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Silver (AgNP), copper(I) oxide (Cu2ONP) and copper(II) oxide (CuONP), and polystyrene 
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1. UVOD 

Brojna pozitivna svojstva nanomaterijala dovela su do njihove sve veće prisutnosti, zbog čega 

su postali tema od velikog interesa. Samim time, njihova proizvodnja i uporaba kontinuirano 

rastu u raznim granama industrije (Da Costa i Sharma 2016). Među različitim vrstama 

nanomaterijala, sve veći značaj dobivaju nanočestice metala, osobito srebra i bakra te plastike, 

osobito polistirena (PS-NP). Nanočestice srebra (AgNP) i bakra se zbog svojih iznimnih 

antibakterijskih i antifungalnih svojstava sve više koriste u agronomiji u obliku pesticida, ali i 

u medicinskoj i tekstilnoj industriji, dok se nanočestice polistirena koriste od sredine prošlog 

stoljeća u mnogim komercijalnim proizvodima, kao što su ambalaža za hranu i igračke, ali i u 

poljoprivredi u svrhu kontroliranog ispuštanja kemikalija (Kurbanova i sur. 1998; Oukarroum 

i sur. 2012a; Da Costa i Sharma 2016). Zbog kontinuiranog porasta proizvodnje i korištenja, 

nanočestice srebra, bakra i polistirena izravno ili neizravno završavaju u raznim vodenim 

ekosustavima, gdje je još uvijek nedovoljno istražen njihov utjecaj (Gusev i sur. 2021).  

Jedan od razloga velike uporabe nanočestica je njihova povećana reaktivnost koja proizlazi, 

između ostalog, iz velikog omjera površine i volumena. Zbog velike reaktivnosti, nanočestice 

metala često su nestabilne u suspenzijama, što nerijetko rezultira njihovom aglomeracijom te 

promjenom oblika, veličine i površine (Oukarroum i sur. 2012a; Djamila i sur. 2024), a može 

doći i do disocijacije metalnih iona s površine naonočestica (Li i sur. 2020a). Navedene 

promjene mogu imati snažan utjecaj na sama svojstva nanočestica pa i na njihovu reaktivnost, 

mobilnost i unos u organizme (Ranjan i sur. 2021). Kako bi se smanjila njihova reaktivnost, 

AgNP često imaju dodatne omotače koji ih sterički ili elektrostatski stabiliziraju zbog čega im 

se povećava primjena u medicini i elektroindustriji (Dawadi i sur. 2021). Neki od najčešće 

korištenih steričkih omotača su polivinilpirolidon (PVP) i polietilen glikol (PEG), dok su 

najčešći elektrostatski omotači citrat i cetiltrimetilamonijev bromid (CTAB) (Biba i sur. 2021). 

Komercijalno dostupne nanočestice bakra postoje u više kemijskih oblika gdje svaki oblik ima 

njemu svojstvene karakteristike. Zbog svoje niske cijene i velikog antioksidacijskog 

potencijala, među raznim metalnim oksidima, nanočestice bakrovog(I) oksida (Cu2ONP) i 

termodinamički najstabilnije nanočestice bakrovog(II) oksida (CuONP) najviše se primjenjuju 

u industriji (Djamila i sur. 2024). I nanočestice polistirena koriste se u mnogim granama 

industrije, budući da je površina ovih nanočestica hidrofobna po prirodi te se na nju, procesom 

oksidacije, mogu vezati razni spojevi, koji mogu promijeniti svojstva samih nanočestica (Loos 

i sur. 2014). Među najčešće korištenim površinskim skupinama polistirena su amino (-NH2) i 
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karboksilne (-COOH) skupine koje poboljšavaju fizikalno-mehanička svojstva polistirena, kao 

što su povećana elastičnost i otpornost na visoke temperature (Kurbanova i sur. 1998).  

Imajući u vidu da sve navedene nanočestice mogu završiti u vodenim ekosustavima, od velike 

je važnosti istražiti njihov utjecaj na alge, koje su jedan od najbrojnijih organizama u takvim 

staništima. Kako su alge i primarni proizvođači hrane i energije, mogući toksični učinci raznih 

nanočestica na njih mogu putem procesa bioakumulacije imati opasne posljedice za cijeli 

ekosustav (Oukarroum i sur. 2012a). 

Toksični učinak nanočestica srebra i bakra primjetan je primarno na morfološkoj razini. 

Svjetlosnom i elektronskom mikroskopijom uočeno je da navedene nanočestice dovode do 

oštećenja stanične stijenke i membrane, čime destabiliziraju mnoge stanične procese među 

kojima i fotosintezu (Wang i sur. 2019). Osim na stijenku, nanočestice srebra, bakra i polistirena 

vežu se i na mukozni sloj izvanstaničnih polimernih tvari (eng. extracellular polymeric 

substances, EPS), koji se nalazi oko stanica. Kvalitativnom i kvantitativnom analizom utvrđeno 

je da se sloj EPS sastoji ponajviše od ugljikohidrata uz manje količine proteina, lipida i 

nukleinskih kiselina. Pretpostavlja se da alge u stresnim uvjetima pojačavaju proizvodnju sloja 

EPS kako bi mogle ublažiti negativni učinak na samu stanicu. Neka istraživanja su zabilježila 

akutni toksični učinak nanočestica polistirena na vodene organizme zbog olakšane adsorpcije 

polistirena na površinu algi, čime se smanjuje respiracija i protok svjetla do stanica alge, što 

posljedično umanjuje i fotosintetsku aktivnost (Bhattacharya i sur. 2010; Khoshnamvand i sur. 

2021; Xiang i sur. 2023a). Iako je veći broj istraživanja pokazao značajne promjene u 

ultrastrukturi stanica nakon djelovanja nanočestice srebra, bakra i polistirena (Zhao i sur. 2016; 

Hou i sur. 2017; Hazeem i sur. 2020; Romero i sur. 2020; Huang i sur. 2021; Zhao i sur. 2021), 

samo ih je nekolicina istražila i ulogu sloja EPS u odgovoru na utjecaj navedenih nanočestica 

(Nam i sur. 2018; Zheng i sur. 2019; Babiak i Krzemińska 2021).  

Glavni mehanizam toksičnosti nanočestica srebra i bakra je povećanje proizvodnje reaktivnih 

oblika kisika (eng. reactive oxygen species, ROS) (Zhang i sur. 2022b). Najrelevantniji ROS u 

biološkim uzorcima su superoksidni (O2
• −) i hidroksilni radikali (HO•), singletni kisik ( O1 2 ) i 

vodikov peroksid (H2O2). ROS mogu oksidirati lipide, čime se narušava integritet 

membranskog pa time i fotosintetskog sustava, karbonilirati proteine, čime oni gube funkcije, 

ali i narušiti stabilnost nukleinskih kiselina, što dovodi do promjena u ekspresiji gena (Yu i sur. 

2020). Toksičnost nanočestica polistirena u algama djelomično proizlazi iz povećane 

proizvodnje ROS, no njihova fitotoksičnost nije do kraja razjašnjena. Kao odgovor na povećanu 
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sintezu ROS, a u cilju smanjenja njihovog negativnog učinka, alge su razvile mehanizme obrane 

u djelovanjem raznih antioksidansa. Jedni od biološki najvažnijih su antioksidacijski enzimi. 

Superoksid dismutaza (SOD) je antioksidacijski enzim koji katalizira promjenu O2
• − u H2O2, 

koji se zatim razgrađuje uz pomoć katalaze (CAT) i više tipova peroksidaza. Osim navedenih 

enzima, ulogu u smanjenju negativnih učinaka ROS imaju i neenzimski antioksidansi poput 

glutationa i prolina, koji zbog jakog redukcijskog potencijala uklanjaju elektrofilne i 

oksidativne vrste. Dodatni antioksidacijski mehanizam algi su i proteini toplinskog šoka (eng. 

heat shock proteins, Hsp), koji ponovnim uspostavljanjem normalne strukture inaktiviranih 

proteina vraćaju staničnu homeostazu (Rezayian i sur. 2019).  

Budući da nanočestice srebra, bakra i polistirena mogu reagirati s proteinima direktno, 

vezanjem na tiolne skupine (Matysiak i sur. 2016), ili indirektno putem promjene njihove 

ekspresije (Juan i sur. 2021), važno je sagledati njihov učinak na proteomskoj razini. 

Kvalitativnom i kvantitativnom analizom utjecaja nanočestica na proteom algi moguće je 

odrediti karakteristične biomarkere koji upućuju na stresne uvjete. Malobrojna dosadašnja 

istraživanja utjecaja nanočestica na alge pokazala su značajnu promjenu u ekspresiji proteina 

uključenih u stabilnost stanične stijenke, fotosintezu, transport te metabolizam i proizvodnju 

energije (Matysiak i sur. 2016).  

Dosadašnja istraživanja pokazala su učinke i mehanizme djelovanja nanočestica srebra, bakra i 

polistirena na različite biomolekule i/ili stanične procese (Kurbanova i sur. 1998; Oukarroum i 

sur. 2012a; Da Costa i Sharma 2016; Babiak i Krzemińska 2021). Rezultati nezavisnih 

istraživanja su nerijetko različiti, što uvelike otežava donošenje jednoznačnih zaključaka o 

fitotoksičnosti nanočestica. Takva neusklađenost je ponajviše rezultat različitih 

eksperimentalnih uvjeta, analiziranih organizama i korištenih nanočestica (Biba i sur. 2021). 

Zbog toga je potrebno usporedno istražiti utjecaj različitih nanočestica te njihovih omotača, 

oksidacijskih stanja ili funkcionalnih skupina u istim eksperimentalnim uvjetima u cilju 

određivanja adaptacijskog odgovora algi na populacijskoj razini te razini jedne stanice.  

Cilj ovog istraživanja je bio usporediti učinke toksičnosti AgNP s dva tipa omotača (citrat i 

CTAB), nanočestica bakra u dva oksidacijska stanja (CuONP i Cu2ONP) i polistirena bez 

modifikacije i modificiranog s dvije funkcionalne skupine (amino i karboksilne) na morfološke 

i ultrastrukturne promjene, pojavu oksidacijskog stresa te promjene u fotosintezi i proteomu 

stanica slatkovodne alge Chlorella vulgaris kako bi se utvrdili mehanizmi toksičnosti pojedinih 

nanočestica. Nadalje, ispitao se i učinak ionskog oblika srebra i bakra kako bi se razlučilo je li 
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fitotoksičnost nanočestica metala posljedica djelovanja nanočestičnog oblika i/ili iona koji se s 

njih otpuštaju. Budući da nanočestice mogu aglomerirati i/ili disocirati u podlogama visoke 

ionske jakosti, analizirao sam stabilnost svih korištenih nanomaterijala u podlozi za uzgoj algi. 

Hipoteza istraživanja bila je da nanočestice srebra, bakra i polistirena izazivaju toksične učinke 

djelovanjem različitih mehanizama. 
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2. LITERATURNI PREGLED 

2.1 Nanomaterijali 

U 21. stoljeću, nanomaterijali dobivaju na sve većem značaju. Pod pojmom „nanomaterijali“ 

podrazumijevaju se prirodno nastali, umjetni ili antropogeni materijali koji imaju barem jednu 

dimenziju između 1-100 nm (Peralta-Videa i sur. 2011). Uporabom nanomaterijala, 

nanotehnologija se sve više koristi u raznim granama industrije, od medicine, agronomije, 

inženjerstva pa sve do tekstilne industrije. Globalna vrijednost tržišta nanomaterijala je 2021. 

godine iznosila 16,3 milijarde američkih dolara te se procjenjuje njen rast na 62,8 milijarde 

dolara do 2031. godine. Navedeni rast se opravdava povećanom potrebom za nanomaterijalima 

ponajviše u medicinskoj industriji, ali i primjenom u raznim elektroničkim uređajima zbog 

njihove velike reaktivnosti i super magnetskih svojstava 

(www.alliedmarketresearch.com/nano-materials-market, pristupljeno 16.02.2024.). 

Nanomaterijali metala, metalnih i nemetalnih oksida te nanomaterijali ugljika (među kojima se 

nalazi i plastika) su industrijski najkorišteniji nanomaterijali (Slika 1) 

(www.market.us/report/nanomaterials-market/, pristupljeno16.02.2024.).  

 

Slika 1. Grafički prikaz procijenjenih vrijednosti globalnog tržišta nanomaterijala metala, 

metalnih i nemetalnih oksida, ugljika, gline i celuloze u razdoblju od 2022. – 2032. godine 

izraženo u američkim dolarima. Preuzeto i prilagođeno prema 

www.market.us/report/nanomaterials-market/ (Pristupljeno 16.02.2024.). 

 

Među raznim nanomaterijalima poput nanoploča, koje imaju jednu dimenziju na nano razini, i 
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jedinstvenih karakteristika. Naime, nanočestice imaju promjer od 1-100 nm te na takvoj nano- 

razini sadrže promijenjena fizikalno kemijska svojstva zbog velikog omjera površine i 

volumena. Naime, u nano oblicima, nanočestice imaju znatno veću reakcijsku površinu na kojoj 

se nalazi veći broj atoma (Roduner 2006). Kombinacijom navedenog, s velikim brojem čestica 

po jedinici mase, ali i smanjenjem broja izravnih susjednih atoma na površini nanočestica čime 

se smanjuje potrebna energija vezanja atoma, znatno se povećava reaktivna sposobnost 

nanočestica u odnosu na veće elemente (Buzea i sur. 2007). Zbog velike reaktivnosti, 

nanočestice se sve više ističu kao dobri kandidati u biomedicinskim i biotehnološkim 

primjenama (Gherasim i sur. 2020). 

2.1.1 N n če  i e  rebr  

AgNP su među najkorištenijim nanomaterijalima, a sve veću primjenu nalaze u biomedicini 

gdje se koriste protiv širokog spektra gram pozitivnih i gram negativnih bakterija, naročito 

protiv sojeva otpornih na antibiotike. Dodatno, ranija istraživanja su pokazala da AgNP imaju 

sinergijski učinak s antibioticima u djelovanju protiv određenih bakterija (Pulit-Prociak i 

Banach 2016; Gherasim i sur. 2020). U medicini, AgNP se koriste kao antikancerogeno i 

antidijabetičko sredstvo te u pojačavanju aktivnosti, ciljanoj dostavi i kontroliranom 

oslobađanju postojećih lijekova (Dawadi i sur. 2021). Zbog svojih iznimnih antibakterijskih i 

antifungalnih svojstava te zbog manje toksičnosti u odnosu na druge baktericide, AgNP se 

koriste u raznim potrošačkim proizvodima poput tekstila, a primjenu pronalaze i u dezinfekciji 

zraka i voda (Rana i Parmar 2023). Zbog navedenih raznolikih primjena, globalna proizvodnja 

AgNP je procijenjena na 500 tona godišnje s predviđenim daljnjim rastom (Temizel-Sekeryan 

i Hicks 2020; Bruna i sur. 2021). Vrijednost samog tržišta AgNP-a je 2022. godine iznosila 1,3 

milijarde dolara s očekivanim rastom na 3,1 milijarde dolara do 2028. godine 

(www.markwideresearch.com/silver-nanoparticles-market/, pristupljeno 16.02.2024.). 

Povećana proizvodnja i upotreba AgNP neminovno dovodi do povećanog otpuštanja u okoliš, 

što predstavlja veliki rizik za biljni i životinjski svijet pa u konačnici i na ljudsko zdravlje. 

Naime, AgNP se vrlo lako akumuliraju u okolišu te je izračunato da se 2005. godine iz raznih 

izvora u okoliš otpustilo oko 4 tona AgNP, dok se 2008. godine količina povećala na 563 tone 

(Pulit-Prociak i Banach 2016). Imajući u vidu da je nemoguće točno utvrditi količinu otpuštenih 

AgNP godišnje zbog limitiranosti analitičkih tehnika, razni dobiveni podaci u sprezi s 

matematičkim modelima upućuju na značajno povećanje njihovog otpuštanja u okoliš, što 

povećava njihovu akumulaciju pa samim time i potencijalni toksični učinak (Fabrega i sur. 

2011). 

http://www.markwideresearch.com/silver-nanoparticles-market/
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2.1.2 N n če  i e b  r  

Elementarni bakar jedan je od najzastupljenijih elemenata na Zemlji. Kao esencijalni element 

u svim živim bićima nalazi se u brojnim enzimima koji sudjeluju u transportu kisika kod ljudi 

i životinja (Kim i sur. 2008), dok kod biljaka sudjeluje u transportu elektrona tijekom 

fotosinteze, u staničnom disanju, održavanju integriteta stanične stijenke te u regulaciji 

aktivnosti proteina mijenjanjem njihove strukture ili katalitičkog mjesta (Crisan i sur. 2021; 

José Rodrigues Cruz i sur. 2022). Bakar se zbog korisnih svojstava, poput termičke i električne 

provodljivosti, koristio te se i dalje koristi u mnogim proizvodima široke primjene, a 

nanočestice bakra se, uz ranije navedene AgNP, nalaze u „top 5“ najviše proizvedenih i 

korištenih nanočestica metala (Slika 2) (www.shingetsuresearch.com/metal-nanoparticles-

market/, pristupljeno 10.02.2024.). Velika popularnost nanočestica bakra proizlazi iz njihovih 

iznimnih mehaničkih, električnih, termalnih i magnetskih svojstava zbog čega se koriste u 

brojnim industrijama. Zahvaljujući svojim antimikrobnim i antifungalnim svojstvima, koriste 

se u tekstilnoj industriji i medicini, dok primjenu pronalaze i kao dodatak prehrani, ali i u 

poboljšanju transporta lijekova (Cholewińska i sur. 2018). Intenzivno se koriste i u brojnim 

komercijalno-dostupnim i visoko korištenim proizvodima poput senzora, katalizatora ili 

surfaktanata, zbog čega je njihova proizvodnja u kontinuiranom porastu (Wu i sur. 2020). 

Nakon pandemije COVID-19, tržište nanočestica bakra je procijenjeno na vrijednost od 13 

milijuna dolara u 2022. godini, dok su predviđanja rasta na 25 milijuna dolara do 2028. 

(www.precisionreports.co/global-nano-copper-particles-market-21982066, pristupljeno 

10.02.2024). Tako značajan rast posljedica je povećane potrebe i korištenja elektroničkih 

uređaja, u kojima su nanočestice bakra prisutne zbog svojih iznimnih termofizikalnih 

karakteristika. Detaljna analiza otpuštanja nanočestica bakra u okoliš iz tvornica i komercijalnih 

proizvoda iznimno je komplicirana, ali se procjenjuje da se u vodene ekosustave Europe otpušta 

od 0,1 do 10 tona naočestica bakra godišnje (Wang i Qi 2022), dok je procjena da se u Kini u 

tlo otpušta oko 4,6 tona svake godine (Wu i sur. 2020). Povećana proizvodnja i uporaba 

nanočestica bakra opravdava zabrinutost za njihov štetni utjecaj na okoliš.  

http://www.shingetsuresearch.com/metal-nanoparticles-market/
http://www.shingetsuresearch.com/metal-nanoparticles-market/
http://www.precisionreports.co/global-nano-copper-particles-market-21982066
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Slika 2. Grafički prikaz zastupljenosti globalnih tržišta nanomaterijala prema njihovom tipu. 

Preuzeto i prilagođeno prema www.shingetsuresearch.com/metal-nanoparticles-market/ 

(Pristupljeno 10.02.2024.). 

 

2.1.3 N n če  i e p li  iren  

S razvitkom društva, jedan od najčešće korištenih materijala postala je i plastika. Od njezinog 

otkrića 1907. godine, zabilježena je značajno povećana proizvodnja i upotreba. Sredinom 

prošlog stoljeća, globalna godišnja proizvodnja plastike iznosila je otprilike 1,7 milijuna tona. 

Taj broj je porastao na 300 milijuna tona u 2013. godini, dok se pretpostavlja da će do 2050. 

godine ta brojka doseći 590 milijuna tona proizvedene plastike godišnje 

(www.statista.com/statistics/664906/plastics-production-volume-forecast-worldwide/, 

pristupljeno 10.02.2024.). Tako velika razina proizvodnje i upotrebe plastike zasigurno će 

dovesti do ekološke katastrofe i drastičnih promjena u životnim procesima flore i faune, 

mijenjajući kvalitetu vode i hrane i utječući na zdravlje ljudi. Organizacija za ekonomsku 

suradnju i razvoj (eng. Organisation for economic co-operation and development, OECD) 

navela je da se u 2019. godini oko 353 milijuna tona plastike otpustilo u okoliš, dok je do 2060. 

godine procijenjeno otpuštanje 1014 milijuna tona plastike svake godine (OECD 2022). Pojam 

plastika podrazumijeva skup sintetičkih organskih polimera. Postoji nekoliko visoko korištenih 

vrsta koje se razlikuju po kemijskom sastavu: polistiren (PS), polietilen tereftalat (PET), 

poli(metil-metakrilat) (PMMA), polivinil klorid (PVC) i drugi (Okunola i sur. 2019). Općenito, 

svojstvo svakog tipa plastike je termoplastičnost, odnosno mogućnost oblikovanja prilikom 

Platina   Paladij

Zlato

Srebro

Bakar

Nikal

Željezo

Ostalo

http://www.shingetsuresearch.com/metal-nanoparticles-market/
http://www.statista.com/statistics/664906/plastics-production-volume-forecast-worldwide/
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zagrijavanja (Jin i sur. 2019). Jedan od češće korištenih tipova plastike je aromatski polimer PS 

koji nastaje polimerizacijom stirenskih monomera (Slika 3). Zbog svojih pozitivnih 

karakteristika, među kojima su navedena termoplastičnost, prozirnost, elastičnost i 

dugotrajnost, PS se nalazi u mnogim komercijalno dostupnim proizvodima poput igračaka i 

četkica za zube. Također, zbog iznimno male biorazgradivosti, PS se koristi u raznim 

proizvodima prehrambene i medicinske industrije, dok se zbog svoje čvtstoće koristi za 

proizvodnju tanjura, zdjela i čaša za jednokratnu uporabu (Loos i sur. 2014). PS-NP kao i drugi 

nanomaterijali, imaju poboljšana svojstva u odnosu na veće oblike zahvaljujući svojoj 

povećanoj reaktivnosti pa se koriste kao biosenzori (Velev i Kaler 1999), za pročišćavanje i 

razdvajanje biomolekula (Cortés i sur. 2020), za dostavu lijekova u specifične stanice ili organe 

(Loos i sur. 2014) te u optoelektronici zbog svojih svojstava emitiranja i apsorbiranja svjetla 

(Chen i sur. 2015). 

 

Slika 3. Prikaz strukture i polimerizacije polistirena. Preuzeto i prilagođeno prema Prabhu i sur. 

(2019). 

 

2.2 Stabilnost i funkcionalnost n n če  i a 

Nanočestice duguju široki spektar uporabe svojoj visokoj reaktivnosti, koja je posljedica 

njihove veličine. Pri tako malim veličinama, odnos njihove površine i volumena se značajno 

povećava, što iznimno utječe na promjenu njihovih karakteristika. Naime, usporedbom s 

velikim „makro“ oblicima, nanočestice imaju poboljšana mehanička svojstva, među ostalim 

zbog nerijetko pravilne kristalne strukture i smanjenih kristalografskih nepravilnosti (Saxena i 

Jyoti 2021). No, najveći razlog njihove rasprostranjenosti u raznim industrijama je upravo 

povećana reaktivnost u odnosu na velike oblike, što se reflektira u poboljšavanju električnih 

svojstava (Alivisatos 1996), kvantnim efektima u poluvodičima (Geoffrion i Guisbiers 2020), 

polimerizacija

PolistirenStiren
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visokoj termalnoj i električnoj vodljivosti (Krishnan i sur. 2019), pojavi magnetizma (Roduner 

2006), ali i antimikrobnim svojstvima (Makvandi i sur. 2020; Baig i sur. 2021). 

Navedena visoka reaktivnost, ujedno je i glavni uzročnik njihove visoke nestabilnosti (Biba i 

sur. 2021). Naime, zbog visoke površinske energije, nanočestice lako reagiraju s ostalim 

česticama u okolišu, ali i međusobno (Wu i sur. 2011). Rezultat takvih reakcija može biti 

aglomeracija u veće čestice, sedimentacija, promjena oblika, kristalizacija, promjena površine, 

disocijacija ili razne kemijske reakcije koje mogu voditi do promjene kemijske strukture (Wu i 

sur. 2011; Baig i sur. 2021; Altammar 2023). Sve navedene promjene znatno utječu na početne 

karakteristike nanočestica, čime se može smanjiti i njihova pokretljivost u raznim medijima 

(Tkalec i sur. 2019).  

S ciljem njihove djelomične stabilizacije, ali uz zadržavanje dovoljne razine reaktivnosti radi 

pozitivnih karakteristika, AgNP se nerijetko stabiliziraju raznim omotačima u postupku njihove 

sinteze (Biba i sur. 2021). Dva najčešća tipa stabilizacije su korištenjem steričkih ili 

elektrostatskih omotača (Slika 4). Sterički omotači su određene velike molekule ili razni 

polimeri koji se vežu na površinu AgNP te time stvaraju fizičku barijeru koja onemogućuje 

aglomeraciju čestica (Rónavári i sur. 2021). Neki od najčešćih steričkih omotača su 

polivinilpirolidon (PVP) i polietilen glikol (PEG) (Shkilnyy i sur. 2009; Rónavári i sur. 2021). 

S druge strane, elektrostatski omotači su nabijene molekule ili ioni koji vezivanjem na površinu 

AgNP blokiraju aglomeraciju pomoću elektrostatskog odbijanja istoimenih iona (Filipczak i 

sur. 2020). Primjeri najčešćih elektrostatskih omotača su citrat, cetiltrimetilamonijev bromid 

(CTAB), natrijev dodecil sulfat (SDS) i polietilenimin (PEI) (Sui i sur. 2006; Kora i sur. 2009; 

Zhang i sur. 2020a; Komazec i sur. 2023). Navedeni omotači stabiliziraju AgNP, čime se 

smanjuje disocijacija iona Ag+ s njihove površine, no ujedno mogu i promijeniti njihove 

karakteristike (Biba i sur. 2021). Naime, vezanjem molekula na površinu nanočestica može se 

promijeniti veličina i oblik samih nanočestica, ali i smanjiti reaktivnost zbog blokiranja difuzije 

visoko reaktivnih molekula na površinu (Tolstov i Lebedev 2012; Fleitas-Salazar i sur. 2017; 

Fahmy i sur. 2019). Također, dodavanjem spojeva na površinu AgNP može doći do promjene 

optičkih svojstva radi interakcije svjetla s površinskim omotačima (Fahmy i sur. 2019). AgNP 

stabilizirane s omotačima imaju široku primjenu u mnogim industrijama upravo zbog povećane 

stabilnosti te se koriste u medicini, pakiranju hrane te pročiščavanju voda (Dawadi i sur. 2021; 

Rana i Parmar 2023). 
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Slika 4. Prikaz modela elektrostatske i steričke stabilizacije nanočestica. Preuzeto i prilagođeno 

prema Wu i sur. (2011). 

 

Zbog svoje reaktivnosti, nanočestice bakra u vodenim medijima teže ka aglomeraciji, ali i 

oksidaciji u druge, termostabilnije oblike (Michaud i sur. 2019). Naime, nezaštićene 

nanočestice bakra su izrazito nestabilne u kontaktu sa zrakom prilikom čega dolazi do reakcije 

s O2 i njihove oksidacije u nanočestice bakrovog(I) oksida (Cu2ONP) i u termodinamički 

najstabilnije nanočestice bakrovog(II) oksida (CuONP) (Pacioni i sur. 2013; Kumar i sur. 

2022). CuONP se često koriste u liječenju bakterijskih infekcija i malignih bolesti zbog svojih 

antitumorskih i antibakterijskih svojstava (Chauhan i sur. 2021; Maliki i sur. 2022). Cu2ONP 

se zbog svojih iznimnih svojstava poluvodiča koriste u baterijama i solarnim ćelijama te kao 

senzori razine glukoze u krvi, dok se zbog katalitičkih karakteristika, zajedno s CuONP, koriste 

u tretmanu otpadnih voda (Du i sur. 2017; Gupta i sur. 2018; Mikami i sur. 2019; Ighalo i sur. 

2021; Xiang i sur. 2023b). Zbog različite stabilnosti i reaktivnosti, nanočestice bakrovih oksida 

pokazuju i različitu toksičnost. Istraživanja pokazuju da je potencijalna toksičnost Cu2ONP 

rezultat otapanja i disocijacije bakrovih(I) iona (Cu+) koji u vodenim otopinama brzo prelaze u 

bakrove(II) ione (Cu2+) (Vavra i sur. 2024), dok CuONP pokazuju intrinzičnu citotoksičnost 

bez otpuštanja iona Cu2+ (Henson i sur. 2019). Takva razlika u mehanizmima toksičnosti 

ukazuje na potrebu razumijevanja specifičnih interakcija nanočestica i bioloških sustava radi 

procjene njihove sigurnosti i potencijalnih utjecaja na zdravlje. 

U odnosu na nanočestice metala, PS-NP pokazuju veću stabilnost i manju reaktivnost u 

vodenim medijima (Kik i sur. 2020). Iako imaju izvrsna intrinzična svojstva poput visokog 

kapaciteta vezanja (Fertsch-Gapp i sur. 2011), visoke specifičnosti (Woo i sur. 2022) i termalne 

stabilnosti (Asandulesa i sur. 2023), radi dobivanja dodatnih svojstava ili radi pojačavanja već 
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postojećih, na njihovu površinu mogu se vezati razne funkcionalne skupine (Jiang i 

Thayumanavan 2005; Herzog i sur. 2012; Loos i sur. 2014; Fuchs i sur. 2016; Perini i sur. 2022) 

procesom oksidacije, a najistaknutije su amino i karboksilne skupine (van Midwoud i sur. 2012; 

Loos i sur. 2014; Fuchs i sur. 2016; Zhang i sur. 2022a) (Slika 5). U kemijskom smislu, 

funkcionalne skupine su skupina atoma u sklopu drugih molekula koje imaju vlastita 

karakteristična svojstva, zbog čega uzrokuju karakteristične kemijske reakcije te mijenjaju 

fizikalno-kemijska svojstva molekule. Navedeno svojstvo omogućuje sustavno predviđanje 

kemijskih reakcija što je od iznimne koristi u dizajnu kemijske sinteze, ali i bioreakcija (Kofoed 

i Miller 2023). PS-NP funkcionalizirane amino skupinom (PS-NH2-NP) koriste se u 

proučavanju bio-nano interakcija, imaju poboljšanu disperziju i mogućnost otapanja u 

otopinama te pojačanu međufaznu aktivnost, odnosno mogućnost odvajanja dviju faza 

spontanim nakupljanjem na njihovoj granici (Loos i sur. 2014; Garrido i sur. 2020; Makkad 

2020; Shi i sur. 2020a). PS-NP funkcionalizirane karboksilnom skupinom (PS-COOH-NP) 

također se koriste u proučavanjima bio-nano interakcija, imaju poboljšanu pokretljivost i 

disperzijsku stabilnost u otopinama zbog jakih vodikovih veza te su vrlo homogene u biološkim 

tekućinama (Jiang i sur. 2011; Loos i sur. 2014; Bahk i sur. 2015).  

 

Slika 5. Model nanočestice polistirena (PS-NP) bez modifikacija te nanočestica polistirena 

modifciranih s amino (PS-NH2-NP) ili karboksilnom (PS-COOH-NP) funkcionalnom 

skupinom. 

 

2.3 Fi      ični učin   n n če  i   na alge 

Povećano korištenje proizvoda koji sadrže nanočestice, ali i povećane industrijske potrebe u 

kojima su nanočestice nerijetki nusprodukt, dovodi do njihovog sve većeg otpuštanja u okoliš 

(Vineeth Kumar i sur. 2022). Najviše su ugroženi vodeni ekosustavi jer djeluju kao slivnik u 

kojem dolazi do značajnog nakupljanja nanočestica (Turan i sur. 2019). Nanočestice do 

različitih ekosustava mogu doći prirodnim putem, primjerice vulkanskim erupcijama (Ermolin 
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i sur. 2018), šumskim požarima, pustinjskim olujama (Smita i sur. 2012) ili otpuštanjem iz živih 

organizma kao što su bakterije i kvasci (Griffin i sur. 2017). Antropogenim djelovanjem, s 

druge strane, nanočestice u okoliš dospijevaju odbacivanjem kozmetičkih proizvoda (Wiechers 

i Musee 2010), primjenom u pesticidima (Singh i sur. 2021), ispušnim plinovima motora s 

unutarnjim izgaranjem (Hirano i sur. 2003), otpadnim vodama koja sadrže sredstva za pranje 

rublja (Capjak i sur. 2018), ali i putem remedijacije podzemnih voda (Zhang i Elliott 2006). 

Nanočestice u okolišu zatim se, direktno ili putem slivnih voda i kiša, koncentriraju u vodenim 

ekosustavima, gdje su najrašireniji organizmi autotrofni protisti, odnosno alge (Shalaby 2011; 

Turan i sur. 2019), koji su, uz cijanobakterije, jedni od najvećih proizvođača O2 procesom 

fotosinteze (Aljaghoub i sur. 2023; Field i sur. 1998). Među raznim vrstama algi, C. vulgaris je 

dobar modelni organizam za potrebe istraživanja zbog lakoće uzgoja, brzog rasta i široke 

primjene u znanosti o okolišu, biotehnologiji te istraživanju fotosinteze (de Abreu i sur. 2014; 

Dall’Osto i sur. 2019). 

Fitotoksičnost nanočestica uvjetovana je raznim čimbenicima, od njihovog tipa, veličine sve do 

kristalne strukture i površine (Turan i sur. 2019). Poznato je da kod biljaka i algi nanočestice 

srebra i bakra mogu dovesti do destabilizacije stanične membrane, redukcije biomase, 

usporavanja rasta, dok kod biljaka izazivaju i deformaciju korijena (Stampoulis i sur. 2009; 

Hazeem i sur. 2019; Yan i Chen 2019; Wang i sur. 2020a; Janova i sur. 2021). Veliku ulogu u 

toksičnosti nanočestica srebra i bakra ima proces disocijacije odnosno otpuštanja iona s 

nanočestica (Turan i sur. 2019; Li i sur. 2021a). Navedeni ioni puno lakše ulaze u stanice kroz 

membranske proteine i ionske kanale, gdje mogu reagirati s nizom drugih elemenata te tako 

dovesti do destabilizacije staničnog integriteta (Xiu i sur. 2012; Turan i sur. 2019; Sabourian i 

sur. 2020). S druge strane, jednostanične alge na svojoj površini imaju mukozni sloj EPS za 

kojeg je pokazano da može djelovati kao filter za redukciju unosa nanočestica u njihove stanice 

(Hund-Rinke i sur. 2020). Sloj EPS se u većoj mjeri sastoji od polisaharida uz prisustvo manjih 

količina proteina, lipida i nukleinskih kiselina (Babiak i Krzemińska 2021). Nanočestice ovih 

metala, koje ipak prođu kroz sloj EPS te uđu u stanice, mogu reagirati s molekulom DNA te 

tako utjecati na genom i posljedično na proteom algi (Huang i sur. 2022), a mogu i 

međudjelovati s proteinima i lipidima te tako destabilizirati čitave stanice i inhibirati njihov rast 

(Ji i sur. 2011; Chen i sur. 2019; Wang i sur. 2019; Janova i sur. 2021). Jedna od značajki 

fitotoksičnosti nanočestica je i pojačana produkcija ROS molekula, koje daljnjom interakcijom 

s biomolekulama pridonose negativnom učinku nanočestica na alge (He i sur. 2012; Hazeem i 

sur. 2019) (Slika 6). 
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Slika 6. Prikaz distribucije, akumulacije i potencijalnih toksičnih učinaka nanočestica na 

stanice alge putem izravne interakcije ili kroz povećanu proizvodnju reaktivnih oblika kisika 

(ROS). Preuzeto i prilagođeno prema Wang i sur. (2019). 

 

Za razliku od nanočestica srebra i bakra, PS-NP pokazuju slabiju akutnu toksičnost zbog 

njihovog zadržavanja u sloju EPS, odnosno vezanja na površinu samih stanica algi (Nolte i sur. 

2017; Sabourian i sur. 2020; Khoshnamvand i sur. 2021), gdje mogu promijeniti 

transmembranski potencijal, ograničiti prijenos materijala, plinova i energije između okoline i 

stanica algi, ali i blokirati količinu svjetlosti koja dolazi do klorofila (Hazeem i sur. 2020; 

Khoshnamvand i sur. 2021; Perini i sur. 2022). Takvim djelovanjem PS-NP mogu dovesti do 

pojačane produkcije ROS-a, oksidacije lipida, smanjenja fotosinteze i usporavanja rasta algi 

(Hazeem i sur. 2020; Natarajan i sur. 2022; Xiang i sur. 2023a). Usprkos smanjenoj 

fitotoksičnosti PS-NP u usporedbi s nanočesticama metala, zabrinutost raste zbog njihove 

izrazito spore biorazgradnje (Balema i sur. 2021; Ullah i sur. 2023), koja doprinosi postupnom 

povećanju njihove koncentracije u okolišu, opravdavajući zabrinutost u vezi s mogućim 

dugoročnim posljedicama kroničnog izlaganja (Awet i sur. 2018). 

2.3.1 U je  j n n če  i   n    rf l  iju 

Uzimajući u obzir da su nanočestice sve prisutnije u vodenim ekosustavima, iznimno je važno 

promatrati njihov kontinuirani utjecaj na biom takvih staništa. Kako su alge jedna od 

najbrojnijih skupina organizama vodenih sustava, u njima lako može doći do bioakumulacije 

nanočestica. Jedan od prvih parametara kojim se može utvrditi moguća toksičnost nekog 

kontaminata na zelene alge je upravo promijenjena morfologija stanica, koja je ponajprije 
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posljedica promjena u sintezi sloja EPS (Babiak i Krzemińska 2021). U stresnim uvjetima, kao 

što su izloženost nanočesticama srebra, bakra i polistirena, alge mogu pojačati sintezu sloja EPS 

(Zhao i sur. 2016). Naime, alge koriste sloj EPS kao zaštitni sloj koji u sebi zadržava 

nanočestice i time sprječava direktan kontakt nanočestica i stanice (Chen i sur. 2019). Dodatno, 

vezanjem nanočestica i sloja EPS može se smanjiti površinska energija nanočestica, a 

posljedično i njihova reaktivnost, transport te fitotoksičnost (Nasser i Lynch 2016). Nanočestice 

koje uspiju ući u stanicu mogu izazvati plazmolizu, oštetiti staničnu stijenku ili izazvati njezino 

pucanje (Abdul Razack i sur. 2016; Zhou i sur. 2016). Nadalje, ulazak nanočestica može 

rezultirati destabilizacijom tilakoidnih membrana kloroplasta, ali i dovesti do povećanog 

stvaranja lipidnih kapljica kao pokazatelja stresa zbog manjka nutrijenata (Yan i Chen 2019; 

McKeel i sur. 2024). Svi navedeni učinci mogu poslužiti kao rani biljezi pokazatelja stresa 

uzrokovanog nanočesticama. Istraživanja su pokazala da tretmani s nanočesticama srebra i 

bakra mogu izazvati značajno povećanje veličine stanica i njihovu aglomeraciju, smanjiti 

njihovu gustoću u suspenziji (Romero i sur. 2020; Janova i sur. 2021; Artiukh i sur. 2022), 

pojačati stupanj plazmolize (Yan i Chen 2019; Solomonova i sur. 2023) i dovesti do puknuća 

stanične stijenke i membrane (Abdul Razack i sur. 2016), uz značajno povećanje količine sloja 

EPS i lipidnih kapljica (Miao i sur. 2017; Nam i sur. 2018; Romero i sur. 2020). PS-NP su 

pokazale slične ultrastrukturne promjene, kao što su povećanje volumena i pojačana 

aglomeracija stanica, povećana sinteza sloja EPS i značajno povećanje broja lipidnih kapljica 

(Giri i Mukherjee 2021; Huang i sur. 2021; Xiang i sur. 2023a), ali nisu bile toliko izražene kao 

nakon tretmana nanočesticama metala.  

2.3.2 U je  j n n če  i   n  p j vu    i   ij       re   

Jedan od najzastupljenijih mehanizama fitotoksičnosti nanočestica srebra, bakra i polistirena je 

povećana proizvodnja ROS (Khanna i sur. 2015; Dayem i sur. 2017; Flores-López i sur. 2019), 

koje nastaju kao međuprodukti metabolizma O2 kroz enzimske ili neenzimske reakcije ili 

elektronskom ekscitacijom (Sies i Jones 2020; Mansoor i sur. 2022), a u fiziološkim uvjetima 

imaju ulogu u staničnoj signalizaciji (Rezayian i sur. 2019). Budući da ROS imaju nespareni 

elektron, mogu se podijeliti na slobodne kisikove radikale ili na neradikalne reaktivne oblike 

kisika (Flores-López i sur. 2019). Pokazano je da se u biljkama i algama, O2
• − u najvećoj 

količini stvara u lancu prijenosa elektrona unutar fotosustava I (eng. photosystem I, PSI) i 

fotosustava II (eng. photosystem II, PSII), gdje O2 može reagirati s njihovim raznim 

komponentama (Khan i sur. 2023). Naime, u normalnim uvjetima, apsorbirana svjetlosna 

energija se koristi za pokretanje lanca prijenosa elektrona na tilakoidnim membrana kloroplasta 
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u procesu fotosinteze. No, u stresnim uvjetima može doći do gubitka ravnoteže prijenosa 

elektrona te redukcije O2 pomoću raznih komponenata PSI, poput feredoksina, i PSII, poput 

plastokinona, čime nastaje O2
• − (Palma i sur. 2019). Dodatno, enzimi poput citokroma P450 i 

ksantin oksidaze također mogu reducirati elektron O2 i tako stvoriti O2
• − (Galbusera i sur. 2006; 

Veith i Moorthy 2018), Među različitim ROS, O2
• − se najčešće prvi stvara te se njegovom 

daljnjom reakcijom mogu formirati drugi oblici ROS (Fujii i sur. 2022; Khan i sur. 2023), kao 

što su HO•, O1 2 , H2O2, peroksilni radikal (ROO−) i alkoksi radikal (RO−) (Yin i sur. 2012; 

Khan i sur. 2023). H2O2 se u biljkama i algama stvara protonacijom, odnosno redukcijom O2
• − 

prema formuli: 

2 × O2
• − + 2H+ → O2 + H2O2 

H2O2 se u biljnim stanicama primarno stvara u mitohondriju tijekom procesa oksidativne 

fosforilacije, ali velika većina dolazi i iz lanca prijenosa elektrona u kloroplastima (Saxena i 

sur. 2016; Palma i sur. 2019). Nadalje, HO• nastaje Fentonovom reakcijom iz H2O2 ili putem 

Haber-Weiss reakcije iz O2
• − i H2O2 uz pomoć prijelaznih metala poput željeza prema 

jednadžbama (Barbusiński 2009): 

Fentovona reakcija: Fe(II) + H2O2 → Fe(III) + HO
− + HO• 

Haber-Weiss reakcija: O2
• − + H2O2

Fe(II)/Fe(III)
→         O2 + HO

− + HO• 

U biljnim stanicama i stanicama algi, različiti ROS djeluju kao signalne molekule (Khan i sur. 

2023). O2
• − ima ključnu ulogu u prekidanju dormancije sjemena kod biljaka do koje dolazi 

smanjenjem razine glutationa što mobilizira dušik i ugljikohidrate potrebne za klijanje (Bykova 

i sur. 2011). Nadalje, niske razine H2O2 služe kao regulatorni signal u mnogim biološkim 

procesima poput rasta i razvoja, fotosinteze i fotorespiracije (Miller i sur. 2010). Za HO• se 

prvotno smatralo da ima isključivo negativno djelovanje, ali novija istraživanja ukazuju na 

njegovu važnu ulogu u rastu i razvoju, zatvaranju puči te adaptaciji na stresne uvjete upravo 

zbog njegove jake oksidacijske mogućnosti (Richards i sur. 2015). O1 2  nastaje u kompleksu 

antena i reakcijskom centru fotosutava II(eng. PSII prijenosom viška energije na O2 te je 

pokazano da stimulira odgovor na razne stresne uvjete oksidacijom karotenoida, proteina i 

lipida (Dogra i Kim 2020).  

Suprotno pozitivnim učincima oblika ROS u staničnoj signalizaciji kada su prisutni u niskim 

koncentracijama, njihova povećana količina dovodi do značajnih štetnih učinaka (Rezayian i 

sur. 2019). O2
• − može inaktivirati antioksidacijske enzime (Fridovich 1986), dok se HO• 
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akumulira u stanicama zbog nedostatka enzima koji bi ga mogao neutralizirati te u većim 

koncentracijama može dovesti do stanične smrti (Bano i sur. 2022). Povećana količina svih 

oblika ROS može sinergistički rezultirati peroksidacijom lipida, oksidacijom proteina i 

molekule DNA i na taj način negativno utjecati na biološki važne procese: fotosintezu, izmjenu 

plinova, tvari i energije s okolinom te u konačnici na rast i razvoj stanica (Rezayian i sur. 2019; 

Khan i sur. 2023). Nanočestice mogu potaknuti stvaranje ROS doniranjem elektrona na O2, koji 

posljedično tvori O2
• − (Flores-López i sur. 2019). Značajno povećanje u razini ROS primijećeno 

je u stanicama algi nakon izlaganja nanočesticama srebra (He i sur. 2012), bakra (Fathi i sur. 

2020) i polistirena (Xiang i sur. 2023a), što posljedično može imati jako štetne učinke na 

biološki važne makromolekule. 

Razina unutarstaničnog sadržaja ROS najčešće se detektira i kvantificira primjenom raznih 

fluorescentnih proba (Gomes i sur. 2005), među kojima se izdvajaju 2′,7′-

diklorodihidrofluorescein diacetat (H2DCFDA), koji se koristi u detekciji ukupnog ROS i 

dihidroetidij (DHE), koji je specifičan za O2
• − (Oparka i sur. 2016; Ng i Ooi 2021). Obje 

molekule mogu slobodno prolaziti kroz lipidni dvosloj te tako ući u stanicu (Oparka i sur. 2016; 

Wang i Zou 2018). Molekulu H2DCFDA deacetiliraju stanične esteraze do 2',7'-

diklorodihidrofluoresceina (H2DCF) koji se vrlo brzo oksidira djelovanjem različitih oblika 

ROS, čime nastaje fluorescentni 2',7'-diklorofluorescein (DCF) (Kim i Xue 2020; Ng i sur. 

2020). 

Molekula DHE se nakon internalizacije u stanicu oksidira pomoću O2
• − nakon čega nastaju 

dvije fluorescentne probe koje se mogu detektirati. Naime, nespecifičnom redoks reakcijom 

nastaje etidij (E+), dok oksidacijom ovisnom o O2
• − nastaje 2-hidroksietidij (2-OH-E+) (Wang i 

Zou 2018).  

Kako je jačina fluorescencije navedenih proba ovisna o količini ROS unutar stanice, pomoću 

njih je vrlo lako moguće pratiti sadržaj staničnog ROS korištenjem mikroskopijskih tehnika, ali 

i relativno kvantificirati njihovu razinu korištenjem čitača mikrotitarskih pločica ili protočnog 

citometra (Wang i Zou 2018; Kim i Xue 2020). 

Iako se H2DCFDA nerijetko koristi kao proba specifična za H2O2, pokazano je da hidrolizu 

H2DCFDA mogu inducirati razni hidroksilni, karbonatni, dušikovi ili tioilni radikali te je 

H2DCFDA zapravo indikator ukupnog sadržaja ROS u stanici (Oparka i sur. 2016). Kako 

najveći udio oblika ROS u biljnim stanicama odlazi na H2O2, njegova relativna i apsolutna 

razina u stanicama često se koristi kao indikator fiziološkog statusa biljke (Rahman i sur. 2023). 
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Jedna od najraširenijih metoda kvantifikacije H2O2 je metoda FOX (eng. ferrous oxidation-

xylenol orange assay) u kojoj se spektrofotometrijski mjeri nastajanje kompleksa boje ksilenol 

narančasto i iona željeza (Fe3+) nastalih oksidacijom iona Fe2+ putem H2O2. Tako nastali 

kompleks apsorbira svjetlost na valnoj duljini od 560 nm (Moon i Shibamoto 2009; Ewing i 

sur. 2018). 

Ranija istraživanja su pokazala da AgNP bez omotača i stabilizirane L-tirozinom, kurkuminom 

i epigalokatehin galatom uzrokuju značajno povećanje proizvodnje ROS u stanicama zelenih 

algi C. vulgaris i Raphidocelis subcapitata (Oukarroum i sur. 2012b; Lekamge i sur. 2019). S 

druge strane, tretman s AgNP-citrat u vrsti C. vulgaris nije izazvao značajno povećanje sadržaja 

slobodnih radikala (Qian i sur. 2016). Solomonova i sur. (2023) također su pokazali kako 

izlaganje stanica algi Dunaliella salina, Isochrysis galbana, Thalassiosira weissflogii i 

Prorocentrum cordatum CuONP izaziva povećanu proizvodnju oblika ROS. Nadalje, 

usporedna analiza utjecaja nanočestica polistirena s različitim funkcionalnim skupinama na 

alge C. vulgaris i Scenedesmus pokazala je da PS-NH2-NP značajno povećavaju sadržaj ROS u 

obje vrste, dok su PS-COOH-NP izazvale značajno povećanje vrijednosti samo u vrsti C. 

vulgaris (Bhattacharya i sur. 2010). Iz dosadašnjih istraživanja vidljivo je kako postoji značajna 

potreba za komparativnom analizom utjecaja nanočestica sa i bez omotača, sa i bez 

funkcionalnih grupa i u različitim oksidacijskim stanjima u istim eksperimentalnim uvjetima, 

jer navedene karakteristike nanočestica mogu utjecati na razinu oksidacijskog stresa u 

stanicama algi.  

2.3.2.1 O  i   ij       ećenje bi   le ul  

Kao što je navedeno, izlaganje različitim tipovima nanočestica može rezultirati povećanim 

sadržajem ROS, koji posljedično mogu međudjelovati s biološki važnim makromolekulama 

kao što su lipidi, proteini i nukleinske kiseline i na taj način oštetiti stanice algi, destabilizirati 

mnogobrojne stanične procese te u konačnici rezultirati staničnom smrti (Tripathy i Oelmüller 

2012). 

2.3.2.1.1 Peroksidacija lipida 

Lipidi su male amfipatske molekule koje imaju hidrofilnu, polarnu stranu i lipofilnu, hidrofobnu 

stranu. Zbog svoje dualne prirode, lipidi se nalaze u raznim staničnim strukturama algi kao što 

su stanične membrane i membrane organela, lipidne kapljice te izvanstanične vezikule (Xu i 

sur. 2023). Lipidi imaju ključnu ulogu u mnogim staničnim procesima algi, zbog čega je njihov 

sastav strogo reguliran (Jouhet i sur. 2022). Zahvaljujući svojoj energetskoj gustoći, lipidi se 

koriste u skladištenju ugljika i energije u obliku triglicerida, dok u algama imaju i ulogu 
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signalnih molekula (Jouhet i sur. 2022; Parveen i Patidar 2022). Zbog svih navedenih 

karakteristika i posljedičnih uloga, lipidi su esencijalni za normalnu funkciju i preživljavanje 

stanica algi (Morales i sur. 2021).  

Pojedini radikali, a primarno HO•, mogu uzrokovati peroksidaciju lipida, odnosno procesa u 

kojem slobodni radikali uklanjaju elektron s dvostruke veze između dva atoma ugljika lipida, 

među kojima su polinezasićene masne kiseline (eng. polyunsaturated fatty acids, PUFA) 

najpodložnije oksidaciji (Yang i sur. 2016; Endale i sur. 2023). Njihovom oksidacijom nastaju 

razni međuprodukti koji dalje mogu reagirati s drugim molekulama (Su i sur. 2019). 

Peroksidacija lipida odvija se u tri uzastopna koraka: inicijacija, transmisija ili propagacija te 

terminacija (González-Minero i sur. 2020). U prvoj fazi tzv. fazi inicijacije, slobodni radikali 

reagiraju s dvostrukom C-C vezom te uklanjaju alilni vodik, čime nastaju slobodni lipidni 

radikali. U daljnjoj fazi transmisije ili propagacije, lipidni radikali brzo reagiraju s O2 te se 

posljedično stvaraju peroksilni lipidni radikali, koji zatim mogu ponovno ukloniti vodik s druge 

molekule PUFA čineći tako kontinuiranu lančanu reakciju ili formirati razne dialdehide i 

ketoaldehide (Pamplona i sur. 2019). Iz jedne inicijalne reakcije, može nastati 200-400 

propagacijskih ciklusa što znatno povećava oksidacijski stres u stanici (Mas-Bargues i sur. 

2021). U konačnici, proces lipidne peroksidacije se zaustavlja tek stvaranjem lipidnog 

peroksida koji ne može dalje reagirati s drugim PUFA molekulama (Endale i sur. 2023).  

U algama, proces lipidne peroksidacije može negativno djelovati na razne esencijalne procese 

poput fotosinteze i izmjene plinova i tvari s okolinom destabilizacijom stanične i tilakoidne 

membrane (Dall’Osto i sur. 2019; Zhao i sur. 2021). Također, na razini organela, oksidacijom 

lipida u membrani mitohondrija, lipidna peroksidacija dovodi do bubrenja membrane 

mitohondrija, što narušava njenu propusnost, rezultira njenim nepovratnim otvaranjem te može 

imati veliki utjecaj na metabolizam alge (Wang i sur. 2023a). U konačnici, lipidna 

peroksidacija, odnosno njen konačni produkt, lipidni peroksid, može u kombinaciji s redoks 

aktivnim željezom rezultirati feroptozom, odnosno ne-apoptotskom staničnom smrću koja je 

specifična za lipidnu peroksidaciju (Conrad i sur. 2018). Iako još nije dovoljno razjašnjeno, 

jedno istraživanje pokazalo je da povećanje sadržaja ROS može rezultirati feroptotičnom 

staničnom smrti u stanicama alge Chlamydomonas reinhardtii (Srinivasan i sur. 2023) 

Kao što je ranije navedeno, peroksilni radikali stvaraju i veliku količinu aldehida, među kojima 

su najčešći malondialdehid (MDA) i glioksal (Mas-Bargues i sur. 2021). 
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Stoga se jedna od najčešće primijenjenih spektrofotometrijskih metoda za detekciju i 

kvantifikaciju stupnja lipidne peroksidacije temelji na reakciji nastalog MDA s tiobarbiturnom 

kiselinom (TBA). Tom reakcijom nastaje kompleks MDA-TBA2 koji apsorbira svjetlost na 

valnoj duljini od 532 nm (Mas-Bargues i sur. 2021). Kako TBA može reagirati i s drugim 

molekulama nastalim u procesu lipidne peroksidacije, navedena metoda je nazvana TBARS 

(eng. thiobarbituric acid reactive substances) (Zeb i Ullah 2016). 

Istraživanja su pokazala da nanočestice srebra (Liu i sur. 2020a; Qiao i sur. 2022), bakra (Wan 

i sur. 2018; Janani i sur. 2020) i polistirena (Yan i sur. 2021; Xiang i sur. 2023a) značajno 

povećavaju stupanj lipidne peroksidacije u stanicama algi. Qiao i sur. (2022) su pokazali da 

komercijalne i biosintetizirane AgNP rezultiraju stvaranjem različitih vrijednosti sadržaja MDA 

u stanicama alge Chlorella pyrenoidosa, što je vjerojatno posljedica različitih funkcionalnih 

skupina na površini biosintetiziranih nanočestica, iako utjecaj različito stabiliziranih AgNP na 

stupanj lipidne peroksidacije u stanicama algi do sada nije istraživan. Slično tome, u stanicama 

algi nije analizirana razlika u stupanju lipidne peroksidacije kao posljedica različitih 

oksidacijskih stanja nanočestica bakra, dok je jedino u biljci Nicotiana tabacum utvrđeno da su 

Cu2ONP toksičnije u odnosu na CuONP (Dai i sur. 2019). Nadalje, rijetka su istraživanja koja 

su analizirala fitotoksičnost različito funkcionaliziranih nanočestica polistirena na alge. 

Pokazano je da su PS-NH2-NP i PS-COOH-NP izazvale podjednako povećanje razine lipidne 

peroksidacije u mikroalgi Cylindrotheca closterium pri vrijednostima EC50, ali je ta vrijednost 

za PS-COOH-NP bila 40 puta veća u odnosu na PS-NH2-NP (Mišić Radić i sur. 2022). 

2.3.2.1.2 Oksidacija proteina 

Proteini imaju ključnu ulogu u normalnom rastu i razvoju stanica algi. Oni sudjeluju u 

metabolizmu, fotosintezi, djeluju kao šaperoni te kao enzimi. Zbog širokog spektra djelovanja 

proteina, njihova destabilizacija ili degradacija može imati vrlo nepovoljan utjecaj na normalan 

rast i razvoj algi. Razni ROS mogu oksidirati ostatke aminokiselina, cijepati peptidne veze te 

dovesti do agregacije proteina. Za razliku od aminokiselina, oksidirani proteini moraju se 

hidrolizirati ili proteolitički obraditi u proteosomu kako ne bi reagirali s drugim molekulama ili 

proteinima (Juan i sur. 2021). 

Jedan od najčešćih mehanizama oksidacije proteina je putem oksidacije katalizirane metalima 

(Cecarini i sur. 2007). Naime, nikotinamid adenin dinukleotid (eng. nicotinamide adenine 

dinucleotide, NADH) i nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (eng. nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate, NADPH) oksidaze, u prisutnosti iona Fe3+ ili Cu2+ kataliziraju 

stvaranje iona Fe2+ ili Cu+ te dodatnog H2O2 u stanici. Metalni ioni se zatim vežu za specifična 
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mjesta za vezanje metala na proteinima koja reagiraju s H2O2, čime se dodatno stvara HO• koji 

zatim reagira s aminokiselinskim ostacima blizu veznog mjesta metala (Stadtman i Levine 

2000, 2003). Cijepanje peptidne veze proteina može nastati diamidnim putem i putem α-

amidacije (Garrison 1989). Naime, HO• reagira s proteinima čime se stvara alkil radikal. On se 

može umrežiti s drugim istoimenim radikalima, čime dolazi do agregacije proteina ili u reakciji 

s O2 može stvoriti alkil peroksid ili alkoksil radikal. Kako su određene aminokiseline podložnije 

oksidacijskoj promjeni, na primjer aromatske aminokiseline i aminokiseline sa sulfhidrilnom 

skupinom (-SH), stupanj i način oksidacije proteina primarno je određen aminokiselinskim 

sadržajem (Cecarini i sur. 2007). Oksidacijom proteina često nastaju krajnji proizvodi napredne 

glikacije (eng. advanced glycation end products) (Uribarri i sur. 2015), koji se zajedno s 

proteinskim produktima napredne oksidacije (eng. advanced oxidation protein products) 

(Witko-Sarsat i sur. 1996) koriste kao jedni od biljega oksidacijskog stresa u stanicama 

(Kalousová i sur. 2002). Uz navedeno, najčešći rezultat oksidacije proteina je njihova 

karbonilacija, koja je ireverzibilan proces i dovodi do gubitka funkcije proteina (Dalle-Donne i 

sur. 2006). Karbonilne skupine na proteinima mogu reagirati s α-amino skupinama i bočnim 

ograncima lizina, što rezultira umrežavanjem proteina i stvaranjem proteinskih agregata 

(Cecarini i sur. 2007). Tako stvoreni agregati ne mogu se razgraditi uobičajenim protelitičkim 

putem, što dovodi do njihove akumulacije i posljedičnog negativnog utjecaja na funkcije stanica 

algi (Stadtman i Levine 2000).  

Za određivanje razine karbonilacije proteina najčešće se koristi spektrofotometrijska metoda uz 

primjenu 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) koji reakcijom s karbonilnom skupinom stvara 

hidrazone čija se razina može kvantificirati na valnoj duljini od 370 nm (Purdel 2014; Castegna 

i sur. 2003). 

Iako je potvrđeno da nanočestice mogu direktno ili indirektno putem ROS inducirati oštećenje 

proteina, istraživanja same razine oksidacijskog oštećenja proteina kod algi nakon izlaganja 

nanočesticama srebra, bakra i polistirena nedostaju (Von Moos i Slaveykova 2014; Yan i Chen 

2019; Zhang i sur. 2022a). Analiza oksidacije proteina vrste Allium cepa nakon izlaganja AgNP 

stabiliziranih s omotačima PVP, citrat i CTAB pokazala je da AgNP-PVP imaju najmanji 

toksični učinak (Cvjetko i sur. 2017). Izlaganje alge C. reinhardtii nanočesticama bakra 

rezultiralo je smanjenjem sinteze proteina (Janova i sur. 2021), dok se količina topivih proteina 

značajno smanjila u vrsti Lactuca sativa nakon izlaganja PS-NP (Lian i sur. 2021). Istraživanja 

utjecaja različitih omotača, funkcionalnih skupina ili oksidacijskih stanja nanočestica na 

oksidaciju proteina nedostaju kako na biljkama, tako i na algama.  
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2.3.2.1.3 Oksidacija molekule DNA 

Molekula DNA nositelj je genetske informacije i daje upute za sintezu proteina i regulira 

stanične aktivnosti te je njen integritet kritičan za normalno funkcioniranje stanice (Shi i sur. 

2021). Molekula DNA podložna je oksidaciji putem raznih oblika ROS, što može rezultirati 

promjenama u dušičnim bazama te jednolančanim i dvolančanim lomovima (Roldán-Arjona i 

Ariza 2009). Naime, HO• može reagirati s dvostrukom vezom pirimidina C5-C6, čime se 

stvaraju 5-hidroksi-6-il i 6-hidroksi-5-il radikali koji dalje mogu oksidirati DNA te tako 

akumulirati oštećenja, dok oksidacija veze C8–OH purina rezultira stvaranjem 

7-hidro-8-oksogvanina (Juan i sur. 2021; Hahm i sur. 2022). Izuzev izravne oksidacije putem 

ROS, DNA se može oksidirati i radikalima nastalim iz oštećenja drugih makromolekula poput 

peroksidacije lipida. Naime, kako je već navedeno, peroksidacijom PUFA molekula, jedan od 

produkata je MDA koji može reagirati s ostacima gvanina u molekuli DNA, čime se stvaraju 

adukti M1G (Marnett 2000). Oksidacijom DNA mogu nastati i lomovi u molekuli DNA 

(Roldán-Arjona i Ariza 2009). Naime, ROS mogu reagirati sa šećerima u molekuli DNA 

uklanjanjem atoma vodika s pozicije C4' u deoksiribozi, čime se stvara radikal koji posljedično 

inducira jednolančane lomove (Sharma i sur. 2012). Iako su jednolančani lomovi češći rezultat 

od dvolančanih lomova prilikom oksidacijskog oštećenja DNA, istraživanja su pokazala da 

oksidacijski stres može uzrokovati i dvolančane lomove (Sharma i sur. 2016).  

