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1.UVOD

1.1.Nanotehnologija inanotoksikologija

NanoWHKQRORJLMD VH PRAH GHILQLUDWL NDRUHYDMD pYMOW
YHOLPREXDLN LJUDYHQL Sikal)Q,VQ R UeliMsan ® kemijska, fizikalna,
HOHNWULPpQD L PHKDQLpND VYRMVWYD NRMD VH SRMDYOWMN
ljestvici (Buzea i sut.2007).Prefiksnanou svijetu nanoWHKQRORJLMH 1QxDpL PLOLN
% nDQR WHKQRORJL M sEuRt¥rama/ Matétipdji®dnpija milijarditog dijela
metrgPoole i Owens 2003). VWUDAaXMH HOHNWULPQX RSWLpPNX L P
VWUXNWXUDOQD SRQD&aDQMD QD PROMNaNoebimdloggdrd L V XEF
SRWHQFLMDO UHYROXFLRQDUL]JLUDWL EURM@ddoSRadr@iL FLQV N |
]D NRULéftMiH QgMH QLML L ODN&EAL pHBWLMH QNRWLYMNARVH X UD]
PHGLFLQVNLK WUHWPDQD NRULAWBQRAWMDIDUKMUD]RBEMN.LVYNR PJ
HOHNWURQLpPNLP XUHYyDMLPD zaVHH@R R HRM RYE ERROVIRGMML |
NDUFLQRPD =ERJ VYRMLK L]YDQUHGQLK VYRMVWDYD NDR
otpornost na oksidaciju te visoku toplinsku VOMLYRVW QDQR pHVWLFH VX S
privukle veliku pozornost. (Hasan, 2015)

Slkal 1DQRPHWDUVND OMHVWYLFD YHOLpPLQD QD QD

(izvor: web 1}



IDQRPDWHULMDOL VWHNOL VX YHOLNX SR]JRUQRa&fiM JERJ V'
VSHFLILp Q Xe SdRk WeakdipsKu aktivnost (Yan i syR012). 1IDQRpHVWLFH SRND
SRWSXQR UD]OLpLWD VYRMVWYD ED]JLUDQD QD VSHFLILpPQ
GLVWULEXFLMD L PRUIRORJLMD X X\la RdKkdjega lsuvidstaleHULP p
(Song i Kim, 2009)

,DNR MH naddtéMndlogija relativno nova, postojanje funkcionalnih struktura
QDQRPHWDUVNLK GLPHQ]JLMD QLMH QRYR |]DSUDYR WDNYH
nanjoj 3X]ODWNHNRBNMWAFP{LUDMX YUOR VQDA&QH ANROMNH V
SRYUALQX X GXJQdahy EBMDPIDLUDQMHP NDOFLMHYRJ ND
QDQRVWUXNWXULUDQH FLJOH P H yjkohRE® Rrdeihy. Pk OMHS |
sa vanjske strane mmogu VH NUHWDWL NUR] @&4NROMNX JERJ QDQRVWU
predstavlja prirodnu demonstraciju ddW U XNW XU HQ DWQIRpHHYW IRF® PRJX EL)
M DRoble | Owens, 2003

,DNR QRYD SRYLMHVW QDQRPDWHULMDOIR]GIDVWLBDFKQ DD
Feynman predvidio dolazak nanomaterija{@ppenzeller, 1991) .DNR MH SRGUXPpN\
nanotehnologije napredoval@ RVWDOR MIKIREQPJROHGQPR RPDWHULMDOL L
VYRMVWYD X XVSRUHGEL VD QMLKRYLP YHULP SDQGDQRP
SRVWDMX L]YUVQLP NDQGLGDWRP |]D ELRPHGLFLQVNX SUL
procesi odvijaju ha hanometarskoj raziMody i sur, 2010) 6 RE]JLURP QD VYRMD VS
VYRMVWYD L aLURN UDVSRQ PRJXULK SULPMHQD QD UD]OL]
SURE40ORJ VWROMHUD ]DSRpPLQMH LQWHQ]LYDQ UD]JYRM
nanotehnologije i njezinom sveprisosti u svakodnevnoj uporabi, javila se i zabrinutost o
PRJXULP WRNVLPpQLP VYRMVWYLPD QDQRpHYMehdj@nim5D]OLpL
UL]LFLPD QDQRpHVWLFD ]D OMXGVNR J]JGUDYOMH &awR MH
QDQRPHVWLwWOOPOPNY¥HGDM HNRG aAaWDNRUD ZBNRYHWXSRVWRMH
WRNVLPQLK HIHNDWD Gbiphlddie iuvndrdke Stanide QahBrAgMID20Q )

1IHNROLNR QDQRPDWHULMDOD YHi MH uDBjanBNTH® RsuX 4LURN
L NR]P Higvrama, Be=Q 2 X N UH P D P D (REjndexsQIn06iNM postoje

L DPELFLR]QLML SRNX&DML NRULAWHQMD QDQRPDWHULMD

RNROL&D &WR SRGUD]XPLMHYD QD@®MWaIUDR 2B SXAWDQMH Q

Brzi razvoj nanotehnologig MHURMDWQR UH SRODODNVQWY WIR YR OMRGH L |
XGLVDQMH SUREDYX SUHNR NRAH LOL XEUL]JDYDQMHP S

2



rada ili kroz potR&DpNH SURL]YRGHEOLSSKIZRKab od)gRY RU QD PRJXUH
opasnosti VYH YL&H SULVXWQH QDQRWHKQRORJLMH X ]DGQM
nanotoksikologija.

Nanotoksikologija tremin nastao 2004.gRGQRVL VH QD SURXpDYDQMH SRW
XWMHFDMD QDQRpPpHVWLFD QD ELROR@N2012) 3RNEROPBMNH
QDQRWRNVLNRORJLMH EDYL VH HIHNWLPD L]JORAHQRVW
nanotoksikologije je imati jasne spoznajetd YRULPD QD QR P D W3HdbtiehbdaD X RN
QDQRPpHVWLFH LVWLK PDWHULMDOD NRMH QLVX X QDQR RI
YHOLPpLQD SRYUBAPQDMVNDLWEWORRWXUD REOLN L QDERM L
ELWQR GUXadgepdtsne, jaBo @ Unalo podataka od strane ljudi, napravljenim

Q D Q R pih\(B&dafiDBasaran, 2014DHKDQL]PH LQWHUDNFLMH L]PHYX QI
VXVWDYD MR& XYLMHN QH UD]JXPLMHPR X SRWSXQRVWL
VSRVREQRADNIGDPHWHNIYHAX L YU&H LQWHUDNFLMX VD ELRC
NDUDNWHULVWLNH QMLKRYH SRYUaLQH X RZhanNeQ&®RVWL R
PHKDQL]J]PLPD LQWHUDNFLMH L]PHYyX QDQRpPpHVWLFD L VWD
XRpHQR stdifH SURSXaWDMX QDQRpHVWLFH SDVLYQLP L DN\
XQXWDU VWD QHKDK IS)PW RSYXHD R RA(Bls&éssér HHWRuidX ZOMLH W L

IDQRpHVWLFHKX GR®RSMdERG{i susa zrakom, vodom i tlom(Elsaesser i
Howard2011). Za procjenuUL]LND NRULaAaWHQMD QDQRPDWHULMDOD X
QMLKRYH SULPMHQH X RNROL&AX SRWUHEQR MH EROMH
ELRGRVWXSQRVWL HL WMFNMLPH\RV MFLH nSotaHh Gsiojdtipaténsifad OH U L]L
za izlagaje i opasnost kao rezultat izlagan@VOREDYDQMH QDQRpPpHVWLFD PRAl
LIYRUD NDR &@&WR VX SURL]YRGQD SRVWURMHQMD RGODJDC
voda LOL L]YRUD NDR &WR MH WUR&HQMH P DHAWHBRNXDIDHD MH M
RV OR E Dy pixétinNdbReks i transpailowack i Bucheli, 2007)

,QWHUDNFLMD QDQRpPHVWLFD VD HOHPHQWLPD RNROLAD pt
PR&H GiRIY Hakupljanja (agregaciie pHVWLFD L SURP LM HIQdugihQ DERM D
SRYUZ&LQVN (HankiyY Buk, \2008) Y D



1.2 1 D QR p HEMkboMo§ bksidaZnO

1IDQRPHVWLFH PHWDOQLK RNVLGD LPDMX &LURNX SULPMt
XNOMXpXMXiUL QMLKRYRY R®UALE W HQMNNW N B RHXSARRHEOY HF M Y W/ Q0
PDWHULMDOH WDNRVHU VH NRULVWH X ELRPHGLFLQVNH °
OLMHpPHQMH L GLMDJQRVWLFLUDQMH WH X RIMROQAXWPRS UL
SURL]YHGHQLK QDQRpPHVWLFD RKKHWDDMXK R ISVIRGDWRIG HU D BM
MHGLQVWYHQD NDWDOLWLpPND PRi RSWRHOHNWURQLpPND
NDUDNWHULVWLNH pLQH DW U D (DgkanY, Q08 ]|D 4LURN VSHNWDU

