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1. Uvod

1.1. Nanomaterijali i njihova upotreba

Razvojem nanotehnologije pojavljuju se potencijalni novi rizici za zdravlje i okolis.
Nanomaterijali su umjetno dizajnirani materijali koji se prema smjernicama Medunarodne
organizacije za standardizaciju (2008) i SCENIHR (Scientific Committee on Emerging and
Newly Identified Health Risks) (2007) definiraju kao proizvedeni materijali s najmanje jednom
dimenzijom izmedu 1 i 100 nm koji imaju jedinstvena kemijska i fizikalna svojstva. U jednoj
dimenziji to su nanofilmovi i nanoploce, u dvije dimenzije to su nanocijevi i nanovlakna, a u
tri dimenzije radi se o nanocCesticama (Handy i sur. 2008). Nanocestice zapravo nisu
revolucionarni ljudski izum, one u prirodi postoje od nastanka Zemlje u obliku atmosferske
prasine, vulkanske praSine i sedimentnih stijena (Handy i sur. 2008). Usporedujuc¢i s umjetno
proizvedenim nanocesticama organizmi na Zemlji puno su viSe izloZeni prirodnim
nanocesticama. Pitanje toksi¢nosti umjetno proizvedenih nanocestica upravo proizlazi iz
saznanja o toksi¢nosti nekih prirodnih nanocestica kao Sto je vulkanska prasina (Lee i Richards
2004). Istrazivanja na nanoc¢esticama jako su vazna i zbog toga kakva se slika 0 njima stvara u
javnosti. Naime u zadnjem desetlje¢u dogodilo se nekoliko situacija u kojima je upotreba
nanocestica prikazana u losem svijetlu, tako zvanih ,,nano scar-ova“ zbog kojih javnost sada
nanocestice automatski smatra kao nesto negativno (Lewinski i sur. 2008). Americka agencija
za za$titu okoliSa (United States Environmental Protection Agency) je objavila da nanocestice
titanijevog dioksida koje su pronadene u kremama za sunc¢anje uzrokuju oSte¢enja na mozgu
kod miSeva (Lewinski i sur. 2008). S druge strane istrazuje se koriStenje nanocestica u
medicinske svrhe gdje bi se nanocestice mogle koristiti kao prenositelji lijekova i biosenzori
(Lewinski i sur. 2008). Takoder postoje istrazivanja o upotrebi magnetnih nanocestica, kao $to
je manganov (1) oksid (MnO), kao kontrastnog sredstva za magnetsku rezonanciju (Cai i sur.
2019). U tom slucaju nanocestice se namjerno unose u organizam pa je vazno odrediti njihov
toksicni potencijal. Kada nanocestice sluZze za unos nekih lijekova ili kada se koriste kao
kontrastna sredstva uglavnom imaju omota¢ od proteina, antitijela ili DNA i potrebno je sa

sigurno$c¢u znati da nece uzrokovati Stetu stanicama.

Nanocestice se razlikuju od obi¢nih nakupina metalnih oksida jer imaju vecu aktivnu povrSinu

1 tako im je povecana reaktivnost. Na taj nacin mogu prouzroCiti vecu Stetu u Zivim
1



organizmima. Bas zato §to imaju jedinstvena svojstva kao Sto je mala veli¢ina, velika aktivna
povrsina 1 iznimna stabilnost u vodi, postoji velika potraznja u svim industrijama za njihovo
koristenje, ali isto tako raste i opasnost za zive organizme. Najvise se u industriji koriste
nanocestice srebra te tako i postoji najvise istrazivanja o utjecaju nanocestica srebra na razlicite
organizme. Takoder provode se istraZivanja i o utjecaju nanocestica bakrova oksida, silicijeva
dioksida, titanijeva dioksida, cinkova oksida i ugljika (Vance i sur. 2015). Chen i suradnici
(2019) istrazivali su utjecaj razli¢itih nanocCestica na alge fokusirajuéi se na njihov ulazak u
stanicu i detaljno djelovanje na strukture u stanici (Slika 1.). Uvidjeli su da u algama koje su
tretirane nanocesticama dolazi do nagomilavanja reaktivnih oblika kisika (ROS) te da nastaju

oSte¢enja na stani¢noj membrani i da se smanjuje efikasnost fotosinteze.

