Prirodoslovno-matematicki fakultet
Geoloski odsjek

Saranda Bakija Alempijevic¢

UTJECAJ NITRIRANIH
MONOAROMATSKIH UGLJIKOVODIKA
1Z ATMOSFERSKIH LEBDECIH CESTICA
NA RAZLICITE RAZINE BIOLOSKE
ORGANIZACIJE U VODENIM
SUSTAVIMA

DOKTORSKI RAD

Zagreb, 2025



Prirodoslovno-matematicki fakultet
Geoloski odsjek

Saranda Bakija Alempijevic

UTJECAJ NITRIRANIH
MONOAROMATSKIH UGLJIKOVODIKA
1Z ATMOSFERSKIH LEBDECIH CESTICA
NA RAZLICITE RAZINE BIOLOSKE
ORGANIZACIJE U VODENIM
SUSTAVIMA

DOKTORSKI RAD

Mentor:
Dr. sc. Sladana Strmecki Kos

Zagreb, 2025



Faculty of Science
Department of Geology

Saranda Bakija Alempijevic

THE IMPACT OF NITRATED
MONOAROMATIC HYDROCARBONS
FROM ATMOSPHERIC AEROSOLS ON
DIFFERENT LEVELS OF BIOLOGICAL
ORGANISATION IN AQUATIC SYSTEMS

DOCTORAL DISSERTATION

Supervisor:
Sladana Strmecki Kos, PhD

Zagreb, 2025



Ova doktorska disertacija izradena je u Laboratoriju za biogeokemiju mora i atmosfere i
Laboratoriju za molekularnu ekotoksikologiju, Zavoda za istrazivanje mora i okoli$a, Instituta
Ruder Boskovi¢, Zagreb, pod vodstvom dr. sc. Sladane Strmecki Kos u sklopu
Poslijediplomskog Interdisciplinarnog doktorskog studija iz oceanologije na Geoloskom
odsjeku Prirodoslovno-matematickog fakulteta, Sveucilistau Zagrebu. Doktorskirad je izraden
u sklopu istrazivackog projekta Hrvatske zaklade za znanost ,,Biokemijski odgovori

povrsinskog sloja oligotrofnog podrucja Jadranskog mora na atmosfersko talozenje* (IP-2018-
01-3105, BIiREADI).



INFORMACIJE O MENTORICI:

Dr. sc. Sladana Strmecki Kos rodena je 1983. g. u Ptuju, Slovenija. Diplomirala je 2006. g. na
Kemijskom odsjeku Prirodoslovno-matematickog fakulteta (PMF) Sveucilista u Zagrebu
(SuZ). Zaposlena je od 2007. g. na Institutu Ruder Boskovi¢ (IRB) kao asistent, a doktorsku
disertaciju obranila je 2012. g. na Interdisciplinarnom doktorskom studiju iz oceanologije na
Geoloskom odsjeku PMF SuZ. Od 2013. do 2017. g. zaposlena je na Institutu kao visi asistent,
a 0d 2017.do 2022. g. kao znanstveni suradnik. Od 2022. g. radi kao visi znanstveni suradnik
u Laboratoriju za biogeokemiju morai atmosfere Zavoda za istrazivanje mora i okolisa (ZIMO).
Znanstveni rad dr. sc. Strmecki Kos usmjeren je na biogeokemijske procese u prirodnim
vodama, s naglaskom na ulogu, svojstva i transformaciju organske tvari pod utjecajem
klimatskih promjena. Voditeljica je HrZZ projekta IP-2022-10-6348: Pelud u Jadranskom
moru: dinamika unosa, kemijska karakterizacija i utjecaj na primarnu produkciju (POLLMAR,
2023.-2027.), bila je voditeljica projekta Zaklade HAZU (2021.), te voditeljica NEWFELPRO
Marie Curie COFOUND projekta u sklopu kojega je provela jednogodiSnje poslijedoktorsko
usavriavanje na Institute of biophysics, Brno (Cegka) (2015. — 2016.). Osim poslijedoktorskog
usavr$avanja, usavrsavala je svoje znanje i vjeStine na medunarodnim treninzima, radionicama
i znanstvenim $kolama. Takoder, bila je suradnica na tri HrZZ projekta, hrvatsko-slovenskom
bilateralnom projektu, NATO projektu, projektu norveske vlade, MZOS te DFG projektu.
Aktivna je u prijenosu znanja mladima; mentor je doktorandici Sarandi Bakiji Alempijevi¢ u
okviru HrZZ programa ,,Projekt razvoja karijera mladih istrazivaca — izobrazba novih doktora
znanosti” (2020. — 2025.), bila je mentor tri studentske prakse (2017.,2021., 2023.), Cetiri
diplomska rada (2018., 2021., 2x 2022.), te mentor dviju studentica doktorskih studija iz Ceske
i Italije tijekom njihovog kratkoro¢nog boravkana Institutu (2023. odnosno 2024./2025.). Bila
je predsjednica Organizacijskog odbora medunarodne konferencije 36" ISE Topical Meeting
(Sibenik, 26. — 29.5.2024.) te predsjednica Organizacijskog odbora konferencije 5. Dan
Elektrokemije i 8th ISE SSRSE (Zagreb, 2018.). Clanstvo i aktivnosti u znanstvenim tijelima
ukljucuju sljedece: od 2023. do 2027. je ¢lan Vijeéa ZIMO-a, od 2023. ¢lan Etickog
povjerenstva IRB-a, a od 2018. godine ¢lan je Marie Curie Alumni Association. Takoder, od
2017. ¢lan je Znanstvenog vije¢a struke Interdisciplinarne prirodne znanosti. Clan je
International Society of Electrochemistry (ISE) od 2012. i Hrvatskog drustva kemijskih
inzenjera i tehnologa od 2007. godine. Dr. Strmecki Kos je objavila 30 znanstvenih radova
citiranih u WoS CC, a H-indeks joj je 11. Dobitnica je ZIMO i IRB nagrade za znanstveni rad
2014.12013. godine. Majka je troje djece.



Zahvaljujem se mentorici dr. sc. Sladani Strmecki Kos na vodenju tijekom izrade mog
doktorskog rada kao i na prenesenom znanju i ulozenom trudu. Hvala na velikoj posvecenost,
usmjeravanju, pomocdii diskusijama koje su nas dovele do uspjesnog zavrsetka ovog vaznog

razdoblja u mom Zivotu.

Zahvaljujem se clanovima Povjerenstva, dr. sc. Suncici Bosak, dr. sc. Sanji Frka Milosavijevi¢
i dr.sc. Ivanu Mihaljeviéu na svim komentarima, sugestijama i ispravcima Kojimasu doprinijeli

kvaliteti ovog rada.

Hvala kolegama iz Laboratorija za molekularnu ekotoksikologiju Sto su me primili kao clana
svog tima. Hvala dr. sc. Tvrtku Smitaluidr. sc. Jeleni Dragojevic Visevic na prenesenom znanju
iz podrudja ekotoksikologije, a posebno dr. sc. Ivanu Mihaljeviéu na njegovom doprinosu, kao
I na pomoci pri izvodenju eksperimentalnog dijela rada 1 savjetima tijekom provedbe

istrazivanja.

Hvala svim clanovima ,,mog* Laboratorija za biogeokemiju mora i atmosfere za protekle
godine druzenja i podrske, na obveznim i neobveznim razgovorima i svim lijepim trenutcima.
Hvala dr. sc. Blazenki Gasparovié i dr. sc. Sanji Frka Milosavljevi¢ na pomo¢i pri izvodenju
eksperimentalnog dijelarada, ali i razumijevanju te dostupnosti i spremnosti pomodi u svakom

trenutku.

Takoder, zahvaljujem se na pomoci pri analizama i objasnjenju rezultata dr. sc. Petri Vukosav,

dr. sc. Frédéricu Nicolasu Gillesu Chauxu, dr. sc. Jeleni Dautovié i Zdeslavu Zovku.

Hvala i ostalim ¢lanovima Instituta koji su savjetima ili samo podrskom olaksali izradu ove

disertacije.
Veliko hvala Sonji sto me uvela u svijet statisticke obrade podataka.

Hvala mojim curama s Oceanologije, koje su od kolegica postale prijateljice, Andrei, Sarahi

Nives, na puno smijeha, podijeljenih briga i savjeta kako ih rijesiti.

Hvala svim prijateljima, a posebno Mariji i Lani sto su uvijek tu za mene. Nasi dugi razgovori

uvijek mi ispune srce toplinom i daju mi energiju.
Posebno hvala mojim roditeljima, sestrii baki koji su mi cijeli Zivot velika podrska u svemu.

