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1. UvOD

Posljednjih godina svjedoCi se ucestaloj uporabi prefiksa ,nano“ (nanoznanost,
nanotehnologija, nanomaterijali). Posljedica je to ulaska na trziSte sve viSe proizvoda
koji su nacinjeni od nanostrukturiranih materijala (engl. Nanostructured Materials, NM).
Rije€ ,nano” potjeCe od grcke rije€i ,nannos” §to znadi ,patuljak®. Predmetak (prefiks)
,nano“ (oznaka n) ima znacenje 10° i koristi se u tvorbi decimalnih jedinica
medunarodnog sustava jedinica (Sl). Oznacava jedinicu koja je milijardu puta manja
od osnovne jedinice. Ako se prefiks nano upotrijebi ispred rije€i znanost, tehnologija, i
sl. govori se 0 nanoznanosti, nanotehnologijama, koje se bave prouavanjem pojava i
manipulacijom materijala, njihovom proizvodnjom i primjenom na nanoskali (1 - 100
nm). ldejnim zacCetnikom nanoznanosti i nanotehnologije smatra se slavni fiziCar i
dobitnik Nobelove nagrade za fiziku (1965. g.) Richard Feyman. Naime, Feyman je
prvi predvidio i iznio ideju o gradenju objekata po€evsi od dna prema vrhu, predvidajuci
mogucnost manipuliranja pojedinaénim atomima i molekulama. Svoju je ideju prvi puta
izloZio 29.12.1959. na glasovitom predavanju odrzanom na Kalifornijskom institutu za
tehnologiju (Caltech) pod nazivom ,There's Plenty Room at the Bottom* ili u slobodnom
prijevodu ,Postoji mnogo prostora na dnu“. Tom je prilikom izmedu ostalog rekao:
,Zakoni fizike, koliko ja mogu vidjeti, ne zabranjuju moguc¢nost manipulacije stvarima
atom po atom. To nije pokuSaj krSenja bilo kojeg zakona; to je neSto Sto se moze
izvesti; medutim u praksi to nije u€injeno jer smo mi preveliki. Naime, problemi u kemiji
i biologiji mogu se u velikoj mjeri rijesiti ako do krajnjih granica razvilemo sposobnost
da vidimo Sto radimo, pa to radimo na atomskoj razini — smatram da je ovaj nacin
razvoja neizbjezan.” Pojam ,nanotehnologija“ prvi je 1974. godine upotrijebio prof. sa
Sveudilistu za znanost u Tokiju, Norio Taniguchi, koji se bavio istraZivanjem
ultrapreciznih strojeva, ali je do ubrzanog razvoja moderne nanotehnologije doslo tek
1981. godine otkricem Pretrazni mikroskop s tuneliranjem (engl. Scanning Tunneling
Microscope, STM) (BaSi¢ i sur., 2017). Rad STM-a temelji se na fizickoj pojavi
tuneliranja elektrona izmedu povrsinskih atoma uzorka i probe Sto omogucuje
razlu€ivanje trodimenzionalnog profila povrSine na razini atoma. Upravo je to otkrice
potaknulo prou€avanje i razvoj novih nanostrukturiranih materijala. U makroskopskom

svijetu detalji grade tvari ne ovise o njezinoj veli€ini, medutim kada se pocCne priblizavati



veliCinama pribliznim veliCini atoma grada postaje funkcija veli€ine pa oblik i veliina

odreduju fizikalna i kemijska svojstva.

U mikro svijetu vladaju zakoni kvantne fizike pa se i kod NM pojavljuju specificna i
jedinstvena fizikalna (elektriCna, opticka, magnetska, mehanicka, toplinska) i kemijska
(kataliticka) svojstava razliCita u odnosu na sirove materijale (engl. bulk). Zbog
superiornih svojstava u odnosu na makroskopske, NM su na$li Siroku primjenu u
razli¢itim sferama ljudskog Zivota. Naime, Covjek je oduvijek bio izloZzen nanocesticama
(engl. nanoparticles, NP) podrijetlom iz prirodnih izvora (npr. Sumski pozari, erupcije
vulkana, pustinjska prasina i dr.). Medutim, posljednjih godina Covjek je sve vise
izlozen i NP antropogenog podrijetla tj. onim koje su slu€ajno nastale npr.
sagorijevanjem ili pak namjerno dizajnirane i proizvedene s nekom svrhom primjene u
industriji, kozmetici ili medicini (engl. Engineered Nanoparticles, ENP). Do izlaganja
Covjeka ili drugih organizama ENP mozZe dodéi tiekom procesa njihove proizvodnje,
uporabe ili skladistenja. Nanomaterijali se sve viSe istrazuju, razvijaju i proizvode te
primjenjuju u potroSackim proizvodima. Koriste se u gotovo svim ljudskim
djelatnostima: automobilskoj, vojnoj, tekstilnoj industriji, medicini, stomatologiji,
farmaciji, informati¢koj tehnologiji, elektronici, poljoprivredi, gradevini, i drugdje (Nel i
sur., 2006). Nanocestice su pronasle primjenu i u svakodnevnoj uporabi (npr. kreme
za suncanje, paste za zube, odjeca, kao aditivi u hrani i dr.). NanocCestice mogu uéi u
ljudski organizam na viSe nacina, a najceSce se to dogada udisanjem, preko koze ili
oralnim putem. Prema procjenama u jako prometnim podrucjima u zraku se moze naci
i do 3 x 108 ¢estica/ cm? (Bormii sur., 2006). Predvidena procjena globalne proizvodnje
NP u periodu izmedu 2011. - 2020. godine najveca je u podrucju strukturalne primjene
(keramika, katalizatori, kompoziti, prasci) te iznosi 10* - 10° tona godi$nje. Samo za
sredstva za zastitu koze, gdje se najviSe primjenjuju metalni oksidi, iznos je predviden
na priblizno 103 tona godiSnje, dok se u podrucju zaSite okolisa (nanofiltracija,
membrane) predvida da ¢e proizvodnja iznositi 102 — 10* tona godi$nje (Nanoscience

and nanotechnologies, 2004).

Nove vrste NM, koje se svakodnevno dizajniraju usporedive su po veliini s nekim
bioloski znacajnim strukturama (npr. DNA) i mogu stupiti u interakciju s
biomolekulama, stanicama, organima i organizmima na novi i neocekivan nacin (RIVM

Report, 2014). Uslijed nedovoljno istrazenog utjecaja na zdravlje ljudi i okoli$ postoje
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dvojbe oko njihove primjene. Zbog sve vece proizvodnje i tendencije uvodenja na
trziSte novih NM, neizbjezno je da odredena koli¢ina ENP dospijeva u okolis ispiranjem
tla, oborinama, otpadnim vodama i na druge nacine te na kraju dospijeva do rijecnih,
estuarijskih i morskih sustava. Pri tom se najveca koncentracija oCekuje blizu gusto
naseljenih podrucja gdje postoji velika koli¢ina nedovoljno prociScenih otpadnih voda
(Kahru i Dubourguier, 2010; Handy i sur., 2008).

Primjena postojeCih i razvoj novih vrsta ENP zahtijeva odgovor na brojna, jos ne
odgovorena, pitanja vezana za procjenu sigurnosti upotrebe NP, njihovog utjecaja na
ljudsko zdravlje i cjelokupni ekosustav. Kakav ¢e utjecaj (pozitivan ili negativan) imati
NP u interakciji s organizmima i ekosustavom ovisi o brojnim ¢imbenicima. Upravo
zbog toga potrebno je provesti §to veci broj znanstvenih istrazivanja kako bi se u
buduénosti mogla racionalno koristiti superiorna svojstva NM uz minimalan negativni

utjecaj na zdravlje organizama i ekosustav. S tim u vidu izraden je i ovaj zavrsni rad.



1.1. Nanocestice
Danas je opce prihvacena definicija da su NM (nanocCestice, nanocijevi, nanoZice,

nanokompozitni materijali i nanostrukturirane povrsine) one tvari koje sadrze Cestice
Cija je barem jedna od tri dimenzije veliine izmedu 1 — 100 nm (Basi¢ i sur., 2017;
Ivankovi¢, 2011; Borm i sur., 2006). Postoje razliCiti kriteriji po kojima se NM mogu
kategorizirati: prema porijeklu, prema kemijskom sastavu, prema obliku u kojem se
nalaze u prostoru, itd. Prema porijeklu NM se dijele na prirodno nastale i antropogene.
Nadalje, prema kemijskom sastavu mogu se podijeliti na: organske i anorganske
(Lungu i sur., 2015). Prema obliku u kojem se nalaze u prostoru, odnosno prema broju
dimenzija na nanoskali, NM se dijele na: jednodimenzionalne, dvodimenzionalne ili
trodimenzionalne. Nanomaterijali kod kojih je barem jedna dimenzija manja od 100 nm
su: povrsinski filmovi, nanocijev€ice, slojevi i presvlake. U NM ¢ije su barem dvije
dimenzije manje od 100 nm ubrajaju se: nanoplo€ice, nanovlakna i nanoZice. U
materijale kod kojih su sve tri dimenzije manje od 100 nm spadaju: nanocestice,
kvantne toCke, nanoljuske, nanoprstenovi i nanokapsule (Bas$i¢ i sur., 2017). Nadalje,
nanocestice se prema veli€ini mogu podijeliti na one dimenzije od 1 - 10 nm, od 10 -
100 nm i one preko 100 nm. Klasificiraju se i kao: ultradisperzijski sustavi (1 - 50 nm),
visoko disperzijski sustavi (50 - 100 nm) ili kao sedimentiraju¢e Cestice (100 - 1000
nm) (Lungu i sur., 2015). Po strukturnom uredenju, odnosno po stupnju prostorne
uredenosti atoma, NP se mogu javljati kao nanokristali i kao amorfne NP (Tonejc,
2012).

1.1.1. Svojstva nanocestica

Neovisno o tome javljaju li se kao amorfne ili kristalne strukture, NP posjeduju
jedinstvene fizikalne i kemijske osobine koje se uvelike razlikuju od istih Cestica
mikroskopskih dimenzija (Sellers i sur., 2009). Poznato je da usitnjavanjem sirovog
materijala do veli€ine Cestica mikrometarskih dimenzija vecina fizikalnih i kemijskih
svojstava ostaje ista. Medutim, kada se dode do ekstremno malih dimenzija Cestica (1
- 100 nm) dolazi do velikih promjena uslijed reduciranja veli€ine Cestica. Naime, kada
Cestice postanu dovoljno male pocinju se podvrgavati kvantno mehanickim zakonima.
Neki od brojnih primjera promjene svojstava pri prijelazu iz ,mikro“ u ,nano”“ svijet jesu
slijededi: bakar postaje proziran, silicij vodljiv, zlato tekuce pri sobnoj temperaturi,

aluminij zapaljiv, a platina, koja je inaCe inertna, postaje katalizator (White, 2013).
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Cestice titanijeva oksida su na makro skali bijele boje, dok pri dimenzijama od oko 50
nm postaju bezbojne (Warheit, 2008). Postavlja se pitanje zbog ¢ega se smanjenjem
dimenzija do nano veli€ina dogadaju takve promjene? Poznato je da fizikalna svojstva
materijala uvelike ovise o njihovoj gustoci i koordinacijskom broju (primjer modifikacije
ugljika: dijamant i grafit) odnosno o medumolekulskim silama koje su kratkog dosega i
koje ovisne o interakciji najblizih molekula. Kod nanokristala pojavljuje se broj¢ano
veliki broj atoma koji se nalaze u graniCnim preprekama izmedu kristala.
Najjednostavnije objasnjenje iznimno velike promjene svojstava kod NP u odnosu na
sirovi materijal povezano je s Cinjenicom da NP imaju znacajno veci broj povrsinskih
atoma s obzirom na cijeli obujam nego mikroCestice ili sirovog materijala (Tonejc,
2012). Pri promjeni dimenzije Cestice od mikro do nano dimenzija mijenja se i
povecava omjer povrSine i volumena ili povrsine i mase. Ako se polumjer Cestice (r)
smanji s 30 pum na 30 nm omjer povrsine (P) i volumena (V) poraste za 1000 puta (P/V
= 3/r). Kako smanjivanjem dimenzija NP raste broj povrsinskih slabo vezanih atoma i
broj nezasiéenih veznih i koordinacijskih mjesta, posljedi¢no znacajno raste i kemijska
reaktivnost (Goesmann i Feldman, 2010). Tako neki materijali koji su u makro strukturi
inertni postaju reaktivni. Smanjenje dimenzija Cestica utje€e i na njihovu &vrstinu i
elektricne osobine. Smanjenjem dimenzija NP kvantni u€inci postaju dominantan nacin
ponasanja tvari utjeCuci i mijenjajuci optiCka, elektricna i magnetna svojstva materijala.
Neposredna posljedica smanjenja dimenzija Cestica je redukcija energije vezanja po

atomu, Sto dovodi do snizenja toCke taljenja.

Prelazak s mikro na nanoskalu moze uzrokovati: radikalne promjene kemijske
reaktivnosti, promjene u mehanickim, magnetnim, optickim svojstvima (npr. koloidna
suspenzija NP zlata ima tamnocrvenu boju koja se mijenja prema zutoj kako raste
polumjer Cestica). Moze doé¢i do promjene vodljivih svojstava stoga u odredenim
slu€ajevima vodljivi materijali postaju izolatori. Nadalje, feromagnetska i feroelektricna

svojstva se mogu izgubiti itd. (Balaguru, Jayaprakash, 2014).

UcCinci koji se pojavljuju na nanoskali su hidrofobnost i neprijanjanje necisto¢a, $to je
poznato kao ,lotos u€inak® (Heubach i sur., 2008). |1z svega navedenog, jasnho je da
posebna, donedavno nepoznata i za primjenu bolja svojstva materijala dobivenih pri
promjeni i smanjenju dimenzija na nanoveliine otvaraju Siroke tehnicke i komercijalne

mogucnosti njihove primjene.



