omjer varijabilne i maksimalne fluorescencije prilagodene uvjetima tame (Fv/Fm) i kao
arbitrarne jedinice u¢inkovitosti PSII (Plaps). Rezultate sam izrazila kao srednju vrijednost Sest

replika po skupini (Kontrola (-Glu), AgNP (-Glu), Kontrola (+Glu) i AgNP (+Glu)).
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4. REZULTATI

4.1. Krivulje rasta kulture alge Chlorella vulgaris sa i bez dodatka glukoze

Za pracenje rasta alge C. vulgaris i izrade krivulja rasta alge na tekucoj hranjivoj podlozi BBM-
i BBM+, prvo sam inokulilara 1 x 10° stanica mL™ u teku¢u hranjivu BBM- podlogu u sterilnim
Erlenmeyerovim tikvicama (Slika 4). Nakon tri dana zabiljezen je pocetak eksponencijalnog
rasta, a stanice algi su usle u stacionarnu fazu 12. od dana nasadivanja s koncentracijom od
otprilike 1,90 x 107 stanica mL™.

Cetvrti dan od dana inokulacije, broj stanica algi bio je 1,67 x 10° stanica mL™ u podlozi
BBM-. Kako bi rezultate svih daljnjih testova na podlogama s dodatkom glukoze i bez glukoze
mogli medusobno usporedivati, rast algi na BBM+ podlozi uskladen je s onim na BBM-.
Naime, na BBM+ podlogu inokulirala sam 3,35 x 10* stanica mL™ tako da su &etvrtog dana
rasta dosegle koncentraciju od otprilike 1,67 x 10° stanica mL™, $to je jednako koncentraciji
stanica u BBM-. Analizom krivulje rasta algi uzgajanih na BBM+ podlozi uocava se da su one
takoder usle u eksponencijalnu fazu nakon tri dana, koja se nastavlja do 12. dana, kada je
koncentracija dosegnula otprilike 1,39 x 108 stanica mL™. Kulturu stanica algi nakon &etiri dana
rasta na obje podloge izlozila sam tretmanu s AgNP-citrat u kona¢noj koncentraciji od 0,251 mg
L?, u trajanju od 72 sata, ¢ime se cijeli tretman odvijao tijekom eksponencijalne faze rasta.

Opcenito, alge uzgajane na podlozi BBM+ pokazale su brzi 1 intenzivniji rast.
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Broj stanica x 107 mL

Kontrola (-Glu) Kontrola (+Glu)

Slika 4. Krivulje rasta slatkovodne alge C. vulgaris, na teku¢im hranjivim podlogama BBM- i
BBM+, dobivene brojanjem stanica pomoc¢u automatiziranog brojaca stanica (Luna 11, Logos
Biosystems) svaki dan u isto vrijeme kroz 30 dana. Broj za svaki dan predstavlja srednju
vrijednost broja stanica od tri replike.

27



4.2. ROS
4.2.1. Sadrzaj ukupnog ROS

Sadrzaj ROS pratila sam pomocu fluorescentnih boja dihidroetidija (DHE) i diacetatnog 2,7-
diklorodihidrofluoresceina (H.DCFDA) (Slika 5). Primjenom probe DHE nije utvrdena
znacajna razlika u sadrzaju ROS nakon AgNP (-Glu) u odnosu na kontrolu (-Glu) te nakon
AgNP (+Glu) u odnosu na kontrolu (+Glu). Medutim, tretman AgNP (-Glu) uzrokovao je
povecéanje sadrzaja ROS u odnosu na AgNP (+Glu). Sli¢an obrazac dobiven je KkoriStenjem
probe H>DCFDA, pri ¢emu je jedino tretman AgNP (-Glu) uzrokovao znacajno povecanje
sadrzaja ROS u odnosu na kontrolu (-Glu) te u odnosu na ostale tretmane. Svi ostali tretmani

pokazali su sli¢ne vrijednosti bez znacajnih razlika.
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Slika 5. Sadrzaj ukupnog ROS u kontrolnim stanicama algi C. vulgaris uzgojenih na podlogama
bez glukoze [kontrola (-Glu)] i s glukozom [kontrola (+Glu)] te u stanicama tretiranih 72 sata
s AgNP-citrat (koncentracija 0,251 mg L™ koja omoguéuje preZivljenje stanica od 60%)
uzgojenih na podlogama bez glukoze [AgNP (-Glu)] i s glukozom [AgNP (+Glu)] odreden
koriStenjem  fluorescentnih  proba: (A) dihidroetidijem (DHE) 1 (B) diacetat
2,7-diklorodihidrofluoresceinom (H.DCFDA). Vrijednosti prikazuju srednju vrijednost +
standardna pogreska iz jednog eksperimenta sa Sest replika. Razli¢itim slovima su oznaceni
stupci koji se statisticki znacajno razlikuju (p < 0.05, jednosmjerni ANOV A test uz Newman—
Keuls post hoc test).
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4.2.2. Sadrzaj H20»

Statisticki znacajno povecéanje koli¢ine sadrzaja H.O: se vidi nakon AgNP (-Glu) u odnosu
na kontrolu (-Glu) (Slika 6). U AgNP (+Glu) se takoder vidi povecanje sadrzaja H>O> u odnosu
na kontrolu (+Glu), iako ono nije bilo statisticki znacajno. U oba slucaja je doslo do povecanja
koli¢ine ukupnog H20, nakon tretmana, ali postoji statisticki znacajna razlika izmedu AgNP

(-Glu) i AgNP (+Glu) gdje je nakon AgNP (-Glu) znac¢ajno veci porast u koli¢ini H20> .

