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1. UVOD

1.1 Nanotehnologija i nanocestice

Prema izvjes¢éu OECD-a (OECD, 2011), nanocestice su cCestice Cija veliCina se nalazi u
rasponu od 1 do 100 nm. Prema nekim izvorima veli¢ina nanocestica seze Cak i do 1000 nm,
dok se prema nekim izvorima donja granica dimenzija nanocestica ne smatra relevantnom
(Balogh, 2010). Medutim, medu samim ekspertima na podru¢ju nanotehnologije ne postoji
jedan to¢no odredeni koncenzus kojim se definiraju nanocestice, pa je stoga moguce pronaci
cijeli niz definicija nanoznanosti, nanotehnologije i nanocestica. Te definicije mozemo
podijeliti na tri skupine: znanstvene, javne i pravno orijentirane definicije (koje omogucuju
zakonsku osnovu za donoSenje odluka o proizvodnji nanocestica). Tijekom svoga rada
znanstvenici kontinuirano formuliraju nove definicije koje su u skladu sa njihovim podru¢jem
istrazivanja. Prilikom iznoSenja znanstvenih otkri¢a javnosti novinari formuliraju definicije
koje su prigodnije za laike, pa na taj nacin nastaju tzv. javne definicije, a kada je potrebno
djelatnost koja se bavi nanotehnologijom uciniti legalnom, nastaju pravno orijentirane
definicije (engl. decision making definitions) (Balogh, 2010).
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Slika 1: Usporedba veli¢ina razlicitih Cestica na skali od 1 do 1000 nm

(Izvor: Web 1)



Slavni fizicar Richard P. Feynman predvidio je uporabu nanocestica zbog njihovih svojstava
jos§ 1959. godine (Rai i sur, 2009). Svojstva nanocestica ne ovise samo od materijala od kojega
su Cestice napravljene, nego i sama dimenzija Cestica doprinosi pojavi jedinstvenih svojstava
koja se ne ispoljavaju kod Cestica ve¢ih dimenzija nacinjenih od iste tvari. Ukupna povrSina
nanocestica jako je velika Sto im daje jedinstvena elektricna 1 kemijska svojstva. Tako
nanocestice pronalaze primjenjivost u velikom spektru grana ljudske djelatnosti, kao Sto je
komercijalna, zdravstvena, vojna te u granama koje proucavaju okolis (Drobne, 2007). Takoder
1 sam oblik nanocestica doprinosi razli¢itim svojstvima koja omogucuju razli¢itu primjenu istih.
Nastanak razliCitih oblika nanocestica regulira se prilagodavanjem uvjeta sinteze nanocestica,

kao $to su temperatura, tlak i sastav atmosfere u kojoj se provodi sinteza (Wang, 2004).
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Slika 2: Spektar oblika nanocestica zlata

(Izvor: Web 2)



Razvojem nanotehnologije postavlja se pitanje kakav je utjecaj proizvedenih nanocestica na
okoli§ te na zdravlje Covjeka. Grana znanosti koja se bavi ovim pitanjima naziva se
nanotoksikologija i relativno je mlada, ali sve viSe znacajna te se razvija velikom brzinom
(Drobne, 2007). Iako je mnogo toga jo$ nepoznato te su potrebna mnogobrojna istrazivanja
kako bi se utvrdili tocni mehanizmi toksi¢nog djelovanja nanocestica, utvrdeno je kako
nanocestice metala imaju negativan utjecaj na organizme. U nekim sluc¢ajevima je utjecaj
nanocestica metala izrazeniji nego kod Cestica koje nisu nanodimezija (Cestice vecih dimenzija).
Tako je primjerice negativan utjecaj bakrovih nanocestica daleko vec¢i od utjecaja Cestica bakra
koje su mikrodimenzija, Sto se moglo primjetiti histoloSkim promjenama, ali i makroskopskim
promjenama na bubregu misa (Chen, 2006).

Jedan od nacina kako bi nanocestice metala mogle dospjeti u okoli$ je njihova uporaba kao
pesticida. U prilog tome govore istrazivanja koja potvrduju njihovo djelovanje na Stetocine. U
jednom od istrazivanja dokazan je negativan utjecaj Ag i Ag-Zn nanocestica na us Aphis nerii
koja napada ukrasno bilje iz porodica Apocynaceae i Sclepiadaceae (Rouhani i sur., 2012).
Nanocestice se mogu koristiti i kao nosaci pesticida §to bi kolic¢inski smanjilo uporabu pesticida
u poljoprivredi, ali bi bio jos$ jedan nacin kojim bi nanocestice zavrSavale u okoliSu (Qian i sur.,

2010).



1.2. Zastita u poljoprivrednoj proizvodnji

U posljednjih se 50 godina ljudska populacija znacajno povecala (viSe nego udvostrucila)
Sto je za intenziviralo poljoprivrednu proizvodnju kako bi se namirila potreba za hranom. S
obzirom da povecanje obradivih povrSina nije pratilo rast populacije (obradiva povrSina na
svijetu se u istom periodu povecala za nekih 10%), bilo je potrebno povecati iskoristivost
postojecih obradivih povrsina. To je postignuto primjenom pesticida kojima je smanjen gubitak

zbog raznih nametnika (Gaupp-Berghausen, 2015).

1.2.1. Pesticidi

Pesticidi su kemijske tvari, prirodnog ili umjetnog podrijetla, te se mogu podijeliti prema
organizmima na koje djeluju. Tako razlikujemo insekticide, akaricide, fungicide, herbicide,
moluscide i rodenticide (Ware i Whitacre, 2004). Ukratko, to su toksicne tvari €iji cilj primjene
je selektivno suzbijanje Stetnih organizama.

lako je primjena pesticida nuzna kako bi se postigla potrebna iskoristivost obradivih
povrsina za uzgoj hrane, njihova primjena ima dugoro¢no lose uc¢inke zbog zagadenja okolisa.
Oni se zadrzavaju u tlu, zraku, vodi te u tkivima organizama, koji ukljucuju i ljude (Otitoju i
Onwurah, 2011.). Ovisno o njihovoj topivosti u vodi ili u mastima, put kontaminacije je razlicit.
Pesticidi topivi u vodi ispiru se iz tla u vode (podzemne vode, rijeke, jezera) te uzrokuju Stetu
vodenim organizmima koji nisu bili primarni cilj primjene pesticida. Pesticidi topivi u mastima
zavrSavaju u hranidbenim lancima gdje se zadrzavaju u organizmima, preciznije njihovom
masnom tkivu procesom biomagnifikacije (Mahmood i sur., 2016).

Zbog svoga Stetnog djelovanja pokuSava se u praksi pesticide koristiti u §to manjoj koli€ini,
odnosno pokusava se iz §to manje koli¢ine pesticida izvu¢i maksimum njihovog djelovanja. Pri
odredivanju treba li uopée koristiti pesticide struc¢njaci za kontolu brojnosti nametnika koriste
se konceptom ,,ekonomske granice*. Taj koncept temelji se na Cinjenici da sve biljke koje se
koriste u poljoprivrednom uzgoju mogu tolerirati odrednu koli¢inu nametnika bez znacajne
ekonomske Stete, odnosno Stete za rast same biljke. Ukoliko je brojnost nametnika manja od
,ekonomske granice®, pesticidi se ne primjenjuju. Ukoliko se pesticidi trebaju koristiti, prije
same uporabe potrebno je odrediti tocno koji pesticid treba koristiti kako bi se postigao
maksimum suzbijanja odredenog nametnika. Nakon $to se odredi pesticid potrebno je odrediti
koli¢inu koja ¢e se primjenjivati po jedinici povrSine. Osim vrste pesticida 1 koli¢ine veliku

vaznost ima i vrijeme kada e se pesticid primjenjivati. Ako se pesticid primjeni rano nametnici
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su prisutni u premalom broju da bi ih se kontroliralo, odnosno ne moze se pouzdano odrediti
brojnost nametnika, a posljedi¢no niti koli¢ina pesticida. Ukoliko se pesticid primjeni kasno,
broj nametnika je obi¢no velik, te je potrebno primjenjivati veéu koli¢inu pesticida. U
poljoprivrednom uzgoju pribjegava se i alternativhim metodama koje zamjenjuju uporabu
pesticida. Sam izbor kultura koje su otporne na nametnike moze biti dobra prevencijska metoda.
Takoder promjena kulture koja se uzgaja na nekoj obradivoj povr§ini moze smanjiti negativan
ucinak nametnika. Kao metoda suzbijanja biljnih nametnika (korova) moze se koristiti i
alelopatija, svojstvo da kemijski spojevi koje otpusta korijen jedne biljke smetaju rastu i razvoju
biljaka koje rastu u blizini. Takoder se moze koristiti i bioloSka kontrola nametnika, $to
ukljucuje primjenu vrsta koje ne ¢ine Stetu kulturi koja se uzgaja, a suzbijaju nametnike (Fluck,

1992).