1.1.2. Primjena nanoc€estica

Danas se najvecCi broj nanoistraZivanja provodi u podruc¢ju nanoznanosti (Kuddus,
2017). Primjena NP se sve viSe Siri, a proizvodnja postaje sve masovnija. Predvidanja
kazu da trziSte industrije NM moze porasti od 3.4 do 11.8 milijardi americkih dolara u
razdoblju od 2015.- 2020. godine, a predvideni porast proizvodnje u tonama na
globalnoj razini do 2025. prikazan je na Slici 1 (Trofimencoff, 2016).
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Slika 1. Koli¢ina NM u tonama na globalnom trzistu (Pulit-Prociak i sur., 2016).

Prema koli€ini proizvodnje u tonama NM/NP mogu se podijeliti na one koji se proizvode
u velikoj koli€ini (nanocestice silicijeva dioksida, titanijeva oksida, cerijeva oksida,
aluminijeva oksida, nanoglina, ugljikove nanocijevCice) i one Cija je proizvedena
koli¢ina znatno manja. U zadnju spomenutu kategoriju mogu se ubroijiti: kvantne tocke,
NP srebra, zlata, magnezijevog oksida, grafena, dendrimere, nanoceluloza, itd.
Uporaba NP se prosirila u gotovo sva podrucja od industrije svih vrsta do poljoprivrede,
medicine i energetike. Nanocestice su usle u domove i proizvode za svakodnevnu
uporabu. Koriste se u kozmetici u obliku nanokristala, odnosno NP titanijeva dioksida
(TiO2), cinkovog oksida (ZnO), zlata, srebra i razli¢itih nanonosaca (nanoemulzije,
Cvrste lipidne Cestice i dr.). Mogu se naéi u odredenim kremama za njegu koze
(koloidno zlato, lipidne NP), pastama za zube (koloidno srebro, TiO2 NP), sredstvima
za njegu kose (mikroemulzirana silikonska ulja) (Peki¢ i sur., 2013). Nanocestice TiO>
i ZnO pronasle su primjenu u sredstvima za zastitu od sunca, a koriste se zbog velike

osobine propusStanja vidljivog svjetla, a dobro apsorbiraju, za koZu opasno,
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ultraljubicasto zracenje (UV). Proizvodi koji sadrze NP spomenutih vrsta su prozirni za
razliku od spojeva iste vrste koji ih ne sadrze i zbog toga su privlaéniji potrosacima.
Osim spomenutih, u kozmetici se koriste i NP Zeljeznog oksida kao pigment u ruzevima
za usne. Nadalje, u zastiti razliCitih vrsta povrSina (mramora, betona, kamena, drva)
koriste se NP koje se mogu dodati u premaz ili nanositi kao tanki filmovi i time poboljSati
njihova svojstva tako da postaju laksi, trajniji, otporniji na ogrebotine, abraziju, UV i
infracrveno zraCenje (IR). Neki premazi imaju svojstvo samociscenja ili su pak otporni
na vlagu. Obzirom na svojstva koja se Zele postiéi u zastiti povrSina mogu se koristiti
Cestice: silicija, cinka, titana, aluminija i cerija ovisno o svrsi njihove primjene. U praksi
najvise se koriste NP TiO2, ZnO i CeO». Vazna uporaba NP je u i nanokompozitnim
materijalima gdje se NP integriraju u makroskopski uzorak kako biim se osigurala bolja
ukupna svojstva. Polimerni nanokompoziti su kompoziti kod kojih nanopunila ili
ojaCavala mogu biti ugradena odnosno rasprsena u polimerskoj matrici (npr. Cestice
C¢ade u automobilskim gumama). Od metala za sintezu NP najceSce se koriste: Al, Fe,
Au, Ag, od oksida: Al203, TiO2, ZnO, SiO», od karbida: volfram karbid (WC), titanov
karbid (TiC) i tantalov karbid (TaC). Nanocestice su osim toga svoju primjenu pronasle
i u prozirnoj ambalazi u kojoj namirnice dulje zadrZavaju svjezinu, sportskoj opremi
(tenis loptice, badminton reketi, tenisice, odjeca), kao pneumatici koji se teze
zagrijavaju i lakSe recikliraju, u zastitnoj odjeci i obuéi koja je lak$a i otpornija na

habanije.

U mobilnoj telefoniji, prijenosnim racunalima, uredajima za navigaciju koriste se lagane
litij jonske baterije koje karakterizira relativno visok napon, energetska gustoca i dugi
Zivotni vijek. NanocCestice se koriste i u proizvodnji novih visokoucinkovitih i savitljivih
fotonaponskih celija. Uporabom nanokristala Zn-selenida, Cd-sulfida, Pb-telurida
moze se smanijiti fosforescentnost i time povecati rezolucija ¢ime se dobiva kvalitetnija
slika na zaslonu ekrana (Cizmek, 2016). Siroko se primjenjuju i NM od &istog ugljika
(grafen, fuleren, ugljikove nanocijevcice) i to posebno na polju energetike. U tiskanoj
elektronici koriste se tinte koje sadrze NP srebra, bakra i u zadnje vrijeme organskih
Cestica. Nanokatalizatori se mogu dizajnirati tako da postignu savrSenu selektivnost u
katalitiCckim reakcijama (Seitz i sur., 2014). Svojstva se mogu dodatno poboljSati
dopiranjem metalnim ionima npr. mangana u kristalnu reSetku CeO». (Muzina i sur.

2018). Proizvode se i novi NM (biomimeticki) koji su nacinjeni tako da koriste dobre



konstrukcijske osobina iz prirode (paukova mreza, koZza morskog psa, oklopi Zivotinja
itd) ili opona$aju prirodne nanostrukture. Nanomaterijali se mogu koristiti i za filtraciju
i dezinfekciju vode. Za prociS¢avanje i sanaciju onecis¢enog okolida i vodenih resursa
koriste se ugljikove nanocjevcice (visoka adsorbcijska moc) i NP elementarnog Zeljeza
(antimikrobna aktivnost). Koriste¢i dendrimere ucinkovito se mogu ukloniti virusi,
bakterije i suspendirane organske i anorganske tvari molekulskih masa manjih od 3000
Da. Za inaktivaciju mikroorganizama koristi se ionizirano nanosrebro i oksidi metala
npr. TiO2, MgO i dr. (BaSi¢ i sur., 2017). Najznacajnija buduca primjena NP oc¢ekuje
se u podrucju biomedicine i zdravstva, optike i elektronike. U novim inovativnim
tehnikama u zdravstvu oCekuje se da ¢e NP posluziti kao nosaci ljekovite tvari, bilo da
je lijek kemijski vezan za nosac, ili da stvaraju supramolekulske komplekse s

molekulama lijeka (dendrimere) (Perrie i Rades, 2012; Mathiowitz, 2008).

1.1.3. Proizvodnja nanocestica

Reducirajuéi veli€¢inu sirovog materijala ili pak spajanjem atoma i molekula u vece
strukture mogu se tehnicCki proizvoditi, dizajnirati odnosno ,krojiti NP. lako postoje
razliCite sistematizacije procesnih tehnika u proizvodnji NP naj¢eSce se govori o dva
oshovna principa proizvodnje NP. To su metoda proizvodnje odozgo prema dolje (engl.
top down ) i odozdo prema gore (engl. bottom up). Metoda proizvodnje NP odozgo
prema dolje odvija se tako da se makroskopski materijal razliitim postupcima
usitnjava do nanorazine. Ta se metoda temelji na uklanjanju povrsinskih atoma ili
njihovih agregata s povrSine. Pri tom se materijal moZe mehanicki usitnjavati
visokoenergetskim mljevenjem, kavitacijom, drobljenjem, udarom, sjecenjem ili
trenjem. Mogu se Koristiti i razliCiti mehanokemijski procesi. U metode odozgo prema
dolje ubrajaju se i razliCite tehnike litografije. Neke od litografskih metoda koje se
koriste u proizvodnji NP su: litografija elektronskim snopom (engl. Electron beam
litography, EBL), usitnjavanje materijala pomoc¢u fokusiranog ionskog snopa (engl.
Focused ion beam, FIB), opti¢ka ili foto litografija, litografija ultraljubiCastim zraenjem
(UV litografija), litografija rendgenskim zragenjem, litografija nanoutiskivanjem i dr. Sve
navedene metode baziraju se na dobivanju NP na nacin da se kompaktan, sirovi

materijal usitnjava sve do nanodimenzija. Kod navedenih ,top down“ metoda pojavljuju



se nesavrsenosti u povrsinskoj strukturi proizvedenih NP $to u konacnici moze dovesti

do znacajne promjene u fizikalnim i kemijskim svojstvima (npr. smanjenje vodljivosti).

Odozdo prema gore metoda sinteze, bazira se na ,gradenju® na nacin da se
medusobno povezuju atomi ili molekule u kompleksnije strukture sve do
nanodimenzija. Materijali se slazu atom po atom, molekula po molekula ili nakupina po
nakupinu (engl. cluster). Kod ,bottom up® tehnika, za razliku od ,top-down® tehnika,
veca je vjerojatnost da ¢e dobivene NP imati manje greSaka te posjedovati homogenija
svojstava. Primjeri sinteze nanostruktura odozdo prema gore su: kristalizacija i
precipitacija, sol-gel proces, priprave koloidnih suspenzija, mikroemulzijska sinteza
Cestica i dr. U ovu grupu se ubraja i kondenzacija inertnim plinom (engl. inert gas
condensation, IGC), elektrodepozicija (engl. electro-deposition, ED) i magnetronsko
prskanje (engl. magnetron sputtering). Za kontrolu kvalitete sintetiziranih NP i za
manipuliranje na nanorazini mogu se Koristiti sljedeci mikroskopi: mikroskop atomskih
sila (engl. atomic force microscope, AFM), mikroskop za ispitivanje sondom (engl.

scanning probe microscope - SPM), STM i dr.

1.1.4. Karakterizacija nanocCestica

Kako bi se u razmatranje uzela moguéa toksi¢na svojstva pojedinog nanomaterijala
(NM) te kako bi se procijenio njegov utjecaj na okoli$, potrebno ga je karakterizirati t;.
odrediti njegova fizikalno-kemijska svojstva. U usporedbi sa sirovim materijalom, kao
Sto je veC opisano, NM moze posjedovati promijenjene ili neke dodatne osobine
proistekle iz pove¢anog omjera izmedu povrsine i volumena ili zbog iskazanih kvantnih
uCinaka koji se pojavljuju na nano razini. NanoCestice se mogu karakterizirati na nacCin
da im se odredi jedan ili viSe od slijedecih parametara: sastav, oblik i veli€ina primarnih
Cestica, omjer povrSine i volumena (engl. aspect ratio), specificna povrSina (omjer
povrSine i mase), raspodijela veliCine Cestica, stupanj agregacije/aglomeracije,
povrsinski naboj (zeta potencijalt), kataliticka aktivnost, funkcionalne grupe, kristalna
struktura, topljivost, tocka taljenja, itd. Buduéi da postoji veliki broj svojstava kojima se

mogu karakterizirati NP, postoji i velik broj metoda i uredaja koji se primjenjuju u

! Potencijal difuznoga sloja iona oko nabijene koloidne Gestice. Visok zeta potencijal zna¢i manju
agregaciju.



njihovoj karakterizaciji. Svaka metoda pruza samo djelomi¢nu karakterizaciju
materijala, a situacija je dodatno otezana u kompleksnim prirodnim sustavima gdje su
razlike u primijenjenim metodama izrazenije. Osim toga razliCite metode mogu dati
bitno razliite rezultate, a konacno svojstvo uvelike ovisi o interpretaciji stru¢njaka

(Meermann i sur., 2016).

Nanocestice se mogu ispitati s obzirom na nacin kako reagiraju na fotonska zracenja
(npr. rendgenska, infracrvena, ultraljubiCasta, itd.), elektrone ili ione te analizirajuci
dobivene podatke. Temeljni podaci o nacinu identifikacije tvari mogu se pronaci u
aneksu VI uredbe EU akronima REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and

Restriction of Chemical) koja je na snazi od 1. lipnja 2007. godine.

Za anorganske NP stabilizirane ligandom moZze se koristiti transmisijska elektronska
mikroskopija (engl. transmission electron microscopy, TEM) kako bi se definirale
jezgre NP, mikroskopijom atomskih sila mogu se dobiti podatci o ukupnoj dimenziji
jezgre i ljuske NP dok masena spektroskopija s induktivno spregnutom plazmom (engl.
inductively coupled plasma mass spectrometry, ICP-MS) sluzi za odredivanje sastava

NP (von der Kammer i sur., 2012).

Opticka svojstva i veli€ina NP mogu se odrediti uporabom vidljive svjetlosti i
ultraljubi¢astog podrucja (engl. ultraviolet-visible UV-Vis) spektroskopije, a veliinu
Cestica u suspenziji moguce je odrediti metodom dinamickog rasprSenja svjetlosti

(engl. dynamic light scattering, DLS).

1.2. Nanocdestica u okoliSu

Zajedno s razvojem nanotehnologije i pove¢anom proizvodnjom NM raste i zabrinutost
o mogucim Stetnim ucincima istih na ljudsko zdravlje i okoliS. Zabrinutost je potencirana
nepotpunim znanjem o putovima ulaska i interakcije NP s organizmima i okoliSem. U
pojedinim potroSackim proizvodima NP su Cvrsto ugradene u cCvrsti ili tekuc¢i materijal
matrice. U sluCaju tako sintetiziranih NP postoji mala moguc¢nost njihovoj izlozenost i
stoga je toksikoloski rizik za okoli$ i organizme nizak. To se, medutim, moze promijeniti
kad NM dospije u odlagaliste, postrojenje za spaljivanje ili recikliranje otpada ili tijekom
uporabe dode do njegovog habanja, odnosno abrazije, $to rezultira otpustanjem NP u

okolis. Tada se opasnost za okoli$ i organizme povecava jer puno veci problem od
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,vezanih“ NP predstavljaju izolirane, slobodne NP koje svakodnevno zavrSavaju u

zraku, tlu, vodi ili Zivim organizmima (Ivankovi¢, 2011).