9HOLNL EURM LVWUDALYDQMD SRWDJRRKVMRINGDGIH N B RQ®WR p\
=Q2 LPDMX VHOHNWLY QX JWrRaNe/dopaQupiMwinsalh ¢ ddBteEhB Nibigke U L
VWDQLFH aWR SUHSRUXpXMH QMLKRY X XBavighahKkadR4d iX DJURN
Jamuna Bai,2011) 1D QR pHV W hdkazale @2 antimikrobnu aktivhosia Listeria
monocytogenes, Salmonella enteritidi€. ®oli .HVLUO L +R URinkdv oksid je
PHWDOQL RNVLG aLURNH XSRUDEH QMHJRYH QDQRpPpHVWLFI
doprinosi njegovim jedinstvebP RSWRHOHNWUL pFE@RP MH RWD/NRWIHRID XL ¢
IRWRNDWDOL]DWRU WH MH GRND]DQR MDP I HN K@ MWQNRFOYH. VR N>
UHPHGLMDFLMH RNROLAQLK ]DJDYVL YHyfirBantG RsuP H®EFLQV NH
IDQRpHVWLFH =QR GDQDV VX VYHSULVXWQH QD@RSUDK W
XNOMXpXMXUL SODVWLN X, ndzivd, DbBj&, Nkanu Vhaterie Sk, OveP X
QDQRPpHVWLFH XRELpDMHQL VX VDVWRMFL SURL]JYRGD ]D F

swje izvanredne sposobnosti UVsaipcije i reflektivnih svojstavéMaai sur, 2013)

Slika 2- Prikaz zastupljenostZnO u industriji.

(izvor: web2)



5D]QROLNRVW VWUXNWXUD QDQRPHWDUVNRJ =Q2 SRND]XMF
VD SRWHQFLMDOQLP SULPMHQDPD X PQRJLP SROMLPD QD
pojavijivati  u  jednodimenzionalnim, dvodimenzionalnim i  trodimenzionalnim
strukturamgSlika 3)

Slika3 3ULPMHUL UD]OL b L tVijet<(b) SMILSENH AU H Q2 D
. R 4R G ] L-Rddzm$kai Jesionowski,2014)

-HGQRGLPHQ]JLRQDOQH VWUXNW XU H QIL@mRa-IGENSPiIrale X JU XS X
RSUXJH L GUXJR OR&aH VH GRELWL L X GYRGLPHQJLRQDOC
QDQRNXJOH 3ULPMHUL WURGLPHQ]JLRQDOQLK VWUXNWXUD
LWG . R & R-Bddzimdké i| I28lonowski024).

&LQN MH HVHQFLMDODQ ]D 4LYRW (QHangXi sut2012N NékeGR]DPD
VWXGLMH LdayMaa W DQINDHWADRYH QDQRPHVWLFH LPDMX MDNX V
RUJDQVNLK VSRMH(Ydngli sW206N L KDRHRW B QW L Bdije re@ektirgj@ H

89 VYLMHWORVW RG LVWLK PLNURpHVWLFD WH VH L] WRJD
L PRGHUQLP NUHPDPD ]D VXQpDQMH ,QIRUPDFLMH R QMHJ
NRaL X VWDOQRP VX SRUDWMN\WQR B R §DraNaSGUEEIR8P/MNMDW D N
SRYHUDQMH NRPHUFLMDOQHW RXNIRUDDPHP M ISUR LA KR RIG GNRLY HIL W |
LIORAHQRVWL OCMRBLLURRPNEDLWR YUOR MH YDaQR UD]XPMt
RUJDQL]JPH L RNROLEVNRWEIFEMRFEYRORA&NX GLVWULEXFLMX
nanomaterijalain vivo. 'D EL VH RVLJXUDOD QMLKRYD VLJXUQD SU

informacije za razvoj sigurnosnih standarda nanomate(iglang i sur.2012)



1.3 Biokemijski biljezi

BONHPLMVNL ELOMH]L ELRPDUNHUL NRULVWH VH NDR DOI
PRJX RWNULWL L]JORAHQRVW RUJDQL]DPD NHPLNDOLMDPD
PRJX XND]DWL GD NHPLNDOLMH PRJX XWMHFDWLRQRAaNIHF
IXQNFLMH L]JORAHQLK MHGLQNL 'DNOH ELRPDUNHUL VH PR
NDR DODWL ]D SUHGYLYDQMH % U R Mi®dtist) Qdii @al_dtktivarieD ] X M X ¢
SULVXWQRVWL NVHQRELRWLN Ddijxgndsticitarfe Ritadjd Qdjddric® D W H
2VPDQ SRVWRMH PQRJL UD]OLpLWL ELRPDUNHUL NRI
organizacije od sub/ W D Q L p eliKor@aRizamaMConnel i surl999). Biomarkeri na
molekularnoj razini reagiraju prviQDNRQ pHJD VOLMHGL UHDNFLMD QD V
ILJLRORA&AND ]DWLP QD PRUIRORANR KLVWROR&ANRM L UD
PROHNXODUQLK ELRNHPLMVN bigmdrkeriLgé RayR aipotriebis ked D P HW L
sustav ranog upozorenja PWHQFLMDOQD aWHWD VH PRaH SURFLMHQL
smetnje/posljedice (Lam i Gray, 2003)

1.3.1Acetilkolin -esteraza(AChE)

Acetilkolin-esterazaM HGDQ MH RG QDMYDAQLMLK HQ]JLPD X PQRJLP 3
OMXGH L NIDDQMOIERMDHN K ALYPDQRP VXVWDMS3). AAhELGLPD
RGJRYRUQD MH |]D UHJXOLUDQMH NRQFHQWUDFLMH DFHWL
AChE hidrolizira acetilkolin u acetat i kolinnakon aktivacije acetilkolinskih receptora u
SRVWVLQDSWLpPpNLP PHPEUDQDPD $NWLYQRVW $&K( VOXAL
SUHYHQLUD NRQWLQXLUDQR VODQMMWRIDQOWI® N QM XHLQMp DD L
IXQNFLRQLUDQMH VUHGL&QM H JLibneStslislr) 20lBP RJ ALYPDQRJI VX!

SRIQDWR MH GD VX RUJDQRIRVIDWL L NDUEDPDWL VSHF
acetilkolin-esteraze (Hobbiger, 19612QL VH YHaX QD HVWHUVNR PMHVWR

fosforilacije i dekarbamilacije deaktiviraju enz{imonetto i sur, 2013)



1.3.2Katalaza (CAT)

.DWDOD]D MH YUOR pHVW HQ]JLP L PR&H VH QDUL X JRWR)
kisiku, ona katalizira razgradnju vodikovog peroksida na kisik i vodu{kzre i sur., 2004),

reakcijom

2 HO2 A2 H0 + O,

7TDNRMRULVWL YRGLNRY SHURNVLG GD EL RNVLGLUDOD WRN
formaldehid i alkohole§candalios i sur1997 .DWDOD]D MH MHGDQ RG QDMXpD
MHGQD PROHNXOD HQ]JLPD PRAH SUHWY R UidaLkigkli @AM X QH PF
po sekund{Goodsell, 2004). DWDOD]D MH WHWUDPHU L]JJUDYyHQ RG pHW
VD YL&H RG DB RMNLVHOL@DGUAL pHWLUL SRUILULQVNI
kojih enzim reagira sa vodikovim peroksidom. Opt@&® L S+ PHRX YDVIMDD L]PHYyYX

D NDWDOD]D MH RVMHWOMLYD L QD WHPSHUDsWXUX NRM
2007).

1.3.3Glutation-S-transferaza

Glutation Stransferaze pripadaju obitelji enzima detoksifikacije koji katalizirajojlkgaciju

reduciranog glutationa sa skupinom spojeva koje imaju elektrofiine centre kao npr.
nitrospojevi, organofosfati i organokloridi(Clark i sur., 1986). S obzirom da je glutation

YDADQ SUL VWDQLPQRM GHWRNVLILNSEDMH @\HR RKRWIR M\DLG
tiolapriizODJDQMX WRNV L Q(ORt@Qu i Dhn@rah R06T). O eQzikni kataliziraju

reakciju takvih spojeva-<SH skupinom glutationa, i tako neutraliziranja njihovih elektrofilnih
PMHVWD SUL pHP XY S @&pHiGXwifHabR MWLM H



1.3.4Metalotioneini (MT)

2WNULUH NBGRILXM e&g@rkogtih proteina iz bubrega konj@dMargoshes i

Vallee, 1957 RELOMHALOR MH QDVWDMXYRMHIR@RIPRD BUWRXF
polipeptida niske molekularne mase super obitelji metalotioneMatalotioneini su
neenzimatski proteini male molekularne mase 6'D VYHSULVXWQL X AaLYRWLQ
,PD QHRELPDQ VDVWD Y DPUHR D URGGBHNDENHO ERVR MH QDMYD
MHGQX WUHULQX R \(KiaBs¥eD NdDr.,[p999)0 HMLIVOWRM QRQHLQ YHAH P
tiolnu(-SH) skupinu njegovih cisteinskih ostataka. MT ima visok afinitet i prema
GYRYDOHQWQLP HVHQFLMDOQ&R RHGWDHOLHP@FNR R CBQULAP VIXO+C
awR VX &G L +J 5REELQY MHVNOMXpQL VSRM XNOMXpHQ
manipuliranje raznih esencijalnih i neesencijalnibsgranzicijskin metalnih iona. Osim
VSRVREQRVWL YH]DQMDUW H&EGN LKXPRWD XDX XWBW VWDQLPpQ
HOHPHQDWD X WUDJRYLPD X NRQWUROL NRQFHQWUDFLMH
WRNVLPpQLP HOHPHQW.LPD 6DNXOVDN

1.3.5TBARS (reaktivne supstance2-tiobarbiturne kiseline)

Reaktivne supstance tiobarbiturne kiseline (TBAR®¥odno su prisutne X ELRORANLP
uzorcima iklf XpXMXOLSLGQH KLGURSHURNVLGH L DOGHKLGHpLI
odgovor na oksidacijski stresSH]XOWDWL 7%$56 WHVWD RELPpQR LVND
maloraldehidu (malondialdehida, MDA) spoj koji nastaje kao rezultat razgradnje
polinHIDVLUHQLK PDVQLK NLVHTBARDteS [eSdor@ poknaBindyvanbl VL G D

metoda za kvantifikaciju tihpidnihperoksida.