1.2.2. Triazolni fungicidi

Triazolni fungicidi su fungicidi koji u svojoj strukturi sadrze peteroclani heterociklic¢ki
prsten koji sadrzi dva atoma ugljika 1 1 tri atoma duSika (po tom svojstvu su i dobili ime).
Skupina sadrzi sljedece fungicide: bitertanol, ciprokonazol, difenokonazol, epoksikonazol,
fenbukonazol, flukvinkonazol, flusilazole, flutriafol, heksakonazol, ipkonazol, miklobutanil,
penkonazol, propikonazol, protiokonazol, tebukonazol, tetrakonazol, triadimefon, triadimenol,
tritikonazol. Triazolni fungicidi inhibiraju demetilaciju koja je jedan od koraka u sintezi
ergosterola, koji je vazan za rast stanicne membrane gljivica Cime se zaustavlja njihov rast (Web
3). Premda su triazolni fungicidi danas najviSe koriStena skupina fungicida, pokazalo se da
imaju izrazito negativan utjecaj na vodene organizme (Castillo i sur., 1996), ali isto tako i na
terestricke organizme. Tako prilikom izlaganja jedinki gujavice E. fetida propikonazolu
dokazan je njegov negativan ucinak na proteine, GSH-Px te su vidljive i histopatoloske

promjene (Gao i sur., 2013).
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1.3. Beskraljeznjaci tla kao eksperimentalni organizmi u testovima toksi¢nosti

Beskraljeznjaci tla su se s vremenom pokazali kao vrlo korisna skupina organizama za
ekotoksikoloska ispitivanja toksi¢nosti. Prednosti uporabe beskraljznjaka leze u tome S§to su
sama ispitivanja cijenovno pristupacna, sami testovi kraju relativno kratko zbog brzog zivotnog
ciklusa organizama te su jednostavni za provedbu. Kratki zivotni ciklus i veliki broj jedinki
koje nastaju u svakoj iducoj generaciji omogucéuju laku i1 brzu proizvodnju komercijalnih
standardiziranih kompleta testova namijenjenih za ekotoksikoloska ispitivanja. Takoder i
raznovrsnost staniSta koje beskraljeznjaci naseljavaju, ali i sama raznovrsnost sistematskih
skupina beskraljeznjaka te njihova evolucijska udaljenost omogucuje Siroki izbor kombinacija
eksperimentalnog organizma i tvari. Prilikom testiranja toksinosti tvari u tlu koriste se
koluti¢avei malocetinaSi, preciznije gujavice, 1 enhitreide. lako su nakon oStecenja tijela
sposobni se regenerirati, u ekotoksikoloskim testovima se ispituje njihova sposobnost spolnog
razmnozavanja. Osim ove skupine organizama koristi se i vrsta skokuna (Collembola)
Folsomia candida (Lock i Janssen, 2004).

Enhitreide do prije petnaest godina nisu bile koriStene u ekotoksikoloSkim istrazivanjima
zbog nepostojanja standardiziranih protokola za testove. Stjecanjem saznanja u tom podrucju
doslo se do zakljucka kako su ovi organizmi vrlo osjetljivi na kemijske tvari u okoliSu $to se
vidi po promjenama koje se pojavljuju na organizmima (morfoloski te bihevioralno). lako je
prva dokumentirana uporaba enhitreida u eksperimentu bila jo§ 1968. godine, prvi
standardizirani protokoli pojavili su se '80-ih godina na vrstama E. albidus 1 E. crypticus. Do
danas enhitreide su koriStene u brojnim znanstvenim radovima, a koriStene su za ispitivanje
raznih toksi¢nih tvari ukljucujuéi pesticide i metale (ukljucujuéi i nanocCestice istih) (Rombke,
2003).

Kao pokazatelj stupnja toksicnosti u testovima s enhitreidama ucestalo se koriste vrijednosti
LC50 1 EC50. LC50 (engl. lethal concentration, 50%) predstavlja koncentraciju tvari pri kojoj
ugiba 50% populacije na kojoj se radi testiranje tvari u odredenom vremenu, a EC50 predstavlja
onu koncentraciju tvari €iji je u¢inak polovica koncentracije maksimalnog ucinka te tvari u
odredenom vremenu. Usporedbom tih koncentracija za razliCite tvari mozemo ustanoviti koja
koja se testira. Prilikom istrazivanja komparativne toksi¢nosti cinkovog-Il-klorida (ZnCl),
elementarnog cinka u prahu te cinkovog oksida (ZnO) na testirane terestricke organizme (E.
fetida, E. albidus 1 F. candida) dobivene su razli¢ite vrijednosti LC50 1 EC50 za svaku od

navedenih tvari. (Lock 1 Janssen, 2004).



1.4. Molekularni biomarkeri kao pokazatelji stresa na organizam

Pod pojmom biomarkeri smatraju se biokemijski, fizioloski ili histoloski indikatori koji su
uzrokovani izlaganjem ili djelovanjem ksenobiotickih kemikalija. Neki autori pod biomarkere
takoder smatraju 1 promjene ponasanja eksperimentalnih organizama, medutim danas se takve
promjene smatraju odgovorom cijelog organizma, zajedno sa stupnjem prezivljavanja, rasta i
reprodukcije. Prvo koriStenje biomarkera kao pokazatelja stresa na organizam je bilo u humanoj
toksikologiji, gdje su se pokazali kao uc¢inkovita mjera za stupanj izlozenosti nekoj odredenoj
kemikaliji ili kao rani pokazatelj specificnih bolesti ili sindroma (Forbes, 2005). U
ekotoksikologiji molekularni biomarkeri se koriste kao pokazatelj toksi¢nosti tvari u okolisu
(Gastaldi 1 sur., 2007). Postoji viSe klasifikacija biomarkera, ali najprihvacenija podjela
biomarkera je na biomarkere u¢inka i biomarkere izlozenosti (Hopkin i sur., 2012). Biomarkeri
ucinka su oni biomarkeri Cija pojava oznaCava utjecaj neke kemijske tvari na organizam te
mogu pokazati stupanj djelovanja kemijske tvari na organizam, dok biomarkeri izloZenosti se
koriste kao dokaz izloZenosti organizma nekom odredenom agensu, ali ne mogu pokazati

stupanj utjecaja nekog kemijskog spoja na organizam.

1.4.1. Acetilkolin esteraza (AChE)

Acetilkolin esteraza je enzim Cija je uloga u organizmu hidroliticka razgradnja acetilkolina
na kolin i octenu kiselinu. Acetilkolin u organizmu ima ulogu neurotransmitera, odnosno
kemijskog prijenosnika ziv€anog signala u sinapsama. Nemogucnost njegovog funkcioniranja
uzrokovanog inhibicijom od strane kemijskih tvari odraZzava se nemogucéno$¢u prekida
prijenosa ziv¢anog impulsa u sinapsi. Primarno se acetilkolin esteraza nalazi u miSi¢nom tkivu
u sinapsama izmedu ziv¢anih stanica te u Zivéano-misSi¢nim sinapsama, a grupa enzima kojoj
pripada naziva se serinske esteraze (skupina enzima koja u aktivnom mjestu ima aminokiselinu
serin). Izlozenost gujavice E. andrei pesticidima (endosulfan, temefos, malation i pirimifos-
metil) pokazuje smanjenje aktivnosti AChE sa porastom koncentracije samih pesticida (Stepic¢

isur., 2013).



Acetilkolin-esteraza
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Slika 4: Kemijska reakcija hidrolitickog cijepanja acetilkolina na
kolin i octenu kiselinu
(Izvor: Web 5)
1.4.2. Katalaza (CAT)

Uloga enzima katalaze u stanici je razgradnja vodikovog peroksida na kisik i vodu
H>O,—H0 + O3

Vodikov peroksid u stanicama nastaje kao nusprodukt aerobnog metabolizma te kako bi
organizam mogao normalno funkcionirati mora biti metabolicki uklonjen jer ima izrazit
oksidativni ucinak na stani¢ne strukture, odnosno jedan je od kemijskih tvari koje u stanicama
neposredno izazivaju oksidativni stres. Kvartarna struktura katalaze se sastoji od ¢etiri domene
uz koje su prisutne Cetiri porfirinske skupine koje su ujedno i aktivno mjesto ovog enzima.
IzloZenost enhitreida (E. albidus) nanoCesticama bakra pokazala je utjecaj na aktivnost
katalaze. Nakon 4 dana izloZenosti nanoCesticama aktivnost katalaze se povecala, ali nakon 8
dana izlozenosti aktivnost katalaze opada ispod razine aktivnosti koju je pokazala kontrolna

skupina (Novais i sur., 2011).
1.4.3. Glutation -S-transferaza (GST)

Glutation -S-transferaza (GST) je skupina enzima koji u organizmu imaju ulogu
kataliziranja konjugacije elektrofilnih dijelova endogenih 1 egzogenih molekula sa
sulfhidrilnom skupinom tripeptida glutationa, ¢ime se smanjuje oksidativni utjecaj tih molekula
na organizam (Malavolta i Mocchegiani, 2016). Prilikom izlaganja gujavica vrste Aporrectodea

calliginosa nocturna smjesi Sest pesticida (klorpirifos-etil, A-cihalotrin, folpet, metalaksil-M,
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fosetil-Al 1 miklobutanil) primjecena je promjena u aktivnosti GST. Nakon 3 dana izloZenosti
pesticidima aktivnost GST bila je pove¢ana. Nakon 7 dana nije primjecena statisticki znacajna
razlika razlika u aktivnosti, ali nakon 14 dana aktivnost GST bila je znac¢ajno smanjena (Schreck