Iz raznih tvornica NP mogu dospjeti u atmosferu iz koje putem oborina zavrSavaju na
tlu ili u otpadnim vodama te tako dospijevaju u rijeke, jezera i mora. Mehanizmima
proCiScavanja otpadnih vode ne mozZe se posti¢i potpuno uklanjanje NP, koje se i
nakon prociS¢avanja u njoj zadrZzavaju i na kraju dospijevaju u vodeni okoliS. Kako se
NP koriste i kao aditivi za goriva (dizel), izgaranjem goriva izravno se ispustaju u
atmosferu. NP koje se nalaze u zraku predstavljaju jedan od najvecih problema za
okoli§ i zdravlje jer ih je moguce udahnuti, mogu prijeci velike udaljenosti od mjesta
ispustanja te se brzo i lako se prenose prostorom. Nadalje, nanoCestice koje se koriste
u proizvodima u domacinstvu nakon primjene, otpadnim vodama putem kanalizacijskih
ispusta opet dospijevaju u okoliS. Izravan unos NP u rijeke i mora mozZe se dogoditi i

koriStenjem premaza protiv obrastanja brodova koji sadrze NP.

1.2.1. Ponasanje nanocestica u okolisu

Nanocestice se pojavljuju kao nova vrsta zagadivala s negativnim ekotoksikoloSkim
utjecajem na okolis i morski ekosustav upravo zbog toga sto mogu razlicitim vodenim
putevima dospjeti u more. Na ponaSanje NP u okoliSu utjeCu fizikalno-kemijska
svojstva samih NP, kao i medij u koji dospijevaju. Svojstva NP koja treba uzeti u obzir
pri procjeni opasnosti za okolis su: veliCina i oblik Cestica, kemijski sastav, struktura,
aglomeracijska/agregacijska svojstva, topljivost te njihova povrSinska svojstva (omjer
povrsine i volumena, povrsinski naboj, prisutnost funkcionalnih grupa) (Warheit i sur.,
2008). Osim tih svojstava vazna je i bioloSka postojanost, hidrofilnost/hidrofobnost,
opticka svojstva, paramagnetska svojstva itd. Osobine medija koje imaju znacajan
utjecaj na ponasanje NP su: ionska jakost, pH, salinitet, prisutnost prirodne organske
tvari (engl. natural organic matter, NOM) i dr. NP otpustene u okoli§ dozivljavaju brojne
transformacije koje ovise o okoliSnim uvjetima od kojih su najvaznije agregacija,
topljivost, adsorpcia NOM-a ili bioloSkih makromolekula, fotodegradacija i

biodegradacija (Bottero i Wiesner, 2010).

Umijetno proizvedene NP u morskoj vodi ponasaju se drugacije nego li u slatkoj stoga

je i njihova toksi¢nost u morskoj vodi razliCita od ponaSanja u slatkoj vodi €ak i pri
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velikim razrjedenjima (Matranga i Corsi, 2012). Naime, NP u trenutku dospijevanja u
okoli$ visokog saliniteta, kao Sto je more, agregiraju, odnosno aglomeriraju s tvarima
prisutnima u takvom okoliSu. Kako bi se $to bolje razumjelo ponasanje NP u okolisu
od kljuénog je znacaja poznavanje kemijskih svojstava same povrsine NP koja prva
stupa u interakciju s okoliSem u kojem moze reagirati s nizom molekula prirodno
prisutnih u vodi ili sedimentu, ali i s organizmima. Cak i najiednostavnije NP imaju
povrsinska kemijska svojstva znacajno razli€ita od unutrasnjosti Cestice, njezine jezgre
(Christian i sur., 2008). Upravo zbog toga omjer povrsine i volumena predstavlja jedan
od najznacajnijih parametara koji utjecu na njihovo ponasanje u okolidu. Cestice
manjih dimenzija imaju veci omjer povrSine u odnosu na volumen $to uzrokuje
promjene njihovih svojstava (toCka taljenja, kataliticka svojstva, vodljivost, topljivost i
dr.). Kako ¢e se NP ponasati u okoliSu ovisi i o tome jesu li Cestice ,gole” ili imaju na
sebe dodatno vezan omota¢. Na NP se mogu vezati primjerice inertni metali, oksidi,
razni polimeri i drugi spojevima Cime se selektivho moze utjecati na njihova svojstva.
Omatanjem Cestica moze im se osigurati dodatna funkcionalnost i stabilnost. Gole NP
pokazuju manju disperzijsku stabilnost od onih koje su stabilizirane funkcionalnim
grupama. Omotac se moze proizvesti tako da povrSina Cestica bude nabijena kako bi
se osiguralo da ostanu rasprSene u tekuéem mediju, tj. kako NP ne bi agregirale i
precipitirale i time izgubile svoja specifitna svojstva (Christian i sur., 2008). Osim toga,
omotac izravno utje€e na interakciju ¢estica u vodenim sustavima i na njihovu mogucu

toksi¢nost prema organizmima s kojima dodu u neposredan kontakt.

1.2.2. Agregacija i aglomeracija nanocestica

Jednom kada se NP nadu u vodenom stupcu o njihovoj disperzijskoj stabilnosti ovisi
koliko ¢e vremena u njemu ostati. Nestabilnost moZze biti uzrokovana agregacijom zbog
nedostatka statiCke ili steriCke stabilizacije NP, rekristalizacije i Ostwaldovog zrenja
koje se javlja zbog razlike u topivosti Cestica razliCite veli¢ine (Du i sur., 2015). U
vodenom stupcu ponaSanje Cestica odredeno je Brownovim gibanjem i
hidrodinamickim tokovima koji izazivaju koloidno prenoSenje Cestica kroz vodeni
stupac u kojem NP mogu stupiti u interakciju s prisutnim pelagi¢kim organizmima. Na
NP djeluje i gravitacijska sila koja je usmjerena prema dolje i izaziva njihovo talozenje,
zatim sila uzgona koja ovisi o obliku i veli€ini Cestica (volumenu Cestica) i gustodi

medija. U estuariju i moru, tj. u podrucjima visokog saliniteta, NP teze agregaciji i
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sedimentaciji kako bi smanjile svoju visoku povrSinsku energiju. NanocCestice se
nakupljaju u sedimentu ili se pak zadrzavaju na njegovoj povrsini gdje mogu stupiti u
interakciju s bentoskim organizmima (Bour i sur., 2015). Sto je koncentracija NP ve¢a,
veci je i stupanj njihove agregacije. Razlika izmedu agregacije i aglomeracije je u tome
Sto kod agregacije djeluju snazne kemijske sile koje povezuju tvari tvoreci agregate, a
kod aglomeracije djeluju slabe sile koje povezuju tvari tvoreci aglomerate. Kako su sile
medu Cesticama slabije, disperzija se lakSe dogada kod aglomeriranih nego kod
agregiranih Cestica (Tso i sur., 2010). U vodenom stupcu van der Waalsove i
elektrostatske sile uvjetuju stabilnost NP u vodenom okoliSu (Lyklema, 2005; Lead i
Wilkinson, 2006). Na sposobnost aglomeracije, odnosno agregacije o0sim
koncentracije NP utjeCu i drugi ¢imbenici kao Sto su oblik i veliCina Cestica, vec
spomenuti povrsinski naboj itd. Na agregaciju/aglomeraciju i disperziju NP utjecu i
uvjeti koji vladaju u okoliSu kao $to su: ionska jakost, pH medija, salinitet, prisutnost
NOM-a itd.

Topljivost NP znacajan je Cimbenik, s obzirom da topljive molekule lakSe ulaze u
okolinu i bioloSke sustave. Poznavanje brzine otapanja NP u vodenim sustavima bitno
je za procjenu toksikoloSkih u€inaka. Stupanj topljivosti ovisi o vrsti Cestica, njihovoj
veli€ini i obliku, omotacima i svojstvima samog medija. Tako se primjerice Stapicasti
oblik NP pokazao toksi¢nijim u usporedbi sa sfericnim oblikom Cestica (Baalousha i
sur., 2012).

Agregiranim NP smanjuje se povrsina, a time i moguc¢nost rasprsivanja. Jednom kada
NP agregiraju i precipitiraju, gube svoja specifi¢na svojstva, sto je zorno prikazano na
Slici 2. (Christian i sur., 2008). Sto je vedéi salinitet i ionska jakost medija, to se vise
smanjuje negativnost elektroforetske mobilnosti Sto takoder pogoduje agregaciji

Cestica (Batley i sur., 2013.)
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Slika 2. Utjecaj agregacije na svojstva nanoCestica (Borm, 2006).

Penjuci se ili spustajuci po trofickoj piramidi tj. prolazeci kroz troficke lance mozemo
zakljuciti da su svi organizmi (bentoski i pelagicki) direktno ili indirektno u kontaktu s
NP putem hrane, sedimenta ili iz samog vodenog stupca (Slika 3). Bioturbacijom i
resuspenzijom NP iz sedimenta one su dostupne vodenim organizmima te se u njima
nakupljaju i prenose kroz hranidbeni lanac u moru. U hranidbenom lancu moze doci i
do biomagnifikacije NP u organizmima. Evaporacijom morske vode i putem aerosola
NP dospijevaju u atmosferu te oborinama opet u more c¢ineéi tako konstantno
cirkuliranje NP, ne izostavljajuéi pri tome zive organizme, vodu, zrak i kopno.
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Slika 3. lzvori ispustanja NP, njihovo ponaSanje, potencijalni put unosa u organizme morskog
ekosustava (Baker i sur., 2013)
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1.2.3. Utjecaj nanocestica na vodene organizme

Broj istrazivanja koja su proucavala utjecaj NP na Zive organizmime bio je do nedavno
veoma ograni¢en (lvankovi¢, 2011), medutim zadnjih nekoliko godina, kako raste
svijest o mogucim Stetnim ucincima NP, broj radova o ekotoksi¢nosti NP u
eksponencijalnom je porastu. Posljedi¢no raste i broj istraZivanja utjecaja NP na
vodene organizme. Naime, 2008. godine samo 18% radova od ukupnog broja
objavljenih radova vezanih za vodene ekosustave bilo o morskim ekosustavima, dok
je 2014. taj broj porastao na 38% u odnosu na slatkovodne sustave (Canesi i Corsi,
2016). Od svih ispitivanih morskih organizama najviSe istrazivanja obavljeno je na
Skoljkasima (40), dok je o utjecaju NP na morske jeZince objavljena samo osam radova
(Canesi i Corsi, 2016). Jednom kada nanocestice dospiju u vodeni ekosustav na
njihovu sudbinu, pa tako i biodostupnost u vodenom okoliSu utje€u njihova fizikalno-
kemijska svojstva (posebno visoka reaktivnost) i svojstva samog medija u kojem se
nalaze. U interakciji s biolodkim sustavima NP mogu izazvati razliite odgovore
organizma poput oksidacijskog stresa, upalnih procesa, genotoksi¢ni ucinak ili
stani¢nu smrt. NanocCestice mogu u stanicu uéi endocitozom, difuzijom kroz stani¢ne
membrane ili ionskim transportnim putovima, nakon ¢ega se mogu raspodijeliti po

cijelom tijelu.

Istrazivanje na slatkovodnim vrstama: vodenbuhi Daphnia magna i larvi dvokrilca
Chironomus riparius pokazalo je da NP CeO: uzrokuju genotoksicni u€inak, odnosno
uzrokovale su oStecenje DNA (povecan broj lomova DNA), dok se isti ucinci nisu
primijetili pri izlaganju NP TiO2i SiO2 (Lee i sur., 2009). Pregled u€inaka NP na vodene

organizme prikazan je u Tablici 1 (Matranga i Corsi, 2012).

Buduéi se u posljednjih nekoliko godina znacajno povecala upotreba NP metala i
metalnih oksida u suvremenim proizvodima neizbjezno je da ¢e takva vrsta NP pronadi
put do vodenih sustava. Njihova vjerojatna sudbina je heteroagregacija s prirodno
prisutnom organskom tvari i/ili slobodnim anionima, nakon ¢{ega dolazi do
sedimentacije odnosno talozenja Cestica. U morskim sustavima mikroorganizmi mogu
apsorbirati metalne NP s moguénoSéu prijenosa u viSe organizme trofickog
hranidbenog lanca. Smatra se da su filtratorski organizmi najviSe izloZeni riziku

negativnog ucinka NP.
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Tablica 1. Toksi¢ni ucinci NP na morske organizme (Matranga i Corsi, 2012).