Analiza genotoksičnosti, odnosno oštećenja DNA može se pratiti na više načina, a najčešće se 

primjenjuju tehnike lančane reakcije polimerazom (eng. polymerase chain reaction, PCR) i 

metode agarozne elektroforeze kojima se mogu detektirati lomovi i lezije u molekuli DNA 

(Figueroa-González i Pérez-Plasencia 2017). Primjenom tehnike PCR, zaustavlja se replikacija 

DNA na mjestu oštećenja gdje se enzim DNA polimeraza ne može vezati, što dovodi do 

nastajanja kraćih fragmenata DNA u PCR produktima (Grimaldi i sur. 2002; Figueroa-

González i Pérez-Plasencia 2017). S druge strane, Comet test ili gel elektroforeza jedne stanice 

(eng. single-cell gel electrophoresis) jednostavna je i često korištene metoda za kvantifikaciju 

lomova molekule DNA u eukariotskim stanicama. Naime, stanice se uklapanjem u agarozu 

imobliziraju te se daljnjim liziranjem pri visokom pH oslobađaju nukleoidi koji sadrže petlje 

molekule DNA. Petlje koje sadrže lomove DNA gube svoju strukturu pa se tijekom 

elektroforeze kreću prema anodi i time odvajaju od ostatka DNA čineći strukturu koja sliči na 

rep kometa (Azqueta i Collins 2013). Daljnjim obilježavanjem molekule DNA fluorescentnim 

bojama i analizom fluorescencijskim mikroskopom moguće je odrediti omjer intenziteta repa u 
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odnosu na intenzitet ostatka molekule DNA, odnosno glave kometa, čime se kvantificira 

količina lomova (Collins 2004). 

Opsežnom analizom postojeće literature nije pronađeno istraživanje genotoksičnog utjecaja 

AgNP na stanice algi. S druge strane, Shoman i sur. (2022) pokazali su da CuONP induciraju 

morfološke promjene jezgre i kromatina u stanicama alge P. cordatum te da dovode do 

oštećenja molekule DNA. Nadalje, istraživanja su pokazala da tretman s PS-NP izaziva 

oštećenje DNA kod alge Phaeodactylum tricornutum (Sendra i sur. 2019), dok tretman s PS-

COOH-NP usporava proces mitoze kod alge R. subcapitata (Bellingeri i sur. 2019). 

Dosadašnja istraživanja oksidacijskog oštećenja biomolekula uslijed izlaganja stanica algi 

nanočesticama srebra, bakra i polistirena su vrlo ograničena, dok u potpunosti nedostaju 

istraživanja o utjecaju njihovih omotača, oksidacijskih stanja i funkcionalnih skupina na razinu 

toksičnosti. Putem neizravnih pokazatelja, kao što je povećan sadržaj oblika ROS i oštećenje 

membrana i stanične stijenke te smanjena učinkovitost različitih staničnih procesa, može se 

zaključiti da navedene nanočestice izazivaju značajna oštećenja lipida, proteina i molekula 

DNA u algama. Međutim, potrebno je dodatno razjasniti ulogu često korištenih omotača u 

fitotoksičnosti AgNP, oksidacijskih stanja kod nanočestica bakra i funkcionalnih skupina u 

toksičnosti nanočestica polistirena na biomolekule stanica algi. 

2.3.3 Antioksidacijski odgovor 

Niske koncentracije ROS nužne su u stanicama algi radi sudjelovanja u brojnim staničnim 

procesima u obliku sekundarnih glasnika (Rezayian i sur. 2019). S druge strane, povećane 

količine ROS mogu iznimno naštetiti stanicama algi smanjujući njihovu vijabilnost i 

funkcionalnost. Kako bi u stanicama održale optimalnu oksidacijsku ravnotežu, alge su razvile 

mehanizme kojima ograničavaju prekomjernu akumulaciju ROS. Navedene mehanizme 

možemo podijeliti na enzimske i neenzimske sustave (Roy i sur. 2021).  

2.3.3.1 Enzimski antioksidansi 

Antioksidacijski enzimi prva su linija obrane stanica alge od oksidacijskog stresa te imaju 

ključnu ulogu u smanjenju štetnih učinaka ROS (Roy i sur. 2021). Putem transporta elektrona, 

odnosno smanjivanjem energije slobodnih radikala ili doniranjem elektrona slobodnim 

radikalima, antioksidacijski enzimi eliminiraju ROS, čime sprječavaju daljnju oksidaciju drugih 

molekula (Nimse i Pal 2015; Roy i sur. 2021). Većina antioksidacijskih enzima su metaloenzimi 

te sadrže metalni ion u katalitičkom mjestu, a zbog svoje se polarnosti pretežito nalaze u 

citosolu (Gill i Tuteja 2010; Nimse i Pal 2015). Najčešći antioksidacijski enzimi u algama su 
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SOD, CAT, askorbat peroksidaza (APX), glutation peroksidaza (GP), glutation reduktaza (GR) 

i glutation transferaza (GST) (Slika 7) (Roy i sur. 2021). 

 

Slika 7. Shematski prikaz enzimskih i neenzimskih antioksidacijskih mehanizama u stanicama 

algi. SOD – superoksid dismutaza, CAT – katalaza, APX – askorbat peroksidaza, MDHA – 

monodehidroaskorbat, ASA – askorbat, DHAR – dehidroksiaskorbat, GSSG – disulfidni 

glutation, GSH – glutation, GR – glutation reduktaza. Preuzeto i prilagođeno prema Rezayian 

i sur. (2019). 

 

Prva linija obrane protiv oksidacijskog stresa u pogledu antioksidacijskih enzima je 

metaloprotein SOD koja katalizira dismutaciju O2
• − u H2O2 kojeg neutraliziraju drugi enzimi 

(Ighodaro i Akinloye 2018). Po različitom kofaktoru metalnog iona u katalitičkom centru, 

razlikuju se tri izoforme enzima SOD. Enzim Cu Zn SOD najčešće se nalazi u tilakoidnim 

membranama kloroplasta te u citosolu biljaka i algi, enzim Mn SOD se najčešće lokalizira u 

mitohondrijima, dok se enzim Fe SOD najčešće nalazi u stromi kloroplasta (Rezayian i sur. 

2019). CAT i razne peroksidaze imaju ključnu ulogu u razgradnji molekule H2O2 (Gauthier i 

sur. 2020). Naime, CAT sudjeluje u pretvorbi dvije molekule H2O2 u dvije molekule H2O i O2 

u dva koraka. U prvom koraku, jedna molekula H2O2 se reducira u H2O, dok se ion Fe3+ iz hem 

skupine enzima CAT mijenja u Fe4+. U slijedećem koraku, prijenosom elektrona s druge 

Karotenoidi
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molekule H2O2, ion željeza u katalitičkom mjestu enzima CAT se ponovno vraća u originalni 

oblik Fe3+, dok se druga molekula H2O2 pretvara u H2O i O2 (Maté i sur. 1999). Jedna od češćih 

peroksidaza u stanicama algi je APX koja, kao i enzim CAT, uz pomoć hem skupine u 

katalitičkom mjestu, sudjeluje u pretvorbi H2O2 u H2O i O2 koristeći askorbat kao donor 

elektrona (Shigeoka i sur. 2002). U stanicama algi, APX se nalazi u staničnom citosolu te su 

potvrđene dvije izoforme u vrstama Galdieria partita (Sano i sur. 2001) i Galdieria sulphuraria 

(Oesterhelt i sur. 2007). Suprotno enzimima CAT i APX, GR je oksidoreduktaza koja sudjeluje 

u ciklusu askorbat-glutation te održava optimalnu razinu reduciranog oblika glutationa (GSH) 

(Rezayian i sur. 2019). 

Spektrofotometrija je jedna od najčešće korištenih metoda za analize aktivnosti 

antioksidacijskih enzima. Aktivnost enzima SOD može se mjeriti direktno ili indirektno. Češće 

su korištene indirektne metode u kojima se analizira sposobnost inhibicije O2
• − (Cheng i sur. 

2015). U metodi, koju su razvili Beauchamp i Fridovich (1971), riboflavin se koristi kao izvor 

O1 2  i O2
• −. Naime, riboflavin je izuzetno osjetljiv na ultraljubičasto i vidljivo svjetlo te se 

njegovim raspadanjem stvaraju slobodni radikali. Inkubacijom nitro plavog tetrazolija (eng. 

nitro blue tetrazolium, NBT) s radikalima, primarno O2
• −, dolazi do redukcije NBT i nastanka 

formazana, čime se povećava apsorbancija na valnoj duljini od 560 nm. Kako enzim SOD može 

neutralizirati O2
• − i pretvoriti ga u H2O2, simultano inhibira i proces redukcije NBT. Što je 

djelovanje enzima SOD jače, to je jače smanjenje apsorbancije pri navedenoj valnoj duljini 

(Cheng i sur. 2015). Među različitim protokolima za spektrofotometrijsko mjerenje aktivnosti 

enzima CAT, najčešće primijenjena metoda analizira sadržaj H2O2 u uzorku. H2O2 apsorbira 

svjetlost pri valnoj duljini od 240 nm. Kada CAT pretvori H2O2 u H2O i O2, promjena u 

apsorbanciji na valnoj duljini od 240 nm može se koristiti kao indirektna mjera aktivnosti 

enzima CAT, budući da je aktivnost izravno povezana s brzinom disocijacije H2O2 (Hadwan 

2018; Hamza i Hadwan 2020). Enzim APX koristi askorbat kao donor elektrona prilikom 

pretvorbe H2O2 u H2O i O2, pri čemu askorbat oksidira u monodehidroaskorbinsku kiselinu 

(MDASA). Kako askorbat apsorbira svjetlost valne duljine od 290 nm, mjerenje aktivnosti 

enzima APX temelji se na smanjenju količine askorbata, odnosno smanjenju apsorbancije pri 

valnoj duljini od 290 nm (Senthilkumar i sur. 2021). Aktivnost peroksidaza također se može 

mjeriti korištenjem pirogalola kao donora elektrona. Naime, oksidacijom pirogalola putem 

H2O2 stvara se H2O i purpurogalin koji apsorbira svjetlost na valnoj duljini od 430 nm. Iz 

povećane vrijednosti apsorbancije, može se izračunati aktivnost enzima pirogalol peroksidaze 

(PPX) (Mitra i sur. 2019). Mjerenje aktivnosti GR temelji se na reakciji NADPH i spoja 5,5'-
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ditiobis(2-nitrobenzojeva kiselina) (DTNB), prilikom čega nastaje 5'-tionitrobenzoat (TNB) 

posredstvom enzima GR. Aktivnost se posljedično može mjeriti ili smanjenjem količine 

NADPH, pri čemu se mjeri smanjenje apsorbancije svjetlosti na valnoj duljini od 340 nm ili 

povećanjem sinteze TNB, pri čemu se mjeri povećanje apsorbancije na valnoj duljini od 412 

nm (Smith i sur. 1988). 

2.3.3.2 Neenzimski antioksidansi 

Neenzimski antioksidansi su molekule male molekulske mase koje su iznimno učinkovite u 

uklanjanju ROS (Rezayian i sur. 2019), a u stanicama algi najčešći su glutation, askorbat, 

karotenoidi, polifenoli te aminokiseline poput prolina (Rezayian i sur. 2019; Gauthier i sur. 

2020; Roy i sur. 2021). Reducirani oblik glutationa, GSH, ima ključnu ulogu u smanjivanju 

količine ROS poput O2
• − i HO• putem oksidacije svoje tiolne skupine (Baba i Bhatnagar 2018). 

Naime, GSH je tripeptid čijom se oksidacijom uklanjaju ROS, ali se obnavlja i askorbat putem 

ciklusa askorbat-glutation (Jajic i sur. 2015; Rezayian i sur. 2019). Askorbat je polarni 

antioksidans koji doniranjem elektrona molekulama ROS poput HO• sudjeluje u smanjivanju 

njihove količine, ali djeluje i kao substrat za enzim APX (Gill i Tuteja 2010; Nimse i Pal 2015). 

Karotenoidi su pigmenti koji u tilakoidnim membranama sudjeluju u apsorpciji svjetlosne 

energije za korištenje u procesu fotosinteze, dok s druge strane imaju značajnu ulogu u 

antioksidacijskom odgovoru alge (Rezayian i sur. 2019). Naime, zbog svoje strukture dugačkih 

lanaca s mnogo dvostrukih veza, karotenoidi mogu donirati elektrone ROS poput O1 2
− te ih 

tako neutralizirati, ali mogu i odvoditi višak energije s reakcijskih centara u fotosustavima čime 

se može spriječiti nastanak novih ROS (Gill i Tuteja 2010; Faraloni i Torzillo 2017). Najčešći 

karotenoidi pronađeni u algama su neoksantin, violaksantin, zeaksantin, astaksantin, lutein i β-

karoten (Rezayian i sur. 2019; Gauthier i sur. 2020). Polifenoli obuhvaćaju više od 8000 spojeva 

koji doniranjem protona ili elektrona mogu neutralizirati ROS te tako smanjiti njihov štetan 

utjecaj na algu (Rezayian i sur. 2019). Prolin je aminokiselina koja ima višestruku ulogu u 

zaštiti stanica algi i održavanju stanične homeostaze. Kao topiva molekula male molekulske 

mase, prolin ima ulogu u održavanju osmotskog tlaka, dok se pomoću pirolidinskog prstena 

može vezati za hidrofobne regije proteina te stabilizirati njihove strukture (Shafi i sur. 2019; 

Barera i Forlani 2023). Jedna od važnijih uloga prolina je u neutralizaciji ROS. Naime, prolin 

može direktno reagirati s radikalom HO• ili O1 2 , čime nastaju stabilni radikali prolina (Liang 

i sur. 2013), te indirektno neutralizirati oblike ROS pojačavanjem ekspresije određenih 

antioksidacijskih enzima poput CAT i APX (Bauduin i sur. 2022). Također, raspadanjem, 
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odnosno katabolizmom prolina nastaje H2O2 kao nusprodukt, što može dodatno aktivirati 

signalne puteve antioksidacijskog sustava (Zhang i Becker 2015). 

Mjerenje količine neenzimskih antioksidansa najčešće se izvodi spektrofotometrijski. Analize 

ukupnog sadržaja reduciranog i oksidiranog glutationa, prolina i askorbata temelje se na reakciji 

neenzimskih antioksidansa s određenim reagensom pri čemu se nastali produkt može 

kvantificirati na određenoj valnoj duljini. Tako se prolin najčešće kvantificira korištenjem 

ninhidrina koji pri visokim temperaturama oksidira prolin, čime se stvara kompleks prolina i 

ninhidrina. Navedeni kompleks apsorbira svjetlost na valnoj duljini od 520 nm te je vrijednost 

apsorbancije direktno proporcionalna količini prolina u uzorku (Shabnam i sur. 2016). Slično 

se izvodi i analiza količine askorbata. Naime, oksidacijom askorbata u otopini broma nastaje 

dehidroaskorbinska kiselina koja reakcijom s DNPH tvori crveni kompleks. Intenzitet obojenja 

nastalog kompleksa određuje se spektrofotometrijski na valnoj duljini od 540 nm i na taj način 

se određuje i koncentracija askorbata u uzorku (Terada i sur. 1978). Za kvantifikaciju glutationa 

koristi se tzv. Elmanov reagens, odnosno DTNB. Naime, reakcijom glutationa i DTNB nastaje 

2-nitro-5-tiobenzojeva kiselina koja apsorbira svjetlost na valnoj duljini od 412 nm te je 

vrijednost apsorbancije direktno proporcionalna koncentraciji glutationa u uzorku (Smith i sur. 

1988). Za analizu ukupnih karotenida potrebno ih je esktrahirati iz stanica algi pomoću 

organskog otapala poput acetona, dietil etera ili metanola (Ashenafi i sur. 2023), nakon čega se 

provodi mjerenje apsorbancije na valnim duljinama specifičnim za karotenoide, ali i za 

odabrano otapalo. Koncentracija karotenoida u uzorku se potom određuje uz korištenje 

specifičnih apsorpcijskih koeficijenata karotenoida (Bulda i sur. 2008). 

Dosadašnja istraživanja su pokazala da nanočestice srebra, bakra i polistirena uzrokuju 

povećanu aktivnost određenih antioksidacijskih enzima (Qian i sur. 2016; Fazelian i sur. 2019; 

Li i sur. 2023). Lekamge i sur. (2020) pokazali su da postoji značajan utjecaj omotača AgNP 

na promjenu aktivnosti antioksidacijskih enzima poput CAT i GST u stanicama alge R. 

subcapitata, dok tretman s AgNP-citrat te AgNP-PVP rezultiraju povećanom količinom prolina 

u vrstama Poterioochromonas malhamensis (Liu i sur. 2020a) i Microcystis aeruginosa (Zhang 

i sur. 2018). Izlaganje vrste Nannochloropsis oculata CuONP rezultiralo je značajnim 

povećanjem aktivnosti enzima CAT i APX uz porast sadržaja polifenola i smanjenje količine 

karotenoida (Fazelian i sur. 2019). Tretman s PS-NP inducirao je aktivaciju enzima SOD i CAT 

u stanicama vrste Scenedesmus quadricauda (Li i sur. 2023), dok su navedene nanočestice 

rezultirale smanjenjem aktivnosti enzima SOD u stanicama alge M. aeruginosa (Zheng i sur. 

2021). Istraživanja o utjecaju nanočestica polistirena s različitim funkcionalnim skupinama 
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nedostaju, iako istraživanje na cijanobakteriji Synechococcus elongatus pokazuje da 

PS-NH2-NP mogu smanjiti metabolizam glutationa (Feng i sur. 2019). Poznato je da različito 

stabilizirane ili funkcionalizirane nanočestice, kao i nanočestice u različitim oksidacijskim 

stanjima, diferencijalno induciraju proizvodnju ROS (Bhattacharya i sur. 2010; Oukarroum i 

sur. 2012b; Lekamge i sur. 2019). Iz toga se može lako zaključiti kako su nužna nova 

istraživanja utjecaja navedenih omotača ili oblika nanočestica na aktivaciju antioksidacijskog 

sustava kod algi, ali pri jednakim eksperimentalnim uvjetima kako bi se omogućila njihova 

usporedba te smanjio broj dijametralno suprotnih rezultata. 

2.3.4 U je  j n n če  i   n  f    in e u 

Kako je pokazano da razni tipovi nanočestica direktno ili indirektno kroz povećanu sintezu 

ROS, negativno djeluju na proteine i lipide što posljedično destabilizira i tilakoidnu membranu 

kloroplasta, potrebno je istražiti i njihov utjecaj na fotosintezu (Von Moos i Slaveykova 2014; 

Liu i sur. 2020a; Zhang i sur. 2022a). Fotosinteza je proces u kojem se svjetlosna energija 

pretvara u kemijsku prilikom čega se CO2 pretvara u organske molekule. Odvija se u dvije 

skupine reakcija: reakcije na svjetlu i Calvin-Bensonovom ciklusu (Johnson 2016). Reakcije na 

svjetlu uključuju apsorpciju svjetlosne energije korištenjem fotosintetskih pigmenata, primarno 

klorofila a i b te karotenoida (Lokstein i sur. 2021). Neke alge sadrže i dodatne molekule poput 

drugih klorofila, klorolipida i fikobiliproteina kako bi apsorbirale svjetlost drugih valnih duljina 

(Larkum 2016), zbog čega je učinkovitost fotosinteze generalno veća kod algi u odnosu na više 

biljke (Ma i sur. 2023). Nakon apsorpcije svjetlosti pomoću antenskih pigmenata u PSII, 

energija se prenosi do klorofila a smještenog u reakcijskom centru, gdje se koristi za fotolizu 

H2O, stvarajući O2, protone i elektrone (Hader 2022). Elektroni se dalje prenose na PSI, dok se 

povećavanjem koncentracije protona u lumenu kloroplasta stvara gradijent protona čime se 

stvara energija za sintezu adenozin trifosfata (eng. adenosine triphosphate, ATP), prolaskom 

kroz ATP sintazu (Allen 2002). Dodatno, apsorpcijom svjetlosti na kompleksu antena PSI 

dolazi do sinteze NADPH, koji se, zajedno s proizvedenim molekulama ATP, koriste u 

sljedećem koraku fotosinteze, Calvin-Bensonovom ciklusu koji se odvija u stromi kloroplasta 

(Johnson 2016). U navedenom procesu se ATP i NADPH, uz prisustvo CO2, koriste kako bi se 

sintetizirali šećeri u tri koraka: fiksacija ugljika, redukcija te regeneracija ribuloza 1,5-bisfosfata 

(RuBP). U prvom koraku, enzim ribuloza 1,5-bisfosfat karboksilaza/oksigenaza (RuBisCo) 

katalizira reakciju vezanja CO2 na RuBP, čime nastaje 3-fosfoglicerat (3-PGA). Alge sadrže i 

određene sustave za povećanje količine CO2 oko enzima RuBisCo, što je još jedan razlog 

povećane fotosintetske učinkovitosti u odnosu na više biljke (Ma i sur. 2023). U drugom 
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koraku, redukciji, 3-PGA pretvara se u gliceraldehid 3-fosfat (G3P) korištenjem ATP i NADPH 

nastalim u reakcijama na svjetlu. Dio molekula G3P se u trećem koraku regenerira u RuBP 

kako bi ciklus mogao ponovno započeti, dok ostatak izlazi iz ciklusa te se koriste u proizvodnji 

šečera i drugih ugljikohidrata (Johnson 2016; Lopez i Barclay 2017). 

Kako autotrofni mikroorganizmi, među njima i alge, procesom fotosinteze proizvode preko 

50% kisika na Zemlji i velike količine šećera koji se koristi kao hrana, od iznimne je važnosti 

istražiti učinak različitih vrsta nanočestica na fotosintezu (Ma i sur. 2023; Field i sur. 1998). 

Jedan od načina analize učinkovitosti fotosinteze je mjerenje količine fotosintetskih pigmenata, 

primarno klorofila a i b uz karotenoide, što se može provesti spektrofotometrijski ili 

tekućinskom kromatografijom visoke djelotvornosti (eng. high performance liquid 

chromatography, HPLC). Za određivanje količine pigmenata spektrofotometrijski, pigmente je 

potrebno ekstrahirati iz algi u odgovarajućem otapalu, izmjeriti apsorbancije ekstrakta na 

karakterističnim valnim duljinama te izračunati njihove koncentracije uporabom specifičnih 

koeficijenata (Dudek i sur. 2014). Na proteinskoj razini moguće je analizirati oštećenje 

fotosintetskog aparata kvantitativnim analizama proteina uključenih u proces fotosinteze, kao 

što su RuBisCo i D1. Naime, protein D1 je ključni dio reakcijskog centra PSII, gdje se odvija 

prijenos elektrona. U stresnim uvjetima može doći do oštećenja proteina D1, što smanjuje 

učinkovitost fotosinteze i može izazvati fotoinhibiciju (Edelman i Mattoo, 2008). Biljke i alge 

razvile su učinkovite mehanizme za zamjenu oštećenih D1 proteina, održavajući funkcionalnost 

PSII. Budući da je protein D1 osjetljiv na stres i ima kratko vrijeme oporavka, njegova razina 

ekspresije može biti dobar indikator stresa u biljkama i algama (Edelman i Mattoo, 2008; Banu 

i sur. 2021). Metoda kojom se može analizirati ekspresija ciljanih proteina je imunodetekcija, 

gdje se ukupni topivi proteini elektroforetski razdvoje i prenesu na membranu, na kojoj se 

potom proteini vizualiziraju koristeći specifična antitijela za traženi protein (Vitale i sur. 2022). 

Kako je jedan od nusprodukata procesa fotosinteze O2, stopa fotosinteze može se mjeriti 

određivanjem brzine nastanka O2 u suspenziji stanica algi. Takve metode temelje se na 

korištenju tzv. Klarkove elektrode gdje se između katode i anode najčešće koristi kalijev klorid 

(KCl) kao elektrolitni most. Uz stabilnu voltažu, srebrova anoda reagira s anionima klora prema 

sljedećoj jednadžbi: 

Ag → Ag+ + e− 

Ag+ + Cl− → AgCl 
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Tako oslobođeni elektroni se koriste kao katalizatori u redukciji nastalog O2 na katodi prema 

jednadžbi: 

O2 + 2H2O + 2e
− → H2O2 + 2OH

− 

H2O2 + 2e
− → 2OH− 

S tako nastalim ionima, promjena jačine struje proporcionalna je količini O2 u suspenziji 

(González i sur. 2001). 

S druge strane, pomoću instrumenta AquaPen (Photon Systems Instruments, Češka) moguće je 

odrediti brojne parametre fluorescencije koji mogu direktno ili indirektno upućivati na stanje 

fotosintetskog sustava. Metoda se temelji na obasjavanju algi pulsom plave svjetlosti čiju 

energiju apsorbiraju pigmenti, ponajviše klorofil a. Dio apsorbirane energije otpušta se kao 

fluorescencija čijom je detekcijom i kvantifikacijom moguće izračunati različite parametare 

poput maksimalnog kvantnog prinosa (Fv/Fm) i indeksa učinkovitosti PSII (PIabs) (Kristoffersen 

i sur. 2016). 

Istraživanja su pokazala kako nanočestice srebra, bakra i polistirena imaju učinak na različite 

parametre povezane s fotosintezom. Oukarroum i sur. (2012a) su pokazali kako izlaganje alge 

C. vulgaris česticama AgNP rezultira smanjenjem sadržaja klorofila, dok je Pham (2019) dobio 

isti rezultat nakon izlaganja alge Scenedesmus česticama AgNP koje su bile stabilizirane 

polivinil alkoholom. Također je pokazano kako AgNP bez omotača mogu dodatno izazvati 

strukturna oštećenja reakcijskog centra PSII i inhibirati transport elektrona u vrsti C. reinhardtii 

(Dewez i Oukarroum 2012), dok je u algi R. subcapitata tretman s AgNP-PVP smanjio 

učinkovitost fotosinteze (Wang i sur. 2015). Solomonova i sur. (2023) pokazali su da je 

fotosintetski sustav algi D. salina, I. galbana, T. weissflogii i P. cordatum visoko otporan na 

tretman s CuONP, dok je drugo istraživanje pokazalo kako izlaganje alge R. subcapitata istim 

nanočesticama povećava sintezu klorofila a i učinkovitost kompleksa za sintezu O2, ali 

istovremeno smanjuje maksimalni kvantni prinos PSII (Alho i sur. 2020). S druge strane, 

PS-NH2-NP značajno su smanjile koncentraciju klorofila a u stanicama alge C. vulgaris 

(Khoshnamvand i sur. 2021). Istraživanje usporedbe učinka PS-NH2-NP i PS-COOH-NP 

pokazalo je kako oba tipa nanočestica značajno inhibiraju proces fotosinteze u algama C. 

vulgaris i Scenedesmus, dok su negativno nabijene PS-COOH-NP pokazale jače negativno 

djelovanje na fotosintezu u vrsti C. vulgaris u odnosu na pozitivno nabijene PS-NH2-NP 

(Bhattacharya i sur. 2010). Iz navedenih rezultata vidljivo je da različiti tipovi nanočestica 
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mogu pokazati drugačiji učinak na proces fotosinteze, pri čemu različiti površinski omotači ili 

funkcionalne skupine te različita oksidacijska stanja mogu imati veliki utjecaj. 

2.3.5 U je  j n n če  i   n  pr  e   

Proteini u algama imaju ključnu ulogu u biološki važnim procesima poput fotosinteze, 

metabolizma ugljikohidrata, odgovoru na stres, staničnoj diobi i rastu, regulaciji drugih procesa, 

ali i sintezi novih proteina (Ismaiel i sur. 2024). Upravo zbog velikog broja uloga, učinak 

različitih stresnih uvjeta, što uključuje i izlaganja nanočesticama, potrebno je sagledati na 

ukupnoj, proteomskoj razini. Naime, nanočestice mogu promijeniti proteinski sadržaj algi 

interakcijom sa staničnom membranom, molekulom DNA, ometanjem raznih metaboličkih 

procesa pa i fotosinteze, čime se smanjuje sinteza proteina (Wang i sur. 2019). S druge strane, 

ROS mogu destabilizirati i degradirati postojeće proteine, čime se smanjuje njihova količina 

(Yu i sur. 2020). Proteomske analize omogućuju proučavanje fiziološkog stanja organizma na 

široj razini, što omogućuje uvid u učinke nanočestica na alge na molekularnoj razini, otkrivanje 

njihovog mehanizma djelovanja te procjenu potencijalnog ekološkog utjecaja (Huang i sur. 

2022; Mustafa i Komatsu 2022).  

Proteomske analize podrazumijevaju određivanje funkcije i posttranslacijskih modifikacija 

diferencijalno eksprimiranih proteina te se u praksi koriste dva glavna pristupa: „odozgo prema 

dolje“ (eng. top-down proteomics) i „odozdo prema gore“ (eng. bottom-up proteomics) (Mann 

i Jensen 2003; Feist i Hummon 2015). Oba pristupa koriste se za identifikaciju i karakterizaciju 

proteina primjenom spektrometrije masa, a razlikuju se u načinu pripreme uzorka i razini detalja 

analiziranih proteina (Cassidy i sur. 2021). Naime, pristup „odozgo prema dolje“ analizira cijele 

proteine, dok pristup „odozdo prema gore“ analizira peptide nastale digestijom proteina. Kod 

oba pristupa, temelj analize spektrometrijom masa (eng. mass spectrometry, MS) je isti, 

odnosno određuje se omjer mase i naboja (m/z) koji se usporedbom s bazom podataka molekula 

i spojeva poznatih masa, koristi za identifikaciju proteina (Feist i Hummon 2015).  

U pristupu „odozgo prema dolje“, spektrometrom masa analiziraju se proteini u nativnom 

obliku, pri čemu se mjere mase cijelih i fragmentiranih iona. Prednost navedene metode očituje 

se u mogućnosti detekcije raznih varijacija proteina poput degradacijskih produkata, izoformi i 

posttranslacijskih modifikacija (Catherman i sur. 2014). Pristup „odozgo prema dolje“ najviše 

se koristi prilikom analize i identifikacije pojedinih proteina ili jednostavnih smjesa proteina, 

ali problem ovog pristupa nastaje kada je potrebno analizirati kompleksnu smjesu proteina 

(Durbin i sur. 2016). Za analize smjese veće količine proteina, najčešće se primjenjuje pristup 

„odozdo prema gore“ gdje su proteini prvo proteazama pocijepani u peptide. Tako 



32 

 

pripremljenim peptidima se spektrometrom masa određuje omjer m/z, koji se zatim uspoređuje 

s teorijskim vrijednostima dobivenim iz proteomskih ili genomskih baza podataka. Takvim 

pristupom se može u relativnom kratkom roku identificirati veći broj proteina u odnosu na 

pristup „odozgo prema dolje“ (Cassidy i sur. 2021).  

Prije analize spektrometrom masa, kod oba pristupa potrebno je pripremiti proteinski ekstrakt. 

Naime, razni kontaminanti mogu ometati razdvajanje obrnutim fazama i samu analizu MS, dok 

detergenti mogu utjecati na enzimsku razgradnju u pristupu „odozdo prema gore“ (Zhou i sur. 

2012). Kod biljaka i algi, jedan od problema je i relativno niska koncentracija proteina, što je 

rezultat slabe učinkovitosti izolacije proteina zbog prisustva stanične stijenke, polisaharida, 

lipida i fenolnih spojeva (Faurobert i sur. 2007). Za dobivanje uzoraka proteina prikladnih za 

analizu MS razvijeno je više metoda (Sheoran i sur. 2009; Wang i sur. 2018). Jedna od češće 

korištenih metoda je izolacija proteina uporabom fenola, nakon čega slijedi precipitacija 

proteina amonijevim acetatom (Hurkman i Tanaka 1986). Navedena metoda povećava 

učinkovitost izolacije proteina, ali i odstranjuje neproteinske spojeve poput genomske DNA, 

lipida i fenola koji mogu utišati signale ili interferirati s kromatografima prilikom analize MS 

(Faurobert i sur. 2007; Feist i Hummon 2015). Za bolju razlučivost i čistoću samih proteina, ali 

i za analizu njihove diferencijalne ekspresije, nakon izolacije proteina nerijetko se provodi 

dvodimenzionalna gel elektroforeza (eng. two dimensional gel electrophoresis 2-DE). Metoda 

2-DE podrazumijeva elektroforetsko razdvajanje proteina prema njihovoj izoelektričnoj točki 

(izoelektrično fokusiranje, IEF) u prvoj dimenziji te prema molekulskoj masi u drugoj. 

Korištenje fenola prilikom izolacije proteina je nužno i u razdvajanju proteina metodom 2-DE, 

jer nukleinske kiseline mogu međudjelovati s proteinima, čime se smanjuje učinkovitost 

razdvajanja proteina i rezolucija proteinskih mrlja (Hurkman i Tanaka 1986; Dupree i sur. 

2020). 

Nedostatak proteomskih analiza na algama onemogućuje potpuno iskorištavanje navedenih 

metoda u određivanju funkcionalnih utjecaja nanočestica srebra, bakra i polistirena. Provedena 

istraživanja su pokazala da pozitivno (AgNP-PEI) i negativno (AgNP-citrat) stabilizirane 

AgNP imaju različiti utjecaj na proteomski profil alge C. vulgaris (Zhang i sur. 2020a). Čestice 

AgNP-citrat pokazale su veći utjecaj na ekspresiju proteina povezanih s funkcijom 

mitohondrija, čime su posljedično djelovale na metabolizam energije, oksidativnu fosforilaciju 

i sintezu aminokiselina. S druge strane, čestice AgNP-PEI primarno su djelovale na proteine 

povezane s funkcijom ribosoma te na razne puteve sinteze proteina i prijenosa DNA. U drugom 

istraživanju, izlaganje stanica vrste M. aeruginosa česticama AgNP bez omotača rezultiralo je 
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smanjenjem količine proteina povezanih s fotosintezom, poput citokrom b6f kompleksa i F1 

ATP sintaze (Qian i sur. 2016). Analize utjecaja nanočestica bakrovih oksida na proteom algi 

nedostaju, no Shakya i sur. (2022) pokazali su da tretman s elementarnim bakrom dovodi do 

promjena u profilima aminokiselina i proteoma pri čemu su pojačano eksprimirani signalni 

proteini i proteini uključeni u određene stanične procese, dok su proteini povezani s 

ribosomalnom strukturom i translacijom značajno utišani. Izlaganje alge Scenedesmus 

quadratica PS-NP rezultiralo je povećanom količinom topivih proteina (Li i sur. 2023), dok je 

istraživanje na vrsti Anabaena sp. pokazalo da tretman PS-NP smanjuje ekspresiju proteina na 

površini stanica i signalnih proteina; istovremeno, PS-NP su pojačale ekspresiju proteina 

uključenih u oksidacijski odgovor i odgovor na stres, metabolizam ugljika, energije i 

nukleinskih kiselina te proteina uključenih u proces fotosinteze (Tamayo-Belda i sur. 2021). Iz 

navedenih rezultata vidljivo je kako različiti tipovi nanočestica, ali i različiti omotači i 

oksidacijska stanja nanočestica mogu imati značajan utjecaj na proteom, pa samim time i na 

funkciju stanica algi. Dosadašnja malobrojna proteomska istraživanja na algama nakon 

izlaganja nanočesticama srebra, bakra i polistirena većinom su se fokusirala na jedan tip 

nanočestica s jednim omotačem ili funkcionalnom skupinom. Stoga, od iznimne je važnosti 

komparativno analizirati utjecaj AgNP s različitim omotačima, nanočestica bakrovih oksida u 

različitim oksidacijskim stanjima i nanočestica polistirena s različitim funkcionalnim 

skupinama u istim eksperimentalnim uvjetima na diferencijalnu ekspresiju proteina. Takva 

analiza može pridonijeti razrješenju mehanizma fitotoksičnosti navedenih nanomaterijala, ali i 

otkriti potencijalne molekularne biomarkere toksičnosti istih na alge. 
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3. MATERIJALI I METODE 

U ovom radu većinski sam koristio kemikalije proizvođača Sigma-Aldrich (SAD), osim ako 

nije drugačije istaknuto u tekstu. 

Prvo sam okarakterizirao nanočestice srebra, bakra i polistirena u podlozi te zatim istražio 

njihove učinke na morfologiju algi, fiziološke promjene te promjene na proteomu (Slika 8). 

 

Slika 8. Prikaz eksperimentalnog dizajna korištenog za utvrđivanje morfoloških, fizioloških i 

proteomskih promjena kod alge C. vulgaris nakon izlaganja nanočesticama i ionima srebra 

(AgNP-citrat, AgNP-CTAB, AgNO3), nanočesticama i ionima bakra (CuONP, Cu2ONP, 

CuSO4) te nanočesticama polistirena (PS-NP, PS-NH2-NP, PS-COOH-NP). UV/Vis – 

spektrofotometrija u području ultraljubičastog zračenja vidljive svjetlosti, TEM – transmisijska 

elektronska mikroskopija, DLS – dinamičko raspršenje svjetlosti, ζ potencijal – zeta potencijal. 
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3.1 Nanomaterijali  

3.1.1 Pripre    u pen ij  n n če  i   

3.1.1.1 N n če  i e  rebr  

Istraživanje sam započeo sintezom AgNP s odgovarajućim omotačima. Kako je jedna od 

najčešćih metoda sinteze AgNP kemijska redukcija iona Ag+ (Nguyen i sur. 2023), AgNP-citrat 

sam pripremio reduciranjem AgNO3 pomoću natrijevog citrata. Prvo sam pripremio otopinu 

AgNO3 (166 mg L-1) otapanjem 0,02 g AgNO3 u 120 mL ultra-čiste vode (Milli-Q, 

18,2 MΩcm-1, Merck Millipore, SAD) u tikvici s okruglim dnom, koju sam potom zagrijavao 

na magnetskoj miješalici (Kartell Labware, Italija) do vrenja uz konstantno miješanje na 270 

rpm. Nakon vrenja, u tikvicu sam ulio 5 mL ranije pripremljene 1% (w/v) otopine natrijeva 

citrata te dodatno zagrijavao uz jednako konstantno miješanje do promjene boje otopine iz 

prozirne u žutu, kada sam reakciju zaustavio naglim hlađenjem pod mlazom vode. Tako 

dobivenu suspenziju sam čuvao na  4 °C. 

AgNP-CTAB sam sintetizirao otapanjem 0,02 g AgNO3 i 0,0043 g CTAB u 62,5 mL ultra-čiste 

vode u tikvici s okruglim dnom, nakon čega sam tako priređenu otopinu stavio na magnetsku 

miješalicu na konstanto miješanje pri brzini od 270 rpm. Pomoću birete, u otopinu AgNO3 i 

CTAB brzo sam dokapavao 62,5 mL otopine askorbinske kiseline u ultra-čistoj vodi 

(160 mg L-1), koja je dobar reducens, nakon čega je suspenzija čestica promijenila boju u sivo-

narančastu te sam suspenziju pohranio na  4 °C. 

3.1.1.2 N n če  i e b  r  

Za potrebe ovog istraživanja koristio sam CuONP s promjerom od 77 nm i Cu2ONP s 

promjerom od 80 nm u obliku suhog praha kupljene od tvrtke Nanografi Nano Technology 

(Turska). Suspenzije nanočestica u koncentraciji 1000 mg L-1 pripremio sam otapanjem 0,1 g 

svakog praha pojedinačno u 100 mL ultra-čiste vode, miješao 10 minuta na magnetskoj 

miješalici te sonicirao u ultrazvučnoj kupelji u ledenoj vodi u trajanju od 2 h. Nakon toga, 

suspenzije sam pohranio na  4 °C. 

3.1.1.3 N n če  i e p li  iren  

Za potrebe istraživanja koristio sam komercijalno dostupne PS-NP, PS-NH2-NP i 

PS-COOH-NP promjera 50 nm u obliku vodenih suspenzija. PS-NP i PS-COOH-NP kupljene 

su od tvrtke Polysciences Europe d.o.o. (Njemačka), dok je proizvođač PS-NH2-NP tvrtka 

Lab261 (SAD).  
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3.1.2 Karakterizacija fizikalno-kemijskih svojstava 

3.1.2.1 UV/Vis spektrofotometrija 

Pomoću UV Vis spektrofotometrije potvrdio sam uspješnost sinteze suspenzija AgNP. Jedno 

od svojstava AgNP je apsorpcija svjetla u UV Vis području što je posljedica pobuđivanja 

rezonancije plazmona na površini nanočestica. Naime, kada svjetlost dođe do AgNP, pobuđeni 

elektroni na površini čestica počnu zajedno oscilirati na frekvenciji nazvanoj rezonancija 

površinskih plazmona (eng. surface plasmon resonance, SPR). Maksimum apsorbancije SPR 

je osjetljiv na veličinu i oblik čime je navedena metoda pogodna za karakterizaciju sintetiziranih 

AgNP (Yang 2021). 

Analizu sam izveo prebacivanjem po 1 mL pripremljene suspenzije AgNP-citrat ili 

AgNP-CTAB u metakrilatnu kivetu te izmjerio apsorbanciju u rasponu valnih duljina od 300-

800 nm spektrofotometrom Specord 50 PLUS (Analytik Jena, Njemačka), dok sam maksimume 

apsorbancije odredio programom WinASPECT PLUS (Analytik Jena, Njemačka). 

3.1.2.2 O ređiv nje   n en r  ije    ični  suspenzija AgNP 

Koncentraciju srebra u suspenzijama AgNP-citrat i AgNP-CTAB odredio sam atomskom 

apsorpcijskom spektroskopijom (AAS). Sintetizirane matične suspenzije AgNP razrijedio sam 

50 × u 5% (v/v) dušične kiseline (HNO3) te sam koncentraciju srebra u njima izmjerio na 

uređaju SOLAAR S4 (Thermo Elemental, SAD). Koncentracija srebra u suspenzijama 

izračunata je iz baždarnog pravca dobivenog iz standardnih otopina srebra poznatih 

koncentracija.  

3.1.2.3 O ređiv nje   ličine i n  A + u    ični  suspenzijama AgNP 

Za određivanje količine iona Ag+ u matičnim suspenzijama AgNP-citrat i AgNP-CTAB odredio 

sam mjerenjem koncentracije srebra metodom AAS (opisano u poglavlju 3.1.2.2.) nakon 

centrifugalne ultrafiltracije (Millipore Amicon Ultra-4 3K, Merck Millipore, SAD) kroz 

membranu s granicom propuštanja mase od 3 kDa. Granica detekcije bila je 0,2 mg kg−1, dok 

je granica kvantifikacije iznosila 1 mg kg−1. 

3.1.2.4 O ređiv nje veličine i n b j  n n če  i   u    ični  suspenzijama 

U cilju određivanja veličine nanočestica srebra, bakra i polistirena u matičnim suspenzijama, 

1,5 mL pojedine suspenzije prebacio sam u polistirensku kivetu i uzorke analizirao metodom 

dinamičkog raspršenja svjetlosti (eng. dynamic light scattering, DLS) na uređaju NanoBrook 

90Plus (Brookhaven Instruments, SAD) opremljenog s crvenim laserom (660 nm) i 

intenzitetom raspršene svjetlosti pod kutom od 180 stupnjeva. Podatke sam analizirao 
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programom Zeta Plus 5.71 (Brookhaven Instruments, SAD), a hidrodinamički promjeri (dH) 

dobiveni su iz distribucije veličine volumena čestica. Rezultati su prikazani kao srednja 

vrijednost 6 mjerenja ± standardna pogreška. 

Kako bi odredio naboj matičnih suspenzija nanočestica, izmjerio sam zeta (ζ) potencijal 

mjerenjem elektroforetskog raspršenja svjetlosti (eng. electrophoretic light scattering, ELS) 

korištenjem kapilarnih ćelija na uređaju NanoBrook 90Plus. 1,2 mL pojedinačne suspenzije 

prebacio sam u polistirensku kivetu u koju sam uronio anodu, nakon čega su rezultati ζ 

potencijala izračunati preko Smoluchowski jednadžbe programa Zeta Plus 5.71, a rezultati su 

prikazani kao srednja vrijednost pet mjerenja ± standardna pogreška. 

3.1.2.5 Vizualizacija i elementarna  n li   n n če  i   

Nanočestice srebra, bakra i polistirena vizualizirao sam primjenom transmisijske elektronske 

mikroskopije (TEM) na monokromatskom mikroskopu TF20 (FEI Tecnai G2, FEI, SAD) 

opremljenog sa Schottky katodom, dok sam za nanočestice srebra i bakra dodatno snimio 

elementarnu mapu i karakterističan spektar elementa tehnikom energijski razlučujuće, odnosno 

disperzivne rendgenske spektroskopije (eng. energy dispersive X-ray analysis, EDX) koristeći 

SiLi detektor na Institutu za elektronsku mikroskopiju i nanoanalizu, Graz, Austrija. Za analizu 

nanočestica srebra i polistirena koristio sam bakrene mrežice, dok sam za analizu nanočestica 

bakra koristio niklove mrežice. Obje vrste mrežica bile su presvučene tankim filmom polivin 

formala, odnosno Formvarom® (ThermoFisher Scientific, SAD) i naparene ugljikom. Na svaku 

mrežicu sam nakapao po 2 µL pojedinačnih matičnih suspenzija nanočestica. Mrežice sam 

ostavio na sušenju na sobnoj temperaturi (eng. room temperature, RT) na zraku. Nakon sušenja, 

mrežice sam stavio na nosač, a nanočestice na mrežici analizirao sam pomoću TEM-a pri 200 

kV.  

3.2 E  peri en  lni uvje i   r  v nj  i i l   nj   ul ure    ni   

3.2.1 Eksperimentalni uvjeti kulture stanica 

Kultura alge C. vulgaris koju sam koristio u ovom istraživanju je soj SAG/211-11b, nabavljen 

od istraživačkog instituta Experimentelle Phykologie und Sammlung von Algenkulturen 

(EPSAG) Sveučilišta u Göttingenu (Georg-August-Universität Göttingen), Njemačka. Kulturu 

algi uspostavio sam inokulacijom stanica u pripremljenu sterilnu tekuću hranjivu podlogu BBM 

(eng. Bold's Basal Medium) (Tablica 1) u sterilnim tikvicama od 200 mL zatvorenih vatom i 

aluminijskom folijom u konačnoj koncentraciji od 1 × 105 stanica mL-1. Alge su rasle četiri 

dana u komori za uzgoj biljaka na 24 °C u uvjetima dugog dana (16 h osvjetljenje, 8 h mrak) i 
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intenziteta svjetla od 80 µmol fotona m-2 s-1 uz konstantno miješanje na orbitalnoj miješalici. 

Kultura stanica održavana je svakih 14 dana presađivanjem u svježu podlogu BBM. 

Tablica 1. Sastav tekuće hranjive podloge BBM.  

Sastav K n čn    n en r  ij      l L-1 

Makroelementi  

NaNO3 2,94 × 10-3 

MgSO4 × 7H2O 3,04 × 10-4 

NaCl 4,28 × 10-4 

K2HPO4 4,31 × 10-4 

KH2PO4 1,29 × 10-3 

CaCl2 × 2H2O 1,70 × 10-4 

Mikroelementi  

H3BO3 1,85 × 10-4 

Na2EDTA × 2H2O 1,71 × 10-4 

KOH 5,53 × 10-4 

FeSO4 × 7H2O 

+ H2SO4 (1 mL L-1) 
1,79 × 10-5 

ZnSO4 × 7H2O 3,07 × 10-5 

MnCl2 × 4H2O 7,28 × 10-6 

MoO3 4,93 × 10-6 

CuSO4 × 5H2O 6,29 × 10-6 

Co(NO3)2 × 6H2O 1,68 × 10-6 

pH 6,6 

 

3.2.2 O ređiv nje  rivulje r     

Krivulju rasta alge C. vulgaris u podlozi BBM odredio sam brojanjem stanica u kulturi pomoću 

automatiziranog brojača stanica (Luna II, Logos Biosystems, Republika Koreja) svaki dan u 

isto vrijeme kroz 15 dana kako bih odredio eksponencijalnu fazu rasta stanica. Određivanje 

krivulje rasta započeo sam inokulacijom koncentracije stanica od 1 × 105 stanica mL-1 u 

podlogu BBM u sterilnim Erlenmeyerovim tikvicama. Za potrebe mjerenja, svaki dan sam uzeo 

alikvote iz 6 replika staničnih suspenzija te nanio po 10 µL suspenzije na nosač za brojač stanica 

te odredio koncentraciju stanica putem automatiziranog brojača stanica. Rezultat je prikazan 

kao srednja vrijednost 6 replika. 

3.2.3 Izlaganje kulture stanica tretmanima 

Nakon četiri dana rasta u ranije opisanim uvjetima, alge u eksponencijalnoj fazi rasta dosegnule 

su koncentraciju od 1 × 106 stanica mL-1 te su bile izložene nanočesticama srebra, bakra i 
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polistirena, ali i otopinama AgNO3 i CuSO4 × 5H2O (dalje u tekstu: CuSO4) u trajanju od 72 

sata. Kako bih mogao usporediti različite mehanizme toksičnosti između različitih nanočestica 

metala i pripadajućih iona, odredio sam koncentracije nanočestica srebra i bakra, ali i AgNO3 i 

CuSO4 koje omogućuju preživljenje 75% stanica algi (EC25 vrijednost). Budući da nanočestice 

polistirena uzrokuju staničnu smrt algi samo u ekstremno visokim koncentracijama, alge u 

eksponencijalnoj fazi rasta bile su izložene ovim nanočesticama u koncentraciji od 40 mg L-1. 

Prema smjernicama Svjetske zdravstvene organizacije navedena koncentracija smatra se 

gornjom dopuštenom granicom monomera stirena kojoj ljudi smiju biti izloženi (Todd i sur. 

2003). Kultura stanica bez dodatka nanočestica ili iona poslužila je kao kontrolni uzorak. Nakon 

izlaganja, uzorke sam odmah koristio za daljnje analize. Inokulaciju stanica u hranjivu podlogu 

i izlaganje tretmanima odradio sam u sterilnim uvjetima u komori s horizontalnim strujanjem 

sterilnog zraka (Heraeus, Njemačka). Za svaki pokus postavio sam po 6 tikvica za svaki tretman 

te je svaki pokus ponovljen dva puta. 

3.2.4 O ređiv nje vijabilnosti algi  

Za određivanje koncentracije AgNP-citrat, AgNP-CTAB, AgNO3 te CuONP, Cu2ONP i CuSO4 

koje omogućuju preživljenje 75% stanica algi (EC25 vrijednost), odredio sam vijabilnost stanica 

nakon izlaganja različitim koncentracijama tretmana korištenjem protočne citometrije s 

fluorescentnom bojom propidij jodid (eng. propidium iodide, PI) (Ross i sur. 1989). Stanične 

suspenzije prvo sam izlagao rastućim koncentracija tretmana opisanih u Tablici 2. u trajanju od 

72 sata. Nakon izlaganja tretmanima, stanice sam centrifugirao pri 3500 g na RT u trajanju od 

5 minuta u centrifugi (Eppenndorf, Njemačka). Talog sam resuspendirao i isprao u podlozi 

BBM tri puta. Nakon svakog ispiranja stanice su ponovno centrifugirane u istim uvjetima. U 

konačnici, talog stanica sam resuspendirao u 20 mL otopine fosfatnih soli (eng. phosphate 

buffer saline, PBS) koja je sadržavala 10 mM Na2HPO4, 1,7 mM KH2PO4, 2,7 mM KCl, 130 

mM NaCl (sve Gram-mol, Hrvatska). U alikvote stanične suspenzije od 1 mL dodao sam PI u 

konačnoj koncentraciji od 1 μg mL-1. Stanice sam inkubirao 5 minuta u mraku, nakon čega sam 

ih analizirao na protočnom citometru (BD FACSVerse, SAD) primjenom plavog lasera (488 

nm). Ukupno je analizirano oko 100000 stanica po uzorku te sam pomoću 

četveroparametarskog modela logističke regresije (eng. four parameter logistic model, 4PL) 

(Jarantow i sur. 2023) odredio koncentracije tretmana koje dovode do EC25 vrijednosti. Za svaki 

uzorak napravio sam tri biološke replike. 
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Tablica 2. Koncentracije primijenjenih tretmana korištenih za određivanje koncentracije koja 

omogućuju preživljenje 75% stanica algi (EC25 vrijednosti). 

AgNP-citrat 

(mg L-1) 

AgNP-CTAB 

(mg L-1) 

AgNO3 

(mg L-1) 

CuONP 

(mg L-1) 

Cu2ONP 

(mg L-1) 

CuSO4 

(mg L-1) 

0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 

0,0125 0,2 0,0125 10 10 10 

0,025 0,8 0,025 15 30 30 

0,05 1 0,05 30 40 50 

0,075 1,2 0,075 50 50 70 

0,1 1,4 0,1 80 80 90 

0,125 1,5 0,125 100 100 100 

0,15 1,8 0,15 120 120 120 

0,2 2 0,2 140 140 140 

0,4 2,2 0,4 150 150 150 

0,8 2,4 0,8    

1 2,6 1    

1,5 2,8 1,5    

2 3 2    

 3,2     

 3,5     

 4     

 4,2     

 4,5     

 5     

      

3.3 K r   eri   ij  n n če  i   u podlozi BBM   ri  eni      re ir nje  l i  

3.3.1 Spe  r f    e rij      ređiv nje    biln   i A NP-citrat, AgNP-CTAB i AgNO3 

Određivanje stabilnosti AgNP-citrat i AgNP-CTAB te otopine AgNO3 u podlozi BBM pratio 

sam UV Vis spektrofotometrijom na način kako je opisano u poglavlju 3.1.2.1. Prvo sam u 

metakrilatnim kivetama pripremio podlogu BBM s dodatkom AgNP-citrat, AgNP-CTAB i 

AgNO3 u koncentracijama koje omogućuju preživljenje 75% stanica (EC25) u konačnom 

volumenu od 1 mL. Kivete sam potom prekrio parafilmom kako bih spriječio njihovo 

isušivanje, ali i moguće kontaminacije tijekom mjerenja. Kao slijepu probu koristio sam 

podlogu BBM bez dodataka AgNP ili iona Ag+. Za vrijeme mjerenja, kivete sam držao u komori 

za uzgoj biljaka pri istim uvjetima na kojima su rasle i tretirane alge. Za utvrđivanje stabilnosti 

AgNP i iona Ag+ u podlozi BBM, mjerio sam apsorbanciju u rasponu od 300-800 nm nakon 1, 

2, 3, 4, 5, 24, 48 i 72 sata.  

3.3.2 Određiv nje pr  jene veličine i n b j  če  i   

Promjenu veličine i naboja nanočestica srebra (AgNP-citrat, AgNP-CTAB) i AgNO3, 

nanočestica bakra (CuONP, Cu2ONP) i CuSO4 te nanočestica polistirena (PS-NP, PS-NH2-NP, 
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PS-COOH-NP) u podlozi BBM nakon 1., 2., 3., 4., 5., 24., 48. i 72. sata odradio sam prema 

protokolu opisanom u poglavlju 3.1.2.4.  

3.4 L   li   ij  i   u ul  ij  n n če  i   u    ni      e  n li     rf l   i  

promjena 

3.4.1 An li     rf l   i  pr  jen     ni   

Metodom konfokalne mikroskopije analizirao sam promjene na strukturnoj razini stanice alge 

nakon izlaganja kulture stanica svim nanočesticama i otopinama AgNO3 i CuSO4. Za tretmane 

sa srebrom i bakrom, alge sam izložio koncentracijama koje omogućuju preživljenje 75% 

stanica, dok sam za tretmane s nanočesticama polistirena koristio koncentracije od 40 mg L-1. 

Budući da se sloj EPS oko stanica algi sastoji pretežno od ugljikohidrata, za njegovu 

vizualizaciju konfokalnom mikroskopijom koristio sam lektin konkavalin A (ConA) obilježen 

fluorescentnom probom fluorescein (FITC) (Vector Laboratories, SAD), koji se specifično veže 

na ostatke glukoze i manoze (Uthicke i sur. 2009). Za vizualizaciju stanične stijenke, koristio 

sam fluorescentnu boju Fluostatin I koja se specifično veže za staničnu stijenku alge 

(Yamamoto i sur. 2003), dok sam kloroplast vizualizirao putem autoflorescencije klorofila. 

Nakon izlaganja kulture stanica korištenim tretmanima, 10 mL stanične suspenzije 

centrifugirao sam pri 3500 g na RT u trajanju od 5 minuta. Talog sam potom isprao s 500 µL 1 

× PBS pufera (poglavlje 3.2.4), nakon čega sam suspenziju ponovno centrifugirao pri istim 

uvjetima. Nakon ispiranja, talog sam resuspendirao u 100 µL 1 × PBS pufera te dodao 2 µL 

lektina ConA obilježenog probom FITC u konačnoj koncentraciji od 40 µg mL-1. Nakon 

inkubacije od 15 minuta u mraku, stanice sam centrifugirao 5 minuta pri 3500 g na RT, nakon 

čega sam ih isprao u 1 × PBS puferu. Stanice sam potom resuspendirao u 100 µL 1 × PBS 

pufera te u suspenziju dodao 4 µL Fluostatina I u konačnoj koncentraciji od 1% (v/v). Nakon 

5-minutne inkubacije u mraku, stanice sam vizualizirao na laserskom pretražnom konfokalnom 

mikroskopu Leica TCS SP2 AOBS (Leica Microsystems, Njemačka). Za vizualizaciju sloja 

EPS pomoću lektina ConA označenog probom FITC, vrijednost valne duljine pobuđujuće 

svjetlosti postavio sam na 495 nm, a emitirane svjetlosti na 519 nm. Za vizualizaciju stanične 

stijenke korištenjem probe Fluostatin I, vrijednost valne duljine pobuđujuće svjetlosti namjestio 

sam na 365 nm, a emitirane svjetlosti na 435 nm, dok sam za vizualizaciju kloroplasta vrijednost 

valne duljine pobuđujuće svjetlosti namjestio na 440 nm, a emitirane svjetlosti na 670 nm. Za 

svaki uzorak pregledao sam više od 100 stanica te sam prikazao reprezentativne slike.  
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3.4.2 Kvantifikacija sloja EPS 

Budući da stanice algi oko sebe proizvode sloj EPS koji je vezan za stanice te sloj EPS koji se 

otpušta u okoliš, promjena u količini navedenih slojeva EPS, nakon izlaganja kulture stanica 

svim nanočesticama i otopinama AgNO3 i CuSO4, određena je pomoću analizatora organskog 

ugljika. Za tretmane sa srebrom i bakrom, alge sam izložio koncentracijama koje omogućuju 

preživljenje 75% stanica, dok sam za tretmane s nanočesticama polistirena koristio 

koncentracije od 40 mg L-1. Nakon rasta i izlaganja kulture stanica, prvo sam izmjerio 

koncentraciju stanica u suspenzijama kao što je opisano u poglavlju 3.2.2. U cilju kvantifikacije 

sloja EPS vezanog uz stanice algi, analizirana je količina partikularnog organskog ugljika (eng. 

particular organic carbon, POC), dok je za kvantifikaciju topivog sloja EPS otpuštenog u 

hranjivu podlogu izmjerena količina otopljenog organskog ugljika (eng. disolved organic 

carbon, DOC). Od dobivene vrijednosti DOC oduzeta je izmjerena vrijednost ukupnog 

organskog ugljika (eng. total organic carbon, TOC) u podlozi BBM bez i s dodatkom 

odgovarajućeg tretmana radi korekcije vrijednosti DOC za ugljik koji se nalazi u pripadajućim 

podlogama. Vrijednosti DOC, POC i TOC su dobivene metodom visoko temperaturne 

katalitičke oksidacije u Laboratoriju za fiziku mora i kemiju vodenih sustava, Zavoda za 

istraživanje mora i okoliša, Instituta Ruđer Bošković, Zagreb. Rezultate vrijednosti DOC i POC 

koji prikazuju srednju vrijednost ± standardna pogreška od tri biološke replike izrazio sam kao 

pg stanica-1. 

3.4.3 An li   pr  jene ul r   ru  ure i l   li   ij  n n če  i   u stanicama 

Analizu ultrastrukture stanica i lokalizacije nanočestica srebra, bakra i polistirena na ili u samim 

stanicama napravio sam TEM mikroskopijom. Za tretmane sa srebrom i bakrom, alge sam 

izložio koncentracijama koje omogućuju preživljenje 75% stanica, dok sam za tretmane s 

nanočesticama polistirena koristio koncentracije od 40 mg L-1. Nakon izlaganja kulture stanica, 

ukupni volumen od 200 mL stanične suspenzije centrifugirao sam pri 3500 g na RT u trajanju 

od 5 minuta. Talog stanica sam isprao s ultra-čistom vodom tri puta, te nakon svakog ispiranja 

ponovno centrifugirao pri jednakim uvjetima. Nakon ispiranja, talog stanica sam resuspendirao 

u 500 µL fiksativa [2%-tni (w/v) glutaraldehid u 0,5 M kakodilatnom puferu (pH 7,2)]. 