1 sur., 2008)

SH

I
NH. NH COOH + Ksenobiotik
- NH ~

COOH 0 Glutation-

Glutation S-transferaza

0 S-X
|
NH, COOH
AY\/LNH l NH\/—'
0

COOH
Glutation S-konjugat

Slika 5: Reakcija vezanja ksenobiotika na tripeptid glutation

(Izvor: Web 6)
1.4.4. Reaktivne supstance tiobarbiturne kiseline (TBARS)

TBARS test kvantitativno odreduje stupanj oksidativnog stresa mjere¢i peroksidativnu
razgradnju lipida koja je uzrokovana slobodnim radikalima. Produkt tih reakcija je
malonildialdehid (MDA), koji u reakciji sa tiobarbiturnom kiselinom pri uvjetima kiselosti 1
visoke temperature stvara produkt koji se moze mjeriti spektrofotometrijski (Oakes 1 sur.,
2002). Samo mjerenje slobodnih radikala je tesko zbog njihovog kratkog razdoblja poluzivota.
Svojim djelovanjem pesticidi kod terestrickih organizama povecéavaju oksidativni stres koji se

moze oCitovati mjerenjem koncentracije TBARS (Wu i sur, 2010).
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1.5. Cilj istrazivanja

e [straziti ucinak izlaganja enhitreida (E. albidus) pojedinacno cinkovom oksidu u nano i
ionskom obliku te fungicidu propikonazolu na aktivnosti biomarkera (AChE, CAT,
GST i TBARS)

e QOdrediti EC50 vrijednosti za reprodukciju nano i ionskog ZnO 1 propikonazola

e Utvrditi postoje li razlike u ucinku nano i ionskog ZnO i propikonazola prilikom
binarnog izlaganja na aktivnosti biomarkera

e Utvrditi postoje li razlike u ucinku nano i ionskog ZnO i propikonazola prilikom

binarnog izlaganja na reprodukciju
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2. MATERIJALI I METODE

2.1. Eksperimentalni organizmi

Organizam koji je koriSten u ovom pokusu je Enchytraeus albidus (Henle, 1837),
malocetinas iz porodice Enchytraeidae. Jedinke su uzgojene u laboratorijskoj kulturi na Odjelu

za biologiju u vlaznom tlu, a hranjene su se autoklaviranom i usitnjenom zobi.

2.1.1. Sistematika eksperimentalnog organizma

Carstvo: Animalia

Koljeno: Annelidae

Razred: Clitellata

Red: Enchytraeida

Porodica: Enchytraeidae

Rod: Enchytraeus

Vrsta: Enchytraeus albidus (Henle, 1837.)

Slika 6: Enchytraeus albidus (Henle, 1837)
(Izvor: Web 7)
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2.1.2. Grada eksperimentalnog organizma

Vrsta E. albidus pripada u podrazred malocetinasa. Izvana tijelo je jasno metamerno
podijeljeno na koluti¢e. Na svakom koluti¢u nalazi se po Cetiri vrecice iz kojih rastu Cetine
(dvije vrecice postavljene su s trbusne strane, a sa svake strane nalazi se joS po jedna vrecica).
Na osnovici svake Cetine nalaze se miSi¢i protraktori i retraktori (Habdija i sur., 2011). Na
povrsini epiderme nalazi se tanka kutikula koju izlucuju sluzne Zlijezde koje se nalaze u
epidermi. Ispod epiderme nalazi se sloj prstenastih miSica, a oni prekrivaju uzduzne misice
podijeljene u 4 snopa.

Ziv&ani sustav graden ljestvi¢ave je grade, a gradi ga ljestvi¢ava ZivEana vrpca koja se nalazi
duz tijela sa trbusne strane. U prednjem dijelu tijela nalaze se cerebralni i podzdrijelni ganglij
koji su medusobno povezani konektivama. Fotoreceptori su jednostani¢ni 1 nalaze se na
epidermi te su gusce grupirani s prednje i gornje strane tijela.

Probavni sustav je prohodan i zapocinje ustima koja se nalaze ispod prostomija. Iza usta
nalazi se Zdrijelo koje ima ulogu crpke za uvlacenje hrane, a takoder sadrzi i zdrijelne Zlijezde
koje izluCuju slinu. Nakon Zdrijela slijedi jednjak koji sa posteriorne strane prelazi u miSiéni
zeludac, a uloga mu je usitnjavanje hrane. Na misiéni zeludac nastavlja se trepetljikavo crijevo.
Prednji dio crijeva ima ulogu izlu¢ivanja probavnih enzima, a straznji dio ima apsorpcijsku
ulogu. Povrsina crijeva je povecana tzv. tiflozolisom, odnosno crijevnim uvrnu¢em. Probavni
sustav zavrSava sa otvorom pigidijem.

Optjecajni sustav graden je od ledne i trbusne krvne zile koje su medusobno povezane
prstenastim zilama. Krv u lednoj zili te€e prema naprijed, a u trbusnoj prema natrag. U prednjem
dijelu tijela nalaze se bocna srca. Izmjena plinova odvija se preko povrsine tijela, a respiratorni
pigment je hemoglobin.

U odraslih jedinki za ekskreciju zaduzen je metanefridijalni sustav. Nefrostom se nalazi na
koluti¢u ispred, pocetni dio tubula prolazi kroz pregradu izmedu koluti¢a te se u sljede¢em
koluti¢u stvara klupko.

Gonade su smjestene u nekoliko prednjih koluti¢a (spolni koluti¢i). Zenski spolni kolutiéi
nalaze se iza muskih, Sto znaci da su jedinke vrste E. albidus su hermafroditi. U ranoj fazi
razvoja gamete se otpustaju 1 ulaze u celomske odjeljke, tzv. sjemene mjehurice (gdje odlaze
spermiji) i jajne vrecice (gdje odlaze jajne stanice) u kojima se dogada sazrijevanje spolnih
stanica. Pojas (clitellum) je pomo¢na reproduktivna struktura koja ima trostruku ulogu. U

povrsinskom dijelu nalaze se sluzne Zlijezde, u srednjem dijelu se nalaze Zlijezde koje izlucuju
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kokon, a najdublji sloj zaduzen je za izluCivanje albumina, ¢ija je uloga prehrana embrija

(Habdija i sur, 2011).

2.2. Ispitivane tvari

Ispitivane tvari u ovom pokusu su bile Cestice cinkovog oksida (ZnQO), u nano i ne nano

obliku, te fungicid propikonazol (PCZ).

2.2.1. Cinkov oksid (ZnO)

Nanocestice ZnO privukle su paznju Sirokog spektra struka zbog posebne iskoristivosti na
podrucju optoelektronike, senzora, vodi¢a i biomedicine. Ve¢ 1960-ih zapoceta je sinteza i
istrazivanja tankih ZnO filmova zbog primjene kao senzora, vodica i katalizatora, a u zadnjih
nekoliko desetlje¢a fokus proucavanja je prebacen na jednodimenzionalne (1D) nanomaterijale
jer se smanjenjem veliCine Cestica na nano razinu pojavljuju svojstva (elektricna, mehanicka,
opticka i1 kemijska) koja nisu karakteristi¢na za isti materijal pri ve¢im dimenzijama Cestica.
ZnO je visestruko iskoristiv materijal sa mogu¢noscu sinteze raznolike morfologije, koja moze
varirati u nizu oblika: nanocesalj, nanoprsten, nanoheliks, nanozica i nanokavez (Wang, 2004)

Sinteza nanocestica ZnO odvija se pomocu solid-vapour tehnike. ZnO koji se nalazi u
praSkastom obliku vaporizira se povecanjem temperature nakon ¢ega u kontroliranim uvjetima
promjenom parametara kao Sto je tlak, temperatura i sastav atmosfere u kojoj se odvija sinteza

kondenziraju nanocestice ZnO (Wang, 2004).
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Slika 7: Primjeri raznolikosti morfologije nanocestica Zno

(Izvor: Web 8)

Proizvodac nanocestica ZnO je tvrtka lo-li-tec, a prosjecna veli¢ina nanocestica je od 90-

210 nm. Proizvodac ne nano cestica ZnO je tvrtka T.T.T. d.o.o.
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2.2.2. Propikonazol (PCZ)

Propikonazol (PCZ) je fungicid koji pripada u skupinu triazolnih fungicida. Takoder je
poznat pod imenom DMI (engl. demethylation inhibiting fungicide). Propikonazol djeluje tako
da se veze (te inhibira) 14-alfa demetilazu koja fizioloski demetilira prekursor u ergosterol.
Posljedi¢no ergosterol se ne moze ugraditi u rastu¢u staniénu membranu gljivica §to zaustavlja

stanicni rast gljivica.