C- nanocijevi
(vanjski promjer
1- 2 nm, duljina
0.5-2 mm)

1990 test akutne
toksi¢nosti
TiO2(1 - 3 g/kg)

C- nanocijevi (0.003
- 0.3 g/kg)

Vrsta NP Organizam Uvjeti izlaganja Uc¢inak
TiO2 (10 nm) Cyanobacteria (Anabaena 24 h - 6 dana C i N ciklus: smanjena aktivnost N fuzije
variabilis)

0.5 - 250 mg/L Vremenska i koncentracijska ovisnost
intracelularnih razina dusikom bogatih
cijanoficinskih grana proteina (engl. nitrogen
rich cyanophycingrana proteins, CGP). Ve¢a
ovisnost o vremenu izloZzenosti nego o
koncentraciji NP

TiO2 (15 - 20 fitoplankton TiO2 ne uti¢e na brzinu rasta
nm)

(Dijatomeje - Skeletonema 24h-96h ZnO usporava brzinu rasta
Zn0O (20 - 30 marinoi i Thalassiosira ZnO (uzrokuje nekroti¢ni enterokolitis)
nm) pseudonana; Chlorophyceae - 0,10, 100, 500,

Dunaliella tertiolecta;

Prymnesiophyceae - Isochrysis 1000 mg/L

galbana)
TiO2 (23.2 nm) crv Arenicola marina subletalno TiO2

OECD/ASTM

Porast stani¢nih ostecenja (negativna
regulatorna regija receptora ) (engl. negative
regulatory region of the receptor)

DNA oste¢enja u koelomocitima

LOEC 1 g/kg

C- nanocijevi nisu bile unesene u organizam
i nisu pokazale nikakav u¢inak do 0.03 g/kg

toksi¢nosti

NCB (bentonit) Hemociti Mediteranske dagnje 1,5,10 pyg/mL Nema uticaja na NRR
(1312) nm
Mytilus galloprovincialis Povecanje ekstracelularnog otpustanja
lisosoma
Znacajne promjene u mitohondrijskim
parametrima, induciran upalni odgovor
TiOz (22 nm) Hemociti Mediteranske dagnje 1,5,10 pg/mL Nema utjecaja na NRR, otpustanje lisosoma
ovisno o konc., ekstracelularno stvaranje
Ce0 (0,6 Nm) Mytilus galloprovincialis duSikovog oksida
SiO2 (12 nm)
Ceo (0.7 Nm) Mediteranska dagnja 0.05,0.2,1i5 mg/L Promjene u lizosomskim i biomarkerima
oksidacijskog stresa u hepatopankreasu,
TiO2 (22 nm) Mytilus galloprovincialis NRR reduciran u hemocitima i probavnim
Zlijezdama. Katalaze (CAT) sve viSe
SiO2 (12 nm)
Coo (33 nm) Kamenica Crassostrea virginica 1, 10, 100, 500 <10 pg/mL utjee na razvoj embrija i
pg/mL destabilizaciju lisosoma, Ceo se nakuplja u
Embrio, Odrasle jedinke hepatopankreasnim stanicama i lokalizira u
hepatopankreasne stanice lizosomima
Ceo Veslonozac Hyalella azteca Test akutne Nema akutne toksi¢nosti do 7mg/L
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96 h (7 mg/L)

Nanoprah Plava Skoljka (Mytilus edulis) 24 h GNP se nakupljaju u probavnom traktu
grafena (engl.
Graphene Umjerena razina oksidacijskog stresa

Nano-Platelet,
GNP) (15 nm)

SiO2 Plava Skoljka (Mytilus edulis) 12h,1,2,4,8i12 Apsorpcija i nakupljanje u hepatopankreasu
dana
(staklena vuna) Ozbiljne ozljede stanica i oksidativni stres
Smanjenje NRR (12 h)

Akumulacija lipofuscina
Povec¢anje fagocitoze kod granulocita,

autofaga i na kraju apoptoza epitelnih
stanica Supljine i probavnih tubula

TiO2 (<10 nm) Morski puz Test akutne Oksidacijski stres, aktivnost enzima
toksi¢nosti superoksid dismutaze znacajno porastao (1
(Haliotis diversicolor supertexta) mg/L), reducirani glutation se smanjuje (1

96 h (0.1-10mg/L) mg/L)

Lipidna peroksidacija ovisna o porastu doze

TiO2 (<10 nm) Morski puz (Haliotis diversicolor 2,10, 50i 250 mg/L >10 mg/L inhibicija lu¢enja i malformacije
supertexta) embriji
(zajedno s TBT) 2 mg/L zajedno s TBT (tributil kositar)
povecalo toksi¢nost 20 puta

CuO (10 -100 Morski crv (Hediste diversicolor) 16 dana Smanjenje sposobnost busenja rupa (samo

nm) za topljivi Cu) Promjene uobi€ajenog
Skoljka$ (Scrobicularia plana) 7 dana ponasanja

(ioni Cu)

Protein sli¢an metalotioneinu pove¢avao je
biomarkere oksidacijskog stresa

Ag (65 - 30 nm) | Morski biofilm 24 h Znacajno smanjenje volumena i biomase
(0 - 2000 mg/L) Unos ovisan o koncentraciji
SnO2 (~ 61 nm) | JeZinac (Paracentrotus lividus) 5dana Smanjena aktivnost kolinesteraze Smanjena
razina proteina HSC70 i razina proteina
CeO2 (50 -105 GRP78
nm) FesO4 (20 -
30 nm) Morfolosko oStecenje lisosoma

Posebno su ugrozeni SkoljkaSi s dvije ljuSture kod kojih se NP akumuliraju u sluzi.
Bentoski organizmi hranom unose istalozene NP, pa tako primjerice kod riba nakon
unosa tih organizama zajedno s NP, iste dospijevaju u crijeva nakon ¢ega se mogu
transportirati i nakupljati u razligitim organima i tkivima. Cestice nakupliene u sluzi
mogu utjecati na respiratorne procese i transport iona. Oksidacijski stres izazvan NP
zabillezen je kod mnogih organizmima Sto u konacnici mozZe rezultirati kroni¢nim

utjecajem na zdravlje (Baker i sur., 2013). Nakon izlaganja sperme jezinca P. lividus
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NP srebra, kobalta i titanijevog oksida nije uoCen nikakav utjecaj na oplodnju gameta
(Gambardella i sur., 2014), dok su za vrstu Strongylocentrotus droebachiensis nakon
izlaganja NP Ag stanice blastule bile vakuolizirane i bez oblika (Magesky i sur., 2015).
Nedavna istrazivanja na jezincima i dagnjama pokazala su da su NP Ag toksi¢ne za
promatrane vrste te da se prilikom ispitivanja toksi¢nosti u obzir moraju uzeti veli€ina i
oblik NP kao i trenutak kada organizam dolazi s njima prvi puta u doticaj (Buri¢, 2018;
Buri¢ i sur., 2015).

1.2.4. Nanocestice cerija

Osobine i svojstva cerija drasticno se mijenjaju kada s makro skale prede na
nanodimenzije. NP CeO2 medu najznacajnijim su NP i nasle su iznimno Siroku uporabu
kao komercijalno vrijedan materijal. Na Zeljena nanosvojstva mozZe se utjecati izborom
metoda pripreme, veli€inom i oblikom Cestica te povrSinskom kemijom. Dokazano je
da veli€ina NP cerija izmedu 2 - 3 nm osigurava najvecu reaktivnost i termodinamicku
stabilnost (Reed i sur., 2012). NP CeO: posjeduju slijedeéa svojstva: izrazit kataliticki
potencijal, veliku moguénost apsorpcije UV zracenja, visok indeks loma i visoku
prozirnost u podrucju vidljive svjetlosti, stabilnost na visokim temperaturama, veliku
tvrdocu i reaktivnost, poluvodicka, feromagnetna, luminiscentna i baktericidna svojstva
te mogucnost ,pohrane” velike koli¢ine kisika. Zbog navedenih svojstava NP CeO:
koriste se za: kemijsko-mehanicko poliranje u opti¢koj i elektroopti¢koj tehnologiji, u
industrijskoj katalizi, kao dodatak dizel gorivu, za =zaStitu od Kkorozije te u
elektrokemijskim uredajima. Nadalje, upotrebljavaju se kao plinski senzori, dodatak
staklima za postizanje zeljenih svojstva, u premazima za zastitu od UV zracenja, kao
dodatak keramiCkim materijalima i pigmentima za boje, sluze kao materijal za poliranje
stakla i luminiscentni materijal (Reed i sur., 2012; Gulicovski, 2016). Koriste se u
kozmetickoj industriji, konzumnim proizvodima i u visokoj tehnologiji (Rajeskumar,
2017). U posljednje vrijeme sintetiziraju se i dizajniraju biomaterijali i biomolekularni
materijali na bazi CeO: koji su kompatibilni s ljudskim tkivima. Pa su stoga NP CeO>
primjenu pronasle i u medicini, stomatologiji i farmaciji. U podru¢ju medicine narocito
u regenerativnoj medicini i onkologiji. Istrazivanja su pokazala da su NP CeO> prirodno
toksiCne za neke stanice karcinoma i koriste se za suzbijanje diobe stanica tumora
(Wason i Zhao, 2013). Osim toga, NP cerija mogu maligne stanice naciniti ,,osjetljivim*

na zracenje koje ih ubija, a da se pri tom ne oStete okolne zdrave stanice. NP CeO>

18



mogu kontrolirati redukcijsko-oksidacijski status stanice te se mogu primjenjivati kod
bolesti kod kojih su razine reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive oxygen species,
ROS) postale nekontrolirane (karcinom, dijabetes, arterioskleroza,
neurodegenerativne bolesti i dr.) (Bailey, 2003). U novije vriieme NP CeO: nalaze
primjenu i u medicinskoj dijagnostici kao i u biomedicinskim istrazivanjima kao
potencijalni agens koji spreCava starenje stanica (Beverly i Rzigalinski, 2005).
Dokazano je da NP CeO: stite od zraCenja, oSteCenja stanica izazvanog toksinima,
neuroloskih poremecaja, te da se NP CeO2 ponasaju kao prirodni enzimi i potencijalno
se mogu primijeniti kao antioksidansi (Korsvik i sur., 2007; Heckert i sur. 2008;
Pirmohamed, 2010; Culcasi, 2012). ,Gole“ Cestice nanocerija su slabo topljive sto
komplicira njihovu biolosku uporabu. Shema primjena nanocerija u podrucju
biomedicine i zdravstva dana je na Slici 4.

|z svega navedenog vidljivo je da se nanocerij Siroko primjenjuje i da ¢e se podrucje
njegove primjene i dalje Siriti. Procjenjuje se da je globalna godiSnja proizvodnja
nanocerija 10 000 tona (Reed i sur., 2012). Tako velika koli¢ina NP cerija moze
potencijalno predstavljati optereéenje za okoliS. Narolito zabrinjava velika

koncentracija NP cerija koje se oslobadaju sagorijevanjem dizel goriva.

Antikancerogeni
uéinak

Antibakterijska

svojstva Citotoksi¢nost

rd

[ Antioksidacijska | ~
svojstva |

",

Neurotoksiénost

Genotoksitnost

Slika 4. Primjena nanocerija (Rajeshkumar i Naik, 2017).
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1.2.4.1. U€inak nanoc€estica cerija na vodene organizme
Ispitivanje ucinak NP cerija na vodene organizme od iznimnog je znacaja iz razloga

Sto se, kao Sto je u radu do sada izloZeno, cerij Siroko primijenjuje i velika je koliCina
NP cerija koja moze zavrsiti u okoliSu. NP CeO: pripadaju skupini ENP zajedno s NP:
Ag, TiO2, Fe203, SiO2 i dr. za koje se smatra da predstavljaju najvecu prijetnju za okolis
i organizme koji u njemu zive (Pinsino i sur., 2015). U dosadas$njim istrazivanjima
utjecaja NP cerija na vodene organizme jo$ su 2006. godine otkrivene NP CeO:> na
povrsini stani¢ne stjenke bakterije Escherichije coli, ali se nije uspjela dokazati njihova
prisutnost unutar stanice (Thill i sur., 2006). Genotoksi¢ne i ekotoksikoloSke procjene
utjecaja NP COz provedene su na slatkovodnom planktonskom ra€i¢u Daphnia magna
i larvi vodene musSice Chironomus riparius. Dokazano je da NP CeO2 mogu izazvati
genotoksi¢ne ulinke (ostecenje DNA) na obje vrste te je utvrdena statistiCki znacajna
korelacija izmedu oStecenja DNA i smrtnosti C. ripariusu, $to u konacnici ukazuje na
mogucu genotoksi¢nost NP CeO> prema vodenim organizmima (Lee i sur., 2009). Na
slatkovodnoj mikroalgi Pseudokirchneriella subcapitata ispitivana je ekotoksi¢nost i
stabilnost NP CeO: stabiliziranih poliakriinom kiselinom (engl. poly (acrylic acid), PAA)
u prisustvu/odsustvu NOM-a. Rezultati su pokazali da prisutnost NOM-a ne utjeCe na
agregaciju PAA-CeO.. Povecana stabilnost NP uzrokuje poveéanu toksi¢nost
(oksidativni stres) Sto je uoCeno kod alge P. subcapitata (Booth i sur., 2015). Na dvije
vrste mikroalgi: Dunaliella salina (bez stani¢ne stijenke) i Chlorella autotrophica (sa
stijenkom) ispitivano je predstavlja li staniCna stijenka zastithu barijeru ili NP
medudjeluju s njom. Koristeni su srebro i cerij u ionskom obliku i kao nanocestice te
se ispitivalo postoiji li toksicniji u€inak iona ili nanocCestica. Indikatori toksi¢nosti bili su:
gustoca, vijabilnost, veli€ina i kompleksnost stanica, autofluorescencija klorofila,
koli¢ina ROS-ova itd. Rezultati su pokazali da su Ag i CeO2 u ionskom i NP obliku
utjecali na reproduktivne, strukturne i fizioloSke mehanizme obe vrste mikroalgi. Doslo
je do smanjenja aktivnog klorofila i gustoée stanica, a povecala se slozenost stanica i
koli¢éina ROS-ova. lonski oblik bio je toksi¢niji od nanocesti¢nog za Ag i za CeO», dok
je srebro bilo toksi¢nije u odnosu na cerij za obje vrste. Nadalje, pokazano je da je alga
D. salina manje osjetljiva od C. autotrophica bez obzira na odsutnost stani¢ne stijenke
(Sendrai sur., 2017). Nadalje, na 14 vrsta cilijata ispitivana je toksi¢nost i sudbina NP
CeO.. Dokazano je da s povecanjem koncentracije raste i toksicnost te da je sirovi

materijal manje toksi¢an od NP (utjecaj omjera povrsine i volumena) (Zhang i sur.,
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2016). Ispitujuéi toksicnost i biodostupnost NP CeO», Van Hoecke i sur. (2011)
zakljuCili su da ona u velikoj mjeri ovisi o sredini u kojoj se Cestice nalaze te da je
prilikom ispitivanja njihovog utjecaja na okoliS bitha prisutnost NOM-a koja
najvjerojatnije smanjuje njihovu toksicnost. Nakon prisilnog hranjenja s NP CeO2
ispitivanja na jezincu P. lividus dokazala su prisutnost istih unutar imunoloskih stanica
(coelomocita). UoCena je smanjena aktivnost kolinesteraze, smanjena razina proteina
HSC70 i razina proteina GRP78 te su zamije¢ena morfoloSka oStecenje lizosoma.
Prisutnost NP 5 dana nakon tretmana vjerojatno ukazuje na nemoguc¢nost organizma
da ih ukloni uzrokujuci bioakumulaciju i toksi¢nost (Falugi i sur., 2012). Ispitivanja na
bijelom jeZincu Lytechinus pictus nisu pokazala utjecaj na njegov embrionalni razvoj
do koncentracije NP CeO: i TiO20d 10 mg/L, za razliku od NP ZnO koiji je pokazao vrlo
visoku toksi¢nost. IstraZivanje je pokazalo da NP TiO, i CeO. agregiraju i brzo
sedimentiraju (unutar 30 - 60 min) u prirodnim vodama, ukljuujuc¢i morsku vodu, te da
u njima nisu topive (Fairbairn i sur., 2011). Studija na ribi zebrici pokazala je nisku
toksicnost NP CeO: na njezin embrionalni razvoj. NanoCestice CeO. bile su bez
omotacCa te je njihova niska toksi¢nost djelomi¢no pripisana aglomeraciji NP koja
mijenja omjer povrsine i volumena i time smanjuje nanocesti¢na svojstva (Wehmas i
sur., 2015).