5 ; 1.Oxidative Stress
I. Physical constraints

ROS Lipid [ A
A [+ ——> peroxidati "
Physical & - ."‘.‘;“”ﬂ“i%%.o.,.
ysica @ @e

Shading damage“ = 90,
~ [+ .ae ® 009 oo @
000 @ .. mbrane damage ...
000003%@00-0' %. ..0°‘ P " %e
o @® NPs
00 “ad ° H,0
0000000500000 @ NPs with
) o sharp edges

production
».0f sugar

J

damage

2 |

° Nucleus

Slika 1. Prikazani su mehanizmi toksi¢nosti nanocestica na stani¢énu membranu i organele alge
Chlorella sp. Pq: plastokinon; Pc: plastocijanin; Fd: feredoksin; SOD: superoksid dismutaza;

CAT: katalaza. Preuzeto i prilagodeno iz Chen i sur. 2019.

Toksi¢nosti najvise pridonosi oksidativni stres koji nastaje uslijed izlaganja alge nanocesticama
koje fizi¢ki smetaju ulasku hranjivih tvari u algu. One uzrokuju nastanak reaktivnih oblika
kisika (ROS) zbog kojih dolazi do peroksidacije lipida membrane i aktivacije antioksidativnih

2



enzima (npr. superoksid dismutaze (SOD) i peroksidaze (POD)). Prevelika akumulacija ROS-
ova dovodi do oSte¢enja membrane mitohondrija, oSte¢enja molekule DNA i smanjenja
fotosinteze. Izlaganje alge nanocesticama dovodi do utiSavanja gena koji kodiraju protein
reakcijskog centar PSII (D1), proteine fotosustava koji sakupljaju svjetlost (LHC), proteine koji
sudjeluju u lanacu prijenosa elektrona (cox3, nad5, atpA, psaB, petF, psbD) i protein RuBisCo
(rbcL). Osim toga , nakon izlaganja alge nanoc¢esticama, smanjena je ekspresiija proteina (npr
kompleks citokroma be-f) koji su ukljuceni u fotosintezu. Takoder, smanjena sinteza NADPH
I ATP-a tako inhibira asimilaciju CO; zbog ¢ega se smanjuje koli¢ina Secera nastalog u

Calvinovom ciklusu.

Bez obzira na veliku izlozenost razli¢itim nanocesticama dugorocan ucinak na cjelokupni
ekosistem jo$§ nije poznat te je potrebno provesti jo§ mnogo istrazivanja na razliitim
organizmima u razli¢itim uvjetima kako bi $iroka upotreba proizvoda koji sadrze nanocestica

bila Sto sigurnija.

1.2. Nanocestice bakrova oksida

Nanocestice bakrova oksida (CuO) su sve viSe prisutne u proizvodima koji su Siroko dostupni,
a kao rezultat toga dolazi do sve veceg nekontroliranog ispustanja nanocestica u okoli$
(Caballero-Guzman i Nowack 2018). Nanocestice CuO se mogu nalaziti u premazima za
brodove protiv obrastaja (Neira i sur. 2013), antibakterijskim sredstvima i nekim keramickim
1 tekstilnim proizvodima (Cheloni i sur. 2016), ali naj¢esc¢e se koriste u dijelovima elektronickih
uredaja kao §to su poluvodic¢i i elektronicki €ipovi (Bodarenko 1 sur. 2013). Organizmima u
moru bakar je u nekoj mjeri potreban za normalno funkcioniranje stanica. Ima ulogu
katalitiCkog 1 strukturnog kofaktora za enzime koji sudjeluju u stanicnom metabolizmu,
transportu kisika 1 Zeljeza te prijenosu signala (Kim 1 sur. 2008), ali ako je prisutan u ve¢im
koli¢inama moZe na razliite nacine uzrokovati Stetu stanicama (Janani 1 sur. 2020). Morski
okoli§ je lagano bazican i nanocestice CuO se u takvom okoliSu sporije otapaju (Che i sur.
2018). Posljedi¢no nanocestice CuO koje zavrse u takvom okoliSu ne razgraduju se brzo vec¢
se dugo u njemu zadrzavaju. Postoje istrazivanja o toksi¢nom utjecaju CuO nanocestica na
razliCite vrste biljaka, mikroorganizme i kraljeZnjake (Adam 1 sur. 2015; Bondarenko 1 sur.
2013; Huang i sur. 2019; Aruoja i sur. 2009; Janani i sur. 2020). Cini se da toksi¢nosti najvise
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pridonosi topljivost nanocestica ¢ime nastaju slobodni ioni bakra koji u ve¢im koncentracijama
mogu potaknuti nastajanje reaktivnih oblika kisika (ROS) koji posljedi¢no uzrokuju
oksidativni stres oksidirajuci proteine i lipide u stanicnoj membrani i ostale biomolekule u
stanici (Melegari i sur. 2013; Aruoja i sur. 2009; Wang i sur. 2019). Takoder nanocestice
prodiru u stanice vodenih organizama te uniStavaju membrane stanica Sto uzrokuje istjecanje

sadrzaja stanice, a onda posljedi¢no i smrt organizma (Wang i sur. 2019).