Cl

Slika 8: Strukturna formula propikonazola

(Izvor: Web 9)

Propikonazol, kao i ostali triazolni fungicidi, imaja krac¢i period poluraspada i manju stopu
bioakumulacije od organoklorida, ali znacajan negativan utjecaj na vodene ekosustave. U ovom
radu koriSten je komercijalni pripravak propikonazola pod nazivom ,,Bumper 25 EC*
proizvodaca Irvita Plant Protection N.V., ¢ija je koncentracija propikonazola 250 g/L. Koristi
se kod gljivicnih infekcija pSenice i jeCma, vinove loze te ukrasnog bilja. Prilikom tretiranja
pSenice i jeéma na povrsinu od 1000 m? primjenjuje je 50 ml koncentrata koji se razrjeduje u
30-60 L vode. Prilikom tretiranja vinove loze koristi se 0.010-0.015% otopina koncentrata (10-

15 mL sredstva se razrijedi u 100 L vode) (Web 10).
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2.3. Reprodukcijski test toksi¢nosti s enhitreidama

Reprodukeijski test toksi¢nosti s enhitreidama radi se prema OECD protokolu br. 220
(OECD, 2004), a cilj testa je utvrditi utjecaj kemijske tvari na reprodukcijsku sposobnost
enhitreida. Test traje ukupno 6 tjedana, a sastoji se od 2 dijela po 3 tjedna. Nakon prva 3 tjedna
iz tla se odstranjuju odrasle jedinke te im se utvrduje broj. Nakon druga 3 tjedna se utvrduje
broj juvenilnih jedinki.

Prije testa potrebno je pripremiti umjetno tlo, Ciji je sastav:

10% treset

20% gline (udio kaolinita ve¢i od 30%)
1% CaCO3

69% pijesak

pH tla koje se koristi za provodenje ovog reprodukcijskog testa iznosi 6.0 + 0.5

2.3.1. Pojedina¢no izlaganje cinku i propikonazolu

2.3.1.1. Cinkov oksid (ZnO)

U pripremljeno (suho) umjetno tlo dodan je cinkov oksid (nano i ne nano oblik odvojeno) u
5 razlic¢itih koncentracija: 100 mg/kg, 250 mg/kg, 500 mg/kg, 750 mg/kg 1 1000 mg/kg te je po
20 g smjese stavljeno u svaku staklenku. Veli¢ina nanoc¢estica ZnO iznosila je 20 nm. Za svaku
koncentraciju napravljen je pentaplikat, kao i pentaplikat kontrolnog uzorka (bez cinkovog
oksida). U pripremljeno tlo s umijeSanim cinkom dodana je voda kako bi se postigla Zeljena
vlaznost od 50% WHC (engl. water holding capacity), odnosno kapaciteta tla za vodu.
Enhitreide su dodane nakon 24 h, 10 odraslih jedinki po uzorku.

2.3.1.2. Propikonazol

Kako je propikonazol u tekucem stanju, napravljene su vodene otopine razliCitih
koncentracija propikonazola koje su potom dodavane u pripremljeno suho umjetno tlo.
Napravljeno je 5 koncentracije propikonazola, a one su iznosile: 0.3125 mg/kg, 0.625 mg/kg,
1.225 mg/kg, 2.450 mg/kg 1 4.9 mg/kg. U svaku teglicu se prethodno stavilo 20 g umjetnog tla.

Dodana koli¢ina otopine pesticida odgovarala je vlaznosti tla od 50% WHC (engl. water
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holding capacity), odnosno kapaciteta tla za vodu. Za svaku koncentraciju napravljen je

pentaplikat, kao i pentaplikat kontrole (bez propikonazola). Enhitreide su dodane nakon 24 h,

10 odraslih jedinki po uzorku.

2.3.1.3. Binarno izlaganje cinku i propikonazolu

Nakon provedenog pokusa s pojedina¢nim izlaganjem cinku i propikonazolu izracunate su

EC50 vrijednosti za svaku od njih. Odredena EC50 vrijednost za nano ZnO je 640 mg/kg za ne

nano ZnO je 446 mg/kg, a za propikonazol 3.63 mg/kg. U CI tretman dodan je samo ZnO

koncentracije EC50, a u C5 EC50 koncentracija propikonazola. Koncentracije za nanocestice

ZnO i propikonazol nalaze se u tablici 1, a u tablici 2 nalaze se koncentracije za ne nano Cestice

ZnO 1 propikonazol. Kao i u pokusu s pojedina¢nim izlaganjem prvo je umjesan cink u suho

umjetno tlo, a zatim su dodane otopine propikonazola odredenih koncentracija i volumena kako

bi postigli Zeljenu vlaznost tla (50% WHC).

Tablica 1: Koncentracije nanocestica ZnO 1 PCZ u binarnim uzorcima

K Cl C2 C3 C4 C5
0%Zn0% | 100% ZnO, 0% PCZ | 75% Zn0,25% PCZ | 50% ZnO, 50% PCZ | 25% ZnO, 75% PCZ | 0% ZnO, 100% PCZ
PCz
Zn0 | PCZ | ZnO PCZ Zn0 PCZ Zn0 PCZ Zn0 PCZ Zn0 PCZ
(mg20g) | (mg20g) | (mg/20g) | (mg/20g) | (mg/20g) | (mg/20g) | (mg20g) | (mg20g) | (mg/20g) | (mg20g)
0 | o 12.8 0 9.6 0.01815 64 0.0363 32 0.05445 0 0.0726
Tablica 2: Koncentracije ne nano cestica ZnO i1 PCZ u binarnim uzorcima
K C1 C2 C3 C4 C5
0% Zn 0% | 100% ZnO, 0% PCZ | 75% Zn0,25% PCZ | 50% ZnO, 50% PCZ | 25% ZnO, 75% PCZ | 0% ZnO, 100% PCZ
PCZ
ZnO | PCZ ZnO PCz ZnO PCZ ZnO PCz ZnO PCZ ZnO PCZ
(mg/20g) | (mg20g) | (mg20g) | (mg/20g) | (mg/20g) | (mg/20g) | (mg20g) | (mg/20g) | (mg20g) | (mg20g)
0 | o 8.92 0 669 | 001815 | 446 0.0262 223 | 005445 0 0.0726

Za svaki uzorak napravljen je pentaplikat. Enhitreide su dodane nakon 24 h, 10 odraslih

jedinki po uzorku.
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2.3.2. Tijek reprodukcijskog testa

Nakon §to su pripremljeni uzorci sa dodanim odraslim jedinkama E. albidus, test se provodio
na temperaturi od 2042 °C. Svakih 7 dana provjeravana je vlaznost tla te se gubitak vode iz tla
(uzrokovan evaporacijom) nadoknadivao. Svakih 14 dana dodavana je usitnjena zob u uzorke
kao hrana. Nakon 3 tjedna prebrojane su odrasle jedinke, te su odstranjene iz uzoraka kako bi
se izmjerila enzimska aktivnost. U sljedec¢a 3 tjedna na isti nac¢in nadoknadivana je vlaznost i
hrana. ZavrSetkom Sestog tjedna izvedeno je bojanje prema aneksu 6 OECD protokola br. 220
(OECD, 2004). U staklenke sa uzorcima prvo je dodano 5 mL etanola kako bi se jedinke
fiksirale. Nakon fiksacije do vrha staklenki je dodana voda te je naposljetku dodano po nekoliko

kapi otopine boje Bengalred (1% otopina u etanolu).

Slika 9: Bojanje juvenilnih jedinki prije brojanja

Fotografirao: Nikola Curéi¢
Nakon 24 sata bojanja, tlo sa bojom prebaceno je u aluminijske kadice kako bi se lakSe moglo

izvesti brojanje jedinki. Zbog dodatnog olakSanja koristena je plastika u obliku simbola ,,+*

kako bi se povrsina kadice podijelila na 4 manja kvadranta.
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Slika 10: Kadice sa obojanim uzorcima juvenilnih jedinki

Fotografirao: Nikola Curéi¢

Slika 11: Obojane juvenilne jedinke E. albidus

Fotografirao: Nikola Cur¢ié
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2.4. Mjerenje enzimske aktivnosti

Nakon tri tjedna odrasle jedinke E. albidus su odstranjene iz uzoraka kako bi se pripremila
postmitohondrijska frakcija (S9) za mjerenje aktivnost sljede¢ih enzima:
- Acetilkolin esteraza (AchE)
- Katalaza (CAT)
- Glutation-S-transferaza (GST)
- Reaktivne supstance tiobarbiturne kiseline (TBARS)
Odrasle jedinke E. albidus nakon uklanjanja iz uzoraka su izvagane te homogenizirane u
kalij-fosfatnom puferu (pH=7,2). Nakon homogenizacije homogenat je centrifugiran na 9000 x
g pri temperaturi od 4 °C. Supernatant je na prije mjerenja enzimske aktivnosti pohranjen u

Eppendorf epruvetice na temperaturi od -80 °C.