1.3. Jezinci kao modelni organizmi u toksikoloskim istrazivanjima

Jezinci su morski beskraljeSnjaci (Avertebrata). To su viSestani¢ni organizmi svrstani
u koljeno bodljikasa (Echinodermata) i razred Echinoidea. U koljeno Echinodermata
jo$ spadaju: zvjezdace (Asteroidea), zmijace (Ophiuroidea), trpovi (Holothuroidea),
stapc€ari (Crinoidea) i morske tratin€ice (Concentricycloidea). Razred Echinoidea moze
se podijeliti prema vanjskom izgledu na dva podrazreda: pravilnjake (Regularia) i
nepravilnjake (Irregularia). Ta dva razreda podijeljena su obzirom na poziciju oralnog
otvora u odnosu na srediSte Cahure tj. srediste osi tijela, simetriju tijela, karakteristike
bodlji te oblik tijela. Jezinci podrazreda Regularija imaju pentaradijalnu simetriju
Cahure. Os tijela im se proteze kroz srediste tijela te povezuje oralnu (donju) i aboralnu
(gornju) stranu tijela. Imaju okruglastu ili ovalnu ¢ahuru te ¢vrste i duge bodlje kojima
se kre¢u po morskom dnu &ineéi dio epifaune. Jezinci podrazreda Irregularia imaju
bilateralnu simetriju tijela te im je Cahura najceSce spljostenog i jajastog oblika. Usta
im se ne nalaze u sredistu osi tijela, ve¢ su im pomaknuta prema naprijed ili natrag.
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Zbog nacina na koji zive (djelomi¢no zakopani u sediment) €ine infaunu, pa su im s
toga potrebne mekane i &etinaste bodlje (Stankovi¢, 2009). Cahura jeZinaca gradena
je od ploc€ica koznog skeleta koje su pravilno poredane i povezane dok im povrsinu €ini
jednoslojni epiderm te su tako kozZa i skeletni sustav organa medusobno vrlo blisko
povezani. S donje strane tijela koja je okrenuta prema podlozi, nalaze se usta dok se
s aboralne strane nalaze spolni i crijevni otvor. Na oralnoj strani nalazi se pet krupnih
i trokutastih zubi koji su dio Zvacnog aparata tj. Aristotelove svjetiljke sastavljene od
mnogo vapnenastih dijelova. Aristotelovu svjetiljiku €ini 25 skeletnih dijelova, a dio je
probavnog sustava koji po€inje usnim otvorom, nastavlja se na usnu Supljinu, Zdrijelo,
jednjak i Zeludac. Zeludac se kruzno pruza kroz tjelesnu Supljinu te se zaokrece za
180° i prelazi u crijevo. Crijevo zavrSava analnim otvorom kroz koji se izbacuju
neprobavljeni ostaci hrane. Blizu okruglog usnog membranoznog polja tj. peristome,
nalazi se pet pari usnih nozica koje su smjeStene u radijima. Te noZice Cine dio
ambulakralnog sustava i sluze za izbor hrane i njegovo usmjeravanje prema ustima.
Na njegovom rubu smjestene su Skrge. Otopljeni kisik iz morske vode difuzijom kroz
Skrge dospijeva u celomsku tekuéinu koja ima respiratornu funkciju. Skrge na svojoj
povrSini imaju trepetljikavi peritonij te uz pomo¢ miSi¢a vezanih uz Aristotelovu
svjetiliku, celomska tekucina ulazi i izlazi iz Skrga. JezZinci nemaju specijalizirane
organe za izluCivanje pa povrSina Skrga, crijeva i cijelog tijela sluze za izluCivanje Cineci
tako ekskrecijski sustav (Habdija i sur., 2011). Jezinci posjeduju bodlje koje sluze za
obranu i kretanje. Sastavljene su od tri dijela: baze, kratkog vrata i dugog Stapa bodlje
(Flugel, 2004). Pri¢vr§cene su kruznim zglobovima za kozni skelet tj. ektodermalni
udubljenje odgovara zglobu bodlje. U ektodermalnom epidermu se takoder nalaze
osjetilne i Zljezdane stanice. Za obranu jezincima sluze i Stipaljke tj. pedicelarije
smjeStene na peristomu. U njima neke vrste jeZinaca mogu posjedovati otrovne
Zlijezde. Primarna funkcija pedicelarija je CiS¢enje bodlji i povrSine tijela jezinca od
necCisto¢a koje se na njih taloze. Osim toga sluze i za hvatanje plijena, sakupljanje
hrane, kamuflazu (drzanje kamenci¢a i algi) i obranu (Harrison, 1994). Kretanje
takoder omogucuju i ambulakralne (prionjive) nozice. To su tanke i zatvorene cjevcice
duze od bodlji koje su povezane s ambulakralnim ili vodozilnim sustavom. SmjeStene
su u 10 meridionalnih redova, odmah ispod koZe te se pruzaju od peristomalne
membrane do periprokta (Yokota i sur., 2002) tj. membranoznog podruc¢ja s pet
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meduzracnih plo€ica na kojima se nalazi spolni otvor. S unutarnjim dijelom ¢ahure
ambulakralne noZice povezane su putem ampula. Pomocu njih cirkulira voda i u
organizam se unosi Kisik, a uklanja ugljicni dioksid. Primarna funkcija ambulakralnog
sustava je pokretanje, a ostale su: osjetilna, diSna, ekskrecijska i obrambena (ako je
povezan s otrovnim Zlijezdama). Ambulakralni sustav graden je od kanala, cjevcica i
ampula. Kada su kanali, cjev€ice i ampule pod pritiskom tj. ispunjene morskom vodom,
produze se, potom se kontrahiraju i povlaCe ostatak tijela sto omogucéava kretanje.
Smanjenjem pritiska morska voda ulazi u ambulakralni sustav i na taj nacin se
uspostavlja ravnoteza. Abulakralni sustav ,zavrSava“ na oralnoj strani. U abulakralnom
podrucju smjestena su jajolika ili okrugla tjeleSca koje sluze kao ravnotezno osijetilo.
Nazivaju se kijacCice ili sferidiji. U sebi imaju statociste koje sadrZze osjetne stanice
putem kojih su povezane sa zZiv€anim sustavom. Unutar Zvakala se nalazi Ziv€ani
prsten koji okruZuje zdrijelo te iz njega izlaze Zivci koji su radijalno rasporedeni i pruzaju
se ispod vodoZilnog sustava i krvne Zile. KrvoZzilni sustav jeZinaca je sustav otvorenog
tipa kod kojeg krv cirkulira kroz krvne Zile i izlazi iz njih u tjelesnu Supljinu. Uloga
krvozilnog sustava je da se hranjive tvari transportiraju unutar organizma.

Jezinci imaju razdvojene spolove i vanjsku oplodnju. Spolni sustav jezinaca smjesten
je na aboralnoj strani. U interradijima nalazi se 5 gonada. Gonade su sa spolnim
otvorima povezane kratkim godonuktima na pet spolnih plo€ica. Gonade vrec¢astog ili
grozdastog oblika zauzimaju najveci dio unutrasnjosti tijela (Slika 5), ¢ak i do 80%
(Habdija i sur., 2011).

gonade

Aristotelova
. svjetiljka
probavni trakt ety
sa slobodno plutajuéim
coelomocitama i
fecesom

jednjak

radijalni kanal

A | B

Slika 5. Presijek jezinca S. granularis s prikazom unutarnjih organa (Buri¢, 2018).

U ekoloskim, toksikoloskim, ekotoksikoloSkim, molekularno-bioloSkim i biokemijskim
istrazivanjima jezinci se Cesto koriste jer predstavljaju vrlo pogodan modelni, eticki
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prihvatljiv organizam. Najblizi su srodnici kraljeSnjaka, a time i ljudi. Vrlo im je sliCan
embrionalni razvoj, pogotovo rani embrionalni stadiji. Pogodni su za istrazZivanja jer
izlu€uju velike koli¢ine gameta u okoli$. JeZinci imaju vanjsku oplodnju pa se postupak
oplodnje moze jednostavno obaviti u laboratorijskim uvjetima. Uz kontrolirane uvjete
(npr. konstantna temperatura) lako se moze pratiti njihov embrionalni razvoj. JezZinci
prolaze kroz razliCite razvojne stadije. U prvim minutama, netom nakon oplodnje,
dolazi do stvaranja fertilizacijske membrane, nakon ¢ega dolazi do procesa zvanog
fuzija jezgre (30 do 45 minuta nakon opodnje). Brzom mitotiCkom diobom iz
jednostani¢ne zigote nastaje viSestani¢ni embrij. Nakon oplodnje dolazi do jednake
diobe koja obuhvaca prve tri diobe. Naziva se jednakom diobom, jer je veli€ina stanica
unutar zigote jednaka (Buri¢, 2018). Sam proces diobe naziva se brazdanje zigote, a
nastale stanice nazivaju se blastomere. Prva dioba nastupa 60 do 90 minuta nakon
oplodnje (ovisno o vrsti jezinca). Od jedne stanice nastaju dvije identi¢ne stanice.
Druga dioba daje Cetiri, a treCa osam stanica. Izmedu blastomera, kada zigota ima
osam stanica, nastaje malena Supljina koja se nastavkom diobe Siri i nakon nekog
vremena tvori blastocel, unutar kojeg se nalazi tekucina koja u ve¢em dijelu sadrZi
morsku vodu. Otprilike oko 6 h nakon oplodnje dolazi do Cetvrte diobe koja se odvija
sve do nastanka Supljine unutar embrija na taj nacin nastaje 16 stanica, a to je ujedno
i poCetak morule (Buri¢, 2018). Daljnjom diobom nastaju 32 stanice, a potom 64
stanice. Stadij u kojem je embrij graden od oko 64 stanice naziva se morula. Morula je
okrugla nakupina gusto zbijenih stanica kod koje se ne mogu razabrati razliCiti slojevi.
Nastavkom diobe stanice postaju sve manje. Sedmom diobom nastaje blastula koja
sadrzi priblizno 128 stanica i sadrzi tekuci blastocel koji je karaktristiCan za stadij
blastule. Nalikuje na Suplju kuglu Cije su blastomere jednakih dimenzija. Nakon toga
dolazi do smanjenja stope stani¢ne diobe. Nakon 10 do 12 h od oplodnje blastula
sadrzi otprilike 600 stanica te otpusta enzime ,izlijeganja“. Oni otapaju fertilizacijsku
membranu koja zatim nestaje i nastupa proces gastrulacije. Gastrula nastaje
procesom gastrulacije iz blastule 20 do 24 sata nakon oplodnje i sadrzi oko 1000
stanica. U tom stadiju dolazi do pojave tri zametna sloja tj. zametnih listica: ektoderma,
mezoderma i endoderma. Na pocCetku gastrula je diploblasti¢na tj. ima dva zametna
listica (ektoderm i endoderm, a mezoderm c&ine mikromere - stanice primarnog
skeleta). Nakon faze gastrule embrij poprima oblik piramide, pa se taj stadij naziva
stadij prizme. Dolazi do promjene oblika embrija i poCetka diferencijacije larve. U
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stadiju prizme u potpunosti je formirano crijevo i usta te je moguée samostalno
konzumiranje hrane (plankton). Nakon stadija prizme razvija se liCinka dipleurula koja
ima bilateralnu simetriju i na nekim dijelovima povrsine tijela trepetljike koje joj sluze
za plivanje. S vremenom nastaje liCinka pluteus koja je puno pokretljivija
(samoplivajuca) u odnosu na dipleurulu zbog puno duzih nastavaka prekrivenih s
trepetljikama. Skeletne plocice odraslog jezinca poc€inju nastajati pred kraj li¢inackog
stadija i zbog toga pocinje tonuti prema dnu. Dolazi do metamorfoze iz bilateralne u
pentaradijalnu simetriju i time pluteus postaje mladi bentoski jezinac.

Jezinci su vrlo rasprostranjena skupina organizama, a u Jadranskom moru pronadeno
je ukupno 20 vrsta (Buri¢, 2018). NajkarakteristiCnije i najdostupnije vrste jeZinaca u

Jadranu su: Arbacia lixula, Paracentrotus lividus i Sphaerechinus granularis.