Najveci problem nanocestica bakrova oksida (Slika 2.a) nastaje zbog topljivosti u vodi i
otpustanja iona koji su konacan razlog toksi¢nosti kod organizama (Bondarenko i sur. 2013).
Nanocestice CuO mogu agregirati i uglavnom nastaju agregati ve¢i od 450 nm (Adam i sur.
2015). Zbog velicine agregata smanjuje se koli¢ina svjetlosti koja je algama potrebna za
fotosintezu (Chen i sur. 2019). Potrebno je promatrati i neke parametre u okoliSu koji bi
potencijalno mogli utjecati na toksi¢nost. Naprimjer smanjenjem pH otopine povecava se
topljivost nanocestica u toj otopini. Topljivost takoder ovisi i o ostalim komponentama koje se
nalaze u otopini kao $to su proteini, aminokiseline i druge organske tvari. Primije¢ena je manja
topljivost nanocCestica te i manja toksi¢nost kod rakova u slatkim vodama (Bondarenko i sur.

2013).

Na Slici 2.a mogu se vidjeti nanocestice CuO snimljene transmisijskim elektronskim
mikroskopom visoke razluéivosti, dok Slika 2.b prikazuje EDS spektar (Energy-dispersive X-
ray spectroscopy). Na EDS spektru je vidljivo da se analizirane nanocestice sastoje samo od

bakra i kisika.
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Slika 2. Nanocestice bakrova oksida snimljene transmisijskim elektronskim mikroskopom (a);

EDS spektar (energy-dispersive X-ray spectroscopy) (b). Preuzeto iz Janani i sur. 2020.

U ovom radu fokusirat ¢u se na utjecaj nanocestica bakrova oksida (CuO) na vodene organizme
s naglaskom na zelene alge. One su vazni modelni organizmi jer ¢ine zna¢ajnu biomasu mora
11znimno su bitne s obzirom na to da su primarni proizvodac¢i u moru i sluze kao hrana ostalim
morskim organizmima. S druge strane alge su iznimno osjetljive na veée koncentracije
nanocestica i uglavnom se radi o jednostani¢nim organizmima zbog ¢ega je lakSe objasniti
rezultate, pratiti metabolicke puteve i podrijetlo odredenih molekula nakon izlaganja
nanocesticama nego kada se istrazivanja rade na mnogostaniénom ogranizmu (Wang i sur.
2019). Toksi¢ni utjecaj nanocestica bakra moze se odrediti pradenjem rasta i razmnoZzavanja
algi, promjenama u koli¢ini sintetiziranih pigmenata, smanjenju aktivnosti esteraze i na kraju

kao najvazniji indikator je nastali oksidacijski stres u stanici.

2. Utjecaj nanocestica na alge

2.1. Utjecaj narast i vijabilnost stanica alge

Aruoja 1 suradnici (2009) u svojem su istrazivanju usporedivali utjecaj razlicitih nanocestica
(CuO, ZnO i TiOy) i nakupina metalnih oksida na slatkovodnu mikroalgu Pseudokirchneriella
subcapitata. Pokazali su da je ZnO jednako toksi¢an za alge u obliku nanocestica i nakupina

.....
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srednju u¢inkovitu koncentraciju i za 72 sata iznosile su 0.71 mg/L za nakupine CuO i 11.55
mg/L za CuO nanocestice. CuO nanocestice su topljivije i zato i toksi¢nije od nakupina CuO.
Kada su provjeravali bioraspolozivost nanocestica i nakupina CuO neocekivano je bila vrlo
sli¢na i podudarala se s toksi¢nosti bakrova sulfata (CuSOs), $to pokazuje da su glavni uzrok
toksi¢nosti upravo ioni bakra. Nagomilavanjem nanocestica u veée nakupine smanjuje Se

ukupna aktivna povrsina i posljedi¢no se smanjuje i toksi¢nost za algu (Melegari i sur. 2013).

Janani i suradnici (2020) su s druge strane odredivali broj zivih stanica preko koli¢ine klorofila
i na taj nacin odredili toksi¢an utjecaj nanocestica CuO na morsku algu Lyngbya sp. 1zlagali su
alge koncentracijama izmedu 0.1 i 25 mg/L kroz period od 5 i 10 dana. Rezultati su pokazali
da se povecanjem koncentracije nanocestica povecava i toksiéni ucinak na alge. Pri
koncentraciji od 0.1 mg/L dolazi do inhibicije rasta od 27+2%, a pri koncentraciji od 25 mg/L
dolazi do inhibicije rasta od 62+5% nakon 5 dana inkubacije u prisutnosti nanocestica CuO
(Slika 3.).