Alikvotirao sam po 50 µL stanične suspenzije u fiksativu u mikroepruvete od 1,5 mL te 

resuspendirao stanice u 100 µL 1,5%-tne (w/v) agaroze. Nakon hlađenja na RT, izrezao sam 

uklopljene stanice u agarozi na manje komadiće (≈ 2×2×2 mm) te ih fiksirao u spomenutom 

fiksativu u trajanju od 90 minuta na  4 °C. Nakon fiksacije, alge uklopljene u agaru isprao sam 

dva puta s po 1 mL 0,5 M kakodilatnog pufera u trajanju od 10 minuta. Uzorke sam nakon 
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ispiranja postfiksirao u 1%-tnoj (w/v) otopini osmijevog tetroksida u 0,5 M kakodilatnom 

puferu u trajanju od 90 minuta na temperaturi od  4 °C. Uzorke sam ponovno isprao dva puta 

s po 1 mL ultra-čiste vode u trajanju od 10 minuta. Nakon postfiksacije, uzorci su dehidrirani u 

seriji rastuće koncentracije etanola na RT na način da sam ih inkubirao u otopini etanola u 

trajanju od 10 minuta. Uzorke sam inkubirao redom u 50%, 60%, 70%, 80% i 96% (v/v) etanolu 

te ih prebacio u otopinu 99-100% etanol (dalje u tekstu: 100% etanol) na prekonoćnu inkubaciju 

na +4 °C. Nakon dehidracije, uzorci su inkubirani 30 minuta na RT u smjesi 100% etanola i 

acetona (1:1), nakon čega su inkubirani u čistom acetonu u trajanju od 30 minuta. Potom su 

inkubirani na RT 30 minuta u smjesi acetona i epoksidne smole (Spurrovo sredstvo) omjera 

3:1, zatim 30 minuta u smjesi acetona i Spurrovog sredstva omjera 1:1, zatim u smjesi acetona 

i Spurrovog sredstva omjera 1:3 te 2 h pri 40 °C u 100%-tnom Spurrovom sredstvu. Nakon 

uklapanja, u kalupe sam uz gornji rub postavio uzorak dok sam uz donji rub postavio 

identifikacijsku oznaku. Cijeli kalup sam zatim ispunio sa Spurrovim sredstvom te sve 

inkubirao 48 sati pri 65 °C. Nakon završene inkubacije, napravio sam ultratanke prereze 

debljine 70 nm pomoću ultramikrotoma (MT6000-XL, RMC Inc., SAD). Dobivene prereze sam 

prebacio na bakrenu mrežicu za analizu promjena nakon izlaganja nanočesticama srebra i 

polistirena te AgNO3, dok sam za analizu stanica nakon izlaganja nanočesticama bakra i CuSO4 

dobivene prereze prebacio na niklove mrežice. Sve korištene mrežice bile su presvučene tankim 

filmom polivin formala, odnosno Formvarom® (ThermoFisher Scientific, SAD) i naparene 

ugljikom. Stanice izložene nanočesticama i ionima srebra i bakra, kao i kontrolne uzorke, 

analizirao sam mikroskopom TF20 pri 200 kV, a prisutnost nanočestica potvrdio sam analizom 

spektra energijski razlučujuće, odnosno disperzivne rendgenske spektroskopije (EDX) na 

Institutu za elektronsku mikroskopiju i nanoanalizu, Graz, Austrija. Stanice izložene 

nanočesticama polistirena analizirao sam mikroskopom Morgagni 268D (FEI, Nizozemska) pri 

70 kV. 

Taloženje nanočestica u sloju ESP vizualizirao sam TEM mikroskopijom u nativnim uvjetima 

bez prethodne preparacije uzorka. Nakon izlaganja kulture stanica, centrifugirao sam 10 mL 

stanične suspenzije pri brzini od 3500 g na RT u trajanju od 5 minuta. Stanice sam isprao ultra-

čistom vodom tri puta te ponovio centrifugiranje pri jednakim uvjetima nakon svakog ispiranja. 

Talog stanica sam zatim resuspendirao u 1 mL podloge BBM te kapnuo 2 μl suspenzije algi na 

mrežicu. Za analizu taloženja AgNP-citrat, AgNP-CTAB, PS-NP, PS-NH2-NP i PS-COOH-NP 

te čestica nakon izlaganja kulture stanica AgNO3 u sloju EPS koristio sam bakrenu mrežicu, 

dok sam za analizu taloženja nanočestica CuONP i Cu2ONP te čestica nakon izlaganja kulture 
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stanica CuSO4 koristio mrežice od nikla. Uzorke sam potom inkubirao na pripadajućim 

mrežicama u trajanju od 5 minuta, nakon čega sam višak suspenzije odstranio prislanjanjem 

mrežice na filtar papir. Nakon kratkog sušenja na zraku u trajanju od 5 minuta, uzorke sam 

vizualizirao mikroskopom TF20 pri 200 kV. Nanočestice uočene u sloju EPS potvrdio sam 

analizom EDX. 

3.4.4 O ređiv nje   ličine srebra, bakra i polistirena u stanicama i sloju EPS 

Količinu srebra i bakra unesenih u stanice algi ili istaloženih u sloju EPS nakon izlaganja 

kulture stanica nanočesticama srebra i bakra te AgNO3 i CuSO4 odredio sam spektrometrijom 

masa uz induktivno spregnutu plazmu (eng. inductively coupled plasma mass spectrometry, 

ICP-MS). Količinu akumuliranog polistirena odredio sam pirolitičkom plinskom 

kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom masa (eng. pyrolysis-gas chromatography - 

mass spectrometry, Py-GC-MS). 

Suspenziju stanica centrifugirao sam pri brzini od 3500 g 5 minuta na RT. Dobiveni talog sam 

resuspendirao u 10 mL pufera [2 mM Na2HPO4 × 12H2O, 4 mM NaH2PO4 × H2O, 9 mM NaCl, 

1 mM KCl (pH 7,0)] s dodatkom 5 g smole za ionsku izmjenu Amberlite HPR1100 kako bih 

odvojio sloj EPS od samih stanica. Nakon inkubacije s miješanjem na  4 °C u trajanju od 2 

sata, homogenat sam centrifugirao 30 minuta pri 4500 g na  4 °C. Supernatant sam prebacio u 

čiste epruvete od 50 mL, a talog sam isprao s 1 × PBS puferom (poglavlje 3.2.4) te ponovno 

centrifugirao u jednakim uvjetima. Talog sam potom liofilizirao u trajanju od 24 sata na -64 °C 

i 0,025 mbar te je predstavljao uzorak stanica. Supernatant sam pomiješao s 10 mL hladnog 

acetona i inkubirao preko noći na -20 °C. Nakon inkubacije, uzorke sam centrifugirao 30 minuta 

pri 4500 g na  4 °C te sam tako dobiveni talog, koji je predstavljao frakciju sloja EPS, 

liofilizirao u trajanju od 24 sata na -64 °C i 0,025 mbar. Uzorke sam spremio na RT u mraku 

do mjerenja. 

Za analizu količine akumuliranog srebra i bakra, uzorke pripremljene na prethodno opisani 

način inkubirao sam u 10 mL koncentrirane 65% (v/v) HNO3, prvo na 130 °C u trajanju od 10 

minuta te zatim 15 minuta na 180 °C pomoću mikrovalne pećnice (ETHOS SEL Milestone, 

SAD). Uzorak sam potom inkubirao u 1 mL 37% (v/v) H2O2, prvo na 85 °C u trajanju od 5 

minuta te zatim 44 minute na 130 °C. Nakon hlađenja, uzorke sam razrijedio do konačnog 

volumena od 50 mL s 1% (v/v) HNO3. Ukupnu količinu srebra i bakra analizirao sam na 

instrumentu ELAN DRC-e ICP-MS (Perkin Elmer, SAD) te odredio pomoću baždarne krivulje 

standarada poznatih koncentracija. Granica detekcija bila je 0,05 mg kg-1, a granica 



45 

 

kvantifikacije 0,1 mg kg-1. Sadržaj srebra i bakra izražen je kao µg srebra odnosno bakra 

(106 stanica)-1. 

Za određivanje količine akumuliranog polistirena, liofilizirane uzorke stanica i sloja EPS te po 

2 µL matičnih suspenzija PS-NP, PS-NH2-NP i PS-COOH-NP (100 mg L-1) stavio sam u 

deaktiviranu posudu za uzorke. Uzorci su zatim spaljeni u pirolizatoru (EGA/Py3030D, 

Frontier Laboratories Europe, Njemačka) na temperaturi od 600 °C, koji je opremljen uređajem 

za automatsko uzimanje uzoraka (AS-1020E, Frontier Laboratories Ltd., Japan). Pirolizator je 

bio spojen na split/split injekcijski priključak plinskog kromatografa spregnutog sa 

spektrometrom masa (GC-MS) (GCMS-QP2010 Plus, Shimadzu, Njemačka), dok je priključak 

za ubrizgavanje GC-a bio spojen na kvadrupolni detektor mase preko kolone za odvajanje 

(Ultra ALLOY ± 5, 30 m × 0,25 mm, Frontier Laboratories Ltd., Japan) i GC MS adapter bez 

otvora (Frontier Laboratories, Ltd., Japan). Detaljniji analitički uvjeti navedeni su u Tablici 3. 

Identifikacije maksimuma u kromatogramima potvrdio sam usporedbom spektra svakog 

maksimuma u dobivenim pirogramima s onima u bibliotekama za pretraživanje podataka F 

Search all in one (ver.3.6) (Frontier Laboratories Ltd., Japan).  

Tablica 3. Parametri analize akumulacije polistirena na sloju EPS i u stanicama alge C. vulgaris 

pirolitičkom plinskom kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom masa (Py-GC-MS). 

Instrument Parametri Uvjeti 

Pirolizator 
Temperatura peći 600 °C 

Temperatura sučelja 300 °C 

GC 

Temperatura ubrizgavanja 300 °C 

Temperatura pećnice 

kolone 
40-320 °C (20 °C min-1) 

Način kontrole protoka Tlak 

Temperatura sučelja 300 °C 

Način ubrizgavanja Split (omjer dijeljenja: 1:16) 

Plinski nosač Helij (brzina protoka kolone: 0,87 mL min-1) 

MS 

Temperatura izvora iona 250 °C 

Metoda ionizacije Elektronska ionizacija, 70 eV 

Raspon skeniranja m/z 29-350 

 

3.5 O ređiv nje parametara oksidacijskog stresa 

3.5.1 Ekstrakcija ukupnih topivih proteina 

Za ekstrakciju topivih proteina, centrifugirao sam ukupni volumen od 200 mL stanične 

suspenzije pri brzini od 3500 g na RT u trajanju od 5 minuta. Talog stanica sam zatim isprao s 

ultra-čistom vodom tri puta, te nakon svakog ispiranja ponovno centrifugirao pri istim uvjetima. 
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Nakon ispiranja, talog stanica sam resuspendirao u 500 µL 0,1 M kalij-fosfatnog pufera (pH 

7,0), dodao 0,08 g silika kuglica (425-600 μm) te homogenizirao na uređaju Retsch MM200 

(Retsch, Njemačka) na frekvenciji od 30 Hz tri puta po 4 minute. Između svakog koraka 

homogenizacije, nosač s uzorcima hladio sam na  4 °C u trajanju od 1 minute. Nakon 

homogenizacije, dobivene homogenate sam centrifugirao pri 20000 g na  4 °C u trajanju od 15 

minuta, nakon čega sam supernatant prebacio u čiste epruvete od 1,5 mL i ponovo centrifugirao 

45 minuta pod istim uvjetima. Supernatant sam prebacio u čiste epruvete od 1,5 mL i uzorke 

pohranio na -20 °C do korištenja. 

Koncentraciju proteina odredio sam metodom po Bradfordu (Bradford 1976), koja se temelji 

na vezanju proteina i boje Coomasie Brilliant Blue (CBB) G-250. Prvo sam pripremio matičnu 

Bradford otopinu [350 mg CBB G-250, 30 mL 96% etanola, 200 mL 88% fosforne kiseline 

(H3PO4)] iz koje sam pripremio radnu Bradford otopinu tako što sam na 30 mL matične 

Bradford otopine dodao 15 mL 96% (v/v) etanola i 30 mL 88% (v/v) H3PO4 te sve nadopunio s 

425 mL destilirane vode (deH2O). Mjerenja sam proveo miješanjem 980 µL radne Bradford 

otopine i 20 µL uzorka, nakon čega sam uzorke inkubirao u mraku u trajanju od 5 minuta. 

Nakon inkubacije, izmjerio sam apsorbanciju na valnoj duljini od 595 nm. Konačne 

koncentracije proteina u uzorcima odredio sam primjenom baždarne krivulje napravljene za 

standard goveđeg seruma albumina (eng. bovine serum albumin, BSA) poznatih koncentracija 

(0,2-2,0 mg mL-1) u 0,1 M kalij-fosfatnom puferu. 

Dobivene uzorke koristio sam za određivanje sadržaja proteinskih karbonila, 

spektrofotometrijsku analizu aktivnosti antioksidacijskih enzima (APX, PPX, CAT, SOD) te za 

analizu ekspresije proteina Hsp70, Hsp90, Rubisco i D1 imunodetekcijskom metodom. 

3.5.2 O ređiv nje    r  j  ROS  

3.5.2.1 Flu ri e rij      ređiv nje    r  j  ROS  

Za određivanje količine različitih ROS molekula, koristio sam dvije fluorescentne probe: DHE 

i H2DCFDA. Za tretmane sa srebrom i bakrom, alge sam izložio koncentracijama koje 

omogućuju preživljenje 75% stanica, dok sam za tretmane s nanočesticama polistirena koristio 

koncentracije od 40 mg L-1. Nakon izlaganja kulture stanica, izmjerio sam koncentraciju stanica 

u suspenzijama kao što je opisano u poglavlju 3.2.2 te alikvotirao 100 µL stanične suspenzije u 

mikrotitarsku pločicu s ravnim dnom, pa ih pomiješao s 80 µL 20 μM probe DHE ili H2DCFDA. 

Nakon 30-minutne inkubacije u mraku, probu DHE dodanu u suspenziju stanica pobudio sam 

svjetlom na valnoj duljini od 520 nm, a njenu fluorescenciju izmjerio na valnoj duljini od 600 
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nm. Probu H2DCFDA dodanu u suspenziju stanica pobudio sam svjetlom valne duljine od 504 

nm, a njenu fluorescenciju izmjerio na valnoj duljini od 550 nm. Za pobudu i mjerenje 

fluorescencije u uzorcima koristio sam čitač mikropločica GloMax (Promega, Madison, WI, 

SAD). Rezultate sam normalizirao na broj stanica u staničnoj suspenziji te ih izrazio kao 

postotak sadržaja ROS molekula u kontrolnim stanicama, a prikazani su kao srednja vrijednost 

12 replika ± standardna pogreška iz dva nezavisna pokusa. 

3.5.2.2 Spe  r f    e rij      ređiv nje    r  j  H2O2  

Za određivanje količine H2O2 u staničnim ekstraktima primijenio sam metodu koju su opisali 

Mátai i Hideg (2017). Prvo sam izmjerio koncentraciju stanica u suspenzijama, kao što je 

opisano u poglavlju 3.2.2, a potom centrifugirao 200 mL stanične suspenzije pri 3500 g na RT 

u trajanju od 5 minuta te isprao talog tri puta s ultra-čistom vodom. Nakon svakog ispiranja, 

stanice sam ponovno centrifugirao pri istim uvjetima. Tako dobiveni talog sam resuspendirao 

u 500 µL hladnog 70%-tnog etanola, dodao 0,08 g silika kuglica (425-600 µm) i stanice 

homogenizirao na uređaju Retsch MM200 na frekvenciji od 30 Hz tri puta po 4 minute. Između 

svakog koraka homogenizacije, nosač s uzorcima sam hladio na  4 °C u trajanju od 1 minute. 

Nakon homogenizacije, dobivene homogenate sam centrifugirao pri brzini od 15000 g na +4 °C 

u trajanju od 10 minuta, nakon čega sam supernatant prebacio u čiste epruvete od 1,5 mL te ih 

čuvao na ledu u mraku. U 1 mL pripremljene reakcijske smjese [124 µM natrijeva sol ksilenol 

narančasto, 99 mM sorbitol, 0,248 mM amonijev željezo (II) sulfat] dodao sam 100 µL 

dobivenog staničnog ekstrakta te sam nakon 15-minutne inkubacije u mraku na RT, izmjerio 

apsorbanciju na valnoj duljini od 560 nm. Ukupni sadržaj H2O2 izračunao sam primjenom 

baždarne krivulje otopina poznatih koncentracija H2O2 (1,82-72,8 µM), a rezultate sam izrazio 

kao µmolH2O2 (106 stanica)-1, te prikazao kao srednju vrijednost 12 replika ± standardna 

pogreška iz dva nezavisna pokusa. 

3.5.3 O ređiv nje    ećenj  bi l   i v  ni  molekula 

3.5.3.1 O ređiv nje    r  j  MDA 

Stupanj lipidne peroksidacije odredio sam indirektno mjerenjem sadržaja MDA prema metodi 

koju su opisali Heath i Packer (1968). Prvo sam izmjerio koncentraciju stanica na način opisan 

u poglavlju 3.2.2. Potom sam centrifugirao 200 mL stanične suspenzije pri 3500 g na RT u 

trajanju od 5 minuta te isprao talog tri puta s ultra-čistom vodom. Nakon svakog ispiranja, 

stanice sam ponovno centrifugirao pri jednakim uvjetima. Tako dobiveni talog sam 

resuspendirao u 700 µL 0,5% (w/v) TBA, koju sam pripremio u 20% (w/v) trikloroctenoj 

kiselini (eng. trichloroacetic acid, TCA) (TTT, Hrvatska) te dodao 0,08 g silika kuglica (425-
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600 µm). Stanice sam homogenizirao na frekvenciji od 30 Hz u trajanju od 12 minuta. Ekstrakte 

sam potom inkubirao 30 minuta na 95 °C, nakon čega sam uzorke inkubirao na ledu u trajanju 

od 2 minute kako bi zaustavio reakciju. Ekstrakte sam potom centrifugirao pri 14000 g na +4 

°C u trajanju od 30 minuta. Supernatante sam potom prebacio u čiste epruvete od 1,5 mL te 

izmjerio apsorbanciju na 532 nm. Kako bih napravio korekciju za nespecifično zamućenje 

uzoraka, od vrijednosti apsorbancije izmjerene na valnoj duljini od 532 nm, oduzeo sam 

izmjerenu vrijednost apsorbancije na 600 nm. Stupanj lipidne peroksidacije sam izračunao kao 

sadržaj MDA u nmol produkta po broju stanica [µmol/broj stanica], prema formuli:  

sadržaj MDA =
𝐴532 − 𝐴600
ε ∗ 𝑙 ∗ 𝑉 ∗ 𝑛

 

gdje je: 

A532 - apsorbancija uzorka izmjerena na 532 nm  

A600 - apsorbancija uzorka izmjerena na 600 nm  

ε - molarni apsorpcijski koeficijent (155 mM-1 cm-1 )  

l - duljina optičkog puta (1 cm) 

V - volumen uzorka (0,7 mL) 

n - koncentracija stanica algi u suspenziji (broj stanica mL-1) 

Rezultate sam izrazio kao µmol (106 stanica)-1 te prikazuju srednju vrijednost 12 replika ± 

standardna pogreška iz dva nezavisna pokusa. 

3.5.3.2 O ređiv nje    r  j  pr  ein  i    rb nil  

Za određivanje oštećenja proteina, mjerio sam količinu proteinskih karbonila prema metodi 

koju su opisali Levine i sur. (1994). Prvo sam izolirao proteine iz suspenzija stanica u 0,1 M 

kalij-fosfatnom puferu (pH 7,0) na način opisan u poglavlju 3.5.1. U alikvote proteinskih 

ekstrakata od 20 µL dodao sam 180 µL 0,1 M kalij-fosfatnog pufera (pH 7,0) i sve pomiješao 

sa 300 µL 10 mM DNPH otopljenog u 2 M klorovodičnoj kiselini (HCl) za određivanje sadržaja 

proteinskih karbonila ili sa 300 µL 2 M otopine HCl koja je služila kao referentna vrijednost za 

pojedinačni uzorak. Uzorke sam potom inkubirao 1 sat na RT u mraku, nakon čega sam proteine 

precipitirao dodavanjem 500 µL hladne 10%-tne (w/v) otopine TCA i inkubirao 5 minuta 

na -20 °C. Nakon toga sam uzorke centrifugirao 10 minuta pri 20000 g na  4 °C, a taloge isprao 

tri puta s 500 µL smjese 1:1 etanol/etil acetat (v/v) kako bih maknuo nevezani reagens. Nakon 

svakog ispiranja, uzorke sam centrifugirao pri istim uvjetima. Proteine u talogu otopio sam u 

6 M urei u 20 mM kalij-fosfatnom puferu (pH 2,4) uz korištenje ultrazvučne kupelji. Nakon 

otapanja proteina u talogu, uzorcima sam izmjerio apsorbanciju na valnoj duljini od 370 nm za 

određivanje proteinskih karbonila i na valnoj duljini od 280 nm za određivanje koncentracije 

proteina. Koncentraciju proteina izračunao sam preko baždarne krivulje napravljene od 
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standarada BSA poznatih koncentracija (0,2-2 mg mL-1) kojima sam izmjerio apsorbanciju na 

valnoj duljini od 280 nm. Sadržaj proteinskih karbonila odredio sam prema formuli: 

Sadržaj proteinskih karbonila =
𝐴370
𝑐 ∗ ε ∗ 𝑙

 

gdje je: 

A370 - apsorbancija uzorka izmjerena na 370 nm  

ε - molarni apsorpcijski koeficijent (22 mM-1 cm-1 )  

c - sadržaj proteina (mg mL-1 )  

l - duljina optičkog puta (1 cm) 

Rezultate sam izrazio kao µmolproteinskih karbonila mg-1
proteina koji prikazuju srednju vrijednost 12 

replika ± standardna pogreška iz dva nezavisna pokusa. 

3.5.3.3 O ređiv nje    ećenj    le ule DNA  

Komet test odradio sam prema metodi opisanoj u Gichner i sur. (2004) s promjenama opisanim 

u Cvjetko i sur. (2017). Nakon izlaganja kulture stanica, 100 µL stanične suspenzije pomiješao 

sam s 100 µL 1% (w/v) otopine agaroze niskog tališta (eng. low melting point, LMP) koju sam 

pripremio u PBS puferu (poglavlje 3.2.4) na 42 °C. Uzorke sam zatim nakapao na predmetna 

stakla na koja sam prethodno nanio sloj 1% (w/v) otopine agaroze normalnog tališta (eng. 

normal melting point, NMP) koju sam pripremio u deH2O uz konstantno zagrijavanje. Na 

uzorke sam stavio pokrovno staklo te inkubirao 10 minuta na  4 °C kako bi slojevi agaroze 

očvrsnuli, nakon čega sam maknuo pokrovna stakla. Uzorke sam potom denaturirao 60 minuta 

na  4 °C u puferu za lizu [2,5 M NaCl, 100 mM etilendiamintetraoctena kiselina (eng. 

ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA), 10 mM Tris-HCl, 10% DMSO, 1% Triton X-100]. 

Nakon denaturacije, predmetna stakla s uzorcima stavio sam u kadicu za elektroforezu u koju 

sam ulio hladni pufer za elektroforezu [1 mM Na2EDTA, 300 mM NaOH (pH 13)] te pokrenuo 

elektroforezu u trajanju od 20 minuta pri 26 V i 300 mA. Nakon elektroforeze, uzorke sam 

neutralizirao ispiranjem tri puta s 0,4 M otopinom Tris-HCl te osušio na zraku. Jezgre sam 

vizualizirao fluorescentnom bojom GelStarTM Nucleic Acid Gel Stain (Lonza, Švicarska) koja 

se veže na molekulu DNA. Boju sam razrijedio 10000 × i uzorke inkubirao 5 minuta u mraku 

na RT. Uzorke sam analizirao fluorescencijskim mikroskopom Olympus BX51 (Olympus, 

Japan) opremljenim s ekscitacijskim filterom BP 520 09 nm i graničnim filterom od 610 nm. 

Oštećenje molekule DNA izrazio sam kao postotak DNA u repu (eng. tail DNA, % tDNA) 

određenog tretmana u odnosu na kontrolu na 100 slučajno odabranih jezgara po staklu, koristeći 

alat OpenComet unutar programa ImageJ 1.53t (National Institutes of Health, SAD). Rezultate 

sam prikazao kao srednju vrijednost 100 jezgara ± standardna pogreška. 
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3.5.4 O ređiv nje    ivn   i  n i   i   ij  i  en i   

Za određivanje aktivnosti antioksidacijskih enzima koristio sam proteinske ekstrakte koje sam 

pripremio u 0,1 M kalij-fosfatnom puferu (pH 7,0) na način opisan u poglavlju 3.5.1. Za 

tretmane sa srebrom i bakrom, alge sam izložio koncentracijama koje omogućuju preživljenje 

75% stanica, dok sam za tretmane s nanočesticama polistirena koristio koncentracije od 

40 mg L-1. 

3.5.4.1 O ređiv nje    ivn   i APX 

Aktivnost enzima APX (EC 1.11.1.11) odredio sam modificiranom metodom koju su opisali 

Nakano i Asada (1981) prateći smanjenje apsorbancije u reakciji askorbata i H2O2. 180 µL 

proteinskog ekstrakta pomiješao sam s 800 µL reakcijske smjese [50 mM kalij-fosfatani pufer, 

10 mM EDTA (pH 7,0)], 10 µL 0,1 M askorbinske kiseline i 10 µL 12 mM H2O2. Smanjenje 

apsorbancije mjerio sam svakih 15 sekundi u ukupnom trajanju od 1 minute na valnoj duljini 

od 290 nm. Specifičnu aktivnost enzima APX izračunao sam prema formuli: 

APX =
Δ𝐴 ∗ 4 ∗ 𝑉𝑟𝑠 ∗ F. R.

𝑉𝑢𝑧 ∗ ε ∗ 𝑙 ∗ 𝑐
 

gdje je: 

∆A - srednja vrijednost promjene apsorbancije na 290 nm tijekom 15 sekundi 

4 - faktor korekcije za ∆A za izražavanje rezultata u minuti 

Vrs - volumen reakcijske smjese (1 mL) 

F.R. - faktor razrjeđenja uzorka (1) 

Vuz - volumen uzorka (0,18 mL) 

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

l - duljina optičkog puta (1 cm) 

c - koncentracija proteina (mg mL-1) 

Rezultati su izraženi kao µmoloksidirani askorbat min−1 mg−1
proteina, a prikazuju srednju vrijednost 12 

replika ± standardna pogreška iz dva nezavisna pokusa. 

3.5.4.2 O ređiv nje    ivn   i PPX 

Aktivnost enzima PPX (EC 1.11.1.7) odredio sam metodom prema Nakano i Asada (1981), 

gdje se prati porast apsorbancije uslijed oksidacije pirogalola dodatkom H2O2. 20 µL 

proteinskog ekstrakta pomiješao sam s 980 µL reakcijske smjese [50 mM kalij-fosfatni pufer, 

20 mM pirogalol i 5 mM H2O2, (pH 7,0)]. Povećanje apsorbancije sam mjerio svakih 15 sekundi 

u ukupnom trajanju od 2 minute na valnoj duljini od 430 nm. Specifičnu aktivnost PPX enzima 

izračunao sam prema formuli: 
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PPX =
Δ𝐴 ∗ 4 ∗ 𝑉𝑟𝑠 ∗ F. R.

𝑉𝑢𝑧 ∗ ε ∗ 𝑙 ∗ 𝑐
 

gdje je: 

∆A - srednja vrijednost promjene apsorbancije na 430 nm tijekom 15 sekundi 

4 - faktor korekcije za ∆A za izražavanje rezultata u minuti 

Vrs - volumen reakcijske smjese (1 mL) 

F.R. - faktor razrjeđenja uzorka (1) 

Vuz - volumen uzorka (0,02 mL) 

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

l - duljina optičkog puta (1 cm) 

c - koncentracija proteina (mg mL-1) 

Rezultati izraženi kao µmolpurpurogalin min−1 mg−1
proteina, a prikazuju srednju vrijednost 12 replika 

± standardna pogreška iz dva nezavisna pokusa. 

3.5.4.3 O ređiv nje    ivn   i CA  

Aktivnost enzima CAT (EC 1.11.1.6) odredio sam prema modificiranom protokolu opisanom 

u Aebi (1984) prateći spektrofotometrijski brzinu katalitičke razgradnje H2O2 u uzorku. 30 µL 

proteinskog ekstrakta pomiješao sam s 970 µL reakcijske smjese [50 mM kalij-fosfatni pufer, 

20 mM H2O2 (pH 7,0)]. Smanjenje apsorbancije sam mjerio svakih 10 sekundi u ukupnom 

trajanju od 1 minute na valnoj duljini od 240 nm. Specifičnu aktivnost enzima CAT izračunao 

sam prema formuli: 

CAT =
Δ𝐴 ∗ 6 ∗ 𝑉𝑟𝑠 ∗ F. R.

𝑉𝑢𝑧 ∗ ε ∗ 𝑙 ∗ 𝑐
 

gdje je: 

∆A - srednja vrijednost promjene apsorbancije na 240 nm tijekom 10 sekundi 

6 - faktor korekcije za ∆A za izražavanje rezultata u minuti 

Vrs - volumen reakcijske smjese (1 mL) 

F.R. - faktor razrjeđenja uzorka (1) 

Vuz - volumen uzorka (0,03 mL) 

ε - molarni apsorpcijski koeficijent H2O2 (40 mM-1 cm-1) 

l - duljina optičkog puta (1 cm) 

c - koncentracija proteina (mg mL-1) 

Rezultati izraženi kao µmolH2O2 min-1 mg-1
proteina, a prikazuju srednju vrijednost 12 replika ± 

standardna pogreška iz dva nezavisna pokusa. 

3.5.4.4 O ređiv nje    ivn   i SOD 

Aktivnost enzima SOD (E.C. 1.15.1.1) odredio sam prema metodi opisanoj u Beauchamp i 

Fridovich (1971). Prvo sam pripremio reakcijsku smjesu [13 mM metionin, 0,1 M EDTA, 75 

µM NBT (Alfa Aesar), 2 mM riboflavin, 50 mM kalij-fosfatni pufer (pH 7,8)]. Kako se 
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aktivnost, odnosno jedna jedinica (eng. unit, U) SOD enzima definira kao količina enzima koja 

uzrokuje 50%-tnu inhibiciju stope fotoredukcije NBT, reakcijskoj smjesi sam dodao onu 

količinu proteinskog ekstrakta koja uzrokuje 50%-tno smanjenje apsorbancije u kontrolnim 

uzorcima u odnosu na maksimalnu apsorbanciju koju sam izmjerio fotoredukcijom NBT u 

formazan s dodatkom riboflavina. Uzorke sam zatim inkubirao 8 minuta na RT u 

transiluminatoru (15 W), a formazan proizveden fotoredukcijom NBT-a, izmjerio sam na valnoj 

duljini od 560 nm. Specifičnu aktivnost SOD izračunao sam primjenom baždarne krivulje 

dobivene mjerenjem SOD standarda poznatih koncentracija (0,025 - 1 U μL-1), a rezultate 

izrazio kao U mg-1
proteina te prikazao kao srednju vrijednost 12 replika ± standardna pogreška iz 

dva nezavisna pokusa. 

3.5.5 O ređiv nje    r  j  neen i   i   n i   i  n   

Za analizu količine neenzimskih antioksidansa, mjerio sam sadržaje prolina i glutationa. Za 

tretmane sa srebrom i bakrom, alge sam izložio koncentracijama koje omogućuju preživljenje 

75% stanica, dok sam za tretmane s nanočesticama polistirena koristio koncentracije od 

40 mg L-1. Kako bih odredio količinu prolina i glutationa u staničnim ekstraktima nakon 

izlaganja kulture stanica, prvo sam izmjerio koncentraciju stanica u suspenzijama kao što je 

opisano u poglavlju 3.2.2, a zatim centrifugirao 200 mL stanične suspenzije pri 3500 g na RT 

u trajanju od 5 minuta te isprao talog tri puta s ultra-čistom vodom. Nakon svakog ispiranja, 

stanice sam ponovno centrifugirao pri istim uvjetima. Tako dobiveni talog resuspendirao sam 

u 750 µL 3% (w/v) sulfosalicilne kiseline (eng. sulfanilic acid, SA), dodao 0,08 g silika kuglica 

(425-600 µm) te homogenizirao na frekvenciji od 30 Hz tri puta po 4 minute. Između svakog 

koraka homogenizacije, nosač s uzorcima hladio sam na  4 °C u trajanju od 1 minute. Nakon 

homogenizacije, dobivene homogenate centrifugirao sam 15 minuta pri 10000 g na +4 oC, 

nakon čega sam supernatant prebacio u čiste epruvete od 1,5 mL te ih čuvao na ledu u mraku 

do mjerenja. 

3.5.5.1 O ređiv nje    r  j  pr lin  

Analizu količine prolina izveo sam prema metodi opisanoj u Bates i sur. (1973). Za mjerenje 

sam pripremio otopinu kiselog ninhidrina otapanjem 1,25 g ninhidrina u 30 mL ledene octene 

kiseline s dodatkom 20 mL 6 M fosfatne kiseline (H3PO4) uz stalno zagrijavanje. U 500 µL 

kiselog ninhidrina dodao sam 500 µL pripremljenog uzorka i 500 µL ledene octene kiseline te 

inkubirao 60 minuta na 95 °C. Reakciju sam zaustavio kratkom inkubacijom u ledenoj kupelji, 

nakon čega sam dodavanjem 1,2 mL toluena ekstrahirao kromofornu skupinu te uzorcima 

izmjerio apsorbanciju na valnoj duljini od 520 nm. Koncentraciju prolina u uzorcima izračunao 
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sam koristeći baždarnu krivulju dobivenu mjerenjem apsorbancije otopine standarda prolina 

poznatih koncentracija (0,5 - 200 μM). Rezultate sam izrazio kao µmolprolina (106 stanica)-1 te 

prikazao kao srednju vrijednost 12 replika ± standardna pogreška iz dva nezavisna pokusa. 

3.5.5.2 O ređiv nje    r  j   lu   i n  

Analizu sadržaja oksidiranog i reduciranog glutationa odradio sam prema modificiranoj metodi 

koju su opisali Salbitani i sur. (2017). U uzorcima sam prvo izmjerio količinu GSH miješanjem 

100 µL ekstrakta u 3% (w/v) SA sa 750 µL reakcijske smjese [0,1 M kalij-fosfatni pufer, 1 mM 

EDTA, 1,5 mg mL-1 DTNB (pH 7,0)]. Uzorke sam inkubirao na RT 20 minuta prije mjerenja 

apsorbancije na valnoj duljini od 412 nm. Koncentraciju GSH izračunao sam korištenjem 

standarda poznatih koncentracija GSH (0,785 - 50 µM) te ih izrazio kao µmol glutationa (106 

stanica)-1. Zatim sam svaki uzorak pomiješao s 50 µL NADPH (0,32 mg mL-1) i 15 µL GR (1 

U) te uzorke inkubirao 5 minuta na RT prije nego što sam izmjerio ukupni glutation u stanicama 

mjerenjem apsorbancije na valnoj duljini od 412 nm te rezultate izrazio kao µmol glutationa 

(106 stanica)-1. Količinu oksidiranog glutationa (GSSG) izračunao sam prema formuli: 

𝑐(𝐺𝑆𝐻𝑢𝑘𝑢𝑝𝑛𝑖) = 𝑐(𝐺𝑆𝐻) + 2 ∗ 𝑐(𝐺𝑆𝑆𝐺) 

Rezultate sam izrazio kao omjer GSH i GSSG. Rezultati prikazuju srednju vrijednost 12 replika 

± standardna pogreška, iz dva nezavisna pokusa. 

3.6 Učin   n  parametre fotosinteze 

3.6.1 O ređiv nje   ličine f    in e   i  pi  en     l r fil  a i b te karotenoida 

Kako bih odredio koncentraciju fotosintetskih pigmenata klorofila a (chl a) i b (chl b) te 

koncentraciju karotenoida nakon izlaganja kulture stanica, prvo sam izmjerio koncentraciju 

stanica u suspenzijama kao što je opisano u poglavlju 3.2.2. Za tretmane sa srebrom i bakrom, 

alge sam izložio koncentracijama koje omogućuju preživljenje 75% stanica, dok sam za 

tretmane s nanočesticama polistirena koristio koncentracije od 40 mg L-1. Iz dobivenih podataka 

za koncentraciju stanica, alikvotirao sam u čiste epruvete od 1,5 mL potreban volumen stanične 

suspenzije koja sadrži 7,5 × 106 stanica te izolirao pigmente prema modificiranom protokolu 

opisanom u Schumann i sur. (2005). Uzorke sam centrifugirao pri 3500 g na RT u trajanju od 

5 minuta, uklonio supernatant te isprao talog tri puta s ultra-čistom vodom. Nakon svakog 

ispiranja, stanice sam ponovno centrifugirao pri jednakim uvjetima. Tako dobiveni talog sam 

resuspendirao prvo u 800 µL hladnog 90%-tnog acetona, dodao 0,08 g silika kuglica (425-600 

µm) te stanice homogenizirao na frekvenciji od 30 Hz u trajanju od 4 minute. Nakon 

homogenizacije, uzorke sam centrifugirao 5 minuta pri 3500 g na  4 °C, nakon čega sam 
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supernatant sakupio u zatamnjenu epruvetu od 1,5 mL te čuvao na  4 °C. Talog sam 

resuspendirao u 500 µL hladnog 90%-tnog acetona te ponovio postupak homogenizacije i 

centifugiranja pri jednakim uvjetima te sam tako dobiveni supernatant spojio s prethodnim. 

Talog sam resuspendirao treći put u 500 µL hladnog 90%-tnog acetona te ponovio postupke 

homogenizacije i centrifugiranja pri istim uvjetima. Treći dobiveni supernatant sam spojio s 

prethodnima te nadopunio do 2 mL s hladnim 90%-tnim acetonom. Uzorcima sam izmjerio 

apsorbanciju na valnim duljinama od 647, 664 i 470 nm te izračunao koncentracije klorofila a 

i b te karotenoida prema formulama opisanim u Jeffrey i Humphrey (1975) i prema Dere i sur. 

(1998): 

𝑐(𝑐ℎ𝑙 𝑎) = 11,93 ∗ 𝐴664 − 1,93 ∗ 𝐴647 

 𝑐(𝑐ℎ𝑙 𝑏) = 20,36 ∗ 𝐴647 − 5,50 ∗ 𝐴664 

𝑐 (𝑘𝑎𝑟𝑜𝑡𝑒𝑛𝑜𝑖𝑑𝑖) =
1000 ∗ 𝐴470 − 2,270 ∗ 𝑐(𝑐ℎ𝑙 𝑎) − 81,4 ∗ 𝑐(𝑐ℎ𝑙 𝑏)

227
 

gdje je: 

A470 - vrijednost apsorbancije na 470 nm  

A664 - vrijednost apsorbancije na 664 nm  

A647 - vrijednost apsorbancije na 647 nm 

Rezultate sam izrazio kao µg chl a ili b (106 stanica)-1 ili kao µg karotenoida (106 stanica)-1 te 

prikazao kao srednju vrijednost 12 replika ± standardna pogreška iz dva nezavisna pokusa. 

3.6.2 O ređiv nje    pe f    in e e 

U cilju određivanja stope fotosinteze kao jednog od pokazatelja učinkovitosti procesa 

fotosinteze, prvo sam izmjerio koncentraciju stanica u suspenzijama kao što je opisano u 

poglavlju 3.2.2. Za analizu, 1,5 mL stanične suspenzije stavio sam u reakcijsku posudu uređaja 

Chlorolab 2 (Hansatech, UK) te sam analizirao količinu nastalog kisika na 30 °C i konstantnom 

miješanju od 30 okretaja u minuti pri rastućim intenzitetima svjetlosti od 40, 80 i 120 μmol 

fotona m-2 s-1. Suspenzija algi je osvjetljavana s pojedinačnim intenzitetima svjetla u trajanju 

od 20 minuta. Nakon svakog perioda osvjetljavanja, suspenzije algi sam inkubirao 20 minuta u 

mraku kako bih izmjerio i stopu staničnog disanja. Dobivene rezultate sam izrazio kao nmolkisika 

unutar jednog sata po 106 stanica (nmolO2 h-1 (106 stanica)-1) te prikazao kao srednju vrijednost 

tri replike ± standardna pogreška iz tri nezavisna pokusa. 
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3.6.3 O ređiv nje p r  e  r  flu re  en ije  l r fil  a 

Za određivanje parametara maksimalnog prinosa PSII (Fv/Fm) te indeksa učinkovitosti (PIabs), 

prvo sam izmjerio koncentraciju stanica u suspenzijama, kao što je opisano u poglavlju 3.2.2. 

Zatim sam suspenzije algi inkubirao 1 sat u mraku kako bi se u potpunosti oksidirao PSII te 

kako bi se svi mehanizmi nefotokemijskog gašenja (eng. non-photochemical quenching, NPQ) 

ugasili. Zatim sam po 3 mL uzorka prenio u polistirensku kivetu te na uređaja AquaPen (Photon 

Systems Instruments, Češka) pokrenuo mjerenje polifaznog rasta fluorescencije klorofila a 

OJIP testom pri super pulsu jačine 53%. Pripremu uzoraka za analizu i samo mjerenje izvodio 

sam pod crvenom svjetlošću niskog intenziteta (1-3 μmol m-2 s-1) koja ne može pokrenuti 

fotokemijske reakcije na tilakoidnim membranama stanica algi. Izmjerene rezultate sam očitao 

preko programa FluorPen ver. 1.1.1.3 (Photon Systems Instruments, Češka) te izrazio kao omjer 

varijabilne i maksimalne fluorescencije algi prilagođenih na uvjete tame (Fv/Fm) ili kao 

arbitrarne jedinice učinkovitosti PSII (PIabs). Rezultati predstavljaju srednju vrijednost 12 

replika ± standardna pogreška iz dva nezavisna pokusa. 

3.7 O ređiv nje ekspresije proteina D1, RuBisCo, Hsp70 i Hsp90 imunodetekcijom 

3.7.1 SDS-poliakrilamidna gel elektroforeza 

Za analizu ekspresije proteina D1, RuBisCo, Hsp70 i Hsp90 koristio sam proteinske ekstrakte 

ukupnih topivih proteina koji su pripremljen prema protokolu opisanom u poglavlju 3.5.1. Za 

razdvajanje proteina po njihovoj relativnoj molekulskoj masi koristio sam natrijevu dodecil 

sulfat-poliakrilamid gel elektroforezu (eng. sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis, SDS-PAGE) jer se miješanjem s anionskim detergentom SDS proteini 

denaturiraju te im se maskira naboj i svi postaju negativno nabijeni (Balen i sur. 2011).  

Za provođenje SDS-PAG elektroforeze koristio sam sustav Mini-PROTEAN® 2 Cell (Bio-Rad, 

SAD), a gelove za razdvajanje (12%) i gelove za sabijanje (4%) pripremio sam prema Tablici 

4. Proteinske ekstrakte sam prvo denaturirao 5-minutnom inkubacijom na 95 °C u puferu za 

denaturaciju [eng. sample buffer; 187,5 mM Tris-HCl, 20% (v/v) glicerol, 6% (w/v) SDS, 5% 

(v/v), β-merkaptoetanol, 0,1% boje brom fenol modrilo omjeru 5:1. Nakon denaturacije, u svaku 

jažicu nanio sam 10 µg proteinskog uzorka, a u posebnu jažicu i 5 µL biljega molekulskih masa 

Pierce™ Unstained Protein MW Marker (ThermoFisher Scientific, SAD). Elektroforezu sam 

proveo na RT uz korištenje 10 × razrijeđenog elektrodnog pufera za SDS-PAG elektroforezu 

[0,25 M Tris, 1,92 M glicin i 10% (w/v) SDS (pH 8,3)] prvih 15 minuta na 100 V, te na 190 V 

do završetka elektroforeze. 
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Tablica 4. Sastav otopina za pripremu gelova za razdvajanje i sabijanje za SDS-PAGE. 

sastav 
12% gel za razdvajanje 

(volumen) 

4% gel za sabijanje 

(volumen) 

ultra-čista H2O 3,35 mL 3,05 mL 

1,5 Tris/HCl M; pH 8,8 2,5 mL  

0,5 M Tris/HCl; pH 6,8  1,25 mL 

30% akrilamid/bisakrilamid (AA/Bis) 4,0 mL 0,665 mL 

 vakuum 

10% SDS 100 µL 50 µL 

10% amonijev peroksodisulfat (APS) 50 µL 35 µL 

tetrametiletilendiamin (TEMED) 5 µL 8 µL 

 

3.7.2 Prijenos proteina na membranu 

Nakon SDS-PAG elektroforeze, gelove s razdvojenim proteinima prenio sam u vertikalni 

sustav za elektroprijenos Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad, SAD). 

Gelove sam položio na nitroceluloznu membranu koju sam namočio u pufer za prijenos [29 

mM Tris, 192 mM glicin, 10% (v/v) metanol], a ispod koje su se nalazili redom papir Whatmann 

i spužvica. Na gel sam potom stavio drugi Whatmann papir i drugu spužvicu te nakon 

istiskivanja mjehurića zraka između membrane i gela, zatvorio okvir nosača za elektroprijenos 

proteina. Tako pripremljeni nosač prenio sam u uređaj za vertikalni elektroprijenos u kojem se 

već nalazio hladni pufer za prijenos te posuda s ledom za hlađenje sustava. Elektroprijenos 

proteina na nitroceluloznu membranu trajao je 60 minuta na 60 V, nakon čega sam provjerio 

kvalitetu prijenosa proteina inkubacijom nitrocelulozne membrane 5 minuta u boji Rouge 

Ponceau S [0,5% (w/v) Rouge Ponceau S, 1% (v/v) octena kiselina]. Nakon inkubacije, višak 

boje sam uklonio ispiranjem membrane u deH2O te grafitnom olovkom označio položaje biljega 

molekulskih masa. Membranu sam potom inkubirao u puferu TBS (eng. tris-buffered saline; 

50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 7,5) u trajanju od 2 minute kako bih odstranio boju Rouge 

Ponceau S s membrane. 

3.7.3 Imunodetekcija proteina  

Nakon prijenosa proteina na membranu i označavanja položaja biljega molekulskih masa, 

membranu sam blokirao inkubacijom u otopini A [1 × TBS pufer, 1% (v/v) Tween 20, 5% (w/v) 

bezmasno mlijeko u prahu] u trajanju od 60 minuta na RT na tresilici. Nakon blokiranja, 

pripremio sam otopine primarnog poliklonalnog, kunićjeg anti-PsbA antitijela (AS05 084, 

Agrisera, Švedska) za protein D1, primarnog poliklonalnog, kunićjeg antitijela anti-Hsp70 

(AS08 371) za protein Hsp70 i poliklonalnog, kunićjeg antitijela anti-Hsp90 (AS08 346, 
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Agrisera, Švedska) za protein Hsp90 njihovim razrjeđivanjem 3000 × u otopini A. Za detekciju 

proteina RuBisCo, pripremio sam otopinu primarnog poliklonalnog, kunićjeg antitijela anti-

RbcL (AS03 037, Agrisera, Švedska) razrijeđeno 1000 × u otopini A. Membranu sam potom 

inkubirao u pripremljenim otopinama primarnih antitijela, prvo 60 minuta na tresilici na RT te 

preko noći na  4 °C. Membrane sam potom isprao tri puta inkubacijom u otopini A u trajanju 

od 10 minuta te ih inkubirao 60 minuta na RT na tresilici u 30000 × razrijeđenim sekundarnim 

anti-kunićjim antitijelima IgG-HRP otopljenim u otopini A. Nakon inkubacije, membrane sam 

isprao u otopini B [1 × PBS pufer (poglavlje 3.2.4), 1% (v/v) Tween 20] tri puta inkubacijom 

po 10 minuta, poslije čega sam membrane inkubirao 5 minuta na RT u mraku u otopini za 

kemiluminiscenciju (Western-Sure® Chemiluminescent Substrate, LI-COR Biosciences, SAD) 

u cilju detekcije proteinskih vrpci na uređaju C-DiGit Chemiluminescence Western Blot 

Scanner (LI-COR Biosciences, SAD). 

3.8 Analiza diferencijalne ekspresije proteina dvodimenzionalnom elektroforezom 

U cilju razlučivanja većeg broja proteina iz ukupnog staničnog ekstrakta radi analize razlika u 

ekspresiji proteina nakon izlaganja kulture stanica korištenim tretmanima, primijenio sam 

metodu 2-DE. Navedena metoda omogućuje analizu ekspresije proteina u cijelim stanicama 

razlučivanjem velikog broja proteina prvo prema njihovom naboju te zatim prema njihovoj 

veličini (Balen i sur. 2011). Za tretmane sa srebrom i bakrom, alge sam izložio koncentracijama 

koje omogućuju preživljenje 75% stanica, dok sam za tretmane s nanočesticama polistirena 

koristio koncentracije od 40 mg L-1. 

3.8.1 Ekstrakcija proteina fenolom 

Za analizu proteina 2-D elektroforezom i spektrometrijom masa, koristio sam proteinske 

ekstrakte izolirane modificiranom metodom pomoću fenola, jer su proteinski ekstrakti dobiveni 

navedenom metodom čišći u odnosu na klasičnu izolaciju u kalij-fosfatnom puferu (Pavoković 

i sur. 2012; Štefanić i sur. 2018). Prvo sam dvije replike svakog uzorka s ukupnim volumenom 

stanične suspenzije od 400 mL centrifugirao pri brzini od 3500 g na RT u trajanju od 5 minuta. 

Nakon centrifugiranja, odlio sam supernatant, a talog stanica resuspendirao u 1,3 mL 

ekstrakcijskog pufera [500 mM Tris, 50 mM EDTA, 700 mM saharoza, 100 mM KCl, 1 mM 

fenilmetilsulfonil fluorid (eng. phenylmethylsulfonyl fluoride, PMSF) i 2% (v/v) β-

merkaptoetanol]. Suspenziju stanica u ekstrakcijskom puferu sam zatim razdijelio u dvije 

epruvete od 1,5 mL s konačnim volumenom od 625 μL u svakoj epruveti. Nakon dodavanja 

0,08 g silika kuglica (425-600 µm) u svaku epruvetu, stanice sam homogenizirao na frekvenciji 

od 30 Hz tri puta po 4 minute. Između svake homogenizacije, nosač s uzorcima sam hladio na 
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 4 °C u trajanju od 1 minute. Nakon homogenizacije, prethodno razdijeljene homogenate sam 

spojio u čistim polipropilenskim epruvetama od 15 mL. Epruvete korištene u homogenizaciji 

sam potom dodatno isprao sa 700 μL ekstrakcijskog pufera kako bi pokupio sav homogenat te 

sve spojio s prethodno dobivenim homogenatom u polipropilenskim epruvetama od 15 mL. 

Uzorke sam potom inkubirao 10 minuta u ledu na tresilici. Svaki uzorak sam zatim pomiješao 

sa 2 mL fenola, pomiješao na vorteksu te inkubirao 10 minuta na RT na tresilici. Nakon 

inkubacije uzorke sam centrifugirao pri brzini od 4500 g 20 minuta na  4 °C, a supernatante 

prebacio u čiste polipropilenske epruvete od 15 mL. Uzorke sam potom pomiješao s 2 mL 

ekstrakcijskog pufera, pomiješao na vorteksu te inkubirao 3 minute na RT na tresilici. Nakon 

inkubacije, uzorke sam centrifugirao 20 minuta pri 4500 g na  4 °C, nakon čega sam 

supernatante prebacio u čiste polipropilenske epruvete od 50 mL te ih pomiješao s 4 × većim 

volumenom hladne precipitacijske otopine (0,1 M amonijev acetat u metanolu). Tako 

pripremljene uzorke sam inkubirao preko noći na -20 °C. Nakon inkubacije, uzorke sam 

centrifugirao 20 minuta pri 4500 g na  4 °C, a taloge isprao 3 × s 3 mL hladne precipitacijske 

otopine i jednom s 3 mL hladnog acetona. Nakon svakog ispiranja, uzorke sam ponovno 

centrifugirao pri jednakim uvjetima u trajanju od 10 minuta. Nakon centrifugiranja, supernatant 

sam odstranio te sam taloge osušio inkubacijom u horizontalnom položaju u digestoru. Nakon 

sušenja, taloge sam resuspendirao u 400 µL pufera za izoelektrično fokusiranje (IEF) [9 M urea, 

4% (w/v) 3-[(3-kolamidpropinil) dimetilamonijev]-1-propansulfat (CHAPS), 2 mg mL-1 

ditiotreitol (DTT), 5,2 µL mL-1 amfoliti] i prebacio u čiste epruvete od 1,5 mL. Tako otopljene 

taloge centrifugirao sam 5 minuta pri 20000 g na  4 °C, a supernatante prebacio u čiste epruvete 

od 1,5 mL. Proteinske ekstrakte sam čuvao do analize na -20 °C. 

Koncentraciju proteina u ekstraktima izmjerio sam modificiranom metodom po Bradfordu 

(Ramagli i Rodriguez 1985) koja uz pomoć zakiseljavanja poboljšava vezanje boje CBB G-250 

i proteina (Pavoković i sur. 2012). U polipropilenskim epruvetama od 15 mL pomiješao sam 

10 µL 0,1 M HCl, 70 µL deH2O, 20 µL proteinskog ekstrakta i 3,5 mL Bradford radne otopine 

(poglavlje 3.5.1). Nakon inkubacije u mraku u trajanju od 10 minuta, očitao sam apsorbanciju 

na 595 nm te izračunao koncentraciju proteina preko baždarne krivulje dobivene mjerenjem 

apsorbancija otopina BSA poznatih koncentracija (0,2 - 2,0 mg mL-1) otopljenih u IEF puferu 

uz dodatak DTT i amfolita. 

3.8.2 1. dimenzija - IEF 

Za razdvajanje proteina iz proteinskih ekstrakata prema njihovoj izoelektričnoj točki primijenio 

sam metodu IEF. Proteinske ekstrakte (poglavlje 3.8) razrijedio sam u IEF puferu do konačnog 
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volumena od 400 µL kako bi se u uzorcima nalazila jednaka masa proteina od 300 µg. Uzorke 

sam zatim pomiješao s 5 µL boje CBB G-250 te sve centrifugirao 5 minuta pri 20000 g na RT. 

Tako pripremljene uzorke prebacio sam u jažice u posudu za rehidraciju imobilina (eng. 

immobiline drystrip) te na uzorke položio imobiline duljine 13 cm s nelinearnim gradijentnim 

gelom (pH 3-10). Nakon što sam provjerio da je gel imobilina uronjen u uzorak te da nema 

mjehurića zraka koji bi mogli spriječiti unos proteina u gel, imobiline sam prekrio s 900 µL 

mineralnog ulja kako bih spriječio isušivanje gela tijekom postupka rehidracije u trajanju od 

12 - 16 sati na RT. 

Nakon prekonoćne rehidracije, imobiline sam stavio na keramičku podlogu uređaja za IEF 

(Ettan IPHphore 3, GE Healthcare, SAD) pazeći na njihovu orijentaciju i položaj. Elektrodne 

papiriće sam zatim namočio u 150 µL deH2O te ih postavio na krajeve imobilina na koje sam u 

postavio i elektrode uređaja i sve prelio sa 110 mL mineralnog ulja te pokrenuo IEF program 

uvjetovan dužinom i brojem imobilina. Napon se unutar prvog sata postupno povećavao do 500 

V, nakon čega se postupno povećavao do 1000 V unutar 1 h, zatim postupno do 8000 V unutar 

1 h, nakon čega je napon bio stalan na 8000 V do kraja elektroforeze. IEF je završio nakon 

prelaska 30 kVh te sam imobiline spremio na -80 °C do daljnje analize. 

3.8.3 2. dimenzija - SDS-PAG elektroforeza 

Imobiline sam prvo inkubirao u puferu za ekvilibraciju [0,05 M Tris-HCl, 6 M urea, 2% (w/v) 

SDS, pH 8,8] s dodatkom 130 mM DTT-a u trajanju od 15 minuta za redukciju disulfidnih veza 

između polipeptidnih lanaca, što omogućuje potpunu reakciju proteina sa SDS-om i točnu 

migraciju proteina SDS-PAG elektroforezom. Zatim sam ih 15 minuta inkubirao u 

ekvilibracijskom puferu s dodatkom 135 mM jodoacetamida (eng. iodoacetamide, IAA) radi 

alkiliranja sulfhidridnih skupina, čime sam inhibirao stvaranje novih disulfidnih veza. 

Nakon ekvilibracije, pripremio sam 12% SDS poliakrilamidne gelove (Tablica 5). Imobilne 

sam isprao u 1 × elektrodnom puferu (poglavlje 3.7.1.1) te ih postavio na SDS-poliakrilamidni 

gel, pritom pazeći na orijentaciju pozitivne strane imobilina koja se nalazila s lijeve strane SDS-

poliakrilamidnog gela. S desne strane imobilina sam postavio Whatmann papir na koji sam 

nanio 5 µL biljega molekulskih masa. Sve sam prekrio s otopinom agaroze [0,5% (w/v) agaroza, 

0,1% (v/v) BFB, 1 × elektrodni pufer] kako bih osigurao dobro prijanjanje imobilina na SDS-

gela bez mjehurića zraka koji bi mogli spriječiti prijenos proteina iz imobilina u gel te kako bih 

pratio tijek elektroforeze pomoću boje BFB koja putuje kroz gel jednakom brzinom kao i 

proteini najmanje molekulske mase. Elektroforezu sam proveo uz korištenje 10 × razrijeđenog 

elektrodnog pufera za SDS-PAG elektroforezu u sustavu PROTEAN II xi Cell (Bio-Rad, SAD) 
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prvih 30 minuta na 100 V, te ostatak vremena na 220 V, dok plava boja nije došla do donjeg 

ruba gela. Cijeli sustav za elektroforezu je još dodatno bio povezan na sustav za dovod vode 

kako bi održavao konstantnu temperaturu tijekom cijele elektroforeze.  

Tablica 5. Sastav otopina za pripremu 12% gelova za drugu dimenziju 2-DE. 

sastav volumen 

ultra-čista H2O 21 mL 

1,5 M Tris/HCl, pH 8,8 15 mL 

30% AA/Bis 24 mL 

 vakuum 

10% SDS 600 µL 

10% APS 300 µL 

TEMED 25 µL 

 

3.8.4 Analiza 2-D gelova  

Nakon provedene 2. dimenzije 2-DE, gelove sam obojao bojom CBB R-250 prema protokolu 

opisanom u Balen i sur. (2011) kako bih vizualizirao proteinske mrlje. Gelove sam prvo 

inkubirao 60 minuta u otopini za bojanje [0,1% (w/v) CBB R-250, 45% (v/v) etanol, 10% (v/v) 

ledena octena kiselina] na RT na tresilici. Potom, kako bih uklonio boju iz dijelova gela koji 

nisu sadržavali proteine, gelove sam inkubirao 60 minuta u otopini za uklanjanje boje [10% 

(v/v) octena kiselina i 20% (v/v) metanol] na tresilici na RT te preko noći na  4 °C uz redovitu 

zamjenu navedene otopine. Kada su se gelovi očistili, a proteinske mrlje bile jasno vidljive, 

gelove sam prenio u 10%-tnu (v/v) otopinu octene kiseline te pohranio na  4 °C. 

Obojane gelove sam zatim skenirao pomoću skenera Epson Perfection V700 Photo (Nagano, 

Japan). U cilju identifikacije onih proteina koji su kvalitativno ili kvantitativno promijenjeni u 

odnosu na kontrolu, gelove sam analizirao programom ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE 

Healthcare, SAD), koji izražava količinu proteina u pojedinačnim proteinskim mrljama u obliku 

volumnog postotka. Istim programom sam usporedio volumne postotke količine proteina 

između kontrole i tretmana u proteinskim mrljama na jednakim pozicijama na gelovima. Za 

daljnju analizu odabrao sam one proteinske mrlje koje su pokazivale razliku u ekspresiji koja 

je bila barem 1,5 × veća ili manja u odnosu na kontrolu. 
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3.9 Analiza proteina spektrometrijom masa 

3.9.1 Priprema uzoraka i digestija u gelu 

Za daljnju analizu, odabrane proteinske mrlje sam izolirao iz 2-D gela koristeći odrezani 

nastavak za pipetu te ih inkubirao do obezbojenja u epruvetama od 1,5 mL u otopini za 

odbojavanje [10% (v/v) octena kiselina i 40% (v/v) metanol] na termobloku na RT i miješanju 

od 550 rpm. 

U cilju potpunog čišćenja gelova od ostataka detergenta SDS i boje CBB, komadiće gelova 

isprao sam 3 × po 30 minuta u otopini 5 mM amonijeva bikarbonata (NH4HCO3; eng. 

ammonium bicarbonate, ABC) i 50% (v/v) acetonitrila (CH3CN; ACN, Merck, Njemačka) na 

termobloku na RT i miješanju od 900 rpm. Gelove sam potom dehidrirao 20-minutnom 

inkubacijom u 100%-tnom ACN na RT i 900 rpm, nakon čega sam ih inkubirao 45 minuta u 

otopini 10 mM DTT u 20 mM ABC na 56 °C i 900 rpm kako bi reducirao disulfidne veze. Za 

alkilaciju cisteinskih ostataka, komadiće gelova sam inkubirao 30 minuta u mraku u otopini 55 

mM IAA u 20 mM ABC na RT i 900 rpm. Tako pripremljene gelove sam zatim isprao 2 × po 

20 minuta u otopini koja je sadržavala 5 mM ABC i 50% (v/v) ACN na RT i 900 rpm. Nakon 

ispiranja, gelove sam ponovno dehidrirao u 100%-tnom ACN kako je prethodno opisano. 

Nakon dehidracije, gelove sam osušio u vakuum centrifugi (Concentrator plus, Eppendorf, 

Thermo Scientific, SAD) na 30 °C. Na osušene gelove dodao sam 50 µL tripsina kojeg sam 

pripremio u 20 mM ABC puferu. Gelovi su se inkubirali u otopini tripsina preko noći na 37 °C 

i 600 rpm u cilju digestije proteina u gelu. 

3.9.2 I  l  ij  i pr či ć v nje pep i   

Nakon digestije proteina tripsinom, supernatant iznad gela prebacio sam u čistu epruvetu te gel 

inkubirao 2 × po 30 minuta u 50 µL otopine za ekstrakciju [50% (v/v) ACN, 1% (v/v) 

trifluoroctena kiseline (eng. trifluoroacetic acid, TFA)] na RT i 900 rpm. Nakon svake 

inkubacije, dobiveni supernatant sam spojio sa supernatanom dobivenim nakon prekonoćne 

digestije. Gel sam potom inkubirao 30 minuta na RT i 900 rpm u 50 µL otopine 80% (v/v) ACN 

i 1% (v/v) TFA te supernatant spojio s prethodnima. Tako skupljene supernatante sam upario u 

vakuum centrifugi na 30 °C kako bih uklonio ACN i smanjio konačni volumen do približno 50 

µL. 