Neizmjerno hvala mom suprugu i mojoj djecici koji su uvijek moj oslonac. Moje ste veselje i
vasa ljubav mi daje snagu u ostvarivanju svih ciljeva. Alene, hvala ti na tvom razumijevanju,

podrsci | pomoci Kroz sve izazove. Hvala ti §to si me ohrabrivao. Volim vas!



TEMELJNA DOKUMENTACISKA KARTICA

Sveuciliste u Zagrebu
Prirodoslovno-matematicki fakultet
Geoloski odsjek Doktorska disertacija

UTJECAJ NITRIRANIH MONOAROMATSKIH UGLJIKOVODIKA 1Z
ATMOSFERSKIH LEBDECIH CESTICA NA RAZLICITE RAZINE BIOLOSKE
ORGANIZACIJE U VODENIM SUSTAVIMA

SARANDA BAKIJA ALEMPIJEVIC

Laboratorij za biogeokemiju mora 1 atmosfere, Zavod za istraZivanje mora i okolisa, Institut
Ruder Boskovi¢, Bijenicka cesta 54, Zagreb, Republika Hrvatska

Nitrirani monoaromatski ugljikovodici (NMAU) poput nitrofenola, nitrokatehola (NC) i
nitrosalicilnih kiselina, atmosferske su organske onecis¢ujuéetvari koje talozenjem dospijevaju
u prirodne vode. Ovim istrazivanjem ispitani su: i) ekotoksikoloskiu¢inci NMAU identificirani
U lebde¢im Cesticama porijeklom iz izgaranja biomase i mijeSanih antropogenih izvora na
razli¢ite razine bioloSke organizacije u vodenim sustavima, ii) utjecaj NMAU na kemijski
sastav organske tvari mikroalge vrste Dunaliella tertiolecta i embrija ribe zebrice, te iii) utjecaj
stvaranja kompleksa Cu(l1)-NC na kroni¢nu toksi¢nost Cu(ll) i NC u smjesi. In vitro biotestovi
citotoksi¢nosti na ribljim stanicama, studije interakcija s fazama 0 i | stani¢nog
detoksikacijskog mehanizma te in vivo biotestovi provedeni na slatkovodnim mikroalgama
Scenedesmus subspicatus pokazali su zna¢ajan akutni i kroni¢ni toksi¢ni potencijal NMAU, te
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Popis kratica i simbola:

a —amplituda napona u ACV i DPV

AA — mijesani okoli$ni atmosferski materijal antropogenog porijekla

ACV - voltametrija izmjenicne struje

ADME - apsorpcija, distribucija, metabolizam i izlu¢ivanje endo- i ksenobiotika iz stanice
ALC - alkoholi

AlgaeTox — test ispitivanja kroni¢ne toksi¢nosti

ASP+ — 4-(4-(dimetilamino)stiril)-N-metilpiridinijev jodid, modelni fluorescentni supstrat za
Octl

B — uzorak u inkubacijskom eksperimentu dobiven dodatkom sBB

BaA — benzo(a)antracen

BaP — benzo(a)piren

BB — izgaranje biomase

BC - crni ugljik

BbF — benzo(b)fluoranten

BghiP — benzo(ghi)perilen

BjF — benzo(j)fluoranten

BkF — benzo(k)fluoranten

BrC — smedi ugljik

BSA — govedi serum albumin

CAT - katehol

CC — karbonatni ugljik

Chl a — klorofil a

Chry — krizen

COH - kolesterol

CPS — kronopotenciometrija s konstantnom pobudnom strujom

CsA — ciklosporin A

[Cu(NC)] — Cu(ll) mono-nitrokateholatni kompleksi ([Cu(4NC)], [Cu(3M4NC)],
[Cu(B3M5NC)], [Cu(4M5NC)])

[Cu(NC),]% — Cu(ll) di-nitrokateholatni kompleksi ([Cu(4NC),]%, [Cu(3M4NC),]?,
[Cu(B3M5NC),]%, [Cu(4M5NC),]%)

Cu(I)-NC — svi Cu(ll) mono- i dinitrokateholatni kompleksi



Cu(I/NC — smjesa Cu(ll) i NC

CV - ciklic¢ka voltametrija

DahA - dibenzo(a,h)antracen

DCM - diklormetan

1,2DG — 1,2-diacilgliceroli

1,3DG - 1,3-diacilgliceroli

DGDG - digalaktozildiacilgliceroli

DMEM - medij za uzgoj stanica (engl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
DMEM/F12 — medij za uzgoj stanica (engl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Nutrient
Mixture F — 12)

DMSO - dimetil sulfoksid

4,6DNG - 4,6 dinitrogvajakol

2,4DNP - 2,4-dinitrofenol

2,5DNP — 2,5-dinitrofenol

2,6DNP — 2,6-dinitrofenol

DOC - otopljeni organski ugljik

DPV — diferencijalno pulsna voltametrija

E.— potencijal akumulacije

EC — elementarni ugljik

ECso — koncentracija spoja koja uzrokuje 50 % maksimalnog promatranog uc¢inka u
testiranom organizmu

EDTA — etilendiaminotetraoctena kiselina

Ep, — potencijal pika

AE, — katodno-anodno odvajanje pikova u CV

AEy; — Sirina pika na polovici visine u SWV

EROD - 7-etoksiresorufin O-deetilaza (test ispitivanja indukcije CYP1A detoksikacijskih
enzima faze I stani¢ne detoksikacije)

Es — korak potencijala

Esw— amplituda u SWV

ETR — relativna stopa prijenosa elektrona

f - frekvencija

Fo — minimalni intenzitet fluorescencije

FFA — slobodne masne kiseline

FBS — fetalni govedi serum



Flu — fluoranten

Fu/Fm — maksimalna u¢inkovitost fotosustava II

GL - glikolipidi

GUA - gvajakol

HEK293 — stanice ljudskog embrionalnog bubrega

Hex — heksan

HTCO - visokotemperaturna kataliticka oksidacija

ICso — koncentracija spoja koja uzrokuje 50 % inhibiciju promatranog uéinka, npr. rasta
IP — indeno(1,2,3-cd)piren

I, — vrsna struja pika

l,,a— anodna struja pika u CV

l,,c— katodna struja pika u CV

K — kontrolni uzorak u inkubacijskom eksperimentu

L — ligand

LCso — koncentracija spoja koja uzrokuje smrt 50 % testiranih organizama u odredenom
vremenskom periodu

LC-MS/MS — vezani sustav tekuéinska kroamtografija-masena spektrometrija

£ — kumulativna konstanta stabilnosti

K — konstanta stabilnosti

LY — modelni fluorescentni supstrat za Oatpld1 (engl. Lucifer yellow)

M — mol/L

MeOH — metanol

MGDG - monogalaktozildiacilgliceroli

MNC — metil-nitrokatehol izomeri (3M4NC, 3M5NC i 4M5NC)

3M4NC — 3-metil-4-nitrokatehol

3M5NC — 3-metil-5-nitrokatehol

4AM5NC - 4-metil-5-nitrokatehol

2MA4NP — 2-metil-4-nitrofenol

3M4NP — 3-metil-4-nitrofenol

MTT — test ispitivanja akutne toksi¢nosti

N — uzorak u inkubacijskom eksperimentu dobiven dodatkom modelnih NMAU (4,14 pg/L)
NV — uzorak u inkubacijskom eksperimentu dobiven dodatkom modelnih NMAU (4140

Hg/L)
NC — nitrokateholi



4ANC — 4-nitrokatehol

NG — nitrogvajakoli

4ANG — 4-nitrogvajakol

5NG - 5-nitrogvajakol

6NG — 6-nitrogvajakol

NMAU — nitrirani monoaromatski ugljikovodici
NMVOC — nemetanski hlapljivi organski spojevi
NP — nitrofenoli

2NP — 2-nitrofenol

3NP — 3-nitrofenol

4ANP — 4-nitrofenol

NPA — normalizirana povrsinska aktivnost
NPQ — nefotokemijsko priguSivanje

NS — nitrosiringol

4ANS — 4-nitrosiringol

NSA — nitrosalicilne kiseline

3NSA - 3-nitrosalicilna kiselina

5NSA — 5-nitrosalicilna kiselina

OC - organski ugljik

Octl — membranski transportni protein - prijenosnik organskih kationa kod zebrice
Oatpldl — membranski transportni protein - prijenosnik organskih aniona kod zebrice
PAH — policiklicki aromatski ugljikovodici
PAT — povrsinski aktivne tvari

PBDE — polibromirani difenil-eteri

PBS - sterilni fosfatni pufer

PC — fosfatidilkolini

PCB - poliklorirani bifenili

PCDD - poliklorirani dibenzo-p-dioksini

PCDF — poliklorirani dibenzofurani

PE — fosfatidiletanolamini

PG — fosfatidilgliceroli

PM — atmosferske lebdece Cestice

PL — fosfolipidi

......