S druge strane postoje istrazivanja (Wang 1 sur. 2019) koja su pokazala da pri niskim
koncentracijama (0.08 mg/L) nanocestica CuO dolazi do malog povecanja rasta stanica. Smatra
se da je to zato Sto stanice na taj nacin pokusavaju kompenzirati promjene u homeostazi koje

se dogadaju kada dodu u doticaj s nanocesticama.

Toksicénost %

Koncentracija nanocestica

Slika 3. Toksi¢ni ucinak nanocestica CuO na rast morske alge Lyngbya sp. Preuzeto i

prilagodeno iz Janani i sur. 2020.



2.2. Oksidacijski stres

Postoji izravna poveznica izmedu toksi¢nosti i oksidacijskog stresa. Najbolji pokazatelj
oksidacijskog stresa u stanicama je nastanak reaktivnih oblika kisika (Janani i sur. 2020).
Nastankom reaktivnih oblika kisika (ROS) povecava se oSte¢enje stanicne membrane S§to
posljedi¢no uzrokuje lizu stanice i stanicnu smrt. Mjerenjem kolic¢ine diklorofluorescina
nastalog oksidacijom diklorofluorescin diacetata moze se ustanoviti koli¢ina reaktivnih oblika
kisika (Janani i sur. 2020). Kako bi reagirali na oksidacijski stres i oSteCenja membrane
organizmi mogu regulirati nastanak membranskih lipida, antioksidansa i osmolita.
Membranski lipidi i osmoliti stabiliziraju stanicnu membranu dok su antioksidansi bitni za

odrzavanje redoks homeostaze (Wang i sur. 2019).

Janani i suradnici (2020) u svom su radu pokazali utjecaj nanocestica CuO na aktivnost
antioksidacijskin enzima (Slika 4.). Nakon §to su slatkovodnu algu Chlamydomonas
reinhardtii izlagali nanocesticama CuO razli¢itih koncentracija primijeceno je da aktivnost
antioksidacijskih enzima opada pri svim koncentracijama. Jedan od primjera je reducirani
glutation ¢ija se koli¢ina smanjila. Kako su enzimi inhibirani dolazi do povecanja oksidativnog
stresa. Melegari i1 suradnici (2013) su takoder izlagali algu Chlamydomonas reinhardtii
nanocCesticama CuO, ali su dosli do malo drugalijih rezultata. U njihovom sluéaju pri
koncentraciji od 1000 mg/L nanocestica CuO povecava se koli¢ina ROS-ova. IstraZivanje
radeno na algi Lyngbya sp. pokazalo je da kada se nju izlozi nanocesticama koncentracije od
samo 0.1 mg/L ve¢ nastaju ROS-ovi (Janani i sur. 2020). Wang i suradnici (2019) u svom radu
iznose kako nakon izlaganja alge C. vulgaris nanocesticama CuO nije primije¢eno zna¢ajno
povecanje ROS-ova. Takoder koli¢ina ROS-ova koja nastaje je manja nego u slu¢aju kada su

istrazivanja vrSena na drugim vrstama alga.
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Slika 4. Utjecaj nanocestica CuO na aktivnost superoksid dismutaze (SOD), katalaze, glutation
reduktaze, koncentracije reduciranog glutationa (GSH) i kombinacije koncentracije
reduciranog glutationa (GSH) i glutation disulfida (GSSG) u algi Lyngbya sp. Rezultati su
usporedeni s kontrolnim uzorkom koji nije tretiran nanocesticama CuO. Preuzeto i prilagodeno

iz Janani i sur. 2020.

Neka su pak istrazivanja pokazala da manje ROS-ova nastaje nakon duZeg izlaganja
nanocesticama CuO (vise od 4 dana) za razliku od kraceg izlaganja (1-4 dana) (Wang i sur.
2019). Do takvih rezultata dolazi jer se nakon nekog vremena alge priviknu na toksi¢ni uc¢inak
i krenu se oporavljati. Po ovim rezultatima se moze zakljuciti da postoji velika razlika u koli¢ini
nastalih reaktivnih oblika kisika ako se u istrazivanju koriste razli€iti organizmi, razlicito

vrijeme izlaganja ili drugacije koncentracije.

2.3. Ostecenje membrane i peroksidacija lipida

Nanocestice CuO mogu uzrokovati oSte¢enja membrane tako Sto ¢e ju oStetiti izravno

prodiranjem i posljedi¢no zbog peroksidacije lipida.