Za pročišćavanje dobivenih peptida primijenio sam metodu tekućinske kromatografije obrnutih 

faza pomoću kolone µSPE sa stacionarnom fazom C18 (Waters, SAD) uz korištenje uređaja 

PosiTip (Bene Lab, Hrvatska). Prvo sam kroz kolonu C18 µSPE propustio 100 µL metanola za 
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aktiviranje kolone, a zatim sam za ekvilibraciju kroz kolonu propustio 100 µL otopine A [2% 

(v/v) ACN, 1% (v/v) mravlja kiselina (eng. formic acid, FA)]. Nakon aktivacije i ekvilibracije, 

na kolonu sam nanio 40 µL otopine peptida uz protok brzine 10 µL min-1 kako bi peptidi zaostali 

na koloni. Kroz kolonu sam zatim propustio 100 µL vodene otopine B [0,1% (v/v) FA] za 

pročišćavanje peptida od soli. Peptide sam potom eluirao u 25 µL otopine C [0,1% (v/v) FA u 

80% (v/v) ACN], upario u čistoj epruveti od 1,5 mL pomoću vakuum centrifuge te pohranio na 

-80 °C do analize. 

3.9.3 Analiza peptida na spektrometru masa 

Prije snimanja, pročišćene i ukoncentrirane peptide otopio sam u 10 μL 0,1% (v/v) FA te 

prebacio u staklenu vijalu sa staklenim umetkom za snimanje. Za svaku analizu, na analitičku 

kolonu je injektirano 8 μL uzorka, a uzorci su snimani u Auto MS MS načinu rada uz pozitivnu 

ionizaciju elektroraspršenjem. Uzorke sam analizirao koristeći spektrometar masa 6545 Q-TOF 

opremljen s izvorom elektroraspršenja Jet Stream (Agilent Technologies, SAD) spregnut s 

uređajem za tekućinsku kromatografiju ultra visoke učinkovitosti (eng. ultra high performance 

liquid chromatography, UHPLC) Agilent 1290 Infinity II (Agilent Technologies, SAD) uz 

određene parametre za analizu HPLC (Tablica 6) i MS (Tablica 7). Peptide sam razdvojio 

korištenjem analitičke kolone AdvanceBio Peptide Map (Agilent Technologies, SAD) s 

dimenzijama 1,0 × 150 mm i veličinom čestica od 2,7 μm.  

Analizu dobivenih podataka odradio sam u program ProteinPilot 4.5 (AB Sciex, Njemačka), 

gdje sam kao pozitivni rezultat identifikacije proteina iz proteinskih mrlji uzimao analize s 

razinom pouzdanosti preko 95%. Identificirane proteine sam potom okarakterizirao 

pretraživanjem baza podataka UniProt i korištenjem alata ProtParam (Expasy, Švicarska). 
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Tablica 6. Parametri analize peptida tekućinskom kromatografijom ultra visoke učinkovitosti 

(UHPLC). 

Analitička kolona Agilent AdvanceBio Peptide Map, 1,0 × 150 mm 

Temperatura kolone 60 °C 

Temperatura autouzorkivača 10 °C 

Protok 0,1 mL min-1 

Volumen injektiranja 8 µL 

Mobilna faza A 0,1% FA / H2O 

Mobilna faza B 0,1% FA / 95% ACN 

Gradijent 

Vrijeme 

(min) 

% B 

0 3 

10 40 

14 90 

16 90 

18 3 

21 3 
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Tablica 7. Parametri analize peptida spektrometrijom masa (MS). 

Način ionizacije ESI uz pozitivnu ionizaciju 

Temperatura plina (N2) 325 °C 

Protok plina 13 L min-1 

Nebulizator 35 psi 

Temperatura plinskog omotača 275 °C 

Protok plinskog omotača 12 L min-1 

Napon na kapilari 4000 V 

Napon mlaznice 0 V 

Napon fragmentora 175 V 

Napon skimmera 65 V 

Octopole RF Vpp 750 V 

MS područje snimanja (m z) 100 - 2000 

MS brzina snimanja (spektri/s) 3 

Auto MS MS područje snimanja (m z) 100 - 2000 

MS/MS brzina snimanja (spektri/s) 2 

Širina izolacija Srednja (~4 amu) 

Maksimalni broj prekursora po ciklusu 10 

Sortiranje prekursora Prvo po naboju, nakon toga po intenzitetu 

Kolizijska energija 
3,1 × (m/z)/100+1 za naboj 2+ 

3,6 × (m/z)/100-4,8 za naboj 3+ 

Prag za MS/MS (apsolutni broj) 3000 

Prag za MS/MS (rel.) (%) 0,001 

Dinamičko isključivanje 
Snimanje 2 spektra, te isključivanje na period od 

0,05 min 

MS/MS akumulacijski vremenski okvir 25000 „counts“ po spektru 

Referentni ioni tijekom analize 
m/z 121,050873 (purine) 

m/z 922,009798 (HP-921) 

 

3.10 S   i  ič   i  r fič   obrada rezultata 

Statističku analizu rezultata ICP-MS mjerenja, mjerenja količine otopljenog i partikularnog 

organskog ugljika, fluorimetrijskih i spektrofotometrijskih mjerenja, komet testa, stope 

fotosinteze te parametara fluorescencije klorofila a proveo sam jednosmjernom analizom 

varijance (eng. analysis of variance, ANOVA) praćenom Newman-Keuls post hoc testom 

pomoću programskog paketa STATISTICA 14.0.0.15 (TIBCO Software, SAD). Razlike 

između srednjih vrijednosti smatrane su statistički značajnim pri p ≤ 0,05. Za grafičku obradu i 

prikaz rezultata koristio sam programski paket Microsoft Office Professional Plus 2019 

(Microsoft, SAD).
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4. REZULTATI 

4.1 Karakteristike n n če  i   

4.1.1 N n če  i e srebra 

Analiza rezonancije površinskih plazmona suspenzije AgNP-citrat pokazala je maksimum 

apsorbancije na valnoj duljini od 418 nm, što ukazuje na promjer čestica od 47 nm te potvrđuje 

uspješnost sinteze, dok relativno uzak spektar upućuje na malu distribuciju veličina čestica u 

suspenziji (Slika 9.A). Maksimum apsorbancije suspenzije AgNP-CTAB izmjerio sam na 

valnoj duljini od 449 nm, što ukazuje na promjer čestica od 72 nm te potvrđuje uspješnost 

sinteze. Širina spektra ukazuje na veću distribuciju promjera nanočestica unutar suspenzije u 

usporedbi s česticama AgNP-citrat (Slika 9.E). Mikrofotografije dobivene elektronskim 

mikroskopom pokazale su da suspenzije oba tipa AgNP sadrže većinom čestice sferičnog oblika 

i manji udio štapićastih oblika, a promjer sferičnih čestica iznosi od 40-60 nm za AgNP-citrat 

(Slika 9.B), odnosno od 50-90 nm za AgNP-CTAB (Slika 9.F). EDX analiza potvrdila je da su 

AgNP-citrat i AgNP-CTAB sadržavale srebro (Slika 9.C, D, G, H; Prilog 2), dok je analiza 

DLS pokazala da je dH čestica AgNP-citrat bio 41,4 nm, a čestica AgNP-CTAB 82,8 nm 

(Tablica 8). ζ potencijal suspenzije AgNP-citrat iznosio je -40,50 mV, a suspenzije AgNP-

CTAB 51,34 mV. Koncentracija srebra u matičnoj suspenziji AgNP citrat bila je 112,2 mg L-1, 

dok je u matičnoj suspenziji AgNP CTAB iznosila 94,6 mg L-1. U obje suspenzije AgNP 

nalazilo se 0,5% iona Ag . 
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Slika 9. UV/Vis apsorpcijski spektri gdje strelice pokazuju na maksimum apsorbancije (A i E) 

i mikrofotografije čestica AgNP-citrat (B-D) i AgNP-CTAB (F-H) u matičnim suspenzijama 

dobivene transmisijskim elektronskim mikroskopom (TEM). Slike B i F – svijetlo vidno polje; 

C i G – mapa elementa srebra; D i H − spektar energijski razlučujuće disperzivne rendgenske 

spektroskopije (EDX), gdje strelice pokazuju signal karakterističnih X-zraka srebra. Za svaku 

matičnu suspenziju analizirane su četiri replike (n = 4). Mjerilo prikazuje 500 nm. 
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Tablica 8. Fizikalno-kemijske karakteristike AgNP-citrat i AgNP-CTAB u matičnim 

suspenzijama: hidrodinamički promjer (dH) određen iz distribucije veličine po volumenu, 

vrijednost ζ potencijala, koncentracija srebra i postotak ionskog srebra (Ag+). 

K r   eri  i e A NP- i r   A NP-C AB 

d
H
, nm 41,4 ± 0,9 82,8 ± 1,1 

ζ potencijal, mV  40,50 ± 3,21 51,34 ± 2,05 

Koncentracija srebra, mg L-1 112,2 94,6 

Ag
 
, % 0,5 0,5 

 

4.1.2 N n če  i e bakra 

Mikrofotografije dobivene elektronskim mikroskopom pokazale su da su CuONP i Cu2ONP u 

suspenziji bile prisutne ili u aglomeratima ili pojedinačno u sferičnom obliku s promjerom od 

30-80 nm za CuONP (Slika 10.A, B) te od 30-60 nm za Cu2ONP (Slika 10.D, E). EDX analiza 

potvrdila je da su oba tipa čestica sadržavale bakar (Slika 10.C, F; Prilog 3). DLS analizom 

izmjeren je dH od 664,9 nm u suspenziji CuONP te od 432,0 nm u suspenziji Cu2ONP (Tablica 

9). ζ potencijal suspenzije CuONP iznosio je 7,04 mV, dok je za Cu2ONP izmjerena manja 

vrijednost od -25,16 mV. 



68 

 

 

Slika 10. Mikrofotografije CuONP (A-C) i Cu2ONP (D-F) u matičnim suspenzijama dobivene 

transmisijskim elektronskim mikroskopom (TEM). Slike A i D – svijetlo vidno polje; B i F – 

mapa elementa bakra; C i F − spektar energijski razlučujuće disperzivne rendgenske 

spektroskopije (EDX). Za svaku matičnu suspenziju analizirane su četiri replike (n = 4). Strelice 

pokazuju signal karakterističnih X-zraka bakra. Mjerilo prikazuje 500 nm. 

 

Tablica 9. Fizikalno-kemijske karakteristike CuONP i Cu2ONP u matičnim suspenzijama: 

hidrodinamički promjer (dH) određen iz distribucije veličine po volumenu, vrijednost ζ 

potencijala i koncentracija bakra. 

K r   eri  i e CuONP Cu2ONP 

d
H
, nm 664,9 ± 14,2 432 ± 3,9 

ζ potencijal, mV 7,04 ± 0,53  25,16 ± 3,72 

Koncentracija bakra, mg L-1 1000 1000 



69 

 

4.1.3 N n če  i e p li  iren  

TEM analiza matičnih suspenzija PS-NP, PS-NH2-NP i PS-COOH-NP pokazala je nanočestice 

vrlo pravilnog sferičnog oblika (Slika 11). Promjer čestica PS-NP iznosio je 49-62 nm, čestica 

PS-NH2-NP 40-52 nm, dok je za čestice PS-COOH-NP izmjerena vrijednost iznosila 45-55 nm. 

DLS analiza pokazala je dH od 73,8 nm za PS-NP, 62,1 nm za PS-NH2-NP, dok je za 

PS-COOH-NP izmjerena vrijednost od 63,2 nm (Tablica 10). ζ potencijal iznosio je 13,16 mV 

za suspenziju PS-NP, 11,83 mV za PS-NH2-NP te 12,27 mV za suspenziju PS-COOH-NP. 

 

Slika 11. Mikrofotografije svijetlog vidnog polja PS-NP, PS-NH2-NP i PS-COOH-NP u 

matičnim suspenzijama dobivene transmisijskim elektronskim mikroskopom (TEM). Za svaku 

matičnu suspenziju analizirane su četiri replike (n = 4). Mjerilo prikazuje 500 nm. 

 

Tablica 10. Fizikalno-kemijske karakteristike PS-NP, PS-NH2-NP i PS-COOH-NP u matičnim 

suspenzijama: hidrodinamički promjer (dH) u nm određen iz distribucije veličine po volumenu, 

vrijednost ζ potencijala u mV i koncentracija polistirena u mg L-1. 

K r   eri  i e PS-NP PS-NH2-NP PS-COOH-NP 

d
H
, nm 73,8 ± 0,9 62,1 ± 0,9 63,2 ± 0,8 

ζ potencijal, mV 13,16 ± 0,07 11,83 ± 0,03 12,27 ± 0,03 

Koncentracija polistirena, mg L-1 27000 10000 27000 

 

4.2 O ređiv nje e  p nen ij lne f  e rasta 

Eksponencijalni rast stanica algi počinje drugog i završava 9. dana, nakon čega alge ulaze u 

stacionarnu fazu rasta (Slika 12). Nakon inokulacije stanica u podlogu BBM (0. dan), stanice 

su dosegle koncentraciju od otprilike 1 × 106 stanica mL-1 (4. dan) kada je započelo i izlaganje 

kulture stanica nanočesticama srebra, bakra i polistirena te AgNO3 i CuSO4 u trajanju od 72 h. 
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Slika 12. Krivulja rasta alge C. vulgaris u podlozi BBM praćena brojanjem stanica u periodu 

od 15 dana. Koncentracija stanica za svaki dan predstavlja srednju vrijednost koncentracije 

stanica dobivenih od 6 replika kulture stanica. 

 

4.3 Određivanje EC25 vrijednosti  

Metodom protočne citometrije uz primjenu fluorescentne boje PI napravljene su krivulje 

vijabilnosti stanica u ovisnosti o koncentraciji pojedinih tretmana srebra i bakra (Slika 13 i 14).  

Za AgNP, EC25 vrijednosti iznosile su 0,188 mg L-1 za tretman s AgNP-citrat (Slika 13.A, D), 

odnosno 0,895 mg L-1 za tretman s AgNP-CTAB (Slika 13.B, E), iz čega je jasno vidljivo da 

AgNP-citrat izazivaju smrt stanica pri nižim koncentracijama nego AgNP-CTAB. Izlaganje 

AgNO3 rezultirao je najbržom smrti stanica od svih ispitanih tretmana srebrom, a izračunata 

EC25 vrijednost iznosila je 0,130 mg L-1 (Slika 13.C, F).  
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Slika 13. Analiza vijabilnosti stanica algi C. vulgaris nakon 72 h izlaganja rastućim 

koncentracijama AgNP-citrat, AgNP-CTAB i AgNO3 u podlozi BBM. Postotak vijabilnih 

stanica je utvrđen protočnom citometrijom uz primjenu fluorescentne boje propidij jodid (PI). 

Slike protočne citometrije dobivene su za svaku primijenjenu koncentraciju tretmana te su 

prikazane one koje prikazuju približno 25% mrtvih stanica (A–C). Primjenom modela 

logističke regresije četiri parametra (4PL), koji je korišten za izradu krivulje vijabilnosti algi 

nakon primijenjenih tretmana, određene su i koncentracije AgNP-citrat, AgNP-CTAB i AgNO3 

koje dovode do EC25 vrijednosti (D–F), koje su korištene u svim eksperimentima. Vrijednosti 

predstavljaju srednje vrijednosti dva različita eksperimenta, svaki s tri ponavljanja (n = 6). Plava 

linija označava EC25 vrijednost. 
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Nakon izlaganja nanočesticama bakra, EC25 vrijednosti iznosile su 14,45 mg L-1 za tretman s 

CuONP (Slika 14.A, D), odnosno 11,89 mg L-1 za tretman s Cu2ONP (Slika 14.B, E), iz čega 

je jasno vidljivo da Cu2ONP izazivaju bržu smrt stanica nego CuONP. Izlaganje CuSO4 

rezultirao je najbržom smrti stanica od svih ispitanih tretmana bakrom, a izračunata EC25 

vrijednost iznosila je 8,36 mg L-1 (Slika 14.C, F).  
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Slika 14. Analiza vijabilnosti stanica algi C. vulgaris nakon 72 h izlaganja rastućim 

koncentracijama CuONP, Cu2ONP i CuSO4 u podlozi BBM. Postotak vijabilnih stanica je 

utvrđen protočnom citometrijom uz primjenu fluorescentne boje propidij jodidom (PI). Slike 

protočne citometrije dobivene su za svaku primijenjenu koncentraciju tretmana te su prikazane 

one koje prikazuju približno 25% mrtvih stanica (A–C). Primjenom modela logističke regresije 

četiri parametra (4PL), koji je korišten za izradu krivulje vijabilnosti algi nakon primijenjenih 

tretmana, određene su i koncentracije CuONP, Cu2ONP i CuSO4 koje dovode do EC25 

vrijednosti (D–F), koje su korištene u svim eksperimentima. Vrijednosti predstavljaju srednje 

vrijednosti dva različita eksperimenta, svaki s tri ponavljanja (n = 6). Plava linija označava EC25 

vrijednost. 
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4.4 Stabilnost n n če  i   u podlozi BBM  

4.4.1 N n če  i e i ioni srebra 

Stabilnost AgNP s različitim omotačima (AgNP-citrat i AgNP-CTAB) i AgNO3 u 

koncentracijama koje uzrokuju preživljenje 75% stanica algi u podlozi BBM analizirao sam 

UV/Vis spektroskopijom (Slika 15). Oba tipa AgNP pokazala su brzu aglomeraciju nakon 

kontakta s hranjivom podlogom.  

Dodatak AgNP-citrat u podlogu BBM izazvao je pomak maksimuma apsorbancije prema većim 

valnim duljinama (s 411 nm na 467 nm) unutar samo jednog sata, što sugerira početnu 

aglomeraciju nanočestica (Slika 15.A). Nakon trećeg sata primijećen je lagani pomak prema 

kraćim valnim duljinama (s 469 nm na 435 nm), što ukazuje na smanjenje promjera nanočestica, 

nakon čega položaj maksimuma apsorbancije ostaje relativno stabilan do 72 sata. Intenzitet 

maksimuma apsorbancije povećavao se do petog sata, nakon čega se smanjivao do 24. sata te 

zatim stabilizirao do kraja mjerenja. Navedena promjena u amplitudi upućuje na početnu 

redukciju iona Ag+ u elementarno srebro do petog sata, nakon čega je uslijedila disocijacija 

iona Ag+. 

Čestice AgNP-CTAB pokazale su značajan pomak u maksimumu apsorbancije prema većim 

valnim duljinama (s 446 nm na 473 nm) nakon dodavanja u podlogu BBM, što označava 

početnu aglomeraciju (Slika 15.B). Nakon trećeg sata primijećen je lagani pomak prema kraćim 

valnim duljinama (s 467 nm na 426 nm), što ukazuje na smanjenje promjera AgNP-CTAB, 

nakon čega je položaj maksimuma apsorbancije ostao relativno konstantan do 72. sata. 

Intenzitet maksimuma apsorbancije ostao je stabilan do trećeg sata, nakon čega je uslijedio 

nagli porast, što upućuje na redukciju iona Ag+ i stvaranje AgNP do trećeg sata, nakon čega 

slijedi relativna stabilizacija. 

Nakon dodatka AgNO3 u podlogu BBM, zabilježeno je brzo stvaranje AgNP unutar prvog sata, 

što je vidljivo iz pojave karakterističnog SPR maksimuma apsorbancije na 485 nm (Slika 15.C). 

Nakon dva sata, maksimum apsorbancije se pomaknuo prema manjim valnim duljinama (457 

nm), što upućuje na smanjenje promjera novonastalih AgNP, nakon čega nije bilo značajnih 

pomaka. Intenzitet maksimuma apsorbancije postupno se povećavao do četvrtog sata, potom 

smanjivao do 48. sata, nakon čega se stabilizirao do kraja mjerenja. Navedeni rezultat ukazuje 

na snažne interakcije između iona Ag+ oslobođenih iz AgNO3 i drugih iona iz hranjive podloge, 

što posljedično dovodi do sinteze i disocijacije AgNP. 
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Slika 15. UV/Vis apsorpcijski spektri AgNP-citrat (0,188 mg L-1) (A), AgNP-CTAB 

(0,895 mg L-1) (B) i AgNO3 (0,130 mg L-1) (C) nakon dodavanja u podlogu BBM snimljeni 

tijekom 72 sata. 

 

DLS analize pokazale su trenutnu aglomeraciju oba tipa AgNP u podlozi BBM, što je rezultiralo 

povećanjem promjera čestica na 109 nm za AgNP-citrat, odnosno 106 nm za AgNP-CTAB 

(Tablica 11). Veličina AgNP-citrat je ostala stabilna do 24. sata, nakon čega se promjer 

postupno smanjivao na 61 nm do 72. sata. S druge strane, AgNP-CTAB aglomerati ostali su 

približno jednake veličine do 72. sata. Rezultati dobiveni DLS analizom otopine AgNO3 

podudaraju se s rezultatima UV/Vis spektroskopije i ukazuju na sintezu AgNP, čija se veličina 

smanjila s početnih 174 nm na 94 nm nakon 24 sata, nakon čega se dodatno smanjila na 84 nm 

nakon 72 sata. 

Analiza ζ potencijala je pokazala da je promjena naboja AgNP bila ovisna o primijenjenom 

omotaču (Tablica 11). Dodatakom AgNP-citrat u podlogu BBM, naboj na površini čestica ostao 

je negativan do 48. sata, nakon čega naboj postaje pozitivan. Suprotno tome, nakon dodatka 

AgNP-CTAB u podlogu, naboj čestica u suspenziji je ostao negativan do kraja mjerenja. AgNP 

nastale kao rezultat interakcije AgNO3 i podloge BBM pokazivale su negativan neto naboj na 

površini do 48. sata, nakon čega je ukupni naboj čestica u suspenziji postao neutralan. 
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Tablica 11. Promjena hidrodinamičkog promjera (dH) i zeta (ζ) potencijala AgNP-citrat 

(0,188 mg L-1), AgNP-CTAB (0,895 mg L-1) i AgNO3 (0,130 mg L-1) zabilježena nakon 

dodavanja u podlogu BBM tijekom 72 sata. Rezultati su prikazani kao distribucija veličine 

volumena i predstavljaju srednju vrijednost ± standardna pogreška od 10 mjerenja. ζ potencijali 

izraženi su kao srednja vrijednost ± standardna pogreška od 5 mjerenja. 

  

Vrijeme 

(h) 

Podloga BBM s dodatkom 

AgNP-citrat 

Podloga BBM s dodatkom 

AgNP-CTAB 

Podloga BBM s dodatkom 

AgNO3 

dH (nm) 
ζ potencijal 

(mV) 
dH (nm) 

ζ potencijal 

(mV) 
dH (nm) 

ζ potencijal 

(mV) 

0 109,0 ± 3,5 -29,23 ± 0,02 106,5 ± 1,1 -24,11 ± 3,70 174,7 ± 6,4 -11,17 ± 9,98 

1 109,9 ± 2,6 -0,29 ± 0,06 115,6 ± 1,9 -23,14 ± 2,05 163,5 ± 5,3 -10,35 ± 14,56 

2 114,9 ± 2,8 -35,89 ± 3,07 115,1 ± 1,3 -20,40 ± 1,87 161,3 ± 6,7 -27,46 ± 2,97 

3 119,3 ± 1,5 -35,76 ± 4,20 114,7 ± 1,1 -25,13 ± 5,00 173,9 ± 3,7 -31,26 ± 2,74 

4 113,4 ± 0,7 -29,43 ± 0,26 117,6 ± 2,4 -33,78 ± 4,25 161,9 ± 1,8 -15,62 ± 9,86 

5 112,4 ± 2,5 -33,16 ± 7,18 118,0 ± 1,6 -24,93 ± 3,17 155,9 ± 4,4 -7,42 ± 12,88 

24 68,0 ± 0,7 -25,97 ± 11,29 114,3 ± 1,7 -26,10 ± 2,20 94,9 ± 2,8 -26,76 ± 2,25 

48 63,7 ± 0,9 -17,04 ± 9,32 114,3 ± 1,4 -26,92 ± 4,08 94,8 ± 4,1 -34,78 ± 3,58 

72 61,77 ± 1,8 21,37 ± 5,42 131,5 ± 9,8 -10,01 ± 11,80 84,8 ± 8,2 0,00 ± 0,00 

 

4.4.2 N n če  i e i ioni bakra 

Analiza dH nanočestica bakra u koncentracijama koje uzrokuju preživljenje 75% stanica algi u 

podlozi BBM ukazala je na značajnu aglomeraciju u svim ispitanim tretmanima (Tablica 12). 

Za čestice CuONP primijećeno je da stvaraju aglomerate promjera od 414,4 nm, koji se do 

petog sata smanjio na vrijednost od 370,7 nm. Nakon 24 sata, aglomerati CuONP su se povećali 

na početnu vrijednost te se nakon 48 sati smanjili na konačni promjer od 241,7 nm, koji se nije 

značajno promijenio do kraja mjerenja. Mjerenje dH čestica Cu2ONP pokazalo je početnu 

aglomeraciju s promjerom aglomerata od 361,8 nm koji je nakon jednog sata narastao na 457,5 
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nm te se zatim do četvrtog sata smanjio na vrijednost od 346,2 nm. Nakon pet sati, promjer se 

povećao na 378,8 nm te se nakon 48 h smanjio na 305,0 nm i do kraja mjerenja rastao do 

konačnog promjera od 330,6 nm. Dodatkom CuSO4 u podlogu BBM, nastali su aglomerati 

promjera od 249,6 nm čiji je promjer do petog sata narastao na vrijednost od 518,7 nm. Nakon 

24 sata pa sve do kraja mjerenja promjer aglomerata bio je veći od 20000 nm, što ukazuje na 

stvaranje velikih kompleksa. 

Analiza ζ potencijala pokazala je da su CuONP nakon dodavanja u podlogu BBM postale 

negativno nabijene, s izuzetkom četvrtog sata kada je izmjereni naboj bio pozitivan (Tablica 

12). I Cu2ONP pokazale su negativni neto naboj, koji se s početnih -54,43 mV do kraja mjerenja 

povećao na -5,53 mV. S druge strane, dodatak CuSO4 u podlogu BBM je u početku rezultirao 

stvaranjem pozitivnog naboja od 22,67 mV nakon prvog sata, ali je već nakon drugog sata 

postao negativan (-23,16 mV) te ponovno pozitivan (21,73 mV) nakon trećeg sata. Poslije 

trećeg sata, ukupan naboj na površini čestica postao je neutralan i iznosio 0,94 mV da bi nakon 

petog sata postao negativan i takav ostao do kraja mjerenja s konačnom vrijednosti od -25,62 

mV. 
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Tablica 12. Promjena hidrodinamičkog promjera (dH) i zeta (ζ) potencijala CuONP 

(14,45 mg L-1), Cu2ONP (11,89 mg L-1) i CuSO4 (8,36 mg L-1) nakon dodavanja u podlogu 

BBM tijekom 72 sata. Rezultati su prikazani kao distribucija veličine volumena i predstavljaju 

srednju vrijednost ± standardna pogreška od 10 mjerenja. ζ potencijali izraženi su kao srednja 

vrijednost ± standardna pogreška od 5 mjerenja. 

Vrijeme 

(h) 

Podloga BBM s dodatkom 

CuONP 

Podloga BBM s dodatkom 

Cu2ONP 

Podloga BBM s dodatkom 

CuSO4 

dH (nm) 
ζ potencijal 

(mV) 
dH (nm) 

ζ potencijal 

(mV) 
dH (nm) 

ζ potencijal 

(mV) 

0 414,4 ± 5,5 -37,17 ± 1,80 361,8 ± 3,8 -54,43 ± 0,89 249,6 ± 5,7 22,67 ± 0,02 

1 400,5 ± 14,1 -22,52 ± 2,19 457,5 ± 16,8 -37,24 ± 2,54 267,7 ± 6,3 -23,16 ± 10,47 

2 369,3 ± 3,1 -28,99 ± 5,17 389,2 ± 18,4 -29,44 ± 3,65 311,9 ± 7,5 21,73 ± 0,01 

3 371,4 ± 5,3 -34,50 ± 3,28 353,2 ± 8,2 -23,57 ± 5,52 365,3 ± 24,0 -3,63 ± 11,25 

4 369,5 ± 5,4 17,23 ± 0,01 346,2 ± 13,8 -33,54 ± 1,33 455,8 ± 12,1 0,94 ± 8,97 

5 370,7 ± 12,8 -37,91 ± 3,63 378,8 ± 14,8 -25,84 ± 1,17 518,7 ± 13,4 -26,51 ± 5,80 

24 415,4 ± 19,3 -30,34 ± 2,78 337,5 ± 3,2 -26,43 ± 3,44 35163,8 ± 3608,6 -37,15 ± 2,79 

48 241,7 ± 9,4 -20,33 ± 1,58 305,0 ± 14,1 -12,87 ± 1,80 26730,5 ± 8507,9 -35,3 ± 3,94 

72 261,7 ± 4,2 -3,26 ± 2,72 330,6 ± 7,2 -5,53 ± 3,18 53084,7 ± 2705,8 -25,62 ± 8,28 

 

4.4.3 N n če  i e p li  iren  

Nakon dodatka svih tipova nanočestica polistirena u podlogu BBM u konačnim 

koncentracijama od 40 mg L-1, njihov dH nije se značajnije mijenjao do kraja pokusa (Tablica 

13). Izmjerene vrijednosti dH na početku i na kraju pokusa bile su 70,6 nm i 69,8 nm za PS-NP, 

50,0 nm i 53,7 nm za PS-NH2-NP te 55,5 nm i 55,4 nm za PS-COOH-NP, što pokazuje da su 

stabilne u podlozi BBM. 

S druge strane, analiza ζ potencijala (Tablica 13) pokazala je da dodatak PS-NP u podlogu BBM 

rezultira stvaranjem pozitivnog naboja tijekom prvih pet sati mjerenja, nakon čega naboj postaje 

negativan do 48. sata (-36,14 mV) te ponovno pozitivan do kraja mjerenja (25,08 mV). Dodatak 
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PS-NH2-NP u podlogu BBM također je rezultirao stvaranjem pozitivnog neto naboja do 24. 

sata (17,63 mV), nakon čega je naboj postao negativan i takvim ostao do kraja mjerenja (-16,99 

mV). Sličan rezultat dobiven je i s česticama PS-COOH-NP, gdje je ukupan naboj na površini 

čestica bio pozitivan do kraja prvog dana, s izuzetkom prvog sata kada je analizom ζ potencijala 

utvrđen naboj od -29,57 mV. Nakon 24 sata, naboj je ostao negativan do kraja pokusa s 

vrijednošću ζ potencijala od -22,61 mV. 

Tablica 13. Promjena hidrodinamičkog promjera (dH) i zeta (ζ) potencijala PS-NP, PS-NH2-NP 

i PS-COOH-NP konačnih koncentracija od 40 mg L-1 nakon dodavanja u podlogu BBM tijekom 

72 sata. Rezultati su prikazani kao distribucija veličine volumena i predstavljaju srednju 

vrijednost ± standardna pogreška od 10 mjerenja. ζ potencijali izraženi su kao srednja vrijednost 

± standardna pogreška od 5 mjerenja. 

Vrijeme 

(h) 

Podloga BBM s dodatkom 

PS-NP 

Podloga BBM s dodatkom 

PS-NH2-NP 

Podloga BBM s dodatkom 

PS-COOH-NP 

dH (nm) 
ζ potencijal 

(mV) 
dH (nm) 

ζ potencijal 

(mV) 
dH (nm) 

ζ potencijal 

(mV) 

0 70,6 ± 0,5 21,20 ± 0,62 50,0 ± 0,8 19,50 ± 0,01 55,5 ± 0,4 13,30 ± 0,01 

1 70,9 ± 0,6 18,66 ± 0,01 49,2 ± 0,4 19,96 ± 0,01 56,2 ± 0,3 -29,57 ± 3,26 

2 71,7 ± 0,7 21,44 ± 0,04 48,8 ± 0,5 20,92 ± 0,49 57,3 ± 1,2 14,59 ± 0,43 

3 71,2 ± 0,7 22,925 ± 0,01 47,6 ± 0,3 22,32 ± 0,65 56,6 ± 0,7 15,71 ± 0,01 

4 69,7 ± 0,3 21,25 ± 0,62 49,0 ± 0,4 19,39 ± 0,48 56,9 ± 0,2 21,21 ± 0,52 

5 70,8 ± 0,8 21,87 ± 0,88 48,8 ± 0,5 23,03 ± 0,03 56,5 ± 0,7 23,35 ± 0,02 

24 70,6 ± 0,5 -36,14 ± 2,38 49,5 ± 0,6 17,63 ± 0,01 55,6 ± 0,6 22,87 ± 0,01 

48 67,1 ± 0,9 -38,18 ± 4,56 48,0 ± 0,6 -24,23 ± 3,01 53,8 ± 0,5 -36,63 ± 0,90 

72 69,8 ± 0,7 25,08 ± 0,02 53,7 ± 2,5 -16,99 ± 2,20 55,4 ± 0,5 -22,61 ± 7,29 

 

4.5 Lokalizacija i akumulacija n n če  i   u stanicama i   rf l   e promjene 

4.5.1 N n če  i e i ioni srebra 

Konfokalnom mikroskopijom vizualizirana je stanična stijenka, kloroplast i sloj EPS kontrolnih 

stanica alge C. vulgaris kao i stanica algi nakon izlaganja s oba tipa AgNP i AgNO3 u 

koncentracijama koje uzrokuju preživljenje 75% stanica algi (Slika 16). Fluorescentnom bojom 
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Fluostatin I vizualizirane su stanične stijenke algi koje su u svim uzorcima bile dobro vidljive i 

jasno definirane. Nadalje, mjerenjem autofluorescencije jasno je uočen i jedan kloroplast u 

stanicama alge. Pomoću lektina ConA, koji se specifično veže na glukozu i manozu i koji je 

obilježen fluoroforom FITC, vizualiziran je sloj EPS oko kontrolnih stanica algi, ali i oko 

stanica algi nakon izlaganja svim tretmanima gdje se količina ovog sloja povećala u odnosu na 

kontrolu.  

 

Slika 16. Slike kontrolnih stanica alge C. vulgaris i stanica alge nakon 72 sata izlaganja 

AgNP-citrat (0,188 mg L-1), AgNP-CTAB (0,895 mg L-1) i AgNO3 (0,130 mg L-1). Stanice su 

snimljene konfokalnim mikroskopom u svijetlom vidnom polju; primjenom fluorescentne boje 

Fluostatin I označena je stanična stijenka (plavo); autoflorescencijom je označen kloroplast 

(crveno); lektinom ConA obilježenim s fluoresceinom (ConA-FITC) označen je sloj EPS 

(zeleno); dok zadnji stupac prikazuje rezultate preklapanja svih dobivenih slika. Mjerilo 

prikazuje 5 μm. 

 

Količina sloja EPS vezanog uz stanice algi određena je iz vrijednosti POC, dok je količina 

topivog sloja EPS određena iz vrijednosti DOC nakon svih primijenjenih tretmana AgNP i 

AgNO3. Rezultati upućuju da je nakon izlaganja svim tretmanima došlo do povećane sinteze 

Kontrola

AgNP citrat

AgNP CTAB

AgNO 3

Autofluorescencija

klorofila

ConA FITCFluostatin ISvijetlo vidno

polje

Preklapanje
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sloja EPS u odnosu na kontrolu (Tablica 14). Svi tremani sa srebrom rezultirali su značajnim 

povećanjem vrijednosti DOC u odnosu na kontrolu, iako je najveća količina otopljenog ugljika 

(DOC) u hranjivoj podlozi izmjerena nakon tretman s AgNO3, dok su vrijednosti DOC nakon 

izlaganja s oba tipa AgNP bile slične. S druge strane, niti jedan tretman nije izazvao značajno 

povećanje partikularnog ugljika (POC) u odnosu na kontrolu (Tablica 14, POC). Najveća 

vrijednost POC izmjerena je nakon izlaganja AgNO3, dok su vrijednosti zabilježene nakon 

izlaganja s oba tipa AgNP bile nešto niže nego u kontroli, iako navedene promjene nisu bile 

statistički značajne. Ovi rezultati ukazuju na povećanu sintezu slobodnog sloja EPS otpuštenog 

u hranjivu podlogu u odnosu na sintezu sloja EPS vezanog za stanice, čija je količina bila 

podjednaka nakon izlaganja svim tretmanima.  

Tablica 14. Otopljeni (DOC) i partikularni organski sadržaj ugljika (POC) u kontrolnim 

stanicama alge C. vulgaris i stanicama alge nakon 72 sata izlaganja AgNP-citrat (0,188 mg L-1), 

AgNP-CTAB (0,895 mg L-1) i AgNO3 (0,130 mg L-1). Vrijednosti su prikazane kao srednja 

vrijednost ± standardna pogreška od tri biološke replike te izražene kao pg stanica-1. Tretmani 

koji se značajno razlikuju pri p ≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA praćena Newman-Keulsovim 

post hoc testom) označeni su različitim slovima. 

Tretman DOC (pg stanica-1) POC (pg stanica-1) 

Kontrola 0,251 ± 0,0252b 3,552 ± 0,115a 

AgNP-citrat 0,638 ± 0,185a 3,458 ± 0,322a 

AgNP-CTAB 0,594 ± 0,068a 3,233 ± 0,351a 

AgNO3 0,916 ± 0,067a 4,128 ± 0,039a 

 

TEM-EDX analizom pokazano je da se AgNP nalaze zadržane na sloju EPS stanica algi nakon 

izlaganja stanica česticama AgNP-citrat i AgNP-CTAB (Slika 17; Prilog 4). Zanimljivo je da 

je sličan rezultat dobiven i nakon analize stanica izloženih AgNO3, gdje su novonastale AgNP 

pronađene na sloju EPS. Također se može uočiti da je nakon svih primijenjenih tretmana došlo 

do povećane sinteze sloja EPS oko samih stanica algi u odnosu na kontrolu. 
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Slika 17. Slike kontrolne stanice alge C. vulgaris i stanica alge nakon 72 sata izlaganja 

AgNP-citrat (0,188 mg L-1), AgNP-CTAB (0,895 mg L-1) i AgNO3 (0,130 mg L-1), snimljene 

transmisijskim elektronskim mikroskopom (TEM) u svijetlom vidnom polju te elementarna 

mapa srebra i spektar energijski razlučujuće disperzivne rendgenske spektroskopije (EDX) 

dobiveni 72 sata nakon izlaganja navedenim tretmanima. Bijele strelice označavaju AgNP; sive 

strelice pokazuju na signale karakterističnih x-zraka srebra. 

 

Analiza ultrastrukture stanica algi pokazala je da su svi tretmani sa srebrom doveli do značajnih 

promjena koje su vidljive u obliku plazmolize te oštećenja stanične stijenke (Slika 18). 

Plazmoliza je bila najizraženija u stanicama algi nakon izlaganja AgNP-citrat, iako je visoki 

stupanj plazmolize primijećen i u stanicama izloženim AgNP-CTAB. Nadalje, najizraženija 

dezintegracija stanične stijenke vidljiva je u stanicama izloženim AgNP-CTAB, iako je visoki 

stupanj dezintegracije uočen i nakon izlaganja stanica AgNO3. 

Kontrola

AgNP citrat

AgNP CTAB

AgNO3

Svijetlo vidno

polje
Elementarna

mapa srebra

EDX analiza
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Slika 18. Ultrastruktura kontrolne stanice alge C. vulgaris i stanica alge nakon 72 sata izlaganja 

AgNP-citrat (0,188 mg L-1), AgNP-CTAB (0,895 mg L-1) i AgNO3 (0,130 mg L-1) snimljena 

transmisijskim elektronskim mikroskopom (TEM) u svijetlom vidnom polju. Thy – tilakoidi; S 

– škrob; CW – stanična stijenka; crvene strelice označavaju promjene na staničnoj stijenci i 

membrani. Mjerilo prikazuje 1 µm. 

 

Količina srebra koja je unesena u stanice ili koja se zadržala na sloju EPS izmjerena je tehnikom 

ICP-MS. Rezultati pokazuju da su svi tretmani sa srebrom rezultirali njegovim značajnim 

ulaskom u stanice, ali i zadržavanjem na sloju EPS (Tablica 15). Tretman s AgNP-CTAB 

rezultirao je najvećom akumulacijom srebra u stanicama i na sloju EPS u odnosu na ostale 

tretmane. Tretman s AgNO3 doveo je do najmanje akumulacije srebra u stanicama, dok su 

tretmani AgNP-citrat i AgNO3 doveli do najmanje akumulacije srebra na sloju EPS u odnosu 

na AgNP-CTAB. Tretman s AgNP-citrat je doveo do značajno veće akumulacije srebra u 

stanicama u odnosu na tretman s AgNO3, no značajno manje u odnosu na tretman s 

AgNP-CTAB. Iz navedenih rezultata se može vidjeti kako je većina srebra ipak bila 

internalizirana u stanice dok je manja količina bila zadržana na sloju EPS samih stanica algi. 

Analizom omjera sadržaja srebra u samim stanicama u odnosu na njegov sadržaj na sloju EPS 

može se uočiti kako su tretmani s AgNP-citrat i AgNO3 doveli do veće i podjednake 
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internalizacije u odnosu na zadržavanje na površini stanice, dok se AgNP-CTAB u većoj mjeri 

zadržao na sloju EPS.  

Tablica 15. Sadržaj srebra u kontrolnim stanicama i sloju EPS alge C. vulgaris te stanicama i 

sloju EPS alge nakon 72 sata izlaganja AgNP-citrat (0,188 mg L-1), AgNP-CTAB 

(0,895 mg L-1) i AgNO3 (0,130 mg L-1) i omjer sadržaja srebra u stanicama i sloju EPS. Sadržaj 

srebra u kontrolnim stanicama bio je ispod granice kvantifikacije (< 0,1 µg srebra 

(106 stanica)-1). Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost ± standardna pogreška od tri 

biološke replike te izražene kao µg srebra (106 stanica)-1. Tretmani koji se značajno razlikuju 

pri p ≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA praćena Newman-Keulsovim post hoc testom) označeni 

su različitim slovima. 

 re   n 
µ   rebr   106    ni   -1 

S  ni e EPS S  ni e EPS 

Kontrola 0 ± 0,00d 0 ± 0,0c 0 

AgNP citrat 15,62 ± 1,74b 0,17 ± 0,03b 91,88 

AgNP CTAB 26,81 ± 1,54a 0,47 ± 0,02a 57,04 

AgNO3 9,96 ± 1,35c 0,10 ± 0,02b 99,60 

 

4.5.2 N n če  i e i ioni bakra 

Slika 19 prikazuje staničnu stijenku, kloroplast i sloj EPS kontrolnih stanica alge C. vulgaris i 

stanica algi nakon izlaganja CuONP, Cu2ONP i CuSO4 u koncentracijama koje uzrokuju 

preživljenje 75% stanica algi, koji su vizualizirani konfokalnom mikroskopijom. Stanične 

stijenke algi, vizualizirane fluorescentnom bojom Fluostatin, bile su dobro i jasno definirane u 

svim uzorcima, dok je mjerenjem autofluorescencije jasno uočen i jedan kloroplast. Primjenom 

lektina ConA obilježenog fluoroforom FITC zapažen je sloj EPS oko kontrolnih stanica i 

stanica algi nakon svih tretmana, u kojima se njegova količina povećala u odnosu na kontrolu. 

Najveće povećanje količine sloja EPS u odnosu na kontrolu uočeno je nakon izlaganja stanica 

CuSO4. 
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Slika 19. Slike kontrolnih stanica alge C. vulgaris i stanica alge nakon 72 sata izlaganja CuONP 

(14,45 mg L-1), Cu2ONP (11,89 mg L-1) i CuSO4 (8,36 mg L-1). Stanice su snimljene 

konfokalnim mikroskopom u svijetlom vidnom polju; primjenom fluorescentne boje Fluostatin 

I označena je stanična stijenka (plavo); autoflorescencijom je označen kloroplast (crveno); 

lektinom ConA obilježenim s fluoresceinom (ConA-FITC) označen je sloj EPS (zeleno); dok 

zadnji stupac prikazuje rezultate preklapanja svih dobivenih slika. Mjerilo prikazuje 5 μm. 

 

Kvantifikacija sloja EPS vezanog za stanicu izvedena je mjerenjem vrijednosti POC, dok je za 

kvantifikaciju slobodnog sloja EPS u hranjivoj podlozi izmjerena vrijednost DOC nakon 

izlaganja svim tretmanima nanočestica i iona bakra (Tablica 16). Statistički značajno povećanje 

količine otopljenog ugljika u hranjivoj podlozi u usporedbi s kontrolom zabilježeno je samo 

nakon izlaganja stanica CuSO4, dok se vrijednosti DOC nakon izlaganja CuONP i Cu2ONP 

nisu značajno promijenile u odnosu na kontrolu. S druge strane, niti jedan tretman nije izazvao 

značajne promjene u količini partikularnog ugljika u odnosu na kontrolu. Ovi rezultati pokazuju 

da jedino tretman s CuSO4 u stanicama algi izaziva povećanu sintezu slobodnog sloja EPS 

Kontrola

CuONP

Cu2ONP

CuSO4

Autofluorescencija

klorofila

ConA FITCFluostatin ISvijetlo vidno

polje

Preklapanje
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otpuštenog u hranjivu podlogu, dok niti jedan tretman s bakrom nema utjecaj na promjenu 

sinteze sloja EPS vezanog za stanice alge. 

Tablica 16. Otopljeni (DOC) i partikularni organski sadržaj ugljika (POC) u kontrolnim 

stanicama alge C. vulgaris i stanicama alge nakon 72 sata izlaganja CuONP (14,45 mg L-1), 

Cu2ONP (11,89 mg L-1) i CuSO4 (8,36 mg L-1). Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost 

± standardna pogreška od tri biološke replike te izražene kao pg stanica-1. Tretmani koji se 

značajno razlikuju pri p ≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA praćena Newman-Keulsovim post hoc 

testom) označeni su različitim slovima. 

Tretman DOC (pg stanica-1) POC (pg stanica-1) 

Kontrola 0,370 ± 0,024b 5,225 ± 0,549a 

CuONP 0,454 ± 0,060b 4,994 ± 0,265a 

Cu2ONP 0,448 ± 0,041b 5,045 ± 0,258a 

CuSO4 0,740 ± 0,105a 5,232 ± 0,105a 

 

Oko stanica C. vulgaris koje su analizirane TEM mikroskopijom u nativnim uvjetima bez 

prethodne preparacije uzorka i uz EDX, lokalizirane su nanočestice bakra na sloju EPS nakon 

izlaganja svim tretmanima s bakrom (Slika 20; Prilog 5). Rezultati su pokazali da se CuONP i 

Cu2ONP, ali i čestice nastale nakon izlaganja stanica s CuSO4, nalaze na sloju EPS u obliku 

većih aglomerata. 
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Slika 20. Slike kontrolne stanice alge C. vulgaris i stanica alge nakon 72 sata izlaganja CuONP 

(14,45 mg L-1), Cu2ONP (11,89 mg L-1) i CuSO4 (8,36 mg L-1), snimljene transmisijskim 

elektronskim mikroskopom (TEM) u svijetlom vidnom polju te elementarna mapa bakra i 

spektar energijski razlučujuće disperzivne rendgenske spektroskopije (EDX) dobiveni nakon 

72 sata izlaganja navedenim tretmanima. Bijele strelice označavaju CuONP, Cu2ONP i 

novonastale nanočestice bakra nakon tretmana s CuSO4; sive strelice pokazuju na signale 

karakterističnih x-zraka bakra.  

 

Analiza ultrastrukturnih promjena otkrila je da su svi tretmani s bakrom izazvali destabilizaciju 

stanične stijenke i pojavu plazmolize (Slika 21; Prilog 6). Najveći stupanj plazmolize uočen je 

nakon izlaganja stanica s CuSO4, iako je značajna razina plazmoliza primijećena i nakon 

izlaganja CuONP. Nadalje, izlaganje stanica tretmanu s CuSO4 je izazvalo i najizraženiju 

destabilizaciju integriteta stanične stijenke i endomembranskog sustava. Nanočestice bakra 

Kontrola

CuONP

Cu2ONP

CuSO4

Svijetlo vidno

polje

Elementarna

mapa bakra

EDX analiza
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uočene su na staničnoj stijenci nakon izlaganja stanica s CuONP, dok je njihova značajna 

akumulacija zabilježena na tilakoidnom sustavu kloroplasta nakon izlaganja česticama 

Cu2ONP, što je potvrđeno EDX analizom. S druge strane, u stanicama alge nisu detektirane 

čestice bakra nakon izlaganja s CuSO4 . 

 

Slika 21. Ultrastruktura kontrolne stanice alge C. vulgaris i stanica alge nakon 72 sata izlaganja 

CuONP (14,45 mg L-1), Cu2ONP (11,89 mg L-1) i CuSO4 (8,36 mg L-1) snimljena 

transmisijskim elektronskim mikroskopom (TEM) u svijetlom vidnom polju te elementarna 

mapa bakra i spektar energijski razlučujuće disperzivne rendgenske spektroskopije (EDX) 

dobiveni nakon 72 sata izlaganja CuONP i Cu2ONP. Thy - tilakoidi; S - škrob; CW - stanična 

stijenka; crvene strelice označavaju promjene na staničnoj stijenci i membrani; bijele strelice 

označavaju CuONP, Cu2ONP; sive strelice pokazuju na signale karakterističnih x-zraka srebra. 

Mjerilo prikazuje 1 µm. 
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Količina bakra koja je unesena u stanice ili se zadržala na sloju EPS nakon tretmana s 

nanočesticama i ionima bakra izmjerena je tehnikom ICP-MS (Tablica 17). Tretmani s oba tipa 

nanočestica izazvali su značajno povećanje akumulacije bakra u stanicama i na sloju EPS u 

odnosu na kontrolu, ali i na tretman s CuSO4. Izlaganje česticama CuONP rezultiralo je 

najvećom akumulacijom bakra u stanicama, statistički značajno većom i u usporedbi s 

tretmanom s Cu2ONP. S druge strane, količina bakra u sloju EPS nije bila značajno različita 

između ova dva tretmana. Tretman s CuSO4 je doveo do manjeg povećanja količine bakra u 

stanicama i na sloju EPS u odnosu na kontrolu, ali to povećanje nije bilo statistički značajno. 

Rezultati su također očekivano pokazali da i kontrolne stanice imaju malu količinu bakra u 

stanicama i na sloju EPS. Dodatno, rezultati su pokazali da je izlaganje CuONP i Cu2ONP 

rezultiralo značajno većom količinom bakra unesenom u stanice u odnosu na količinu zadržanu 

na sloju EPS, dok je nakon tretmana s CuSO4 nešto veća količina bakra izmjerena na samom 

sloju EPS u odnosu na bakar u stanicama. 

Tablica 17. Sadržaj bakra u kontrolnim stanicama i sloju EPS alge C. vulgaris te stanicama i 

sloju EPS alge nakon 72 sata izlaganja CuONP (14,45 mg L-1), Cu2ONP (11,89 mg L-1) i CuSO4 

(8,36 mg L-1) i omjer sadržaja bakra u stanicama i sloju EPS. Vrijednosti su prikazane kao 

srednja vrijednost ± standardna pogreška od tri biološke replike te izražene kao µg bakra 

(106 stanica)-1. Tretmani koji se značajno razlikuju pri p ≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA praćena 

Newman-Keulsovim post hoc testom) označeni su različitim slovima. 

 re   n 
µ  b  r  (106 stanica)-1 

S  ni e EPS S  ni e EPS 

Kontrola 0,0811 ± 0,006c 0,052 ± 0,008b 1,55 

CuONP 324,245 ± 62,541a 18,934 ± 2,236a 17,12 

Cu2ONP 202,811 ± 25,146b 15,722 ± 3,520a 12,90 

CuSO4 3,560 ± 0,523c 4,285 ± 1,614b 0,83 

 

4.5.3 N n če  i e p li  iren  

Konfokalnom mikroskopijom vizualizirani su stanična stijenka, kloroplast i sloj EPS kontrolnih 

stanica i stanica algi nakon tretmana s nanočesticama polistirena u konačnim koncentracijama 

od 40 mg L-1 (Slika 22). Stanične stijenke, vizualizirane primjenom fluorescentne boje 

Fluostatin I, bile su dobro vidljive i jasno definirane u svim uzorcima, dok je mjerenjem 

autofluorescencije uočen kloroplast u svim analiziranim stanicama alge. Primjenom lektina 
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ConA vizaliziran je sloj EPS oko kontrolnih stanica i stanica algi nakon svih tretmana. Rezultati 

pokazuju da se količina sloja EPS povećala nakon svih tretmana u odnosu na kontrolu, a najveće 

povećanje zabilježeno je nakon izlaganja algi česticama PS-NP i PS-COOH-NP.  

 

Slika 22. Slike kontrolnih stanica alge C. vulgaris i stanica alge nakon 72 sata izlaganja 

40 mg L-1 PS-NP, PS-NH2-NP ili PS-COOH-NP. Stanice su snimljene konfokalnim 

mikroskopom u svijetlom vidnom polju; primjenom fluorescentne boje Fluostatin I označena 

je stanična stijenka (plavo); autoflorescencijom je označen kloroplast (crveno); lektinom ConA 

obilježenim s fluoresceinom (ConA-FITC) označen je sloj EPS (zeleno); dok zadnji stupac 

prikazuje rezultate preklapanja svih dobivenih slika. Mjerilo prikazuje 5 μm. 

 

Značajno smanjeni sadržaj otopljenog ugljika zabilježen je nakon izlaganja algi česticama 

PS-NP i PS-NH2-NP u odnosu na kontrolu (Tablica 18). Nakon tretmana s PS-COOH-NP, 

izmjerena je malo veća vrijednost DOC u odnosu na kontrolu, ali povećanje nije bilo statistički 

značajno. S druge strane, svi tretmani s nanočesticama polistirena izazvali su značajno i 

podjednako povećanje količine partikularnog ugljika u odnosu na kontrolu (Tablica 18), a 

najveća vrijednost izmjerena je nakon izlaganja PS-NP. Rezultati upućuju da su svi tretmani 

izazvali podjednako povećanje količine sloja EPS vezanog za stanice, dok su tretmani s PS-NP 

Kontrola
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PS NH2 NP

PS COOH NP
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i PS-NH2-NP izazvali podjednako smanjenje sinteze sloja EPS otpuštenog u hranjivu podlogu 

u odnosu na kontrolu. 

Tablica 18. Otopljeni (DOC) i partikularni organski sadržaj ugljika (POC) u kontrolnim 

stanicama alge C. vulgaris i stanicama alge nakon 72 sata izlaganja 40 mg L-1 PS-NP, 

PS-NH2-NP i PS-COOH-NP. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost ± standardna 

pogreška od tri biološke replike te izražene kao pg stanica-1. Tretmani koji se značajno razlikuju 

pri p ≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA praćena Newman-Keulsovim post hoc testom) označeni 

su različitim slovima. 

Tretman DOC (pg stanica-1) POC (pg stanica-1) 

Kontrola 0,535 ± 0,222b 4,795 ± 0,133b 

PS-NP 0,000 ± 0,000a 8,835 ± 0,733a 

PS-NH2-NP 0,082 ± 0,016a 8,737 ± 0,332a 

PS-COOH-NP 0,621 ± 0,109b 8,176 ± 0,055a 

 

Rezultati TEM analize u nativnim uvjetima, bez prethodne preparacije uzorka, pokazuju da se 

svi tipovi nanočestica polistirena zadržavaju na sloju EPS (Slika 23), dok je veći broj 

nanočestica uočen nakon tretmana s PS-NP i PS-COOH-NP u odnosu na tretman s PS-NH2-NP 

koji je rezultirao najmanjim brojem nanočestica na sloju EPS. 
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Slika 23. Slike kontrolne stanice alge C. vulgaris i stanica alge nakon 72 sata izlaganja 

40 mg L-1 PS-NP, PS-NH2-NP ili PS-COOH-NP, snimljene transmisijskim elektronskim 

mikroskopom (TEM) u svijetlom vidnom polju. Bijele strelice označavaju vjerojatne PS-NP, 

PS-NH2-NP i PS-COOH-NP.  

 

Rezultati TEM analize pokazali su da su svi tretmani nanočesticama polistirena doveli do 

pojave plazmolize stanica (Slika 24), što je najviše bilo izraženo nakon izlaganja česticama 

PS-NP. Dodatno, nakon svih tretmana zabilježena je smanjena količina tilakoida i škroba u 

odnosu na kontrolu, što ukazuje na destabilizaciju tilakoidnog sustava. 
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Slika 24. Ultrastruktura kontrolne stanice alge C. vulgaris i stanica alge nakon 72 sata izlaganja 

40 mg L-1 PS-NP, PS-NH2-NP ili PS-COOH-NP snimljena transmisijskim elektronskim 

mikroskopom (TEM) u svijetlom vidnom polju. Thy – tilakoidi; S – škrob; CW – stanična 

stijenka; crvene strelice označavaju promjene na staničnoj stijenci i membrani. Mjerilo 

prikazuje 1 µm. 

 

Količina PS-NP, PS-NH2-NP i PS-COOH-NP unesenih u stanice algi ili zadržanih na sloju EPS 

analizirana je mjerenjem količine produkata pirolitičke razgradnje polistirena na njegove 

sastavnice (monomer, dimer, trimer). U cilju pronalaska signala produkata pirolize polistirena, 

prvo su analizirane matične suspenzije PS-NP, PS-NH2-NP i PS-COOH-NP koncentracija od 

100 mg L-1 i za daljnju analizu su odabrani trimeri (Slika 25.A1, B1, C1; Prilog 7 i 8). Iz 

dobivenih rezultata je vidljivo da su svi tretmani nanočesticama polistirena rezultirali 

akumulacijom PS-NP, PS-NH2-NP i PS-COOH-NP u samim stanicama (Slika 25.A4, B4, C4) 

i na sloju EPS (Slika 25.A5, B5, C5), dok u kontrolnim stanicama (Slika 25.A2, B2, C2) i sloju 

EPS kontrolnih stanica (Slika 25.A3, B3, C3) nije pronađen signal trimera polistirena. 

Usporedbom intenziteta signala bilo je moguće napraviti relativnu usporedbu količine 

polistirena u stanicama i na sloju EPS stanica između tretmana. Rezultati pokazuju da su 

tretmani s PS-NP i PS-NH2-NP doveli do veće akumulacije polistirena u stanicama i na sloju 

EPS u odnosu na tretman s PS-COOH-NP. Nadalje, analiza je pokazala da se značajno više 

nanočestica polistirena zadržalo na sloju EPS stanica u odnosu na količinu u stanicama nakon 

svih primijenjenih tretmana. 



94 

 

 

Slika 25. Ionski kromatogrami trimera stirena u kontrolnim stanicama (A2, B2, C2) i sloju EPS 

(A3, B3, C3) alge C. vulgaris te stanicama i sloju EPS alge nakon 72 sata izlaganja 40 mg L-1 

PS-NP (A4, A5), PS-NH2-NP (B4, B5) i PS-COOH-NP (C4, C5), dobiveni pirolitičkom 

plinskom kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom masa (Py-GC-MS). Za svaki 

primijenjeni tretman prikazan je produkt pirolize matičnih suspenzija pripadajućih nanočestica 

polistirena (A1, B1, C1). 
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4.6 Fi      ični učinci n n če  i   i iona 

4.6.1 N n če  i e i ioni srebra 

4.6.1.1 S  r  j ROS 

Svi tretmani sa srebrom značajno su povećali proizvodnju ROS u stanicama algi (Slika 26). 

Najveći sadržaj ukupnih ROS, izmjeren in situ korištenjem fluorescentnih proba DHE i 

H2DCFDA, izmjeren je nakon tretmana s AgNP-citrat, iako se nije značajno razlikovao u 

usporedbi s rezultatima tretmana s AgNO3 korištenjem probe DHE (Slika 26.A, B). Izlaganje 

česticama AgNP-CTAB rezultiralo je značajno najnižim sadržajem ROS u usporedbi s ostalim 

tretmanima, ali su vrijednosti i dalje bile značajno povećane u odnosu na kontrolu. Što se tiče 

sadržaja H2O2, svi tretmani su doveli do povećanja vrijednosti u odnosu na kontrolu, pri čemu 

su tretmani s AgNP-CTAB i AgNO3 rezultirali većim sadržajem H2O2 u usporedbi s 

AgNP-citrat (Slika 26.C). 

 

Slika 26. Sadržaj reaktivnih oblika kisika (ROS) u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris i 

stanicama alge nakon 72 sata izlaganja AgNP-citrat (0,188 mg L-1), AgNP-CTAB 

(0,895 mg L-1) i AgNO3 (0,130 mg L-1). Sadržaj ukupnih ROS određen je in situ primjenom 

fluorescentnih proba dihidroetidij (DHE) (A) i 2,7-diklorodihidrofluorescein diacetat 

(H2DCFDA) (B), dok je sadržaj vodikovog peroksida (H2O2) (C) izmjeren u ekstraktima 

stanica. Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti ± standardna pogreška od dva različita 

eksperimenta, svaki sa 6 ponavljanja (n = 12). Tretmani koji se značajno razlikuju pri p ≤ 0,05 

(jednosmjerna ANOVA praćena Newman-Keulsovim post hoc testom) označeni su različitim 

slovima. 
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4.6.1.2 O  ećenj  biomolekula 

Svi tretmani izazvali su povećano oštećenje lipida, što je bilo najviše izraženo s tretmanima 

AgNP-citrat i AgNO3, dok je tretman s AgNP-CTAB izazvao najmanje povećanje sadržaja 

MDA u odnosu na kontrolu (Slika 27.A). 

Od svih tretmana sa srebrom, samo je tretman s AgNO3 značajno povećao količinu proteinskih 

karbonila u usporedbi s kontrolom (Slika 27.B). AgNP-citrat rezultirao je blagim povećanjem, 

dok je tretman s AgNP-CTAB doveo do blagog smanjena količine proteinskih karbonila, iako 

zabilježene promjene nisu bile statistički značajne u odnosu na kontrolu. 

Analiza genotoksičnosti pokazala je da su svi tretmani izazvali oštećenje molekule DNA u 

stanicama algi u odnosu na kontrolu (Slika 27.C). Najjači genotoksični učinak izazvao je 

AgNP-CTAB, dok je tretman s AgNO3 izazvao najmanje povećanje oštećenja DNA u odnosu 

na kontrolu. 

 

Slika 27. Sadržaj malondialdehida (MDA) (A), proteinskih karbonila (B) i postotak molekule 

DNA u repu (C) u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris i stanicama alge nakon 72 sata 

izlaganja AgNP-citrat (0,188 mg L-1), AgNP-CTAB (0,895 mg L-1) i AgNO3 (0,130 mg L-1). 

Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti ± standardna pogreška od dva različita 

eksperimenta, svaki sa 6 ponavljanja (n = 12). Tretmani koji se značajno razlikuju pri p ≤ 0,05 

(jednosmjerna ANOVA praćena Newman-Keulsovim post hoc testom) označeni su različitim 

slovima. 
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4.6.1.3 Aktivnost antioksidacijskih enzima 

Svi tretmani značajno su povećali aktivnost peroksidaza APX i PPX u usporedbi s kontrolom 

(Slika 28.A, B). Tretman s AgNO3 rezultirao je značajno najvećim, a AgNP-CTAB značajno 

najnižim povećanjem aktivnosti PPX u stanicama algi (Slika 28.A), dok je aktivnost APX bila 

jednako povećana u svim tretmanima u usporedbi s kontrolom (Slika 28.B).  

Tretman s AgNO3 jedini je značajno povećao aktivnost CAT u odnosu na kontrolu, dok je nakon 

tretmana s AgNP zabilježeno blago povećanje, ali nije bilo statistički značajno (Slika 28.C).  

Povećanje aktivnosti SOD zabilježeno je nakon oba tretmana s AgNP, iako je samo 

AgNP-CTAB izazvao značajno povećanje u odnosu na kontrolu (Slika 28.D). Tretman s 

AgNO3 nije rezultirao promjenom u aktivnosti enzima SOD u odnosu na kontrolu. 

 

Slika 28. Aktivnosti antioksidacijskih enzima pirogalol peroksidaze (PPX) (A), askorbat 

peroksidaze (APX) (B), katalaze (CAT) (C) i superoksid dismutaze (SOD) (D) u kontrolnim 

stanicama alge C. vulgaris i stanicama alge nakon 72 sata izlaganja AgNP-citrat (0,188 mg L-1), 

AgNP-CTAB (0,895 mg L-1) i AgNO3 (0,130 mg L-1). Vrijednosti predstavljaju srednje 

vrijednosti ± standardna pogreška od dva različita eksperimenta, svaki sa 6 ponavljanja (n = 

12). Tretmani koji se značajno razlikuju pri p ≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA praćena 

Newman-Keulsovim post hoc testom) označeni su različitim slovima. 

 

4.6.1.4 S  r  j neenzimskih antioksidansa 

Količine neenzimskih antioksidansa bile su značajno smanjene nakon svih tretmana u odnosu 

na kontrolu (Slika 29). Svi tretmani uzrokovali su značajan pad sadržaja prolina; najjači učinak 

zabilježen je nakon tretmana s AgNO3, a najslabiji s AgNP-citrat (Slika 29.A). Nadalje, svi 
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tretmani uzrokovali su značajno i podjednako smanjenje omjera GSH/GSSG u usporedbi s 

kontrolom (Slika 29.B).  

 

Slika 29. Sadržaj neenzimskog antioksidansa prolina (A) i omjer reduciranog i oksidiranog 

glutationa (GSH/GSSG) (B) u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris i stanicama alge nakon 

72 sata izlaganja AgNP-citrat (0,188 mg L-1), AgNP-CTAB (0,895 mg L-1) i AgNO3 

(0,130 mg L-1). Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti ± standardna pogreška od dva 

različita eksperimenta, svaki sa 6 ponavljanja (n = 12). Tretmani koji se značajno razlikuju pri 

p ≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA praćena Newman-Keulsovim post hoc testom) označeni su 

različitim slovima. 

 

4.6.1.5 Ekspresija proteina Hsp90 i Hsp70  

Tretmani s AgNP-citrat i AgNP-CTAB rezultirali su podjednakim smanjenjem ekspresije 

proteina Hsp90 praćen jačinom obojenja proteinske vrpce, dok se njegova ekspresija najviše 

smanjila nakon tretmana s AgNO3 (Slika 30.A). S druge strane, ekspresija proteina Hsp70 nije 

se značajno promijenila niti nakon jednog tretmana u odnosu na kontrolu (Slika 30.B). 
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Slika 30. Imunodetekcija proteina Hsp90 (A) i Hsp70 (B) te ukupni topivi proteini obojani 

bojom Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250 (C) u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris i 

stanicama alge nakon 72 sata izlaganja AgNP-citrat (0,188 mg L-1), AgNP-CTAB (0,895 mg 

L-1) i AgNO3 (0,130 mg L-1). Proteini su razdvojeni 12%-tnom SDS-PAG elektroforezom, 

preneseni na nitroceluloznu membranu koja je potom inkubirana sa specifičnim primarnim 

antitijelima. M – biljezi molekulskih masa (kDa). 

 

4.6.2 N n če  i e i ioni bakra 

4.6.2.1 S  r  j ROS 

Svi tretmani s bakrom značajno su i podjednako povećali ukupni sadržaj ROS u stanicama, 

određen in situ primjenom dviju fluorescentnih proba, u odnosu na kontrolu (Slika 31.A, B). 

Jedino je tretman s CuONP rezultirao s manjom vrijednosti korištenjem probe H2DCFDA u 

odnosu na ostale tretmane, iako je i ona bila značajno veća u odnosu na kontrolu. S druge strane, 

količinu H2O2 u staničnim ekstraktima značajno je povećao samo CuSO4, dok su tretmani s 

nanočesticama rezultirali blagim, iako ne statistički značajnim, smanjenjem količine H2O2 u 

odnosu na kontrolu (Slika 31.C). 
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Slika 31. Sadržaj reaktivnih oblika kisika (ROS) u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris i 

stanicama alge nakon 72 sata izlaganja CuONP (14,45 mg L-1), Cu2ONP (11,89 mg L-1) i CuSO4 

(8,36 mg L-1). Sadržaj ukupnih ROS određen je in situ primjenom fluorescentnih proba 

dihidroetidij (DHE) (A) i 2,7-diklorodihidrofluorescein diacetat (H2DCFDA) (B), dok je 

sadržaj vodikovog peroksida (H2O2) (C) izmjeren u ekstraktima stanica. Vrijednosti 

predstavljaju srednje vrijednosti ± standardna pogreška od dva različita eksperimenta, svaki sa 

6 ponavljanja (n = 12). Tretmani koji se značajno razlikuju pri p ≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA 

praćena Newman-Keulsovim post hoc testom) označeni su različitim slovima. 

 

4.6.2.2 O  ećenj  bi   le ul  

Peroksidacija lipida u stanicama algi značajno se povećala nakon svih tretmana u odnosu na 

kontrolu (Slika 32.A), iako su nanočestice izazvale veće povećanje od CuSO4. Među 

tretmanima, Cu2ONP su izazvale najveće povećanje vrijednosti MDA, dok je tretman s CuSO4 

izazvao najmanje povećanje vrijednosti MDA u odnosu na kontrolu.  

Od svih primijenjenih tretmana, samo je izlaganje CuONP značajno povećalo količinu 

proteinskih karbonila u usporedbi s kontrolom, dok ostali tretmani nisu izazvali oštećenje 

proteina (Slika 32.B). 

Analiza genotoksičnosti pokazala je da su svi primijenjeni tretmani povećali oštećenje molekule 

DNA u stanicama algi u odnosu na kontrolu (Slika 32.C). Najveći genotoksični učinak pokazao 

je CuSO4, a najmanje povećanje oštećenja DNA u odnosu na kontrolu je zabilježeno nakon 

tretmana s CuONP. 
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Slika 32. Sadržaj malondialdehida (MDA) (A), proteinskih karbonila (B) i postotak molekule 

DNA u repu (C) u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris i stanicama alge nakon 72 sata 

izlaganja CuONP (14,45 mg L-1), Cu2ONP (11,89 mg L-1) i CuSO4 (8,36 mg L-1). Vrijednosti 

predstavljaju srednje vrijednosti ± standardna pogreška od dva različita eksperimenta, svaki sa 

6 ponavljanja (n = 12). Tretmani koji se značajno razlikuju pri p ≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA 

praćena Newman-Keulsovim post hoc testom) označeni su različitim slovima. 

 

4.6.2.3 Aktivnost antioksidacijskih enzima 

Analiza aktivnosti peroksidaza (APX i PPX) nakon tretmana s bakrom pokazala je najjači 

učinak kod tretmana s CuSO4, koji je izazvao najveće smanjenje aktivnosti oba enzima u 

odnosu na kontrolu (Slika 33.A, B). Tretmani s nanočesticama bakra nisu značajno promijenili 

aktivnost PPX, dok je tretman s Cu2ONP smanjio aktivnost enzima APX u odnosu na kontrolu, 

ali nije imao ni približno jak učinak kao CuSO4.  

Aktivnost enzima CAT također je značajno smanjio samo tretman s CuSO4 u odnosu na 

kontrolu (Slika 33.C). Što se tiče tretmana s nanočesticama, CuONP je blago smanjio, a 

Cu2ONP blago povećao CAT aktivnosti u odnosu na kontrolu, iako navedene promjene nisu 

bile statistički značajne.  

Tretmani s nanočesticama bakra izazvali su povećanje aktivnosti SOD, iako je ono bilo 

statistički značajno samo za CuONP (Slika 33.D). S druge strane, tretman s CuSO4 rezultirao 

je značajnim smanjenjem vrijednosti u odnosu na kontrolu i oba tretmana s nanočesticama.  
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Slika 33. Aktivnosti antioksidacijskih enzima pirogalol peroksidaze (PPX) (A), askorbat 

peroksidaze (APX) (B), katalaze (CAT) (C) i superoksid dismutaze (SOD) (D) u kontrolnim 

stanicama alge C. vulgaris i stanicama alge nakon 72 sata izlaganja CuONP (14,45 mg L-1), 

Cu2ONP (11,89 mg L-1) i CuSO4 (8,36 mg L-1). Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti ± 

standardna pogreška od dva različita eksperimenta, svaki sa 6 ponavljanja (n = 12). Tretmani 

koji se značajno razlikuju pri p ≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA praćena Newman-Keulsovim 

post hoc testom) označeni su različitim slovima. 

 

4.6.2.4 S  r  j  neenzimskih antioksidansa 

Svi tretmani s bakrom značajno su i podjednako smanjili sadržaj prolina u odnosu na kontrolu 

(Slika 34.A). S druge strane, svi tretmani izazvali su značajno povećanje omjera GSH GSSG u 

odnosu na kontrolu (Slika 34.B). Najjači učinak zabilježen je nakon tretmana s CuONP, dok su 

Cu2ONP izazvale najmanje povećanje omjera GSH/GSSG u odnosu na kontrolu.  
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Slika 34. Sadržaj neenzimskog antioksidansa prolina (A) i omjer reduciranog i oksidiranog 

glutationa (GSH/GSSG) (B) u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris i stanicama alge nakon 

72 sata izlaganja CuONP (14,45 mg L-1), Cu2ONP (11,89 mg L-1) i CuSO4 (8,36 mg L-1). 

Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti ± standardna pogreška od dva različita 

eksperimenta, svaki sa 6 ponavljanja (n = 12). Tretmani koji se značajno razlikuju pri p ≤ 0,05 

(jednosmjerna ANOVA praćena Newman-Keulsovim post hoc testom) označeni su različitim 

slovima. 

 

4.6.2.5 Ekspresija proteina Hsp90 i Hsp70 

Svi tretmani s bakrom smanjili su jačinu ekspresije proteina Hsp90 u odnosu na kontrolu, što 

je bilo jače izraženo nakon tretmana s Cu2ONP i s CuSO4 u usporedbi s CuONP (Slika 35.A). 

S druge strane, ekspresija proteina Hsp70 nije se značajno promijenila niti nakon jednog 

tretmana u odnosu na kontrolu (Slika 35.B). 

 

Slika 35. Imunodetekcija proteina Hsp90 (A) i Hsp70 (B) te ukupni topivi proteini obojani 

bojom Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250 (C) u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris i 

stanicama alge nakon 72 sata izlaganja CuONP (14,45 mg L-1), Cu2ONP (11,89 mg L-1) i CuSO4 

(8,36 mg L-1). Proteini su razdvojeni 12%-tnom SDS-PAG elektroforezom, preneseni na 

nitroceluloznu membranu koja je potom inkubirana sa specifičnim primarnim antitijelima. M – 

biljezi molekulskih masa (kDa). 
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4.6.3 N n če  i e p li  iren  

4.6.3.1 S  r  j ROS 

Analiza ukupnog sadržaja ROS in situ primjenom fluorescentnih proba DHE i H2DCFDA 

pokazala je sličan rezultat, gdje je jedino tretman s PS-COOH-NP značajno povećao sadržaj 

ROS u odnosu na kontrolu (Slika 36.A, B). Ovi rezultati djelomično su u skladu sa sadržajem 

H2O2 izmjerenim u staničnim ekstraktima (Slika 36.C), gdje su samo tretmani s PS-NH2-NP i 

PS-COOH-NP rezultirali značajnim povećanjem vrijednosti, iako je tretman s PS-COOH-NP 

imao značajno najjači učinak na akumulaciju H2O2.  

 

Slika 36. Sadržaj reaktivnih oblika kisika (ROS) u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris i 

stanicama alge nakon 72 sata izlaganja 40 mg L-1 PS-NP, PS-NH2-NP i PS-COOH-NP. Sadržaj 

ukupnih ROS određen je in situ primjenom fluorescentnih proba dihidroetidij (DHE) (A) i 

2,7-diklorodihidrofluorescein diacetat (H2DCFDA) (B), dok je sadržaj vodikovog peroksida 

(H2O2) (C) izmjeren u ekstraktima stanica. Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti ± 

standardna pogreška od dva različita eksperimenta, svaki sa 6 ponavljanja (n = 12). Tretmani 

koji se značajno razlikuju pri p ≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA praćena Newman-Keulsovim 

post hoc testom) označeni su različitim slovima. 

 

4.6.3.2 O  ećenj  biomolekula 

Tretmani s PS-NP i PS-NH2-NP izazvali su značajno i jednako povećanje lipidne peroksidacije 

u odnosu na kontrolu, dok čestice PS-COOH-NP nisu uzrokovale oštećenje lipida u stanicama 

algi (Slika 37.A). 
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Što se tiče oštećenja proteina, tretmani s PS-NP i PS-COOH-NP značajno su i podjednako 

povećali sadržaj proteinskih karbonila u odnosu na kontrolu, dok tretman s PS-NH2-NP nije 

pokazao učinak (Slika 37.B). 

Analiza genotoksičnosti pokazala je da su svi tretmani povećali oštećenje molekule DNA u 

odnosu na kontrolu, iako je je najjači učinak zabilježen s PS-NP (Slika 37.C). Tretmani s 

PS-NH2-NP i PS-COOH-NP imali su manju genotoksičnost u odnosu na tretman s PS-NP.  

 

Slika 37. Sadržaj malondialdehida (MDA) (A), proteinskih karbonila (B) i postotak molekule 

DNA u repu (C) u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris i stanicama alge nakon 72 sata 

izlaganja 40 mg L-1 PS-NP, PS-NH2-NP i PS-COOH-NP. Vrijednosti predstavljaju srednje 

vrijednosti ± standardna pogreška od dva različita eksperimenta, svaki sa 6 ponavljanja (n = 

12). Tretmani koji se značajno razlikuju pri p ≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA praćena Newman-

Keulsovim post hoc testom) označeni su različitim slovima. 

 

4.6.3.3 Aktivnost antioksidacijskih enzima 

Svi tretmani s bakrom povećali su aktivnost peroksidaza APX i PPX u usporedbi s kontrolom 

(Slika 38.A, B), iako su se učinci razlikovali između tretmana. Tretman s PS-NH2-NP izazvao 

je najveće povećanje aktivnosti oba enzima, iako za enzim PPX to povećanje nije bilo značajno 

u odnosu na PS-COOH-NP. Tretman s PS-NP rezultirao je blagim povećanjem vrijednosti koje 

nije bilo značajno u odnosu na kontrolu. Aktivnost enzima APX bila je značajno povećana 

nakon svih tretmana u usporedbi s kontrolom, a čestice PS-COOH-NP izazvale su najmanje, 

ali statistički značajno povećanje.  
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Aktivnost enzima CAT značajno se i podjednako povećala nakon tretmana s PS-NH2-NP i PS-

COOH-NP, dok je tretmana s PS-NP blago smanjio aktivnost enzima CAT u odnosu na 

kontrolu, iako navedeno smanjenje nije bilo statistički značajno (Slika 38.C).  

Što se tiče enzima SOD, tretmani s PS-NH2-NP i PS-COOH-NP značajno su i podjednako 

smanjili njegovu aktivnost u odnosu na kontrolu, dok tretman s PS-NP nije pokazao učinak na 

njegovu aktivnost (Slika 38.D). 

 

Slika 38. Aktivnosti antioksidacijskih enzima pirogalol peroksidaze (PPX) (A), askorbat 

peroksidaze (APX) (B), katalaze (CAT) (C) i superoksid dismutaze (SOD) (D) u kontrolnim 

stanicama alge C. vulgaris i stanicama alge nakon 72 sata izlaganja 40 mg L-1 PS-NP, 

PS-NH2-NP i PS-COOH-NP. Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti ± standardna 

pogreška od dva različita eksperimenta, svaki sa 6 ponavljanja (n = 12). Tretmani koji se 

značajno razlikuju pri p ≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA praćena Newman-Keulsovim post hoc 

testom) označeni su različitim slovima. 

 

4.6.3.4 S  r  j neenzimskih antioksidansa 

Sadržaj neenzimskih antioksidansa bio je smanjen nakon svih tretmana u odnosu na kontrolu 

(Slika 39). Svi tretmani uzrokovali su značajan pad sadržaja prolina u odnosu na kontrolu, što 

je bilo posebno izraženo nakon tretmana s PS-NH2-NP (Slika 39.A). Analiza omjera 

GSH/GSSG pokazala je da su svi tretmani podjednako smanjili omjer GSH/GSSG u odnosu na 

kontrolu, odnosno da je jednako smanjena razina reduciranog, a povećana razina oksidiranog 

oblika glutationa u stanicama (Slika 39.B).  
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Slika 39. Sadržaj neenzimskog antioksidansa prolina (A) i omjer reduciranog i oksidiranog 

glutationa (GSH/GSSG) (B) u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris i stanicama alge nakon 

72 sata izlaganja 40 mg L-1 PS-NP, PS-NH2-NP i PS-COOH-NP. Vrijednosti predstavljaju 

srednje vrijednosti ± standardna pogreška od dva različita eksperimenta, svaki sa 6 ponavljanja 

(n = 12). Tretmani koji se značajno razlikuju pri p ≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA praćena 

Newman-Keulsovim post hoc testom) označeni su različitim slovima. 

 

4.6.3.5 Ekspresija proteina Hsp90 i Hsp70 

Tretmani s PS-NP i PS-NH2-NP smanjili su ekspresiju proteina Hsp90 u odnosu na kontrolu, 

među kojima je tretman s PS-NP izazvao najjače smanjenje ekspresije, dok tretman s PS-

COOH-NP nije imao utjecaj na njegovu ekspresiju (Slika 40.A). S druge strane, ekspresija 

proteina Hsp70 nije se značajno promijenila nakon niti jednog tretmana nanočesticama 

polistirena u odnosu na kontrolu (Slika 40.B). 
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Slika 40. Imunodetekcija proteina Hsp90 (A) i Hsp70 (B) te ukupni topivi proteini obojani 

bojom Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250 (C) u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris i 

stanicama alge nakon 72 sata izlaganja 40 mg L-1 PS-NP, PS-NH2-NP i PS-COOH-NP. Proteini 

su razdvojeni 12%-tnom SDS-PAG elektroforezom, preneseni na nitroceluloznu membranu 

koja je potom inkubirana sa specifičnim primarnim antitijelima. M – biljezi molekulskih masa 

(kDa). 

 

4.7 Učin   n n če  i   i i n  na proces fotosinteze 

4.7.1 N n če  i e i ioni srebra 

4.7.1.1 K ličina fotosintetskih pigmenata klorofila a i b te karotenoida 

Tretman s AgNO3 povećao je sadržaj klorofila a u odnosu na kontrolu, ali i na tretmane s oba 

tipa AgNP (Slika 41.A), dok su svi tretmani rezultirali značajnim i podjednakim povećanjem 

sadržaja klorofila b u odnosu na kontrolu (Slika 41.B). Zanimljivo je da su tretmani s oba tipa 

AgNP značajno i jednako smanjili količinu karotenoida u odnosu na kontrolu, dok tretman s 

AgNO3 nije imao učinak (Slika 41.C). 
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Slika 41. Sadržaj klorofila a (A), klorofila b (B) i karotenoida (C) u kontrolnim stanicama alge 

C. vulgaris i stanicama alge nakon 72 sata izlaganja AgNP-citrat (0,188 mg L-1), AgNP-CTAB 

(0,895 mg L-1) i AgNO3 (0,130 mg L-1). Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti ± 

standardna pogreška od dva različita eksperimenta, svaki sa 6 ponavljanja (n = 12). Tretmani 

koji se značajno razlikuju pri p ≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA praćena Newman-Keulsovim 

post hoc testom) označeni su različitim slovima. 

 

4.7.1.2 Stopa fotosinteze 

Niti jedan tretman sa srebrom nije izazvao značajne promjene u količini nastalog kisika u 

uvjetima mraka (0 µmolfotona m
-2 s-1) i obasjavanja svjetlom intenziteta 40 µmolfotona m

-2 s-1, iako 

se uočava trend blagog pada zabilježene količine kisika nakon svih tretmana u odnosu na 

kontrolu. Pri intenzitetu osvjetljenja od 80 i 120 µmolfotona m-2 s-1 izmjerena je značajno i 

podjednako manja stopa fotosinteze nakon izlaganja svim tretmanima u odnosu na kontrolu 

(Slika 42). 
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Slika 42. Stopa fotosinteze u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris i stanicama alge nakon 72 

sata izlaganja AgNP-citrat (0,188 mg L-1), AgNP-CTAB (0,895 mg L-1) i AgNO3 

(0,130 mg L-1) pri rastućim vrijednostima intenziteta svjetla (0, 40, 80 i 120 µmolfotona m
-2 s-1). 

Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti ± standardna pogreška od tri ponavljanja. Tretmani 

koji se značajno razlikuju pri p ≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA praćena Newman-Keulsovim 

post hoc testom) označeni su različitim slovima. 

 

4.7.1.3 Fluorescencija klorofila a 

Svi tretmani sa srebrom značajno su smanjili maksimalni kvantni prinos PSII (Fv/Fm) u odnosu 

na kontrolu, što je bilo najjače izraženo nakon tretmana s AgNP-CTAB i AgNO3 (Slika 43.A). 

S druge strane, vrijednost PIabs (indeks učinkovitosti fotosinteze) značajno se smanjila nakon 

tretmana s AgNO3, dok se povećala nakon tretmana s oba tipa AgNP u odnosu na kontrolu 

(Slika 43.B). 
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Slika 43. Maksimalni kvantni prinos PSII (Fv/Fm) (A) i indeks učinkovitosti fotosinteze (PIabs) 

(B) u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris i stanicama alge nakon 72 sata izlaganja 

AgNP-citrat (0,188 mg L-1), AgNP-CTAB (0,895 mg L-1) i AgNO3 (0,130 mg L-1). Vrijednosti 

predstavljaju srednje vrijednosti ± standardna pogreška od dva različita eksperimenta, svaki sa 

6 ponavljanja (n = 12). Tretmani koji se značajno razlikuju pri p ≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA 

praćena Newman-Keulsovim post hoc testom) označeni su različitim slovima. 

 

4.7.1.4 Ekspresija proteina RuBisCo i D1 

Ekspresija proteina RuBisCo nije se značajno promijenila nakon niti jednog tretmana u odnosu 

na kontrolu (Slika 44.A). S druge strane, AgNP-citrat i AgNO3 povećali su ekspresiju proteina 

D1, dok se njegova ekspresija nije značajno promijenila nakon tretman s AgNP-CTAB u 

odnosu na kontrolu (Slika 44.B). 
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Slika 44. Imunodetekcija proteina RbcL (A) i D1 (B) te ukupni topivi proteini obojani bojom 

Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250 (C) u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris i stanicama 

alge nakon 72 sata izlaganja AgNP-citrat (0,188 mg L-1), AgNP-CTAB (0,895 mg L-1) i AgNO3 

(0,130 mg L-1). Proteini su razdvojeni 12%-tnom SDS-PAG elektroforezom, preneseni na 

nitroceluloznu membranu koja je potom inkubirana sa specifičnim primarnim antitijelima. M – 

biljezi molekulskih masa (kDa). 

 

4.7.2 N n če  i e i ioni bakra 

4.7.2.1 K ličina fotosintetskih pigmenata klorofila a i b te karotenoida 

Analiza sadržaja količine fotosintetskih pigmenata klorofila a i b pokazala je sličan trend, 

budući da se sadržaj oba fotosintetska pigmenta značajno povećao samo nakon tretmana s 

CuONP, dok su druga dva tretmana rezultirala samo blagim povećanjem vrijednosti (Slika 

45.A, B). S druge strane, svi tretmani sa srebrom povećali su sadržaj karotenoida u usporedbi s 

kontrolom, iako je povećanje bilo statistički značajno samo za tretmane s nanočesticama (Slika 

45.C). 
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Slika 45. Sadržaj klorofila a (A), klorofila b (B) i karotenoida (C) u kontrolnim stanicama alge 

C. vulgaris i stanicama alge nakon 72 sata izlaganja CuONP (14,45 mg L-1), Cu2ONP 

(11,89 mg L-1) i CuSO4 (8,36 mg L-1). Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti ± standardna 

pogreška od dva različita eksperimenta, svaki sa 6 ponavljanja (n = 12). Tretmani koji se 

značajno razlikuju pri p ≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA praćena Newman-Keulsovim post hoc 

testom) označeni su različitim slovima. 

 

4.7.2.2 Stopa fotosinteze 

Niti jedan tretman s bakrom nije rezultirao značajnom promjenom u količini nastalog kisika u 

uvjetima mraka (0 µmolfotona m
-2 s-1) i obasjavanja svjetlom intenziteta 40 µmolfotona m

-2 s-1 

(Slika 46). Pri intenzitetu osvjetljenja od 80 i 120 µmolfotona m
-2 s-1 mogao se uočiti donekle 

sličan trend; naime, pri intenzitetu svjetla od 80 µmolfotona m
-2 s-1 u usporedbi s kontrolom, 

tretman s CuONP značajno je povećao stopu fotosinteze, Cu2ONP nije pokazao učinak, dok je 

tretman s CuSO4 značajno smanjio stopu fotosinteze. Pri intenzitetu svjetla od 120 

µmolfotona m
-2 s-1, tretman s CuONP nije rezultirao promjenom, dok su Cu2ONP i CuSO4 

značajno smanjili stopu fotosinteze u usporedbi s kontrolom, s tim da je najveće smanjenje 

zabilježeno za CuSO4.  
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Slika 46. Stopa fotosinteze u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris i stanicama alge nakon 72 

sata izlaganja CuONP (14,45 mg L-1), Cu2ONP (11,89 mg L-1) i CuSO4 (8,36 mg L-1) pri 

rastućim vrijednostima intenziteta svjetla (0, 40, 80 i 120 µmolfotona m-2 s-1). Vrijednosti 

predstavljaju srednje vrijednosti ± standardna pogreška od tri ponavljanja. Tretmani koji se 

značajno razlikuju pri p ≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA praćena Newman-Keulsovim post hoc 

testom) označeni su različitim slovima. 

 

4.7.2.3 Fluorescencija klorofila a 

Svi tretmani sa srebrom povećali su oba parametra fluorescencije klorofila a u odnosu na 

kontrolu (Slika 47). Svi tretmani značajno su povećali vrijednost Fv/Fm, a najjači učinak 

zabilježen je nakon tretmana s nanočesticama (Slika 47.A). Što se tiče vrijednost PIabs, ponovo 

su tretmani s nanočesticama imali jači učinak u usporedbi s CuSO4, a tretman s CuONP 

rezultirao je najvećim povećanjem (Slika 47.B). 
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Slika 47. Maksimalni kvantni prinos PSII (Fv/Fm) (A) i indeks učinkovitosti fotosinteze (PIabs) 

(B) u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris i stanicama alge nakon 72 sata izlaganja CuONP 

(14,45 mg L-1), Cu2ONP (11,89 mg L-1) i CuSO4 (8,36 mg L-1). Vrijednosti predstavljaju 

srednje vrijednosti ± standardna pogreška od dva različita eksperimenta, svaki sa 6 ponavljanja 

(n = 12). Tretmani koji se značajno razlikuju pri p ≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA praćena 

Newman-Keulsovim post hoc testom) označeni su različitim slovima. 

 

4.7.2.4 Ekspresija proteina RuBisCo i D1 

Ekspresija proteina RuBisCo nije se značajno promijenila nakon niti jednog primijenjenog 

tretmana u odnosu na kontrolu (Slika 48.A). S druge strane, tretmani s CuONP i Cu2ONP su 

povećali ekspresiju proteina D1, među kojima je tretman s CuONP rezultirao većim, a tretman 

s Cu2ONP blažim povećanjem, dok je tretman s CuSO4 smanjio ekspresiju proteina D1 u 

odnosu na kontrolu (Slika 48.B).  
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Slika 48. Imunodetekcija proteina RbcL (A) i D1 (B) te ukupni topivi proteini obojani bojom 

Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250 (C) u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris i stanicama 

alge nakon 72 sata izlaganja CuONP (14,45 mg L-1), Cu2ONP (11,89 mg L-1) i CuSO4 

(8,36 mg L-1). Proteini su razdvojeni 12%-tnom SDS-PAG elektroforezom, preneseni na 

nitroceluloznu membranu koja je potom inkubirana sa specifičnim primarnim antitijelima. M – 

biljezi molekulskih masa (kDa). 

 

4.7.3 N n če  i e p li  iren  

4.7.3.1 K ličina fotosintetskih pigmenata klorofila a i b te karotenoida 

Analiza sadržaja fotosintetskih pigmenata pokazala je slične promjene za sva tri fotosintetska 

pigmenta (Slika 49). Sadržaj klorofila a i b te karotenoida značajno se povećao samo nakon 

tretmana s PS-NH2-NP u odnosu na kontrolu; tretman s PS-NP značajno je smanjio sadržaj 

klorofila a i karotenoida te blago sadržaj klorofila b; dok PS-COOH-NP nije pokazao značajan 

učinak na sadržaj analiziranih pigmenata.  
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Slika 49. Sadržaj klorofila a (A), klorofila b (B) i karotenoida (C) u kontrolnim stanicama alge 

C. vulgaris i stanicama alge nakon 72 sata izlaganja 40 mg L-1 PS-NP, PS-NH2-NP ili 

PS-COOH-NP. Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti ± standardna pogreška od dva 

različita eksperimenta, svaki sa 6 ponavljanja (n = 12). Tretmani koji se značajno razlikuju pri 

p ≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA praćena Newman-Keulsovim post hoc testom) označeni su 

različitim slovima. 

 

4.7.3.2 Stopa fotosinteze 

Tretmani s nanočesticama polistirena nisu izazvali značajne promjene u količini nastalog kisika 

u uvjetima mraka (0 µmolfotona m
-2 s-1) i intenziteta svjetla od 40 µmolfotona m

-2 s-1 (Slika 50). 

Pri intenzitetu osvjetljenja od 80 µmolfotona m
-2 s-1, svi tretmani smanjili su stopu fotosinteze u 

odnosu na kontrolu, što je bilo najjače izraženo za PS-NH2-NP i PS-COOH-NP. Pri intenzitetu 

svjetla od 120 µmolfotona m-2 s-1, svi tretmani su podjednako smanjili stopu fotosinteze u 

usporedbi s kontrolom. 
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Slika 50. Stopa fotosinteze u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris i stanicama alge nakon 72 

sata izlaganja 40 mg L-1 PS-NP, PS-NH2-NP ili PS-COOH-NP pri rastućim vrijednostima 

intenziteta svjetla (0, 40, 80 i 120 µmolfotona m-2 s-1). Vrijednosti predstavljaju srednje 

vrijednosti ± standardna pogreška od tri ponavljanja. Tretmani koji se značajno razlikuju pri p 

≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA praćena Newman-Keulsovim post hoc testom) označeni su 

različitim slovima. 

 

4.7.3.3 Fluorescencija klorofila a 

Niti jedan tretman s nanočesticama polistirena nije imao značajan utjecaj na promjenu 

vrijednosti Fv/Fm u odnosu na kontrolu (Slika 51.A), iako su čestice PS-NP pokazale značajno 

smanjenje u odnosu na nanočestice s funkcionalnim skupinama. S druge strane, svi tretmani 

značajno su povećali vrijednost PIabs u odnosu na kontrolu, među kojima je tretman s 

PS-COOH-NP rezultirao najvećim, a tretman s PS-NP najmanjim povećanjem vrijednosti 

(Slika 51.B). 
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Slika 51. Maksimalni kvantni prinos PSII (Fv/Fm) (A) i indeks učinkovitosti fotosinteze (PIabs) 

(B) u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris i stanicama alge nakon 72 sata izlaganja 40 mg L-1 

PS-NP, PS-NH2-NP ili PS-COOH-NP. Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti ± 

standardna pogreška od dva različita eksperimenta, svaki sa 6 ponavljanja (n = 12). Tretmani 

koji se značajno razlikuju pri p ≤ 0,05 (jednosmjerna ANOVA praćena Newman-Keulsovim 

post hoc testom) označeni su različitim slovima. 

 

4.7.3.4 Ekspresija proteina RuBisCo i D1 

Svi tretmani s nanočesticama polistirena rezultirali su podjednako blagim povećanjem 

ekspresije proteina RuBisCo u odnosu na kontrolu (Slika 52.A). S druge strane, tretmani s 

PS-NH2-NP i PS-COOH-NP izazvali su povećanje, a tretman s PS-NP smanjenje ekspresije 

proteina D1 u odnosu na kontrolu (Slika 52.B). 
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Slika 52. Imunodetekcija proteina RbcL (A) i D1 (B) te ukupni topivi proteini obojani bojom 

Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250 (C) u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris i stanicama 

alge nakon 72 sata izlaganja 40 mg L-1 PS-NP, PS-NH2-NP ili PS-COOH-NP. Proteini su 

razdvojeni 12%-tnom SDS-PAG elektroforezom, preneseni na nitroceluloznu membranu koja 

je potom inkubirana sa specifičnim primarnim antitijelima. M – biljezi molekulskih masa (kDa). 
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4.8 U je  j n n če  i   i i n  n  diferencijalnu ekspresiju proteina 

U cilju određivanja diferencijalno eksprimiranih proteina u stanicama alge C. vulgaris nakon 

njihovog izlaganja nanočesticama srebra i AgNO3, nanočesticama bakra i CuSO4 te 

nanočesticama polistirena primijenio sam tehniku 2-DE. Gelove sam računalno obradio te sam 

primjenom spektrometrije masa i proteinskih baza podataka identificirao one proteinske mrlje 

čiji se intenzitet ekspresije značajno razlikovao nakon određenog tretmana u odnosu na 

kontrolu. 

4.8.1 N n če  i e i ioni srebra 

4.8.1.1 Promjene u proteomu 

Nakon tretmana s oba tipa AgNP i AgNO3, u stanicama alge C. vulgaris detektirao sam ukupno 

37 proteinskih mrlji čija se ekspresija razlikovala u odnosu na kontrolu te ih identificirao 

spektrometrijom masa (Slika 53). Nakon tretmana s AgNP-citrat identificiran je 21 

diferencijalno eksprimirani protein, od kojih je 15 proteina imalo povećanu, a 6 smanjenju 

ekspresiju u odnosu na kontrolu (Slika 53. B). Nakon izlaganja česticama AgNP-CTAB, 

zabilježio sam najveći broj diferencijalno eksprimiranih proteina (27), od čega 24 sa 

smanjenom, a samo tri proteina s povećanom ekspresijom u usporedbi s kontrolom (Slika 53.C). 

Nakon tretmana s AgNO3, zabilježeno je ukupno 20 proteina s različitom ekspresijom u odnosu 

na kontrolu, pri čemu je 14 proteina pokazalo povećanu, a pet proteina smanjenu ekspresiju 

(Slika 53.D). 

 



122 

 

 

Slika 53. Ukupni topivi proteini u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris (A) te stanicama alge 

nakon 72 sata izlaganja AgNP-citrat (0,188 mg L-1) (B), AgNP-CTAB (0,895 mg L-1) (C) i 

AgNO3 (0,130 mg L-1) (D), razdvojeni 2-D elektroforezom. M – biljezi molekulskih masa 

(kDa), IEF 3-10 – relativan položaj proteina u gelu u odnosu na vrijednost njihove izoelektrične 

točke, SDS-PAGE – relativan položaj proteina u gelu u odnosu na njihove molekulske mase. 

Proteini čija se ekspresija statistički značajno razlikuje od kontrole (p ≤ 0,05) označeni su 

brojevima 1-37. Proteini s povećanom ekspresijom u odnosu na kontrolu označeni su punim 

(○), a oni sa smanjenom ekspresijom isprekidanim kružnicama (◌). 
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4.8.1.2 Klasifikacija diferencijalno eksprimiranih proteina 

Pretragom baza podataka identificirano je svih 37 diferencijalno eksprimiranih proteina 

(Tablica 19). Od ukupnog broja, pet proteina pokazalo je promjenu u ekspresiji nakon svih 

tretmana srebrom. Nadalje, 8 proteina bilo je diferencijalno eksprimirano samo nakon tretmana 

s oba tipa AgNP, među kojima je tretman s AgNP-citrat izazvao povećanu, a tretman s AgNP-

CTAB smanjenu ekspresiju većine proteina u odnosu na kontrolu. Nakon tretmana s AgNP-

citrat i AgNO3, 6 proteina je bilo diferencijalno eksprimirano u odnosu na kontrolu, među 

kojima je većina proteina pokazala povećanu ekspresiju nakon oba tretmana. Nakon tretmana s 

AgNP-CTAB i AgNO3, također je za 6 proteina zabilježena promijenjena, uglavnom smanjena 

ekspresija. Nadalje, po dva su proteina imala povećanu ekspresiju nakon tretmana samo s 

AgNP-citrat ili s AgNO3, dok je za 8 proteina zabilježena smanjena ekspresija tek nakon 

tretmana s AgNP-CTAB u odnosu na kontrolu. 

Korištenjem baze podataka UniProt i alata ProtParam, identificiranim proteinima pronašao 

sam podatke o njihovoj molekulskoj masi, izoelektričnoj točki, staničnoj lokalizaciji, 

molekularnoj funkciji i biološkom procesu u kojem sudjeluju po kojima sam ih i kategorizirao. 

Navedeni podaci se nalaze u Tablici 19. 
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Tablica 19. Diferencijalno eksprimirani proteini, njihova stanična lokalizacija te biološka i molekularna funkcija u stanicama alge C. vulgaris 

nakon 72 sata izlaganja AgNP-citrat (0,188 mg L-1), AgNP-CTAB (0,895 mg L-1) i AgNO3 (0,130 mg L-1). Strelica prema gore (↑) označava 

pojačanu, strelica prema dolje (↓) smanjenu, a znak jednako (=) podjednaku ekspresiju u usporedbi s kontrolom. pI – izoelektrična točka, M – 

molekulska masa. 

Oznaka 

proteinske 

mrlje 

Naziv proteina pI M (kDa) Lokalizacija Bi l   i pr  e  Molekularna funkcija Diferencijalna ekspresija 

 AgNP-

citrat 

AgNP-

CTAB 

AgNO3 

Fotosinteza    

1 Beta ugljična anhidraza 5,74 51,9 Stroma kloroplasta Fotositneza 

Povećavanje 

koncentracije CO2 oko 

enzima RuBisCo, 

ugljična 

anhidraza/metaloenzim 

↓ ↓ = 

3 Protein PsbP 9,22 26,4 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta (PSII) 

Fotosinteza, PSII Dobivanje kisika ↑ = = 

5 

Ribuloza-1,5-bifosfat 

karboksilaza,  

velika podjedinica 

5,99 52,5 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta 

Fotosinteza, 

fotorespiracija 
Fiksacija CO2 = ↓ = 

11 

28 

Ribuloza-1,5-bifosfat 

karboksilaza,  

mala podjedinica 

9,32 

9,44 

20,12 

20,04 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta 

Fotosinteza, 

fotorespiracija 
Fiksacija CO2 

↑ 

= 

= 

= 

↑ 

↑ 

12 

Protein reakcijskog 

centra PSI, 

podjedinica 2 

9,71 20,72 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta 

Fotosinteza 

Stvaranje kompleksa s 

feredoksinom i 

feredoksin-

oksidoreduktazom 

↑ = = 
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15 

25 

34 

6 

26 

Klorofil a-b vezujući 

protein 

6,77 

4,85 

6,19 

5,93 

5,93 

31,36 

26,85 

30,70 

22,94 

22,94 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta 

(PSI i PSII) 

Fotosinteza Vezanje klorofila 

= 

↓ 

= 

↑ 

↑ 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

= 

↓ 

= 

= 

27 Protein PsbO2 5,16 30,72 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta 

Fotosinteza Dobivanje kisika ↑ ↓ = 

29 

Protein reakcijskog 

centra PSI, 

podjedinica 4 

9,98 10,89 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta  

(PSI) 

Fotosinteza 

Pomaže spajanje 

feredoksina s PSI i 

feredoksin-NADP s 

oksidoreduktazom 

↑ = = 

Transport elektrona i dobivanje energije    

10 ATP sintaza gama lanac 8,95 39,38 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta 

Sinteza ATP-a, 

transport iona 
Translokaza  = ↓ = 

22 
ATP sintaza, 

podjedinica beta 
4,93 51,64 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta 

Sinteza ATP-a, 

transport iona 
Translokaza  ↓ ↑ ↑ 

Metabolizam ugljikohidrata    

8 
Fruktoza-bisfosfat 

aldolaza 
6,49 40,95 

Kloroplast, 

citoplazma 
Glikoliza Liza ugljikohidrata = ↓ = 

13 

16 

Gliceraldehid-3-fosfat 

dehidrogenaza 

9,05 

5,91 

43,20 

36,07 
Citoplazma Glikoliza Oksidoreduktaza  = 

↓ 

↓ 

↓ 

↑ 

19 Malat dehidrogenaza 5,74 34,77 
Citoplazma, 

mitohondrij 

Ciklus limunske 

kiseline 
Oksidoreduktaza  ↑ ↓ ↑ 

20 Fosfoglicerat kinaza 6,93 48,48 Citoplazma Glikoliza 

Vezanje ATP-a, 

fosfoglicerat kinazna 

aktivnost 

↑ ↓ ↑ 

Tablica 19. Nastavak 
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36 
NADP-ovisna 

oksidoreduktaza 
7,57 33,31 Citoplazma 

Metabolizam 

malih molekula i 

organskih tvari 

Oksidoreduktaza ↑ = ↑ 

Obrana i odgovor na stres    

21 
Protein toplinskog šoka 

70B 
5,15 72,08 

Citoplazma, 

endosomi 

Odgovor na stres, 

smatanje proteina 

Vezanje ATP-a, šaperon 

- vezanje proteina u 

nesmotanom stanju 

= ↓ = 

31 Protein Antifreeze 9,68 27,43 Citoplazma 

Odgovor na stres, 

inhibicija 

rekristalizacije 

leda, obrana od 

patogena 

Vezanje za čestice leda, 

termalna histereza 
↑ ↑ ↑ 

32 Superoksid dismutaza 8,63 26,06 

Citoplazma, 

kloroplast, 

mitohondrij, 

peroksisomi 

Odgovor na 

oksidacijski stres 

Vezanje metala, 

oksidoreduktaza, 

dismutaza superoksidnog 

radikala 

= = ↑ 

35 Laktat dehidrogenaza 4,98 24,34 Citoplazma Odgovor na stres 

Glikozilazna aktivnost 

između laktata i 

metilglioksala 

↑ = ↑ 

Prijenos signala    

4 

9 

17 

18 

Protein kinaza ovisna o 

kalciju i kalmodulinu 

8,78 

7,71 

7,71 

7,71 

40,69 

38,49 

38,49 

38,49 

Citoplazma Prijenos signala 

Vezanje ATP-a, protein 

serin treonin kinazna 

aktivnost 

↓ 

↓ 

= 

= 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

= 

↓ 

= 

= 

23 Rodanaza 4,63 39,45 Mitohondrij 

Odgovor na 

stimulans iona 

Ca2+  

Transport sumpora ↓ = ↑ 

30 
Ionski kanal ovisan o 

naponu 
8,51 28,73 

Vanjska membrana 

mitohondrija 

Transport iona, 

signala i kalcija 
Ionski kanal ↑ ↓ = 

Procesi transkripcije i translacije    

Tablica 19. Nastavak 
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7 Translacijska GTPaza 8,73 50,82 Citoplazma 
Biosinteza 

proteina 

Vezanje GTP-a za 

spajanje aminoacil-tRNA 

za ribosom 

= ↓ ↓ 

37 

2 
Elongacijski faktor Tu 

5,36 

5,36 

44,9 

44,9 

Mitohondrij, 

kloroplast 

Sinteza proteina, 

translacija 

Vezanje GTP-a, 

GTP-aza 
= 

↓ 

↓ 
= 

33 
RRM domain-

containing protein 
5,07 25,57 Jezgra, ribosomi 

Translacija, 

procesiranje 

mRNA 

Vezanje RNA ↑ = ↑ 

Skladišni protein    

14 Kupin tip 1 9,26 21,9 Citoplazma Skladišni protein 
Skladištenje hranjivih 

tvari 
↑ = ↑ 

Me anička potpora stanice    

24 Aktin 5,3 41,77 Citoskelet 
Održavanje 

stanične strukture 
Hidrolaza = ↑ ↑ 

Tablica 19. Nastavak 
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Nakon izlaganja stanica alge C. vulgaris tretmanu s AgNP-citrat, najviše diferencijalno 

eksprimiranih proteina bilo je iz kategorije Fotosinteza (43%) (Slika 54.A), od kojih je za 6 

proteina povezanih sa PSI i PSII te za malu podjedinicu proteina RuBisCo zabilježena pojačana, 

a za dva proteina povezana s PSI i PSII te za beta ugljičnu anhidrazu, koja povećava 

koncentraciju CO2 oko enzima RuBisCo, smanjena ekspresija u odnosu na kontrolu (Slika 

54.B). Sljedeći po zastupljenosti bili su proteini uključeni u Prijenos signala (19%). Dvije 

protein kinaze te protein rodanaza, osjetljiv na koncentraciju iona Ca2+, bili su slabije 

eksprimirani u odnosu na kontrolu, dok je proteinski ionski kanal bio pojačano eksprimiran. 

Nadalje, diferencijalno eksprimirani proteini nakon tretmana s AgNP-citrat svrstani su i u 

kategoriju Metabolizam ugljikohidrata (14%), iz koje je po jedan protein uključen u proces 

glikolize, ciklusa limunske kiseline i razgradnju malih molekula i za sve je zabilježena pojačana 

ekspresija u odnosu na kontrolu. Sljedeća kategorija po zastupljenosti je Obrana i odgovor na 

stres (9%), gdje su oba identificirana proteina uključena u obranu od patogena i odgovora na 

stresne uvjete pokazala povećanu ekspresiju. Preostale kategorije Skladišni proteini, Procesi 

transkripcije i translacije te Transport elektrona i dobivanja energije imale su jednaku 

zastupljenost diferencijalno eksprimiranih proteina od 5%. Za proteine uključene u skladištenje 

energije i u proces transkripcije zabilježena je pojačana ekspresija, dok je za protein ATP 

sintazu, koja je uključena u transport elektrona, zabilježena smanjena ekspresija u odnosu na 

kontrolu. 
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Slika 54. Zastupljenost funkcionalnih kategorija diferencijalno eksprimiranih proteina u 

stanicama alge C. vulgaris (A) i broj proteina u pojedinim funkcionalnim kategorijama s 

pojačanom (pozitivna os ordinate) ili smanjenom (negativna os ordinate) ekspresijom (B) nakon 

72 sata izlaganja 0,188 mg L-1 AgNP-citrat u odnosu na kontrolu. 
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Nakon tretmana s AgNP-CTAB, najviše diferencijalno eksprimiranih proteina iz alge C. 

vulgaris zbilježeno je u kategoriji Fotosinteza (33%) (Slika 55.A), iz koje je za svih 9 proteina 

uključenih u procese na PSI i PSII, veliku podjedinicu enzima RuBisCo i beta ugljičnu 

anhidrazu koja djeluje sinergistički uz RuBisCo, zabilježena smanjena ekspresija u odnosu na 

kontrolu (Slika 55.B). Iduće kategorije po zastupljenosti su Prijenos signala te Metabolizam 

ugljikohidrata, obje s 19%. Proteini uključeni u Prijenos signala su pretežito protein kinaze uz 

ionski kanal ovisan o naponu, dok su proteini iz kategorije Metabolizma ugljikohidrata 

ponajviše uključeni u proces glikolize uz jedan protein uključen u ciklus limunske kiseline. Za 

sve proteine iz obje navedene kategorije zabilježena je smanjena ekspresija u odnosu na 

kontrolu. Idući po redu zastupljenosti su proteini iz kategorije Procesi transkripcije i translacije, 

među kojima je za sva tri proteina uključena u biosintezu proteina zabilježena smanjena 

ekspresiju. Kategorije Obrana i odgovor na stres te Transport elektrona i dobivanje energije 

zastupljene su jednakim postotkom diferencijalno eksprimiranih proteina (7%). Iz kategorije 

Obrane i odgovara na stres, protein toplinskog šoka 70B (Hsp70B) pokazao je smanjenu 

ekspresiju, dok je za protein uključen u očuvanje integriteta stanica u stresnim uvjetima (protein 

Antifreeze) zabilježena povećana ekspresija u odnosu na kontrolu. Slično, iz kategorije 

Transport elektrona i dobivanje energije, beta podjedinica ATP sintaze pokazala je povećanu 

ekspresiju, dok je za gama lanac ATP sintaze zabilježena smanjena ekspresiju. U konačnici, 

najmanje proteina identificirano je iz kategorije Mehaničke podrške stanice, gdje je identificiran 

aktin koji je važan dio citoskeleta, a pokazao je povećanu ekspresiju u odnosu na kontrolu. 
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Slika 55. Zastupljenost funkcionalnih kategorija diferencijalno eksprimiranih proteina u 

stanicama alge C. vulgaris (A) i broj proteina u pojedinim funkcionalnim kategorijama s 

pojačanom (pozitivna os ordinate) ili smanjenom (negativna os ordinate) ekspresijom (B) nakon 

72 sata izlaganja 0,895 mg L-1 AgNP-CTAB u odnosu na kontrolu. 
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Nakon izlaganja stanica alge C. vulgaris tretmanu s AgNO3, najviše diferencijalno 

eksprimiranih proteina pripadalo je kategoriji Metabolizam ugljikohidrata (26%) (Slika 56.A), 

među kojima ja za proteine NADP-ovisna oksidoreduktazu, malat dehidrogenazu te dva 

proteina uključena u proces glikolize zabilježena povećana ekspresija, dok je protein 

gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, uključen u proces glikolize, pokazao smanjenu ekspresiju 

u odnosu na kontrolu (Slika 56.B). Sljedeću kategoriju po zastupljenosti čine proteini uključeni 

u proces Fotosinteze (21%), od kojih je za dva proteina uključena u vezanje klorofila na PSI i 

PSII zabilježena smanjena ekspresija, dok je za malu podjedinicu enzima RuBisCo zabilježena 

povećana ekspresija. Proteini povezani s Obranom i odgovorom na stres bili su zastupljeni sa 

16% i za sve je zabilježena pojačana ekspresija. Iduće po zastupljenosti bile su kategorije 

proteina uključenih u Prijenos signala i Procese transkripcije i translacije, svaka s 11%. Za 

protein kinazu koja sudjeluje u prijenosu signala je zabilježena smanjena ekspresija, dok je za 

protein uključen u transport sumpora zabilježena povećana ekspresija u odnosu na kontrolu. 

Unutar kategorije Procesa transkripcije i translacije, GTPaza uključena u translaciju pokazala 

je smanjenu ekspresiju, dok je protein s domenom za prepoznavanje RNA motiva (eng. RNA 

recognition motif, RRM) (RRM domain-containing protein) imao povećanu ekspresija u odnosu 

na kontrolu. Ostali proteini u kategorijama Transport elektrona i dobivanje energije, Skladišni 

proteini i Mehanička potpora stanice su bili jednako zastupljeni među diferencijalno 

eksprimiranim proteinima sa po 5%. Među njima, za beta podjedinicu ATP sintaze (kategorija 

Transport elektrona i dobivanje energije), za protein uključen u skladištenje hranjivih tvari 

(kategorija Skladišni proteini) i za aktin, uključen u održavanje stanične strukture (kategorija 

Mehanička potpora stanice) zabilježena je povećana ekspresija u odnosu na kontrolu. 
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Slika 56. Zastupljenost funkcionalnih kategorija diferencijalno eksprimiranih proteina u 

stanicama alge C. vulgaris (A) i broj proteina u pojedinim funkcionalnim kategorijama s 

pojačanom (pozitivna os ordinate) ili smanjenom (negativna os ordinate) ekspresijom (B) nakon 

72 sata izlaganja 0,130 mg L-1 AgNO3 u odnosu na kontrolu. 
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4.8.2 N n če  i e i ioni bakra 

4.8.2.1 Promjene u proteomu 

Nakon tretmana s CuONP i Cu2ONP te s CuSO4, u stanicama alge C. vulgaris detektirano je 

ukupno 29 proteinskih mrlja čija se ekspresija razlikovala u odnosu na kontrolu i sve su 

identificirane spektrometrijom masa (Slika 57). Nakon tretmana s CuONP, od ukupno 19 

diferencijalno eksprimiranih proteina, za 18 ih je zabilježena povećana ekspresija, dok je za 

samo jedan protein zabilježena smanjena ekspresija u odnosu na kontrolu (Slika 57.B). Nakon 

tretmana s Cu2ONP detektirano je ukupno 19 diferencijalno eksprimiranih proteina, pri čemu 

je za četiri proteina zabilježena povećana ekspresija, dok je 15 pokazalo smanjenu ekspresiju 

(Slika 57.C). Isti rezultat dobiven je i nakon tretmana s CuSO4, gdje je od ukupno 19 

diferencijalno eksprimiranih proteina, za njih četiri zabilježena povećana, a za 15 proteina 

smanjena ekspresija u odnosu na kontrolu (Slika 57.D).  
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Slika 57. Ukupni topivi proteini u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris (A) te stanicama alge 

nakon 72 sata izlaganja CuONP (14,45 mg L-1) (B), Cu2ONP (11,89 mg L-1) (C) i CuSO4 

(8,36 mg L-1) (D), razdvojeni 2-D elektroforezom. M – biljezi molekulskih masa (kDa), IEF 3-

10 – relativan položaj proteina u gelu u odnosu na vrijednost njihove izoelektrične točke, SDS-

PAGE – relativan položaj proteina u gelu u odnosu na njihove molekulske mase. Proteini čija 

se ekspresija statistički značajno razlikuje od kontrole (p ≤ 0,05) označeni su brojevima 1-29. 

Proteini s povećanom ekspresijom u odnosu na kontrolu označeni su punim (○), a oni sa 

smanjenom ekspresijom isprekidanim kružnicama (◌). 
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4.8.2.2 Klasifikacija diferencijalno eksprimiranih proteina 

Od ukupno 29 identificiranih proteina s diferencijalnom ekspresijom nakon tretmana s CuONP, 

Cu2ONP te s CuSO4, samo 7 ih je diferencijalno eksprimirano nakon svih primijenjenih 

tretmana, od kojih su tri pokazala povećanu ekspresiju (Tablica 20). Samo nakon tretmana s 

CuONP i Cu2ONP zabilježena su dva proteina s promijenjenom ekspresijom u odnosu na 

kontrolu, među kojima je tretman s CuONP izazvao povećanu ekspresiju oba navedena 

proteina. Samo nakon tretmana s CuONP i CuSO4, pet proteina je bilo diferencijalno 

eksprimirano u odnosu na kontrolu, među kojima je tretman s CuONP izazvao povećanu, a 

tretman s CuSO4 smanjenu ekspresiju svih navedenih proteina. Nadalje, za 7 proteina 

zabilježena je smanjena ekspresija u odnosu na kontrolu samo nakon tretmana s Cu2ONP i 

CuSO4. Dodatno, za pet proteina je zabilježena povećana ekspresija samo nakon tretmana s 

CuONP, dok je za tri proteina zabilježena smanjena ekspresija u odnosu na kontrolu samo 

nakon tretmana s Cu2ONP. 
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Tablica 20. Diferencijalno eksprimirani proteini, njihova stanična lokalizacija te biološka i molekularna funkcija u stanicama alge C. vulgaris 

nakon 72 sata izlaganja CuONP (14,45 mg L-1), Cu2ONP (11,89 mg L-1) i CuSO4 (8,36 mg L-1). Strelica prema gore (↑) označava pojačanu, strelica 

prema dolje (↓) smanjenu, a znak jednako (=) podjednaku ekspresiju u usporedbi s kontrolom. pI – izoelektrična točka, M – molekulska masa. 

Oznaka 

proteinske 

mrlje 

Ime proteina pI M (kDa) Lokalizacija Bi l   i pr  es Molekularna funkcija Diferencijalna ekspresija 

 CuONP Cu2ONP CuSO4 

Fotosinteza    

1 Beta ugljična anhidraza 5,74 51,9 
Stroma 

kloroplasta 
Fotositneza 

Povećavanje 

koncentracije CO2 oko 

enzima RuBisCo, 

ugljična 

anhidraza/metaloenzim 

= ↓ ↓ 

5 

Ribuloza-1,5-bifosfat 

karboksilaza, 

velika podjedinica 

5,99 52,5 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta 

Fotosinteza, 

fotorespiracija 
Fiksacija CO2 ↑ = ↓ 

6 
Kloroplastni PsbP4 

prekursor 
9,55 22,1 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta 

Fotosinteza, PSII Dobivanje kisika = ↓ = 

11 

28 

Ribuloza-1,5-bifosfat 

karboksilaza, 

mala podjedinica 

9,32 

9,44 

20,12 

20,04 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta 

Fotosinteza, 

fotorespiracija 
Fiksacija CO2 

↑ 

↑ 

= 

= 

= 

= 

15 

25 

3 

23 

Klorofil a-b vezujući 

protein 

6,77 

4,85 

6,19 

5,93 

31,36 

26,85 

30,70 

22,94 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta 

(PSI i PSII) 

Fotosinteza Vezanje klorofila 

↑ 

↑ 

↑ 

↑ 

= 

↑ 

= 

= 

↓ 

↑ 

↓ 

= 

27 Protein PsbO2 5,16 30,72 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta 

Fotosinteza Dobivanje kisika ↑ ↓ = 
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29 
Protein reakcijskog centra 

PSI podjedinica 4 
9,98 10,89 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta 

(PSI) 

Fotosinteza 

Pomaže spajanje 

feredoksina s PSI i 

feredoksin-NADP s 

oksidoreduktazom 

= ↓ ↓ 

Transport elektrona i dobivanje energije    

10 
ATP sintaza, 

gama lanac 
8,95 39,38 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta 

Sinteza ATP-a, 

transport iona 
Translokaza ↑ = ↓ 

22 
ATP sintaza, 

podjedinica beta 
4,93 51,64 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta 

Sinteza ATP-a, 

transport iona 
Translokaza ↓ ↓ ↑ 

Metabolizam ugljikohidrata    

8 
Fruktoza-bisfosfat 

aldolaza 
6,49 40,95 

Kloroplast, 

citoplazma 
Glikoliza Liza ugljikohidrata ↑ ↓ ↓ 

13 
Gliceraldehid-3-fosfat 

dehidrogenaza 
9,05 43,2 Citoplazma Glikoliza Oksidoreduktaza ↑ = ↓ 

20 Fosfoglicerat kinaza 6,93 48,48 Citoplazma Glikoliza 

Vezanje ATP-a, 

fosfoglicerat kinazna 

aktivnost 

↑ = = 

14 Trioza-fosfat izomeraza 5,22 27,01 Citoplazma Glikoliza 
Aktivnost trioza-fosfat 

izomeraze 
↑ = = 

Obrana i odgovor na stres    

21 
Protein toplinskog šoka 

70B 
5,15 72,08 

Citoplazma, 

endosomi 

Odgovor na stres, 

smatanje proteina 

Vezanje ATP-a, 

šaperon - vezanje 

proteina u nesmotanom 

stanju 

= ↓ = 

2 Protein Antifreeze 9,68 27,43 Citoplazma 

Odgovor na stres, 

inhibicija 

rekristalizacije leda, 

obrana od patogena 

Vezanje za čestice leda, 

termalna histereza 
↑ ↑ = 

Tablica 20. Nastavak 
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12 Laktat dehidrogenaza 4,98 24,34 Citoplazma Odgovor na stres 

Glikozilazna aktivnost 

između laktata i 

metilglioksala 

= ↓ = 

Prijenos signala    

4 

9 

17 

18 

Protein kinaza ovisna o 

kalciju i kalmodulinu 

8,78 

7,71 

7,71 

7,71 

40,69 

38,49 

38,49 

38,49 

Citoplazma Prijenos signala 

Vezanje ATP-a, protein 

serin treonin kinazna 

aktivnost 

↑ 

= 

= 

= 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

26 Akonitaza A 5,05 24,3 Kloroplast 
Biosinteza 

aminokiselina 

Hidroksitransferaza, 

dehidrataza 3-

izopropilmalata 

↑ ↑ ↑ 

Procesi transkripcije i translacije    

7 Translacijska GTPaza 8,73 50,82 Citoplazma Biosinteza proteina 

Vezanje GTP-a za 

spajanje aminoacil-

tRNA za ribosom 

= ↓ ↓ 

16 

19 
Elongacijski faktor Tu 

5,36 

5,36 

44,90 

44,90 

Mitohondrij, 

kloroplast 

Sinteza proteina, 

translacija 

Vezanje GTP-a, 

GTP-aza 

= 

↑ 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

Me anička potpora stanica 

24 Aktin 5,3 41,77 Citoskelet 
Održavanje stanične 

strukture 
Hidrolaza ↑ ↑ ↑ 

 

 

 

Tablica 20. Nastavak 
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Nakon tretmana stanica algi s CuONP, najzastupljenija kategorija diferencijalno eksprimiranih 

proteina bila je Fotosinteza (42%) (Slika 58.A), kojoj pripadaju proteini uključeni u procese 

vezanja klorofila, dobivanja kisika, odnosno fotolize vode i fiksacije CO2 i za sve proteine 

zabilježena je povećana ekspresija u odnosu na kontrolu (Slika 58.B). Sljedeća kategorija po 

zastupljenosti bila je Metabolizam ugljikohidrata (21%), gdje su svi identificirani proteini 

uključeni u proces glikolize i za sve je zabilježena povećana ekspresija u odnosu na kontrolu. 