POC — Cesticni organski ugljik

POP — postojane organske oneciscujuce tvari

PPROT — Cesti¢ni proteini

Pyr — piren

ROS — reaktivne kisikove vrste

sBB — atmosferske ¢estice nastale izgaranjem biomase tijekom simulacija pozarnog dogadaja
sBBm2o — vodeni ekstrakt uzorka sBB

sBBpcum — ekstrakt uzorka sBB u DCM

sBBpuex — ekstrakt uzorka sBB u Hex

sBBmeon — ekstrakt uzorka sBB u MeOH

AAH0 — vodeni ekstrakt uzorka AA

SLC — nadobitelj proteinskih prijenosnika odgovornih za unos endo- i ksenobiotika iz stanice
SMDE - staticka kapajuca zivina elektroda

SOA — sekundarne organske lebdece Cestice

SQDG - sulfokinovozildiacilgliceroli

SWV - pravokutnovalna voltametrija

ta— vrijeme akumulacije

TCDD - 2,3,7,8 — tetradiklorodibenzodioksin

DTCHO — ukupni otopljeni ugljikohidrati

TG — triacilgliceroli

TLC-FID - tankoslojna kromatografija s plameno ionizacijskim detektorom
PTCHO — ukupni Cesti¢ni ugljikohidrati

TPSA — topoloska polarna povrsSina

WE — esteri voska

WIOC — organski ugljik netopljiv u vodi

WSOC — vodotopljivi organski ugljik
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1. UvVOD

Onecis¢enje atmosfere predstavlja lokalni, regionalni i globalni problem danasnjice, a ujedno i
najvecirizik za zdravlje okolisa. Najznacajnije onecis¢ujuce tvari u atmosferi ¢ine atmosferske
lebdece Cestice (engl. particulate matter, PM), koje nastaju kao posljedica prirodnih i/ili
antropogenih procesa. Cestice karakteriziraju razli¢iti mehanizmi nastajanja i transformacije u
atmosferi, a procesom atmosferskog talozenja dospijevaju u ostale sastavnice okolisa. Nitrirani
monoaromatski ugljikovodici (NMAU) su onecis¢ujuce tvari koje u atmosferu dolaze
emitiranjem iz primarnih izvora, poput sagorijevanja fosilnih goriva i izgaranja biomase, ili
nastaju sekundarnim procesima foto-oksidacije i nitriranja hlapljivih benzenskih organskih
spojeva u atmosferi. Kao vodotopljive organske komponente PM, NMAU mogu utjecati na sve
razine vodenih ekosustava, od stanica, prekoorganizmaipopulacije, pasve do zajednica. Kako
bismo razumjeli u¢inke, odgovore i posljedice izlozenosti NMAU na navedene razine u
ekosustavu, nuzno je provesti ekotoksikoloska i biokemijska ispitivanja. S obzirom na to da
toksi¢nost tvari ovisi o njihovim fizikalnim i kemijskim svojstvima, koja uvjetuju interakciju s
ostalim organskim i anorganskim konstituentima vodenih sustava, istrazivanje uvjeta

interakcije omogucavanam bolji uvid u njihov realni negativan u¢inak na vodene organizme.

Ciljevi ovog rada su:

1) ispitati ekotoksikoloske u¢inke NMAU iz atmosferskih lebdecih Cestica na razliCite razine
bioloske organizacije u vodenim sustavima,

2) ispitati u¢inke NMAU iz lebdecih Cestica na promjene kemijskog sastava stanica mikroalgi
i embrija ribe zebrice,

3) istraziti interakciju NMAU s odabranim anorganskim konstituentima prirodnih voda.

U radu su postavljene sljedece hipoteze:

1) NMAU doprinose ekotoksikoloSkim u¢incima lebdecih Cestica u vodenim sustavima,

2) stanice mikroalgi i embriji zebrice mijenjaju sastav organske tvari pod utjecajem NMAU,
3) interakcija NMAU s tragovima metala mijenja kemijsku specijaciju NMAU i

biodostupnost u prirodnim vodama.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Atmosferske lebdecée destice

Atmosferske lebdece Cestice (engl. particulate matter, PM) su suspenzija krutih tvari
i/ili kapljica tekuc¢ine u zraku. Prisutnost i koncentracija PM u zraku je od velike vaznosti zbog
njihova utjecaja na zdravlje Zivih bi¢a te direktnog i indirektnog utjecaja na klimu. PM
rasprs$ivanjem/apsorbiranjem sunceve svjetlosti utjeCu na hladenje/zagrijavanje atmosfere te
smanjuju vidljivost, dok se njihov indirektan utjecaj o€ituje u njhovoj ulozi jezgara
kondenzacije formiranja oblaka. 1zvori ¢estica mogu biti prirodni i antropogeni. U prirodne
izvore spadaju: vulkanske erupcije, pustinjska prasina, Sumski pozari, morska povrsina,
bioloski materijal poput peludi i spora, gromovi ¢ijim djelovanjem nastaju znacajne koli¢ine
dusikovih oksida (NOy), vlazna podru¢ja poput moc¢varai malih dubokih jezera koji stvaraju
metan (CH,), te alge u oceanima koje ispustaju sumporne spojeve (Pénard-Morand i Annesi-
Maesano, 2004; Péschl, 2005; Sonwani i Saxena, 2016). Antropogeni izvori PM su izgaranje
fosilnih goriva, izgaranje biomase, elektrane, poljoprivredne aktivnosti, rudarstvo i ku¢anstva
(Popescu i lonel, 2010; Zhang i sur., 2021). PM se Klasificiraju i na primarne i sekundarme.
Primarne Cestice se emitiraju izravno u atmosferu iz raznih prirodnih i antropogenih izvora.
Sekundarne Cestice se stvaraju u atmosferi kao rezultat kemijskih ili fotokemijskih reakcija i/ili
fizikalnim procesima iz plinovitih kemijskih vrsta (prekursora). Navedene pretvorbe Cestica
plina ukljucuju reakcije nukleacije, kondenzacije, kao i heterogene i viSefazne kemijske
reakcije (Hallquisti sur., 2009). Glavni plinoviti prekursori su sumporov dioksid (SO;), NOy,
nemetanski hlapljivi organski spojevi (engl. nonmethane volatile organic carbon, NMVOC) i
NH;3 (Koolen i Rothenberg, 2019). Na njihovo formiranje u atmosferi utjeCe prisutnost

postojecih primarnih Cestica, temperatura i vlaznost zraka (Kulmala i sur., 2004).

Prema aerodinamickom promjeru (d,) PM dijelimo na: grube (krupne) ¢estice (PMjg, dy
< 10 pum), fine Cestice (PMy5, dy < 2,5 um) i ultrafine estice (PMp 1, d; < 0,1 um) (Rabhai
Saikia, 2020). Cestice PM,5 se sastoje uglavnom od anorganskih iona (nitrata, sulfata),
elementarnog (engl. elemental carbon, EC) ili crnog ugljika (engl. black carbon, BC),
organskog ugljika (engl. organic carbon, OC), metalau tragovimai mikroorganizama (Griffin,
2007; Janssen i sur., 2012; Kim i sur., 2012; Sakunkoo i sur., 2022). PMyy Se sastoje
prvenstveno od geoloskog i1 bioloSkog (pelud, spore) materijala i Cestica koje nastaju kao
posljedica mehanickih procesa u industriji (Balmes i Eisner, 2016). Na vrijeme zadrzavanja

Cestica u atmosferi, kao i na njihov transport utje¢e veli¢ina ¢estica i meteoroloski uvjeti, pa



one mogu biti suspendirane u zraku od nekoliko sati do nekoliko mjeseci prije taloZenja (Raes
I sur., 2000). PMy, frakcija se zadrzava u zraku nekoliko minuta ili sati, dok je PM; 5 laksa i
ostaje suspendirana u zraku danimaili tjednimate se moze transportirati na veée udaljenosti
(Zhu i sur., 2002).