2.4.1. Acetilkolin esteraza (AchE)

Aktivnost acetilkolin esteraze mjerena je metodom po Ellman i sur. (1961). Metoda se
zasniva na ¢injenici da iz acetiltiokolina enzimatski potpomognutom hidrolizom nastaju acetat
i tiokolin. U smjesu se dodaje Ellmanov reagens — 5,5'-Ditio-bis-(2-nitrobenzojev) anion
(DTNB) koji reagira sa tiokolinom i nastaje Zuto obojeni produkt, anion 5-tio-2-nitrobenzojeve
kiseline (TNB). Nakon pojave Zutog obojenja mjerena je apsorbanca uzoraka pri 412 nm
(maksimum apsorbancije za TNB). Apsorbancija je mjerena u staklenim kivetama sa trajanjem

od 30 sekundi.

acetiltiokolin — acetat + tiokolin

tiokolin + ditiobisnitrobenzoat — anion 5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline
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2.4.2. Katalaza (CAT)

Aktivnost katalaze mjerena je metodom po Claiborne i sur. (1985). Metoda mjeri kataliticku
razgradnju vodikovog peroksida od strane katalaze tako da prati opadanje apsorbancije na

valnoj duljini od 240 nm tijekom 30 sekundi. Mjerenje se odvija u kvarcnoj kiveti.

2H,0,; — O, + 2H,0

2.4.3. Glutation-S-transferaza (GST)

Aktivnost glutation-S-transferaze mjerena je metodom po Habig i sur. (1974). Metoda se
zasniva na mjerenju rasta apsorbancije pri valnoj duljini od 340 nm tijekom 30 sekundi. GST
katalizira konjugaciju L-glutationa i1 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) preko tiolne skupine

L-glutationa. Mjerenje se odvija u kvarcnoj kiveti.

GSH + DTNB — GS-DNB konjugat + HCI

2.4.4. Reaktivne supstance tiobarbiturne kiseline (TBARS)

Prilikom odredivanja koncentracije TBARS koristena je metoda prema Buege 1 Aust (1978).
Ova metoda mjeri koncentraciju malondialdehida koji nastaje kao produkt peroksidacije
polinezasi¢enih lipida. Molekula malondialdehida reagira sa dvije molekule tiobarbiturne
kiseline (Knoevogelova kondenzacija), a pri tome nastaje produkt koji ima maksimum
apsorbancije pri 532 nm.

Uzorak se razrijeduje 5 puta sa fosfatnim puferom. U uzorke pomijesane s puferom dodaje
se smjesa TCA-TBA-HCI, nakon cega slijedi vorteksiranje. Nakon vorteksiranja uzorci se
zagrijavaju na 100 °C u trajanju od 15 min. Nakon hladenja uzorci se centrifugiraju pri sili 15
000 g, nakon ¢ega se uklanja precipitat. Iz dobivenog produkta ocitava se apsorbancija pri 532

nm.
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2.5. Statisticka obrada podataka

Svi dobiveni podaci obradeni su u R software-u za statistiCku obradu podataka. Za izra¢un
EC50 vrijednosti koriSten je paket drc, te su krivulje fitane 4-parametarskim logistickim
modelom. Od statistickih metoda koristeni su Shapiro-Wilk-ov test normalnosti 1 Bartlett-ov
test homogenosti varijance. Shapiro-Wilk-ov test testira nul-hipotezu je li distribucija podataka
normalna. Nakon potvrde normalne distribucije proveden je Bartlett-ov test homogenosti ¢ime
je potvrdena homogenost varijance. Nakon analize varijance (ANOVA) koristen je Dunnet-ov
post-hoc test (modificirani t-test koji usporeduje svaku eksperimentalnu skupinu sa kontrolnom

skupinom). Graficki prikazi izradeni su u programu Excell 2016 (MS Office 2016).
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3. REZULTATI

3.1. Reprodukcijski test

3.1.1. Pojedinacno izlaganje

EC50 i EC10 vrijednosti za enhitreide prilikom izlaganja nanocesticama ZnO, ne nano

Cesticama ZnO i propikonazolu odredene su pomocu reprodukcijskog testa (Tablica 3, 4 i 5).

Rezultati su takoder prikazani kao doza-odgovor krivulje za svaku od navedenih tvari (Slika

12,131 14).

Tablica 3. EC10 i EC50 vrijednost za izlaganje enhitreida nanocesticama ZnO

nZnO Procjenjena Standardna Donja asimptota | Gornja
vrijednost greska asimptota

EC50 (mg/kg) | 641,205 88,824 458,953 823,457

EC10 (mg/kg) | 362,325 157,246 39,683 684,967

Tablica 4. EC10 i EC50 vrijednost za izlaganje enhitreida ne nano Cesticama ZnO

bZnO Procjenjena Standardna Donja asimptota | Gornja
vrijednost greska asimptota
EC50 (mg/kg) | 445,780 148,402 141,283 750,276
ECI10 (mg/kg) | 46,962 44,792 -44,942 138,867
Tablica 5. EC10 i EC50 vrijednosti za izlaganje enhitreida propikonazolu
PCZ Procjenjena Standardna Donja asimptota | Gornja
vrijednost greska asimptota
EC50 (ng/kg) 3620,89 1685,35 162,83 7078,94
EC10 (ng/kg) 177,23 237,71 -310,51 664,97
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Slika 12. Doza-odgovor krivulja za nanocestice ZnO prilikom
pojedinacnog izlaganja enhitreida
250 -
200 | o 8
150 4 o
8
100
50
D —]
I I I
0 100 1000

konc

Slika 13. Doza-odgovor krivulja za ne nano Cestice ZnO prilikom

pojedinacnog izlaganja enhitreida
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Slika 14. Doza-odgovor krivulja za propikonazol prilikom

pojedinacnog izlaganja enhitreida
3.1.2. Binarno izlaganje
Statisticki znacajna razlika u broju juvenilnih jedinki nakon binarnog izlaganja nZnO/PCZ

prisutna je kod koncentracija C1, C2, C4 i C5, a nakon binarnog izlaganja bZnO/PCZ prisutna
je kod koncentracije C1 (Slika 15).
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Slika 15: Usporedba prosje¢nog broja juvenilnih jedinki prilikom binarnog

izlaganja nZnO/PCZ (plavo) i bZnO/PCZ (crveno)
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3.2. Enzimska aktivnost AChE, CAT i GST
3.2.1. Acetilkolin-esteraza
Statisti¢ki znacajna razlika u aktivnosti AChE nakon pojedinacnog izlaganja nZnO prisutno

je kod koncentracija 500, 750 i 1000 mg/kg, a nakon pojedinacnog izlaganja bZnO prisutno je
kod koncentracija 100, 500 i 750 mg/kg (Slika 16).
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Slika 16: Usporedba relativne aktivnosti AChE u usporedbi sa kontrolom prilikom

pojedinacnog izlaganja nanocesticama (plavo) i ne nano Cesticama (crveno) ZnO
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Prilikom izlaganja propikonazolu nije primjecena statisticki znacajna razlika u enzimskoj

aktivnosti AChE (Slika 17).
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Slika 17: Relativna aktivnost AChE u odnosu na kontrolnu skupinu prilikom

pojedinacnog izlaganja propikonazolu

Prilikom binarnog izlaganja nZnO/PCZ nije primjeCena statistiCcki znaCajna razlika u
aktivnosti AChE u usporedbi sa kontrolnom skupinom, dok kod binarnog izlaganja bZnO/PCZ

postoji statisti¢ki znacajna razlika za koncentracije C2 i C3 (Slika 18).
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Slika 18: Usporedba relativnih enzimskih aktivnosti AChE prilikom binarnih izlaganja
nZnO/PCZ (plavo) i bZnO/PCZ (crveno)
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3.2.2. Katalaza

Prilikom pojedinacnog izlaganja nZnO statisticki znacajna razlika enzimske aktivnosti CAT
u usporedbi sa kontrolom prisutna je kod koncentracija 250, 500, 750 i 1000 mg/kg, dok
prilikom izlaganja bZnO znacajna razlika je prisutna samo kod koncentracije 1000 mg/kg (Slika

19).
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Slika 19: Usporedba relativne enzimske aktivnosti CAT nakon pojedinacnog

izlaganja nZnO (plavo) i bZnO (crveno)

Prilikom pojedina¢nog izlaganja propikonazolu nije primjecena statisticki znacajna razlika

u aktivnosti CAT u usporedbi sa kontrolnom skupinom (Slika 20).
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Slika 20: Relativna enzimska aktivnost CAT nakon pojedinac¢nog

izlaganja propikonazolu

Prilikom binarnih izlaganja nije prisutna statisti¢ki znacajna razlika u enzimskoj aktivnosti

CAT u usporedbi sa kontrolnom skupinom (Slika 21).
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Slika 21: Usporedba relativne enzimske aktivnosti CAT nakon binarnog izlaganja

nZnO/PCZ (plavo) i bZnO/PCZ
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3.2.3. Glutation — S — transferaza

Statisticki znacajna razlika enzimske aktivnosti GST u usporedbi sa kontrolom nakon
pojedinacnih izlaganja nZnO 1 bZnO prisutna je pri koncentracijama 500, 750 1 1000 mg/kg
(Slika 22).
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Slika 22: Usporedba relativne enzimske aktivnosti GST nakon izlaganja

nZnO (plavo) 1 bZnO (crveno)