Kategorije Transport elektrona i dobivanja energije te Prijenos signala bile su zastupljene s 

11%. Zanimljivo je da iz kategorije Transport elektrona i dobivanja energije za beta podjedinicu 

ATP sintaze zabilježena smanjena ekspresija, dok je za gama lanac ATP sintaze zabilježena 

povećana ekspresija. Protein akonitaza A i protein kinaza, uključeni u Prijenos signala, pokazali 

su povećanu ekspresiju u odnosu na kontrolu. Ostale kategorije, Obrana i odgovor na stres 

(protein Antifreeze), Procesi transkripcije i translacije (elongacijski faktor Tu) i Mehanička 

potpora stanice (aktin) bile su zastupljene s po jednim proteinom (5%), koji su svi pokazali 

pojačanu ekspresiju u odnosu na kontrolu. 
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Slika 58. Zastupljenost funkcionalnih kategorija diferencijalno eksprimiranih proteina u 

stanicama alge C. vulgaris (A) i broj proteina u pojedinim funkcionalnim kategorijama s 

pojačanom (pozitivna os ordinate) ili smanjenom (negativna os ordinate) ekspresijom (B) nakon 

72 sata izlaganja 14,45 mg L-1 CuONP u odnosu na kontrolu. 
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Nakon tretmana s Cu2ONP, najviše diferencijalno eksprimiranih proteina ponovo je pripadalo 

kategoriji Fotosinteza (27%) (Slika 59.A), u kojoj su proteini uključeni u reakcije na PSI i PSII 

te beta ugljična anhidraza pokazali smanjenu ekspresiju, dok je za protein uključen u vezanje 

klorofila zabilježena povećana ekspresija u odnosu na kontrolu (Slika 59.B). Visoko zastupljena 

bila je i kategorija Prijenos signala (26%), u kojoj je za četiri protein kinaze zabilježena 

smanjena ekspresija, dok je hidroksitransferaza akonitaza A, koja ima ulogu u prijenosu signala 

za biosintezu aminokiselina, pokazala povećanu ekspresiju. Iduće kategorije po zastupljenosti 

diferencijalno eksprimiranih proteina bile su Obrana i odgovor na stres te Procesi transkripcije 

i translacije, svaka sa 16%. U kategoriji Obrana i odgovor na stres, za protein Hsp70B i laktat 

dehidrogenazu zabilježena je smanjena ekspresija, dok je protein Antifreeze imao povećanu 

ekspresiju. Iz kategorije Procesi transkripcije i translacije, za tri proteina uključena u translaciju 

zabilježena je smanjena ekspresija u odnosu na kontrolu. Kategorije Metabolizam 

ugljikohidrata, Transport elektrona i dobivanja energije te Mehaničke podrške stanice (5%) 

imale su po jedan protein. Protein uključen u proces glikolize (fruktoza-bisfosfat aldolaza) iz 

Metabolizma ugljikohidrata te beta podjedinica ATP sintaze iz Transporta elektrona pokazale 

su smanjenu ekspresiju, dok je za aktin uključen u održavanje citoskeleta (Mehanička potpora 

stanice) zabilježena povećana ekspresija u odnosu na kontrolu. 



143 

 

 

Slika 59. Zastupljenost funkcionalnih kategorija diferencijalno eksprimiranih proteina u 

stanicama alge C. vulgaris (A) i broj proteina u pojedinim funkcionalnim kategorijama s 

pojačanom (pozitivna os ordinate) ili smanjenom (negativna os ordinate) ekspresijom (B) nakon 

72 sata izlaganja 11,89 mg L-1 Cu2ONP u odnosu na kontrolu. 
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Nakon tretmana stanica alge s CuSO4, najveći broj diferencijalno eksprimiranih proteina 

ponovo je bio uključen u kategoriju Fotosinteza (32%) (Slika 60.A), u kojoj je za proteine 

uključene u reakcije na PSI i PSII, za veliku podjedinicu enzima RuBisCo te za beta ugljičnu 

anhidrazu zabilježena smanjena ekspresija, dok je ekspresija proteina uključenog u vezanje 

pigmenata (klorofil a-b vezujući protein) bila povećana (Slika 60.B). Iduća kategorija po 

zastupljenosti bila je Prijenos signala (26%), u kojoj je za četiri protein kinaze zabilježena 

smanjena ekspresija, dok hidroksitransferaza akonitaza A, koja sudjeluje u prijenosu signala za 

biosintezu aminokiselina, pokazala povećanu ekspresiju u odnosu na kontrolu. Sljedeća 

kategorija po zastupljenosti diferencijalno eksprimiranih proteina bila je Procesi transkripcije i 

translacije (16%), gdje je za sve identificirane proteine uključene u biosintezu proteina 

zabilježena smanjena ekspresija u odnosu na kontrolu. Proteini uključeni u Transport elektrona 

i dobivanje energije (10%) i Metabolizam ugljikohidrata (11%) pokazali su podjednaku 

zastupljenost. Unutar kategorije Transport elektrona i dobivanje energije, beta podjedinica ATP 

sintaze imala je povećanu ekspresija, dok je ekspresija gama lanca ATP sintaze bila smanjena. 

S druge strane, za sve proteine iz kategorije Metabolizma ugljikohidrata koji sudjeluju u 

procesu glikolize zabilježena je smanjena ekspresija. Najmanja zastupljenost diferencijalno 

eksprimiranih proteina zabilježena je za kategoriju Mehanička podrške stanice (5%), gdje je 

aktin, uključen u održavanje integriteta citoskeleta, pokazao povećanu ekspresiju nakon 

tretmana s CuSO4 u odnosu na kontrolu. 

 



145 

 

 

Slika 60. Zastupljenost funkcionalnih kategorija diferencijalno eksprimiranih proteina u 

stanicama alge C. vulgaris (A) i broj proteina u pojedinim funkcionalnim kategorijama s 

pojačanom (pozitivna os ordinate) ili smanjenom (negativna os ordinate) ekspresijom (B) nakon 

72 sata izlaganja 8,36 mg L-1 CuSO4 u odnosu na kontrolu. 
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4.8.3 N n če  i e p li  iren  

4.8.3.1 Promjene u proteomu 

Nakon tretmana s PS-NP, PS-NH2-NP i PS-COOH-NP, u stanicama alge detektirano je ukupno 

30 proteinskih mrlja čija se ekspresija razlikovala u odnosu na kontrolu, dok je analizom 

spektrometrije masa identificirano 29 proteina (Slika 61). Nakon izlaganja stanica alge PS-NP 

ukupno je detektirano 25 proteina s promijenjenom ekspresijom, pri čemu je za četiri proteina 

zabilježena povećana, a za 21 protein smanjena ekspresija u odnosu na kontrolu (Slika 61.B). 

Nakon tretmana s PS-NH2-NP, od ukupno 13 detektiranih proteina, za samo dva zabilježena je 

povećana ekspresija, dok je ekspresija 11 proteina bila smanjena (Slika 61.C). Nakon tretmana 

s PS-COOH-NP detektirano je ukupno 26 diferencijalno eksprimiranih proteina, od kojih su 

dva proteina imala povećanu ekspresiju, dok je ekspresija 24 proteina bila smanjena u odnosu 

na kontrolu (Slika 61.D). 
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Slika 61. Ukupni topivi proteini u kontrolnim stanicama alge C. vulgaris (A) te stanicama alge 

nakon 72 sata izlaganja 40 mg L-1 PS-NP (B), PS-NH2-NP (C) ili PS-COOH-NP (D), razdvojeni 

2-D elektroforezom. M – biljezi molekulskih masa (kDa), IEF 3-10 – relativan položaj proteina 

u gelu u odnosu na vrijednost njihove izoelektrične točke, SDS-PAGE – relativan položaj 

proteina u gelu u odnosu na njihove molekulske mase. Proteini čija se ekspresija statistički 

značajno razlikuje od kontrole (p ≤ 0,05) označeni su brojevima 1-29. Proteini s povećanom 

ekspresijom u odnosu na kontrolu označeni su punim (○), a oni sa smanjenom ekspresijom 

isprekidanim kružnicama (◌). 
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4.8.3.2 Klasifikacija diferencijalno eksprimiranih proteina 

Pretragom baza podataka identificirano je 29 diferencijalno eksprimiraih proteina nakon 

tretmana s nanočesticama polistirena (Tablica 21). Od ukupnog broja, 13 proteina pokazalo je 

promjenu u ekspresiji nakon svih tretmana, od kojih je za 11 zabilježena smanjena, a za 2 

povećana ekspresija nakon svih tretmana nanočesticama polistirena. Samo nakon tretmana s 

PS-NP i PS-COOH-NP zabilježeno je 9 proteina s većinski smanjenom ekspresijom u odnosu 

na kontrolu. Nadalje, tri proteina je diferencijalno eksprimirano samo nakon tretmana s PS-NP, 

od kojih je za 2 zabilježena smanjena, a za jedan povećana ekspresija u odnosu na kontrolu. S 

druge strane, samo nakon tretmana s PS-COOH-NP zabilježena je samo smanjena ekspresija 

četiri proteina u odnosu na kontrolu, dok nijedan od proteina nije pokazao promijenjenu 

ekspresiju nakon samo tretmana s PS-NH2-NP. 
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Tablica 21. Diferencijalno eksprimirani proteini, njihova stanična lokalizacija te biološka i molekularna funkcija u stanicama alge C. vulgaris 

nakon 72 sata izlaganja 40 mg L-1 PS-NP, PS-NH2-NP ili PS-COOH-NP. Strelica prema gore (↑) označava pojačanu, strelica prema dolje (↓) 

smanjenu, a znak jednako (=) podjednaku ekspresiju u usporedbi s kontrolom. pI – izoelektrična točka, M – molekulska masa. 

Oznaka 

proteinske 

mrlje 

Ime proteina pI M (kDa) Lokalizacija Bi l   i pr  e  Molekularna funkcija Diferencijalna ekspresija 

 

PS 

PS-

NH2-

NP 

PS-

COOH-

NP 

Fotosinteza    

1 Beta ugljična anhidraza 5,74 51,9 Stroma kloroplasta Fotositneza 

Povećavanje 

koncentracije CO2 oko 

enzima RuBisCo, 

ugljična 

anhidraza/metaloenzim 

↓ ↓ ↓ 

6 
Kloroplastni PsbP4 

prekursor 
9,55 22,1 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta 

Fotosinteza, PSII Dobivanje kisika ↓ ↓ ↓ 

11 

28 

Ribuloza-1,5-bifosfat 

karboksilaza, 

mala podjedinica 

9,32 

9,44 

20,12 

20,04 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta 

Fotosinteza, 

fotorespiracija 
Fiksacija CO2 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

12 

Protein reakcijskog 

centra PSI,  

podjedinica 2 

9,71 20,72 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta 

Fotosinteza 

Stvaranje kompleksa s 

feredoksinom i 

feredoksin-

oksidoreduktazom 

↓ ↓ ↓ 

25 

15 

16 

Klorofil a-b vezujući 

protein 

4,85 

5,93 

5,93 

26,85 

22,94 

22,94 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta  

(PSI i PSII) 

Fotosinteza Vezanje klorofila 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 
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27 Protein PsbO2 5,16 30,72 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta 

Fotosinteza Dobivanje kisika ↓ = ↓ 

29 
Protein reakcijskog 

centra PSI podjedinica 4 
9,98 10,89 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta (PSI) 

Fotosinteza 

Pomaže spajanje 

feredoksina s PSI i 

feredoksin-NADP s 

oksidoreduktazom 

↓ = ↓ 

Transport elektrona i dobivanje energije    

22 
ATP sintaza, 

podjedinica beta 
4,93 51,64 

Tilakoidna 

membrana 

kloroplasta 

Sinteza ATP-a, 

transport iona 
Translokaza ↓ ↓ ↓ 

Metabolizam ugljikohidrata    

8 
Fruktoza-bisfosfat 

aldolaza 
6,49 40,95 

Kloroplast, 

citoplazma 
Glikoliza Liza ugljikohidrata ↓ = ↓ 

19 Malat dehidrogenaza 5,74 34,77 
Citoplazma, 

mitohondrij 

Ciklus limunske 

kiseline 
Oksidoreduktaza = = ↓ 

Obrana i odgovor na stres    

2 
Protein PCC13-62 

povezan sa isušivanjem 
7,56 29,3 

Citoplazma, 

kloroplast 

Odgovor na 

sušu visoki 

salinitet 

(odgovor na stres) 

Transkripcijska 

regulacija 
↑ ↑ ↑ 

21 
Protein toplinskog šoka 

70B 
5,15 72,08 

Citoplazma, 

endosomi 

Odgovor na stres, 

smatanje proteina 

Vezanje ATP-a, šaperon 

- vezanje proteina u 

nesmotanom stanju 

↓ ↓ ↓ 

3 Protein Antifreeze 9,68 27,43 Citoplazma 

Odgovor na stres, 

inhibicija 

rekristalizacije 

leda, obrana od 

patogena 

Vezanje za čestice leda, 

termalna histereza 
= = ↓ 

Tablica 21. Nastavak 
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5 Superoksid dismutaza 8,63 26,06 

Citoplazma, 

kloroplast, 

mitohondrij, 

peroksisomi 

Odgovor na 

oksidacijski stres 

Vezanje metala, 

oksidoreduktaza, 

dismutaza 

superoksidnog radikala 

↓ = ↓ 

13 Laktat dehidrogenaza 4,98 24,34 Citoplazma Odgovor na stres 

Glikozilazna aktivnost 

između laktata i 

metilglioksala 

= = ↓ 

Prijenos signala    

4 

9 

17 

18 

Protein kinaza ovisna o 

kalciju i kalmodulinu 

8,78 

7,71 

7,71 

7,71 

40,69 

38,49 

38,49 

38,49 

Citoplazma Prijenos signala 

Vezanje ATP-a, protein 

serin treonin kinazna 

aktivnost 

↓ 

↓ 

↓ 

↓ 

= 

= 

= 

= 

↓ 

↓ 

= 

= 

23 Rodanaza 4,63 39,45 Mitohondrij 

Odgovor na 

stimulans Ca2+ 

iona 

Transport sumpora ↑ = ↓ 

26 Akonitaza A 5,05 24,3 Kloroplast 
Biosinteza 

aminokiselina 

Hidroksitransferaza, 

dehidrataza 3-

izopropilmalata 

↓ ↓ ↓ 

Procesi transkripcije i translacije    

7 Translacijska GTPaza 8,73 50,82 Citoplazma 
Biosinteza 

proteina 

Vezanje GTP-a za 

spajanje aminoacil-

tRNA za ribosom 

↓ = ↓ 

10 
tRNA riboziltransferaza 

katalitička podjedinica 1 
6,43 51,21 Citoplazma 

Transglikozilacija 

gvanin tRNA 

Vezanje metala, 

glikoziltransferaza, 

procesiranje tRNA 

↑ = = 

14 Elongacijski faktor Tu 5,36 44,9 
Mitohondrij, 

kloroplast 

Sinteza proteina, 

translacija 

Vezanje GTP-a, 

GTP-aza 
↓ = ↓ 

20 
RRM domain-

containing protein 
5,07 25,57 Jezgra, ribosomi 

Translacija, 

procesiranje 

mRNA 

Vezanje RNA = = ↓ 

Tablica 21. Nastavak 
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Me anička potpora stanice    

24 Aktin 5,3 41,77 Citoskelet 
Održavanje 

stanične strukture 
Hidrolaza ↑ ↑ ↑ 

Tablica 21. Nastavak 
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Nakon tretmana stanica algi s PS-NP, najviše diferencijalno eksprimiranih proteina bilo je 

uključeno u kategoriju Fotosinteza (40%) (Slika 62.A), u kojoj je za proteine uključene u 

reakcije na PSI i PSII te za enzim RuBisCo i beta ugljičnu anhidrazu zabilježena smanjena 

ekspresija (Slika 62.B). Sljedeća kategorija diferencijalno eksprimiranih proteina po 

zastupljenosti bila je Prijenos signala (24%), u kojoj su četiri protein kinaze i 

hidroksitransferaza pokazale smanjenu ekspresiju, dok je ekspresija proteina ovisnog o 

koncentraciji iona Ca2+, koji je uključen u transport sumpora u mitohondrij, bila povećana u 

odnosu na kontrolu. Kategorije Obrana i odgovor na stres te Procesi transkripcije i translacije 

bile su jednako zastupljene po broju diferencijalno eksprimiranih proteina, svaka s 12%. Unutar 

kategorije Obrana i odgovor na stres, za protein uključen u pravilno smatanje proteina (protein 

Hsp70B) i održavanje oksidacijske homeostaze (enzim SOD) zabilježena je smanjena 

ekspresija, dok je protein koji odgovara na nepovoljne uvjete modulacijom transkripcije drugih 

proteina (protein PCC13-62 povezan sa isušivanjem) pokazao povećanu ekspresiju. U 

kategoriji Procesi transkripcije i translacije, za dva proteina povezana s biosintezom proteina 

preko vezanja GTP-a zabilježena je smanjena ekspresija, dok je ekspresija glikoziltransferaze, 

uključene u transglikozilaciju proteina, bila povećana. Kategorije Transport elektrona i 

dobivanja energije (beta podjedinica ATP sintaze), Metabolizam ugljikohidrata (fruktoza-

bisfosfat aldolaza) te Mehanička potpora stanice (aktin) bile su zastupljene sa po jednim 

proteinom (4%) i za sve je zabilježena smanjena ekspresija u odnosu na kontrolu.  
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Slika 62. Zastupljenost funkcionalnih kategorija diferencijalno eksprimiranih proteina u 

stanicama alge C. vulgaris (A) i broj proteina u pojedinim funkcionalnim kategorijama s 

pojačanom (pozitivna os ordinate) ili smanjenom (negativna os ordinate) ekspresijom (B) nakon 

72 sata izlaganja 40 mg L-1 PS-NP u odnosu na kontrolu. 
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Nakon izlaganja stanica alge PS-NH2-NP, najveći broj diferencijalno eksprimiranih proteina 

ponovo je bio iz kategorije Fotosinteza (61%) (Slika 63.A), u kojoj je za sve proteine uključene 

u reakcije na PSI i PSII te za enzim RuBisCo i beta ugljičnu anhidrazu zabilježena smanjena 

ekspresija u odnosu na kontrolu (Slika 63.B). Druga kategorija po zastupljenosti diferencijalno 

eksprimiranih proteina bila je Obrana i odgovor na stres (15%), u kojoj je protein Hsp70B, 

uključen u pravilno smatanje proteina, pokazao smanjenu ekspresija, dok je ekspresija proteina 

uključenog u odgovor na stresne uvjete putem transkripcijske regulacije drugih proteina 

(protein PCC13-62 povezan s isušivanjem) bila povećana. Ostali identificirani diferencijalno 

eksprimirani proteini pripadali su kategorijana Transport elektrona i dobivanje energije, 

Prijenos signala te Mehanička potpora stanice (8%). Među njima, za beta podjedinicu ATP 

sintaze uključenu u sintezu ATP-a i transport iona (Transport elektrona i dobivanje energije) te 

za hidroksitransferazu uključenu u prijenos signala za sintezu aminokiselina (Prijenos signala) 

zabilježena je smanjena ekspresija, dok je ekspresija aktina, proteina važnog za održavanje 

integriteta citoskeleta (Mehanička potpora stanice), bila povećana u odnosu na kontrolu.  
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Slika 63. Zastupljenost funkcionalnih kategorija diferencijalno eksprimiranih proteina u 

stanicama alge C. vulgaris (A) i broj proteina u pojedinim funkcionalnim kategorijama s 

pojačanom (pozitivna os ordinate) ili smanjenom (negativna os ordinate) ekspresijom (B) nakon 

72 sata izlaganja 40 mg L-1 PS-NH2-NP u odnosu na kontrolu. 
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I nakon tretmana s PS-COOH-NP, najveći broj diferencijalno eksprimiranih proteina pripadao 

je kategoriji Fotosinteza (38%) (Slika 64.A), u kojoj su proteini uključeni u reakcije na PSI i 

PSII te enzim RuBisCo i beta ugljična anhidraza pokazali smanjenu ekspresija u odnosu na 

kontrolu (Slika 64.B). Sljedeća kategorija po zastupljenosti diferencijalno eksprimiranih 

proteina bila je Obrana i odgovor na stres (19%), u kojoj je ekspresija proteina uključenih u 

odgovor na određene tipove stresnih uvjeta i proteina uključenog u odgovor na stres putem 

transkripcijske regulacije drugih proteina (protein PCC13-62 povezan sa isušivanjem) bila 

smanjena. Nadalje, za diferencijalno eksprimirane proteine iz kategorije Prijenos signala (15%), 

među kojima su protein kinaze, hidroksitransferaze te protein uključen u transfer sumpora na 

membrani mitohondrija, zabilježena je smanjena ekspresija u odnosu na kontrolu. Iduća 

kategorija po zastupljenosti različito eksprimiranih proteina bila je Procesi transkripcije i 

translacije (12%), u kojoj je za dva proteina uključena u translaciju i za jedan protein uključen 

transkripciju zabilježena smanjena ekspresija. Smanjenu ekspresiju pokazali su i protein koji 

sudjeluje u glikolizi i oksidoreduktaza koja sudjeluje u ciklusu limunske kiseline, oba iz 

kategorije Metabolizam ugljikohidrata (8%). Kategorije Transport elektrona i dobivanje 

energije te Mehanička potpora stanice bile su zastupljene s po jednim diferencijalno 

eksprimiranim proteinom (4%), a za oba proteina, beta podjedinicu ATP sintaze uključene u 

transport iona i sintezu ATP-a i aktin uključen u održavanje citoskeleta, zabilježena je smanjena 

ekspresija u odnosu na kontrolu. 
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Slika 64. Zastupljenost funkcionalnih kategorija diferencijalno eksprimiranih proteina u 

stanicama alge C. vulgaris (A) i broj proteina u pojedinim funkcionalnim kategorijama s 

pojačanom (pozitivna os ordinate) ili smanjenom (negativna os ordinate) ekspresijom (B) nakon 

72 sata izlaganja 40 mg L-1 PS-COOH-NP u odnosu na kontrolu. 
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5. RASPRAVA 

U ovom istraživanju analizirao sam fitotoksični učinak nanočestica srebra s dva različita 

omotača (AgNP-citrat i AgNP-CTAB), nanočestica bakrovih oksida u dva oksidacijska stanja 

(CuONP i Cu2ONP) te nanočestica polistirena bez modifikacije i modificiranih s dvije 

funkcionalne skupine (PS-NP, PS-NH2-NP i PS-COOH-NP) na stanice alge C. vulgaris. Kako 

ranija istraživanja ukazuju da veliki udio u fitotoksičnosti nanočestica metala imaju upravo ioni 

disocirani s njih (Mathur i sur. 2023), u ovom istraživanju sam primijenio i tretmane s AgNO3 

i CuSO4 kao izvore iona Ag+ i Cu2+. 

5.1 N n če  i e i ioni srebra 

5.1.1 Stabilnost u hranjivoj podlozi 

Ranija istraživanja pokazala su značajan utjecaj fizikalnih i kemijskih svojstava AgNP na 

njihovu stabilnost u tekućim hranjivim podlogama (Yu i sur. 2013; Li i sur. 2015; Yue i sur. 

2017). U mom istraživanju, oba tipa nanočestica brzo su aglomerirala u podlozi BBM, s tim da 

je aglomeracija AgNP-citrat bila izraženija. Nakon početne aglomeracije, promjer AgNP-citrat 

se smanjio nakon 24 sata te stabilizirao do 78. sata, što ukazuje na disocijaciju iona Ag+ nakon 

početne aglomeracije te postizanje stabilnosti unutar 24 sata. S druge strane, nakon početne 

aglomeracije AgNP-CTAB neposredno nakon dodavanja u podlogu BBM, njihov promjer je 

ostao isti do 78. sata kada je zabilježeno blago povećanje. Ranije istraživanje je pokazalo da su 

AgNP-CTAB stabilnije u podlozi Murashige i Skoog s polovičnom koncentracijom 

makroelemenata u odnosu na blago negativne AgNP-PVP, što zajedno s rezultatima ovog 

istraživanja pokazuje da početni naboj AgNP utječe na njihovu aglomeraciju, odnosno 

stabilnost u hranjivim podlogama (Biba i sur. 2020). Nadalje, AgNP-citrat su cijelo vrijeme 

zadržale negativan naboj, izuzev nakon inkubacije u podlozi BBM od 72 sata kada im je 

izmjeren pozivan ζ potencijal. S druge strane, neposredno nakon dodatka u podlogu BBM, 

AgNP-CTAB su izgubile svoj pozitivni naboj koji se nije drastično mijenjao do kraja mjerenja. 

Ranija istraživanja pokazala su da smanjenje ζ potencijala nanočestica može biti posljedica 

povećane ionske jakosti hranjive podloge što ima negativni učinak na stabilnost samih čestica 

(Smith i sur. 2017; Dong i sur. 2019). Budući da je pokazano da su nanočestice koje dijele naboj 

s većinom iona u podlozi manje stabilne te podložne aglomeraciji i disocijaciji, negativni ζ 

potencijal oba tipa AgNP upućuje da se u podlozi BBM nalazi više iona s negativnim nabojem 

što je u skladu s manjom stabilnošću negativno nabijenih AgNP-citrat (Lavagna i sur. 2022).  

Različite hranjive podloge imaju različitu ionsku jakost koja može znatno utjecati na ponašanje 

AgNP (Tolaymat i sur. 2010; Akter i sur. 2018; Matras i sur. 2022). U prilog tome, istraživanja 
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su pokazala da najveću stabilnost AgNP postižu u ultra-čistoj vodi pri neutralnom pH gdje nisu 

zamijećene značajne promjene veličine ili naboja (Barrena i sur. 2009; Yin i sur. 2011). S druge 

strane, istraživanje utjecaja pH otopine na stabilnost AgNP pokazalo je da su AgNP 

najstabilnije pri višim vrijednostima pH, dok su pri nižim vrijednostima AgNP sklone 

aglomeraciji i disocijaciji (Fernando i Zhou 2019). Također, pokazano je da su AgNP stabilnije 

u hranjivim podlogama s nižom ionskom jakosti i s višim vrijednostima pH (De Leersnyder i 

sur. 2019). Naime, u tekućoj podlozi Hewitt s 1 15 koncentracije makroelemenata, AgNP su 

pokazale iznimnu stabilnost (Yang i sur. 2020), dok je u podlozi Hewitt s 1/4 koncentracije 

makroelemenata došlo do aglomeracije (Yang i sur. 2019). Slično, u Hoaglandovoj tekućoj 

podlozi s 1/10 koncentracije makroelemenata, AgNP su bile stabilne s malim promjenama 

veličine (Jiang i sur. 2017), dok je u istoj podlozi, ali s 1/4 koncentracije makroelemenata 

zabilježena njihova aglomeracija i disocijacija (Nair i Chung 2014), što je bilo još izraženije u 

Hoaglandovoj podlozi s punim sastavom (Thwala i sur. 2013). Dodatno, Ke i sur. (2018) i 

Geisler-Lee i sur. (2013) pokazali su da u tekućim podlogama Murashige i Skoog te Hoagland 

dolazi do aglomeracije i disocijacije AgNP-citrat, što je u skladu s mojim rezultatima vjerojatno 

zbog sličnih pH vrijednosti navedenih podloga. S druge strane, početna aglomeracija i daljnja 

stabilnost AgNP-CTAB pokazana je i u ranijim istraživanjima gdje je značajna aglomeracija 

AgNP-CTAB dovela i do njihovog taloženja (Biba i sur. 2020). Dodatno, Biba i sur. (2022) su 

pokazali i smanjenje ζ potencijala AgNP-CTAB neposredno nakon dodatka u tekuću podlogu 

Murashige i Skoog s polovičnom koncentracijom makroelemenata, što je u skladu s rezultatima 

moga istraživanja te upućuje na veliku ovisnost svojstva AgNP o ionskoj jakosti podloge. 

Rezultati analize stabilnosti otopine AgNO3 u podlozi BBM pokazuju da su ioni Ag+ reagirali 

s ionima iz podloge, što je rezultiralo sintezom čestica AgNP. Naime, ioni Cl- ili S2- iz podloge 

mogu reducirati AgNO3 čime nastaju čestice AgCl ili Ag2S (Trinh i sur. 2015; Sadovnikov i 

Gusev 2020). U ovom istraživanju, novonastale AgNP su formirale aglomerate unutar 24 sata, 

nakon čega se veličina čestica smanjila te stabilizirala do kraja mjerenja što je slično prikazanoj 

stabilnosti AgNP-citrat u podlozi BBM. 

5.1.2 Unos n n če  i   i i n   rebr  u    ni e i utjecaj na morfologiju algi 

Veličina, uz navedenu stabilnost AgNP, jedan je od ključnih faktora njihove fitotoksičnosti 

(Yan i Chen 2019). Naime, većina algi su okružene staničnom stijenkom čija obično porozna 

struktura olakšava adsorpciju mnogih tvari iz okoline, ali i omogućuje ulazak AgNP promjera 

do 20 nm u stanice (Behra i sur. 2013; Wang i sur. 2019) te su se AgNP ovog promjera pokazale 

i najtoksičnijima (Carlson i sur. 2008; Samberg i sur. 2011; Geisler-Lee i sur. 2013; Wang i sur. 
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2013; Tripathi i sur. 2017; Perde-Schrepler i sur. 2019; Ferdous i Nemmar 2020). Međutim, 

razni stresni faktori te stanični procesi poput diobe stanica mogu povećati propusnost stanične 

stijenke te omogućiti ulazak i većih čestica u stanicu, dok je pokazano da i AgNP veće od 20 

nm u promjeru mogu inducirati stvaranje većih pora u staničnoj stijenci (Carlson i sur. 2008; 

Tripathi i sur. 2017), što negativno utječe na rast i morfologiju algi (Kalman i sur. 2015; Xia i 

sur. 2015). 

Značajan utjecaj na fitotoksičnost AgNP imaju i površinski omotači, koji mijenjaju njihovu 

površinu te utječu na aglomeraciju i transformaciju u hranjivim podlogama pa posljedično i na 

reaktivnost i veličinu AgNP (Tolaymat i sur. 2010; Levard i sur. 2012; Biba i sur. 2021). Iako 

je provedeno mnogo ekotoksikoloških istraživanja koja su analizirala utjecaj AgNP bez 

omotača ili s jednim tipom omotača na alge (Oukarroum i sur. 2012a; Oukarroum i sur. 2012b; 

Qian i sur. 2016; Zhang i sur. 2018; Pham 2019; Liu i sur. 2020a; Qiao i sur. 2022), samo je 

nekolicina istraživanja usporedila učinke različitih omotača AgNP na alge u istom istraživanju 

(Angel i sur. 2013; Kalman i sur. 2015; Kleiven i sur. 2019; Lekamge i sur. 2020; Zhang i sur. 

2020a; b). Rezultati tih istraživanja pokazuju da omotači utječu na fitotoksičnost AgNP, što se 

slaže s rezultatima moga istraživanja gdje su AgNP s različitim omotačima pokazale različite 

učinke na vijabilnost stanica algi. Naime, EC25 vrijednost je nakon 72 sata bila oko četiri puta 

veća za pozitivno nabijene AgNP-CTAB od vrijednosti izmjeren za negativno nabijeni AgNP-

citrat. Takav rezultat sugerira da su AgNP-CTAB manje toksične od AgNP-citrat na stanice 

alge C. vulgaris u podlozi BBM, vjerojatno zbog povećane aglomeracije AgNP-CTAB koja 

može smanjiti njihovu toksičnost. S druge strane, Zhang i sur. (2020) pokazali su da negativno 

nabijeni AgNP-citrat rezultira višom vrijednosti EC50 za stanica C. vulgaris u odnosu na AgNP 

stabilizirane pozitivno nabijenim polietilenom u hranjivoj podlozi BG-11, što pokazuje da su u 

njihovim eksperimentalnim uvjetima AgNP s pozitivno nabijenim omotačima bile toksičnije 

od negativno nabijenih AgNP-citrat. Slično, Lekamge i sur. (2020) su pokazali da AgNP 

stabilizirane negativno nabijenim kurkuminom i epigalokatehin galatom inhibiraju rast stanica 

alge R. subcapitata pri nižoj koncentraciji od onih obloženih neutralnim L-tirozinom. Navedeni 

rezultati upućuju da površinski omotači mogu znatno utjecati na toksičnost AgNP na alge, dok 

razlika u rezultatima među istraživanjima ukazuje na veliku potrebu za usporednim 

istraživanjima toksičnosti AgNP s različitim omotačima na isti organizam pod jednakim 

eksperimentalnim uvjetima. S druge strane, tretman s AgNO3 izazvao je najbržu staničnu smrt 

algi u usporedbi s obje vrste AgNP, gdje je izračunata EC25 vrijednost bila znatno bliže EC25 

vrijednosti za AgNP-citrat nego za AgNP-CTAB. Takav rezultat je u skladu s ranijim 
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istraživanjima i upućuje da je toksični učinak AgNO3 na alge rezultat novonastalih AgNP i iona 

Ag+ zajedno (Ivask i sur. 2014; Kleiven i sur. 2019; Lekamge i sur. 2020). 

Promjene u morfologiji stanica često se koriste kao biomarker toksičnog djelovanja biotičkih i 

abiotičkih stresora na alge (Mikami i sur. 2021; Kaur i sur. 2022; Yin i sur. 2022). Ranija 

istraživanja pokazala su da AgNP mogu izazvati značajne morfološke promjene u stanicama 

različitih vrsta algi. Romero i sur. (2020) pokazali su da AgNP izazivaju povećanje stanica alge 

C. vulgaris, dok je isti rezultat, uz povećanje propusnosti membrane, zabilježen i kod alge C. 

reinhardtii (Nam i sur. 2018). U mom istraživanju, tretmani s oba tipa AgNP u EC25 

vrijednostima izazvali su destabilizaciju stanične stijenke i membrane, s time da je tretman s 

AgNP-CTAB uzrokovao veću deformaciju stanične stijenke i plazmolizu. Ovi rezultati su u 

skladu s rezultatima ranijeg istraživanja na stanicama alge C. reinhardtii, gdje je tretman s 

AgNP izazvao plazmolizu, što posljedično vodi do povećane propusnosti membrane i drugih 

ultrastrukturnih promjena (Zhao i sur. 2021). Povećano oštećenje stanične stijenke i membrane 

nakon tretmana s AgNP-CTAB u odnosu na tretman s AgNP-citrat vjerojatno je posljedica 

intrizičnih svojstva molekule CTAB. Naime, pozitivno nabijeni CTAB spada u kvarterne 

amonijeve spojeve za koje je pokazano da se mogu lako vezati na negativno nabijenu staničnu 

stijenku i membranu čime mogu izazvati snažan negativni učinak na njihov integritet (Tkalec i 

sur. 2019; Biba i sur. 2022; Ameh i sur. 2023). S druge strane, tretman s AgNO3 izazvao je 

smanjenu plazmolizu i smanjenu deformaciju stanične stijenke u odnosu na tretmane s oba tipa 

AgNP. Rezultati su u skladu s istraživanjima utjecaja AgNP i AgNO3 na klijance pšenice 

(Triticum aestivum L.) (Vannini i sur. 2014) i na travu Lolium multiflorum (Yin i sur. 2011), 

gdje je zabilježen značajno veći negativni učinak AgNP na morfologiju u odnosu na AgNO3, 

što upućuje da negativni učinak AgNP nije isključivo posljedica disocijacije iona Ag+ s njihove 

površine. 

Budući da su alge primarni proizvođači, prijenos AgNP kroz vodene ekosustave putem procesa 

bioakumulacije uvelike ovisi o akumulaciji AgNP u njihovim stanicama (Wang i sur. 2019). 

Alge vrlo često oko svojih stanica izlučuju sloj EPS, koji je primarno sastavljen od 

ugljikohidrata uz niske koncentracije drugih biomolekula poput lipida, proteina i nukleinskih 

kiselina (Shi i sur. 2017). Taj sloj štiti stanicu od antimikrobnih spojeva i teških metala, ali i od 

nanočestica, zadržavajući štetne tvari kako bi se smanjila njihova koncentracija u stanici (Zheng 

i sur. 2019). Alge proizvode tri vrste sloja EPS: čvrsto i slabo vezani sloj oko stanica algi te 

topivi sloj koji se izlučuje u okolinu (Babiak i Krzemińska 2021). U ovom istraživanju, 

primjenom konfokalne mikroskopije vizualizirao sam čvrsto i slabo vezani sloj EPS oko 
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stanica, dok sam pomoću analizatora organskog ugljika kvantificirao topivi sloj EPS (DOC) 

otpušten u podlogu te čvrsto vezani sloj EPS oko stanica algi (POC). Rezultati konfokalne 

mikroskopije su pokazali kako tretmani s oba tipa AgNP dovode do povećane sinteze čvrsto i 

slabo vezanog sloja EPS, što je u skladu s rezultatima dobivenim na algi C. reinhardtii, nakon 

izlaganja AgNP-PVP (Nam i sur. 2018). S druge strane, kvantifikacija čvrsto vezanog sloja EPS 

pomoću analizatora organskog ugljika pokazala je da niti jedan tip AgNP nije izazvao njegovo 

povećanje, dok su oba tipa AgNP povećala sintezu topivog sloja EPS. Navedeni rezultati 

upućuju da su stanice povećale sintezu primarno slabo vezanog, ali i topivog sloja EPS nakon 

navedenih tretmana u cilju smanjivanja količine AgNP koji bi mogao ući u stanice. Naime, 

dosadašnja istraživanja upućuju da je slabo vezani sloj EPS najviše zaslužan za zadržavanje 

metala iz okoliša upravo zbog manjeg sadržaja hidrofilnih otopljenih organskih tvari (Fernando 

i sur. 2020; Li i sur. 2021b). Dodatno, pojačanu sintezu čvrsto i slabo vezanog sloja EPS 

zabilježio sam i nakon tretmana s AgNO3, dok sam dodatnom kvantifikacijom pokazao kako 

tretman s AgNO3 rezultira i najvećim povećanjem čvrsto vezanog sloja EPS oko stanica (POC), 

ali i topivog sloja EPS u podlozi (DOC). Pojačana sinteza svih vrsta slojeva EPS nakon tretmana 

s AgNO3 moguće je posljedica otežanog vezanja iona Ag+ na vezani sloj EPS u odnosu na 

tretmane s AgNP. Naime, ranije istraživanje je pokazalo kako prisustvo sloja EPS na stanicama 

alge C. vulgaris nema učinak na sadržaj srebra u stanicama, odnosno da ioni Ag+ ulaze u stanice 

algi putem ionskih kanala neovisno o prisustvu sloja EPS (Zheng i sur. 2019). U takvim 

uvjetima, stanice mogu nastaviti ili pojačati proizvodnju sloja EPS u cilju ublažavanja nastalih 

negativnih učinka (Miao i sur. 2009). 

Unatoč povećanoj sintezi sloja EPS nakon tretmana s oba tipa AgNP, nanočestice su ušle u 

stanice alge, što je vidljivo iz znatno većeg sadržaja srebra akumuliranog u stanicama u odnosu 

na sadržaj izmjeren u sloju EPS, a i u skladu je s rezultatima istraživanja drugih autora (Miao i 

sur. 2009; Zheng i sur. 2019). S druge strane, ja sam u svom radu analizirao sadržaj srebra u 

čvrsto vezanom sloju EPS, dok dosadašnja istraživanja upućuju da je slabo vezani sloj EPS 

najviše zaslužan za zadržavanje AgNP. Stoga, moguće je da je i u mom istraživanju slabo vezani 

sloj EPS, koji se lako otpusti od stanica u podlogu, na sebe vezao više srebra. Važno je istaknuti 

da je sadržaj akumuliranog srebra u stanicama, ali i sloju EPS, bio proporcionalan EC25 

vrijednosti za svaki tretman nanočesticama, odnosno veći sadržaj srebra izmjeren je u stanicama 

izloženim AgNP-CTAB u usporedbi s tretmanom s AgNP-citrat. No, analizom omjera sadržaja 

srebra na vezanom sloju EPS u odnosu na sadržaj srebra u stanicama, moguće je vidjeti kako je 

kod AgNP-CTAB više srebra zadržano na sloju EPS u odnosu na AgNP-citrat što je vjerojatno 
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posljedica njihovog različitog naboja. Naime, pozitivno nabijene AgNP-CTAB lakše se vežu 

na negativno nabijene karboksilne, hidroksilne i amino skupine u sloju EPS od negativno 

nabijenih AgNP-citrat (Babiak i Krzemińska 2021). Dodatno, zadržavanje oba tipa AgNP u 

sloju EPS dodatno sam potvrdio primjenom TEM-a, gdje sam također primijetio značajno više 

nanočestica srebra u sloju EPS nakon tretmana s AgNP-CTAB u odnosu na tretman s AgNP-

citrat. Moji rezultati su u skladu s rezultatima Zhang i sur. (2020b), koji su pokazali da se 

pozitivno nabijene AgNP, stabilizirane s polietilenom, brže akumuliraju na površini stanica alge 

C. vulgaris u odnosu na negativno nabijene AgNP-citrat. Navedena pojava vjerojatno je rezultat 

elektrostatskog privlačenja, odnosno odbijanja između pozitivno ili negativno nabijenih AgNP 

i makromolekula u sloju EPS. S druge strane, zanimljivo je da je najmanji sadržaj srebra 

izmjeren nakon tretmana s AgNO3 i u stanicama alge i u čvrsto vezanom sloju EPS. Unatoč 

činjenici da je EC25 vrijednost za tretman s AgNO3 bila najmanja u odnosu na oba tipa AgNP, 

ovaj rezultat upućuje da je alga uspješno zadržala dio srebra u sloju EPS u obliku novonastalih 

AgNP koji su vjerojatno nastali redukcijom u podlozi. U prilog tome, novonastale AgNP nakon 

tretmana AgNO3 potvrđene su i vizualizacijom primjenom TEM mikroskopije. Analizom 

omjera sadržaja srebra na sloju EPS u odnosu na sadržaj srebra u stanicama može se uočiti kako 

je tretman s AgNO3 sličniji tretmanu s AgNP-citrat nego tretmanu s AgNP-CTAB što ponovno 

upućuje da su AgNP-citrat nestabilnije u podlozi BBM od AgNP-CTAB. 

Navedeni rezultati upućuju da je povećanje sloja EPS jedan od mehanizama ublaživanja 

toksičnih učinaka AgNP na stanice alge, no nije dovoljan za njegovo potpuno uklanjanje. 

5.1.3 Utjecaj na pojavu oksidacijskog stresa 

Istraživanja na slatkovodnim algama ponajviše su analizirala učinke AgNP na akumulaciju, 

unos i transformaciju srebra te na rast i fotosintetske parametre (Nam i sur. 2018; Zheng i sur. 

2019; Wang i sur. 2019; Liu i sur. 2020a; Romero i sur. 2020; Zhao i sur. 2021), a samo je 

manji broj istraživanja pratio pojavu oksidacijskog stresa (Qian i sur. 2016; Lekamge i sur. 

2020). Kako je jedan od glavnih mehanizama toksičnosti AgNP induciranje oksidacijskog 

stresa uslijed povećane proizvodnje ROS, praćenje parametara oksidacijskog stresa iznimno je 

važno u analizi fitotoksičnosti AgNP (Jiang i sur. 2017; Biba i sur. 2021 2022; Košpić i sur. 

2022). Stoga, u cilju boljeg razumijevanja potencijalnog štetnog ekološkog utjecaja AgNP na 

alge, važno je istražiti mehanizme koji dovode do oksidacijskog stresa. 

U mom istraživanju, oba tipa AgNP izazvali su značajno povećanje sadržaja ROS, što je u 

skladu s prethodnim istraživanjima utjecaja AgNP na stanice C. vulgaris (Oukarroum i sur. 

2012a; Hazeem i sur. 2019) i Chattonella marina (He i sur. 2012). Uzimajući u obzir da su 
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fluorescentne probe DHE i H2DCFDA indikatori sadržaja O2
• − i ukupnog ROS (Nazarewicz i 

sur. 2013; Ng i Ooi 2021), rezultati ovog istraživanja pokazuju da negativno nabijene 

AgNP-citrat izazivaju veću proizvodnju ukupnog ROS u usporedbi s pozitivno nabijenim 

AgNP-CTAB. S druge strane, značajno veća količina H2O2 izmjerena je nakon izlaganja stanica 

AgNP-CTAB u usporedbi s AgNP-citrat, što upućuje na drugačiju reaktivnost AgNP s 

različitim omotačima u stanicama alge. Zanimljivo je da je tretman s AgNO3 izazvao 

podjednaku sintezu ROS kao i tretman s AgNP-citrat, ali je izazvao slično povećanje sadržaja 

H2O2 kao i tretman s AgNP-CTAB, što ponovno upućuje da je mehanizam fitotoksičnosti 

AgNO3 drugačiji od mehanizma fitotoksičnosti AgNP na alge, ali i da površinski omotači imaju 

važnu ulogu u samoj toksičnosti AgNP.  

Nadalje, oba tipa AgNP izazvala su značajno povećanje peroksidacije lipida, što je u skladu s 

ranijim istraživanjima provedenim na algama C. pyrenoidosa (Qiao i sur. 2022) i P. 

malhamensis (Liu i sur. 2020a), iako je veće povećanje zabilježeno nakon tretmana s 

AgNP-citrat. Nadalje, značajno povećanje sadržaja proteinskih karbonila izmjereno je samo 

nakon tretmana s AgNP-citrat, dok AgNP-CTAB nije imao učinak na karbonilaciju proteina. 

Navedeni rezultati pokazuju jaču fitotoksičnost AgNP-citrat u odnosu na AgNP-CTAB na alge 

C. vulgaris. S druge strane, tretman s AgNO3 je izazvao značajno povećanje razine MDA i 

sadržaja proteinskih karbonila i po svom učinku bio je sličan tretmanu s AgNP-citrat. Mogući 

uzrok koji je doveo do povećane peroksidacije lipida i karbonilacije proteina nakon tretmana s 

AgNP-citrat i AgNO3 u odnosu na AgNP-CTAB je njihova manja stabilnost u podlozi BBM te 

veća proizvodnja sadržaja ROS. Naime, ranije istraživanje upućuje da ioni Ag+ povećavaju 

sadržaj ROS, odnosno pretežito sadržaj H2O2, što dalje potiče oksidacijski stres i apoptozu 

stanica (Rohde i sur. 2021). Dodatno, pokazano je da AgNP mogu vezati na sebe lipide i 

proteine zbog visokog površinskog reakcijskog potencijala te tako direktno inducirati i 

peroksidaciju lipida i oštećenje proteina (Rohde i sur. 2021; Waktole 2023). U mom 

istraživanju, analiza stabilnosti pokazala je da AgNP-citrat i AgNP nastale nakon dodavanja 

AgNO3 u podlogu BBM, nakon 24 sata imaju znatno manji promjer u odnosu na AgNP-CTAB, 

kojima pozitivni naboj još dodatno otežava ulazak u stanicu. Budući da manji udio atoma srebra 

na površini aglomerata potencijalno smanjuje disocijaciju iona Ag+ s njihove površine, 

izmjereni stupanj aglomeracije AgNP-CTAB u podlozi BBM ukazuje na manji potencijal 

disocijacije iona Ag+ (Zook i sur. 2012). S druge strane, manji promjer AgNP-citrat kao i AgNP 

nastale od AgNO3 navodi na potencijalno moguću povećanu disocijaciju iona Ag+, koji 

posljedično induciraju pojačanu proizvodnju ROS u stanicama i time destabiliziraju lipide i 
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proteine. Nadalje, oštećenje molekule DNA u stanicama algi značajno je povećano s oba tipa 

AgNP, među kojima je tretman s AgNP-CTAB izazvao veće povećanje postotka DNA u repu. 

U nedostatku istraživanja utjecaja AgNP na oštećenja DNA kod algi, rezultati su u skladu s 

istraživanjima genotoksičnosti drugih nanočestica metala, u kojima su tretmani željeznim, 

cinkovim i bakrovim oksidima izazvali značajno oštećenje DNA molekule u algama Klisinema 

persicum (Al-Khazali i Alghanmi 2023), Dunaliella tertiolecta (Schiavo i sur. 2016) i M. 

aeruginosa (Wang i sur. 2011a). Rezultati upućuju da AgNP-citrat izaziva oksidacijski stres te 

ima i posljedični genotoksični učinak, dok AgNP-CTAB izaziva slabiji oksidacijski stres, ali 

izaziva jak genotoksični učinak. S druge strane, tretman s AgNO3 je izazvao najmanje 

povećanje postotka DNA u repu, čija je vrijednost ponovo bila vrlo slična onoj dobivenoj nakon 

tretmana s AgNP-citrat. Ranije istraživanje provedeno na animalnim stanicama je pokazalo 

kako tretman s ionima Ag+ nije doveo do značajnog genotoksičnog učinka, dok su čestice AgNP 

koje su pokazale veći stupanj aglomeracije izazvale i značajan genotoksični učinak 

(Nallanthighal i sur. 2017). Rezultati upućuju na to da je najveći dio genotoksičnog potencijala 

AgNP upravo oksidacijski stres, no povećano oštećenje DNA nakon tretmana s AgNP-CTAB 

pokazuje da je dodatni uzrok moguće i direktna interakcija između AgNP i molekule DNA pri 

diobi stanica (Nallanthighal i sur. 2017). 

Kao odgovor na povećanu sintezu ROS zbog izlaganja AgNP, alge aktiviraju svoj 

antioksidacijski sustav sastavljen od enzimskih i neenzimskih komponenti, kako bi ublažile 

negativne posljedice oksidacijskog stresa (Lekamge i sur. 2020; Zhao i sur. 2021; Qiao i sur. 

2022). U mom istraživanju samo je tretman s AgNP-CTAB izazvao značajno povećanje 

aktivnosti enzima SOD, što je u skladu s rezultatima sadržaja O2
• − mjerenog probom DHE koji 

je bio značajno niži u usporedbi s drugim tretmanima. Naime, katalizom reakcije dismutacije 

O2
• − u H2O2, SOD aktivno smanjuje sadržaj O2

• −. Sličan rezultat povećanja aktivnosti enzima 

SOD pokazan je i u istraživanju utjecaja AgNP na algu C. reinhardtii (Zhao i sur. 2021). 

Navedeni rezultati ukazuju na to da povećana aktivnost enzima SOD učinkovito eliminira O2
• − 

njegovim pretvaranjem u H2O2 (Kalita i sur. 2018), što je dodatno potvrdio i značajno povećani 

sadržaj H2O2 izmjeren nakon tretmana s AgNP-CTAB. Dodatno, povećana aktivnost enzima 

SOD, zabilježena samo nakon ovog tretmana, ukazuje na snažnu ulogu molekule CTAB kao 

surfaktanta koji inhibira moguće interakcije AgNP s drugim molekulama poput enzima SOD. 

Naime, pokazano je da SOD i AgNP mogu stvarati kompleks koji mijenja konformaciju enzima 

SOD, čime se posljedično mijenja i njegova aktivnost što je moguće uzrok izostanka njegove 

povećane aktivnosti nakon tretmana s AgNP-citrat (Liu i sur. 2020b). S druge strane, aktivnosti 
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enzima PPX i APX bile su povećane s oba tipa AgNP, što je u skladu s rezultatima prethodnih 

istraživanja utjecaja AgNP na algama D. salina (Bahador i sur. 2019) i C. reinhardtii (Zhao i 

sur. 2021). Međutim, povećanje aktivnosti PPX bilo je izraženije nakon tretmana s AgNP-citrat, 

što je u skladu sa smanjenim sadržajem H2O2 izmjerenim nakon tretmana s AgNP-citrat u 

odnosu na AgNP-CTAB. Budući da enzim PPX smanjuje količinu H2O2 njegovim 

pretvaranjem u H2O, njegova povećana aktivnost nakon tretmana s AgNP-citrat dovodi do 

smanjene akumulacije H2O2 u stanicama. Zanimljivo je da ni jedan tip AgNP nije imao utjecaj 

na aktivnost enzima CAT, što se može objasniti ili zabilježenim oštećenjem DNA, čime dolazi 

do promjene regulacije gena za CAT (Cameron i sur. 2018), ili izravnom interakcijom enzima 

CAT i AgNP, koji mogu stvarati kompleks i na taj način inducirati konformacijske promjene u 

enzimu što dovodi do inaktivacije njegove aktivnosti (Liu i sur. 2020b). Tretman s AgNO3 je, 

kao i tretmani s AgNP, povećao aktivnost enzima PPX i APX, iako je povećanje aktivnosti PPX 

bilo jače izraženo u usporedbi s oba tipa AgNP, a osobito s AgNP-CTAB. Također jedini nije 

izazvao promjenu aktivnosti enzima SOD, dok je s druge strane jedini povećao aktivnost 

enzima CAT. Budući da je povećana aktivnost enzima PPX i izostanak promjene aktivnosti 

enzima SOD nakon tretmana s AgNO3 bila sličnija onoj nakon tretmana s AgNP-citrat, ovi 

rezultati još jednom ukazuju na sličan mehanizam fitotoksičnosti AgNP-citrat i AgNO3 u 

algama te potvrđuju važnu ulogu površinskog omotača AgNP.  

Odgovor na oksidacijski stres često uključuje i aktivaciju neenzimskih antioksidansa kao što su 

prolin i glutation (Chiang i Dandekar 1995; Szabados i Savouré 2010; Biba i sur. 2022). 

Akumulacija prolina zabilježena je nakon izlaganja algi M. aeruginosa česticama AgNP-PVP 

(Zhang i sur. 2018) i P. malhamensis česticama AgNP-citrat (Liu i sur. 2020a), što nije u skladu 

s rezultatima mog istraživanja u kojem je zabilježen smanjeni sadržaj prolina nakon svih 

tretmana, a osobito s AgNO3. Smanjenje sadržaja prolina moguća je posljedica povećane 

potrebe za energijom u uvjetima stresa, što može potaknuti degradaciju aminokiselina u cilju 

proizvodnje dodatne energije (Ingrisano i sur. 2023). Naime, prolin je poznat kao jedna od 

energetski bogatih aminokiselina čijom degradacijom nastaju molekule FADH2 i NADH, koje 

se dalje iskorištavaju za proizvodnju energije u mitohondriju (Ingrisano i sur. 2023). Stoga se 

manji sadržaj prolina izmjeren nakon svih tretmana može povezati s povećanom potrebom 

stanica alge za energijom. Dodatno, veće smanjenje prolina nakon tretmana s AgNP-CTAB u 

odnosu na tretman s AgNP-citrat može biti posljedica zabilježenog značajnog oštećenja 

stanične stijenke i membrane za čiji popravak je potrebna veća količina energije (Kaur i sur. 

2022). S druge strane, najveće smanjenje sadržaja prolina u stanicama nakon tretmana s AgNO3 
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upućuje na najveću potrebu stanice za energijom, što je vjerojatno posljedica intrinzičnog 

svojstva AgNO3. Naime, AgNO3 u stanicama djeluje kao inhibitor H+ pumpe u staničnoj 

membrani čime je pokazano da značajno smanjuje proizvodnju energije u stanicama alge C. 

vulgaris i Dunaliella maritima (Loseva i sur. 2007). Omjer GSH GSSG također je važan 

pokazatelj razine oksidacijskog stresa jer GSH djeluje kao neutralizator H2O2 doniranjem iona 

H+, koji se zatim oksidira u GSSG (Khan i sur. 2020). Omjer GSH/GSSG bio je podjednako 

smanjen nakon svih tretmana, što pokazuje da je alga pokušala neutralizirati H2O2 kako bi 

smanjila oksidacijski stres. Rezultati ovog istraživanja su u skladu s ranijim istraživanjem na 

algi C. reinhardtii, u kojoj se nakon tretmana s AgNP značajno smanjio omjer GSH GSSG (Xu 

i sur. 2022).  

Povećana razina oksidacijskog stresa može dovesti do promjena i u ekspresiji proteina Hsp, čija 

se razina ekspresije može koristiti kao biljeg stresnih uvjeta u stanicama algi (Abassi i sur. 

2020). Naime, proteini Hsp sudjeluju u održavanju stanične homeostaze sprječavajući pogrešno 

smatanje proteina i njihovu akumulaciju u stanicama (Kozeko 2021). U ovom istraživanju, 

ekspresija proteina Hsp70 nije se promijenila nakon tretmana sa srebrom, dok se ekspresija 

proteina Hsp90 značajno smanjila nakon svih tretmana, što je bilo osobito izraženo s AgNO3. 

Slični rezultati zabilježeni su i u algi Closterium ehrenbergii, gdje je tretman s endosulfanom 

doveo do smanjenja ekspresije gena hsp90, ali ne i ekspresije gena hsp70 (Abassi i sur. 2020). 

Proteini Hsp70 i Hsp90 imaju funkciju kao ATP-ovisni molekularni šaperoni te je poznato da 

se njihova ekspresija može promijeniti uslijed različitih stresnih uvjeta poput topline, hladnoće, 

izlaganja kemikalijama ili nanočesticama metala (Xin i sur. 2015; Kozeko 2021; Verma i sur. 

2021). Razlike u njihovoj ekspresiji, zabilježene u ovom istraživanju, mogle bi biti posljedica 

njihove djelomično različite stanične lokalizacije, ali i različite uloge u smatanju proteina i 

odgovoru na stres (Kozeko 2021). Protein Hsp70 je jedan od najčešćih molekularnih šaperona 

te se primarno nalazi u citosolu stanica alge (Abassi i sur. 2020). S druge strane, protein Hsp90 

se, osim u citosolu, nalazi i u jezgri stanica, a njegovi su paralozi prisutni u ER-u, mitohondriju 

i kloroplastu te je uključen u preživljavanje stanica, kontrolu staničnog ciklusa i proces 

apoptoze (Csermely i sur. 1998; Li i sur. 2012; Bettaieb i sur. 2020). Nadalje, proteini Hsp70 i 

Hsp90 imaju i različitu ulogu u smatanju proteina. Protein Hsp70 je primarno uključen u ranije 

faze sinteze proteina gdje se veže na nove, nesmotane dijelove te pomaže u njihovom pravilnom 

smatanju i daljnjoj translokaciji u organele. S druge strane, protein Hsp90 djeluje u kasnijim 

fazama sinteze proteina, gdje je primarno uključen u regulaciju konformacije i stabilizacije 

proteina koji već imaju većinski cjelovitu sekundarnu strukturu (Verma i sur. 2021). U mom 
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istraživanju, nepromijenjena ekspresija proteina Hsp70 ukazuje da oba tipa AgNP i AgNO3 nisu 

značajno utjecali na ranije faze procesa smatanja proteina u kojima ovaj protein ima ključnu 

ulogu. Suprotno, značajno smanjenje ekspresije proteina Hsp90 upućuje da su svi tretmani sa 

srebrom značajno utjecali na stabilnost i konformaciju proteina u kasnijim fazama smatanja 

proteina, do te mjere da Hsp90 proteini nisu mogli popraviti njihovu strukturu. Dodatno, 

smanjenje ekspresije proteina Hsp90 vjerojatno je i rezultat oksidacijskog stresa u stanicama, a 

pokazano je da protein Hsp90 ima i značajnu ulogu u proliferaciji i rastu stanica te je njegova 

inhibicija povezana s indukcijom apotoze (Xu i sur. 2017). Budući da su u ovom istraživanju 

korištene koncentracije tretmana koje omogućuju preživljenje stanica od 75%, smanjena 

ekspresija proteina Hsp90 mogući je rezultat visokog postotka apoptoze. Ovi rezultati upućuju 

da proteini Hsp70 i Hsp90 obavljaju različite i specijalizirane funkcije u obrani stanica alge 

uslijed djelovanja oba tipa AgNP i AgNO3. 

5.1.4 Utjecaj na fotosintetski sustav 

Fotosintezom, cijanobakterije i alge proizvode polovicu ukupnog atmosferskog kisika (Field i 

sur. 1998; Ma i sur. 2023), a sam proces ovisi o svjetlosnoj energiji apsorbiranoj pomoću 

pigmenata, među kojima su najvažniji klorofil a i b te karotenoidi (Chen i sur. 2023b). Stoga, 

sastav i koncentracija fotosintetskih pigmenata imaju značajan utjecaj na količinu apsorbirane 

svjetlosti te posljedično na samu učinkovitost fotosinteze u algama (Larkum 2016). U ovom 

istraživanju, tretmani s oba tipa AgNP nisu imali učinak na sadržaj klorofila a, povećali su 

sadržaj klorofila b te smanjili proizvodnju karotenoida. Prijašnja istraživanja pokazala su da 

alge mogu povećati sadržaj fotosintetskih pigmenata, pogotovo klorofila a i b, u nepovoljnim 

uvjetima poput temperaturnih promjena i povišenog saliniteta, ali i nakon izlaganja metalima i 

nanočesticama metala, u cilju povećanja fotosintetske aktivnosti i pojačane proizvodnje 

energije (Wang i sur. 2019; Kaur i sur. 2022). Za razliku od tretmana s oba tipa AgNP, tretman 

s AgNO3 rezultirao je povećanom proizvodnjom obje vrste klorofila, dok nije pokazao učinak 

na sadržaj karotenoida. Razlike u sadržajima fotosintetskih pigmentata nakon tretmana s oba 

tipa AgNP te nakon tretmana s AgNO3 zabilježene u mom istraživanju pokazuju različiti učinak 

samih AgNP na sadržaj pigmenta u odnosu na novonastale AgNP i ione Ag+ nakon tretmana s 

AgNO3. Naime, značajno povećanje sadržaja obje vrste klorofila nakon tretmana s AgNO3 

upućuje na povećanu potrebu stanica za energijom, što je u skladu s rezultatima sadržaja prolina 

te s prijašnjim istraživanjem gdje je pokazano da AgNO3 djeluje kao inhibitor H+ pumpe te 

inhibira proizvodnju energije u algama (Loseva i sur. 2007). S druge strane, budući da 

karotenoidi sudjeluju u rasipanju energije u PSII, značajno smanjenje njihovog sadržaja samo 
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nakon tretmana s oba tipa AgNP upućuje da AgNP smanjuju mogućnost zaštite PSII od 

fotooksidacije, što je u skladu s ranijim istraživanjem utjecaja AgNP na vodenu leću (Spirodela 

polyrhiza) (Jiang i sur. 2017). Unatoč različitom učinku AgNP i AgNO3 na sadržaj klorofila a 

i b, svi tretmani doveli su do značajnog smanjenja stope fotosinteze i maksimalnog kvantnog 

prinosa PSII (Fv/Fm) u odnosu na kontrolu, što je u skladu s prijašnjim istraživanjem gdje je 

izlaganje alge P. malhamensis tretmanima s AgNP-citrat i AgNO3 rezultiralo smanjenjem 

vrijednosti Fv/Fm (Liu i sur. 2020a). Smanjenje stope fotosinteze pokazuje da su svi tretmani sa 

srebrom imali značajan negativan učinak na fotosintetski aparat alge, dok smanjenje vrijednosti 

Fv/Fm upućuje na inhibiciju pretvorbe svjetlosne energije u kemijsku u procesu fotosinteze, 

odnosno inhibiciju prijenosa elektrona u fotokemijskim reakcijama (Zushi i sur. 2012; Zhou i 

sur. 2023). Naime, u uvjetima jakog oksidacijskog stresa može doći do razgradnje reakcijskih 

centara PSII i smanjenja prijenosa elektrona do plastokinona (Almeida i sur. 2019).  