Na snimci koju su Che i1 suradnici (2018) dobili pomocu transmisijskog elektronskog
mikroskopa vidljive su crne Cestice veli¢ine 20 nm koje se nalaze oko stanice i u kloroplastima
algi koje su tretirane nanocesticama CuO (Slika 5.). Elektronskom difrakcijom je potvrdeno da
se radio o nanocesticama CuO. Ovi rezultati dokazuju da nanocestice CuO prodiru u alge.
Takoder mogu se vidjeti i Cestice manje od 5 nm koje se nalaze u kloroplastima (Slika 5. crveni
kvadrati¢). Mjerenjem meduplanarnog razmaka izmedu kristala zakljucili su da se radi o
nanocesticama bakrova (I) oksida (Cu20). To bi znacilo da se CuO nanocestice koje alge
apsorbiraju mogu pretvoriti u Cu2O nanocestice i koncentrirati u kloroplastima te tako

uniStavati njithovu strukturu.

ow

500 hm

Slika 5. Prikaz alge Chlorella sp. tretirane nanocesticama CuO koncentracije 100 mg/L.
Zelenim kvadraticem oznacene su nanocestice CuO, a crvenim nanocestice Cu20.

Peroksidacija lipida je normalan proces u stanici u sklopu aerobnog metabolizma. Moze postati
Stetan za stanicu kada se ona nade u stresnim uvjetima. Kada reaktivni oblici kisika koji su
nastali oksidativnim stresom, oksidiraju lipide dolazi do povecanja propusnosti i Smanjenja

fluidnosti stani¢ne membrane (Von Moos i sur. 2013).

Kako bi izmjerili peroksidaciju lipida Janani i suradnici (2020) su pratili formiranje reaktivnih
tvari tiobarbituratne kiseline (TBARS) nakon izlaganja nanocesticama. Utvrdili su da
tretiranjem algi nanocesticama CuO koncentracije 0.1 mg/L nastaje 67% vise TBARS u
stanicama. Daljnjim povecanjem koncentracije nanocestica povecano je 1 formiranje TBARS

u stanicama S§to pokazuje povecanu peroksidaciju lipida. Kao biomarker za lipidnu



peroksidaciju moze se koristiti i malondialdehid (Janani i sur. 2020) koji nastaje kada se
oksidiraju poluzasi¢ene masne kiseline. Primije¢ena su znacajna oStecenja membrane kod
izlaganja alge C. vulgaris visokim koncentracijama nanoc¢estica CuO (10 mg/L) (Wang i sur.
2019).

2.4. AKktivnost esteraze

Aktivnost esteraze takoder je jedan od indikatora toksi¢nosti uzrokovane utjecajem CuO
nanocCestica (Janani i sur. 2020; Melegari i sur. 2013). Aktivnost esteraze u algama moze se
saznati mjerenjem flourescencije fluorescein diacetata (FDA) (Janani i sur. 2020). Smanjenje
fluorescencije oznacava da je doslo do oSte¢enja stanicne membrane ili smanjenja enzimske
aktivnosti 1 toksi¢nosti koja je iskazana u obliku postotka koji oznacava koliko se razlikuju
rezultati uzorka s nanocesticama i kontrole bez nanocCestica. Alge Lyngbya sp. su tretirane
koncentracijama nanocestica od 1 do 25 mg/L. Poveéanjem koncentracije nanocestica
primijeceno je smanjenje aktivnosti esteraze. Pri koncentraciji od 1 mg/L smanjenje aktivnosti
esteraze iznosilo je -12+2%, a za koncentraciju od 25 mg/L -34+3%. Sli¢no smanjenje
aktivnosti esteraze povecanjem koncentracije nanocestica primjetili su i Melegari i suradnici

proucavajuci algu Chlamydomonas reinhardtii (2013).

2.5. Fotosinteza i sinteza pigmenata

Fotosinteza je algama prijeko potrebna aktivnost za rast 1 prezivljavanje, zato stanje
fotosintetskog aparata te koli¢ina 1 kvaliteta pigmenata, prvenstveno klorofila, moze puno reci

o trenutnom stanju alge (Chen i sur. 2019; Che i sur. 2018).