1.3.1. Jezinac Arbacia lixula

Crnog jezinca (Arbacia lixula) opisao je Linné 1758. godine (Slika 6). Karakteriziraju
ga brojne duge crne bodlje. Za razliku od jeZinca P. lividus nema pedicelarije na lednoj
strani te se zato rjede kamuflira kamenci¢ima, Skoljkama ili algama (Buri¢, 2018).
Cahura mu je ruziéaste ili naran&aste boje promjera oko 6 cm (Zastita mora - A. lixula,

2018). Obitava na hridinastom dnu na dubini do nekoliko metara.

Slika 6. Jezinac Arbacia lixula (Zastita mora — A. lixula, 2018).

1.3.2. Jezinac Paracentrotus lividus

LjubiCasti jezinac (Paracentrotus lividus) prikazan je na Slici 7. Prvi ga je opisao
Lamarck 1816. godine. Naziva se joS hridinski jezinac ili pak jezinac kamenjar.
Nastanjuje stjenovitu i kamenitu podlogu u litoralu do dubine od 32 m, ali najceS¢e
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obitava na dubinama od 1 - 6 m. Cahura mu je najée$ée tamnoljubiaste boje. Bodlje
su rijetke i mogu biti tamnoljubiaste, crno-smede ili crno-zelene boje. Cahura mu je
ventralno poravnata, ponekad i dorzalno, a kod odraslog jezinca njezin promjer iznosi
oko 7 cm. Kako bi se kamuflirao, koristi ostatke Skoljkasa, puzeva ili algi (Zastita mora
- P. lividus, 2018).

Slika 7. Jezinac Paracentrotus lividus (Zastita mora - P. lividus, 2018).
1.3.3. Jezinac Sphaerechinus granularis
Lamarck je 1816.9. opisao pjegavog jezinca (Sphaerechinus granularis) prikazanog
na Slici 8. JeZinac S. granularis naziva se pjegavim jezincem zbog kratkih, jakih i
ljubiCastih bolji koje zavrSavaju malim, bijelim poljem (Buri¢, 2018). Bodlje mogu biti i
crvene, bijele ili smede boje. Cahura ovog jezinca je tamnoljubiaste boje promjera do
13 cm (Zastita mora - S. granularis, 2018). Obitava na dubinama od 5 do 120 m na

koraligenskom tvrdom ili pje§€anom dnu (Turk, 2011).

Slika 8. Jezinac Sphaerechinus granularis (Zastita mora — S. granularis, 2018).

1.3.4. Test embrionalnog razvoja jezinca

Test embrionalnog razvoja jezinca (engl. Sea Urchin Embryo Development Test,
SUEDT) je jednostavan, jeftin i vrlo koristan standardni test koji se koristi za ispitivanje
toksi¢nosti zagadivala na organizme (Cesar i sur., 2009; Beiras i sur., 2003). Prednost
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ovog testa u odnosu na druge testove je kratak vremenski period izvodenja u
laboratorijskim uvjetima (kod jezinaca A. lixula i P. lividus 48, a kod jezinca S.
granularis 72 sata). UCinak zagadivala na embrionalni razvoj jezinaca moze se pratiti
na morfoloskoj razini, Sto test Cini ekonomski isplativim. Za njegovo izvodenje nije

potrebna kompleksna oprema (Matranga i Corsi, 2012).

JezZinci se koriste kao modelni organizmi jer su im metabolicki i fizioloSki putevi sli¢ni
sisavcima. U ranim embrionalnim fazama imaju genomsku homologiju s visokim
kraljeSnjacima (uklju€ujuéi Covjeka). Od trenutka oplodnje razvojni stadiji su im jednaki
sve do stadija morule (Falugi i sur., 2012). Nadalje, pozitivha strana testa embrionalnog
razvoja jezinaca je i u tome $to jezinci imaju vanjsku oplodnju, stoga ih je vrlo
jednostavno oploditi u laboratorijskim uvjetima. Izlu€uju veliki broj jajnih stanica pa se
moze dobiti i veliki broj embrija $to u konacnici rezultira velikim brojem larvi koje se
koriste pri provodenju eksperimenta, a veliki broj larvi u konacnici u jednom uzorku

umanjuje standardnu pogresku eksperimenta.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja bio je primjenom testa embrionalnog razvoja jezinca ispitati
potencijalnu toksi¢nost nanocCestica cerijevog (IV) oksida (NP CeO2) na embrionalni
razvoj triju vrsta Mediteranskih jeZinaca: Arbacia lixula, Paracentrotus lividus, i
Sphaerechinus granularis. U tom cilju ispitivana je sposobnost oplodnje spermija
jezinaca prethodno tretiranih razli¢itim koncentracijama nanocestica cerija, te se pratio
razvoj oplodenih jajnih stanica do morfoloskog stadija larve. Takoder se ispitalo kako
na embrionalni razvoj jezinaca utjeCe izlaganja zigote razli€itim koncentracijama NP

CeO: netom nakon oplodnje.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Kemikalije

U ovom zavrSnom radu koriStene su sljedec¢e kemikalije: kalijev klorid (KCI), kromov
(1) sulfat (CrSO4 x 5H-0) (dobavlja& Kemika), ultracista voda (18MQ), filtrirana morska
voda te nanocestice cerijeva (V) oksida (CeOz). KCI je koriSten za poticanje lu¢enja
gameta iz gonada jezinaca. Kromov (ll) sulfat upotrijebljen je za imobilizaciju larvi u
cilju njihovog lakSeg brojanja. Za dobivanije filtrirane morske vode koristila se prirodna
morska voda Sjevernog Jadrana (saliniteta 38,1 i pH 8,1). Voda je filtrirana kroz
Whatmanove membranske filtere veliine pora od 0.2 ym. Nanocestice cerijevog (V)
oksida dobivene su od ,Zajedni¢kog istrazivaCkog centra Europske komisije“ (engl.
European Commission Joint Research Centre, JRC) iz Ispre (Italija). Prema
specifikaciji proizvodaCa nanomaterijal, tvornickog naziva ,NM 212/3413%, sadrzavao
je NP CeO: istaloZzene i bez omotaca. Srednja veli€ina Cestica (engl. mean particle
size) bila je oko 28 nm. Osnovna veli€ina Cestica (engl. primary particle size) iznosila
je priblizno 33 nm, dok je njihova specificna povrsina (engl. specific surface area)

iznosila oko 28 m?/g.

3.2. Odredivanje u€inka nanocestica cerijeva (IV) oksida (CeO;) na embrionalni
razvoj tri vrste jezinaca: Arbacia lixula, Paracentrotus lividus i Sphaerechinus

granularis

3.2.1. Sakupljanje jezinaca

Za potrebe eksperimenta jezinci vrste A. lixula i P. lividus sakupljeni su pomocu
mrezice s obale u listopadu 2016. godine u uvali Valkane (Pula, RH) (GPS koordinate:
44°51'20"N, 13°49'33"E). Bududéi da vrsta S. granularis obitava na dubinama veéim od
20 m za njihovo prikupljanje angazirani su ronioci Centra za istrazivanje mora Instituta
Ruder Boskovic. Jezinci S. granularis sakupljeni su s obalnog podrucja okolice grada
Rovinja (RH) (GPS koordinate: 45°04'47"N, 13°38'24"E). Nakon prikupljanja jezinci su
stavljeni u prijenosnu hladnjaCu s morskom vodom i kroz sat vremena dopremljeni na
Institut gdje su prebaceni u vanjski akvarij sa stalnim protokom morske vode te su

unutar tjedan dana koriSteni za eksperiment.
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3.2.2. lzdvajanje gameta jezinaca i oplodnja

U eksperimentu je koriSteno 6 jezZinaca (3 zenke i 3 muzjaka) svake vrste jezinca (A.
lixula, P. lividus i S. granularis). Kako bi se potaknulo lucenje gameta, uokolo
peristomialne membrane, injektirano je 0.7 - 1.5 mL 0.5 M kalijeva klorida (3,73 g KCl
otopljeno je u 100 mL destilirane vode). JeZinci su zatim protreseni kako bi se KCI
ravnomjerno rasporedio i $to brZze dospio do gonada. Neposredno nakon injektiranja
KCl-a jezinci su poceli izluCivati gamete (Slika 9). Na osnovu izgleda suspenzije
gameta odreden je spol jedinki. MuZzjaci su ispustali spermije mlijeéno bijele boje na
aboralnoj strani. Spermiji jezinaca sakupljeni su pipetom i prebaceni u Eppendorf
tubice od 1.5 mL koje su zatim smjeStene u posudu s ledom kako bi im se produZzio
Zivotni vijek. Spermiji nisu smijeli do¢i u doticaj s morskom vodom sve do trenutka same
oplodnje jer se u kontaktu s morskom vodom aktiviraju i ostaju pokretni svega 10-ak
minuta do pola sata. Za razliku od muzjaka, Zenke jezinaca ispustale su narancastu ili
tamno crvenu suspenziju jajnih stanica. Naranaste su boje jajne stanice jezinaca P.
lividus i S. granularis dok su jajne stanice vrste A. lixula tamno crvene (bordo) boje. U
trenutku kada je utvrdeno da se radi o Zenskoj jedinki jezinca ona je aboralnom
stranom uronjena u ¢asu s filtriranom morskom vodom te su se jajne stanice talozile
na dnu ¢ase. Nakon toga jajne stanice sakupljene su pipetom i prenesene u falkonicu

od 15 mL te je takva suspenzija sluzila kao ishodiSna suspenzija za oplodnju.

Slika 9. Gamete jezinca A. lixula: (A) jajne stanice i (B) spermiji (mjerilo 20 um).

Proces oplodnje odvijao se u 5 ploca sa 6 jazZica. U svaku jazicu stavljeno je redom: 5
mL filtrirane morske vode, potom je dodano 50 pL razrijedene suspenzije jajnih stanica.
Razrijedena suspenzija jajnih stanica pripremljena je tako Sto je koncentrirana
ishodiSna suspenzija izoliranih jajnih stanica razrijedena 8 puta. Jajne stanice prve
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Zenke (od 3 Zenke iste vrste) nacijepljene su u dvije paralelne jaZice. Postupak je
ponovljen i za jajne stanice druge i treCe Zenke (u susjedne paralelne jaZice, prema
Shemi na Slici 10). Oplodnja zapocinje dodavanjem 1 mL sperme u jazZice s jajnim
stanicama. Sperma se dodaje u jazicu laganim kruZnim pokretima kako bi se pravilno
rasporedila, tj. kako bi Sto viSe jajnih stanica bilo oplodeno. Sperma svakog jeZinca

nacijepljena je u jaZice isto tako prema Shemi na Slici 10.

EOC
OO

Slika 10. Shema oplodnje jezinaca u jazicama.

U jazice je zatim dodano jo§ 5 mL filtrirane morske vode kako bi se suspenzija bolje
izmijeSala i kako bi se povec¢ao volumen vrlo koncentrirane suspenzije zigota, odnosno
kako bi larve imale dovoljan prostor za kretanje u stadiju pluteusa (48/72 h nakon

oplodnje.) Nakon oplodnje embriji su Cuvani na temperaturi od 20 °C.

Slika 11. Neoplodena (A) i oplodena jajna stanica jezinca P. lividus (B) (FM — fertilizacijska
membrana; mjerilo 50 pm).

Na Slici 11 vidi se razlika izmedu neoplodene i oplodene jajne stanice s formiranom
fertilizacijskom membranom (FM).
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3.2.3. Tretiranje embrija jezinaca Arbacia lixula, Paracentrotus lividus i
Sphaerechinus granularis s nano€esticama cerija

Priprema suspenzije nanocestica

Za pripremu suspenzija nanoCestica koriStene su nanocestice cerijeva (V) oksida
prethodno opisane u poglavlju 3.1. Dvije izvorne suspenzije nanoCestica koncentracije
20 pg/mL (pocetna suspenzija 1) i 200 ug/mL (pocetna suspenzija 2) NP cerijeva (1V)
oksida pripremljene su koristenjem ultraCiste vode. NP su raspr8ene pri sobnoj
temperaturi ultrazvuénim homogeniziranjem u trajanju od 30 minuta pri snazi
ultrazvuka od 30 W i frekvenciji od 35 kHz (Sonorex Digitec, Bandelin). lzvorna
suspenzija od 20 pg/mL koristena je za tretman jaZica konacnih (ispitivanih)
koncentracija od 10, 100 i 1000 pg/L. Suspenzija od 200 ug/mL koristena je za tretman
jazica od 10 000 pg/L NP cerija. Razriedenja za tretman jazica pripremljena su na
sljedeéi nacin: za dobivanje 10 000 pg/L, ishodna suspenzija od 200 pg/mL NP je
razrijedena 20 puta: 0.5 mL u 10 mL FMV (filtrirane morske vode). Za dobivanje 1000
Mg/L, poCetna suspenzija od 20 pg/mL NP CeO: je razrijedena 20 puta: 0.5 mL u 10
mL FMV. Za dobivanje 100 pg/L, ishodna suspenzija od 20 pg/mL NP CeO: je
razrijedena 200 puta: 0.05 mL u 10 mL FMV. Za dobivanje 10 ug/L, ishodna suspenzija
od 20 pg/mL NP CeO: razrijedena je 2000 puta i ona predstavlja prvo razriedenje ili
ishodnu suspenziju br.3: 250 uL 20 ug/mL NP CeO32: 0.05 mL u 10 mL FMV.