Imunodetekcija je pokazala da ni jedan tretman srebrom nije imao učinak na ekspresiju enzima 

RuBisCo, dok je razdvajanjem proteina 2-D elektroforezom smanjenje ekspresije velike 

podjedinice ovog enzima zabilježeno samo nakon tretmana s AgNP-CTAB, što ponovno 

ukazuje na sličniji mehanizam djelovanja AgNP-citrat i AgNO3 u odnosu na AgNP-CTAB, ali 

i na visoku stabilnost enzima RuBisCo. Naime, RuBisCo je ključan enzim u fiksaciji ugljika u 

Calvinovom ciklusu te je njegova struktura i funkcija evolucijski očuvana, što može utjecati na 

stabilnost njegove ekspresije u stresnim uvjetima (Demirevska i sur. 2009; Wijewardene i sur. 

2021). Nadalje, alge su razvile razne kompenzacijske mehanizme upravo s ciljem održavanja 

stabilne razine enzima RuBisCo u nepovoljnim uvjetima. Jedan od takvih mehanizama je i 

povećanje sinteze RuBisCo aktivaze, šaperona koji pomaže u održavanju pravilne strukture 

enzima RuBisCo u stresnim uvjetima (DeRidder i sur. 2012; Wijewardene i sur. 2021). 

Dodatno, istraživanja provedena na algama C. reinhardtii i Coleochaete scutata pokazala su da 

se RuBisCo i RuBisCo aktivaza nalaze zajedno u pirenoidima, strukturama lokaliziranim u 

kloroplastima algi, te se zbog povećane razine CO2 u njima može učinkovito odvijati redukcija 

ugljika (McKay i sur. 1991; He i sur. 2023). S druge strane, nakon tretmana s AgNP-citrat i 

AgNO3 zabilježena je pojačana ekspresija proteina D1, koji ima ključnu ulogu u reakcijskom 

centru PSII gdje utječe na prijenos elektrona u procesu fotosinteze (Edelman i Mattoo 2008). 

Stoga, povećana ekspresija ovog proteina nakon tretmana s AgNP-citrat i AgNO3 može biti 

rezultat aktivacije stanične obrane zbog stresa izazvanog srebrom (Kaur i sur. 2022), što se 

može povezati s povećanim sadržajem MDA i proteinskih karbonila, odnosno pojačanim 

oksidacijskim stresom zabilježenim u ovim tretmanima, što je u konačnici dovelo i do 
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smanjenja stope fotosinteze. Naime, poznato je da za kompenzaciju smanjene učinkovitosti 

fotosinteze, alge mogu povećati ekspresiju proteina D1 (Banu i sur. 2021). Navedeni rezultat 

opet upućuje da je učinak AgNO3 sličniji učinku AgNP-citrat na algu C. vuglaris u odnosu na 

tretman s AgNP-CTAB.  

S druge strane, AgNP-CTAB nije imao učinak na ekspresiju proteina D1 u odnosu na kontrolu, 

što se može povezati sa slabijim oksidacijskim stresom, odnosno manjim sadržajem ROS koji 

je ovaj tretman izazvao u odnosu na AgNP-citrat i AgNO3. Naime, AgNP-CTAB je izazvao 

manju oksidaciju lipida pa je samim time izazvao i manju destabilizaciju tilakoidne membrane. 

Stoga, zabilježeno smanjenje stope fotosinteze nakon navedenog tretmana je vjerojatno 

primarno posljedica veće količine srebra na površini stanica u odnosu na količinu srebra nakon 

drugih tretmana koja može smanjiti apsorpciju svjetlosti i time inhibirati proces fotosinteze 

(Wang i sur. 2019).  

5.1.5 Utjecaj na proteom 

AgNP mogu imati značajan utjecaj na količinu proteina i aktivnost enzima direktnom 

interakcijom ili indirektno induciranjem proizvodnje ROS koji mogu oksidirati proteine, ali i 

oštetiti molekulu DNA, čime se može smanjiti transkripcija (Biba i sur. 2021). Stoga, analiza 

proteoma može dati uvid u promjene u ekspresiji staničnih proteina, što može pomoći u 

razjašnjavanju pozadinskih molekularnih mehanizama fitotoksičnosti (Zhang i sur. 2020a). U 

cilju analize fitotoksičnosti oba tipa AgNP te AgNO3 na stanice alge C. vulgaris na proteomskoj 

razini, analizirao sam promjene u ekspresiji proteina nakon svih tretmana. Nakon tretmana s 

AgNP-citrat i AgNO3 većina diferencijalno eksprimiranih proteina imala je povećanu 

ekspresiju, dok je AgNP-CTAB smanjio ekspresiju većine detektiranih proteina u odnosu na 

kontrolu. Navedeni rezultat ponovno upućuje na sličnost učinaka AgNP-citrat i AgNO3 na algu 

C. vulgaris. 

Nakon svih tretmana, najviše diferencijalno eksprimiranih proteina bilo je iz kategorija: 

Fotosinteza, Metabolizam ugljikohidrata, Prijenos signala, Obrana i odgovor na stres te Procesi 

transkripcije i translacije. Nakon tretmana s AgNP-citrat, najviše proteina iz kategorije 

Fotosinteza imalo je povećanu ekspresiju, dok je AgNP-CTAB smanjio ekspresiju svih proteina 

uključenih u fotosintezu, što se može objasniti s rezultatima dobivenim mjerenjem 

maksimalnog kvantnog prinosa PSII. Naime, nakon tretmana s AgNP-citrat izmjeren je veći 

maksimalni kvantni prinos PSII u algama u odnosu na AgNP-CTAB. Nadalje, proteini s 

povećanom ekspresijom nakon tretmana s AgNP-citrat većinom su bili uključeni u reakcije na 

PSI i PSII poput vezanja klorofila a i b (klorofil a-b vezujući protein), dobivanja kisika, odnosno 
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fotolize vode (protein PsbO2) ili stvaranja kompleksa s feredoksinom i feredoksin-

oksidoreduktazom u lancu prijenosa elektrona čime se povećava količina NADPH za daljnju 

fiksaciju ugljika (protein reakcijskog centra PSI podjedinica 4). Navedeni rezultat u skladu je s 

rezultatima učinka AgNP-PEG na algu C. reinhardtii gdje je većina proteina s povećanom 

ekspresijom uključena upravo u fotosintezu i Calvin-Benson ciklus (Lindgren 2014). S druge 

strane, svi navedeni proteini pokazali su smanjenu ekspresiju nakon tretmana s AgNP-CTAB, 

što upućuje na to da je došlo do inhibicije stvaranja fotolize vode i kisika te aktivnosti 

feredoksina. Tretman s AgNO3 rezultirao je najmanjim brojem diferencijalno eksprimiranih 

proteina iz skupine Fotosinteza među kojima je samo za dva klorofil a-b vezujuća proteina 

zabilježena smanjena ekspresija. Nakon tretmana s AgNO3, većem broju proteina uključenih u 

reakcije na PSI i II je ekspresija ostala nepromijenjena, što je u skladu s blago povećanom 

stopom fotosinteze u odnosu na ostale tretmane.  

Nakon tretmana s AgNP-citrat, smanjila se ekspresija beta podjedinice ATP-sintaze koja 

sudjeluje u sintezi ATP iz ADP i fosfata, čime se smanjuje i proizvodnja stanične energije, što 

je u skladu s ranijim istraživanjem utjecaja AgNP-citrat na proteom alge C. vulgaris (Qian i 

sur. 2016). U cilju moguće kompenzacije smanjene energetske razine, nakon navedenog 

tretmana primijećena je povećana ekspresija proteina iz skupine Metabolizam ugljikohidrata, 

što je u skladu i s rezultatima smanjena sadržaja prolina čijom se degradacijom također može 

povećati proizvodnja energije (Ingrisano i sur. 2023). Dodatno, tretmani s AgNP-citrat i AgNO3 

izazvali su povećanje ekspresije malat dehidrogenaze koja je uključena u ciklus limunske 

kiseline (Cavalcanti i sur. 2014). Naime, pokazano je da u stresnim uvjetima, poput povećanog 

oksidacijskog stresa, alge mogu pojačati sintezu lipida u svrhu skladištenja energije (Shi i sur. 

2020b). Budući da malat dehidrogenaza sudjeluje u ciklusu limunske kiseline, u kojem dolazi 

do otpuštanja energije iz ugljikohidrata, lipida i proteina, povećana ekspresija ovog enzima 

upućuje na potrebu stanice za povećanjem proizvodnje energije koja bi se mogla iskoristiti za 

aktivaciju antioksidacijske obrane (Lal 2018). Povećana ekspresija fosfoglicerat kinaze 

uključene u glikolizu te NADP-ovisne oksidoreduktaze, također zabilježena s AgNP-citrat i 

AgNO3, upućuju na povećanu razgradnju drugih molekula u cilju povećavanja proizvodnje 

energije. S druge strane, nakon tretmana s AgNP-CTAB zabilježena je smanjena ekspresija 

proteina uključenih u metabolizam ugljikohidrata: fruktoza-bisfosfat aldolaze, gliceraldehid-3-

fosfat dehidrogenaze i fosfoglicerat kinaze uključene u glikolizu te malat dehidrogenaze 

uključene u ciklus limunske kiseline, što upućuje na to da su alge usporile metabolizam u cilju 

preživljavanja stresnih uvjeta (Dhal i Harshata 2022). Naime, proteomska analiza alge Pyropia 
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haitanensis u uvjetima povišenog saliniteta pokazala je da se za veliki broj proteina povezanih 

sa glikolizom te putom pentoza fosfata značajno smanjila ekspresija u odnosu na kontrolu (Wen 

i sur. 2020a). Dodatno, istraživanje provedeno na algi M. aeruginosa također je pokazalo da 

izlaganje AgNP dovodi do smanjenja ekspresije proteina povezanih s metabolizmom 

ugljikohidrata (Qian i sur. 2016). 

Iz skupine Obrana i odgovor na stres, jedini protein s promijenjenom, odnosno povećanom 

ekspresijom nakon sva tri primijenjena tretmana je bio protein Antifreeze. Ovaj protein ima 

ulogu u zaštiti stanica inhibiranjem kristalizacije leda (Atıcı i Nalbantoǧlu 2003). Međutim, 

istraživanja su pokazala da se protein Antifreeze inducira i prilikom povišenog saliniteta 

(Kristiansen i sur. 2008) te da u biljkama može regulirati ekspresiju gena drugih proteina 

uključenih u obranu od stresa, poput enzima CAT i SOD (Pe i sur. 2019). Stoga je povećana 

ekspresija proteina Antifreeze vjerojatno posljedica oksidacijskog stresa detektiranog u algama 

nakon ispitanih tretmana. Također nakon tretmana s AgNP-citrat pojačana je ekspresija i 

proteina laktat dehidrataze koji ima ulogu u odgovoru na stres glikozilaznom aktivnosti 

metilglioksala (Pohanka 2020). Naime, metilglioksal je citotoksični metabolit koji nastaje kao 

nusprodukt raznih metaboličkih reakcija te sudjeluje u stvaranju krajnjih proizvoda napredne 

glikacije koji su jedan od biljega oksidacije proteina, odnosno oksidacijskog stresa (Kalousová 

i sur. 2002; Pohanka 2020). Laktat dehidrataza katalizira reakciju pretvorbe metilglioksala u 

laktat čime se smanjuje unutarstanični sadržaj metilglioksala i samim time njegov mogući 

negativni učinak na stanicu (Jain i sur. 2020). Nadalje, tretman s AgNO3 je uz ekspresije 

proteina Antifreeze i laktat dehidrataze, dodatno pojačao ekspresiju i enzima SOD uključenog 

u antioksidacijski odgovor alge smanjivanjem količine O2
• − što upućuje da je oksidacijski stres 

uzrokovan tretmanom s AgNO3 bio značajan te su aktivirani razni stanični mehanizmi njegovog 

smanjivanja. S druge strane, osim proteina Antifreeze, tretman s AgNP-CTAB nije izazvao 

promjenu ekspresije drugih proteina uključenih u obranu ili odgovor na stres, što je u skladu s 

izmjerenom količinom ROS u stanicama.  

Analizom diferencijalno eksprimiranih proteina uključenih u kategoriju Prijenos signala može 

se uočiti kako su svi tretmani izazvali smanjenje ekspresije Ca2+/kalmodulin ovisne kinaze II 

(CaMKII). Naime, CaMKII je kompleksna multifunkcionalna kinaza koja je uključena u mnoge 

stanične i fiziološke procese (Najar i sur. 2021). Smanjena ekspresija navedenog proteina može 

biti posljedica jakog oksidacijskog stresa uzrokovanog srebrom, koji može ometati razne 

stanične procese pa samim time i signalni put CaMKII. Smanjena ekspresija CaMKII također 

može biti i stanični odgovor na stres u cilju smanjivanja negativnih učinaka nanočestica i iona 
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srebra redukcijom određenih staničnih funkcija reguliranih pomoću ovog proteina (Zhao i sur. 

2022; Rostas i Skelding 2023). S druge strane, tretman s AgNP-citrat izazvao je povećanje 

ekspresije ionskog kanala ovisnog o naponu (VDAC) na vanjskoj membrani mitohondrija koji 

sudjeluje u transportu iona Ca2+ i metabolita, moguće u cilju kompenzacije smanjenog prijenosa 

signala i staničnih procesa smanjenjem ekspresije CaMKII. Suprotno, AgNP-CTAB je izazvao 

smanjenu ekspresiju navedenog ionskog kanala, što je moguće posljedica smanjenja negativnih 

učinaka AgNP-CTAB jer je pokazano da su proteini VDAC uključeni u prijenos iona u 

signalnom putu apoptoze stanica (Reina i Checchetto 2022).  

Iz skupine proteina uključenih u kategoriju Procesi transkripcije i translacije, AgNP-citrat i 

AgNO3 su izazvali povećanu ekspresiju proteina s domenom RRM, što je u skladu s 

istraživanjem utjecaja AgNP-citrat na biljku soje (Glycine max L.) gdje je također zabilježena 

povećana ekspresija proteina s domenom RRM (Hashimoto i sur. 2020). Vezanjem molekule 

RNA, ovaj protein ima ulogu u procesiranju mRNA te posljedično u transkripciji i translaciji, 

što je vjerojatno uzrok povećane ekspresije drugih proteina uključenih u Fotosintezu te Obranu 

i odgovor na stresne uvjete. S druge strane, tretman s AgNP-CTAB smanjio je ekspresiju dva 

elongacijska faktora Tu i translacijske (tr) GTPaze koji imaju ulogu u dopremi molekule 

aminoacil-tRNA do ribosoma prilikom sinteze proteina. Iako analiza karbonilacije proteina nije 

pokazala njihovo značajno oštećenje nakon tretmana s AgNP-CTAB u odnosu na kontrolu, 

smanjena ekspresija proteina povezanih s biosintezom proteina u korelaciji je s primijećenim 

ukupnim smanjenjem ekspresije identificiranih proteina nakon tretmana s AgNP-CTAB u 

odnosu na ostale tretmane. Navedeni rezultati upućuju da je nakon tretmana s AgNP-CTAB, 

alga smanjila biosintezu proteina, a ne da je došlo do njihove oksidacije, odnosno degradacije.  

Od ostalih diferencijalno eksprimiranih proteina, zamijećena je povećana ekspresija proteina s 

domenom Cupin tipa 1 nakon tretmana s AgNP-citrat i AgNO3. Navedeni protein ima primarnu 

ulogu u skladištenju energije, iako je novije istraživanje pokazalo kako može imati ulogu i u 

antioksidacijskom djelovanju gdje vezanjem metala može neutralizirati O2
• − (Hu i sur. 2023). 

Nadalje, AgNP-CTAB i AgNO3 izazvali su povećanu ekspresiju proteina aktina koji ima 

ključnu ulogu u izgradnji i održavanju integriteta citoskeleta alge te sudjeluje u brojnim 

staničnim procesima poput stanične diobe i unutarstaničnog transporta (Craig i sur. 2019). 

Povećana ekspresija aktina vjerojatno je posljedica aktivacije mehanizama popravka staničnog 

citoskeleta nakon zabilježenih morfoloških promjena stanica nakon tretmana s AgNP-CTAB i 

AgNO3. 



175 

 

Navedeni rezultati pokazuju da površinski omotači imaju značajnu ulogu u molekularnom 

mehanizmu fitotoksičnosti AgNP, što je u skladu s ranijim istraživanjem na algi C. vulgaris 

nakon izlaganja negativno nabijenim AgNP-citrat i pozitivno nabijenim AgNP-PEI. Naime, u 

navedenom istraživanju, AgNP-citrat su primarno imale utjecaj na ekspresiju proteina 

povezanih s funkcijom mitohondrija, dok su AgNP-PEI imale utjecaj ponajviše na proteine 

uključene u biosintezu proteina (Zhang i sur. 2020a). Dodatno, rezultati diferencijalne 

ekspresije proteina ovog istraživanja pokazuju da tretmani s AgNP-citrat i AgNO3 imaju sličan 

molekularni obrazac fitotoksičnog djelovanja, gdje je za većinu proteina zabilježena povećana 

ekspresija. S druge strane tretman s AgNP-CTAB izazvao je uglavnom smanjenu ekspresiju 

identificiranih proteina, što ukazuje da su stanice najvećim dijelom smanjile upravo biosintezu 

proteina kako bi sačuvale energiju, ali i smanjile daljnji štetni učinak AgNP-CTAB. 

5.2 N n če  i e i ioni bakra 

5.2.1 S  biln    n n če  i   u  r njiv j p  l  i 

Kao što je već ranije navedeno, na fitotoksičnost nanočestica metala veliki utjecaj ima njihova 

stabilnost u mediju za izlaganje. Naime, nestabilne nanočestice metala mogu aglomerirati, čime 

im se fitotoksičnost smanjuje, ili pak može doći do disocijacije iona s njihove površine, čime 

se često fitotoksičnost povećava (Biba i sur. 2021). Pokazano je da nanočestice bakrovih oksida 

u vodenim medijima poput rijeka i jezera jako aglomeriraju, disociraju i sedimentiraju (Liu i 

sur. 2018), dok zbog različite stabilnosti u vodenim sustavima različite nanočestice bakrovih 

oksida imaju različite primjene u industriji (Chen i sur. 2014; Michaud i sur. 2019; Waleed i 

sur. 2020; Kanavi i sur. 2022). Za CuONP i Cu2ONP zabilježena je različita stabilnost u okolišu, 

na koju utječu razni faktori poput ionske jakosti, pH vrijednosti i interakcije s drugim tvarima 

poput sloja EPS (Arshadi-Rastabi i sur. 2015; Kwon i sur. 2015; Miao i sur. 2015; Shah i sur. 

2022). Istraživanja su pokazala da su Cu2ONP manje stabilne u vodenim sustavima zbog lake 

promjene oksidacijskog stanja u stabilniji oblik CuONP (Kwon i sur. 2015). Dodatno, ranije 

istraživanje je pokazalo da se stabilnost CuONP smanjuje pri većim vrijednostima pH te pri 

većim vrijednostima ionske jakosti podloge, gdje dolazi do njihove aglomeracije (Sousa i 

Teixeira 2013). U ovom istraživanju, zabilježena je značajna aglomeracija CuONP i Cu2ONP 

u ultra-čistoj vodi, ali i u podlozi BBM, što dodatno potvrđuje njihovu nestabilnost u vodenim 

medijima. Sličan rezultat aglomeracije CuONP u čistoj vodi pokazan je i u ranijem istraživanju 

(Ibrahim i sur. 2022), dok je isto zabilježeno i u morskoj vodi (Gomes i sur. 2012). Dodatno, 

aglomeracija Cu2ONP zabilježena je i neposredno nakon njihovog dodavanja u razne biološke 

tekućine poput simulirane sline, ljudske krvne plazme te želučane tekućine (Woźniak-Budych 
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i sur. 2020), ali i u Steinbergovoj hranjivoj podlozi s 1/10 koncentracije makroelemenata (Song 

i sur. 2016). Zapažena nestabilnost CuONP i Cu2ONP u ultra-čistoj vodi može biti rezultat 

niskog ζ potencijala ovih nanočestica u vodi. Naime, ζ potencijal ukazuje na razinu odbijanja 

slično nabijenih čestica u suspenziji. Visoki ζ potencijal ukazuje na tendenciju međusobnog 

odbijanja čestica, čime se sprječava njihovo grupiranje, odnosno aglomeracija. S druge strane, 

kada je ζ potencijal nizak, čestice su sklonije grupiranju, što može rezultirati stvaranjem 

aglomerata (Song i sur. 2016). Dodatno, istraživanja su pokazala da stabilnije čestice često 

imaju ζ potencijal veći od 30 mV ili manji od -30 mV (Mekhamer 2010). U mom istraživanju, 

izmjereni ζ potencijal od 7,04 mV za CuONP u ultra-čistoj vodi, odnosno -25,16 mV za 

Cu2ONP upućuje da je upravo niska apsolutna vrijednost ζ potencijala navedenih nanočestica 

bila razlog njihovog aglomeriranja, što je u skladu s ranijim istraživanjem (Zhao i sur. 2011). S 

druge strane jedan od primarnih razloga zapažene značajne aglomeracije CuONP i Cu2ONP u 

hranjivim podlogama u ovom i drugim istraživanjima je visoka ionska jakost korištenih 

podloga. Naime, pokazano je da prisustvo divalentnih kationa poput Mg2+ i Ca2+ u podlogama 

povećava aglomeraciju nanočestica stvaranjem divalentnih mostova gdje se dvije nanočestice 

povezuju preko navedenih iona (Wang i sur. 2011b). No, budući da je pokazano da se stabilnost 

CuONP može značajno poboljšati prisustvom sloja EPS (Miao i sur. 2015), čiju sintezu alge 

povećavaju u stresnim uvjetima (Babiak i Krzemińska 2021), moguće je da je realna stabilnost 

CuONP u suspenziji sa stanicama bitno drugačija, odnosno veća od one izmjerene u čistoj 

podlozi BBM. Tako povećana stabilnost CuONP u staničnoj suspenziji mogla bi se očitovati 

kroz njihovu manju fitotoksičnost u odnosu na veću fitotoksičnost nestabilnijih Cu2ONP.  

Rezultati stabilnosti otopine CuSO4 u podlozi BBM pokazuju da su ioni Cu2+ reagirali s ionima 

iz podloge, što je rezultiralo sintezom aglomerata neposredno nakon njihovog dodatka u 

podlogu pri čemu su nakon 24 sata zabilježeni aglomerati s promjerom preko 26 μm. Rezultati 

su u skladu s ranijim istraživanjem gdje je pokazana značajna redukcija iona Cu2+ u vodenim 

medijima (Haughey 2000).  

5.2.2 Unos n n če  i   i i n  b  r  u    ni e i utjecaj na morfologiju algi 

Na fitotoksičnost nanočestica bakrovih oksida uvelike utječe njihova stabilnost (Liu i sur. 

2018). U ovom radu, analizom utjecaja CuONP i Cu2ONP na vijabilnost stanica alge uočena je 

razlika u njihovoj fitotoksičnosti, gdje je zapaženo da CuONP uzrokuju smrtnost stanica od 

25% pri koncentraciji od 14,45 mg L-1, dok Cu2ONP izazivaju isti postotak smrtnosti stanica 

već pri koncentraciji od 11,89 mg L-1. Razlika u fitotoksičnosti nanočestica bakrovih oksida se 

može objasniti ranije navedenom povećanom stabilnosti CuONP u suspenziji stanica pomoću 
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sloja EPS kojeg alge izlučuju (Miao i sur. 2015). U prilog tome, tretman s CuSO4 se pokazao 

najtoksičnijim, s izračunatom EC25 vrijednosti od 8,36 mg L-1. Dobiveni rezultat je u skladu s 

ranijim istraživanjem gdje je pokazano da je CuSO4 značajno toksičniji od CuONP na algu 

Chlorella sp što, zajedno s rezultatima stabilnosti, upućuje da je fitotoksičnost CuSO4 rezultat 

novonastalih čestica te iona Cu2+ (Wan i sur. 2018). 

Kao što je ranije navedeno, promijenjena morfologija stanica algi dobar je indikator stresnih 

uvjeta u stanicama (Kaur i sur. 2022). Ranija istraživanja pokazala su da tretman česticama 

CuONP izaziva izduživanje stanica, odnosno nepravilnu morfologiju stanica kod algi C. 

pyrenoidosa (Zhao i sur. 2016) i M. aeruginosa (Hou i sur. 2017). Sličan rezulat dobiven je i u 

ovom istraživanju gdje su tretmani s CuONP i Cu2ONP izazvali destabilizaciju stanične stijenke 

i doveli do pojave plazmolize. Među oba korištena tretmana, veća razina plazmolize zabilježena 

je nakon tretmana s CuONP što može biti posljedica veće stabilnosti CuONP u podlozi zbog 

prisustva sloja EPS čime CuONP imaju manju veličinu od Cu2ONP te posljedično lakše 

reagiraju sa staničnom stijenkom i membranom. S druge strane, najveću destabilizaciju 

strukturnog integriteta stanice izazvao je tretman s CuSO4, a sličan rezultat dobiven je i nakon 

izlaganja alge C. pyrenoidosa CuONP i ionima Cu2+, gdje su oba tretmana rezultirala 

ultrastrukturnim promjenama i pojavom plazmolize, ali je tretman s ionima Cu2+ izazvao veće 

oštećenje stanica (Zhao i sur. 2016). Dobiveni rezultati upućuju da, uz reaktivnije nanočestice 

bakrovih oksida s manjim promjerom, i ioni Cu2+ imaju značajan utjecaj na morfologiju stanica 

algi.  

Poznato je da alge mogu povećati proizvodnju sloja EPS oko stanica u raznim nepovoljnim 

uvjetima (Babiak i Krzemińska 2021). U ovom sam istraživanju, konfokalnom mikroskopijom 

pokazao povećanu sintezu slabo i čvrsto vezanog sloja EPS oko stanica algi nakon oba tretmana 

nanočesticama bakrovih oksida u odnosu na kontrolu. Rezultati su u skladu s prijašnjim 

istraživanjima, u kojima je zabilježena veća količina sloja EPS oko stanica alge C. pyrenoidosa 

(Zhao i sur. 2016) i M. aeruginosa (Hou i sur. 2017) nakon tretmana s CuONP u odnosu na 

kontrolu. S druge strane, nakon tretmana s CuONP i Cu2ONP nije zabilježeno povećanje čvrsto 

vezanog sloja EPS (POC), dok je zabilježeno blago povećanje topivog sloja EPS (DOC) koje 

nije bilo statistički značajno u usporedbi s kontrolom. Navedeni rezultati upućuju da su nakon 

tretmana s CuONP i Cu2ONP, stanice povećale sintezu primarno slabo vezanog sloja EPS za 

kojeg je pokazano da ima najveću ulogu u zadržavanju čestica metala iz okoliša u odnosu na 

čvrsto vezani i topivi sloj EPS (Fernando i sur. 2020; Li i sur. 2021b). S druge strane, nakon 

tretmana s CuSO4 zabilježio sam najveću količinu slabo i čvrsto vezanog sloja EPS oko stanica 
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algi u odnosu na ostale tretmane, dok sam dodatnom kvantifikacijom pokazao kako tretman s 

CuSO4 rezultira i najvećim povećanjem topivog sloja EPS u podlozi (DOC). Povećanje sloja 

EPS oko alge ima za cilj zadržavanje nanočestica i iona čime se sprječava njihov ulazak u 

stanicu i induciranje negativnih učinka. Stoga, značajno povećanje topivog i slabo vezanog sloja 

EPS nakon tretmana s CuSO4 je moguće posljedica njegovog izrazito negativnog učinka na 

morfologiju stanica.  

Usprkos povećanoj količini sloja EPS, znatna količina bakra je unesena u stanicu nakon 

tretmana s CuONP i Cu2ONP, dok je samo manja količina bakra zadržana na sloju EPS izvan 

stanica. Name, ja sam u svom istraživanju analizirao sadržaj bakra u čvrsto vezanom sloju EPS, 

dok istraživanja upućuju da slabo vezani sloj EPS ima najveću ulogu u zadržavanju nanočestice 

metala, što je moguće posljedica male količine izmjerenog bakra na sloju EPS nakon tretmana 

s CuONP i Cu2ONP. Dodatno, najviše bakra akumuliranog na sloju EPS i u stanicama 

izmjereno je nakon tretmana s CuONP, što je vjerojatno posljedica razlike u EC25 vrijednostima 

između navedenih tretmana. No, analizom omjera sadržaja bakra unesenog u stanice i 

zadržanog u sloju EPS vidljivo je da su se Cu2ONP više zadržale na sloju EPS u odnosu na 

tretman s CuONP. Navedeni rezultat može biti posljedica manje stabilnosti Cu2ONP u 

suspenziji stanica, pri čemu dolazi do aglomeracije i olakšane interakcije sa slojem EPS. U 

prilog tome, najmanja količina bakra u stanicama izmjerena je nakon tretmana s CuSO4 što je 

vjerojatno posljedica visoke nestabilnosti CuSO4 u podlozi BBM čijom interakcijom je 

pokazano da dolazi do stvaranja velikih aglomerata s promjerom preko 26 μm. Tako veliki 

aglomerati imaju tendeciju taloženja u tekućim podlogama, ali i vezanja na sloj EPS (Qiu i sur. 

2020). S druge strane, najmanje bakra je izmjereno na sloju EPS nakon tretmana s CuSO4 što 

je vjerojatno posljedica analiziranja čvrsto vezanog sloja EPS, dok slabo vezani sloj EPS, koji 

se lako otpušta u podlogu, ima najveći potencijal za vezanje čestica metala.  

Analiza ultrastrukture stanica dodatno je pokazala da se CuONP primarno vežu uz staničnu 

stijenku, dok se Cu2ONP ponajviše vežu na tilakoidne membrane kloroplasta. Naime, povećana 

prisutnost CuONP oko stanične stijenke zabilježena je i u drugim istraživanju na biljkama, što 

potvrđuje olakšano vezanje CuONP na staničnu stijenku (Xiong i sur. 2021). Pretpostavlja se 

da se CuONP, osim za staničnu stijenku, mogu lako vezati i za staničnu membranu te se tek 

nakon dugotrajnog izlaganja stanica nanočesticama, endocitozom mogu prenijeti na membrane 

organela (Baylan i sur. 2020). S druge strane, mehanizam ulaska Cu2ONP u stanice nije 

razjašnjen, no poznato je da ove nanočestice nemaju toliki potencijal za vezanje na površinu 

stanica, odnosno pokazano je da su njihova svojstva vezanja iznimno ovisna o kristalnoj ravnini 



179 

 

prisutnoj na površini čestica (Lee i sur. 2022). Stoga je moguće da su se Cu2ONP pretežito 

vezale za tilakoidnu membranu zbog drugih razloga poput strukturalne kompatibilnosti ili zbog 

elektrostatskog privlačenja između naboja na površini nanočestica i tilakoidne membrane 

(Tenorio i sur. 2017; Che i sur. 2021; Dai i sur. 2022). Iz navedenih rezultata je vidljivo da 

oksidacijsko stanje nanočestica bakrovih oksida značajno utječe na intrinzična svojstva 

nanočestica, što posljedično ima utjecaj na mehanizam njihove fitotoksičnosti na alge. S druge 

strane nakon tretmana s CuSO4 nisu uočeni aglomerati ili čestice bakra unutar stanica algi. 

Navedeni rezultati su u skladu s rezultatima analize ICP-MS, koja je pokazala da je znatno 

manje bakra uneseno u stanicu nakon tretmana s CuSO4 u odnosu na tretmane s CuONP i 

Cu2ONP. Budući da je sadržaj bakra u stanicama nakon tretmana s CuSO4 bio za nekoliko 

redova veličine manji u odnosu na sadržaj bakra u stanicama nakon tretmana s nanočesticama 

bakrovih oksida, prikazana razlika nije odraz različitih početnih koncentracija tretmana nego 

vjerojatno rezultat vezanja nastalih aglomerata i sloja EPS algi. 

5.2.3 Utjecaj na pojavu oksidacijskog stresa 

Negativni utjecaj nanočestica bakrovih oksida primarno se očituje povećanjem oksidacijskog 

stresa (Feigl 2023). Zhao i sur. (2016) pokazali su da izlaganje alge C. pyrenoidosa česticama 

CuONP dovodi do značajnog povećanja unutarstaničnog sadržaja ROS. Povećana proizvodnja 

ROS zabilježena je i nakon tretmana s CuONP provedenim na drugim vrstama algi poput C. 

vulgaris (Fathi i sur. 2020) i mikroalgama D. salina, I. galbana, T. weissflogii i P. cordatum 

(Solomonova i sur. 2023). Fan i sur. (2019) također su zabilježili povećanu proizvodnju radikala 

HO• u stanicama alge M. aeruginosa nakon izlaganja nanočesticama Cu2O/SiO2. I u ovom 

istraživanju zapaženo je značajno povećanje ukupnog sadržaja ROS i O2
• − nakon tretmana 

stanica s CuONP i Cu2ONP, među kojima je tretman s Cu2ONP izazvao veće povećanje 

ukupnog sadržaja ROS što je moguće posljedica zabilježene veće nestabilnosti Cu2ONP što 

izaziva disocijaciju i jači oksidacijski stres. Zanimljivo je da niti jedan tretman nanočesticama 

bakrovih oksida nije izazvao povećanje sadržaja H2O2 u odnosu na kontrolu. S druge strane, 

tretman s CuSO4 izazvao je veliko povećanje sadržaja H2O2 te jednako povećanje sadržaja 

ukupnog ROS i O2
• − kao i nakon tretmana s Cu2ONP. Naime, ioni Cu2+ su pozitivno nabijeni, 

što im olakšava interakciju s drugim ionima i molekulama (Monjaraz-Rodríguez i sur. 2018) te 

dalje vodi većem broju reakcija u stanicama, što može rezultirati i povećanom sintezom H2O2, 

odnosno ukupnog sadržaja ROS (Rakshit i sur. 2018; Hangan i sur. 2023).  

Fitotoksični učinak povećanog sadržaja ROS u stanici ponajviše se očituje kroz interakciju s 

biološki važnim molekulama te njihovom djelomičnom degradacijom ili inhibicijom (Biba i 
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sur. 2021). U mom istraživanju, tretmani s CuONP i Cu2ONP značajno su povećali 

peroksidaciju lipida, odnosno destabilizaciju stanične membrane što je vidljivo i iz analize 

ultrastrukture a u skladu je s oštećenjima stanične membrane zabilježenim nakon izlaganja alge 

M. aeruginosa česticama CuONP (Hou i sur. 2017). Među analiziranim tretmanima, tretman s 

Cu2ONP rezultirao je značajno najvećim oštećenjem lipida što je u skladu s rezultatima sadržaja 

ukupnog ROS koji mogu negativno djelovati na membranski sustav (Grene 2002). S druge 

strane, tretman s CuSO4 doveo je do najmanjeg povećanja sadržaja MDA, što je u skladu s 

rezultatima zabilježenim na algi C. pyrenoidosa, gdje je izlaganje česticama CuONP rezultiralo 

značajno većim oštećenjem membrane u odnosu na tretman ionima Cu2+ (Zhao i sur. 2016). 

Navedeni rezultati ukazuju na drugačiji mehanizam interakcije CuONP i Cu2ONP sa staničnom 

membranom i stijenkom u odnosu na CuSO4, što je u skladu s istraživanjem učinka CuONP na 

više vrsta algi gdje je pokazano da direktna interakcija CuONP sa staničnom membranom 

izaziva destabilizaciju i oštećenje same membrane (Solomonova i sur. 2023). Zanimljivo je da 

je samo tretman s CuONP izazvao značajno oštećenje proteina, što pokazuje da različiti tipovi 

nanočestica i iona bakra različito interagiraju s proteinima. Naime, CuONP imaju monoklinsku 

kristalnu strukturu, dok Cu2ONP imaju pravilnu kubičnu kristalnu rešetku te su stabilnije i 

manje podložne interakciji s proteinima (Mallik i sur. 2020; Selvaraj 2022). S druge strane, 

visoka koncentracija iona Cu2+ može prouzročiti degradaciju proteina (Chen i sur. 2020). No, 

budući da su ioni Cu2+ integralni dio mnogih proteina i ključni su za njihovu funkciju, pokazano 

je da interakcija iona Cu2 s proteinima ne vodi nužno degradaciji proteina (Ariöz i Wittung-

Stafshede 2018). Nadalje, oštećenje molekule DNA u stanicama algi podjednako je povećano 

nakon tretmana s oba tipa nanočestica, dok je najveće oštećenje zabilježeno s CuSO4. Dobiveni 

rezultati u skladu su s istraživanjem učinka CuONP i CuSO4 na biljku Lolium perenne gdje je 

zabilježeno značajno povećanje oštećenja DNA, među kojima je tretman s CuSO4 pokazao veću 

genotoksičnost (Atha i sur. 2012). Dodatno, najveće oštećenje DNA nakon tretmana s CuSO4 

je moguće posljedica većeg sadržaja HO• u stanici budući da u prisustvu prijelaznih iona poput 

Cu2+, Fentonovom reakcijom iz H2O2 nastaje radikal HO• koji može izrazito negativno djelovati 

na molekulu DNA (Balasubramanian i sur. 1998). Prikazani rezultati dodatno potvrđuju da je 

induciranje oksidacijskog stresa jedan od glavnih mehanizama fitotoksičnosti nanočestica i iona 

bakra na stanice alge. 

Kako povećane koncentracije ROS mogu imati izrazito negativne učinke na normalno 

funkcioniranje, ali i na vijabilnost stanica, alge aktiviraju mehanizme antioksidacijske obrane 

u uvjetima oksidacijskog stresa (Rezayian i sur. 2019). U ovom istraživanju, tretman s CuONP 
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povećao je aktivnost enzima SOD u odnosu na kontrolu, dok tretman s Cu2ONP nije imao 

utjecaj na njegovu aktivnost. Budući da SOD aktivno smanjuje sadržaj O2
• − katalizom reakcije 

dismutacije O2
• − u H2O2, njegova povećana aktivnost je vjerojatno stanični odgovor na povećani 

sadržaj O2
• − izmjeren nakon tretmana s CuONP. S druge strane, niti jedan tretman 

nanočesticama nije povećao aktivnost enzima PPX, APX i CAT, koji sudjeluju u katalizi H2O2, 

dok je Cu2ONP smanjio aktivnosti enzima APX. Ovi rezultati, zajedno sa smanjenim sadržajem 

H2O2, izmjerenim nakon tretmana s CuONP i Cu2ONP, upućuju da je aktivnost 

antioksidacijskih enzima u stanicama dovoljna kako bi održala stabilnu, netoksičnu 

unutarstaničnu razinu H2O2. Izostanak povećanja, odnosno smanjenje aktivnosti 

antioksidacijskih enzima pokazano je i u ranijem istraživanju na stanicama Lyngbya sp. nakon 

tretmana s CuONP (Janani i sur. 2020). S druge strane, unatoč povećanom sadržaju ukupnog 

ROS i H2O2, CuSO4 izazvao je značajno smanjenje aktivnosti svih analiziranih 

antioksidacijskih enzima u odnosu na kontrolu, što je vjerojatno rezultat stvaranja metalnih 

kompleksa iona Cu2+ s proteinima ili njihovog vezanja na aktivno mjesto enzima čime im se 

inhibira aktivnost enzima te značajno povećava oksidacijski stres u algama (Kilpin i Dyson 

2013; Chen i sur. 2020; Kim i sur. 2023). Rezultati parametara oksidacijskog stresa ponovno 

upućuju da je mehanizam toksičnosti CuSO4 sličniji onom od Cu2ONP nego CuONP što je 

vjerojatno rezultat manje stabilnosti Cu2ONP u mediju te posljedične disocijacije iona Cu2+. 

Dodatni mehanizam antioksidacijske obrane alge u uvjetima pojačanog oksidacijskog stresa 

uključuje neenzimske antioksidanse (Rezayian i sur. 2019). U mom istraživanju, svi tretmani s 

bakrom izazvali su značajno i podjednako smanjenje sadržaja prolina, što je vjerojatno 

posljedica povećane energetske potrebe stanica u uvjetima oksidacijskog stresa. Pod različitim 

stresnim uvjetima, kada se povećava potreba stanica za energijom, može doći do razgradnje 

energetskih bogatih aminokiselina, poput prolina, u FADH2 i NADH. Tako nastale molekule 

se zatim koriste u mitohondriju za proizvodnju energije u obliku ATP-a (Ingrisano i sur. 2023). 

S druge strane, svi tretmani rezultirali su povećanjem omjera GSH/GSSG u stanicama u odnosu 

na kontrolu. Budući da GSH ima snažno antioksidacijsko djelovanje u stanicama, njegovo 

povećanje vjerojatno proizlazi iz mehanizma odgovora alge na oksidacijski stres uzrokovan 

tretmanima nanočesticama i ionima bakra. Među svim tretmanima, najveće povećanje omjera 

GSH GSSH uočeno je nakon tretmana s CuONP, što je u skladu s izmjerenim najmanjim 

povećanjem sadržaja ROS u odnosu na ostale tretmane. S druge strane, najmanje povećanje 

omjera GSH GSSH zabilježeno je nakon tretmana s Cu2ONP, što je zajedno sa smanjenom ili 

nepromijenjenom aktivnosti antioksidacijskih enzima također u skladu s izmjerenim najvećim 
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sadržajem ukupnog ROS. Dodatno, alge sadrže i proteine Hsp koji ponovnim uspostavljanjem 

normalne strukture denaturiranih proteina smanjuju rezultat oksidacijskog stresa u stanicama 

(Kozeko 2021). U ovom istraživanju, niti jedan tretman s bakrom nije imao značajan utjecaj na 

ekspresiju proteina Hsp70, dok su svi izazvali značajno smanjenje ekspresije proteina Hsp90. 

Razlika u utjecaju navedenih tretmana na ekspresiju proteina Hsp70 i Hsp90 vjerojatno je 

posljedica ranije opisane različite lokalizacije u stanicama, ali i različite uloge u smatanju 

proteina (Csermely i sur. 1998; Abassi i sur. 2020; Kozeko 2021). Naime, protein Hsp70 

pomaže u smatanju novo sintetiziranih proteina, dok Hsp90 regulira strukturu i stabilnost 

većinom smotanih proteina (Verma i sur. 2021). Ovi rezultati upućuju da nanočestice i ioni 

bakra imaju veći utjecaj na već sintetizirane proteine kada djeluje i protein Hsp90, čime dolazi 

do njegove destabilizacije i smanjenja njegove ekspresije. Veće smanjenje ekspresije proteina 

Hsp90, ali i značajno manje povećanje omjera GSH GSSG uočeno nakon izlaganja algi 

tretmanima s Cu2ONP i CuSO4, ponovno ukazuje na sličnost u njihovim mehanizmima 

toksičnosti te je vjerojatno posljedica zabilježene povećane proizvodnje sadržaja ROS u 

stanicama u odnosu na tretman s CuONP. 

5.2.4 Utjecaj na fotosintetski sustav 

Fotosinteza je jedan od ključnih procesa u algama pomoću kojega alge koriste energiju Sunčeve 

svjetlosti za proizvodnju kemijske energije (Johnson 2016). Prvi korak u procesu fotosinteze je 

apsorpcija svjetlosne energije pomoću fotosintetskih pigmenata te su istraživanja pokazala da 

izlaganje nanočesticama metala često ima negativan učinak na njihov sadržaj (Hazeem i sur. 

2019; Wang i sur. 2019; Lokstein i sur. 2021; Huang i sur. 2022; Ma i sur. 2023). U ovom 

istraživanju, samo je tretman s CuONP značajno povećao sadržaj klorofila a i b u odnosu na 

kontrolu. Izostanak smanjenja pigmenata nakon izlaganja više vrsta algi tretmanu s CuONP 

zabilježena je i u istraživanju Solomonova i sur. (2023), dok su druga istraživanja pokazala da 

tretman s većom koncentracijom CuONP izaziva smanjenje sadržaja pigmenata u stanicama 

alge M. aeruginosa (Hou i sur. 2017; Fan i sur. 2019) i Platymonas helgolandica (Liu i sur. 

2022). Sadržaj karotenoida također je bio podjednako povećan nakon tretmana s CuONP i 

Cu2ONP u odnosu na kontrolu. Jedno od mogućih objašnjenja za povećani sadržaj određenih 

fotosintetskih pigmenata u stanicama nakon izlaganja nanočesticama bakrovih oksida je 

njihovo vezanje na površinu alge, čime se smanjuje količina svjetla koja može doprijeti do 

tilakoidnih membrana kloroplasta te se iskoristiti u procesu fotosinteze. Naime, nanočestice 

bakrovih oksida imaju specifična optička svojstva te mogu raspršiti ili apsorbirati svjetlost 

određenih valnih duljina (Khalaji i sur. 2020; Poddar i sur. 2020). U cilju kompenzacije 
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smanjenog dotoka svjetlosti na pigmente, alge mogu povećati sadržaj fotosintetskih pigmenata 

kako bi se što više svjetlosne energije iskoristilo u procesu fotosinteze (Poddar i sur. 2020; Zia 

i sur. 2021). Dodatno, pokazano je da CuONP imaju veliki potencijal za vezanje na sloj EPS i 

površinu stanica, što bi moglo objasniti najveći sadržaj pigmenata nakon tretmana CuONP u 

odnosu na druge tretmane (Baylan i sur. 2020; Xiong i sur. 2021). Drugo objašnjenje povećanog 

sadržaja određenih pigmenata nakon tretmana s CuONP i Cu2ONP je u ključnim ulogama bakra 

u staničnom metabolizmu. Naime, bakar je ključan kofaktor za brojne enzime uključene u 

proces fotosinteze, staničnog disanja i lanca prijenosa elektrona (Mir i sur. 2021; Chen i sur. 

2022). Primjerice, u tilakoidnoj membrani kloroplasta, bakar je sastavni dio plastocijanina koji 

sudjeluje u lancu prijenosa elektrona u procesu fotosinteze (Aguirre i Pilon 2016). Ranije 

istraživanje je pokazalo da tretman sjemenki suncokreta (Helianthus annuus L.) nanočesticama 

bakrovih oksida pojačava rast i povećava proizvodnju klorofila u klijancima biljke (Lopes i sur. 

2023). S druge strane, tretman s CuSO4 nije izazvao promjenu u sadržaju obje vrste klorofila i 

karotenoida što je moguće posljedica njegovog slabijeg vezanja na površinu stanica čime bi se 

blokirala svjetlost za potrebe fotosinteze. No, budući da je jedino tretman s CuONP povećao 

sadržaj obje vrste klorofila te stopu fotosinteze pri intenzitetu svjetlosti na kojoj su alge 

uzgajanje, ponovno se može uočiti veća sličnost mehanizama fitotoksičnosti između CuSO4 i 

Cu2ONP u odnosnu na tretman s CuONP. 

U ovom istraživanju, oba tretmana s nanočesticama povećala su maksimalni kvantni prinos i 

indeks učinkovitosti fluorescencije klorofila a te značajno povećala ekspresiju proteina D1. 

Navedeni rezultati pokazuju da je tretman nanočesticama bakrovih oksida pojačao proizvodnju 

pigmenata kako bi se povećalo primanje energije iz svjetlosti, ali i povećao ekspresiju proteina 

D1 uključenog u PSII kako bi se povećala učinkovitost fotosinteze. Sličan rezultat je dobiven 

izlaganjem alge Ulva compressa nanočesticama bakrovih oksida prilikom čega je došlo do 

značajnog povećanja transkripcije gena za proteine uključene u PSI, PSII, kompleks za hvatanje 

svjetlosti II (eng. light harvesting complex II, LHCII), citokrom b6f, ATP sintazu te proteine 

uključene u popravak PSII, ali i zaštitu PSI. Povećana ekspresija proteina uključenih u stanično 

disanje, fotosintezu i asimilaciju ugljika ukazuje na mogući mehanizam tolerancije algi na 

povećanu prisutnost bakra (Laporte i sur. 2020). U mom istraživanju, CuONP su izazvale veće 

povećanje vrijednosti većine parametara fotosinteze u odnosu na Cu2ONP. Moguće objašnjenje 

se nalazi u unutarstaničnoj lokalizaciji nanočestica, gdje su CuONP ponajviše lokalizirane na 

staničnoj membrani i stijenci, dok su se Cu2ONP primarno nalazile na tilakoidnoj membrani 

kloroplasta i bile s njom u direktnom kontaktu, što je moglo rezultirati povećanom 
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degradacijom ili inaktivacijom određenih fotosintetskih proteina i procesa. S druge strane, 

tretman s CuSO4 je doveo do značajnog smanjenja stope fotosinteze i ekspresije proteina D1, 

uz najmanje povećanje maksimalnog kvantnog prinosa i fotosintetske učinkovitosti u odnosu 

na ostale tretmane. Navedeni rezultati upućuju da ioni Cu2+ izazivaju najviše negativnih učinaka 

na proces fotosinteze i na stabilnost fotosintetskog sustava. Naime, ioni Cu2+ su pozitivno 

nabijeni i visoko reaktivni te često sudjeluju u raznim redoks reakcijama u stanici (Chauhan i 

sur. 2021). U povećanim koncentracijama, interakcija iona Cu2+ s enzimima uključenim u 

fotosintezu može izazvati njihovu inaktivaciju ili inhibiciju, što negativno djeluje na 

učinkovitost fotosinteze (Mir i sur. 2021). Moji rezultati u skladu su s rezultatima izlaganja alge 

Monoraphidium sp. ionima Cu2+, gdje su niže koncentracije stimulirale fotosintetski sustav, 

dok su više koncentracije (> 7,4 nM) smanjile učinkovitost fotosinteze i povećale rasipanje 

svjetlosne energije (Dauda i Lombardi 2023). S druge strane, niti jedan od tretmana s bakrom 

nije imao učinak na ekspresiju enzima RuBisCo, što je vjerojatno posljedica ranije opisane 

evolucijske očuvanosti, proteinske stabilnosti, ali i raznih kompenzacijskih mehanizama koji 

održavaju razinu enzima RuBisCo stabilnim (Demirevska i sur. 2009; DeRidder i sur. 2012; 

Wijewardene i sur. 2021). Prikazani rezultati upućuju na to da CuONP i Cu2ONP mogu imati 

stimulirajući učinak na prinos i učinkovitost fotosinteze, dok tretman s CuSO4 pretežito 

smanjuje samu stopu fotosinteze te negativno utječe na komponente PSII. 

5.2.5 Utjecaj na proteom 

U cilju daljnjeg razjašnjavanja mehanizama fitotoksičnosti nanočestica i iona bakra na algu C. 

vulgaris, analizirao sam promjene u ekspresiji proteina i identificirao ukupno 29 proteina čija 

se ekspresija promijenila u odnosu na kontrolu nakon pojedinog tretmana. Najviše proteina s 

povećanom ekspresijom zabilježeno nakon tretmana s CuONP, gdje je samo jedan protein imao 

smanjenu ekspresiju u odnosu na kontrolu. S druge strane, tretmani s Cu2ONP i CuSO4 

rezultirali su većim brojem proteina sa smanjenom ekspresijom, a 13 proteina imalo je jednako 

promijenjenu ekspresiju nakon oba tretmana u odnosu na kontrolu. Veća sličnost u profilu 

diferencijalno eksprimiranih proteina između Cu2ONP i CuSO4 nego između Cu2ONP i CuONP 

vjerojatno je rezultat manje stabilnosti Cu2ONP kod kojih dolazi do disocijacije iona Cu2+, koji 

potom izazivaju slične promjene na proteomskoj razini.  

Nakon tretmana s bakrom, najviše diferencijalno eksprimiranih proteina bilo je iz kategorija: 

Fotosinteza, Prijenos signala, Metabolizam ugljikohidrata, Obrana i odgovor na stres te Procesi 

transkripcije i translacije. Tretman s CuONP je doveo do povećane ekspresije svih 

diferencijalno eksprimiranih proteina uključenih u proces fotosinteze. Među njima su se 
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primarno nalazili proteini kompleksa antena na PSI i PSII (klorofil a-b vezujući protein) te 

protein RuBisCo uključen u fiksaciju CO2. S druge strane, tretmani s Cu2ONP i CuSO4 su 

smanjili ekspresiju proteina uključenih u kompleks antena za prikupljanje svjetlosne energije, 

ali i proteina uključenih u fotolizu vode u reakcijskom centru PSII (protein PsbO2). Dodatno, 

Cu2ONP su smanjile ekspresiju beta ugljične anhidraze koji povećava koncentraciju CO2 oko 

enzima RuBisCo, dok je tretman s CuSO4 smanjio ekspresiju samog enzima RuBisCo. 

Navedeni rezultati upućuju da izlaganje stanica alge CuONP može pojačati učinkovitost 

fotosinteze, što je moguće i uzrok izmjerenog pojačanog oksidacijskog stresa, dok Cu2ONP i 

CuSO4 nisu imale značajan učinak na fotosintezu. Rezultati proteomske analize dodatno 

prikazuju veću sličnost između djelovanja Cu2ONP i CuSO4 u odnosu na tretman s CuONP te 

su u skladu s prikazanim rezultatima fotosintetskih parametara. Naime, jedino je CuONP 

rezultirao značajnim povećanjem sadržaja klorofila a i b i stope fotosinteze pri intenzitetu 

svjetla na kojem su alge uzgajane i tretirane. Dodatno, tretman s CuONP doveo je do najvećeg 

povećanja učinkovitosti fluorescencije klorofila a te je izazvao najveće povećanje ekspresije 

proteina D1 koji se nalazi u reakcijom centru PSII. Navedeni rezultati su u skladu s drugim 

istraživanjima provedenim na biljnim vrstama gdje je pokazano da tretman s CuONP može 

dovesti do povećanja sadržaja fotosintetskih pigmenata, učinkovitosti fotosinteze i 

antioksidacijskog odgovora (Van Nguyen i sur. 2022; Feigl 2023; Mahawar i sur. 2024). 

Nakon tretmana s CuONP primijećena je smanjena ekspresija beta podjedinice ATP sintaze, 

dok je simultano povećana ekspresija gama lanca ATP sintaze. ATP sintaza je proteinski 

kompleks koji ima ključnu ulogu u staničnoj proizvodnji energije. Beta podjedinica ATP 

sintaze ima ulogu u sintezi ATP iz ADP i fosfata, dok gama lanac ATP sintaze ima regulacijsku 

ulogu u aktivnosti ATP sintaze te kontrolira protok protona (Neupane i sur. 2019). Budući da 

tretman s CuONP izaziva pojavu oksidacijskog stresa, odnosno povećanja sadržaja ROS koji 

mogu oštetiti stanične komponente i time smanjiti proizvodnju ATP-a, povećana ekspresija 

gama lanca vjerojatno je rezultat kompenzacijskog mehanizma s ciljem održavanja protoka 

protona i sinteze ATP-a na optimalnoj razini. S druge strane, tretman s CuSO4 je povećao 

ekspresiju beta podjedinice ATP sintaze te smanjio ekspresiju gama lanca. Budući da beta 

podjedinica ATP sintaze sadrži katalitičko mjesto za sintezu ATP-a, njena povećana ekspresija 

vjerojatno je odgovor alge kako bi povećala proizvodnju ATP-a za potrebe antioksidacijske 

obrane. Suprotno, povećani protok protona preko unutarnje membrane mitohondrija može 

poremetiti ravnotežu lanca prijenosa elektrona, pri čemu navedeni elektroni mogu reagirati s 

O2 i formirati O2
• − (Zhao i sur. 2019). Budući da ovaj proces može uzrokovati proizvodnju 
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ROS, smanjena ekspresija gama podjedinice ATP sintaze, koja regulira protok protona, 

vjerojatno je pokušaj stanice da smanji proizvodnju ROS (Zhao i sur. 2019; Sachdev i sur. 

2023).  

Analiza diferencijalno eksprimiranih proteina iz kategorije Metabolizam ugljikohidrata 

pokazala je oprečne rezultate budući da je tretman s CuONP izazvao povećanje, a Cu2ONP i 

CuSO4 smanjenje ekspresije proteina u odnosu na kontrolu. Fruktoza-bisfosfat aldolaza, 

gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, fosfoglicerat kinaza te trioza-fosfat izomeraza, koje su 

uključene u proces glikolize, imale su povećanu ekspresiju nakon tretmana s CuONP. Budući 

da je pokazano da u stresnim uvjetima alge povećavaju metaboličku aktivnosti, navedeno 

povećanje proteina koji sudjeluju u procesu glikolize nakon tretmana s CuONP vjerojatno je 

posljedica veće energetske potrebe stanica za ublažavanjem negativnih učinaka (Liu i sur. 

2020a). S druge strane, tretman Cu2ONP smanjio je ekspresiju fruktoze bisfosfat-aldolaze, dok 

je CuSO4 smanjio i ekspresiju proteina gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, što je vjerojatno 

posljedica poremećaja metabolizma zbog oksidacijskog stresa (de Abreu i sur. 2014).  

Iz kategorije Obrana i odgovor na stres, jedino je protein Antifreeze imao povećanu ekspresiju 

nakon tretmana s oba tipa nanočestica. Kako je ranije navedeno, ovaj protein može regulirati 

ekspresiju gena za antioksidacijske enzime poput CAT i SOD, čime ublažava posljedice 

oksidacijskog stresa (Pe i sur. 2019). Tretman s Cu2ONP jedini je izazvao smanjenje ekspresije 

proteina Hsp i laktat dehidrataze, što je vjerojatno rezultat prejakog oksidacijskog stresa. 

Naime, proteini Hsp imaju ulogu u pravilnom smatanju proteina te se aktiviraju u stresnim 

uvjetima, dok laktat dehidrataza ima ulogu u odgovoru na stresne uvjete smanjivanjem sadržaja 

citotoksičnog metabolita metilglioksala (Pohanka 2020).  

Iz skupine proteina uključenih u Prijenos signala, jedino je protein akonitaza A imao povećanu 

ekspresiju nakon svih tretmana. Akonitaza A je hidroksitransferaza uključena u biosintezu 

aminokiselina, a povećanje njene ekspresije vjerojatno je posljedica povećane potrebe za 

sintezom proteina u uvjetima pojačanog oksidacijskog stresa. Nadalje, svi tretmani su imali 

učinak na razinu ekspresije protein kinaze CaMKII, među kojima je tretman s CuONP izazvao 

povećanje njegove ekspresije, dok su CuONP i CuSO4 smanjili ekspresiju u odnosu na kontrolu, 

što je vjerojatno posljedica drugačijih interakcija navedenih nanočestica bakrovih oksida i iona 

Cu2+ s komponentama raznih staničnih puteva. Naime, smanjenja ekspresija CaMKII može biti 

stanični odgovor na stres u cilju smanjivanja određenih staničnih funkcija u uvjetima stresa 

(Zhao i sur. 2022; Rostas i Skelding 2023). 
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Analizom diferencijalno eksprimiranih proteina uključenih u Procese transkripcije i translacije 

može se uočiti kako je jedino tretman s CuONP povećao ekspresiju elongacijskog faktora Tu, 

dok su je Cu2ONP te CuSO4 smanjili, kao i ekspresiju translacijske (tr) GTPaze koja imaju 

ulogu u biosintezi proteina. Povećanje ekspresije elongacijskog faktora Tu nakon tretmana s 

CuONP u skladu je s pokazanom povećanom ekspresijom proteina akonitaza A koja ima ulogu 

u biosintezi aminokiselina. Zajedno, ovi rezultati upućuju da stanice alge povećavaju biosintezu 

proteina moguće radi ublažavanja negativnih učinaka oksidacijskog stresa djelovanjem raznih 

antioksidacijskih proteina. S druge strane, smanjenje ekspresije proteina iz ove skupine, 

zabilježeno nakon tretmana s Cu2ONP te CuSO4, dodatno potvrđuje da je izazivanjem 

oksidacijskog stresa, toksični učinak navedenih tretmana značajan. 

Od ostalih diferencijalno eksprimiranih proteina nakon tretmana s bakrom, zapaženo je jedino 

povećanje ekspresije proteina aktin nakon svih tretmana, što je vjerojatno posljedica staničnog 

popravka citoskeleta nakon tretmana. Naime, aktin ima ulogu u mnoštvu biološki važnih 

procesa zbog sudjelovanja u izgradnji citoskeleta (Craig i sur. 2019).  

Rezultati analize diferencijalne ekspresije proteina nakon tretmana s bakrom pokazuju kako 

Cu2ONP i CuSO4 imaju sličan molekularni mehanizam fitotoksičnosti, budući da je nakon oba 

tipa tretmana identificiran veći broj proteina sa smanjenom ekspresijom u odnosu na kontrolu. 

S druge strane, CuONP je uglavnom povećao ekspresiju identificiranih proteina, što je 

rezultiralo povećanom učinkovitosti fotosinteze i sinteze ATP-a u cilju daljnjeg ublaživanja 

negativnih učinaka induciranog oksidacijskog stresa. 

5.3 N n če  i e p li  iren  

Povećana uporaba polistirena u proizvodima industrijske i komercijalne namjene ostavlja za 

sobom veliku količinu plastičnog otpada u okolišu (Gewert i sur. 2015). Zbog svoje male mase 

i gustoće, otpad koji sadrži polistiren nerijetko se akumulira na površini vodenih ekosustava, 

gdje je izložen raznim atmosferskim prilikama poput UV zračenja i visokih temperatura te 

raznim fizičkim utjecajima uzrokovanih vjetrom i gibanjem vode (Mattsson i sur. 2015). 