Sadrzaj H,0,
(umol (106 stanica)?)
N w B~y w [e)} ~

[ERN

Kontrola (-Glu) AgNP (-Glu) Kontrola (+Glu) AgNP (+Glu)

Slika 6. Sadrzaj ukupnog H>O> u kontrolnim stanicama algi C. vulgaris uzgojenih na
podlogama bez glukoze [kontrola (-Glu)] i s glukozom [kontrola (+Glu)] te u stanicama
tretiranih 72 sata s AgNP-citrat (koncentracija 0,251 mg L™ koja omoguéuje preZivljenje
stanica od 60%) uzgojenih na podlogama bez glukoze [AgNP (-Glu)] i s glukozom [AgNP
(+Glu)]. Vrijednosti prikazuju srednju vrijednost + standardna pogreska iz jednog eksperimenta
sa Sest replika. Razli¢itim slovima su oznaceni stupci koji se statisticki znacajno razlikuju
(p £0.05, jednosmjerni ANOVA test uz Newman—Keuls post hoc test).
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4.3. Stupanj lipidne peroksidacije

Nakon tretmana AgNP (-Glu) zabiljezen je znacajan porast (260%) u sadrzaju MDA u
odnosu na kontrolu (-Glu) (Slika 7). Nakon AgNP (+Glu) doslo je do blagog smanjenja sadrzaja
MDA u odnosu na kontrolu (+Glu), iako ono nije bilo statisti¢ki zna¢ajno. Veci uc¢inak na porast

sadrzaja MDA u stanicama algi je uzrokovao tretman AgNP (-Glu) u odnosu na tretman AgNP
(+Glu).
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Slika 7. Sadrzaj ukupnog malondialdehida (MDA) u kontrolnim stanicama algi C. vulgaris
uzgojenih na podlogama bez glukoze [kontrola (-Glu)] i s glukozom [kontrola (+Glu)] te u
stanicama tretiranih 72 sata s AgNP-citrat (koncentracija 0,251 mg L™ koja omogucuje
prezivljenje stanica od 60%) uzgojenih na podlogama bez glukoze [AgNP (-Glu)] i s glukozom
[AgNP (+Glu)]. Vrijednosti prikazuju srednju vrijednost + standardna pogreska iz jednog
eksperimenta sa Sest replika. Razli¢itim slovima su oznaceni stupci koji se statisticki znac¢ajno
razlikuju (p <0.05, jednosmjerni ANOVA test uz Newman—Keuls post hoc test).
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4.4. Aktivnost antioksidacijskih enzima
4.4.1. Aktivnost CAT

Tretman AgNP (-Glu) nije izazvao statisticki znac¢ajnu promjenu aktivnosti enzima CAT u
odnosu na kontrolu (-Glu) (Slika 8). S druge strane, tretman AgNP (+Glu) je izazvao znacajno
i najvece povecanje aktivnosti enzima CAT u odnosu na kontrolu (+Glu), ali i na tretman AgNP
(-Glu). Blago povecanje aktivnosti se vidi u kontroli (+Glu) u usporedbi s kontrolom (-Glu),

iako ono nije bilo statisti¢ki znacajno.
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Slika 8. Aktivnost antioksidacijskog enzima katalaze (CAT) u kontrolnim stanicama algi C.
vulgaris uzgojenih na podlogama bez glukoze [kontrola (-Glu)] i s glukozom [kontrola (+Glu)]
te u stanicama tretiranih 72 sata s AgNP-citrat (koncentracija 0,251 mg L™ koja omoguéuje
prezivljenje stanica od 60%) uzgojenih na podlogama bez glukoze [AgNP (-Glu)] i s glukozom
[AgNP (+Glu)]. Vrijednosti prikazuju srednju vrijednost + standardna pogreska iz jednog
eksperimenta sa Sest replika. Razli¢itim slovima su oznaceni stupci koji se statisticki znacajno
razlikuju (p < 0.05, jednosmjerni ANOV A test uz Newman—Keuls post hoc test).
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4.4.2. Aktivhost APX

Tretman AgNP (-Glu) je izazvao blago, ali ne statisticki znacajno povecanje aktivnosti
enzima APX u odnosu na kontrolu (-Glu) (Slika 9). S druge strane, tretman AgNP (+Glu) je
izazvao znacajno i najveée povecanje aktivnosti enzima APX u odnosu na kontrolu (+Glu), ali

i na tretman AgNP (-Glu).

0.25

b
a a
. a
N .
0

Kontrola (-Glu) AgNP (-Glu) Kontrola (+Glu) AgNP (+Glu)

o©
[ o
o N

o
iy

Specifi¢na aktivnost APX
(umOIASC min-! mg-lproteina)

Slika 9. Aktivnost antioksidacijskog enzima APX u kontrolnim stanicama algi C. vulgaris
uzgojenih na podlogama bez glukoze [kontrola (-Glu)] i s glukozom [kontrola (+Glu)] te u
stanicama tretiranih 72 sata s AgNP-citrat (koncentracija 0,251 mg L™ koja omogucuje
prezivljenje stanica od 60%) uzgojenih na podlogama bez glukoze [AgNP (-Glu)] i s glukozom
[AgNP (+Glu)]. Vrijednosti prikazuju srednju vrijednost + standardna pogreska iz jednog
eksperimenta sa Sest replika. Razli¢itim slovima su oznaceni stupci koji se statisticki znac¢ajno
razlikuju (p <0.05, jednosmjerni ANOV A test uz Newman—Keuls post hoc test).
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4.4.3. Aktivnhost PPX