Kemijski sastav PM ¢ine sulfat, nitrat i ugljikovi spojevi poput EC, OC i karbonatnog
ugljika (engl. carbonate carbon, CC) (Rabhai Saikia, 2020). BC nastaje izgaranjem spojeva
koji sadrze ugljik i ima svojstvo apsorpcije svjetlosti valnih duljina iz vidljivog, bliskog
infracrvenog i ultraljubicastog spektra. OC se smatraju prioritetnim onecis¢uju¢im tvarima
zbog svoje postojanosti, sposobnosti bioakumulacije, i Stetnih utjecaja na zdravlje ljudi te
biljnogi zivotinjskog svijeta. Dijele se na vodotopljive spojeve organskog ugljika (engl. water-
soluble organic carbon, WSOC) i spojeve organskog ugljika netopljive u vodi (engl. water-
insoluble organic carbon, WIOC) (Sullivan i Weber, 2006) pri ¢emu WSOC ¢ini 30 — 70 %
(Chenisur., 2020; Yangisur., 2019; Zhangi sur., 2018). U OC spada tzv. smedi ugljik (engl.
brown carbon, BrC) (Fengisur., 2013) koji ima izrazeno svojstvo apsorpcije zrac¢enja u blisko
ultraljubi¢astom (300—400 nm) i vidljivom dijelu spektra. U OC frakciju PM pripada nekoliko
skupina spojeva prema njihovoj globalnoj rasprostranjenosti, toksicnosti, topljivosti u vodi,
tlaku para, koeficijenturaspodjele izmedu vodene i Evrste faze 1 zraka i1 ¢vrste ili tekuce faze te

vremenu poluraspada u zraku, tlu i vodi (Godec, 2013):

1. Hlapljivi organski spojevi
2. Karbonilni spojevi
3. Postojane organske oneciS¢ujuée tvari (engl. persistent organic pollutants, POP):
a) policiklicki aromatski ugljikovodici (engl. polycyclic aromatic hydrocarbons,
PAH)
b) poliklorirani bifenili (engl. polychlorinated biphenyls, PCB)
c) poliklorirani dibenzo-p-dioksini i poliklorirani dibenzofurani (engl.
polychlorinated dibenzo-p-dioxins, PCDD i polychlorinated dibenzofurans,
PCDF)
d) polibromirani difenil-eteri (engl. polybrominated diphenyl ethers, PBDE)
e) razli¢iti organoklorovi pesticidi (DDT i njegovi metaboliti, toksafen, klordan
itd)
f) fenolni spojevi

4. Terpeni



Organska tvar moze ¢initi znacajan dio (20 — 90 %) mase PM, s (Jimenez i sur., 2009;
Kanakidou i sur., 2005). Organske onecis¢ujuce tvari u zraku mogu imati Stetne ucinke zbog
njihove koncentracije prisutne u zraku, dok druge dovode do Stetnih ucinaka nakon
transformacija u atmosferite njihovogtalozenja u kopneniivodeniekosustav (Seigneur, 2019).
Prema Europskoj agenciji za okoli§ PM uz plinove SOy, NOy, NH3 i NMVOC spadaju medu
glavne onecis¢ujuce tvari u atmosferi (Emissions of the Main Air Pollutants in Europe, 2024).
Cestice PMy5 se smatraju vrlo opasnima za zdravlje jer zbogsvoje veli¢ine mogu proéi kroz
nosi grlo te u¢i duboko u pluca sve do pluénih alveola, a potom i do krvotoka (Brook i sur.,
2010; Kim i sur., 2012; Li i sur., 2023; Schulze i sur., 2017). Cestice PMy 1 predstavljaju veéu
opasnost jer mogu prodrijeti dublje u respiratorni sustav te je dokazano da se u plu¢ima duze
zadrZzavaju i da njihova prisutnost uzrokuje jacu upalu (Donaldson i sur., 2002). I1zlozenost
PMo 1 moze dovesti ¢ak do hipertenzije i dijabetesa (Bai i sur., 2018). Takoder, dovode do
kardiovaskularnih bolesti (Downward i sur., 2018) te olfaktornim zivcima mogu dospjeti do
mozga i uzrokovati autonomnu disfunkciju kao i ostale neuroloske poremecaje (Alleni sur.,

2014; Oberdorster i sur., 2004).

Prema izvjestaju ,,Europe's air quality status 2024 Europske agencije za okolis o
kvaliteti zraka koje se odnosi na pracenje oneciS¢ujucih tvarii njihove koncentracije tijekom
2022. 1 2023. godine, 96 % europskog stanovnistva je izloZzeno koncentracijama PM; 5 koje
prelaze propisanu dozvoljenu granicu Svjetske zdravstvene organizacije (Europe’s Air Quality
Keeps Improving butPollution Levels Are Still Unsafe in Many Areas, 2024). U istom izvjeStaju
je Hrvatska navedena kao jedna od zemalja u kojima koncentracija PM, s prelazi grani¢ne

vrijednosti Europske unije.

2.1.1. Atmosfersko talozenje Cestica u prirodne vode

Prilikom razmatranja utjecaja oneciséenja zraka na okoli$ i utjecaja na ljudsko zdravlje
vrlo je vazno razumijevanje mobilnosti onec¢is¢ujucih tvari u prirodi. Naime, meteoroloski
uvjeti poput vjetra, temperature i atmosferskih strujanja imaju veliki utjecaj na distribuciju
oneciS¢ujucih tvari, te zraCna strujanja mogu prenijeti cestice onecis¢ujucih tvari na vrlo velike
udaljenosti od geografskog polozaja samog izvora onecis¢enja. Atmosfersko taloZenje
predstavlja proces kojim se antropogene i prirodne tvari uklanjaju iz atmosfere i prenose s
kontinenta na obalne vode, otvorena mora i oceane, a dijeli se na mokro i suho taloZenje

(Amodio i sur., 2014). Mokro talozenje ukljucuje uklanjanje onec¢is¢ujuéih tvari iz atmosfere



kiSom, snijegom, susnjezicom, tu¢om, ili maglom, dok se suhim taloZenjem one uslijed
gravitacije taloZze na Zemljinoj povrSini. Na stopu mokrog talozenja najvise utjece SvO0jstvo
otapanja pojedine tvari u vodi. Kod odredivanja stope suhog taloZenja vrlo je bitno da li se tvar
nalaziu obliku plina ili ¢estice (Swackhamer isur., 2004). Atmosfersko talozenje predstavlja
veliki ekoloski problem zbog acidifikacije 1 eutrofikacije prirodnih ekosustava, bioakumulacije
toksi¢nih organskih tvariimetala te utjecajanabiolosku raznolikost, ljudsko zdravlje i globalne
klimatske promjene. Studije su pokazale kako organske oneci$¢ujuce tvari mogu negativno
utjecati na reakcije fotosinteze i smanijiti brojnost fitoplanktonskih zajednica u morskom

okolisu (Everaert i sur., 2015; Magnusson i sur., 2008).

Suhim i mokrim taloZenjem iz atmosfere u ostale sastavnice okoliSa dolaze brojne
onecis¢ujuce tvari poput POP (Corsolini i sur., 2002; Jiménez i sur., 2015; Jurado i sur., 2004),
nitriranih monoaromatskih ugljikovodika (NMAU) (Asman i sur., 2005; Jakovljevié¢ i sur.,
2021; Wang i sur., 2019), metala u tragovima kao $to su cink (Zn), kobalt (Co), nikal (Ni),
kadmij (Cd), bakar (Cu), olovo (Pb) i mangan (Mn) (Mahowald i sur., 2018; Penezi¢ i sur.,
2021), te sumporovih oksida (SOy), NOi amonija (NH4*) (Camargo i Alonso, 2006; Doney i
sur., 2007; Le Roy i sur., 2021) koji utje¢u na morske organizme. Atmosfera se smatra
najvaznijim i najbrzim putem prijenosa hidrofobnih, postojanih i poluhlapljivih onecisc¢ujucih
tvari u povrSinske morske vode. Razlog globalne kontaminacije morskog okolisa POP
spojevima je u njihovom prijenosu na velike udaljenosti u atmosferi u kojoj se nalaze u obliku
plina ili adsorbirani na atmosferskim Cesticama. Zbog moguénosti atmosferskog prijenosa na
velike udaljenosti, POP koji primarno nastaju u umjerenim geografskim Sirinama prenose se u
polarna podrucja, gdje hladni uvjeti smanjuju njihovu hlapljivost (Bigot i sur., 2016) ¢ime
dolazi do njihovog talozenja na snijeg, led, tlo, sedimente i morsku vodu. Metali poput Pb,
zeljeza (Fe), zive (HQ), Cd, Zn, arsena (As), Cu i kroma (Cr) vrlo su postojaniu okolisu, a ulaze
u mora (oceane) putem talozenja iz atmosfere gdje su podlozni bioakumulaciji. Atmosfersko
taloZenje je tako jedan od najvaznijih izvora oceanskog Cu, zajedno s hidrotermalnim izvorima,
sedimentima, rijekama i drugim izvorima (Yangi sur., 2019). Azija ima najvecu antropogenu
emisiju metala u tragovima, $to se pripisuje njezinoj sve vecoj potraznji za energijom u procesu
industrijskog razvoja (Pacyna i Pacyna, 2001). Primjerice, u Kini se primarna godiSnja
antropogena emisija Cuu 2012. godini udvostrucila u odnosuna 2000. godinu, popevsi se na
9548 tona po godinisto je uglavnom uzrokovanoizgaranjem ugljena, troSenjemkoc¢nicaiguma,

taljenjem metala, itd. (Tian i sur., 2015).