&LOM LVWUDALYDQMD
CiliovRJ LVWUDALYDQMD ELR MH XWYQHIIMQRNBWXNW Y FN\DH= X% NDHD
biokemijskih billega (AChE, CAT, GST, MR i TBARS) kod kompostne gujaiteenia
fetida Naime, kompostna gujavidaisenia fetidaVH X GRVDGD&aAQMLP LVWUDALY
kao vrsta s izuzetno dobrim svojstvima indikatora utjecaja ksenobiotika na ekosustav u kojem
RELWDYD WH VH VWDQGDUGQR NRULVWL X SURFMHQDPD RN
SRWSXQR RpHNIWMAORDMDNORORIpPKVWLFD QD SRMHGLQD LQGC
XVWDQRYLOL XWMHFDML WYDUL X REOLNX QDQRpPHVWLFD
potrebno je bilo paralelno izvesti pokuse s istom tvari u ne nano obliku. S obzirom da su
QDQRPpNWYWL¥FHAH SULVXWQH X RNROL&AX NUR] UD]J]QH XSRWU
GMHODWQRVWL D MR&a XYLMHN MH YHOLND QHSR]JQDQLFD C
HNVSUHVLML ELRPDUNHUD VH QDPHUX NDR RGOLPDQ DO
QDQRPHVWLFD QD RNROL&A %LRPDUNHUL SURXpDYDQL X RY
SRWHQFLMDODQ XWMHFDM QDQRpPHVWLFD =Q2 QD NRPSR
QDQRpHVWLFD QD RNROL& 2VLP VSR]IQDMH R WRPH NDND
ELRPDUNHUD FLOM RYRJ UDGD ELR MH L SRWDNQXWL
UD]XPMHYDQMD SRQDADQMD QDQRpPHVWLFD X RNROL&X



2.MATERIJALI | METODE

2.1Eksperimentalni organizam

2.11. Sistematika eksperimentalnog organizma

Carstvo: Animalia

Koljeno: Annelida

Razred: Oligochaeta
Podrazred: Diplotesticulata
Red:Opisthopora
PorodicalLumbricidae
Rod:Eisenia

Vrsta: Eisenia fetidgSavigny, 1826)

2.12 Biologija eksperimentalnog organizma

Guijavice se mogu nazvah LQAHQMHULPD HNRYV X YO87D Nalksi sui2¥a3 DO H L V.
jer imaju veliki potencijal za promjenu tla i biljnih zajednica. Gujavice pripadaju makro fauni
RELPpQR VH PRJX QDuUuL X REUDYHQLP WOLPD WUDYQMDFLPI
ujHpX QD VWUXNWXUX WOD SURFHVRP SUREDYH &aWR GR
(Nijhawan i Kanwar, 1952).

Bouche 1972) dijeli gujavice u tri osnovne skup(&éka 4):

1) EpigejnetKUDQH VH L DNWLYQH VX X HiRddiQadidEisBriaY UALQV |
fetida,Lumbricus rubellus

2) Endogejnezhorizontalni hodnici, dublji sloj tiZAporrectodea caliginosa

3) $QHFLEQ@HKvNi su u dublim slojevima tla i grade vertikalne hodnike

Aporrectodea longa, Lumbricus terrestris
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Slika 4 Prikaz triosnovne skupine gavica i njihova pozicija u tlu
(izvor: web 3

Eisenia fetida(Savigny, 1826)e crvene OMXELpDVWH LOL VPHYH ERMH GRN
AXUNDVWRJ RERMHQMD %URM WH GRWHED NBX AL MYyIX]PHEX
2GUDVOH MHGLQNH RGUDVOH MH Gh5Qihind po/rastahkR jediitke) $uO L N H
spremne za reprodukcijdrela jedinka, u prosjekgproizYHGH MHGDQ NRNRQ VYDNL
njega se izlegu -8 jedinke.Eisenia fetidaje epigejna vrsta, odRVQR aLYL QD SRYUal
ispod biljnih ostataka GQHYQR PRJX NRQ]JXPLUDWL HNYLYDOHQW SR(
SRGQRVL aLURN UDVSRQ NOLPDWVNLK SURPMHQD L DNWLY
je dendritivor i hrani se organskom tvari MIQRJ L ALYRWLQMVNRJ SRGULMHW
kvaliteta nazivaju ih i graditeljima humusBisenia fetida(Savigny, 1826) je vrsta koja se

PRAH QDiUL X RNUXAHQMLPD V YLVRjMaE prirbdBelpdfulddije® R U JD |
pojavijuju se uvelNLP JXVWRUDPD |UDJP HEWALiSDQBI6ENA/si L EX F LM
UD]PQRADYDQMH RYH YUVQHNROMDRL BRHR XENGRHNWVDIMI Y PD LW H V
viaga WHPSHUDWXUD L JDXMAN&BurQE) HOMHQRV WL

E. fetidaje vrsta koja se koristi u komercijalne svrhe za proizvodnju komposta za uporabu
XSROMRSULYUHGL =ERJ RWSRUQH SULURGH RYH YUVWH
WHPSHUDWXUH L YODAQRVWL aWR RPRJXlUlX#Mjakosbbr QRV W D
toleranciju na temperaturali ne toleriradobroc. ] UDY QR VXQpPpHYR VYMHWOR
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22..]ODJDQMH JXMDYLFD QDQRpPHVWLFDPD =Q2

,]JODJDQMH JXMDYLFD QDQRpPHVWLFDPD =Q2 OFRRHWQBY Q bl DB
UD]JOLpLWD QDpLQD RdR YiQ Konkak\Westinalfile} @apparil.Bilter

paper contact teytizlaganje u umjetnom tlueqQgl. Artificial soil tes)) te izlaganje gujavica
QDQRpPHVWLFDPD =agXSoHaxstra¢ttddiN W X W O D

2.3 Kontakt test na filter papiru

.RQWDNW WHVW QD ILOWHU SDSLUX MH DNXWQL WHVW WRN
protokolu (OECD, 1984), i to tako da se gujavicE RMHGLD®PaAOR LVSLWILYDQRM
staklenim posudicama ravnog& QD REORAHQLK 158WWAL Q@&f) ez RP

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

=D SULSUHPX UD]OLDIL\W DK R\pRIY AM2ERR)UDFQHI@D Q Roplh VW L F D
NRULAWHQD MH GHVWLOLUDQD YRGD (nafPHV WY SEDWLY
nenaQRpHV@MDLERVL VH QD SRYU&LQX ILOWHU SDSLUD D QD
ODJDQLP WRNRP NRPSULPLUDQRJD JUDND 1DNRQ VXaHQM
destilirane vode. U svaku posudu stavi se jedna gujavica, posudece zataveu komoru

na temperaturu od0 “ f &est traje 48 sati, a mortatW VH XWYUyXMH QDNRQ
ORUWDOLWHW VH RGUHYXMH PHKDQLpPpNLP SRGUDADMHP QD

odgovora gujavica se smatra mrtvom.

DvanaestsatSULMH SRpHWND L]ODJDQMD JXMDYLFH VX VWDYOM|I
SDSLU GD EL RpLVWLOH VYRM SUREDYQL WUDNW

8 RYRPH HNVSHULMRHQMIX NBDLEAMPH@ LK NROQRHRQWW\EEM D
Q H Q D QR p;000N mB/Erh, 0,001 mg/crhA 0,01 mg/cn?, 0,1 mg/cm i 0,4 mg/cni.

.RQWUROD VDGUAaL VDPRMIHMWHOVXDIQDODUIM®&X UD]OLpPpLWL
SRMHGLQDpPQR ]D VYDNX NRQFHQWUDFLMX L]ODJDQR MH SF

12



2.4.Test u umjetnom tlu

7THVW X XPMHWQRP WOX MH DNXWQL WHVW WRNVLPpQRVW]
protokolu (OECD, 1984).