StatistiCki znaCajno povecanje aktivnosti enzima PPX moze se uociti nakon tretmana
AgNP (-Glu) u odnosu na kontrolu (-Glu), ali i nakon tretmana AgNP (+Glu) u odnosu na
kontrolu (+Glu) (Slika 10). Izmedu oba tretmana, najveée poveéanje aktivnosti enzima PPX

zabiljezeno je nakon tretmana AgNP (+Glu).
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Slika 10. Aktivnost antioksidacijskog enzima PPX u kontrolnim stanicama algi C. vulgaris
uzgojenih na podlogama bez glukoze [kontrola (-Glu)] i s glukozom [kontrola (+Glu)] te u
stanicama tretiranih 72 sata s AgNP-citrat (koncentracija 0,251 mg L™ koja omoguéuje
prezivljenje stanica od 60%) uzgojenih na podlogama bez glukoze [AgNP (-Glu)] i s glukozom
[AgNP (+Glu)]. Vrijednosti prikazuju srednju vrijednost + standardna pogreska iz jednog
eksperimenta sa Sest replika. Razli¢itim slovima su oznaceni stupci koji se statisticki znacajno
razlikuju (p < 0.05, jednosmjerni ANOV A test uz Newman—Keuls post hoc test).
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4.5. Uc¢inak na mehanizme fotosinteze

4.5.1. Stopa fotosinteze

Niti jedan tretman nije izazvao statisticki znacajnu promjenu u stopi fotosinteze u odnosu na
pripadajuce kontrole (Slika 11). Tretman AgNP (-Glu) je izazvao blago smanjenje u odnosu na
kontrolu (-Glu) i na tretman AgNP (+Glu).
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Slika 11. Stopa fotosinteze u kontrolnim stanicama algi C. vulgaris uzgojenih na podlogama
bez glukoze [kontrola (-Glu)] i s glukozom [kontrola (+Glu)] te u stanicama tretiranih 72 sata
s AgNP-citrat (koncentracija 0,251 mg L™ koja omoguéuje preZivljenje stanica od 60%)
uzgojenih na podlogama bez glukoze [AgNP (-Glu)] i s glukozom [AgNP(+Glu)]. Vrijednosti
prikazuju srednju vrijednost + standardna pogreska od tri replike. Razli¢itim slovima su
oznaceni stupci koji se statisticki znacajno razlikuju (p < 0.05, jednosmjerni ANOVA test uz
Newman-Keuls post hoc test).

4.5.2. Sadrzaj fotosintetskih pigmenata klorofila a i b

Tretman AgNP (-Glu) je izazvao znacajno povecanje sadrzaja klorofila a u odnosu na kontrolu
(-Glu) (Slika 12. A). S druge strane, koli¢ina klorofila a se nije promijenila nakon tretmana
AgNP (+Glu) u odnosu na kontrolu (+Glu). Nakon AgNP (-Glu) doslo je do blagog porasta u
sadrzaju klorofila b u odnosu na kontrolu (-Glu), dok AgNP (+Glu) nije izazvao promjenu u
sadrzaju Kklorofila b u odnosu na kontrolu (+Glu). Tretman AgNP (-Glu) je izazvao najvece

povecanje sadrzaja klorofila a i b u odnosu na AgNP (+Glu) i kontrole (Slika 12. B).
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Slika 12. Sadrzaj klorofila a (A) i b (B) u kontrolnim stanicama algi C. vulgaris uzgojenih na
podlogama bez glukoze [kontrola (-Glu)] i s glukozom [kontrola (+Glu)] te u stanicama
tretiranih 72 sata s AgNP-citrat (koncentracija 0,251 mg L™ koja omoguéuje preZivljenje
stanica od 60%) uzgojenih na podlogama bez glukoze [AgNP(-Glu)] i sa glukozom
[AgNP(+Glu)]. Vrijednosti prikazuju srednju vrijednost + standardna pogreska iz jednog
eksperimenta sa Sest replika. Razli¢itim slovima su oznaceni stupci koji se statisticki znacajno
razlikuju (p < 0.05, jednosmjerni ANOVA test uz Newman—Keuls post hoc test).

4.5.3. SadrZaj karotenoida

Blagi porast u sadrzaju karotenoida se moze primijetiti nakon tretmana AgNP (-Glu) u
odnosu na kontrolu (-Glu), iako navedeno povecanje nije statisticki zna¢ajno (Slika 13). S druge
strane, tretman AgNP (+Glu) je izazvao blago, iako ne statisti¢ki zna¢ajno smanjenje sadrzaja
karotenoida u odnosu na kontrolu (+Glu). U odnosu na AgNP (+Glu), AgNP (-Glu) je izazvao

najvecu promjenu, odnosno povecanje sadrzaja karotenoida.
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Slika 13. Sadrzaj karotenoida u kontrolnim stanicama algi C. vulgaris uzgojenih na podlogama
bez glukoze [kontrola(-Glu)] i s glukozom [kontrola (+Glu)] te u stanicama tretiranih 72 sata s
AgNP-citrat (koncentracija 0,251 mg L™ koja omoguéuje preZivljenje stanica od 60%)
uzgojenih na podlogama bez glukoze [AgNP (-Glu)] i s glukozom [AgNP (+Glu)]. Vrijednosti
prikazuju srednju vrijednost + standardna pogreska iz jednog eksperimenta sa Sest replika.
Razli¢itim slovima su oznaCeni stupci koji se statisticki znacajno razlikuju (p < 0.05,
jednosmjerni ANOVA test uz Newman—Keuls post hoc test).