2.2. Nitrirani monoaromatski ugljikovodici (NMAU) kao atmosferske onecis¢ujuce tvari

U OC frakciju submikronskih atmosferskih lebdec¢ih Cestica spadaju NMAU koji se u
atmosferu emitiraju primarnim procesima poput sagorijevanja fosilnih goriva, izgaranjem
biomase i ugljena te industrijskim emisijama ili se formiraju u plinovitoj i vodenoj fazi
sekundarnim procesima foto-oksidacije i nitriranja hlapljivih organskih spojeva koji sadrze
benzenski prsten (npr. benzen, toluen, ksilen, katehol) (Frka i sur., 2022; linuma i sur., 2010;
Jiangi sur., 2024; Kitanovski i sur., 2021; Luisur., 2021; Renisur., 2022; Wang i sur., 2019).
NMAU u svojoj strukturi imaju jednu ili vi$e nitro (-NO3) skupina na benzenskom prstenu i
najcesc¢e sadrze hidroksilnu (-OH), metilnu (-CHj3), i metoksi skupinu (-OCHgs). Primjerice,
NMAU cine nitrofenoli (engl. nitrophenols, NP), nitrogvajakoli (engl. nitroguaiacols, NG),
nitrokateholi (engl. nitrocatechols, NC) i nitrosalicilne kiseline (engl. nitrosalicylic acids,
NSA) (Chow i sur., 2015; Kitanovski i sur., 2012). Kao jedna od glavnih komponenata BrC
pridonose znacajnoj apsorpciji zrac¢enja u UV i vidljivom dijelu spektra ¢ime posljedi¢no imaju
negativan utjecaj na klimu i kvalitetu zraka (Mohr i sur., 2013; Teich i sur., 2017). Spojevi 4-
nitrokatehol (4NC), 4-nitrofenol (4NP), nitrosiringol (engl. nitrosyringol, NS) i NG su glavni
organski spojevi u vodotopljivoj frakciji PM, 5 Cestica koji utjeCu na apsorpciju sunc¢evog
zracenja, $to dokazuje vaznost njihovog utjecaja na bilancu zraenja u atmosferi (Bluvshtein i

sur., 2017).

Na globalnojraziniizgaranje biomase (engl. biomass burning, BB) predstavlja jedan od
najvaznijih izvora atmosferskih NMAU (Claeys i sur., 2012; Wang i sur., 2018). Primjerice,
poznato je daizgaranjem lignina dolazido emisije velikih koli¢ina fenolnih spojeva u atmosferu
(Brunsi sur., 2016). Organski spojevi koji se u atmosferu emitiraju izgaranjem biomase mogu
uslijed intenzivnih pozara i zagrijavanja dospjeti do visokih slojeva atmosfere gdje se mogu
dugo zadrzati te tako prenijeti na velike udaljenosti. Takoder, Shrivastavai sur. (2015) u svojoj
studiji predvidaju da ¢e BB biti glavni izvor emisije prekursora za stvaranje sekundamih
organskih Cestica (engl. secundaryorganic aerosols, SOA) na globalnoj razini u buduénosti.
Spojevi 4NC i metil-nitrokatehol izomeri (MNC) smatraju se indikatorima sekundarno nastalih
organskih tvari uslijed izgaranja biomase i antropogenog onecis¢enja (Claeys i sur., 2012;
Finewax isur.,2018; linumaisur.,2010). Jakovljevi¢isur. (202 1) su u prvoj studiji istraZivanja
prisutnosti i koncentracije NMAU na obalnom podrucju srednjeg Jadrana u PMyo uzorcima, u
uzorcima ukupne taloZzne tvari, te uzorcima mokrog taloZzenja dokazali kako su spaljivanje

biomase i Sumskipozari primarniizvoriNMAU u atmosferina tom podrucju. U uzorcimaPMyg



su kvantificirani spojeviu opadajucoj koncentraciji prema redoslijedu 4NC<MNC<4NP, pri
¢emu su izomeri MNC, u dominiraju¢oj prisutnosti 4-metil-5-nitrokatehola (4M5NC),
kvantificirani u uzorcima sakupljenima tijekom pozara te u uzorcima mokrog talozenja nakon
perioda pozara uslijed ispiranja Cestica iz atmosfere. Pritom je u uzorcima mokrog taloZenja
izmjerena koncentracija NMAU spojeva bila visa za 90 % od koncentracije izmjerene u
uzorcimaukupne taloZnetvari, §to ukazuje na dominantanutjecaj mokrogtaloZenja na ispiranje
NMAU iz atmosfere i unosu u ostale sastavnice okolisa. Takoder, koncentracija NMAU je bila

znatno visa u odnosu na koncentracije PAH i PCB.

2.2.1. Stetni u¢inci NMAU na organizme u okolisu

NMAU su oneciS¢ujuce tvari koje ¢ine znacajan udio (do 3 %) WSOC (Frka i sur.,
2022), te stoga predstavljaju potencijalnu opasnost za vodene organizme. Sveprisutni su u
atmosferi, a za neke od njih su dokazana toksi¢na, mutagena i karcinogena svojstva (Kovacic i

Somanathan, 2014; Purohit i Basu, 2000).

Ekotoksikoloska istrazivanja u¢inaka NMAU na vodene organizme primarno su bila
usredoto¢ena na NP, koristeci razlicite bioloSke testove s razliCitim organizmima. Dokazano je
da njihova toksi¢nost ovisi o broju i polozaju -NO, skupine (Artemenko i sur., 2011; Pflieger i
Krofli¢, 2017). Istrazivanjem je dokazan akutni toksicni utjecaj gvajakola (GUA) koji nastaje
izgaranjem lignina, te njegovih nitro derivata poput 4-nitrogvajakola (4NG), 6-nitrogvajakola
(6NG) i 4,6-dinitrogvajakola (4,6 DNG) na morskoj bakteriji Vibrio fisheri (Pflieger i Kroflic,
2017). Prema dobivenim ECsq vrijednostima (efektivna koncentracija testiranog spoja koja je
uzrokovala redukciju luminiscencije za 50 %) koje su bile u rasponu od 16,7 do 102,0 mg/L,
toksi¢nost raste u nizu GUA < 6NG < 4NG < 4,6 DNG, ukazujuc¢i na vecu toksi¢nost spoja s
viSe nitro skupina u strukturi. Akutna toksi¢nost NP za vodenbuhu (Daphnia pulex) i $arana
(Ciprinus carpio) ovisi o poloZaju nitro skupine na benzenskom prstenu: izmedu 2-nitrofenola
(2NP), 3-nitrofenola (3NP) i 4NP, najtoksi¢niji je 4NP, a najmanje toksi¢an 2NP (Yen i sur.,
2002). Nadalje, toksi¢no djelovanje NP na bakteriju Vibrio fischeri i trepetljikasa (Spirostomum
ambiguum) uvelike ovisi 0 pH medija: smanjenjem pH vrijednosti s 8 na 6, toksi¢nost 2,4-
dinitrofenola (2,4DNP), 2,5-dinitrofenola (2,5DNP) i 2,6-dinitrofenola (2,6 DNP) raste za vise
od 20 puta (Natecz-Jawecki i Sawicki, 2003). Na rast i prezivljavanje ribe Cyprinodon

variegatus izlozene 2 4ADNP nisu znacajno utjecali salinitet i temperatura, a na izlozenost 4NP



je znacajno utjecala temperatura (Linton i sur., 1994). Toksi¢nost 4NP (i ostalih fenola) je
takoder dokazana za li¢inke ribe Jordanella floridae (Holdway i sur., 1991).