Priprema supstrata umjetnog tla:

- 6SKDJQXP WUHVHWD &WR EOLAH S+ SRGUXpMX RG G

fino usitnjen)
-2 NDROLQLWVNH JOLQH SR PRIJXUQRVWL V YL&H RG N
- LQGXVWULMVNRJ SLMHVND X NRMHPX SUHYODGDYD ILC

6 XKH VDVWRMNH XNORSOMHQH X LVSUDYQLP SRVWRWFLPD
RGUHYyXMH FX@R QM KPR UDND p@rdvnim vagahjenl dok se ne dosegne
stalnamasa 'RGDMH VH GHVWLOLUDQD YRGD GR XNXSQH YODAaQF
U staklene spremnike zapremine oko jedne litre stavijadei supstrat mase 5009 suhe tvari
supstDWD 8 VXSVWUDW VX |DWLP GRGDQH UD]JOLpLWH NROLPp
0.30 g/kg, 0,60 g/kg, 1,2 g/kg, 3,0 g/kg, 48 FQDQRPpHVWUFIDAWERIRDOH QDQRpPpHVW
VX YHOLpPpLQH QP

,VWH NRQFHQWUDFLMH L QD lQMOJDQBpHY BRVMWBEYDMHQH VX
.RQWUROD VDGUAL VDPR RVQRYQL VXSVWUDW L YRGX

U svaki supstrat stavljeno je jédinki gujavicate su posude zatvorene poklopcem sa
YHQWLODFLMVNLP RWYRURP L VWDYOMHQH X NRPRUX QD
osvjetljenje o400 do 800 luksa.

Izlaganje gujavica ispitivanim supstratima trajalo je 7 dana.

13



2.5.Ekstrakt tla

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

7O0R MH ELOR SUYR VXaHQR QD f& SUHNR QoRprémicGD EL VI
HNVWUDNW WOD NRULAWHQR MH SUHWKRGQR VXaHQR WORF

Tlo za eksperiment uzorkovano na lijevoj obali Dravgs#nzija je postavljena na magnetnu
PLMHADOLFX QD USP NUR] SHU L B@pir @triranajaMa VaRUNR SUL S |
i centrifugirana nal200@. Tako dobivenomekstrakti tta GRGDYDQH VX UD]JOLpLW
QDQRPHVWLFD =Q2 GD EL GRELOL RWRSLQH UDQQOMpLWLK I
mg/cn?, 0,01 mg/crf, 0,1 mg/cri 0,4 mg/cni(Slika 5).

Slika5- 3BULSUHPOMHQ HNVWUDNW WOD UD]JOLpPpLWLK NR
(foto Gordana Vrbat)

.RULGAWHQH VX QDQRpHADMNIRF 8 WLFSQUHROQWMH QQRNVWUDNW WOD
QD QR p H2MWMLMFD WUHWLUDQ X XOWUD]YXpPQRM NXSHOML WLM
DJORPHUDFLMD QDQRpPHVWLFD =Q2 6O0OLND
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Slika6 (NVWUDNW WOD VD QDQRpPpHVWLFDPD =Q2 X XOV
(fotoGordana Vrbat

.RQWUROD MH VDGUAaADYDOD H D/PR WHNNWLUDINYH VAP HGXKD
posudicama s ravnim dnom. U svaku posudu dodano je 1,5 ml smjese ekstrakta tla i
QDQRpPHVWLFD =Q2 UD]JOLpPpLWLK NRQFHQWUDFLMD SRVXGF
otvorom. U svaku posudu stavi se jedna giggvposude se zatvore i séau komoru na
temperaturuod20 f& ORUWDOLWHW VH PMHUL QDNRQ L VDWL

SULMHPH L]ODJDQMD MH VDWL *XMDYLFH VX L]ODJDQH UI

7 jedinki za svaku koncentraciju.

2.6.Priprema postmitohondrijske frakcije gujavica

Nakon izlaganja gujavica ispitivanim supstratima, gujavice su kratko isprane destiliranom
vodom. Zatim su prenesene u homogenizator uz dodatak hladnog fosfatnog pufera u omjeru
1. 5 (masa tkiva gujavice : volumen pufer Homogenizacija se izvodila upotrebom
homogenizatora uronjenog u posudu sa ledom, kroz kratak vremenski period-606a 40
sekundi.Homogenat je zatim centrifugiran na 99000z period od 30 minuta na temperaturi

RG f& 6XSHUQDWD QW frakcRa\ownE&EshdSR KrakQj&s ubtom jeNodlivena u
Eppendorf epruvetice s poklopcem i spremlienang & GR XSRUDEH
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2.7.Mjerenje aktivnosti enzima acetilkolin esteraze (AChE)

Aktivnost AChE mjerena je spektrofotometrijski metodom po Ellmanu (1961) u
pogmitohondrijskoj frakciji gujavica na 412 nm. Aktivhost enziilGUHyYyXMH VH PMHUI
nastanka tiokolina kao nusprodukta hidrolize acetilkolina. Odmah po nastanku, tiokolin,
UHDJLUD VD (OOPDQRYLP UHdridihiQ(Z-RtPobezGeQiR)VapiBmm

'71% SUL pHPX QDVWD M Hicd2<ittébeRzBjevbkis€ihe DQ LR Q

acetilkolin Wtiokolin + acetat
tiokolin + ditiobisnitrobenzoat Wanion 5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline
Reakcija se odvija pri neutralnom ili alkalnom pH.

OMHUHQMH VH YUAL X VWDNOHQRM NLYHWL YROXPHQD F
PO IRVIDWQRJ SXIHUD 6 L—O /QWFHWHLOWLRNROLQ MRC

kiveti nalazi se samo fosfatni pufer. Mjeri se na 412 nm tijekom sk

2.8. Mjerenje aktivnosti katalaze (CAT)

=D PMHUHQMH DNWLYQRVWL NDWDOD]H NRULAWHQD MH PH
katalizira reakciju razgradnje dvaju molekulaQd4 na dvije molekule ED. Razgradnja
vodikovog peroksida prati se na 240 nm, a razlika u apsorbanci po jedinici vremena mjera je

aktivnosti enzima.
NDWDOLWLPNDBODW @4 E2HIR V W +

0 M HUH Q M Hkvareholdivétivatumena 1,5, aprbancija se mjeri na 240nm tigk 30
VHNXQGL 5HDNFLMVND VPMHVD VDVWRML VH RGO, —O IR
5HIHUHQWQD NLYHWD VDGUAL VDPR IRVIDWQL SXIHU
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2.9. Mjerenje aktivnosti glutation S-transferaze (GST)

Za mjerenje aktivnosti glutation 8V U D Q VI H U D | heltbBalpb 8&Higuy D 7¥)H

Glutation Stransferaza katalizira konjugaciju-dlutationa sa kloro-2,4-dinitrobenzenom
(CDNB) kroz tiolnu skupini kglutationa:

GSH + CDNB WGS-DNB konjugat + HCI
Brzina porasta apsorbancije direktno je proporcionalna aldiv@ST u uzorku.

OMHUHQMH VH YUaL X NLYHWL YROXPHQD PO DSVRUED
VHNXQGL 5HDNFLMVND VPMHVD VDVWRML VHeREnnaPO &'1Y¢
NLYHWD V Bo&faira puferD P R

2100GUHYLYDQMH PHMIDORWLRQHLQD

=D VSHNWURIRWRPHWULMVNRNRGU&HWHQIDQMH PHWBGRWILRQ
Vazquez (2006).

Postupak @G U Hy L Y DIgtishBin® étiWdde u nekoliko stupnjeva. Nakdromogenizacije

tkiva slijedi NRQFHQWULUDQMH RWRSLQH PHW D@dRK&/ilLRj€gl LQ D W D

se doda — @ladnog apsolutnog etanola-( f& L — 0O KODGQRJ NORUF
f &Dobiveni uzorci se vorteksiraju centrifugiraju na 600@tijekom 10 minuta.

Supernatant jezdvojen i odliven u Eppendorf epruvetice od 1,5 mislpernatant seatim

doda — 0O KODGQRJ DSVWV-R QP X W@aklkeHutEkQrR@IMan na - f &

1sat.

Zatim je slijedi SRVWXSDN SURpLaAUDYDQMD L NYDQWLIKCNDFLMH

secentrifugiraju na 60@p tijekom 10 minuta (0- f & GRELYHQL/VDMWB®RJ VH

UHVXVSDQGLUD V-BCI+ 1M EDTAEWeddiavhinotetraoctena kiselinaH?.

Talog se potpuno otopi i potom vorteksira. U resuspendiranu frakciju metalotioneina doda se
—0 PO '7 1-9itio-bks-(2-nitrobenzojeva kiselina + 0,2 M fosfatni pufer,
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pH=8.dobiveni uzorak ostavi se 30 min na sobnoj temperaturi ap@dfdlaM D VH RpLWDY
412nm.

U referentnoj kiveti nalazi se 0,43 mM DTNB + 0,2 M fosfatni pufer, pH=8. Koncentracija
PHWDORWLRQHLQD LJ]UDpXQDYD VH L] NDOLEUDFLMVNH NUL

2112GUHYLYDQMH UH D N \tiobaflexuinéd/Kis &neHBARSH

.RULAWHQD MH PHWRGD SUHPD %XHJH L $XVW

Malondialdehid jeprodukt lipidne peroksidacijeledna molekula malondialdehida reagira sa
dvije molekule 2tiobarbiturne kiseline u kiselom mediju) u regkdnoevenagebve
N R Q G H Q] D FriuMastaj& kidmdidd sa maksimumom apsorpcije na 532 nm.