4.5.4. Fluorescencija klorofila a

Maksimalni kvantni prinos PSII (Fv/Fm) znacajno se smanjio nakon AgNP (-Glu) u odnosu
na kontrolu (-Glu), ali i u odnosu na AgNP (+Glu) i kontrolu (+Glu). S druge strane, izmedu
kontrole (+Glu) i AgNP (+Glu) nema znacajne razlike u vrijednosti Fv/Fr (Slika 14. A). Sli¢an
trend je uocen i mjerenjem indeksa ucinkovitosti fotosinteze (Plabs), koji se takoder znacajno
smanjio nakon AgNP (-Glu) u odnosu na kontrolu (-Glu) i u odnosu na AgNP (+Glu) i kontrolu
(+Glu). Tretman AgNP (+Glu) nije izazvao znacajne razlike u vrijednosti Plaps U 0dnosu na

kontrolu (+Glu).
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Slika 14. Maksimalni kvantni prinos fotosustava Il (PSIl) (F./Fm) (A) i indeksa u¢inkovitosti
PSII (Plabs) (B) u kontrolnim stanicama algi C. vulgaris uzgojenih na podlogama bez glukoze
[kontrola (-Glu)] i s glukozom [kontrola (+Glu)] te u stanicama tretiranih 72 sata s AgNP-citrat
(koncentracija 0,251 mg L? koja omoguéuje preZivljenje stanica od 60%) uzgojenih na
podlogama bez glukoze [AgNP (-Glu)] i s glukozom [AgNP(+Glu)]. Vrijednosti prikazuju
srednju vrijednost + standardna pogreSka iz jednog eksperimenta sa Sest replika. Razli¢itim
slovima su oznaceni stupci koji se statisti¢ki znacajno razlikuju (p < 0.05, jednosmjerni
ANOVA test uz Newman-Keuls post hoc test).
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5. RASPRAVA

Nanocestice srebra se danas zbog svojih specificnih fizikalnih i kemijskih svojstava sve
vise koriste u mnogim proizvodima te se zbog toga njihova koncentracija pove¢ava u vodenim
ekosustavima djelujuci negativno na organizme koji se tamo nalaze. Takve koncentracije AgNP

uzrokuju oksidacijski stres tj. prekomjernu proizvodnju ROS u stanicama vodenih organizama.

Vecina istrazivanja toksi¢nosti AgNP na slatkovodne alge do danas se fokusirala na morfoloske
promjene na algama, promjene u fotosintezi te na akumulaciju samoga srebra u stanicama algi
(Romero i sur. 2020; Mariano i sur. 2020; Afkar i sur. 2010; Dash i sur. 2012) medutim, sve je
veci broj istraZivanja koja se bave stvaranjem prekomjernih koli¢ina ROS 1 antioksidacijskom
obranom algi od istih (He i sur. 2012; Lekamge i sur. 2020). U algama, ROS se stvara u
kloroplastima, peroksisomima, citosolu i mitohondriju kao nusprodukt reakcija fotosinteze i
stanicnog disanja. Do povecanja koncentracije ROS u algama dolazi djelovanjem okolisnih
stresora, kao Sto su AgNP (Rezayian i sur. 2019). Kako bih odredila utjecaj glukoze na sadrzaj
oblika ROS pod utjecajem AgNP na algu C. vulgaris, koristila sam dvije fluorescentne probe:
DHE i HoDCFDA koje se koriste kao indikatori za ukupan sadrzaj ROS i O2". H.DCFDA je
fluorescentna proba koja se u stanicama deacetilira te u prisutnosti ROS oksidira i prelazi u
fluorescentni spoj te tako pokazuje sadrzaj ukupnog ROS (Ng i Ooi 2021). Jaca fluorescencija
znaci veci sadrzaj ROS. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju, kao i u prijasnjim istrazivanjima
na algama, da se sadrzaj ukupnog ROS povecao dodatkom AgNP (-Glu) u odnosu na kontrolu
(-Glu) (Hazeem i sur. 2019: Lekamge i sur. 2020; Shanab i sur. 2019; Zhao i sur. 2020).
Medutim, nakon tretmana s AgNP (+Glu) u odnosu na kontrolu (+Glu) doslo je do blagog
smanjenja sadrzaja ROS, $to upucuje na to da uz dodatan izvor hrane alga moZze uspjesno

odrzavati antioksidacijski sustav aktivan u borbi protiv molekula ROS.

Sto se ti¢e dokazivanja ukupnog sadrzaja 03, koristila sam fluorescentnu probu DHE koja
oksidira u stanicama i postaje fluorescentna (Ng i Ooi 2021). Koriste¢i probu DHE izmjerila
sam statisticki znacajno povecanje sadrzaja 05~ nakon tretmana AgNP (-Glu) u odnosu na
kontrolu (-Glu), sto se slaze sa rezultatima istrazivanja Hazeem i sur. (2019) koji su takoder
kao rezultat dobili povisen sadrzaj ROS nakon izlaganja alge C. vulgaris s AGNP. Dodatno, u
mom istraZivanju, tretman AgNP (+Glu) je znacajno smanjio sadrzaj 05~ u odnosu na AgNP
(-Glu), dok su koncentracije 05~ u kontroli (+Glu) kao i AgNP (+Glu) ostale podjednake, $to
ponovno ukazuje na mogucénost odrZavanja antioksidacijskog sustava aktivnim u borbi s

povecanjem koncentracije ROS, kada je u podlozi prisutna glukoza. S obzirom da sam uzorke
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uzimala tre¢i dan nakon tretmana, postoji moguénost da je na pocetku tretmana doslo do
znacajnijeg povecanja ROS, ali je antioksidacijski sustav brzo poceo djelovati. Rezultati

analize ukupnog sadrzaja H20O2 su u korelaciji su s rezultatima analize ukupnog sadrzaja 03 ~.