U odnosu na NP, ekotoksi¢ni u¢inak NC poznat je samo za 4NC. U radu Babic i sur.
(2021) ispitan je utjecaj GUA, katehola (CAT), 4NC, 4,6DNG i 5-nitrogvajakola (SNG) na
embrije slatkovodne ribe zebrice (Danio rerio). Embriji su imali letalne i sub-letalne promjene
uzpojavuraznih abnormalnostiu razvoju. Odredene su LCs (koncentracijaspoja kojauzrokuje
smrt 50 % testiranih organizama u odredenom vremenskom periodu) i ECs vrijednosti stope
smrtnosti prema kojima je toksi¢nost rasla u nizu GUA <5NG <4,6DNG < CAT < 4NC. LCs
vrijednosti nakon 96 h izlaganja embrija spojevima 4NC i CAT iznosile su pojedinac¢no 8,16
mg/L i 10,95 mg/L, dok je ECso vrijednostiznosila 4,95 mg/L za 4NCi 11,49 mg/L za CAT.
Svi testirani spojevi pokazali su na embrijima zebrice utjecaj na stani¢noj razini (inhibicija
enzima), na morfoloskoj razini (smanjenje duljine glave i o¢nog podrucja), te fizioloSkoj razini
(podruéje Zumanjéane i perikardijalne vreéice), kao i na redukciju i/ili odsutnost pigmentacie.
Toksi¢an utjecaj spojeva 2NP i 2,4ADNP na embrije zebrice takoder su ispitivali Ceylan i sur.
(2016). Nakon 48 h izlaganja embrija navedenim spojevima dobivene LCsg vrijednosti iznosile
su 18,7 mg/L za 2NP i 9,65 mg/L za 2,4DNP, dok su ECs iznosile 7,9 mg/L za 2NP i 3,05
izlaganjanavedenim spojevima uocenje utjecajna nepotpunirazvojocijuiglave, zakrivljenost
repa, slabu pigmentaciju, deformaciju zumanjcane vrece te potpuni gubitak pigmentacije.
Navedena istrazivanja su pokazala nuznost sistematskog ispitivanja toksi¢nih utjecaja i ostalih
NMAU porijeklom izatmosfere navodeneorganizme kao i relevantnih interakcija s organskim

ianorganskim konstituentima vodenih sustava koje utjecu na njihovu biodostupnost stanicama.

2.3. Metali u tragovima

Metali dospijevaju u atmosferu iz prirodnih izvora poput erozije tla i stijena vjetrom,
vulkanskih aktivnosti, morske vode te Sumskih pozara. Najcesce antropogene aktivnosti kojima
metali dospijevaju u atmosferu su izgaranje fosilnih goriva, metalur§ka industrija, kao 1
industrije u kojima se provode visokotemperaturni procesi izgaranja, promet, obrada otpada u
koju spada i spaljivanje otpada iz kucanstava, miniranje, rudarstvo i poljoprivreda (Pacyna i
Pacyna, 2001). Od puteva prijenosa onecis¢ujuéih tvari (tlo, voda, biota), najznacajnijim se
smatra prijenos atmosferskim Cesticama zbog brzine prijenosa, udaljenosti na koje se mogu

prenositi te veli¢ine zraénog prostora kojim se mogu S§iriti (Csavina i sur., 2012).



Znacajniudio PM; 5 ¢ine Cr, Mn, Zn, Fe, Cd, Cu, As, Hg, barij (Ba), Pb, aluminij (Al)
I Ni (Alvesi sur., 2015; Juda-Rezlerisur., 2020; Liu i sur., 2018). Ovisno o izvoru nastanka i
okolisnim uvjetima, metali adsorbirani na PM mogu biti u rasponu koncentracija od 30 do 35
ug/m3 zraka (Popoola i sur., 2018). Istrazivanje provedeno u obalnom Jadranskom moru
pokazalo je danapovecane atmosferske koncentracije Zn, Cd i Pb u hladnije doba godine utjecu
lokalni te regionalni izvori povezani s grijanjem kucanstava kao i dominantni dalekosezni
prijenos antropogenih tvari iz kontinentalne Europe, dok tijekom toplijeg dijela godine i
turisticke sezone povecane emisije iz prometa utjecu na atmosferske koncentracije Ni, Co i Cu
(Penezi¢ i sur., 2021). Intenzivni pozari i donos mineralne prasine iz Sahare takoder utjecu na
povecanje koncentracija metala u tragovima u ¢esticama te na njihovo talozenje i razdiobu u
plitkom priobalnom podrudju srednjeg Jadrana (Penezi¢ i sur., 2021). Atmosfersko talozenje
metala utjeCe na biogeokemijske procese u vodenim ekosustavima, inhibiciju ili povecéanje
brojnosti fitoplanktona te posljedicno na primarnu produkciju. Topljivost metala u vodenim
ekosustavima ovisi 0 izvoru emisija i njihovoj specijaciji (Chester i sur., 1993), a pojavljuju se
u obliku slobodnih iona, anorganskih i organskih vrsta ili su adsorbirani na razli¢itim

povrSinama/medufazama.

Mnogi metali imaju vaznu ulogu u bioloSkim procesima organizama, poput Cu,
molibdena (Mo), Co, Fe, Mn i Zn, koji se nazivaju esencijalnim elementima jer su nuzni za rast
1 razvoj organizama, vezu se na organske molekule na razli¢itim biokemijskim mjestima, gdje
uglavnom funkcioniraju kao katalizatori za induciranje ili poja¢avanje enzimske aktivnosti
(Regan, 1993). Medutim, ukoliko su prisutni u vi§im koncentracijama ovi metali mogu izazvati
toksi¢ne ucinke na organizme (Rainbow, 2007). Metali poput Pb, Hgi Cd, s druge strane, nisu

esencijalni nego vrlo toksicni za organizme ve¢ pri niskim koncentracijama.

2.3.1. Toksi¢ni uéinci metala

Onecis¢enje vodenih ekosustava metalima predstavlja globalni problem. Toksi¢nim
djelovanjem metali mogu oStetiti stanicne membrane, promijeniti specifi€énost enzima,
poremetiti stani¢ne funkcije i oStetiti strukturu DNA (Turpeinen, 2002). Potrebe razlic¢itih
organizama za esencijalnim metalima znacajno variraju, ali optimalni rasponi koncentracija su
uski i ¢esto pod pazljivom homeostatskom kontrolom (Chapman i sur., 1996; Rand i Petrocell,
1985).



Na unos metala u organizme i njithovu toksi¢nost utjece specijacija metala, prisutnost
drugih metalaionecis¢ujuéihtvari, fizikalno-kemijskiuvjeti medija (temperatura, pH, svjetlost,
salinitet, otopljeni kisik), fiziologija organizma, zivotni stadij organizma, veli¢ina i spol, te
adaptacija na prisutnost metala (Salomons i Forstner, 1984). Metali se iz otopine najefikasnije
mogu unijeti u organizam kao slobodni (hidratizirani) ioni ili kao labilni anorganski kompleksi.
Za razliku od organskih oneci$¢ujucih tvari, metali Se ne mogu razgraditi, ve¢ se raspodijele u
stupcu vode, akumuliraju u sedimentu ili u Zivim organizmima. Metale u vodenom okoliSu
organizmi akumuliraju direktnim unosom kroz povrsinu tijela, kroz respiratorne strukture
(pluca ili skrge), kroz epitel probavnog trakta, putem hrane ili kombinacijom navedenih puteva
unosa. Opseg bioakumulacije metala ovisi 0 ukupnoj koli¢ini, bioraspolozivosti pojedinog
metala u okoliSnom mediju i nacinu unosa, pohrane i mehanizamaizlucivanja iz organizma. U
bioloskim sustavima metali mogu postati kancerogeni uslijed stvaranja slobodnih radikala i
reaktivnih Kkisikovih vrsta (engl. reactive oxygen species, ROS) oksido-redukcijom metalnih
ionakojiostecuju DNA i enzime (Bal i Kasprzak, 2002; Chang, 2023). Molekularnimehanizmi
citotoksic¢nosti metala ukljucuju oste¢enje membrane plazme nakon vezanja na proteine i
fosfolipide, inhibiciju natrij-kalij ATP-aze, inhibiciju transmembranskog transporta
aminokiselina, inhibiciju enzima, peroksidaciju lipida, oksidativno oste¢enje DNA i inhibiciju
antioksidativnih enzima (kao $to je glutation) kroz stvaranje ROS (Leonard i sur., 2004).

Iako je Cu esencijalni metal za rast fitoplanktona, postoji uska granica izmedu
esencijalne i toksi¢ne koncentracije Cu specificna za pojedinu vrstu fitoplanktona.
Fitoplankton moZze izravno apsorbirati slobodne (hidratizirane) Cu(Il) ione, ali su lipofilne
organske te anorganske vrste Cu niske molekularne mase takoder vrlo dostupne za
fitoplanktonskestanice. Pragovitoksi¢nosti Cumijenjaju se u ovisnosti o vrstama fitoplanktona
i kemijskom sastavu morske vode. Brand i sur. (1986) su dokazali da su cijanobakterije
najosjetljivije na promjenu Cu(ll) koncentracije te da koncentracija Cu(ll) iona >1012 M
smanjuje stopu njihove reprodukcije, dok eukariotske mikroalge poput kokolitoforida,
dinoflagelata i dijatomeja imaju maksimalnu stopu reprodukcije na 10-11 M. Time je ukazano
da povisena koncentracija Cu(ll) moze promijeniti strukturu zajednice fitoplanktona u
odredenom morskom ekosustavu. Navedeno je potvrdeno i inkubacijskim eksperimentima na
populacijama pikoeukariota i Synechococcus-a u Crvenom moru (Paytan i sur., 2009) gdje je
nakon dodatka PM s Cu premasen njihov prag toksi¢nosti te je doSlo do smanjenja populacije.
U Juznom kineskom moru su se populacije Prochlorococcus-a i Synechococcus-a smanjile

zbog povecanog atmosferskog talozenja Cu (Liao i sur., 2017). Na toksi¢nost Cu za morski
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fitoplankton moze utjecati prisutnost i ostalih metala poput Fe, kao i1 prisutnost/odsutnost
hranjivih tvari, npr. ograni¢enje dostupnosti dusika. Kod dijatomeje (Thalassiosira) je
dokazano povecanje potraznje za Cu kod smanjenekoncentracije dostupnog Fe, kao i povecana
osjetljivost na Cu u uvjetima nedostatka fosfora u odnosu na uvjete nedostaka dusika (Hall i
sur., 1989). Negativan u¢inak PM koji sadrzi koncentracije Cu iznad 5,23 ng/m?3 vidljiv je i u

smanjenju biomase fitoplanktona u zapadnom dijelu Sredozemnog mora (Jordi i sur., 2012).