Statisticki znacajna razlika enzimske aktivnosti CAT u usporedbi sa kontrolom prilikom

izlaganja propikonazolu prisutna je kod svih koncentracija (Slika 23).
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Slika 23: Relativna enzimska aktivnost GST nakon

izlaganja propikonazolu
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Prilikom binarnog izlaganja nZnO/PCZ statisti¢ki znacajna razlika u enzimskoj aktivnosti
GST u usporedbi sa kontrolnom skupinom prisutna je kod svih koncentracija, dok kod binarnog

izlaganja bZnO/PCZ nije prisutna samo pri koncentraciji C1 (Slika 24).
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Slika 24: Usporedba relativne enzimske aktivnosti izmedu binarnih izlaganja nZnO/PCZ i

bZnO/PCZ

3.2.4. TBARS

Statisticki znacajna razlika u koncentraciji TBARS u usporedbi sa kontrolnom skupinom

nakon projedinacnih izlaganja nZnO 1 bZnO prisutna je pri koncentraciji 1000 mg/kg

(Slika 25).
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Slika 25: Usporedba relativne koncentracije TBARS nakon pojedina¢nih
izlaganja nZnO 1 bZnO

Statisticki znacajna razlika u koncentraciji TBARS u usporedbi sa kontrolnom skupinom
nakon izlaganja propikonazolu prisutna je pri koncentracijama 0.3125, 0.625 i 2.45 mg/kg
(Slika 26).
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Slika 26: Relativna koncentracija TBARS nakon pojedinacnog

izlaganja propikonazolu
Statisticki znacajna razlika koncentracije TBARS u uporedbi sa kontrolnom skupinom

nakon binarnog izlaganja nZnO/PCZ prisutna je pri koncentracijama C3, C4 i C5, a nakon

binarnog izlaganja bZnO/PCZ je prisutna kod koncentracija C2, C3, C4 1 C5 (Slika 27).
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Slika 27: Usporedba relativne koncentracije TBARS izmedu dvaju
Binarnih izlaganja (nZnO/PCZ i bZnO/PCZ)
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4. RASPRAVA

Poljoprivredna aktivnost u suvremeno doba nezamisliva je bez uporabe pesticida. Pesticidi
su omogucili poveéanje poljoprivrednih prinosa na jednakoj povrsini obradive povrsine koja se
koristila 1 prije primjene pesticida (primjenom pesticida smanjeni su gubici) (Gaupp-
Berghausen, 2015). Medutim, unato¢ prednostima koje je primjena pesticida donijela u
poljoprivrednoj proizvodnji, velikim brojem istrazivanja dokazano je negativno djelovanje
pesticida na okoli§ (Otitoju i Onwurah, 2011). Kako bi se §to viSe smanjili negativni ucinci
pesticida posebna paznja posvecuje se odredivanju koli¢ine, ali 1 vrste pesticida koji ¢e se
primjenjivati na odredenoj poljoprivrednoj povrsini, $to se odreduje s obzirom na kulturu koja
se uzgaja te nametnika koji smanjuje poljoprivredni prinos. Jedan od prijedloga kako smanjiti
uporabu pesticida, koji su po prirodi organski spojevi, je primjena nanocestica metala kao
nosaca pesticida (Bhattacharyya, 2010), ¢ime bi se koli¢ina pesticida smanjila. Nanocestice
nosaci su zapravo nanoporozni zeoliti koji postupno otpustaju pesticid u tlo. Stopa otpustanja
pesticida sa nosaca ovisi o koncentraciji pesticida u tlu koje se nalazi oko nosaca. Tako bi bez
obzira na ispiranje tla padalinama koncentracija pesticida bila na Zeljenoj razini. Osim toga u
tlu se ne bi nalazila veca koncentracija pesticida od Zeljene, jer nosaci ne bi otpustali
prekomjernu koliCinu pesticida. Unato¢ smanjenju koli¢ine pesticida koje bi se ovom
primjenom nanocestica metala postigli, istraZzivanja su pokazala negativan utjecaj samih
nanocestica metala na okoli$, odnosno organizme. Tako je u nekim slu¢ajevima dokazan veci
negativan utjecaj nanocestica metala od Cestica istog metala koje imaju ve¢u dimenziju (Chen
1 sur., 2006).

Eksperimentalni organizam koriSten u ovom radu je Enchytraeus albidus (Henle, 1837),
malocetina$§ (Oligochaeta) iz porodice Enchytraeidae. Prednost primjene enhitreida kao
eksperimentalnog organizma je njihova veliCina te relativno kratak vremenski period potreban
za razmnozavanje. Manja dimenzija enhitreida u usporedbi sa gujavicama omogucuje
provodenje testa u manjim uzorcima tla. Osim manjih uzoraka sam test toksi¢nosti koji se
provodi na enhitreidama kraéi je od testa toksi¢nosti na gujavicama zbog kra¢eg vremenskog
razdoblja potrebnog za razmnoZzavanje.

Nakon provedenog reprodukcijskog testa enhitreida odredena je EC50 vrijednost za sljedece
tvari: nanocestice ZnO, ne nano Cestice ZnO i propikonazol. EC50 za nanocestice ZnO iznosila

je 640 mg/kg, za ne nano Cestice ZnO 446 mg/kg, a za propikonazol 3.36 mg/kg. Rezultat
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dobiven u ovom radu u suglasnosti je sa Lock 1 Janssen (2003) koji su odredili EC50 vrijednost
za ne nano ¢estice ZnO na E. albidus 1 ona je iznosila 461 mg/kg.

U toksikoloskim istrazivanja vec¢u prednost od samog odredivanja koncentracije toksi¢nih
tvari u okoliSu daje se biomarkerima. Biomarkeri predstavljaju promjenu u kvantitativnom
udjelu nekih tvari koje se nalaze u organizmu fizioloski. Isto tako, kao biomarkeri se koriste
promjene enzimske aktivnosti nakon izlaganja eksperimentalnih organizama toksi¢nim
tvarima. U ovom radu kao dokaz utjecaja nanocestica i ne nano Cestica ZnO te propikonazola
na enhitreide kao biomarkeri su se koristili: acetilkolinesteraza, katalaza, glutation S —
transferaza (promjena u njihovoj enzimskoj aktivnosti u usporedbi sa kontrolnom skupinom) te
promjene koncentracije reaktivnih supstanci tiobarbiturne kiseline (TBARS).

Acetilkolinesteraza u organizmu ima ulogu razgradnje acetilkolina na kolin i acetat.
Acetilkolin ima ulogu neurotransmitera, odnosno prijenosa kemijskog signala izmedu Ziv¢anih
stanica ili izmedu ziv€ane stanice 1 miSi¢ne stanice u neuromuskularnoj pukotini. Uloga enzima
acetilkolinesteraze je regulacija normalnog prijenosa signala, odnosno normalno funkcioniranje
ziv€éanog i miSiénog tkiva. Vezanjem inhibitora (neki pesticidi imaju inhibitorno djelovanje na
AChE) na aktivno mjesto enzima onemogucuju njegovu kataliticku ulogu, §to dovodi do
nakupljanja acetilkolina u sinapsama ili neuromuskularnim pukotinama, a posljedi¢no do
paralize. Statisticki znacajna promjena u enzimskoj aktivnosti nakon izlaganja nanocesticama
ZnO zapazena je kod koncentracija od 500, 750 i 1000 mg/kg, a nakon izlaganja ne nano
Cesticama ZnO razlika je primije¢ena pri koncentracijama 100, 250 i 750 mg/kg. Enzimska
aktivnost pri svim koncentracijama cestica ZnO povecana (Cak 1 kod koncentracija gdje
promjena aktivnosti nije statisticki znacajna). Takoder, povecanje enzimske aktivnosti AChE
kod enhitreida primijecena je i nakon izlaganja nanocesticama bakra (Gomes i sur., 2011).
Povecanje enzimske aktivnosti AChE zabiljezeno je i u mozgu pcele (Apis mellifera) nakon
izlaganja nanocesticama ZnO te Zn u ionskom obliku (Milivojevi¢ 1 sur., 2014). Iako nakon
izlaganja propikonazolu nije primijeéena statisticki znacajna razlika u aktivnosti AChE u
usporedbi sa kontrolnom skupinom, aktivnost zabiljeZena pri manjim koncentracijama bila je
veca od kontrolne (aktivnost postupno opada od najmanje koncentracije do najvece
koncentracije), a samo je pri najvecoj koncentraciji (4,9 mg/kg) enzimska aktivnost AChE bila
manja od aktivnosti koja je izmjerena u kontrolnoj skupini. Nakon binarnog izlaganja
nZnO/PCZ statisticki znacajna razlika u enzimskoj aktivnosti AChE nije bila prisutna kod niti
jedne koncentracije, a nakon izlaganja bZnO/PCZ statisticki znacajna razlika u enzimskoj
aktivnosti AChE primjecena je kod koncentracija C2 (75% EC50 bZnO; 25% EC50 PCZ) 1 C3
(50% ECS50 bZnO; 50% EC50 PCZ).
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Katalaza je enzim ¢ija je uloga razgradnja vodikovog peroksida na vodu i kisik. Ona se u
stanici aerobnih organizama nalazi u peroksisomima te je jedan od enzima koji imaju ulogu
obrane organizma od oksidativnog stresa. Promjena u aktivnosti katalaze moze se koristiti kao
biomarker oksidativnog stresa upravo zbog njezinog katalitickog djelovanja koje je usmjereno
na smanjenje oksidativnog stresa u stanici. Nakon pojedinacnih izlaganja nanocesticama 1 ne
nanocesticama ZnO statisticki znacajna promjena enzimske aktivnosti prisutna je kod izlaganja
nanocesticama ZnO pri koncentracijama od 250, 500, 750 i 1000 mg/kg, a kod izlaganja ne
nanocesticama ZnO statisticki znacajna razlika u aktivnosti bila je prisutna samo pri
koncentraciji od 1000 mg/kg. Kod svih statisticki znacajnih razlika enzimske aktivnosti za
pojedinacna izlaganja Cesticama ZnO aktivnost je bila povecana u usporedbi sa kontrolnom
skupinom. Ovakvi podaci upucuju na povecanu toksi¢nost nanocestica ZnO u usporedbi sa
Cesticama koje imaju vecu dimenziju. Slicna razlika u utjecaju na aktivnost katalaze
primijecena je kod istrazivanja utjecaja nanocestica i ne nanocestica ZnO na tkivo jetre, Skrga
1 crijeva na ribe vrste Danio rerio (Xiong i sur., 2011). Nakon pojedinacnog izlaganja
propikonazolu nije primijecena statisticki znacajna razlika u enzimskoj aktivnosti katalaze u
usporedbi sa kontrolnom skupinom, iako je enzimska aktivnost katalaze bila blago povecana
prilikom izlaganja propikonazolu u usporedbi s kontrolnom skupinom. Hackenberger i sur.,
(2017) pri odredenim uvjetima temperature i vlage tla (20 °C i 50% vlaznosti tla) utvrdili su
porast enzimske aktivnosti CAT nakon izlaganja gujavica Eisenia fetida propikonazolu.
Takoder nakon binarnih izlaganja nije primijec¢ena statisticki znacajna razlika u enzimskoj
aktivnosti katalaze u usporedbi sa kontrolnom skupinom.