Nakon AgNP (-Glu) doslo je do porasta koncentracije H2O> u odnosu na AgNP (+Glu) i
pripadajuc¢e kontrole, $to se ponovno slaze s rezultatima drugih istrazivaca (Komazec i sur.
2023). Dodatkom glukoze u hranjive podloge smanjila se koncentracija H20, §to se moze
objasniti time da je glukoza dodatan izvor energije za algu koja tu energiju moze koristiti u

obrani od oksidacijskog stresa.

Jedan od $tetnih ucinaka ROS je peroksidacija lipida u stani¢nim membranama. U algama koje
su izlozene oksidacijskom stresu, ovaj proces moze dovesti do nepovratnih oSte¢enja. Stupanj
lipidne peroksidacije odredila sam spektrofotometrijskim mjerenjem sadrzaja MDA,
citotoksi¢nog produkta koji ireverzibilno ostecuje proteine i molekule DNA (Vavilin i sur.
1998; Rezayian i sur. 2019). Buduc¢i da ROS ostecuju lipide u razli¢itim stani¢nim strukturama,
dosadasnja istrazivanja o utjecaju AgNP na alge pokazala su da povecana razina molekula ROS
u stanicama dovodi do veéeg stupnja lipidne peroksidacije (Oukarroum i sur., 2012; Rezayian
i sur., 2019; Shanab i sur., 2019; Zhao i sur., 2020). Ti rezultati su u skladu s podacima ovog
istrazivanja, gdje sam nakon izlaganja algi AgNP (-Glu) izmjerila statisti¢ki znacajno povecanje
sadrzaja MDA, odnosno peroksidacije lipida u usporedbi s kontrolom (-Glu). Medutim, izmedu
kontrole (+Glu) 1 AgNP (+Glu) nisam zabiljezila znacajne razlike u koncentraciji MDA u
odnosu na kontrolu (-Glu) §to ponovno upu¢uje na moguéi ublazavaju¢i uéinak glukoze, kao

izvora energije u stanicama algi, na oksidacijski stres uzrokovan AgNP.

Kao odgovor na fitotoksi¢nost AgNP, alge imaju Sirok spektar strategija obrane, izmedu ostalog
aktiviraju antioksidacijski sustav obrane kako bi eliminirale viSak nastalih molekula ROS
(Romero i sur. 2020). Nakon tretmana AgNP (-Glu) nije zabiljezeno povecanje specifi¢ne
aktivnosti katalaze (CAT) u stanicama algi u odnosu na kontrolu (-Glu). Mogu¢i razlozi za
izostanak povec¢anja aktivnosti enzima ukljucuju promjene u regulaciji gena za CAT, koje mogu
biti posljedica ostecenja DNA (Cameron i sur., 2018) ili vezanje enzima CAT na povrSinu
AgNP, sto dovodi do ostecenja jedinice hema unutar enzima i posljedi¢ne inhibicije njegove
aktivnosti (Liu i sur., 2020b). S druge strane, u kontroli (+Glu) je doslo do blagog porasta
aktivnosti CAT u odnosu na kontrolu (-Glu), a u AgNP (+Glu) do statisti¢ki znacajnog porasta
aktivnosti enzima u odnosu na kontrolu (+Glu). Lekamge i sur. (2020) su proveli istrazivanje

utjecaja AgNP na algu Raphidocelis subcapitata te su dobili sli¢ne rezultate u kojima je doslo
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do povecanja aktivnosti CAT nakon izlaganja alge visim koncentracijama AgNP (0.8 mg LY),
dok pri manjim koncentracijama (<0,2 mg L™) nije doslo do zna¢ajne promjene aktivnosti u
odnosu na kontrolu. Poveéanje aktivnosti CAT moze se objasniti rezultatima sadrzaja ROS,
koji pokazuju da je antioksidacijska obrana mikroalgi uéinkovitija u prisutnosti glukoze,
vjerojatno zbog vece dostupnosti energije. Osim toga, statisticki znacajan porast aktivnosti
CAT u uzorku AgNP (+Glu) sugerira da su AgNP potaknule antioksidacijski odgovor,

vjerojatno induciraju¢i oksidacijski stres koji aktivira obrambene mehanizme stanice.