2.4. Utjecaj interakcija na ekotoksi¢nost organskih onecis¢ujuéih tvari

Negativan uc¢inak organskih onecis¢ujucih tvari na vodene organizme ovisi o njthovoj
kemijskoj specijaciji koja je uvjetovana interakcijama s drugim organskim i anorganskim
konstituentima u prirodnim vodenim sustavima. Interakcija organskih onecis¢ujucih tvari s
Cesticama, koloidima te organskim makromolekulama u prirodnim vodama utjece na njihovu
,slobodnu® biodostupnu frakciju (Rogers, 1993). Poznato je da interakcija organskih
oneciS¢ujucih tvari i razliCitih anorganskih iona poputiona metala ili hranjivih soli utjeCe na

njihovu interakciju sa stanicama mikroalgi (Tao i sur., 2012, 2013).

Cu u formi Cu(ll) je jedan od glavnih metala u tragovima uklju¢enih u organske
interakcije i kemijske procese u atmosferskoj vodenoj fazi i u morskoj vodi. U prirodnim
vodama koegzistira u otopljenim i ¢esticnim frakcijama koje obuhvacaju vise kemijskih oblika
kao Sto su slobodni (hidratizirani) ioni, anorganske i organske vrste, ili se adsorbira na razli¢itm
povr§inama i medufazama. Prema Irving-Williamsovom nizu relativne stabilnosti kompleksa
formiranih od iona dvovalentnih metala, Cu(ll) tvori najstabilnije organske komplekse medu
prijelaznim metalima bez obzira na tip organskog liganda
(Mn(In)<Fe(11)<Co(ID<Ni(I1)<Cu(Il)>Zn(I1)) (Dalal, 2017; Stumm i Morgan, 1981). Stoga je
vecina otopljenog Cu(Il) u vodenim sustavima vezanau inertne organske komplekse. Ovisno o
specifi¢nim regionalnim ili globalnim biogeokemijskim procesima ugljika u vodama (Richon i
Tagliabue, 2019), prisutnost otopljenog Cu(ll) u obliku inertnih kompleksa iznosi u oceanu 94
+ 5 % (Whitby i sur., 2018), a u estuarijima ~55 — 90 % (Padan i sur., 2021). Organsko
kompleksiranje Cu(Il) je klju¢ni proces koji upravlja njegovim biogeokemijskim procesima u
ki$nici (Spokes i sur., 1996; Witt i sur., 2007). Stovise, rije¢ni ispusti, atmosfersko taloZenje,
unos fitoplanktona i reverzibilno uklanjanje su istaknuti kao glavni procesi koji utjecu na
koncentraciju i specijaciju Cu(ll) u morskoj vodi (Richon i Tagliabue, 2019), potic¢uéi

proizvodnju razli¢itih autohtonih organskih liganda koji vezu Cu(II). Organski kompleksi
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Cu(ll) su slabo biodostupni te je organsko kompleksiranje vrlo vazno pri povisenim
koncentracijama u okoliSu jer smanjuje stani¢nu apsorpciju Cu(Il) i odrzava homeostazu u
stanicama (Pontoni i sur., 2021). Skupina organskih liganada koji vezu Cu(Il) u morskoj vodi
(Leal i sur., 1999; Plavsi¢ i Strmecki, 2016; Ruacho i sur., 2022; Whitby i sur., 2018), u
rijekama (Padan i sur., 2021; Takamura-Enya i Tokutake, 2016) i u atmosferi (Okochi i
Brimblecombe, 2002; Witt i Jickells, 2005) je sloZzena smjesa spojeva razlicitih struktura koji
imaju razliciti afinitet vezanja, u kojima atomi S, N i/ili O obi¢no koordiniraju Cu(Il) (Zhang i
sur., 2019). U atmosferi, organski ligandi mogu biti morskog, kopnenog i/ili mijeSanog
podrijetla, $to dovodi do stvaranja kompleksa s razli¢itim konstantama uvjetne stabilnosti
(Karavoltsosisur., 2013; Nimmo i sur., 1998; Plavsi¢ i sur., 2008; Spokes i sur., 1996; Witt i
sur., 2007; Witt i Jickells, 2005). Sukladno tome, organski ligandi koji vezu Cu(II) tipi¢no se
dijele u dvije skupine: L;, koji tvore inertne komplekse s Cu(ll) (s uvjetnom konstantom
stabilnosti, log K > 13,5), koje obi¢no izluc¢uju fitoplankton i bakterije u fotickoj zoni (Moffett
i Brand, 1996), i skupinu L,, kao S$to su terestrijarne humusne tvari, koje tvore slabe Cu(ll)
komplekse (log K <13,5) (Whitby i sur., 2018).

Poznata je interakcija Cu(ll) i 4NC kojiu vodenojotopini (0,1 MKNO3) stvaraju mono-
nitrokateholatne komplekse [Cu(4NC)] i di-nitrokateholatne komplekse [Cu(4NC),]% s
kumulativnim konstantamastabilnosti log £, = 11,7, odnosnolog £ = 21,1 (Gavazov, 2012).
Kompleks [Cu(4NC),]* je karakteriziran potenciometrijom i spektrofotometrijom (Gavazov,
2012; Jameson i Wilson, 1972). Interakcija Cu(ll) s ostalim atmosferskim NC, poput MNC, u
razli¢itim prirodnim vodenim sustavima nije istrazena kao niti utjecaj kompleksiranja na

njihovu toksi¢nost.

2.5. Testovi toksiénosti

Prema definiciji Truhaut-a (1977) ekotoksikologija je dio toksikologije koji se bavi
istrazivanjem toksi¢nih u¢inakakojisu uzrokovanitoksi¢nimtvarima prirodnogiantropogenog
porijekla na sastavne dijelove ekosustava, biljke, Zivotinje, covjekai mikrobe u integriranom
kontekstu. Ciljevi ekotoksikologije su na temelju ste¢enog znanja o sudbiniiuc¢incima toksicnih
tvari, razviti metode kojima bi se njihov ucinak u biosferi mogao predvidjeti i pratiti, kako bi
se moglo pravovremeno poduzeti mjere kojima bi se sprijecilo zagadenje. Testo vi toksi¢nosti,
odnosno biotestovi, koriste se za izlaganje testnih bioloskih organizama ili stanica okolisnom

mediju (zrak, voda, sediment, tlo) ili odredenom spoju u kontroliranim uvjetima (laboratorij),
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te procjenu ucinaka na prezivljavanje, rast, razmnozavanje i ponasanje tih organizama. Koja ¢e
se vrsta biotesta koristiti ovisi o vrsti testnog organizma i toksi¢nosti koju zelimo odrediti pri
¢emu se prate razli¢iti biomarkeri u¢inka, izlaganja i osjetljivosti. Biomarkeri su rane promjene
na biokemijskoj, fizioloSkoj, histoloskoj, morfoloskoj i razini ponasanja, na razini jedinke ili
nize, uzrokovane fizikalnom ili kemijskom oneéis¢uju¢om tvari. Biomarkeri ekspozicije
ukazuju na izloZenost organizma zagadenju, ali ne i na stupanj pritom izazvanih negativnih
ucinaka. U biomarkere ekspozicije spadaindukcija detoksikacijskih enzima. Biomarkeri u€inka
ukazujunanegativan u¢inakizazvanu organizmu, poput primjerice oStecenja DNA. Pokazatelji
nasljedne ili steCene sposobnosti organizma na reakciju uslijed izloZenosti ksenobiotiku
nazivaju se biomarkeri osjetljivosti. Parametri ponaSanja i fiziologije jedinke ukljucuju
smrtnost, promjene u ponasanju, patoloske promjene, sposobnost razmnozavanja, te nastanak
tumora. U¢inci onecis¢ujucih tvari na biokemijskoj razini mogu imati zastitnu funkciju poput
indukcije detoksikacijskih enzima ¢ime nastaju vodotopljivi spojevi koji se mogu izluditi iz
organizma, indukcije metalotioneina ¢ime se smanjuje bioraspoloZivost toksi¢nih metala,
indukcije proteina toplotnog Soka uzrokovane naglom razlikom u temperaturi ¢ime se
sprjeCavaju oste¢enja proteina, te aktivacije enzima DNA popravka, ali i nezastitnu funkciju
poput modifikacije DNA i inhibicije acetilkolinesteraze (Benfeito i sur., 2014; Faverney i sur.,
2000; Garcia-Gomez i sur., 2012; Hu i sur., 2022; Jeyachandran i sur., 2023).