Glutation S — transferaza (GST) enzim je koji se nalazi u citosolu stanica, a ¢ija je uloga
kataliziranje vezanja endogenih ili egzogenih elektrofilnih molekula sa tripeptidom
glutationom, §to je jedan od nacina obrane organizma od oksidativnog stresa. Prilikom izlaganja
enhitreida nanocesticama 1 ne nano Cesticama ZnO enzimska aktivnost GST bila je veca pri
svim koncentracijama u usporedbi sa kontrolnom skupinom. Statisti¢ki znacajna razlika u
aktivnosti GST bila je pri koncentracijama 500, 750 i 1000 mg/kg. Vazna uloga GST-a je
uklanjanje ksenobiotickih molekula iz organizma te odrzavanje homeostaze organizma.
Posljedica djelovanja ovog enzima smanjenje je oksidativnog stresa uzrokovanog elektrofilnim
molekulama Cije se djelovanje neutralizira vezanjem sa glutationom. Ovo povecanje aktivnosti
GST nakon izlaganja nanocCesticama metala ve¢ je zabiljeZzeno u drugim istrazivanjima. Tako
su Gomes 1 sur., (2011) zabiljezili povecanje enzimske aktivnosti GST nakon izlaganja
nanocesticama bakra 1 bakru u ionskom obliku (CuCl,), pri Cemu je veca enzimska aktivnost

prilikom izlaganja nanocCesticama bakra. To je sluCaj i u ovome istraZzivanju jer je izlaganje
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nanocesticama ZnO za posljedicu imalo vecu enzimsku aktivnost GST u usporedbi sa
izlaganjem ne nano Cesticama ZnO. Takoder Mwaanga i sur., (2014) zabiljezili su povecanje
enzimske aktivnosti GST u vodenbuhe Daphnia magna nakon izlaganja nanocesticama ZnO i
CuO u usporedbi sa kontrolnom skupinom. Nakon pojedinacnog izlaganja propikonazolu
enzimska aktivnost GST bila je statisticki znaCajno povecana pri svim koriStenim
koncentracijama. U istrazivanju utjecaja razliite temperature i vlage na biomarkere gujavice
Eisenia fetida prilikom izlaganja propikonazolu povecanje aktivnosti GST bilo je prisutno pri
svim koncentracijama i kombinacijama vlage i temperature tla (Hackenberger i sur., 2017).
Prilikom binarnih izlaganja za kombinaciju nZnO/PCZ statisti¢ki znacajno povecanje enzimske
aktivnosti GST bilo je prisutno kod svih koncentracija, a za kombinaciju bZnO/PCZ statisticki
znaajno povecanje bilo je prisutno pri koncentracijama C2 (75% EC50 bZnO; 25% EC50
PCZ), C3 (50% EC50 bZnO; 50% EC50 PCZ), C4 (25% EC50 bZnO; 75% EC50 PCZ) i C5
(0% EC50 bZnO; 100% EC50 PCZ).

Povecana prisutnost TBARS u uzorcima u usporedbi sa kontrolnom skupinom ukazuje na
povecani oksidativni stres. Pove¢anjem koncentracije slobodnih radikala u stanici posljedicno
uzrokuje povecanje oksidativnog stresa, €iji je jedan od produkata 1 malonildialdehid koji se u
ovome istrazivanju mjerio po metodi Buege i Aust (1978). Statisticki znacajno povecanje
koncentracije TBARS za izlaganja nanocesticama i ne nano ¢esticama ZnO zabiljeZeno je pri
koncentraciji od 1000 mg/kg ZnO. Pri koncentracijama od 100 1 250 mg/kg ZnO zabiljezena je
veca koncentracija TBARS prilikom izlaganja ne nano ¢esticama, dok pri koncentracijama 500,
750 1 1000 mg/kg ZnO veca je koncentracija TBARS =zabiljezena prilikom izlaganja
nanoCesticama. Prilikom mjerenja oksidativnog stresa u jetri i mozgu misa uzrokovanih
izlaganjem nanocesticama TiO», ZnO i AlO; zabiljeZeno je znacajno poveéanje koncentracije
TBARS uzrokovano od strane nanocestica sva tri navedena oksida metala (Shrivastava i sur.,
2013). Prilikom pojedinacnog izlaganja enhitreida propikonazolu primjeceno je statisticki
znacajno povecanje koncentracije TBARS u usporedbi sa kontrolnom skupinom pri
koncentracijama od 0.3125, 0.625 1 2.45 mg/kg. Li i sur., (2011) zabiljezili su povecanje
koncentracije TBARS nakon izlaganja juvenilnih jedinki Oncorhynchus mykiss propikonazolu
u tkivu jetre, Skrga i crijeva. Ovakvi rezultati upucuju na povecano oksidativno djelovanje
propikonazola ili spojeva koji nastaju njegovim raspadanjem na zive organizme. Gao 1 sur.
(2013) zabiljezili su negativan utjecaj propikonazola na terestricke vrste. Tako prilikom
izlaganja gujavica vrste Eisenia fetida primjeéen je znacajan udio piknoti¢nih jezgara, §to je
indikacija povecane stope apoptoze. Osim toga, smanjena je i sposobnost pokretanja gujavica.

Prilikom binarnih izlaganja statisticki znacajna razlika pri izlaganju nZnO/PCZ bila je prisutna
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pri koncentracijama C3 (50% EC50 bZnO; 50% EC50 PCZ), C4 (25% EC50 bZnO; 75% EC50
PCZ) i C5 (0% ECS50 bZnO; 100% EC50 PCZ). Prilikom izlaganja bZnO/PCZ osim ovih
koncentracija znacajna razlika od kontrolne skupine bila je prisutna i pri koncentraciji C2 (50%
EC50 bZnO; 50% EC50 PCZ). Usporedbom rezultata najve¢i oksidativni stres bio je pri
koncentraciji C4 (25% EC50 bZnO; 75% EC50 PCZ), i to za obje kombinacije binarnog
izlaganja. Prema TBARS ve¢i utjecaj na povecanje oksidativnog stresa ima smjesa koja sadrzi

vedi udio propikonazola u usporedbi sa udjelom cestica ZnO.
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5. Zakljudak

Razlika utjecaja nanocestica i ne nano cestica ZnO pojedinacno i u kombinaciji sa
propikonazolom utvrdeno je pomocu reproduktivnog testa te mjerenjem sljedecih biokemijskih
biomarkera: acetilkolin-esteraza (AChE), katalaza (CAT), glutation S — transferaza (GST) i
reaktivne supstance tiobarbiturne kiseline (TBARS). Nakon provedenih testova utvrdeni su

sljedec¢i zakljucci:

1. Vrijednost EC50 je manja za ne nano Cestice nego za nanocestice cinkovog oksida
(ZnO)

2. Ne nano cestice ZnO imaju veci u¢inak na povecanje enzimske aktivnosti AChE u
usporedbi sa nanocesticama ZnQO. Prilikom binarnih izlaganja sa propikonazolom
znacajan utjecaj ima smjesa sa ne nanocesticama ZnO (omjeri 75% EC50 Zn0O:25%
EC50 PCZ 1 50% EC50 Zn0O:50% EC50)

3. Nanocestice ZnO imaju veci ucinak na povecanje enzimske aktivnosti CAT u usporedbi
sa ne nano ¢esticama ZnO. Prilikom binarnih izlaganja nije utvrdena statisticki znacajna
razlika u utjecaju Cestica ZnO i PCZ

4. Nanocestice i ne nano ¢estice ZnO imaju podjednak ucinak na povecanje enzimske
aktivnosti GST. Prilikom binarnih izlaganja utvrden je podjednak utjecaj pri svim
omjerima koncentracija ZnO:PCZ.