APX je najzastupljeniji antioksidacijski enzim koji regulira razine ROS u raznim stani¢nim
dijelovima (Kalehjahi i sur. 2023). Dodatkom glukoze u hranjivu podlogu doslo je do blagog
povecéanja aktivnosti APX u kontroli (+Glu) u odnosu na kontrolu (-Glu). Nadalje, nakon
tretmana AgNP (-Glu) doslo je do blagog porasta aktivnosti u odnosu na kontrolu (-Glu) $to je
u skladu s prija$njim istrazivanjima (Zhao 1 sur. 2020), dok je nakon tretmana AgNP (+Glu)
izmjereno statisticki znadajno povecanje aktivnosti APX. Sto se ti¢e antioksidacijskog enzima
PPX, koji takoder sudjeluje u suzbijanju H2O> koristeci pirogalol kao supstrat (Keles 1986),
dobila sam vrlo sli¢ne rezultate kao 1 za APX. Nakon tretmana AgNP (-Glu) povecala se
aktivnost enzima u odnosu na kontrolu (-Glu) $to je vjerojatni rezultat toksi¢nog uc¢inka AgNP
na stanice C. vulgaris i povecanja sadrzaja ROS (Zhao i sur. 2020; Bahador i sur. 2019). U
kontroli (+Glu) je takoder je uzmjerna blago povecana aktivnost enzima PPX u odnosu na
kontrolu (-Glu), a dodatkom AgNP (+Glu) doslo je do statisticki zna¢ajnog povecanja
aktivnosti enzima PPX. S obzirom na to da oba enzima suzbijaju H2O2, rezultati aktivnosti
enzima APX 1 PPX mogu se povezati sa sadrzajem H:0: 1 utjecajem glukoze u hranjivoj
podlozi. Nakon tretmana AgNP (+Glu) zabiljezeno je znacajno smanjenje koncentracije H2.O>
u odnosu na AgNP (-Glu), sto upucuje na uéinkovitiju detoksifikaciju peroksida u prisutnosti
glukoze. Takoder, povecana aktivnost antioksidacijskih enzima u kontroli (+Glu) i AgNP
(+Glu) u skladu je s rezultatima sadrzaja ROS, §to sugerira da je obrana od oksidacijskog stresa

stabilnija 1 u¢inkovitija nakon dodatka glukoze u hranjivu podlogu.

Fotosinteza ima klju¢nu ulogu u vodenim ekosustavima, budu¢i da mikroalge, zajedno s
cijanobakterijama, proizvode oko 50 % ukupnog O u atmosferi, $to ih ¢ini neophodnima za
globalni ciklus ugljika i odrzavanje ravnoteze O. Stoga je svako smanjenje fotosintetske
aktivnosti mikroalgi potencijalno znacajan ekoloski problem. U ovom istraZivanju izmjeren je
pad stope fotosinteze nakon tretmana AgNP (-Glu) u odnosu na kontrolu (-Glu), sto je u skladu
s prethodnim istrazivanjima o ucinku nanocestica na fotosintetsku aktivnost algi: C. vulgaris

(Romero i sur. 2020), Euglena gracilis (Li i sur. 2015) i Chlamydomonas reinhardtii (Navarro
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I sur. 2015; Zhan i sur. 2024). Smanjenje stope fotosinteze i sposobnosti fiksiranja ugljika
povezano je S negativnim utjecajem AgNP (Liu i sur.,, 2020a). Naime, AgNP ometa
fotosintetski proces povecanjem ukupnog sadrzaja ROS te poticanjem lipidne peroksidacije,
koja zahvada sve stanicne membrane, ukljuujuéi tilakoidne membrane, gdje se odvija
fotosinteza (Dash i sur., 2012; Mariano i sur., 2020; Kalehjahi i sur., 2023). Nadalje, izmjeren
je pad stope fotosinteze u kontroli (+Glu) i nakon tretmana AgNP (+Glu) u odnosu na kontrolu
(-Glu), no zabiljezen je i blagi porast u odnosu na tretman AgNP (-Glu). S obzirom na to da
mikroalga u kontroli (-Glu) nije imala dodatak glukoze na hranjivoj podlozi, stopa fotosinteze
je ostala visoka, vjerojatno jer je mikroalga koristila fotosintezu za proizvodnju hrane potrebne
za prezivljavanje. Ovi rezultati su u skladu s istrazivanjima Yan i sur. (2024), koji su istrazivali
utjecaj natrijevog acetata kao izvora ugljika na mikroalgu C. vulgaris, pri ¢emu je zabiljezeno
povecanje aktivnosti enzima Rubisco i1 time povecana asimilacija ugljika u algama na
podlogama obogacenim natrijevim acetatom. Dobiveni rezultati su u skladu s podacima o
sadrzaju ROS, jer alga na podlozi bez glukoze mora stvarati vise hrane kako bi prezivjela, a
time 1 usmjeriti viSe energije na fotosintezu, zbog ¢ega nije u mogucnosti adekvatno se obraniti
od negativnih utjecaja oblika ROS. S druge strane, iako je stopa fotosinteze bila visa nakon
AgNP(+Glu) u odnosu na AgNP(-Glu) u odnosu na kontrolu (-Glu) je bila niza, $to sugerira da
mikroalge, uz dodatak glukoze, mogu smanjiti stopu fotosinteze i usmjeriti energiju na obranu
od ROS.