Tretiranje embrija jeZzinaca s razlicitim koncentracijama NP CeO-

Embriji jezinaca A. lixula i P. lividus 30 min. nakon oplodnje tretirani su suspenzijama
NP razlicitih koncentracija. UspjeSnost dosezanja larvi u stadiju pluteusa brojana je
nakon 48 sati. Embriji jezinaca S. granularis 45 min. nakon oplodnje tretirani su
suspenzijama NP razli€itih koncentracija. UspjesSnost dosezanja stadija larvi brojana je
nakon 72 sata. UspjeSnost dosezanja larvi u stadiju pluteusa brojana je u svakoj jaZici
na 100 embrija. Za lak§e brojanje embriji su imobilizirani kromovim (II) sulfatom (CrSOa4
x 5H20). Za brojanje je koriSten inverzni mikroskop. Rezultati promatranja razvrstani
su u tri kategorije: normalno razvijena larva (NL), zaostala larva (ZL) i nerazvijeni embrij

(NE), kako je prikazano na Slikama 12, 13 i 14 za sve tri vrste promatranih jezinaca.
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Slika 12. Normalna larva (A), zaostala larva (B) i nerazvijeni embiriji (C) jezinca A. lixula
(mjerilo 100 pm).

Slika 13. Normalna larva (A i B), zaostala larva i nerazvijeni embriji (C) jezinca P. lividus
(mjerilo 100 pm).

Slika 14. Normalna larva (A), zaostala larva (B) i nerazvijeni embriji u ranom stadiju gastrulacije (C)
jezinca S. granularis (mjerilo 100 ym).

3.2.4. Tretiranje sperme jezinaca s nanoc¢esticama cerija te kvaliteta potomstva

Koristene su tri ¢aSice po vrsti jezinca (Slika 15) za svaku pojedinu koncentraciju NP
CeO: te je svaka CaSica bila predodredena za spermu jednog muZjaka (od 3 muske
jedinke ). To je napravljeno kako bi se eliminirala moguénost da suspenzija u kojoj su
pripremljene nanocCestice utjeCe na dobivene rezultate tj. kako bi bilo sigurno da su
rezultati iskljuCivo posljedica u€inka NP CeO2. Nakon toga, u svaku je ¢aSicu dodano

10 mL filtrirane morske vode i u konacnici 20 uL suho izolirane suspenzije sperme.
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Slika 15. Shema predtretmana sperme.

Opisani postupak je primijenjen kod sve 3 vrste jeZzinaca. Za razliku od sperme jeZinaca
A. lixula i P. lividus, Cija je sperma ostavljena u interakciji s razli¢itim koncentracijama
nanocCestica sat vremena, sperma jezinca S. granularis ostavljena je u interakciji s
nanocCesticama samo 10 min., buduci je njihova sperma puno osjetljivija od sperme
ostala dva jeZinca. Ukoliko bi sperma S. granularis ostala u kontaktu s NP predugo
doslo bi do njezine imobilizacije (bez obzira na to je li sperma prethodno tretirana s NP
ili ne) te samim time ne bi dosSlo do oplodnje jajnih stanica. Postupak oplodnje u
jazicama opisan je u poglavlju 3.2.2. (spermiji prethodno tretirani razliCitim
koncentracijama NP CeO). Jedan sat nakon oplodnje s tretiranim spermijima brojana
je uspjesnost oplodnje za vrste jezinca A. lixula i P. lividus. UspjeSnost dosezanja faze
larvi brojana je nakon 48 sati. Dva sata nakon oplodnje s tretiranim spermijima brojana
je uspjesnost oplodnje za vrstu S. granularis. UspjeSnost dosezanja faze larvi kod ove

vrste brojana je nakon 72 sata.
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4. REZULTATI

4.1. Odredivanje uspjesnosti dosezanja stadija larvi jezinaca Arbacia lixula,
Paracentrotus lividus i Sphaerechinus granularis nakon tretiranja embrija s
nanocesticama cerija

Prikazana je uspjeSnost embrionalnog razvoja jezinca A. lixula nakon tretmana s NP
cerija na Slici 16. U kontrolnom uzorku postotak normalno razvijenih larvi (NL) iznosio
je 92.60%, zaostalih larvi (ZL) bilo je 5.80% te nerazvijenih embrija (NE) 1.60%. Pri
koncentraciji od 10 pg/L NP cerija broj NL se povec¢ava u odnosu na kontrolni uzorak i
iznosi 97.33% $to je 4.73% viSe od kontrolnog uzorka. Broj (ZL) iznosio je 2.67% dok
nerazvijenih embrija nije bilo. Kod koncentracije od 100 ug/L NP cerija postotak NL bio
je 95.50% (2.90% viSe u odnosu na kontrolni uzorak), ZL 2.50% (5to je 3.30% manje
od kontrolnog uzorka) te 2.00% NE $to je 0.40% viSe od kontrolnog uzorka. Najvisi
postotak NL zapazen je pri koncentraciji od 1000 pg/L NP cerija te je iznosio 99.67%
(7.07% viSe u odnosu na kontrolni uzorak). Postotak ZL iznosio je 0.33%, dok
nerazvijenih embrija nije bilo. Pri koncentraciji NP cerija od 10 000 ug/Li postotak NL
bio je 96.83%, zaostalih larvi 1.33% te 1.83% nerazvijenih embrija, $to je neznatno

viSe od kontrolnog uzorka 0.23%.

UspjeSnost embrionalnog razvoja do stadija pluteusa larve jezinca P. lividus nakon
tretmana s NP cerija prikazana je na Slici 17. Postotak NL u kontrolnom uzorku bio je
95.17%, postotak ZL 3.00% te nerazvijenih embrija 1.83%. U odnosu na kontrolni
uzorak pri koncentraciji od 10 pg/L NP cerija broj NL se neznatno povecao i iznosio je
96.17% $to je 1% viSe od kontrolnog uzorka: broj ZL 1.00% i nerazvijenih embrija je
bilo 2.83%. Koncentracija NP cerija od 100 ug/L rezultirala je s 91.00% NL, 9.00% ZL
(najvisi zamijeceni postotak NL u ove vrste jezinca), a nerazvijenih embrija nije bilo.
Normalno razvijenih larvi bilo je 94.00%, 2.33% zaostalih larvi i 3.67% nerazvijenih
embrija je bilo pri koncentraciji od 1000 ug/L NP cerija (najviSi zamije¢eni postotak NE
u ove vrste jezinca). Pri koncentraciji od 10 000 ug/L NP cerija bilo je 94.50% NL,
3.33% ZL i 2.17% NE.
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Slika 16. Postotak normalnih (bijeli stupci), zaostalih (sivi stupci) larvi te nerazvijenih embrija (crni stupci)
jezinca A. lixula tretiranih razli¢itim koncentracijama NP CeO2 30 min. nakon oplodnje.
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Slika 17. Postotak normalnih (bijeli stupci), zaostalih (sivi stupci) larvi te nerazvijenih embrija (crni
stupci) jezinca P. lividus tretiranih razli¢itim koncentracijama NP CeO2 30 min. nakon oplodnje.

Slika 18. prikazuje tretman i embrionalni razvoj jezinca S. granularis tretiranih 45
minuta nakon oplodnje s NP cerija. U kontrolnom je uzorku izbrojeno 88.00% NL,
10.60% ZL i 1.40% NE. Pri koncentraciji od 10 ug/L NP cerija normalno razvijenih larvi
bilo je 88.33%, 10.16% ZL i 1.50% NE, dok je 92.20% NL, 6,20% ZL i 1.60% NE bilo
pri koncentraciji od 100 pg/L. Pri koncentraciji od 1000 pg/L NP cerija izbrojan je
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najveci broj ZL (12.83%) i nerazvijenih embrija (2.50%), pa samim time i najmaniji broj
NL (84.66%). Pri porastu koncentracije NP cerija na 10 000 ug/L zamijecen je najviSi

broj NL (93.25%) u odnosu na sve promatrane koncentracije. Pri ovoj koncentraciji bilo
je 5.75% ZL i 1.00% NE.
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Slika
18. Postotak normalnih (bijeli stupci), zaostalih (sivi stupci) larvi te nerazvijenih embrija (crni stupci)
jezinca S. granularis tretiranih razli¢itim koncentracijama NP CeO:2 45 min. nakon oplodnje.

4.2. Odredivanje uspjesnosti oplodnje jajnih stanica spermijima prethodno

tretiranim s NP CeO; i odredivanje kvalitete potomstva za jezince: A. lixula, P.
lividus i S. granularis

Podaci uspjesnosti oplodnje za jezince A. lixula, P. lividus i S. granularis prikazani su
u Tablici 2. i na Slici 19.
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Tablica 2. UspjeSnost oplodnje (prikazana u postocima) 1 sat (A. lixulai P. lividus) i 2 sata (S. granularis)
nakon oplodnje (predtretman sperme s NP CeO::1 sat/10 min). DA oznacava uspjesno oplodene jajne
stanice, a NE oznagava neuspjelu oplodnju.

Koncentracija Uspjesnost oplodnje [%]
NP CeO:z[pg/L]
A. lixula P. lividus S. granularis
DA NE DA NE DA NE
0 91.75 8.25 98.33 1.66 96.33 3.66
10 86.50 13.50 97.75 2.25 92.33 7.66
100 94.25 5.75 96.60 3.40 92.66 7.33
1000 92.25 7.75 93.50 6.50 93.16 6.83
10 000 89.00 11.00 97.50 2.50 93.83 6.16

—— A Ixula
- P lividus

Uspjesnost oplodnje (%)
8

S. granularis

inf 1 2 3 4
log koncentracije (NP CeOz pgiL)

Slikal9. Uspjesnost oplodnje jezinaca A. lixula i P. lividus Cija je sperma prije oplodnje tretirana 1 h sa
NP CeO: ijezinca S. granularis Cija je sperma prije oplodnje tretirana 10 min.

UspjeSnost dosezanja stadija pluteusa brojana je 48 sati od oplodnje za vrste A. lixula
i P. lividus, a nakon 72 sata za vrstu S. granularis. Slika 20. prikazuje uspjeSnost
dosezanja stadija pluteusa nakon 48 sati za vrstu A. lixula Cija je sperma tretirana s
NP CeO2 u trajanju od sat vremena. Postotak normalno razvijenih larvi najveéi je u
kontrolnom uzorku (86.66%), gdje je dobiven najmanji postotak zaostalih larvi (11%) i

nerazvijenih embrija (2.33%). Pri koncentraciji od 10 pg/L NP cerija bilo je: 84.00% NL,
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12.75% ZL i 3.25% NE. Pri koncentraciji od 100 pg/L NP cerija bilo je: 80.00% NL,
15.75% ZL i 4.25% NE. Pri koncentraciji od 1000 pg/L javlja se najmanji postotak
normalno razvijenih larvi 66.75% (19.91% manje NL u odnosu na kontrolni uzorak) te
je najveci postotak ZL i NE: 25.75% i 7.25% (14,75% i 4.92% viSe u odnosu na
kontrolni uzorak). Pri koncentraciji od 10 000 pg/L NP cerija bilo je: 74.25% NL, 18.75%
ZL i 5.75% nerazvijenih embrija.

" i | B i
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Slika 20. Postotak normalnih (bijeli stupci), zaostalih (sivi stupci) larvi te nerazvijenih embrija (crni
stupci) jezinca A. lixula &ija je sperma tretirana 1 sat razli¢itim koncentracijama NP CeO: (uspjesnost
dosezanja stadija pluteusa nakon 48h).

Slika 21. prikazuje uspjeSnost dosezanja stadija pluteusa nakon 48 sati za vrstu P.
lividus Cija je sperma tretirana s NP CeO: u trajanju od sat vremena. Postotak NL u
kontrolnom uzorku bio je 93.25%, postotak ZL bio je 3.75% te nerazvijenih embrija
3.00%. Normalno razvijenih larvi bilo je 92.60%, 4.20% ZL i 3.20% NE pri koncentraciji
od 10 ug/L NP cerija. Pri koncentraciji od 100 ug/L NP cerija javlja se najveci postotak
normalno razvijenih larvi (96.83%), Sto je 3.58% viSe od kontrolnog uzorka. Pri ovoj
koncentraciji javlja se najmanji postotak ZL i NE: 1.16% i 2.00% (2.59% i 1,00% manje
u odnosu na kontrolni uzorak). Bilo je 95.00% NL, 2.25% ZL i 2.75% NE pri
koncentraciji od 1000 pg/L NP cerija. Pri koncentraciji od 10 000 pg/L javlja se najmaniji

postotak normalno razvijenih larvi (82.25% $to je 11.00% manje od kontrolnog
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uzoraka). Pri toj koncentraciji najveci je postotak ZL i NE: 12.25% i 5.50% (8.50% i

2.50% viSe u odnosu na kontrolni uzorak).

100 . ‘} e -
80 E3

60

larve %

40

20

0 e ke T uiin - J—h

0 10 100 1000 10000
NP CeO, / pg/L

Slika 21. Postotak normalnih (bijeli stupci), zaostalih (sivi stupci) larvi te nerazvijenih embrija (crni stupci)
jezinca P. lividus Cija je sperma tretirana (1h) razli¢itim koncentracijama CeO: (uspjeSnost dosezanja

stadija pluteusa nakon 48h).