8]RUDN UD]JULMHGLWL | —0O 6 —O IRVIDWQRJ SXI
sampufer( —O L GDOMH VH REUDYyXMH NDR L X]JRUFL =DWLP
TCA-TBA-HCI. Kratko ® vorteksira te se uzorci, u vodenoj kupelji, zagrijavaju na L@

tjekom 15 min. Uzorci se zatim ohlade na sobnu temperaturu, te se uklanja pahuljasti
precipitat centrifugiranjem 10 min na 15@00

$SVRUEDQFD X]J]RUND V HriReeMiordd s€ flaklena@iReta, u referentnoj

kiveti nalazi se slijepa proba.
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3. REZULTATI

3.1.Umjetno tlo (artificial soil AS)

3.1.1.Aktivnost AChE u homogenatu gujavica

Rezultati mjerenja aktivnosti acetilkoliesteraze prikazani su na slic(a) i (b). Iz rezultata

MH YLGOMLYD UD]JOLND DNWLYQRVWL HQ]JLPD UD]JOLpPLWLK

X]RUDND YLGOMLYD MH VMWpExW,05) Wi fRNA.Q ROV MDQORQDVOR O X
]ODPDMQX UD]JOLNX YLGLPFE NRE& X]REBNQPHEGQRBR&PHVWLFD

Q=0QB& 8VSRUHGERP UH]XOWDWD L]J]PHYyX LVWLK NRQFHQW!
=Q2 QLMH XWYUVHQD VWD 8|LYRFRPN L ]JRNDH D MQIDK UD§ORUED Q|
VSHFLILPpQD H Q]LZaVAs¢MRei DXL HROHWV ¥rdnje@iMddh @t lbEn C4

(49,73477 mol mint mg?), bzn_C5 (37,53151 mol min! mgyorl), nZn_C2

(49,6481 1hmol mint mgoro?), NZn_C5(44,4958mol mint mgproi?) i za kontrolu $8,09743

nmol min® mgprot?).
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7 (a) usporedba vrijednostnjerenja aktivnosti AChEBvih koncentracija ZnO
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7 (b)- usporedba parova vrijednoSPDQRpPpHVWLFD =Q2 L QHQDQRpPpHVW

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

3.1.2.Aktivnost katalaze (CAT)

Rezultati mjerenja aktivnosti katalaze prikazani su na slici 8 (a) Izlbg¢zultata nije vidljiva

VWDWLVWLPNL ()@ O@DQIQDL NDH G LY QDQRPHVWLFD =Q2 QLWL
RGQRVX QD NRQWUROX 8VSRUHGERP LVWLK NRQFHQWUDFL
WDNRYHU QLMH XWYUyHQD VWDWLVWLpPpNL ]QDpDMQD UD]OL
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Aktivnost CAT— P R O ing,Q*
[Eny
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8 (a) usporedba vrijedosti mjerenja aktivnosti CAT svih koncentracija ZnO

> 30
=
B
-
> 20
T 15
==bZn
):-1 10 =he=nZN
>
<L 5
E‘ O T T T T T 1
< 0 0,15 0,3 0,6 1,2 2,4
Koncentracija(g/kg)

8(y 8VSRUHGED SDURYD YULMHGQRVWL QDQRpPHVWLFD

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

Rezultati mjerenjaktivnosti glutation Stransferaze (GST) prikazano je na slici 9 (a) i (b).

, ] UHIXOWDWD QLMH YLGOMLYD VWDWLVWLpPNL JQDpDMQD UI
L QDQRpPHVWLFD =Q2 X RGQRVX QD NRQWUROX j8NSRUHGE
QDQRPHVWLFD L QORIRIGDWIMAFIDVW RIPNL ] QR mE) xéd UD]O LI
nZn_C4/bZn_C4. Zaavedene koncentracije izmjergeaapsorbanca za sve uzorke ORaHQH

QH QDQRpPHVWLFDPD =Q2 QDQRDPIBRWREDVPOMtEZEHEROMPYRD
enzimska aktivnost te njezinsrednjavrijednost koja jeza bZn_C4 829,117 nmol min?

Moot L ) | ZanZn_C4 @40,4741nmol min! mgpror?).

GST AS

500

1
5 B
o u
o O

Aktivnst GST nmol miimg,,
NN
o v
o O
—
—
—
—
—_

50

9 (a) Usporedba vrijednosti mjerenja aktivnosti GST svih koncentracija ZnO
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|_
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M 100 nZn
2 50
c
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< 0 0,15 0,3 0,6 1,2 2,4
Koncentracija (g/kg)

9 (by UsporedbaSDURYD YULMHGQRVWL QDQRpHVWLFD =Q2 L

Slika 9 (a) i (b) aktivhost GST u homogenatu gujavica

3.1.4.Mjerenje TBARS - reaktivne supstance 2iobarbiturne kiseline

Rezultati mjerenja BARS prikazano je na slici 10 (a) | (b).

, ] UH]XowbDwWD PMHUHQMD YLGOMLYD MH VWDWLVWLpPpNL ]Q!
nZn_C1ibzZn_C1 u odnosu na kontrolu. Zavedene koncentracije izmjerena jeapsorbanca

za sve uzorke LJORAHQH QHQDQRpPHVWLFDPD ol@fe GROHYRRKD P D
apsorbance UDp X@BR@®@DpLQD 0'$ WH QMLKRYD VUHGQMDzXULMHGC
nZn_C2 0,379538 nmahgoil), bZn_C30,396039604nmolmguroit), nZn_C10,410184
nmolmgprot?) i bZn_C10,353607 nmoimguroi®). Usporedbom mijerenja -BARS istih
NRQFHQWUDFLMD QH QDQRPHVWLFD =Q2 L QDQRpPpHVWLFD =C
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10 (a} usporedba vrijednosti mjererpaisutnostiTBARS svih koncentracija ZnO

TBARS AS

0,45
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0,25 ——ﬁ/ \—'-—

d Z" vydd uP
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o
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==bZn

>
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0 0,15 0,3 0,6 1.2 2,4
Koncentracija (g/kg)

10 (b} Usporedba parova vrijednoSP DQRpPHVWLFD =Q2 L QHQDQRpPpHV\

Slika 10 (a) i (b} TBARS u homogenatu gujavica
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3.1.5.Mjerenje metalotioneina MT

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

,] UH]XOWDWD MH YLGOML YD< ®0%)D\MLH/HX L K NRLUJEDNDDp D MNOROQ W]
koncentracije nZn_C1, nZn_C2, nZn_C3 i nZn_C4.nAzedene koncentracije izmjerena je
apsorbanca za suezorke WH X] SRPRU LVWH L]J]UDpXQDWD MH NROLDL
L ] U D p Xsgedriysl Dvrijednost za nzZn_Ci( — mMB@Y, nZn_C2(,672352

— PR &P)) nZn_C3(,647392 —P R P)Ji nZn_C4(,893876 — PR @P)Jte za

kontrolu (1,178169— P R @xf)J

8VSRUHGERP PMHUHQMD PHWDORWLRQHLQD LVWLK NRQFH!
=Q2 XRppHQWDWLVWLPNL 1pRIODYQODUDDPAMHGHILP NRQFHQ
bZn_Cl1/nZn_C1, bZn_C2/nZn_C2 i bZn_C3/nZn_C3. Za navedene koncenizaggeena
jeapsorbanca za sve uzorkel ORAHQH QDQRpHVWLEDP]L DjHSMMNR Q W U |
vrijednost i to za nZn_Q1,838755 — PR @P)J nZn_CZ1,672352 — P R RP))
nZn_C3(@,647392 — P R&P)J bzZn _C1(,134662 — P R P)) bzZn_C2 (,05666

— P R@&P)I bZn_C3(,180423— P R @P)J

MT AS

N
&)

N

< } 0] ] v _F@ali'ngprot-l
=
= al
—
—
—
—A
—

o
&

%

&> & O & &
"% '\ % Y% Y%
T T VT

%

SR ¢ &> &
Y% "% '\ '\ %
QT QT QT

O,
A

O,
%,

Uzorci

11 (a) Usporedba vrijednosti mjerenpaisutnostiMT svih koncentracija ZnO
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11 (by 8VSRUHGED SDURYD YULMHGQRVWL QDQRpPHVWLFD

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

3.2.1Aktivnost acetilkolin *esteraze AChE

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

,] UH]XOWDWD MH YLGOMLYD VWDWLVWLpPNLIZ@QPepDMQD UD]
apsorbanca za svezorke L]ORA®IY HQD QR HYMQARDHPDW LFDPD Q2 L NI
LIUDpX\QDWBHFLILPpQD H Q] ksedn)d Drij@iNodidter tekR VeWza InZn_C3
(22,932nmol mint* mg?) i za kontrolu £7,6234nmol miri* mg?). Usporedbom rezultata istih
NRQFHQWUDFLMD QH) DORRHPAW MWABYU9PQOL MH VWDWLVWLpPN
WR L]PHyX E=QB& Q=QB& L E=QB& Q=QB& ,]JPMHUHQD
bZn_C2@5,26 nmol mir* mg?), nZn_C2p0,538nmol min* mg?l), bzn_C3(15,181nmol

mint mg?) i nZn_C3¢2,932nmol mirtt mg?).