Mehaničkim utjecajem i procesom fotooksidacije, tijekom vremena dolazi do degradacije 

krupnih polimera polistirena u mikročestice i nanočestice (Yu i sur. 2019). Zbog sve veće 

potrebe za ugradnjom polistirena u razne komercijalne proizvode, među kojima su i proizvodi 

u medicini, često se površina PS-NP modificira dodavanjem različitih funkcionalnih skupina 

(Amstein i Hartman 1975; Loos i sur. 2014). Naime, funkcionalizirane nanočestice polistirena 

imaju različita termička i optička svojstva te drugačiju reakciju s biološkim organizmima od 

PS-NP, zbog čega se često koriste u području biomedicine (Perini i sur. 2022). Također, kad su 
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PS-NP izložene atmosferskim prilikama, na svoju površinu mogu vezati razne funkcionalne 

skupine čime im se bitno mijenjaju površinska svojstva i stabilnost (Gewert i sur. 2015). Budući 

da stabilnost i veličina nanočestica značajno utječu na njihovu fitotoksičnost, površinske 

funkcionalne skupine nanočestica polistirena mogu direktno utjecati na reaktivnost nanočestica 

te povećati ili smanjiti njihovu toksičnost u vodenim ekosustavima (Yu i sur. 2019). 

5.3.1 S  biln    n n če  i   u  r njiv j p  l  i 

Dosadašnja istraživanja pokazala su da su nanočestice polistirena iznimno stabilne u vodenim 

suspenzijama (Loos i sur. 2014; Kik i sur. 2020; Asandulesa i sur. 2023). I u ovom istraživanju, 

rezultati analize matičnih suspenzija pokazuju kako se PS-NP, PS-NH2-NP i PS-COOH-NP 

nalaze uglavnom pojedinačno u suspenzijama, a ne u aglomeratima. Malobrojna istraživanja 

stabilnosti nanočestica polistirena u okolišnim vodama pokazala su da može doći do 

aglomeracije nanočestica polistirena s organskim molekulama, ali i s mikroorganizmima, te je 

pokazano da različiti kationi u otopini imaju utjecaj na njihovu aglomeraciju (Alimi i sur. 2018; 

Yu i sur. 2019). Analiza stabilnosti nanočestica polistirena u podlozi BBM, pokazala je da sama 

podloga nema značajan utjecaj na njihovu stabilnost. Naime, promjer svih korištenih 

nanočestica polistirena ostao je podjednak do kraja mjerenja, što je vjerojatno rezultat 

međusobnog steričkog odbijanja korištenih nanočestica polistirena u suspenziji (Yu i sur. 

2019). S druge strane, mjerenjem ζ potencijala, mogu se uočiti manje razlike naboja na površini 

čestica inkubacijom u podlozi BBM. Naime, u ovom istraživanju, pokazano je da je površinski 

naboj svih korištenih nanočestica polistirena bio pozitivan prilikom dodavanja u podlogu BBM 

te se nije značajno mijenjao prvih 24 sata. Nakon 24 sata, PS-NP postaju negativne, dok je 

naboj PS-NH2-NP i PS-COOH-NP ostao nepromijenjen. Nakon inkubacije nanočestica 

polistirena u podlozi BBM u trajanju od 48 sati pa do kraja mjerenja, PS-NH2-NP i 

PS-COOH-NP poprimaju negativan naboj, dok PS-NP ponovno dobivaju pozitivan površinski 

naboj. Moguće objašnjenje za brže i češće promjene ζ potencijala PS-NP u odnosu na 

nanočestice s funkcionalnim skupinama je njihova interakcija s ionima iz podloge BBM. 

Naime, PS-NP mogu reagirati s kationima iz okoliša te tako mijenjati svoja svojstva, među 

kojima je i površinski naboj, dok površinske funkcionalne skupine mogu smanjiti potencijal 

nanočestica za vezanje drugih kationa iz suspenzije (Alimi i sur. 2018; Tallec i sur. 2019; Yu i 

sur. 2019; Zhang i sur. 2019). Navedeni rezultati ukazuju da PS-NP sadrže veći potencijal za 

reagiranje s ionima iz medija čime im se brže i češće mijenja površinski naboj, odnosno da 

površinske funkcionalne skupine imaju značajan utjecaj na stabilnost nanočestica polistirena u 

vodenim ekosustavima. 
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5.3.2 Un   n n če  i   polistirena u stanice i utjecaj na morfologiju algi 

Nanočestice polistirena su sveprisutne u okolišu, dok je njihova pojava u vodenim 

ekosustavima vrlo zabrinjavajuća zbog moguće bioakumulacije polistirena u živim sustavima 

(Alimi i sur. 2018). Istraživanja su pokazala da se polistiren može vrlo lako vezati na organske 

tvari poput sloja EPS stanica algi, čime, zbog bioakumulacije, može imati negativan učinak na 

više organizme, uključujući i ljude (Chae i sur. 2018; Pradel i sur. 2021; Li i sur. 2022b; Le 

Juge i sur. 2023). Akumulacija plastike kroz hranidbeni lanac od primarnih proizvođača poput 

algi do viših organizama je ranije potvrđena. Naime, nakon izlaganja alge C. reinhardtii 

nanočesticama plastike, nanočestice su detektirane u probavnim organima viših organizama 

koji su algu koristili kao hranu (Chae i sur. 2018). Jedan od prvih negativnih učinaka 

nanočestica polistirena na alge je promijenjena morfologija stanica (Mikami i sur. 2021), a 

pokazano je i da PS-NP mogu dovesti do povećanja stanica i deformacije stanične stijenke kod 

algi C. vulgaris (Hazeem i sur. 2020) i P. helgolandica (Wang i sur. 2020b). Naime, nanočestice 

polistirena mogu se vezati na sloj EPS, čime se potiče i agreagacija stanica algi, što može 

izazvati strukturne promjene stanične stijenke, ali i dovesti do oštećenja stanične membrane 

(Wang i sur. 2016b; Li i sur. 2020b). Izlaganje alge Gymnodinium aeruginosum česticama PS-

NP rezultiralo je značajnim ultrastrukturnim promjenama stanica poput oštećenja kloroplasta, 

smanjenja količine škroba, zadebljanja stanične stijenke i plazmolize (Huang i sur. 2021). I ovo 

istraživanje pokazalo je da su svi tretmani s nanočesticama polistirena doveli do promjena u 

ultrastrukturi stanica u odnosu na kontrolu, koje su se manifestirale kao plazmoliza i 

destabilizacija integriteta tilakoidnih membrana.  

U mom istraživanju, konfokalnom mikroskopijom pokazano je da su svi tretmani 

nanočesticama polistirena izazvali značajno povećanje čvrsto i slabo vezanog sloja EPS oko 

stanica u odnosu na kontrolu, što je u skladu s ranijim istraživanjima učinaka mikro- i 

nanoplastike na više vrsta algi (Hazeem i sur. 2020; Li i sur. 2020b; Huang i sur. 2021). 

Tretmani s PS-NP i PS-COOH-NP su izazvali veće povećanje količine vizualiziranog sloja 

EPS, pomoću fluorescentno obilježenog lektina ConA, oko stanica u odnosu na tretman s 

PS-NH2-NP. Daljnja kvantifikacija topivog sloja EPS mjerenjem otopljenog organskog ugljika 

(DOC) nije se pokazala mogućom nakon tretmana nanočesticama polistirena, dok je analiza 

čvrsto vezanog sloja EPS mjerenjem partikularnog organskog ugljika (POC) pokazala njegovo 

značajno i jednako povećanje nakon svih tretmana u odnosu na kontrolu. Naime, metodom 

mjerenja otopljenog organskog ugljika (DOC) nije bilo moguće razaznati sloj EPS, koji se 

pretežito sastoji od ugljikohidrata, i nanočestica polistirena koji su polimeri sastavljeni od 
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monomera aromatskog ugljikovodika. Prijašnje istraživanje pokazalo je da se mjerenjem 

organskog ugljika može kvantificirati mikroplastika u uzorku, ali samo u slučaju da u uzorku 

nema drugih organskih spojeva koji mogu interferirati s mjerenjem (Schmidtmann i Peiffer 

2024). Dobivena razlika količine sloja EPS vezanog na stanice nakon svih tretmana 

vizualiziranog konfokalnom mikroskopijom i mjerenjem vrijednosti POC upućuje da su 

tretmani s PS-NP i PS-COOH-NP izazvali veće povećanje slabo vezanog sloja EPS za kojeg je 

pokazano da ima najveću ulogu u vezanju čestica iz okoliša u odnosu na tretman s PS-NH2-NP. 

U skladu s time, uočeno povećanje proizvodnje čvrsto i slabo vezanog sloja EPS oko stanica 

alge nakon svih tretmana dobro korelira s primijećenom adsorpcijom nanočestica polistirena na 

sami sloj EPS oko algi. Naime, veće povećanje čvrsto i slabo vezanog sloja EPS, ali i 

vizualizirana veća akumulacija nanočestica polistirena na sloju EPS primijećena je nakon 

tretmana s PS-NP i PS-COOH-NP, dok su se PS-NH2-NP vezale na sloj EPS u manjoj mjeri. 

Razlika u vizualiziranoj akumulaciji nanočestica polistirena s različitim funkcionalnim 

skupinama vjerojatno je posljedica njihovih različitih površinskih naboja. Naime, pod 

povećanom ionskom jakosti, ali i povećanim organskim sadržajem, PS-NP i PS-COOH-NP 

gube svoju stabilnost što se primarno očituje njihovom aglomeracijom, dok PS-NH2-NP 

pokazuju jaču stabilnost pod navedenim uvjetima (Tallec i sur. 2019). Budući da je pokazano 

da priroda površinskih skupina ima veći utjecaj na aglomeraciju nanočestica od prirode samih 

nanočestica polistirena, održana stabilnost PS-NH2-NP je vjerojatno posljedica površinske 

amino skupine koja dovodi do međusobno jakog mehanizma odbijanja (Liu i sur. 2012). 

Povećana sinteza sloja EPS vjerojatno ima obrambenu ulogu djelujući kao fizička barijera u 

cilju smanjivanja količine nanočestica polistirena unesenog u stanicu (Zheng i sur. 2019). 

Analizom Py-GC-MS pokazano je da je nakon svih tretmana veća količina polistirena zadržana 

na sloju EPS, u odnosu na količinu izmjerenu u stanicama. Među svim korištenim tretmanima, 

najveća akumulacija nanočestica na sloju EPS, ali i u stanicama zabilježena je nakon tretmana 

s PS-NP i PS-NH2-NP. Razlika u dobivenim rezultatima akumulacije nanočestica polistirena 

na vezanom sloju EPS oko stanica između metoda Py-GC-MS i TEM vjerojatno je posljedica 

analize različitih tipova sloja EPS. Naime, TEM mikroskopijom pokazano je da se PS-NP i 

PS-COOH-NP najviše akumuliraju na sloju EPS, dok je metodom Py-GC-MS isti rezultat 

dobiven za PS-NP i PS-NH2-NP. Metoda TEM u nativnim uvjetima omogućuje vizualizaciju i 

čvrsto vezanog i slabo vezanog sloja EPS oko stanica zbog izostanaka kemijske preparacije 

uzorka putem kojih se slabo vezani sloj EPS može izgubiti. S druge strane, priprema uzoraka 

za analizu količine polistirena na sloju EPS putem Py-GC-MS analize zahtijeva razdvajanje 

sloja EPS od stanica algi, čime se dobiva frakcija samo čvrsto vezanog sloja EPS koji se nalazi 
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najbliže staničnoj stijenci (Chen i sur. 2013; Babiak i Krzemińska 2021). Kako je poznato da je 

slabo vezani sloj EPS najviše zaslužan za vezanje različitih nanočestica iz okoliša (Fernando i 

sur. 2020; Li i sur. 2021b), moguće je da rezultati dobiveni Py-GC-MS analizom ne 

predstavljaju realno stanje za usporedbu količine polistirena na sloju EPS stanica nakon 

tretmana stanica različito funkcionaliziranim nanočesticama polistirena. Uzimajući u obzir sva 

navedena ograničenja korištenih metoda, ovi rezultati upućuju da se PS-NP najviše akumuliraju 

na čvrsto i slabo vezanom sloju EPS oko stanica, dok se PS-COOH-NP pretežito vežu na slabo 

vezani, a PS-NH2-NP na čvrsto vezani sloj EPS. Rezultati su u skladu s prijašnjim istraživanjem 

utjecaja površinskih funkcionalnih skupina nanočestica polistirena na adsorpciju na površinu 

stanice alge P. subcapitata (Nolte i sur. 2017), koje je pokazalo da PS-NP i PS-NH2-NP imaju 

veći afinitet za vezanje na staničnu stijenku alge od negativno nabijenih PS-COOH-NP, što je 

vjerojatno posljedica elektrostatskog odbijanja negativno nabijenih PS-COOH-NP i negativno 

nabijene stanične stijenke (Eslick i sur. 2014). S druge strane, rezultati Py-GC-MS analize 

pokazuju da dolazi do unosa nanočestica polistirena u stanice alge. Najveći sadržaj polistirena 

u stanicama izmjeren je nakon tretmana s PS-NP i PS-NH2-NP, dok je tretman s PS-COOH-NP 

rezultirao najmanjom akumulacijom. Rezultati su u skladu s istraživanjem provedenim na 

stanicama alge C. sorokiniana, gdje je izlaganjem alge česticama PS-NH2-NP i PS-COOH-NP 

zapaženo da oba tipa nanočestica ulaze u stanice alge, dok PS-COOH-NP imaju manju 

fitotoksičnost u odnosu na PS-NH2-NP (Xu i sur. 2024). Budući da je stanična stijenka stanice 

alge polupropusna, nanočestice malih dimenzija mogu slobodno proći stijenku te doći do 

stanične membrane (Wang i Wang 2014). Međutim, one mogu dodatno destabilizirati staničnu 

stijenku, čime nastaju veće pore koje omogućuju prolaz većih nanočestica i aglomerata, nakon 

čega endocitozom ulaze u stanicu (Yang i sur. 2023; Xu i sur. 2024). Stoga je zabilježena manja 

količina PS-COOH-NP u odnosu na PS-NP i PS-NH2-NP vjerojatno posljedica slabijeg vezanja 

PS-COOH-NP na staničnu stijenku alge. Naime, pokazano je da se PS-COOH-NP iznimno 

dobro vežu na vanjske dijelove sloja EPS, dok se manji broj nanočestica veže na čvrsto vezani 

sloj EPS koji je najbliži stanici. Nadalje, kako je stanična stijenka alge C. vulgaris negativno 

nabijena, upravo zbog elektrostatskog odbijanja potrebna je veća energija za vezanje negativno 

nabijenih PS-COOH-NP na staničnu stijenku od PS-NP i PS-NH2-NP (Parkinson i sur. 2022; 

Lesniewska i sur. 2024). Navedeni rezultati upućuju da funkcionalne skupine imaju značajan 

učinak na aglomeraciju nanočestica polistirena u vodenim sustavima, ali i na samo vezanje 

nanočestica na površinu stanica što posljedično utječe na njihovu fitotoksičnost. 
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5.3.3 Utjecaj na pojavu oksidacijskog stresa 

Dosadašnja istraživanja su pokazala da je pojačana proizvodnja ROS jedan od ključnih 

mehanizama toksičnosti nanočestica polistirena u algama. Xiang i sur. (2023a) su pokazali da 

nakon izlaganja alge C. vulgaris česticama PS-NP u trajanju od 72 h dolazi do povećanog 

sadržaja ROS, a sličan rezultat zabilježen je i nakon tretmana stanica C. vulgaris česticama 

PS-COOH-NP (Hazeem i sur. 2020), ali i izlaganjem algi Chlorella i Scenedesmus česticama 

PS-NH2-NP i PS-COOH-NP (Bhattacharya i sur. 2010). U ovom istraživanju, tretman s PS-NP 

nije povećao ROS, ni ukupne ni u obliku H2O2, što je u skladu s rezultatima drugih istraživanja. 

Sendra i sur. (2019) su pokazali da PS-NP izazivaju jači akutni oksidacijski stres u stanicama 

alge P. tricornutum unutar prvih 24 sata izlaganja, dok nakon 72 sata količina sadržaja ROS 

pada do razine koja je izmjerena u kontrolnim stanicama. Navedeni rezultati ukazuju da PS-NP 

s vremenom postaju nestabilne u hranjivim podlogama, čime dolazi do njihove aglomeracije i 

smanjenja početnog oksidacijskog stresa. Ranija istraživanja su pokazala da se PS-NP u 

najvećoj mjeri aglomeriraju u suspenziji stanica što je vjerojatno posljedica manjka površinske 

funkcionalne skupine te lake interakcije s otpuštenim organskim tvarima i sa slojem EPS algi 

(Junaid i Wang 2021; Le Juge i sur. 2023). I u mom istraživanju je TEM mikroskopijom 

zapaženo stvaranje većih aglomerata PS-NP oko stanica u odnosu na ostale tretmane. S druge 

strane, značajno povećana proizvodnja ukupnih ROS zabilježena je nakon tretmana s 

PS-COOH-NP, dok je povećani sadržaj H2O2 izmjeren u oba tretmana s funkcionaliziranim 

nanočesticama. Rezultati su u skladu s prijašnjim istraživanjima gdje je pokazano da 

nanočestice polistirena s funkcionalnim skupinama izazivaju veći sadržaj ROS u biljnim 

stanicama u odnosu na PS-NP bez funkcionalnih skupina (Ekner-Grzyb i sur. 2022). Smatra se 

da funkcionalizirane nanočestice izazivaju veći oksidacijski stres zbog većeg potencijala 

interakcija funkcionalnih skupina sa staničnom i membranom mitohondrija što rezultira većim 

sadržajem ROS u stanici (Płuciennik i sur. 2024). 

Tretmani nanočesticama polistirena pokazali su negativan učinak na određene biološki važne 

molekule. Tretman s PS-NP je rezultirao oštećenjem svih analiziranih biomolekula; 

PS-NH2-NP izazvale su peroksidaciju lipida i genotoksični učinak, dok su PS-COOH-NP uz 

oštećenje molekule DNA dovele i do značajne karbonilacije proteina alge. Ovi rezultati upućuju 

da su svi tretmani nanočesticama polistirena izazvali oksidacijski stres u stanicama alge u 

ovisnosti o individualnim svojstvima samih nanočestica. Razlika u djelovanju nanočestica 

polistirena s različitim funkcionalnim skupinama na biološki važne molekule vjerojatno je 

rezultat njihovih različitih naboja. Naime, iako su oba tretmana s funkcionalnim skupinama 
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izazvala genotoksični učinak, PS-NH2-NP su oštetile samo lipide, dok su pak PS-COOH-NP 

oštetile samo proteine. Naime, PS-NH2-NP, zbog svog pozitivnog naboja, mogu lakše prolaziti 

staničnu membranu zbog elektrostatskih interakcija, uslijed čega dolazi do povećavanja 

postojećih i stvaranja novih pora te degradacije samih membrana (Dai i sur. 2022). S druge 

strane, PS-COOH-NP su negativno nabijene te adsorbiraju veliku količinu proteina na svoju 

površinu, čime dolazi do njihove degradacije (Kokkinopoulou i sur. 2017; Panico i sur. 2022). 

Dodatno, PS-COOH-NP su izazvale najznačajnije povećanje sadržaja ROS u stanicama, a 

poznato je da povećane količine sadržaja ROS mogu imati iznimno negativan učinak na 

strukturu i aktivnost proteina (Li i sur. 2022a). Iako tretman s PS-NP nije doveo do značajnog 

povećanja sadržaja ROS u stanicama, ove nanočestice izazvale su značajno oštećenje svih 

analiziranih biomolekula. Sendra i sur. (2019) pokazali su da PS-NP značajno induciraju sintezu 

ROS kod stanica alge P. tricornutum, ali unutar prvih 24 sata. Dodatno, nakon neutralizacije 

različitih ROS pomoću antioksidacijskih enzima i neenzimskim antioksidansima, moguće je da 

stanice nisu imale dovoljno vremena za potpuni popravak oštećenih proteina, lipida i molekule 

DNA. Naime, istraživanje vremena oporavka alge Scenedesmus sp. nakon oksidacijskog stresa 

pokazalo je da se aktivnost određenih metaboličkih enzima vratila u optimalno stanje tek nakon 

72 sata (Tripathi i sur. 2004), dok je kod više vrsta biljaka zabilježeno i znatno dulje vrijeme 

oporavka nakon oksidacijskog stresa (Chmielowska-Bąk i Deckert 2021).  

U uvjetima pojačanog oksidacijskog stresa, alge aktiviraju enzimske i neenzimske 

antioksidacijske mehanizme u cilju smanjivanja sadržaja ROS (Yasur i Rani 2013). U ovom 

istraživanju je pokazano da su svi tretmani, manje ili više, aktivirali antioksidacijski sustav 

stanica alge, što je u skladu s ranijim istraživanjima provedenim na algama nakon tretmana 

nanočesticama polistirena (Zhao i sur. 2020; Huang i sur. 2021; Xiang i sur. 2023a). Tretman s 

PS-NP povećao je aktivnost samo enzima APX, dok nije imao utjecaj na ostale antioksidacijske 

enzime, što je mogući pokazatelj dovoljnog kapaciteta peroksidaza u uklanjanju H2O2. Također, 

kako je pokazano da PS-NP induciraju povećanu proizvodnju oblika ROS u algama unutar 

prvih 24 sata, moguće je da je aktivnost antioksidacijskih enzima značajno povećana upravo u 

navedenom periodu nakon čega njihova aktivnost pada sa smanjenjem sadržaja ROS u cilju 

čuvanja energije (Sendra i sur. 2019). Nedavno istraživanje na algi Scenedesmsus obliquus 

pokazalo je da se antioksidacijski enzimi aktiviraju unutar 24 sata od tretmana s mikročesticama 

polistirena, nakon čega aktivnost enzima pada (Wang i sur. 2023b). S druge strane, u mom 

istraživanju, aktivnost enzima APX, PPX i CAT značajno se povećala nakon tretmana s 

PS-NH2-NP i PS-COOH-NP, što je pokazatelj značajnog oksidacijskog stresa te je u skladu s 
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rezultatima povećanog sadržaja H2O2 nakon navedenih tretmana u odnosu na kontrolu. S druge 

strane, ni jedan tretman nije izazvao značajno povećanje enzima SOD, dok su tretmani s 

PS-NH2-NP i PS-COOH-NP izazvali i njegovo smanjenje što je moguće posljedica interakcije 

funkcionalnih skupina s enzimom SOD ili indukcije oksidacijskog stresa pri čemu se inhibira 

njegova aktivnost nakon 72 h. No, izostanak povećane aktivnosti enzima SOD te povećana 

aktivnost barem jedne od peroksidaza nakon svih tretmana upućuje da su upravo peroksidaze 

jedne od ključnih antioksidacijski enzima uključenih u smanjivanje oksidacijskog stresa 

uzrokovanog nanočesticama polistirena. Analizom neenzimskog antioksidacijskog sustava 

vidljivo je da su svi tretmani nanočesticama polistirena izazvali značajno smanjenje prolina. 

Budući da je pokazano da nanočestice polistirena znatno utječu na metabolizam algi, smanjenje 

sadržaja prolina vjerojatno je posljedica povećane potrebe stanica za energijom, prilikom čega 

dolazi do degradacije prolina te proizvodnje energije u mitohondriju (Ingrisano i sur. 2023). S 

druge strane, jedino je tretman s PS-NH2-NP doveo do blagog povećanja sadržaja karotenoida 

u odnosu na kontrolu. Naime, karotenoidi u algama imaju dvostruku ulogu. U procesu 

fotosinteze sudjeluju u prihvaćanju i prijenosu svjetlosne energije na klorofil, dok utišavanjem 

energije O1 2  i smanjenjem količine ROS djeluju kao antioksidansi (Faraloni i Torzillo 2017). 

Blago povećanje sadržaja karotenoida nakon izlaganja stanica algi PS-NH2-NP je vjerojatno 

posljedica kompenzacijskog mehanizma antioksidacijskog sustava uslijed značajnog smanjenja 

sadržaja prolina u stanicama alge nakon navedenog tretmana u odnosu na ostale tretmane 

nanočestica polistirena. Nadalje, svi tretmani izazvali su značajno smanjenje GSH u stanicama 

algi u odnosu na kontrolu. Budući da GSH sudjeluje u smanjivanju sadržaja ROS oksidacijom 

u svoj oksidirani GSSG oblik, smanjenje GSH u stanicama može biti rezultat aktiviranog 

antioksidacijskog obrambenog mehanizma alge uslijed izlaganja nanočesticama polistirena 

(Manke i sur. 2013). 

Dodatni mehanizam održavanja stanične homeostaze u uvjetima visokog oksidacijskog stresa 

je korištenje molekularnih šaperona proteina Hsp. Proteomska analiza učinka PS-NP je 

pokazala da navedeni tretman dovodi do povećane ekspresije porodice proteina Hsp u 

stanicama Anabena sp. (Kozeko 2021; Tamayo-Belda i sur. 2021). U ovom istraživanju niti 

jedan korišteni tretman nanočestica polistirena nije imao značajni učinak na ekspresiju proteina 

Hsp70, dok su tretmani s PS-NP i PS-COOH-NP izazvali smanjenje ekspresije proteina Hsp90. 

Zabilježena promjena u ekspresiji proteina Hsp nakon tretmana s nanočesticama polistirena 

vjerojatno je posljedica njihove različite stanične lokalizacije ili njihove uloge u pravilnom 

smatanju proteina. Budući da protein Hsp70 sudjeluje u pravilnom smatanju proteina u ranijim 
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fazama, a protein Hsp90 u kasnijim fazama, navedeni rezultati upućuju da korišteni tretmani s 

nanočesticama polistirena ne utječu na destabilizaciju novosintetiziranih proteina (Verma i sur. 

2021). S druge strane, smanjena ekspresija proteina Hsp90 nakon tretmana s PS-NP i 

PS-COOH-NP vjerojatno je posljedica njihovog značajnog utjecaja na povećanje karbonilacije 

proteina, prilikom čega je vjerojatno došlo i do degradacije samih proteina Hsp90. 

5.3.4 Utjecaj na fotosintetski sustav 

Dosadašnja istraživanja provedena na različitim vrstama algi pokazala su da nanočestice 

polistirena izazivaju smanjenje sadržaja obje molekule klorofila i karotenoida (Hazeem i sur. 

2020; Wang i sur. 2020b; Xiang i sur. 2023a). U ovom istraživanju, samo je tretman PS-NP 

značajno smanjio sadržaj svih analiziranih fotosintetskih pigmenata u odnosu na kontrolu. S 

druge strane, PS-NH2-NP značajno su povećale sadržaj klorofila a i karotenoida, dok 

PS-COOH-NP nisu izazvale značajne promjene u sadržaju pigmenata u odnosu na kontrolu. 

Rezultati su u skladu s ranijim istraživanjem gdje je pokazano da PS-NP bez funkcionalne 

skupine izazivaju veće smanjenje sadržaja klorofila a u odnosu na funkcionalizirane 

nanočestice u stanicama alge C. vulgaris (Hazeem i sur. 2020). Moguće obrazloženje 

smanjenog sadržaja pigmenata nakon tretmana s PS-NP u odnosu na kontrolu je zbog velikog 

potencijala vezanja navedenih nanočestica na površinu samih algi. Naime, pokazano je da se 

PS-NP vežu u velikoj količini na površinu stanica algi što može smanjiti količinu svjetla koja 

se može iskoristiti u fotosintezi (Bhattacharya i sur. 2010; Hazeem i sur. 2020). Nadalje, 

promijenjena količina pigmenata može poremetiti normalni metabolizam i prijenos energije u 

fotokemijskim reakcijama te tako inhibirati proces fotosinteze (Nguyen i sur. 2020). To 

potvrđuju i rezultati ovog istraživanja, budući da su svi tretmani nanočesticama polistirena 

izazvali značajno smanjenje stope fotosinteze pri intenzitetu svjetla na kojem su alge uzgajane, 

među kojima su funkcionalizirane nanočestice polistirena izazvale veću inhibiciju stope 

fotosinteze u odnosu na PS-NP. Rezultati su u skladu s istraživanjem Li i sur. (2020b) koji su 

pokazali da izlaganje alge C. reinhardtii PS-NP dovodi do smanjenja fotosintetske aktivnosti. 

Dodatno, svi tretmani povećali su indeks učinkovitosti PSII, što je u suprotnosti s rezultatima 

stope fotosinteze, dok niti jedan tretman nije značajno promijenio maksimalni kvantni prinos 

PSII u odnosu na kontrolu. Rezultati su u skladu s prijašnjim istraživanjima, u kojima 

nanočestice polistirena nisu pokazale značajan utjecaj na maksimalnu kvantnu učinkovitost 

fotosinteze u algama (Sjollema i sur. 2016; Wu i sur. 2021). Budući da maksimalna kvantna 

učinkovitost predstavlja maksimalni potencijal PSII za pretvaranje svjetlosne energije u 

kemijsku za potrebe prijenosa elektrona, dobiveni rezultati upućuju da navedeni tretmani 
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nanočesticama polistirena nisu imali značajni utjecaj na učinkovitost PSII prilikom pretvorbe 

svjetlosne energije (Maxwell i Johnson 2000). S druge strane, izlaganje morske alge P. 

helgolandica PS-NP u trajanju od 6 dana izazvalo je značajno povećanje maksimalnog 

kvantnog prinosa u odnosu na kontrolu. Ovaj rezultat vjerojatno je posljedica adaptacije stanica 

na dugotrajno izlaganje tretmanu te ulaska stanica alge u stacioniranu fazu rasta (Wang i sur. 

2020b). Nadalje, povećan indeks učinkovitosti PSII nakon svih tretmana vjerojatno je 

posljedica adaptacijskog odgovora stanica alge na izlaganje nanočesticama polistirena 

povećanom ekspresijom enzima RuBisCO. Naime, RuBisCo ima ključnu ulogu u fiksaciji 

ugljika, prilikom čega dolazi do sinteze ugljikohidrata. Ranije istraživanje je pokazalo da rast 

algi pri nižim razinama svjetlosti rezultira povećanom količinom enzima RuBisCo, ali da je 

povećanje specifično za vrstu u uvjetima visoke ili niske razine dušika (Li i Campbell 2017). 

Dodatno, ranije istraživanje je pokazalo da su se mikročestice polistirena promjera 1 μm 

akumulirale u većoj mjeri na površini stanica alge M. aeruginosa te izazvale veću promjene u 

fotosintezi u odnosu na PS-NP promjera 100 nm (Wu i sur. 2021). Navedeni rezultati upućuju 

da se nanočestice polistirena vežu na površinu stanica algi te tako smanjuju količinu dostupnog 

svjetla za proces fotosinteze, te je moguće da povećana proizvodnja enzima RuBisCo 

predstavlja adaptacijski mehanizam stanica algi u uvjetima niske razine svjetlosti prilikom čega 

se povećava i indeks učinkovitosti PSII (Seemann 1989; Galmés i sur. 2013). S druge strane, 

tretman s PS-NP izazvao je znatno smanjenu, dok su tretmani s PS-NH2-NP i PS-COOH-NP 

izazvali znatno povećanu ekspresiju proteina D1. Naime, protein D1 je visoko osjetljiv protein 

na razne stresne uvjete te ima ključnu ulogu u reakcijskom centru PSII u prijenosu elektrona 

(Edelman i Mattoo 2008; Kaur i sur. 2022). Smanjena ekspresija proteina D1 detektirana nakon 

tretmana PS-NP, uz značajno smanjeni sadržaj pigmenata i smanjenu stopu fotosinteze, 

pokazuje da je ovaj tretman imao najveće negativno djelovanje na fotosintezu u stanicama C. 

vulgaris. Navedeni rezultat u skladu je s istraživanjem utjecaja mikročestica polistirena na algu 

C. reinhardtii, gdje su koncentracije tretmana veće od 50 mg L-1 imale negativan učinak na 

parametre fotosinteze (Li i sur. 2020b). Budući da alge mogu pojačati biosintezu proteina D1 

radi održavanja optimalne razine fotosinteze, povećanje ekspresije proteina D1 nakon tretmana 

s PS-NH2-NP i PS-COOH-NP mogući je kompenzacijski mehanizam održavanja integriteta 

PSII (Wang i sur. 2016a; Banu i sur. 2021). Dobiveni rezultati ukazuju na značajan utjecaj 

površinskih funkcionalnih skupina nanočestica polistirena na učinkovitost fotosinteze, ali i na 

mogućnost aktivacije kompenzacijskih mehanizama stanica algi na izlaganje nanočesticama 

polistirena s površinskim funkcionalnim skupinama. 
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5.3.5 Utjecaj na proteom 

S ciljem daljnje analize mehanizama fitotoksičnosti nanočestica polistirena na algu C. vulgaris, 

analizirao sam diferencijalno eksprimirane proteine, koji su uglavnom pokazali smanjenu 

ekspresiju. Posebno, PS-NP i PS-COOH-NP rezultirali su s najviše proteina sa smanjenom 

ekspresijom, što je u skladu s rezultatima povećanja sadržaja proteinskih karbonila nakon ovih 

tretmana.  

Nakon svih tretmana većina diferencijalno eksprimiranih proteina pripadala je kategorijama: 

Fotosinteza, Obrana i odgovor na stres, Prijenos signala i Procesi transkripcije i translacije. 

Najviše proteina s promijenjenom ekspresijom u svim tretmanima bilo je uključeno u proces 

Fotosinteze i svi su pokazali smanjenu ekspresiju. Nakon tretmana s PS-NP i PS-COOH-NP, 

detektirana je smanjena ekspresija proteina koji imaju ulogu u vezanju klorofila u kompleksu 

antena (klorofil a-b vezujući protein), fotolizi vode i dobivanju kisika (kloroplastni PsbP4 

prekursor i protein PsbO2) te prijenosu elektrona s PSI putem feredoksina (proteini reakcijskog 

centra PSI). Nakon istih tretmana zabilježena je i smanjena ekspresija enzima RuBisCo te beta 

ugljične anhidraze koja povećava koncentraciju CO2 oko enzima RuBisCo. Sličan 

diferencijalno ekspresijski profil uočen je i nakon tretmana s PS-NH2-NP, no bez promjene 

ekspresije proteina PsbO2 i podjedinice 4 proteina reakcijskog centra PSI. Navedeni rezultati 

su u skladu sa smanjenja stope fotosinteze nakon svih tretmana s nanočesticama polistirena, što 

je vjerojatno posljedica njihovog vezanja na površinu stanica pa samim time i smanjenog 

intenziteta svjetla koji dolazi do tilakoidnih membrana. Dodatno, zabilježena smanjena 

ekspresija proteina povezanih s tilakoidnom membranom je u skladu i s rezultatima analize 

ultrastrukture stanica alge. Naime, nakon tretmana s nanočesticama polistirena može se uočiti 

destabilizacija integriteta tilakoidnih membrana, što se očituje u smanjenju njihove količine, ali 

i relativne gustoće u odnosu na kontrolu. 

Svi tretmani izazvali su također i smanjenu ekspresiju beta podjedinice ATP sintaze, što ukazuje 

na smanjenje energetskog stanja stanice. U prilog tome govore i smanjenje ekspresije proteina 

fruktoza-bisfosfat aldolaze, uključene u proces glikolize, s PS-NP i malat dehidrogenaze, 

uključene u ciklus limunske kiseline, s PS-COOH-NP. Smanjena ekspresija proteina uključenih 

u regulaciju energetskog stanja stanica algi vjerojatno je posljedica poremećaja metabolizma i 

proizvodnje energije zbog oksidacijskog stresa (de Abreu i sur. 2014).  

Iz kategorije Obrana i odgovor na stres, zabilježeno je povećanje ekspresije samo proteina 

PCC13-62 povezanih sa sušom nakon svih tretmana. Skupina proteina PCC13-62 putem 

regulacije transkripcije ima primarnu ulogu u odgovoru na manjak vode, odnosno na sušna 
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razdoblja, no pokazano je da je važna i u odgovoru na druge tipove stresnih uvjeta poput 

povećanog saliniteta (Giarola i sur. 2018). S druge strane, svi tretmani su smanjili ekspresiju 

proteina Hsp, uključenog u pravilno smatanje drugih proteina u uvjetima stresa, dok je tretman 

s PS-NP smanjio i ekspresiju enzima SOD uključenog u antioksidacijsku obranu. Najviše 

proteina sa smanjenom ekspresijom iz ove kategorije je zabilježeno nakon tretmana s 

PS-COOH-NP koji je uz ranije navedene proteine izazvao smanjenje ekspresije i proteina 

Antifreeze i laktat dehidrataze. Oba proteina sudjeluju u odgovoru stanice na oksidacijski stres, 

gdje protein Antifreeze aktivira druge antioksidacijske enzime, a laktat dehidrataza smanjuje 

sadržaj metabolita metilglioksala koji ima citotoksično djelovanje (Kristiansen i sur. 2008; Pe 

i sur. 2019; Pohanka 2020). Smanjena ekspresija navedenih proteina upućuje na pojavu jakog 

oksidacijskog stresa, prilikom čega dolazi do degradacije proteina, što je u skladu s rezultatima 

analize karbonilacije proteina. Naime, značajno veća količina oštećenih proteina zabilježena je 

upravo nakon tretmana s PS-NP i PS-COOH-NP u odnosu na tretman s PS-NH2-NP. 

Smanjenje ekspresije proteina akonitaze A zabilježeno je nakon svih tretmana, dok je smanjenje 

proteina CaMKII, zabilježeno nakon tretmana s PS-NP i PS-COOH-NP; oba proteina pripadaju 

kategoriji Prijenos signala. Kako je ranije navedeno, akonitaza A ima ulogu u biosintezi 

aminokiselina, dok je protein CaMKII kompleksna multifunkcionalna kinaza koja ima ulogu u 

procesima prijenosa signala. Nadalje, tretman s PS-NP je povećao, a tretman s PS-COOH-NP 

smanjio ekspresiju proteina rodanaze, koji je povezan s prijenosom signala u raznim 

metaboličkim i regulatornim putevima. Dodatno, pokazano je da domenu rodanaza imaju 

mnogi proteini uključeni u odgovor na stres poput raznih kinaza, ali i primjerice proteina Hsp 

(Hofmann i sur. 1998; Spallarossa i sur. 2001). Smanjenje ekspresije akonitaze A upućuje na 

smanjenu sintezu proteina u uvjetima stresa, dok je smanjenje ekspresije proteina uključenih u 

prijenos signala vjerojatno posljedica jakog oksidacijskog stresa, koji može izazvati degradaciju 

proteina zbog povećanog sadržaja ROS (Lian i sur. 2021; Zhao i sur. 2022; Rostas i Skelding 

2023). 

Tretmani s PS-NP i PS-COOH-NP izazvali su smanjenje ekspresije proteina uključenih u 

Procese transkripcije i translacije: elongacijskog faktora Tu i translacijske (tr) GTPaze koja 

sudjeluje u dopremi molekule aminoacil-tRNA do ribosoma tijekom biosinteze proteina. 

Tretman s PS-NP je također povećao ekspresiju glikoziltransferaze uključene u procesiranje 

molekule tRNA, dok je tretman s PS-COOH-NP smnjio ekspresiju proteina s RRM domenom 

koja ima ulogu u procesiranju molekule mRNA. Navedeno smanjenje proteina uključenih u 

biosintezu proteina, ali i proteina koji sudjeluju u procesiranju molekule mRNA ukazuju na 
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smanjenje sinteze proteina u prisutnosti jakog oksidacijskog stresa. Tretman s PS-NH2-NP nije 

izazvao promjenu ekspresije niti jednog proteina iz skupine proteina uključenih u procese 

transkripcije i translacije, što potvrđuje da je izazvao slabije oksidacijsko oštećenje proteina u 

odnosu na ostale tretmane.  

Od ostalih diferencijalno eksprimiranih proteina identificiran je jedino protein aktin čija se 

ekspresija povećala nakon svih tretmana nanočesticama polistirena. Aktin ima ulogu u izgradnji 

i održavanju citoskeleta, zbog čega je uključen u razne stanične procese poput diobe i transporta 

unutar stanice. Povećana ekspresija navedenog proteina vjerojatno je rezultat aktivacije 

mehanizama popravka oštećenih stanica te inducirane plazmolize nakon tretmana s 

nanočesticama polistirena. 

Rezultati diferencijalne ekspresije proteina nakon tretmana s nanočesticama polistirena u 

skladu su s ranije prikazanim rezultatima oštećenja proteina. Naime obje analize pokazale su 

da su tretmani PS-NP i PS-COOH-NP izazvali značajno veće oštećenje i smanjenu količinu 

proteina u odnosu na tretman PS-NH2-NP. No, svi tretmani izazvali su značajno oštećenje 

tilakoidne membrane i fotosintetskog sustava što je, zajedno sa smanjenom ekspresijom 

proteina uključenih u metabolizam ugljikohidrata, dovelo do smanjenog energetskog stanja algi 

te posljedično smanjene biosinteze proteina. 

5.4 U p re b      ičn   i r  liči i  n n če  i   i iona na stanice alge C. vulgaris 

Analiza fitotoksičnog utjecaja izlaganjem stanica alge C. vulgaris nanočesticama srebra s dva 

različita omotača (AgNP-citrat i AgNP-CTAB) te nanočesticama bakrovih oksida u dva 

oksidacijska stanja (CuONP i Cu2ONP) u istim eksperimentalnim uvjetima omogućila je 

usporedbu mehanizama toksičnosti navedenih tretmana na stanice alge. Određivanjem 

koncentracije tretmana koja omogućava preživljenje stanica od 75% vidljivo je kako AgNP 

pokazuju znatno toksičniji učinak na algu C. vulgaris u odnosu na ostale korištene tretmane. 

Naime, dobivena EC25 vrijednost je bila značajno manja nakon tretmana s oba tipa AgNP u 

odnosu na tretmane nanočesticama bakrovih oksida. Navedeni rezultat je vjerojatno posljedica 

veće stabilnosti AgNP u odnosu na nanočestice bakrovih oksida u podlozi BBM, ali i prisustva 

organskog sadržaja iz alge, odnosno sloja EPS. Ranija istraživanja su primjenjujući Derjaguin–

Landau–Verwey–Overbeek (DLVO) teoriju o stabilnosti koloidnih suspenzija za predviđanje 

potencijalne aglomeracije nanočestica u vodenim ekosustavima, pokazali da se potrebna 

količina energije za interakciju atoma na površini nanočestica s drugim česticama smanjuje sa 

smanjenjem promjera samih nanočestica (Waychunas i sur. 2005; Peng i sur. 2017). Odnosno, 

povećanom aglomeracijom nanočestica, smanjuje se njihova površinska reaktivnost, što 
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posljedično smanjuje i njihovu potencijalnu fitotoksičnost (Tkalec i sur. 2019). Budući da su u 

ovom istraživanju nanočestice bakrovih oksida pokazale znatno veću aglomeraciju, ali i manju 

toksičnost od AgNP, rezultati ovog istraživanja dodatno potvrđuju utjecaj aglomeracije 

nanočestica na njihovu fitotoksičnost. Nadalje, nanočestice metala mogu reagirati s fosforilnim, 

karboksilnim, hidroksilnim i amino skupinama stanične stijenke, ali i s lipidima, proteinima i 

molekulama DNA prilikom čega dolazi do povećanja proizvodnje ROS pretežito prijenosom 

elektrona s nanočestica na ciljanu molekulu (Omran 2020; Wen i sur. 2020b; Mukherjee i sur. 

2021). I u ovom istraživanju su promatrane nanočestice metala, AgNP i nanočestice bakrovih 

oksida, inducirale oksidacijski stres, između kojih su AgNP izazvale veću proizvodnju ROS. S 

druge strane, nanočestice bakrovih oksida izazvale su veća oštećenja na biološki važnim 

molekulama što je vjerojatni rezultat veće aktivacije antioksidacijskog sustava alge nakon 

tretmana s AgNP u odnosu na tretmane s nanočesticama bakrovih oksida. Naime, disocijacija 

iona Cu2+ s nanočestica bakrovih oksida može dovesti do inhibicije aktivnosti staničnih enzima 

stvaranjem metalnih kompleksa iona Cu2+ s proteinima ili njihovim vezanjem na aktivno mjesto 

enzima (Kilpin i Dyson 2013; Chen i sur. 2020; Kim i sur. 2023). Budući da je bakar esencijalan 

element u algama, on djeluje kao kofaktor raznih enzima uključenih u antioksidacijsku obranu 

(Mir i sur. 2021). Dodatno, bakar ima ključnu ulogu i u drugim staničnim procesima poput 

fotosinteze i staničnog disanja međudjelujući s proteinima poput citokrom c-oksidaze i 

plastocijanina (Chen i sur. 2022). U uvjetima povišene koncentracije iona Cu2+, enzimi koji 

koriste bakar kao kofaktor mogu biti inhibirani što neminovno dovodi do oštećenja biološki 

važnih molekula poput lipida, proteina i molekule DNA te ukupnog negativnog učinka na 

stanične procese (Boulard i sur. 1972; Sharma i sur. 2012). Među tretmanima nanočestica srebra 

i bakrovih oksida, AgNP su izazvale značajno negativniji učinak na proces fotosinteze u 

stanicama alge C. vulgaris. Prikazano smanjenje stope fotosinteze, količine karotenoida i 

maksimalnog kvantnog prinosa PSII nakon tretmana s AgNP je vjerojatno rezultat značajnog 

povećanja sadržaja ROS u stanicama koji mogu reagirati s raznim sastavnicama fotosintetskog 

aparata (Jiang i sur. 2017). S druge strane, izlaganje stanica alge nanočesticama bakrovih oksida 

je izazvalo povećanje aktivnosti fotosintetskog procesa, odnosno povećanje sadržaja 

pigmenata, maksimalnog kvantnog prinosa i učinkovitosti fotosinteze. Stimulirajući učinak 

nanočestica bakrovih oksida na fotosintezu je vjerojatno posljedica njihovog vezanja na 

površinu, ali i interakcije bakra s ključnim proteinima fotosinteze (Chen i sur. 2022). Naime, 

bakar ima i ključnu ulogu u procesu fotosinteze djelovanjem s plastocijaninom ili s citokrom 

c-oksidazom u lancu prijenosa elektrona, ali sudjeluje i u fotosintetskim reakcijama neovisnim 

o plastocijaninu gdje stimulira proizvodnju kisika (Laporte i sur. 2020; Mydy i sur. 2021; Chen 
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i sur. 2022). Imajući u vidu da proteomske tehnike omogućavaju analizu raznih staničnih 

promjena na razini proteina, pomoću proteomskih analiza možemo dodatno razjasniti 

molekularne mehanizme fitotoskičnosti raznih tipova nanočestica (Zhang i sur. 2020a). U ovom 

istraživanju, rezultati promjene ekspresije proteina nakon izlaganja stanica alge C. vulgaris 

nanočesticama srebra i bakrovih oksida upućuju da stabilnije nanočestice metala poput 

AgNP-CTAB te CuONP uzrokuju globalno povećanje ekspresije proteina, što je vjerojatno 

posljedica aktivacije mehanizama za ublažavanje stresa uzrokovanog nanočesticama. S druge 

strane, nestabilnije nanočestice srebra i bakrovih oksida, odnosno nanočestice koje su više 

sklone disocijaciji poput AgNP-citrat i Cu2ONP, zajedno s tretmanima ionskih kontrola 

(AgNO3 i CuSO4), izazivaju poglavito smanjenje ekspresije proteina uključenih u biološki 

važne procese poput fotosinteze, metabolizma ugljikohidrata i slično. Navedeni rezultati 

upućuju da je jedan od važnijih mehanizama fitotoksičnosti nanočestica metala upravo 

disocijacija iona metala s površine nanočestica pri čemu ioni uzrokuju značajan fitotoksični 

učinak. 

Analiza fitotoksičnog utjecaja nanočestica polistirena bez (PS-NP) i s funkcionalnim 

skupinama (PS-NH2-NP i PS-COOH-NP) na stanice alge C. vulgaris u istim eksperimentalnim 

uvjetima omogućila je međusobnu usporedbu mehanizama toksičnosti navedenih tretmana, ali 

i usporedbu s mehanizmima toksičnosti nanočestica metala na stanice alge. Mnoga istraživanja 

su već pokazala da kratkotrajno izlaganje nižim koncentracijama nanočestica polistirena ne 

dovodi do apoptoze stanica kao što je to slučaj kod nanočestica metala (Schirinzi i sur. 2017; 

Rudolph i sur. 2021; Chen i sur. 2023a; Ruan i sur. 2023). Naime, fitotoksičnost nanočestica 

metala na alge je uvelike povezana s induciranjem oksidacijskog stresa (Wang i sur. 2019), dok 

nanočestice polistirena pokazuju veću biokompatibilnost ponajviše zbog povećane stabilnosti, 

čime im se smanjuje reaktivnost i mogućnost induciranja oksidacijskog stresa (Pessoni i sur. 

2019; Poddar i sur. 2020). U prilog tome, nanočestice polistirena su izazvale najmanji porast 

sadržaja ROS u stanicama u odnosu na tretmane s nanočesticama promatranih metala što je 

vjerojatno posljedica aktiviranog antioksidacijskog sustava, primarno peroksidaza. Adamczyk 

i sur. (2023) su pokazali da nanočestice polistirena mogu uzrokovati povećanje u sadržaju ROS 

te aktivirati značajan antioksidacijski odgovor stanica, ali da je razina izazvanog oksidacijskog 

stresa vrsno-specifična. Unatoč tome što nije bilo značajnog povećanja oksidacijskog stresa, 

nanočestice polistirena su izazvale najveće oštećenje proteina u odnosu na ostale tretmane što 

je vjerojatno posljedica učinkovitijeg vezanja proteina na površinu nanočestica polistirena, 

čime dolazi do značajnog oštećenja proteina, odnosno promjena u njihovoj konformaciji te 
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inhibicije funkcija proteina (Kihara i sur. 2020). Dodatno, pokazano je da akumulacija proteina 

na površini nanočestica polistirena uzrokuje morfološke promjene samih nanočestica, čime one 

postaju stabilnije te manje toksične što dodatno objašnjava izostanak značajnije peroksidacije 

lipida kao što je to slučaj nakon tretmana s korištenim nanočesticama metala (Lieberwirth i sur. 

2018; Kihara i sur. 2021). Nadalje, smanjena reaktivnost nanočestica polistirena izazvala je i 

najmanje promjena u fotosintetskom sustavu alge C. vulgaris što je u skladu s ranijim 

istraživanjem utjecaja različitih metalnih i nemetalnih nanočestica na fotosintezu (Poddar i sur. 

2020). Naime, nanočestice polistirena nisu imale veliki utjecaj na sadržaj pigmenata ili na 

maksimalni kvantni prinos, ali su izazvale smanjenje stope fotosinteze. Ranija istraživanja su 

pokazala da se nanočestice polistirena vrlo lako mogu akumulirati na površini stanica čime 

blokiraju izmjenu plinova te dovode do smanjenja količine svjetla koja dolazi do kloroplasta 

(Bhattacharya i sur. 2010; Sendra i sur. 2019; Li i sur. 2020b). Analiza diferencijalno 

eksprimiranih proteina nakon izlaganja alge nanočesticama polistirena je pokazala poglavito 

smanjenje ekspresije proteina uključenih u razne stanične procese što je vjerojatno posljedica 

velikog potencijala nanočestica polistirena za vezanjem proteina na svoju površinu čime se 

smanjuje ukupna količina proteina, ali i inhibira funkcija enzima (Kihara i sur. 2020).  

U konačnici, dodatno je potvrđen učinak površinskih omotača, odnosno funkcionalnih skupina 

na fitotoksičnost nanočestica. Naime, tretiranje stanica alge s pozitivno nabijenim 

nanočesticama (AgNP-CTAB te PS-NH2-NP) je izazvalo manju razinu oksidacijskog stresa, ali 

i manju količinu diferencijalno eksprimiranih proteina u odnosu na neutralno, odnosno 

negativno nabijene nanočestice (AgNP-citrat te PS-NP i PS-COOH-NP). Vjerojatan uzrok 

smanjenja toksičnosti pozitivno nabijenih nanočestica na stanice alge je njihovo olakšano 

vezanje za slabo vezani sloj EPS stanica algi koji se može otpustiti u okolišni medij u odnosu 

na neutralne i negativno nabijene nanočestice. Naime, slabo vezani sloj EPS alge C. vulgaris je 

negativno nabijen te se pozitivno nabijene nanočestice lakše vežu na njegove negativno 

nabijene karboksilne, hidroksilne i amino skupine (Babiak i Krzemińska 2021). Na ovaj se 

način više čestica zadržava izvan stanica čime se posljedično smanjuje i razina oksidacijskog 

stresa u stanicama alge.
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6. ZAKLJUČAK 

Temeljem rezultata ovog istraživanja moguće je donijeti sljedeće zaključke: 

• Usporedbom EC25 vrijednosti, vidljivo je da su tretmani s AgNP znatno toksičniji na 

alge od nanočestica bakrovih oksida, što je posljedica veće stabilnosti, tj. manje 

aglomeracije AgNP u podlozi BBM.  

• Toksičnost nanočestica srebra i bakrovih oksida primarno je rezultat indukcije 

oksidacijskog stresa. Usporedba učinaka nanočestica metala na analizirane parametre 

pokazuje da nanočestice koje su sklonije disocijaciji iona, poput AgNP-citrat i 

Cu2ONP, djeluju slično kao ionske kontrole, AgNO3 i CuSO4, što potvrđuje da je 

disocijacija iona metala s površine nanočestica ključan mehanizam njihove 

fitotoksičnosti.  

• Nanočestice polistirena manje su reaktivne u odnosu na nanočestice metala te je njihov 

primarni mehanizam toksičnosti vezanje na površinu stanica, čime se blokira izmjena 

plinova i tvari te smanjuje količina svjetlosti za potrebe fotosinteze. 

• Rezultati pokazuju da različiti površinski omotači, funkcionalne skupine ili 

oksidacijska stanja nanočestica utječu na stabilnost samih nanočestica, što posljedično 

utječe i na njihovu fitotoksičnost. 
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8. PRILOZI 

Prilog 1. Popis kratica i simbola 

2-DE Dvodimenzionalna elektroforeza 

AA Akrilamid 

AAS Atomska apsorpcijska spektroskopija 

AgNO3 Srebrov nitrat 

AgNP Nanočestice srebra 

APS Amonijev persulfat 

APX Askorbat peroksidaza 

ATP Adenozin trifosfat 

BFB Bromfenol plavo 

Bis Bisakrilamid 

BSA Albumin goveđeg seruma 

CAT Katalaza 

CBB Coomassie Brilliant Blue 

CHAPS 3-[(3-kolamidopropil) dimetilamonijev]-2-hidroksi-1-propansulfonat 

CTAB Cetiltrimetilamonijev bromid 

deH2O Destilirana voda 

DHE Dihidroetidij 

DLS Dinamičko raspršenje svjetlosti 

DNPH 2,4-dinitrofenilhidrazin 

DTT Ditiotreitol 

EDTA Etilendiamintetraoctena kiselina 

EDX Detektor energetski disperzivne rendgenske spektroskopije 

EPS Izvanstanični matriks polimera 

Fm/Fv Maksimalni kvantni prinos 

GAPDH Gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza 

GR Glutation reduktaza 

GSH Reducirani glutation 

H2DCF-DA 2’,7’-diklorofluorescein-diacetat 

H2O2 Vodikov peroksid 

HO• Hidroksilni radikal 

HRP Peroksidaza iz hrena 
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Hsp Proteini toplinskog šoka 

ICP-MS Masena spektrometrija s induktivno spregnutom plazmom 

IEF Izoelektrično fokusiranje 

MDA Malondialdehid 

MS Spektometrija masa 

NADPH Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 

NBT Nitroblue tetrazolium (NBT) 

O2
• − Superoksidni radikal 

O1 2  Singletni kisik 

PAGE Poliakrilamid gel elektroforeza 

PBS Otopina fosfatnih soli 

PET Polietilen tereftalat 

PI Propidij jodid 

pI Izoelektrična točka 

PMMA Poli(metil-metakrilat)  

PMSF Fenilmetilsulfonil fluorid 

PPX Pirogalol peroksidaza 

PS Fotosustav 

PS Polistiren 

PUFA Polinezasićene masne kiseline 

PVC Polivinil klorid 

PVP Polivinilpirolidon  

ROS Reaktivni oblici kisika 

RT Sobna temperatura 

RuBisCo Ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaza/oksigenaza 

SDS Natrijev dodecil sulfat 

SOD Superoksid dismutaza 

SPR Rezonancija površinskih plazmona 

TBA Tiobarbituratna kiselina 

TBS Tris pufer 

TCA Trikloroctena kiselina 

TEM Transmisijska elektronska mikroskopija 

TEMED N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin 

Prilog 1. Nastavak 
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TFA Trifluoroctena kiselina 

TOF Vrijeme leta 

Tris 2-amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diol 

UV/Vis Ultraljubičasto zračenje vidljiva svjetlost 

 

 

Prilog 2. Uvećani prikaz spektara energijski razlučujuće disperzivne rendgenske 

spektroskopije (EDX) čestica AgNP-citrat (A) i AgNP-CTAB (B) prikazanih na Slici 16.  

Prilog 1. Nastavak 
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Prilog 3. Uvećani prikaz spektara energijski razlučujuće disperzivne rendgenske 

spektroskopije (EDX) čestica CuONP (A) i Cu2ONP (B) prikazanih na Slici 17. 
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Prilog 4. Uvećani prikaz spektara energijski razlučujuće disperzivne rendgenske 

spektroskopije (EDX) čestica AgNP vizualiziranih u sloju EPS stanica alge C. vulgaris nakon 

72 sata izlaganja AgNP-citrat (0,188 mg L-1) (A), AgNP-CTAB (0,895 mg L-1) (B) i AgNO3 

(0,130 mg L-1) (C) prikazanih na Slici 24. 
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Prilog 5. Uvećani prikaz spektara energijski razlučujuće disperzivne rendgenske 

spektroskopije (EDX) nanočestica bakra vizualiziranih u sloju EPS stanica alge C. vulgaris 

nakon 72 sata izlaganja CuONP (14,45 mg L-1) (A), Cu2ONP (11,89 mg L-1) (B) i CuSO4 

(8,36 mg L-1) (C) prikazanih na Slici 27. 
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Prilog 6. Uvećani prikaz spektara energijski razlučujuće disperzivne rendgenske 

spektroskopije (EDX) nanočestica bakra vizualiziranih u stanicama alge C. vulgaris nakon 72 

sata izlaganja CuONP (14,45 mg L-1) (A) i Cu2ONP (11,89 mg L-1) (B) prikazanih na Slici 28. 
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Prilog 7. Ionski kromatogrami monomera stirena u kontrolnim stanicama (A2, B2, C2) i sloju 

EPS (A3, B3, C3) alge C. vulgaris te stanicama i sloju EPS alge nakon 72 sata izlaganja 40 mg 

L-1 PS-NP (A4, A5), PS-NH2-NP (B4, B5) i PS-COOH-NP (C4, C5), dobiveni pirolitičkom 

plinskom kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom masa (Py-GC-MS). Za svaki 

primijenjeni tretman prikazan je produkt pirolize matičnih suspenzija pripadajućih nanočestica 

polistirena (A1, B1, C1). 



271 

 

 

Prilog 8. Ionski kromatogrami dimera stirena u kontrolnim stanicama (A2, B2, C2) i sloju EPS 

(A3, B3, C3) alge C. vulgaris te stanicama i sloju EPS alge nakon 72 sata izlaganja 40 mg L-1 

PS-NP (A4, A5), PS-NH2-NP (B4, B5) i PS-COOH-NP (C4, C5), dobiveni pirolitičkom 

plinskom kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom masa (Py-GC-MS). Za svaki 

primijenjeni tretman prikazan je produkt pirolize matičnih suspenzija pripadajućih nanočestica 

polistirena (A1, B1, C1)
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9. ŽI O OPIS 

Bruno Komazec rođen je 03. travnja 1995. u Zagrebu, gdje je završio osnovnu i srednju školu. 

Godine 2014. je upisao preddiplomski studij molekularne biologije na Prirodoslovno-

matematičkom fakultetu (PMF) u Zagrebu, a 2020. diplomirao na diplomskom studiju 

molekularne biologije na PMF-u u Zagrebu s temom Utjecaj nanočestica i iona srebra na 

nakupljanje i transport auksina u korijenu uročnjaka Arabidopsis thaliana. Od listopada 2020. 

zaposlen je kao asistent na Zavodu za molekularnu biologiju, PMF, Sveučilište u Zagrebu, gdje 

iste godine upisuje i doktorski studij Biologije. 

Doktorsku disertaciju izradio je kao suradnik na HRZZ projektu Određivanje fizikalno-

kemijskih svojstava i toksičnosti nanočestica srebra, bakra i plastike kao potencijalno štetnih 

novih materijala u obalnim vodama (NANO-EMC2) pod mentorstvom izv. prof. dr. sc. Petre 

Peharec Štefanić. Znanstvenim radom sudjelovao je i u projektu Impact of silver nanoparticles 

on model plants - Focus on AgNP localization and ultrastructural changes of cells and 

organelles (AgNANO-LUCCO) financiranom od strane European Union's Horizon programa i 

programa ESTEEM3, dok je bio i voditelj projekta Visualization and localization of silver, 

copper and plastic nanoparticles in extracellular polymeric substances secreted by the fresh 

water algae Chlorella vulgaris financiranog od strane Czech BioImaging i FESPB društva. 

Sudjelovao je na 8 međunarodnih skupova s posterskim ili kratkim usmenim priopćenjem kao 

prvi autor, dok je na jednom međunarodnom kongresu održao pozvano predavanje. Sudjelovao 

je na 4 stručne radionice te se usavršavao na konfokalnom i multifotonskom mikroskopu na 

Institutu za fiziologiju u Pragu te na transmisijskom elektronskom mikroskopu s EDX 

detektorom na Institutu za elektronsku mikroskopiju i nanoanalizu u Grazu. Član je dvije 

znanstvene udruge te je u 2023 godini održao pozvano predavanje pred članovima Hrvatskog 

društva za mikroskopiju (HMD). Dobitnik je dvije HMD stipendije, stipendije Europskog 

društva za mikroskopiju te stipendije organizacijskog odbora 16. Multinacionalnog 

mikroskopijskog kongresa (16MCM) za sudjelovanje na 4. Hrvatskom mikroskopijskom 

kongresu te na kongresu 16MCM. Dodatno, sudjeluje u izvođenju praktikumske nastave u 

sklopu kolegija Stanična i molekularna biologija, Biologija stanice, Uvod u elektronsku 

mikroskopiju, Elektronska mikroskopija te Laboratorijske stručne prakse, dok je kao komentor 

sudjelovao u izradi jednog diplomskog rada. Aktivno sudjeluje u popularizaciji znanosti te je 

2022. bio koordinator manifestacije „Noć biologije“ na Zavodu za molekularnu biologiju, dok 

je 2023. bio suvoditelj manifestacije „Dana i noći na PMF-u“. 