Kompleks koji razvija kisik (OEC) poznat kao i kompleks za cijepanje vode dio je fotosustava
IT u kojem se dogada oksidacija vode (Slika 6.) (Vogt i sur. 2015). Che i suradnici (2018) su

izlaganje nanocesticama CuO. Pretpostavili su da dolazi do disocijacije manganskog (Mn)

klastera zbog djelovanja CuO nanocestica. Negativan utjecaj nanocetica CuO na OEC
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primijecen je tek prilikom duzeg izlaganja algi nano¢esticama CuO. Nakon 25 dana izlaganja

primijeceno je znacajno oStecenje fotosintetskog aparata.
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Slika 6. Prikaz mehanizma oStecenja alge nanoc¢esticama CuQO. Nanocestice CuO prolaze kroz
stani¢nu membranu i jedan dio se pretvara u Cu20. CuO i Cuz20 nanocestice otpustaju ione
bakra i dolazi do degradacije kloroplasta i o§tecenja OEC-a zbog ¢ega se akumuliraju ROS-ovi
i smanjuje se intenzitet fotosinteze. Takoder prodiranjem nanocestica ostecuje se membrana i
inhibira se respiracija. OEC — kompleks za razvijanje kisika; PSII — fotosistem II; cytbef —
citokrom bef; PSI — fotosistem I; RuBP — ribuloza-1,5-bisfosfat; 3-PGA — 3-fosfoglicerat.
Preuzeto iz Che i sur. (2018).

Melegari i suradnici (2013) su ekstahirali klorofile i karotenoide iz alge Chlamydomonas
reinhardtii i izmjerili su njihovu apsorbanciju pri valnim udaljenostima od 470, 652.4, 665.2 i
750 nm. Velika promjena u koli¢ini klorofila a i klorofila b primijec¢ena je tek pri visokim
koncentracijama nanocestica CuO (Slika 7.) i to 100 i 1000 mg/L za klorofil a i 1000 mg/L za
klorofil b dok se omjer klorofil a/ klorofil b nije znacajno promijenio nakon izlaganja
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nanocesticama CuO. Veliko smanjenje koncentracije ukupnog klorofila izmjereno je u kulturi
algi pri koncentraciji nanoc¢estica CuO od 1000 mg/L, a iznosio je 0.49 pg/L dok je u
kontrolnom uzorku koncentracija ukupnog klorofila iznosila 1.88 pg/L (Slika 7.). Takoder
izmjereno je znacajno smanjenje koncentracije karotenoida u kulturi algi pri koncentraciji
nanoCestica CuO od 1000mg/L, a iznosilo je 0.13 pg/L dok je u kontrolnom uzorku
koncentracija karotenoida iznosila 0.71 pg/L.

S druge strane Wang i suradnici (2019) primijetili su da izlaganjem alge C. vulgaris ve¢im
koncentracijama nanocestica CuO (10 mg/L) dolazi do povecanog nakupljanja Klorofilaa i b
za razliku od kulture algi koja nije tretirana nanocesticama CuO. Moguce objasnjenje bi bilo
da je alga C. vulgaris otpornija od drugih vrsta (Melegari i sur. 2013) ili nije bila izlozena

dovoljno velikoj koncentraciji nanocestica da bi se primijetila razlika.
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Slika 7. Koli¢ina nastalog klorofila i karotenoida u algi C. reinhardtii nakon 72 sata izlaganja

nanocesticama CuO. Preuzeto i prilagodeno iz Melegari i sur. 2013.
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3. Pozitivan utjecaj nanocestica bakrova oksida

Nanocestice bakrova oksida, cinkova oksida i srebra u nekim sluc¢ajevima se koriste kako bi se

namjerno inhibirao rast bakterija, gljivica i algi (Bodarenko i sur. 2013).

Nanocestice CuO koje se nadu u vodenom okruzenju mogu uci u alge. Na Slici 8. se mogu
vidjeti nanocCestice CuO zarobljene u izvanstanicnom polimernom omotacu (matriksu) te da je
omota¢ znacajno zadebljan na mjestu prodora algi (Chen i sur. 2019). Omotaé je graden
pretezito od polisaharida i proteina te se alge pomocu njega brane od prodora stranih tvari u
stanicu. Alge svoju energiju koja je bila namijenjena za rast i replikaciju u ovom slucaju koriste
za podebljavanje izvanstani¢nog polimernog omotaca. Posljedi¢no dolazi do inhibicije rasta

samih algi.

Slika 8. Chlorella pyrenoidosa snimljena transmisijskim elektronskim mikroskopom (A) bez

tretmana nanocesticama CuO 1 (B) tretirana nanoc¢esticama CuO. Preuzeto 1 prilagodeno iz

Chen i sur. 2019.