5. Nanocestice i ne nano Cestice ZnO imaju podjednak ucinak na povecéanje enzimske
aktivnosti TBARS. Prilikom binarnih izlaganja utvrden je veéi utjecaj propikonazola na

povecanje koncentracije TBARS u odnosu na ¢estice ZnO
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6. Metodicki dio

U ovom dijelu diplomskog rada nalazi se priprema za nastavni sat biologije za nastavnu
temu ,,Koluti¢avci“. Priprema je namjenjena za jedan nastavni sat biologije u sedmom razredu
osnovne Skole.

Ime i prezime nastavnika Skola Datum I
Nikola Curcié 2018. |
Nastavna jedinica /tema Razred
Koluti¢avci 7.

Temeljni koncepti

Kljucni pojmovi

Grada tijela kao prilagodba na uvjete Zivota

Gujavica, koluti¢ava grada tijela

Cilj nastavnog sata (nastavne teme)

Upoznati unutarnju i vanjsku gradu koluti¢avaca te prepoznati njihovu biolosku vaznost

Ishodi ucenja

1. Temeljem promatranja opisati kretanje gujavice

2. Opisati osobitosti koluti¢ave grade tijela

3. Navesti evolucijski napredak u gradi tijela (zatvoreni krvotok)
4. ObrazloZiti znacenje gujavice za kakvocu tla

.|
Br.| Razrada ishoda nastavne jedinice Zadatak/ primjer kljuénihiz)liltoa(;lga za provjeru ostvarenosti Kr!| pu
1 Koje strukture na tijelu omogucuju kretanje I
gujavice? 1
Kako se naziva kretanje gujavice?
2. Opisi unutarnju i vanjsku gradu jednog kolutica II
gujavice!
Kako se grada Zivéanog sustava prilagodila gradi 11
tijela koluti¢avaca?
Kakav probavni sustav imaju gujavice? I
Kako se razmnozavaju gujavice? I
Sto je to regeneracija? I
3. Koja je razlika u gradi krvotoka izmedu koluticavaca | 11
i ostalih beskraljeznjaka koje smo do sada
spominjali? I
Zasto gujavice imaju crvenu krv? I
Koje su glavne krvne Zile koluticavaca i kako su
povezane?
4. Kako gujavice svojim djelovanjem pospjesuju I
kvalitetu tla? 1

Kognitivna razina (KR): 1. reprodukcija, II. konceptualno razumijevanje i primjena znanja, III. rjeSavanje problema
Procjena uspjesnosti u¢enja (PU): — odgovara manje od 5 ucenika, +/- odgovara otprilike polovina u¢enika, + odgovara vecina u¢enika
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Tijek nastavnog sata

poveznicama:

(https://www.youtube.com/watch?v=ExF5oJfarfs,
https://www.youtube.com/watch?v=d7bpalDoQ6M,
https://www.youtube.com/watch?v=0fGGz6d3vC4 )

Nakon projekcije podijeliti ucenicima listice za ponavljanje znanja usvojenih u nastavnom
satu

U =Gledaju video snimke, rjesavaju listice za ponavljanje usvojenih znanja

Tip sata Obrada novih sadrZaja Trajanje 45 min
[ISTRUKTUR z = ol
M s | EE | 4 3 =
ELEMENT DOMINANTNA AKTIVNOST HEAEEE
lINASTAVNO = £8 gl gl 2
G SATA A I 2 é
=
Uvodni | N = Motivirati ucenike za nastavnu jedinicu demonstracijom kretanja zive gujavice koju 1 PM |D|F | 15
dio ¢e donijeti na nastavni sat. PokusSati motivirati §to ve¢i broj uc¢enika kako bi uzeli gujavicu R
u ruku i osjetili trenje Cetina. Nakon $to svi ucenici promotre kretanje gujavice postaviti
pitanja: ,,Kako biste opisali kretanje gujavice?* ,,Osim valovitog kretanja uzrokovanog
miSi¢ima gujavice $to jo§ potpomaze njezino kretanje?* Nakon demonstracije najaviti
naslov nastavne jedinice i zapisati je na plocu
U = Ucenici promatranjem sudjeluju u demonstraciji kretanja gujavice te dobrovoljci
primaju gujavicu u ruku kako bi osjetili etine. UCenici odgovaraju na postavljena pitanja
te komentiraju gradu i kretanje gujavice. Zapisuju naslov nastavne jedinice
Sredi$nji | N = Nakon napisanog naslova osvrnuti se na demonstraciju sa gujavicom te postaviti 2 PP IlF
dio pitanja: ,,Kako biste opisali gradu gujavice?”, ,,Kako je tijelo gujavice podijeljeno? te
povezati odgovor uéenika sa nazivom skupine beskraljeznjaka koja se obraduje. Pomocu
slika i skica koje se nalaze u udzbeniku docarati gradu koluti¢avaca na primjeru gujavice.
Privuéi pozornost na gradu zatvorenog krvozilnog sustava te ga usporediti sa gradom 15
krvozilnog sustava organizama koji su do sada obradeni. Postaviti pitanje: ,,Prema gradi
kako se naziva krvozilni sustav organizama koje smo do sada obradili? 3
Opisati pozitivno djelovanje gujavica u tlu
U = Odgovaraju na pitanja, komentiraju i zapisuju u biljeznicu 4
Zavr$ni | N = Pustiti u€enicima video snimke morskih koluti¢avaca (mnogocetinasa) i pijavica kako RL |T|I |15
dio bi ucenici vidjeli i ostale oblike skupine koluti¢avaca. Snimci se nalaze na sljede¢im

Nositelji aktivnosti: N — nastavnik, U - ucenici (dodati i mijenjati uloge ukoliko je potrebno uz svaku aktivnost)

Koristiti u izvedbi: RL — radni listi¢ za uenike, UDZ — udzbenik, RB — radna biljeznica, P — plo¢a, PM — prirodni materijal, E —
pokus/eksperiment, MD — model, AP — aplikacija, PP — projekcija prezentacije, V — video zapis, A — animacija, I — igra, IU — igranje uloga,
RS — racunalna simulacija, M — mikroskop, L — lupa, F — fleks kamera, T —tablet, MO — mobitel, OP — organizator paznje, AL — anketni
listi¢c TM — tekstualni materijali (dodati prema potrebi)

Metode: PR — prakti¢ni radovi, D — demonstracija, C — crtanje, I — usmeno izlaganje, R — razgovor, T — rad na tekstu i pisanje

Oblici rada: I —

individualno, P — rad u paru, G — grupni rad, F — frontalno

Materijalna priprema

Nastavna sredstva: Udzbenik ,,Biologija 7, D. Bendelja i sur., Skolska knjiga, 2014.
Nastavna pomagala: ploca, kreda, racunalo, projektor

Plan ucenickog zapisa

Koluti¢avei

Primjer organizma: gujavica
Tijelo gradeno od koluti¢a
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- Valovito kretanje uz pomo¢ misic¢a i Cetina na povrsini koze

- Koza: pokrovna i di$na funkcija

- Ljestvicast ziv¢ani sustav: svaki koluti¢ ima 2 ganglija koji su povezani medusobno i sa
ganglijima u prethodnom i idu¢em koluti¢u

- Prohodni probavni sustav: probavna cijev zapoc€inje ustima i zavrSava izmetnim otvorom

- Razmnozavanje: dvospolci (jedinke sadrze i muske i Zenske spolne Zlijezde

Prilagodba za ucenike s posebnim potrebama

Sadrzaj nastavne teme prilagoditi moguénostima ucenika sa posebnim potrebama

Prilozi

- Radni listi¢i

Literatura

- UdZzbenik ,,Biologija 7, D. Bendelja i sur., Skolska knjiga, 2014.

Zabiljeske nakon izvedbe
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PRILOZI

Radni listi¢

Nastavna jedinica: Koluti¢avci

1.
2.

Tijelo koluti¢avaca podijeljeno je na

Kretanje gujavice naziva se kretanje, a njega omogucuju i

Koje uloge ima koza gujavice?

Zivcani sustav je graden od 2 u svakom koluticu koji su medusobno povezani

popre¢nom , a takoder su povezani sa

iz prethodnog i idu¢eg koluti¢a. Zbog svog izgleda ZivCani sustav koluticavaca naziva se

Ziv¢ani sustav.

Za razliku od zivotinjskih organizama koje smo do sada ucili koluti¢avei imaju

krvozilni sustav koji je graden od i

krvne Zile koje su medusobno povezane.

Probavilo gujavice je:
a. Prohodno
b. Neprohodno

Gujavice imaju i spolne Zlijezde. Takve

organizme nazivamo

Svojstvo gujavice da se oporavi nakon $to joj je dio tijela oSteCen naziva se

Koja je vaznost gujavica u tlu?
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