AChE FPT

w
o

N
a1

20 1 [ “ 1

=
o

Aktivnost AChE nmol mihimg,,
=
(6)] (6]

Kontrola bZn_C1 bzn_C2 bzZn_C3 bzn_C4 bzn_C5 Kontrola nZn_C1 nZn_C2 nZn_C3 nZn_C4
Uzorci

12 (a} Usporedba vrijednosti mjerenja aktivnosti AChE svih koncentracija ZnO
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0 0,0001 0,001 0,01 0,1 0,4
Koncentracija (mg/crd)

12(by 8VSRUHGED SDURYD YULMHGQRVWL QDQRpPHVWLFD

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

3.2.2.Mjerenje aktivnosti katalaze (CAT)

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

,] UH]XOWDWD MH YLGOMLYDR]FAWDWNRQYE B RW DDFLDMNHQID EEIY |
je apsorbanca za sve uzorke] ORAHMQ KD QR p HDMQRFFIHPADW LFDPD =Q2 L NI
LIUDp XGBWDILpQD HQ]L Pkédihia vDjhivbEeYHZR 85AL41002 — P Ri@!

Mgbroi 1) | kontrola (L0,6307— P R O Rd.:@%). Usporedbom rezultata istih koncentracija ne
QDQRpPHVWLFD =Q2 L QDQRpPHVWLFD =Q2 QLMH XRpHQD VWD
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CAT FPT

KontrolabZn_C1bZn_C2bZn_C3bZn_C4bZn_C5KontrolanZn_ClnZn_C2nZn_C3nZn_C4
Uzorci

IS S S
A o ® O

Aktivnost CAT— P R O mgp,g-l
= e
[SEEN)

o N b OO

13 (a) Usporedba vrijednosti mjerenja aktivhosti CAT svih koncentracija ZnO
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f( 0 0,0001 0,001 0,01 0,1 0,4
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13 (by 8VSRUHGED SDURYD YU:t®HHGQRVIDIQG P RWH ¥ IV =KD

Slika 13 (a) i (b)xCAT u homogenatu gujavica
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3.2.3.Mjerenje aktivnosti glutation S- transferaze (GST)

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

,] UH]XOWDWD MH YLGOMLYD VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD UD
apsorbanca za sve uzorkek] OR4A4HQH QH QDQRPHVWLFDPD QDQRpHVYV
LJUDpXQDWD MH VSHFLILpQD stédjd RijedhDst ROEWeaX@REMW L QM
iznosila 86,328 — P R O! mp@* i kontrolal06,1 — P R O! AMitp@?. Usporedbom istih

NRQFHQWUDFLMD QDQRpPHVWLFD =Q2 L QH QDQRpPHVWLFD =¢

GST FPT

160
8 140
Q

-1

=P
o N
S o

b L TI1r

A O
o O O

o

» <& & & &> & AV N &
Q7 Q7 Q7 Q7 Q7 X Q7 Q7 Q7 Q7
SRR G G I O S P

Aktivnost GSThmol min-! mg
N
o

Uzorci

14 (a) Usporedba vrijednosti mjerenja aktivnosti GST samcentracija ZnO

GST FTP

I
o

B R
)
o

— .
N—. =

o
o
1

(0]
o

[e2]
o

=f=bZn

N
o

nZn

N
o

o

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

Aktivnost GSTimol min-tmg,o,

14 (b 8VSRUHGED SDURYD YULMHGQRVWL QDQRpPHVWLFD
Slika 14 (a) i (b)xGST u homogenatu gujavica
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3.2.4.Mjerenje TBARS - reaktivhe supstance Ziobarbiturne kiseline

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

8VSRUHGERP UH]XOWDWD UD]OLpLWLK NRQFHQWUDFLMD C
NRQFHQWUDFLMH QLMH XRpHQD VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQD
XVSRUHGERP LVWLK NROPHGW UDFL WD QWWQPQRREBFHQWUD
ZnO i to na bzZzn_Cl1/nZn_C1 i bZn_C3/nZn_C3. Izmjerene su apsorbance za sve uzorke
LIORAHQH UD]JOLPLWLP NRQFHQWDWEPMD]RMD p=X@XD W DN RIQRW Uk
srednje vrijednostzabzZn_C1 ©,183876nmol mgrrl), nZn_C10,490335nmol mgyrorl),
bZn_C30,275813nmol mgrrt) i nZn_C30,445545nmol mgrrt) i kontrola (0,294672

nmol mgyorY).

TBARE&PT
038
707
2 0,6

S 0,5

£

Qo4

2,03 I I I 1
50,2 {

2

v 0,1

0

KontrolabZn_C1bZn_ C2bZn_C3bZn_C4bzZn_CXontrolanZn_C1nZn_C2nZn_C3nZn_C4
Uzorci

15 (a) Usporedba vrijednosti mjerenprisutnostiTBARS svih koncentracija ZnO

31



TBARS FPT
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> /‘\/ =4=hZn
— 0,2

. =fl=nZn

0 T T T T T 1
0 0,0001 0,001 0,01 0,1 0,4

Koncentracija (mg/crf)

15 (by UsporedbaSDURYD YULMHGQRVWL QDQRPHVWLED =Q2 L

Slika 15 (a) i (b)xTBARS u homogenatu gujavica

3.2.5.Mjerenje metalotioneina (MT)

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

8VSRUHGERP UH]XOWDWD PMHUHQMD L]PHyX NRQFHQWUDFL
=Q2 L QDQRpPHVWLFD =Q2 QLMH XWYUyHQD VWDWLVWLpNL
PMHUHQMD LVWLK NRQFHQWUDFLMD QH QDQRMiHMaNLFD =¢
XWYUYyHQR MH GD QHPD VWDWLVWLPNL ]QDpDMQH UD]JOLNH
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16 (a} usporedba vrijednosti mjerergaisutnostiMT svih koncentracija ZnO
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=
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<}o] ]Jv -BERO,PY

o
[

T EFPT

v i L

/\A

==hZn

==nZn

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

16 (by 8VSRUHGED SDURYD YULMHGQRVWL QDQRpPHVWLFD

Slika 16 (a) i (b)xMT u homogenatgujavica
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3.3.Ekstrakt tla (Soil exstract test SE)

3.3.1.Mjerenje aktivhosti AChE

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

8VSRUHGERP UH]XOWDWD L]PHYyX NRQWUROH L UD]JOLPpLWLK
VWDWLQDMIDINNQD UD]JOLND L]JPHYyX NRQWUROH L QzapkB& ,]PM
LIORAHQH UD]OLpPpLWIOPD QR QH\HWW MFBDEIE DMIO P D b X @ DML | MHQ D
enzimska aktivnost $rednja vrijednds za nZn_C5(38,76838nmol mint mg?) i kontrola
(28,29044nmol min* mg?).

AChE SE
50
=, 45
o
>
E 40
15 35
© 30
£
L‘]:J 25
O 20
<
5 15
o
S 10
<5
0
Kontrola nZn _C1 nZn_C2 nZn_C3 nzZn_C4 nZn_C5
Uzorci

17 (a) Usporedba vrijednosti mjerenja aktivnosti AChE svih koncentracija ZnO
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17(by 8VSRUHGED SDURYD YULMHGQRVWL QDQRpPHVWLFD

Slika 17(a) i (b) xaktivnosti AChE u homogenatu gujavica

3.3.2.Mjerenje aktivnosti katalaze (CAT)

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

8VSRUHGERP UH]XOWDWD PMHUHQMD DNWLYQRVWL &$7 L]
QDQRpPHVWLFD =Q2 XWYVUWHBHD@R VMH pGID PRIVMDORMID UD]JOLNI
nZn_C5. Izmjerene su apsorbance sVpRWDND L]J]ORAHQLK QDQRpPHVWLFDP|
LIUDpXMEMHWDILPpQD HQ]L P \siédnhjaDrijetbstk@iR & \i¥ndsil&za nZn_C5
(25,9502 — P R O iAder®") i kontrolu 21,28604— P R O iAd.&Y).
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18 (a) Usporedba vrijednosti mjerenja aktivnoSHT svih koncentracija ZnO
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18(by 8VSRUHGED SDURYD YULMHGQRVWL QDQRPHVWLFD =C

Slika 18 (a) i (b)taktivnostiCAT u homogenatu gujavica

36



3.3.3.Mjerenje aktivnosti glutation S- transferaze (GST)

Rezultati mjerenja aktivnosti glutation 8ansferaze vidljivi su na slici 19 (a) i (b).

8VSRUHGERP UH]XOWDWD PMHUHQMD DNWLYQRVWL *67 L]JI
QDQRPHVWLFD =QBRWYRMHQRVDW IODVLPNL ]QDpDMQD UD]OL
L Q=QB& ,]JPMHUHQH VX DSVRUEDQFH ]D VYtHcCiiXH&® UNH L]
QDQRPHVWLFD =QPR]UDYpDKQIHFROMHI D H Q]L Ridhpa vipeindst Y Q RV W
za sve koncentracij@zZn_C2(264,3804nmol mint mgoort) i NnZn_C3 £64,1982nmol mirnt

Moot 1) | kontrola @22,6545nmol mir mgpror?).