Ovaj fenomen iskoriSten je u svrhu smanjenja cvjetanja algi. Cvjetanje algi uzrokuje smrt
velikog broja vodenih organizama zbog stvaranja hipoksi¢nog okruzenja i nastanka otrovnih
citotoksina. Jo§ nije otkrivena efikasna metoda za suzbijanje cvjetanja algi, ali znanstvenici
pokuSavaju dizajnirati odgovaraju¢e nanocestice koje bi inhibirale rast algi zbog nastanka
oksidativnog stresa, ali i1 fizicki ometale unos hranjivih tvari u stanice. Takoder nanocestice
smanjuju apsorbciju nutrijenata tako da reduciraju dusik i fosfor koji su potrebni algama. Na
Slici 9. moze se vidjeti kako nanocestice CuO, ali i nanocestice Si2O utjeCu na cvjetanje algi i
na koje nacine ga ogranicavaju (Chen 1 sur. 2019). Nanocestice mogu biti 1 nositelji
alelopatskih kemikalija koje mogu poticati ili inhibirati rast algi. Postoje i dizajnirane

nanocCestice bakrovog (Il) hidroksid fosfata (Cu2(OH)POs) koje efikasno ogranicavaju
13



cvjetanje algi (Asgodom i sur. 2021). Naime, potrebna je koncentracija od 0.032 mg/mL kako
bi se smanjio rast algi do 97%. Ove nanocestice su dobar kandidat za prevenciju cvjetanja algi,
ali je prije masovne upotrebe potrebno napraviti jos istrazivanja o utjecaju ovih nanocestica na

ostale vodene organizme.

cvjetanje algi

umiruce alge
mrtve alge
nanocestica CuO

nanocestice SiO 2
dusik

°°“"(J(\IO

fosfor

Slika 9. Prikazani su mehanizmi koji ograni¢avaju cvjetanje algi koje su tretirane
nanoCesticama CuO i SiO2. (1.) nanocCestice mogu inhibirati rast algi tako da induciraju
oksidativni stres ili fizicki ogranicavaju unos hranjivih tvari; (2.) nanocestice apsorbiraju
nutrijente i tako reduciraju dusik i fosfor koji je potreban stanici; (3.) alge tretirane SiO>
nanocesticama se taloze na dno vode u kojoj se nalaze i voda iznad njih ostaje Cista; (4.)
nanocestice mogu biti nositelji alelopatskih kemikalija koje kontroliraju cvjetanje algi.

Preuzeto iz Chen i sur. 2019.

4. Usporedba utjecaja nanocestica, mikrocestica i iona
bakra

Wang i suradnici (2019) istrazivali su razlikuje li se utjecaj nanocestica i mikrocestica bakrova
oksida u odnosu na utjecaj iona bakra. Nisu primijetili velike razlike u rastu nakon izlaganja
algi nanocesticama i mikrocesticama. Kod algi koje su tretirane ve¢im koncentracijama (10

mg/L) nanocestica i mikrocestica vidljivo je znacajno oSteCenje membrane. Izlaganje algi
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ionima bakra rezultiralo je puno manjim osSte¢enjima membrane nego u slucaju nanocestica 1
mikrocestica. U usporedbi s mikrocesticama, nanocestice uzrokuju vecu Stetu na stani¢noj

membrani jer se lakSe probijaju kroz nju zbog svoje veliCine.

Rezultati nakon izlaganja nanocesticama CuO podudarali su se s rezultatima nakon izlaganja
algi mikrogesticama bakrova oksida (CuO) i ionima bakra (Cu?*) kod veéine metabolic¢kih
puteva $to podrazumijeva nakupljanje intermedijera klorofila, preuredenje strukture i sastava
membranskih lipida, povecanje fosfatidnih i masnih kiselina, te je poremecen metabolizam

glutationa zbog povecanja oksidativnog stresa i akumulacija osmoregulanata.

Jedina razlika je vidljiva u sluéaju izlaganja ionima Cu?* kod kojeg dolazi do nakupljanja
produkata oksidacije masnih kiselina. U rezultatima izlaganja algi mikrocesticama 1
nanoCesticama nije utvrdena znaCajna razlika iz Cega se moze zakljuciti da toksi¢nosti

nanodestica i mikrodestica najvise pridonosi disocijacija Cu®* iona.

5. Utjecaj kombinacije svjetlosti 1 nanocCestica

U svom radu iz 2016. Cheloni i suradnici napravili su prvo istrazivanje koje proucava utjecaj
kombinacije svijetlosti i nanoCestica CuQ. IstraZivana je stabilnost suspenzije CuO nanocestica
kada na nju djeluju svijetlosti razli¢itih karakteristika te je pomocu proto¢ne citometrije
odreden rast, fluorescencija klorofila, oSte¢enja membrane i oksidativni stres preko kojih je
proucavan toksi¢ni odgovor zelene mikroalge Chlamydomonas reinhardtii. Zakljucili su da ni
simulirana prirodna svjetlost ni inkubatorska svjetlost ne mijenjaju znacajno utjecaj
nanocestica CuO na algu C. reinhardtii. Ultraljubicasto zracenje u kombinaciji s nanocesticama
CuO daje sinergisticki efekt, ali je teSko utvrditi dolazi li do tog efekta zbog interakcije

nanocestica 1 svjetlosti ili se radi o pojedinacnom utjecaju.