Fotosintetski pigmenti su Cesto pouzdani pokazatelji toksicnosti u algama (Kalehjahi i sur.
2023). U ovom istraZivanju izmjerila sam porast koncentracije klorofila a nakon tretmana
AgNP (-Glu) u odnosu na kontrolu (-Glu). Prijasnja istrazivanja su pokazala da se sadrZaj
fotosintetskih pigmenata, poput klorofila a i b moze povecati nakon izlaganja nepovoljnim
uvjetima kao Sto je izlaganje mikroalge AgNP, a razlog tomu je potreba za povecanim
stvaranjem energije putem fotosinteze (Hazeem i sur. 2019). Dobiveni rezultat je u skladu s
izmjerenim visim sadrzajem H202 i 03~ na podlozi bez glukoze, jer veéi sadrzaj oblika ROS
moze dovesti do smanjenja stope fotosinteze u stanicama algi. Naime, alge u takvim uvjetima
mogu kompenzirati smanjenje fotosinteze kao izvora energije povecanjem koncentracije
fotosintetskih pigmenata, poput klorofila, Sto im omogucuje bolje iskoriStavanje dostupne
svjetlosti i povecanje ucinkovitosti fotosintetskog procesa. Budué¢i da povecanje sadrzaja
pigmenata zahtijeva dodatnu energiju i resurse koje alge mozda ne¢e moci osigurati u uvjetima
oksidacijskog stresa, ovaj odgovor na stres moze biti ogranicen. Nadalje, moguce objasnjenje

za povecanje koncentracije klorofila a se nalazi u tome §to je prvi korak u razgradnji klorofila
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b njegova pretvorba u klorofil a. S obzirom na to da ROS ostecuju klorofil, dio klorofila b moze
se pretvoriti u klorofil a, sto rezultira povecanjem koli¢ine klorofila a u stanicama (Romero i
sur. 2020). U istrazivanju koje su proveli Romero i sur. (2020), zabiljezeno je povecanje
sadrzaja klorofila a i b u algi C. vulgaris pri pocetnim koncentracijama AgNP od
90 — 720 ug LY. Medutim, s poveéanjem koncentracija AgNP i produljenjem vremena
tretmana, sadrzaj klorofila u stanicama se smanjio, vjerojatno zbog veceg oSte¢enja pigmenata
uzrokovanog visim sadrzajem oblika ROS te inhibicije transporta elektrona u reakcijskim
sredistima. Slian eksperiment proveli su Sendra i sur. (2017) na algama C. vulgaris i C.
reinhardtii, gdje je takoder zabiljezen gubitak klorofila a i b nakon izlaganja AgNP. U
navedenom istrazivanju koristene su AgNP manjeg promjera (<2 nm i <15 nm), ¢iji toksi¢ni
uc¢inak moze biti jaci zbog njihove vece reaktivnosti. Navedeni rezultati upucuju da sadrzaj
klorofila u stanicama algi ovisi o koncentraciji AgNP i vremenu tretmana. Sadrzaji klorofila a
nakon AgNP (+Glu) i u kontroli (+Glu) su bili podjednaki s kontrolom (-Glu), ali nizi od
sadrzaja nakon AgNP (-Glu). Analizom rezultata sadrzaja klorofila b dobiveni su sli¢ni rezultati
kao i za klorofil a. Sadrzaj klorofila b blago se povecao nakon tretmana AgNP (-Glu) u odnosu
na kontrolu (-Glu). Ovi rezultati su u skladu s podacima o stopi fotosinteze, gdje je nakon AgNP
(-Glu) izmjerena najniza stopa fotosinteze. Povecani sadrzaj klorofila b mogao bi biti
kompenzacija za smanjenje stope fotosinteze, s obzirom na to da pigmenti prikupljaju svjetlost
kao izvor energije (Hazeem i sur. 2019). Sadrzaj klorofila b u kontroli (+Glu) i tretmanu AgNP
(+Glu) bio je podjednak, ali za razliku od Kklorofila a, kod klorofila b svi su rezultati bili sli¢ni
te nije doslo do statistiCki znacajnih razlika medu sadrzajem klorofila izmedu tretmana i
kontrola. Moguce objaSnjenje lezi u tome da dodatak glukoze u hranjivu podlogu osigurava
mikroalgi dovoljno energije za borbu protiv ROS i lipidne peroksidacije na tilakoidnim
membranama kloroplasta, §to smanjuje potrebu za povecanjem koncentracije klorofila kao

izvora energije jer je dodatni izvor energije ve¢ prisutan.

Osim $to imaju ulogu u apsorpciji svjetlosti, karotenoidi su 1 neenzimski antioksidansi koji
odrzavaju stabilnost fotosintetskog aparata i1 tilakoidnih membrana inhibirajuéi lipidnu
peroksidaciju, te Stite stanice od slobodnih radikala (Rezayian 1 sur. 2019; Wang 1 sur. 2023).
U ovom istrazivanju izmjerila sam porast sadrzaja karotenoida nakon tretmana AgNP (-Glu) u
odnosu na kontrolu (-Glu), §to se poklapa s rezultatima prethodnih istrazivanja u kojima je
takoder zabiljeZen porast koncentracije karotenoida nakon izlaganja stanica AgNP (Romero 1
sur. 2020; Komazec i sur. 2023; Abdolsamad i sur. 2015; Rudi i sur. 2024). Naime, povecani

sadrzaj ROS u AgNP (-Glu) tretmanu, zajedno s poveé¢anom antioksidacijskom aktivnoscu,
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objasnjava povisen sadrzaj karotenoida, jer su karotenoidi dio antioksidacijskog sustava koji
Stiti stanice od oksidacijskog stresa (Fazelian i sur. 2020). U kontroli (+Glu) zabiljezila sam
smanjeni sadrzaj karotenoida u usporedbi s kontrolom (-Glu), dok je najnizi sadrzaj dobiven
nakon tretmana AgNP (+Glu). Moguce objasnjenje smanjenog sadrzaj karotenoida u algi koja
je rasla na podlozi s glukozom, proizlazi iz ¢injenice da stanice imaju dodatni izvor energije

zbog glukoze u hranjivoj podlozi i samim time bolje podnose oksidacijski stres.