GST SE
-, 350
c;%300
£ 250 I I I 1 I
T 200 [
— 150
o
€ 100
c
g 50
S 0
< Kontrola nZn_C1 nzZn_C2 nZn_C3 nzZn_C4 nZn_C5
< Uzorci

19 (a) Usporedba vrijednosti mjerenja aktivnosti GST svih koncentracija ZnO

"5 270

gzeo M LN
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© 240

g 230 //

g 220 e ~@-nZn

+ 210

(@]

g 200 T T T T T 1

g 0  0,0001 0,001 0,01 0,1 0,4
Koncentracija (mg/crd)

19(by 8VSRUHGED SDURYD YULMHGQRVWL QDQRpPHVWLFD

Slika 19 (a) i (b)xaktivnosti GST u homogenatu gujavica
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3.3.4.Mjerenje TBARS - reaktivhe supstance2-tiobarbiturne kiseline

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

8VSRUHGERP UH]XOWDWD PMHUHQMD XWYUyHQR MH GD Q
NRQWUROH L X]JRUDND L]ORAHQLK UD]OLpLWLP NRQFHQWUD

TBARSE

Kontrola nZn_ Cl1 nzZn C2 nZn C3 nZn C4 nZn C5
Uzorci

20 (a)y Usporedba vrijednosti mjerenpisutnostiT-BARS svih koncentracija ZnO

TBARS SE

509

0,8

?0,7 / /\\
0,6

a) 0:5 —...——{ \.V

0,4
—0,3 ==nZn
° 0,2
v 0,1
0 T T T T T )
0 0,0001 0,001 0,01 0,1 0,4
Koncentracija (mg/crd)

20(by 8VSRUHGED SDURYD YULMHGQRVWL QDQRpPHVWLEFD

Slika 20 (a) i (b)xaktivnosti FBARS u homogenatu gujavica
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3.3.5.Mjerenje metalotioneina MT

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

8VSRUHGERP UH]XOWDWD L]JPHYyX NRQWUROH L X]RUDND
QDQRPHVWLFD =Q2 XWYUYyHQR MH GD QHPD VWDWLVWLpPNL

MT SE

N
N ol W

o
S

<}o] ]v BEROQ,PY
[N
(6]
—
—
—
—

o

Kontrola nZn C1 nZn_C2 nZn_C3 nZn_C4
Uzorci

21 (a) Usporedba vrijedndismjerenjaprisutnostiMT svih koncentracija ZnO

nZn_C5

MT SE

.\./-\_/'4

N
3

N

[

<}o] ]v -BRR O, PV
H
o

o
o

o

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

=l=nZn

21(by 8VSRUHGED SDURYD YULMHGQRVWL QDQRpPHVWLEFD

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

OMHUHQMH VWMNNDLYPIQWLKL K EBHBRNIRNPGQIDLYLK RUJIJDQL]DPD S
relativnoQRYL DODW X PRQLWRUL@QIX SFAVROHEB R R UR @ DRYWRDU L
ksenobiotikana biotu (Legadic i sur., 2000Biomarkerisu kvantitativno mjerljive promjene

X ELRORAEGNLP VXVWdWDP D] ONPDHRH RREIWR Y NLdH @Q Biay, ROORFLP D
.RULAWHQMH WHURSE QDY HWREDBRNVHUQD ELRNHPLMNNH PROH
ILILRORA&NHmMrdBRPWMEBHYVQLP WHN X ikivipna B drganizmd. QddieD P D L
RG QDMYDAQLMLK ]@&pDBOLLEDRPD 8 R W b QSFURFMH © H HBGLY LY
UD]JLQDPD ELRQIR®NHMH NDR aVeksystavi®kBRnsotGoioF hidindrker@ L

PRa4H VH NRULVWLWLNDRIE® MW FDUWHG ¥ MRS R IWKDINX NNHR U L & W
UD]QLK VWUDWHJIJLMD ELRUHPHGLMDNHIUIHE ISQQ MK REHNRG E QY
(Moore, 2004).

8 RYRP UDGX NDR HNVSHULPHQW RanQastn&® gujavid@iséma® NRU L
fetidaBiomarkeri gujavica predstavljaju koristan alat za monitoring tla i proci@NROLAQRJ
rizika, kao rano uypoRUHQMH QD awHW.@étljetiNjiR GoRiddhiarnakkprl fipdail
sve YDARLHYDOXDFLML XWMHFDMD ]DJDYVL-Médr@ridezZQ@D6RUJD QL]
8SUDYR ]JERJ VYH YHUH YDAQRVWL LVWUDALYDQMD ELRPDUL
XWMHFDMD |1DJDyLYDOD QD RUJDQL]PH X WOX RYDM UDG 1
XSUDYR QMLK 6 REJLURP QD VYH YHUiX ngdidinV, xehQddiiy, W QD QR
NR]PHWLpNLP SUHSDUDWLPD SD WDNR L X RNROLaxX X SRVO
PRIJXUHJ QHIJDWLYQRJ XWMHFDMD QD kaRiprid \sasLek@suspa. R U J D C
Kako su se biomarkeri pokazatlo osjetljivima na prisutnost ksenobiotikee se koriste za
UDQR XSR]JRUDYDQMH QD QHJDWLYQH XWMHFDMH QD RUJD
XWMHFDM QDQRPHVWIRYRPID HNRBBUNPMRGWX LVWUDALYDQ |
QHQDQRDpHV WIEmE§e@RuhvatloLVSLWLYDQMH XWMHFDM®, QD SHW
AChE, CAT, MT, TBARS, GST.

Mjerenjem prethodno navedenih biomarkera dobiven je uvid jeFDMX QDQRpPpHVWL!
QHQDQRpPpHVWLFD =Q2 QD JXMDYLFH

5H]XOWDWL LVWUDALYDQMD SRND]DOL VX XWMHFDM QDQRp!
3UL YHULP NRQFHQWUDFLMDPWHN VG X &ERROHOMBIDG R XL QKA. E L
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HQJLPD OHYXWLP SUL NUDWNRURDPQRP L] EBIQRAX R G VI
HNVWUDNWX WOD GRELOL VX VH GUXNpLML UH]XOWDWL 1
NRQFHQWUDFLMDPD L]JORAHQRVWL GR&EOR MH GR SRYHUD
ELRPDUNHUD NDUDNWHULVWLpPpDQ Kdrektgirirgna stimbldejor8rAM D Y D |
PDOLP GR]DPD L LQKLELFLMRP &nD1980).uNekki GHRatkeRHerge6 WH QH |
(2013) VX SUL LVWUDALYDQMX XWMHFDM bnelilel @WupAdaMBEU LQD L C
andrei dokazali hormezu kod aktivnosti AEhpri izlaganju na filter papiru. lzmjereni

UH]XOWDWL ]D $&K( X RNYLULPD RYRJ UDGD VX VOLpPQL SRG

,VWUDALYDQIQDB P RXNWARME fiADcama vrstBheretima hawayanaKhalil i

VXU SRND]DOL VhKibiGgD atib@dR AEChE teLdale aktivnost enzima

VYH PDQMD a4WR MH GXaH L]ODJDQMH 1MLKRYR LVWUDALY|
OMHUHQMHP UH]XOWDWD QDNRQ L GDQD SRND]DOL V>
tri dana izlagaja te da se smanjenje aktivhosti AChE nastavlja i nakon 7. te 24. dana.
OHYyXWLP VPDQMHQMH MH QDML]JUDAHQLMH QDNRQ SUYD WL
smanjenje aktivnosti ovisno o koncentraciji TIONRMRM VX JXMDY LrEdpoispfDp RAHQH
awR X QD&HP UDGX QLMH ELR VOXpDM 5H]XOWDWL QDaHJ 1
NRQFHQWUDFLM&AWRDWOHR PHRAWLREMDVQLWL PDQMLP YUHPHQ\
NRULAWHQMHP GUXNDpLM L KediRierdkiymwdtl BERERGD gujgviz® D Q M D
NRULAWHQMH GUXJLK VXSVWDQFL NDR drikdobéxzed (WGULQ 5C
VXU WDNRYHU MH SRND]DOR VPDQMHQMH DNWLYQRV\
LIODJDQMD L NRULAWHQLP NRQFHQWUDFLMDPD

NajnoviMD LVWUDALYDQMD XWMHFDMD SHVWLFLGD QD $&K( NR
NDR L PHYyXVREQH LQWHUDNFLMH SHVWLFLGD X PMH&DYL
LVWUDALYDQMD SRND]DOL VX GD GMHORYDQMHne&jdVWLFLG
DNWLYQRVWL $&K( QR WHPSHUDWXUD QLMH SRND]DOD VWD)

OMHUHQMHP DNWLYQRVWL &%$7 SRND]DR VH XWMHFDM QD H
LJORAHQRVWL QHQDQRPHVWLFDPD =Q2 $8LMNU®WR RAX UDHV &
SRND]DOL GD QHPD VWDWLVWLPNL |]QDpDMQRJI XWMHFDMD C
]1QDpDMQ@D UD]JOLND L]PMHUHQD MH VDPR QD QDMYLAL
QHQDQRpPpHVWLFDPD =Q2 8VSRUHGERIM SREDY¥HP DsKsa pl HXQMW L
]Q D p Dazl@ed Thko, su Khalil i sur. (2015pa gujavicamaP. hawayana pokazali