Postojala je pretpostavka da do smanjenja rasta dolazi zbog inhibicije fotosinteze pod utjecajem
nanocestica. Melegari i suradnici (2013) su istrazivali rast alge C. reinhardtii u uvjetima dana
kada alge vrSe fotosintezu 1 u noénim uvjetima kada zbog nedostatka svjetlosti ne vrse

fotosintezu. Rezultati nisu pokazali razliku u rastu za vrijeme dnevnih i no¢nih uvjeta $to
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ukazuje da zasjenjenje fotosintetskog aparata nanocesticama nije zasluzno za toksi¢nost te da

ne ovisi o fotosintetskoj sposobnosti algi (Slika 10.).
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Slika 10. Odgovor na oksidativni stres. Kada su alge izlozene CuO nanocesticama vidljivo je
povecanje fluorescencije reaktivnih vrsta u usporedbi s kontrolom koja nije tretirana
nanocesticama u uvjetima dana i1 no¢i nakon (A) 48 sati i (B) 72 sata. (p<0.05 u odnosu na

kontrolu). Prilagodeno i preuzeto iz Melegari i sur. 2013.

6. Zakljucak

Nanocestice CuO su se na svim razinama u nekoj mjeri pokazale toksi¢nima za alge.
Povecéanjem koncentracije nanocestica postupno dolazi i do inhibicije rasta alge. Povecava se
koli¢ina reaktivnih oblika kisika (ROS) i peroksidacija lipida §to dovodi do oStecenja
membrane i lize stanica. Istraziti utjecaj nanocestica na okoli$ i ljudsko zdravlje je iznimno
zahtjevan zadatak zbog velike koli¢ine faktora koji utje¢u na to kako ¢e nanocCestice reagirati
u razli¢itim organizmima. Sve su viSe dostupni materijali i proizvodi koji sadrZe neke vrste
nanomaterijala ili nanocestica i zato je potrebno §to je brze moguce povecati broj istrazivanja
koja se bave ovom temom kako bi se §to viSe sprijecile Stete i zagadenje u buduénosti. Jos
uvijek ne postoje metode koje bi mjerile koli¢inu nanocestica koje zavrse u prirodi. Potrebno
je napraviti jo§ mnogo istrazivanja koja ¢e se fokusirati opcenito na kemijska i fizikalna
svojstva nanocestica kako bi se zatim mogao proucavati njihov trenutni utjecaj na razlicite
organizme, ali 1 dugoro¢ne posljedice na cijele ekosustave. Trenutno se istraZivanja vrSe na

ograni¢enom broju modelnih organizama najviSe na bakterijama [P. aeruginosa (Von Moos i
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sur. 2013; Janani i sur. 2020)] i algama [Chlamydomonas reinhardtii (Cheloni i sur. 2016;
Melegari i sur. 2013), Chlorella vulgaris (Wang i sur. 2019)]. Potrebno je proSiriti istrazivanja
na druge vrste i standardizirati protokole jer je teSko usporedivati rezultate i iznijeti konacan
univerzalni zakljucak o toksi¢nosti nanocestica bakra jer razli¢iti istrazivacki timovi provode
istrazivanja na razli¢itim organizmima u drugacijim uvjetima. Takoder utjecaj nanocCestica se
razlikuje ovisno o uvjetima. Na taj nacin utjecaj nanocestica na organizme u moru nece biti isti
kao 1 utjecaj na organizme u slatkim vodama (Handy i sur. 2008). Smatram da bi bilo pozeljno
poraditi i na metodama i nac¢inima kako da se nanocestice koje ve¢ zagaduju mora u nekoj

mjeri uklone iz njega.
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Zivotopis

Zovem se Iva Duvanci¢. Osnovnu Skolu zavrsila sam 2015. godine odlicnim uspjehom. U
Gimnaziji Lucijana Vranjanina zavr$ila sam srednjoSkolsko obrazovanje takoder odli¢nim
uspjehom 2019. godine. U srednjoj se skoli povecalo moje zanimanje za prirodoslovne
predmete prvenstveno biologiju i kemiju. Trenutno sam 3. godina preddiplomskog studija
Molekularne biologije na Prirodoslovno-matematickom fakultetu u Zagrebu. Za vrijeme
srednje Skole i studija radila sam razne uéenicke i studentske poslove kao $to je rad u skladistu,
u djecjoj igraonici i kao animator na znanstvenim radionicama i kampovima. Cijeli zivot se

bavim plesom 1 radila sam kao plesni voditelj djecjih skupina.
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