OJIP analiza, koja se koristi za istrazivanje promjena u fotokemijskoj u¢inkovitosti fotosustava
IT (PSII), predstavlja vazan indikator osjetljivosti biljaka na stres. Parametri poput Fo (pocetna
fluorescencija) i Fm (maksimalna fluorescencija) omoguéuju izratun maksimalnog kvantnog
prinosa (Fv/Fm) PSII, koji odrazava maksimalnu u¢inkovitost u pretvaranju svjetlosne energije
u kemijsku energiju kroz fotosintetske reakcije (Zhan i sur. 2024; Matorin i sur. 2013; Zushi i
sur. 2012). U ovom istrazivanju, izmjeren je statisticki znacajan pad maksimalnog kvantnog
prinosa PSII u stanicama nakon tretmana AgNP (-Glu) u odnosu na kontrolu (-Glu), $to je u
skladu s prijasnjim istrazivanjima koja pokazuju negativan utjecaj nanocestica teSkih metala na
mikroalge (Liu i sur. 2020a; Matorin i sur. 2013). Zhan i sur. (2024) pratili su fotosintetski
odgovor algi C. reinhardtii i Chlamydomonas sp. na toksi¢ni u¢inak cinka, gdje je takoder
uoceno smanjenje Fv/Fm u tretiranoj skupini u odnosu na kontrolu. S obzirom na to da je F/Fnm
indikator oksidacijskog stresa (Zushi i sur. 2012), u uvjetima oksidacijskog stresa dolazi do
razgradnje reakcijskih centara u PSII, Sto smanjuje prijenos elektrona (Almeida 1 sur. 2019).
Nakon tretmana AgNP (+Glu), kao i u kontroli (+Glu), doslo je do poveéanja F./Fn u odnosu
na AgNP (-Glu), a u kontroli (-Glu) zabiljeZen je blagi pad u odnosu na prethodne uvjete. Ovi
rezultati, u skladu s izmjerenim sadrzajem ROS, dodatno potvrduju ublazavajuéi ucinak
glukoze u hranjivoj podlozi na smanjenje fitotoksi¢nih u¢inaka AgNP na fotosintetski aparat

mikroalge C. vulgaris.

Plabs je indeks ucinkovitosti PSII koji procjenjuje sposobnost ocuvanja energije od fotona
apsorbiranih u PSII do redukcije akceptora elektrona unutar fotosintetskog aparata (Zhan i sur.
2024). U ovom istrazivanju, nakon tretmana AgNP (-Glu), izmjerila sam znacajan pad
vrijednosti Plass U odnosu na kontrolu (-Glu). Sli¢ne rezultate zabiljezili su Zhan i sur. (2024)
u istrazivanju utjecaja cinka na Plaps U mikroalgi C. reinhardtii, gdje je doslo do znacajnog pada
vrijednosti Plass s povecanjem koncentracija cinka. U kontroli (+Glu) i AgNP (+Glu), izmjereno
je povecanje Plaps U 0odnosu na AgNP (-Glu), ali i smanjenje u odnosu na kontrolu (-Glu). Ovi
rezultati mogu se povezati s izmjerenim porastom sadrzaja klorofila a nakon tretmana AgNP

(-Glu), sto je posljedica smanjenja stope fotosinteze u tim uvjetima. S druge strane, AgNP
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(+Glu) i kontrola (+Glu) imali su povecane vrijednosti Plags, Sto je u skladu s veéim
maksimalnim kvantnim prinosom PSII, budu¢i da stopa fotosinteze u tim uvjetima nije bila

smanjena kao nakon tretmana AgNP (-Glu).
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ZAKLJUCAK

Iz rezultata dobivenih u ovom istrazivanju mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

Dodatak glukoze u hranjivu podlogu uzrokovao je znatno povecéanje broja stanica u

odnosu na podlogu bez glukoze.

Dodatak glukoze u podlogu smanjio je sadrzaj ukupnog ROS, 05~. i H202, a povecao
aktivnost antioksidacijskih enzima (CAT, APX i PPX) nakon dodatka AgNP-citrat. U
kontroli (+Glu) sadzaj H2O> se smanjio u u odnosu na kontrolu (-Glu).

Tretman AgNP (-Glu) je doveo do lipidne peroksidacije, dok nakon tretmana AgNP
(+Glu) nije doslo do lipidne peroksidacije.

Tretman AgNP (-Glu) povecao je sadrzaj klorofila a. Sadrzaj karotenida se isto povecao
nakon AgNP (-Glu), ali se smanjio nakon AgNP (+Glu). U kontroli (+Glu) je

zabiljeZeno smanjenje sadrzaja karotenoida u odnosu na kontrolu (-Glu).

Dodatak glukoze imao je pozitivan u¢inak na fotosintetski sustav C. vulgaris, jer je
nakon tretmana AgNP (+Glu) stopa fotosinteze bila veca, a parametri fluorescencije
Klorofila bolji u usporedbi s tretmanom AgNP (-Glu). U kontrolnim uzorcima stopa

fotosinteze je bila niza u kontroli (+Glu) u odnosu na kontrolu (-Glu).
Glukoza je imala ublazavajuci u¢inak na citotoksi¢nost izazvanu izlaganjem AgNP-

citrat u C. vulgaris, ¢ime je doslo do poboljsanja oksidacijske ravnoteze i povecanja

fotosintetske uéinkovitosti.
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