Slika 22. prikazuje uspjeSnost dosezanja stadija pluteusa nakon 72 sata za vrstu S.
granularis €ija je sperma tretirana s NP CeO: u trajanju od 10 minuta. Postotak NL u
kontrolnom uzorku bio je 95.33%, postotak ZL 2.33% te NE 2.33%. Pri koncentraciji
od 10 pg/L NP cerija bilo je 91.00% NL, 7.25% ZL i 1.75% $to je najmanji postotak NE
(0.58% manje od kontrolnog uzorka). Pri koncentraciji od 100 ug/L javlja se najmaniji
postotak normalno razvijenih larvi (84.16%) Sto je 11.17% manje NL u odnosu na
kontrolni uzorak, a ujedno i najviSi postotak ZL i NE: 11.16% i 4.66% (8.83% i 2.33%
viSe u odnosu na kontrolni uzorak). Pri koncentraciji od 1000 ug/L NP cerija bilo je
92.00% NL, 5.00% ZL i 3.00% NE. Pri koncentraciji od 10 000 pg/L izbrojan je najvedi
postotak normalno razvijenih larvi od 95.50% NL, $to je neznatno viSe od kontrolnog
uzorka (0.17%). Ovdje se javlja najmanji postotak ZL 1.50% (0.83% manje od

kontrolnog uzorka) dok je nerazvijenih embrija bilo je 3.00%.
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Slika 22. Postotak normalnih (bijeli stupci), zaostalih (sivi stupci) larvi te nerazvijenih embrija (crni stupci)
jezinca S.granularis Cija je sperma tretirana 10 minuta razli€itim koncentracijama NP CeO: (uspjeSnost
dosezanja stadija pluteusa nakon 72 h).
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5. RASPRAVA

|z prikazanih rezultata moze se zaklju€iti kako NP prisutne u morskom okoliSu ne
moraju nuzno nanijeti Stetu morskim organizmima. Naime, u provedenom ispitivanju
zagadivalo su bile sintetizirane NP CeQ,. Cestice su bile istaloZene i bez omotada, a
njihove veliina bila je priblizno 33 nm. Nakon tretiranja embrija jeZinaca s NP CeO:
nastavljen je normalni embrionalni razvoj za sve tri vrste jezinaca A. lixula, P. lividus i
S. granularis. Postotak normalno razvijenih larvi kod jezinaca A. lixula i P. lividus pri
svim koncentracijama bio je visi od 90%, dok je za vrstu S. granularis bio tek neznatno
nizi. Nije uoCena razlika u usporedbi s kontrolnim uzorkom (preko 90% NL za jezince
A. lixula i P. lividus) i 88% za jezinca S. granularis. Povezanost izmedu porasta
koncentracije i smanjenja broja normalno razvijenih larvi nije se mogla ustanoviti. 1z
dobivenih eksperimentalnih rezultata mozZe se zakljuCiti da NP CeO> ne utjeCu na
embrionalni razvoj jezinaca pri promatranim koncentracijama (10 - 10 000 ug/L). Do
slicnih zaklju€aka dosli su Fairbairn i sur. 2011. godine. Naime, oni su isto tako
proucavajuci utjecaj NP CeO2 dobili rezultate iz kojih je vidljivo da NP cerija nemaju
utjecaj na embrionalni razvoj bijelog jeZinca Lytechinus pictus. Takvi rezultati dobiveni
su i u istrazivanju koje su proveli Wehmas i sur. 2015. godine na ribi zebrici. Niska do
nikakva toksi¢nost NP CeO. dokazana u spomenutim istraZivanjima, kao i rezultatima
ovoga rada, moze biti uzrokovana time $to su NP CeO: inertne te time manje toksi¢ne
(Ispasai sur., 2009; Van Hoeke i sur., 2009). Tome u prilog idu njihova biokompatibilna
i citoprotektivna svojstva (Xia i sur., 2008). Suprotno ovim istrazivanjima, Buri¢ i sur.
(2015.) dokazali su da izlaganje embrija jeZinaca A. lixula, P. lividus i S. granularis NP
srebra vec pri vrlo niskim koncentracijama ima negativan ucinak na njihov daljniji
embrionalni razvoj. Naime, najviSe ispitivane koncentracije NP Ag od 50 - 100 ug/L

uzrokovale su potpuni zastoj embrionalnog razvoja.

U ovom radu, iz rezultata uspjeSnosti oplodnje jajnih stanica spermijima prethodno
tretiranima s NP cerija moze se zakljuditi kako isti uspjeSno oploduju jajne stanice i
embrij se dalje razvija do stadija kompletne larve kroz 48/72 h. Moze se zakljuciti da
NP CeO: prisutne u morskoj vodi ne utje€u na uspjeSnost oplodnje. Sli¢an rezultat
dobili su Mesari€ i sur. 2015. dokazavsi da izlaganje sperme jezinca P. lividus NP
grafenova oksida nije utjecalo na uspjeSnost oplodnje jajnih stanica. Medutim, rezultati

istog istrazivanja pokazali su da je uspjeSnost oplodnje bila znatno reducirana i ovisna

42



0 koncentraciji kada su spermiji bili izlozeni NP crnog ugljika razli€itih koncentracija
(0.0001 - 1.0 mg/L). Taj je uCinak vjerojatno posljedica vece fiziCke interakcije izmedu

NP crnog ugljika i sperme u usporedbi s NP grafenova oksida.

Nakon tretmana sperme s razli€itim koncentracijama NP CeO: pratila se uspjeSnosti
dosezanja stadija pluteusa te odredivala kvaliteta potomstva. 1z dobivenih rezultata
nije se mogla uociti razlika izmedu kontrolnog uzorka i uzoraka s tretiranim spermijima.
Nesto niza uspjeSnost dosezanja stadija NL javlja se kod A. lixula i P. lividus pri
koncentraciji od 10 000 ug/L. Moguci uzrok tome je vrlo visoka koncentracija NP cerija.
Pri koncentraciji od 1000 pg/L kod vrste A. lixula javlja se ukupno najmanji broj
normalno razvijenih larvi: 66.75 + 8.34%. Mogudi razlog tome je preduga vremenska
izloZzenost kromovom (ll) sulfatu prije samog citanja, odnosno brojanja larvi. 1z svih
dobivenih rezultata nije se mogao uociti utjecaj nanocCestica cerija na embrionalni
razvoj jezinaca A. lixula, P. lividus i S. granularis pri ispitivanim koncentracijama NP
CeO2. Dokazano je (Buri¢, 2018) da NP Ag nemaju negativan ucinak na uspjesSnost
oplodnje jezinaca A. lixula i P. lividus, ali uzrokuju smanjenje kvalitete potomstva za
jezinca A. lixula. Suprotno rezultatima ovog istrazivanja, koja nisu pokazala negativan
ucinak NP cerija, Lee i sur., (2009) pokazali su na slatkovodnom planktonskom raciéu
Daphnia magna i larvi vodene musice Chironomus riparius da NP CeO2 mogu izazvati
genotoksi¢ne u€inke na vodene organizme. Na dvije vrste mikroalgi: Dunaliella salina
i Chlorella autotrophica dokazano je da su NP CeO- uzrokovale smanjenje aktivnog
klorofila i gustoée stanica te utjecale na povecanje sloZzenosti stanica i koli¢inu ROS-a
(Sendra i sur., 2017). Booth i sur. (2015) dokazali su da NP CeO; stabilizirane
poliakrilnom kiselinom uzrokuje povecanu toksi¢nost (oksidativni stres) kod alge P.
subcapitata. Moguce je pretpostaviti da je upravo omota€ razlog njihove vecée
toksi¢nosti u usporedbi s rezultatima ovog rada gdje ispitivane NP cerija nisu imale
nikakav omotac na sebi. Za razliku od rezultata ovog istrazivanja, Zhang i sur. (2016)
pokazali su da je kod 14 vrsta cilijata s pove¢anjem koncentracije NP CeO. rasla i
njihova toksi¢nost na ispitivanome organizmu. Toksicnost je rasla i sa smanjenjem
veli¢ine NP. Ispitivanje na jezincu P. lividus, na kojem je provedeno i ovo istrazivanje,
pokazalo je da NP CeO: uzrokuju slijede¢e negativne ucinke: smanjenje aktivnosti
kolinesteraze, razine proteina HSC70 i GRP78 te su zamijecena morfoloSka oStec¢enje

lizosoma. Pokazano je i da se NP CeO: bioakumuliraju u organizmu izazivajuci

43



toksi¢ne ucinke (Falugi i sur., 2012). Spomenuto je istrazivanje radeno na odraslim
jedinkama. Naime, moguce je da su odrasli jezinci osjetljiviji na NP cerija od njihovih
larvi koje pak zbog puno jednostavnije grade moguce vrlo brzo izbacuju NP iz
organizma.

Razliciti i Cesto kontradiktorni rezultati vezani za toksi¢ne u€inke mogu biti uzrokovani
drugacijim karakteristikama NP cerija (dimenzija, povrSinski naboj, omjer povrsine i
volumena, prisutnost omotaca itd.) i razli€ito dizajniranim eksperimentima. Usporedbu
rezultata i procjenu toksi¢nosti dodatno otezavaju ispitivanja provedena na razli€itim
vrstama organizama i razli€itim tkivima unutar iste vrste organizma.

U ovom istraZivanju koriStene su NP CeO. bez omotaca, $to je moglo uzrokovati
njihovu agregaciju i time smanjenje ,nanocesti¢nih svojstava“. Danas se vecinom
proizvode i primjenjuju NP s omotaCima, Sto sprjeCava njihovu agregaciju i
sedimentaciju u vodenim sustavima, pa one zadrzavaju svoja specifi¢na svojstva. To
moze uzrokovati toksi¢ne ucinke u medudjelovanju s drugim tvarima i organizmima.
Upravo iz spomenutih razloga, prije opceg zakljuCivanja kako NP CeO: nisu toksi¢ne,
trebalo bi provesti dodatna istrazivanja s najCeS$ce primjenjivanim omota¢ima na

razli¢itim vrstama organizama.
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6. ZAKLJUCAK

e Nanocestice cerija nisu pokazale negativan u¢inak na embrionalni razvoj

jezinaca

e Negativan uc€inak nanocestica cerija nakon tretmana sperme nije uocen te je

uspjesnost oplodnje bila vrlo visoka kod sve tri ispitivane vrste jeZinaca

e Sa spermijima koiji su tretirani nanoCesticama uspjesno je obavljena oplodnja i
kvaliteta potomstva nije bila smanjena

Testom embrionalnog razvoja jezinca provedenim na Mediteranskim vrstama jeZinaca:
A. lixula, P. lividus i S. granularis, nije se uspio dokazati negativan u¢inak NP CeO..
IstraZivanje Ciji su rezultati prikazani u ovom zavr§nom radu ukazuju na to da NP CeO-
ne predstavljaju opasnost za embrionalni razvoj ispitivanih vrsta jezinaca. Medutim,
potrebno je provesti dodatna istraZivanja s NP cerija na drugim modelnim organizmima

i tipovima stanica pri nego $to se otkloni sumnja u njihovu toksi¢nost.
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Utjecaj nanocestica cerija na embrionalni razvoj triju morskih jezinaca: Arbacia

lixula, Paracentrotus lividus i Sphaerechinus granularis
IVA ALAC
Institut Ruder BoSkovi¢, Centar za istraZivanje mora, G. Paliaga 5, 52210 Rovin;j

SAZETAK

Nanocestice cerijevog (IV) oksida (NP CeO) imaju Siroku primjenu uklju€ujuéi
funkcionalne premaze, elektroniku, tehniku, medicinu te su prisutne u okoliSu kao
sekundarni produkt motora s unutarnjim izgaranjem (dodatak gorivu). Posljednje
spomenuto moze biti od posebne vaznosti, jer se oCekuje da ¢e opterecenje okolisa
proizaslo iz ispusnih plinova automobila biti zna¢ajno. Cilj ovog rada bio je ispitati
potencijalnu toksi¢nost NP CeO: na tri vrste jeZinaca: Arbacia lixula, Paracentrotus
lividus i Sphaerechinus granularis primjenom testa embrionalnog razvoja jeZinca
(SUDET). Nakon izlaganja zigota koncentracijama NP CeO2 u rasponu od 10 - 10 000
Mg/L, embrionalni razvoj sve tri vrste se nastavio bez znacajnih razlika u odnosu na
kontrolni uzorak. Sperma jezinaca tretirana je s NP CeO> u koncentracijskom rasponu
od 10 - 10 000 ug/L. Rezultati su pokazali da NP CeO: nisu imale negativan uc€inak na
spermu. Naime, vise od 90% jajnih stanica kod sve tri vrste bilo je uspjeSno oplodeno.
Nadalje, tako oplodene jajne stanice uspjeSno su se razvile do stadija morfoloski
normalne larve pri svim koncentracijama, osim pri koncentraciji od 10 000 pg/L NP
CeO: kada su tretirane larve vrsta A. lixula i P. lividus nakon 48 h pokazale samo 74.25
+ 8.42% i 82.25 + 2.63% normalno razvijenih larvi. S toga, testom embrionalnog
razvoja jezinaca nije dokaznao da su ispitivane NP CeO, materijal zbog kojeg bi se
trebalo brinuti, niti pri visokim koncentracijama. Medutim, potrebno je provesti dodatna
istrazivanja prije nego se zabrinutost oko nanocCestica CeO, moze u potpunosti

otkloniti.
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ABSTRACT

Cerium (IV) oxide nanoparticles (NP CeO2) have a wide variety of applications
including as a component in functional coating, in electronics, engineering, medicine,
and are present in the environment as secondary products of combustion engines due
to their use as fuel additives. It is the latter which may be of particular concern as the
environmental load deriving from automobile exhaust is expected over the coming
years to be significant. The aim of this work was to investigate the potential
embryotoxicity of NP CeO: on three sea urchin species: Arbacia lixula, Paracentrotus
lividus and Sphaerechinus granularis using the sea urchin embryo development test
(SUEDT). Embryonal development following the exposure of zygotes to NP CeO. at
concentrations ranging between 10 - 10000 ug/L proceeded for all three species
without significant differences compared to the control. Sea urchin sperm was treated
with NP CeO; at the same concentrations as for the zygotes and results indicated that
NP CeO: did not affect the fertilization ability of sea urchin sperm, with more than 90%
of eggs for each species successfully fertilized. These eggs developed into
morphologically normal larvae at all NP concentrations except for the 10000 ug/L NP
CeO- treatment where larvae of A. lixula and P. lividus showed only 74.25 + 8.42%
and 82.25 t 2.63% normally developed larvae after 48h, respectively. Thus, the sea
urchin embryo development test did not indicate that the investigated NP CeO: is a

material of concern, even at high concentrations. However, a broader range of
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bioassays must be conducted before concerns about the potential toxicity of cerium
oxide nanoparticles may be completely alleviated.
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