SRYHUDQMH DNWLYQRVWL &%$7 X RYLVQRWvma RuUNBUIQFHQWU
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(2010) DNWLYQRVW &%$7 VH SRYHUDOD MSIJ IQ P Q R MH.\PWGE R POPAD =1
YHULP GR]DPD MH GROD]JLOR GR VPDQMHQMD DNWLYQRVWL
]ODpDMQH UD]JOLNH X RGQRVX QD NRQWUROX YL@BOMLYH
manjim koncentracijama, te smanjenje aktiviios& $7 SUL QDMYHULP NRQFHQWU|
VPDQMHQMD DNWLYQRVWL PRAH VH REMDVQLWL PRJXUQRAL
REUDQH RUJDQL]PD SUL QDMYHiULP NRQFHQWUDFLMDPD L]O
]D IXMDYLFH NR®™LI INDK &aWRRWX. ULEH UH]XOWDWL VX ELW
NRG ULED XND]J]XMX QD SRYHUDQMH XWMHFDMD pHVWLFD =
NRG ULED GMHORYDQMH UD]JOLpLWLK QDQRpPpHVWLFD XNOM.
aNWLYQRVWL &%7 8 QDYHGHQLP SXEOLNDFLMDPD SRVWDYC
DNWLYQRVW &%37 SHURNVLGDWLYQLP RAWHUHQMLPD WNLYD

OMHUHQMD DNWLYQRVWL *67 MH SRND]J]DOR GD QHPD VWL
kontrolu pri izlaganju u umjetnontiu. No, pri kratkotrajnom izlaganju (filterpapir test,
HNVWUDNW WOD VX XRpHQL NRQWUDGLNWRUQL UH]XOWD
LIPMHUHQR MH VPDQMHQMH DNWLYQRVWL SUL YHULP NROQI
izlaganju u ekstrakk WOD L]PMHUHQD SRYHUDQD DNWdMbYQRVW *67
Sanchez i Hernandez(2014yi izlaganju gujavice Aporrectodeacaliginosa klorpirifosu,
PMHUHQMHP *67 2QL VX XWYUGLOL GD MH NUDWNRWUDMC
enzima, dokL]/ODJDQMH NUR] GXaL YUHPHQVNL SHULRG GDQ
RGQRVX QD NRQWUROX 7HPHOMHP WDNYLK UH]XOWDWD VX
odgovor sugerira da GST ima veliku detoksifikacijsku ulogu pri inicijalnom izlaganju
orgarofosfatima (OP). Maiaty i sur. (2008lagali su gujavicel. mauritii olovu i cinku.
OMHUHQMH DNWLYQRVWL *67 SRND]DOR MiBvusBR6m2UGIDQ X DNW |
GDQD GRN QDNRQ WRJ YUHPHQD QLMH Y Léadsd na kantrollw WD W LV
,]JODJDQMH =Q QLMH LPDOR VWDWLVWLpPNL ]QDPpDMQRJI Xpl
pripisati karakteru Zn kao esencijalnom metalu u organizmima, zbog kojega regulatorni
PHKDQL]PL RUJDQL]PD GR]YROMDYDMX PHWDMetERR RGUAD
RNROL&AD 1DUDYQR SULVXWQRVW =Q X YHULP NROLpPLQDP
JXMDYLFH 3DQGD L VXU 8 QDaHPretulaGpti it0n YLG O ML
vremenskom periodu i istim koncentracijan@daganjanane L QHQDQRpPpHVWLFDPD
LIPHYyX ILOWHU SDSLU WHVWD L WHVWD X HNVWUDNWX WOD
QDpLQD L]ODJDQMD X WRPH GD MH HNVWUDNW WOD NDR
PHWRGH SULSUHPDQ L ]Ju\akeriaki@ mwedst@levorgaiskd tQariGzamoga tla,
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PR4AH VH |[DNOMXpLWL NDNR WD RUJDQVND WYDU LPD ]QDpI
HNVWUDNWD WOD QLMH XRELpDMHQ QDpLQ L]ODIJDQMD JX
podataka o mjerenju 67 QLVPR XVSMHOL SURQDuUL 6WRJD VH RYDM
KLSRWH]H QDPHUH NDR MHGLQL

5HIXOWDWL PMHUHQMD NROLpPLQH 7%%$56 SRND]DOL VX YHU
PDQMLP NRQFHQWUDFLMDPD NRMLPD VulMMittimdizELOH L]
OLWHUDWXUH ,]ODJDQMEQDDHRWBHMVOIRF MMDGM. G ROD]L GR
7%%$56 SUL PDQMLP NRQFHQWUDFLMDPD GRN MH SUL L]OD
VPDQMHQMD NROLPLQH 7%$56 +XOL X¥>XUWWHUDW2XVMDOL \RE I8 B &
DNWLYQL NLVLNRY DWRP JHQHULUDQ SHURNVLGRP UH]XOW
dolazi do usporavanja biokemijskog metabolizma u gujavica (Hu i sur., 2010.). Pri izlaganju u
umjetnom tlu literaturni podatci isD ALY D @M®67QD JXMDYLFDPDpdkaeaRAHQLP
VX SRYHUDQMH NROLPLQH 7%%$56 X RYLVQRVWL R NRQFHQ\
3UL L]ODJDQMX SHVWLFLGLPD WDNRYHU MH XRpHQR S
,VWUDALY DQ N GRIHIVRWIIFQMHQ2 QD YLALP ALYRWLQMDPD X1
7%$56 QDNRQ L]ODJDQMD QDQRpPHVWLFDPD 7DNR LVWUDAI
ribama vrsteOreochromis niloticu¢. D\D L VXU SRNINROUHBEREMHUODQM |
usvimispitLYDQLP WNLYLPD PLaLGUL FULMHYD MHWUD &aNUJH

5HIXOWDWL PMHUHQMD 07 SRND]XMX RGJRYRU QD L]JORal
najduljem izlaganju u umjetnom tlu u odnosu na kontrolu na svim koncentracijama osim
QDMYHUH 2YDM UH]XOW D &ktiviiN iolgd M Hklg@anudZn iz BydhiXma.
5HIXOWDWL GREAYMQLPRQUVXHPH]XOWDWIiLH&koRSMMEIPQLP X O
sur. (2011)nakon izlaganja gujavica vrsteampito mauritii cinku i olovu (75, 150, 300

mg/kg! XRPpLOL SRUDdWogodang RidgRa Zn, a nakon 14. dana izlaganja su
XRpLOL VWDELOL]DFLMX 07 2YL UH]XOWDWL SRWYUyYyXMX ]
eliminaciji Zn. Curieses i sur. (2017) radili su ispitivanja na gujavicama Eistnia fetida
LIORAHQRKV@DLEBGRPD L QHQDQRpHVWLFDPD VUHEUD *XMDYL
GDQD D PMHUHQMD VX ELOD QDNRQ L GDQD Sl
NRQFHQWUDFLMDPD RG L PJ NJ OMHUHQMD VX SR
koncentracije, rnkeon 3 dana izlaganja, te stabiliziranje razine MT nakon 14 dana izlaganja.

2YL UH]XOWDWL SRWYUyXMX UH]XOWDWH GMHORYDQMD QD
RE]JLU GD MH RYDM UDG L]ODJDR JXMDYLFH YHULPcNRQFHQYV
GD QLVPR GRELOL RGJRYRU QD QDMYL&A&RM NRQFHQWUDFLMI
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5.=%$./-8y8$.

2YDM UDG MH REXKYDWLR VSHNWDU ELRPDUNHUD NDNR |
kompostnu gujavicuEisenia fetida. OMHUHQMD VX SRND]DOD VWDWLVWLD
aktivnosti enzima AChE, CAT, GST i prisutnosti MT i TBARS od normalnih. 1z rezultata je

WDNRYHU YLGOMLYD RYLVQRVW UD]JLQH HNVSUHVLMH ELRP
su gujavice izlagane Z2 WH NRQFHQWUDFLMDPD NRMLPD VX ELOH L]C
QD XRELpDMHQ QDpLQ GHILQLUDQ RGIQRMspNRiFak W UDFLM
XRpHQH QD]QDNH RYLVQRVWL UD]JLQH XpLQND R NRQFHQW
] Q Dgntjecaj nanoL. QHQDQRPHVWLFD =Q 2 E@éhia fewddy EDVER KINQ@ X X ¥WUHV
QD PRIXUQRVW QHIJDWLYQRJ XWMHFDMD X RNROL&X 5H]X
GRVWXSQLP OLWHUDWXUQLP SRGDWFLPD NRMbaké@NRYyHU !
NDNR QDQRPHVWLFD WDNR L GUXJLK LVWUDALYDQLK VXSVW

,DNR VX GRELYHQL UH]XOWDWL X VNODGX V GRVWXSQLP O
QDQRPHVWLED QD RUJDQL]PH SRSXODFLMH RUJDQL]DPD L \
nanoWHKQRORJLMRP ,DNR VX QDQRWRNVLNRORAND LVWUDAL
GRVWD QHSR]QDQLFD R SRQDADQMLPD QDQRpPHVWLFD X RN

6WRJD VX SRWUHEQD GRGDWQD GDOMQMD lrsoMitjdedLY D QML
QDQRpHVWLFD QD RNROLA
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