U testovima toksi¢nosti odreduje se koncentracija one¢is¢ujucih tvari koja dovodi do
smrtonosnih, subletalnih i opcenito Stetnih uc¢inaka na organizme. Subletalni u¢inci se odnose
na ucinke do kojih dolazi pri koncentracijama ispod onih koje uzrokuju izravnu smrt. Odnose
se na smanjeni rast, oslabljenu reprodukciju, promjene u ponasanju, smanjenje veliine
organizama na razini zajednica te poremecaje funkcija medu vrstama zajednice, kao i na razini
ekosustava. Akutni toksi¢ni ucinci javljaju se vrlo brzo nakon kratkotrajne izlozenosti
organizma toksi¢noj tvari, a najéeS¢e mjeren akutni u€¢inak u vodenim organizmima je stupanj
mortaliteta. S druge strane kroni¢ni toksi¢ni uc€inci nastaju kada toksicna tvar proizvede Stetne
uc¢inke kao rezultat dugotrajne izloZenosti, pri ¢emu izloZzenost treba trajati barem dvije
generacije pokusnih organizama, prilikom ¢ega moze do¢i do negativnog utjecaja na rast,
reprodukciju, metabolizam ili smanjenu stopu prezivljavanja. Utjecaji onecis¢ujucih tvari
kojima su izloZeni vodeni organizmi mogu se ocitovati na viSe razina ekosustava odnosno na
biokemijskoj i stani¢noj razini (npr. toksi¢nost, metabolicki poremecaji, oStecenje stanica i
detoksikacija), na razini organizama (npr. fizioloSke promjene, smanjeni rast uslijed energije

potroSene na detoksikaciju i obnavljanje tkiva, promjene ponasanja, osjetljivost na bolesti,
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reproduktivne ucinke, odrzivost li¢inki i imunoloski odgovor), zatim na razini populacije (npr.
dobna/veli¢inska struktura, mortalitet i reproduktivni ucinci) te na razini zajednice (npr.

brojnost i distribucija vrsta i utjecaji na hranidbeni lanac) (Smith i Immig, 2018).

Testovi toksi¢nosti se mogu provoditi in vitro i in vivo. In vitro ispitivanja se provode
na molekulama (npr. enzimi) ili stanicama, dok se in vivo provode na organizmima poput
mikroalgi, riba, rac¢ica, Stakora (Blaise i Férard, 2005). Uz in vitro testove koji pruzaju vazne
informacije o mehanizmima toksi¢nog djelovanja posredovanog receptorima, provodenje in
Vivo testiranja je nuzno u odredivanjustvarnogefektaikoncentracije potencijalnotoksi¢netvari
ili smjese tvariobzirom da organizmiposjeduju detoksikacijskimehanizam kojim se toksi¢nost
tvari moze smanjiti, ali se tvar moze pokazatii toksi¢nijom u odnosu na in vitro ispitivanje
(Leusch, 2013). Medu najzastupljenije testove u studijama odredivanja akutne toksi¢nosti in
Vitro mjerenjem citotoksi¢nosti spojeva na stanicama spada kolorimetrijski test stani¢ne
metaboli¢ke aktivnosti pod nazivom MTT test (Mosmann, 1983). Princip testa se sastoji u
izlaganju stanica testnim spojevima u trajanju od 72 h nakon ¢ega se na stanice dodaje MTT
reagens (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolij bromid). Test se temelji na
razgradnji Zuto obojenog MTT reagensa u kristale formazana. Kako se navedena razgradnja
reagensa odvija samo u zivim stanicama pomoc¢u mitohondrijskog enzima sukcinat-
dehidrogenaze, spektrofotometrijskim mjerenjem otopljenog ljubicastog produkta formazana
dobiju se podatci o udjelu zivih stanicakoje mogu metabolizirati MTT (Denizot i Lang, 1986).
Za odredivanje in vivo kroni¢ne toksi¢nosti primjenjuje se standardizirani ISO 8692:2004 test
(Freshwater algal growth inhibition test with unicellular green algae), odnosno AlgaeTox test
koriStenjem jednostani¢nih slatkovodnih zelenih mikroalgi vrste Scenedesmus subspicatus.
Metoda se temelji na izlaganju mikroalgi testnim spojevima za vrijeme eksponencijalne faze
rasta te pra¢enju inhibicije rasta u periodu od 96 h, a koji ukljucuje nekoliko zavrSenih Zivotnih
ciklusa. Gustoca mikroalgi se odreduje na pocetku i na kraju inkubacije mjerenjem
fluorescencije pigmenta klorofila a, a rezultat se izrazava kao postotak prezivljavanja stanica
mikroalgi. Test predstavlja praktiénu metodu analize toksicnosti jer je kultura mikroalgi sustav
sa visokom stopom rasta koji u kratkom vremenu izlaganja daje pouzdane rezulate. Rezultati
MTT i AlgacTox testova se izrazavaju kao ICsg vrijednosti (engl. half-maximal inhibitory
concentration) koja predstavlja koncentraciju spoja kojauzrokuje 50 % inhibiciju rasta stanica

ili mikroalgi.

14



Stani¢ni detoksikacijski mehanizam poznat je pod akronimom ADME (engl.
Absorption, Distribution, Metabolism and Excretion) §to oznacava apsorpciju, distribuciju,
metabolizam i izluéivanje endo- i ksenobiotika iz stanica. U ADME proces su uljuceni
proteinski prijenosnici i enzimi detoksikacijskog sustava. ADME proces ukljucuje fazu 0 u
kojoj kljuénu ulogu imaju tzv. uptake proteinski prijenosnici na membrani stanice koji su
odgovorni za unos spojeva u stanicu. Za ovaj proces odgovorni su polispecifi¢ni proteini koji
pripadaju u Solute Carrier Class (SLC) nadobitelj. Unutar SLC nadobitelji postoje prijenosnici
organskih kationa (engl. Organic Cation Transporters, OCT) iz obitelji SLC22A i prijenosnici
organskih aniona iz obitelji SLC21 (engl. Organic Anion-Transporting Polypeptides, OATP) i
SLC22 (engl. Organic Anion Transporters, OAT) (Shin i sur., 2015). Njihova uloga u
transportu fizioloskih spojeva i ksenobiotika je vrlo bitna jer oni ubacujuu stanice potencijalno
toksi¢ne tvari koje se zatim metaboliziraju enzimimafaze | i faze I, s ciljem biotransformacije
u hidrofilnu molekulu kako bi se mogla izlu¢iti iz stanice. Enzimi koji kataliziraju reakcije
biotransformacije uglavnom su smjesteni u endoplazmatskom retikulumu u citosolu, dok se
manje koli¢ine enzima nalaze u mitohondrijima, jezgri i lizosomima (Parkinson i sur., 2013).
Faza I biotransformacije ukljucuje procese oksidacije, redukcije, hidrolize i acetilacije spoja i
posredovana je skupinom enzima citokrom P450 (CYP) monooksigenaze. U fazi Il se
konjugacijom sa razli¢itim funkcionalnim polarnim skupinama povecava topljivost
potencijalno toksi¢nog spoja. To su obi¢no reakcije glukuronidacije, sulfonacije i konjugacije
glutationom, a enzimi koji ih Kkataliziraju su: UDP-glukuronozil transferaza (UGT),
sulfotransferaze (SULT) i glutation S-transferaze (GST) (Hodgson, 2010). U fazi Il se
hidrofilni spoj izlu¢uje iz stanice putem tzv. efflux transportera, odnosno transportnih proteina
u koje spadaju ATP-binding Cassette superfamily (ABC) i Multidrug and Toxic compound
Extrusion (MATE) nadobitelji.

Obzirom na vaznu ulogu transportnih proteina i enzima u ADME procesima vazno je
istraziti njihovu interakciju s ksenobioticima provodenjem in vitro testova. Interakcija s fazom
0 stani¢ne detoksikacije moze se odrediti mjerenjem inhibicije transportne aktivnosti uptake
proteinskih prijenosnika organskih kationa, Octl i organskih aniona, Oatpld1 ribe zebrice
(Danio rerio). Octl imaju najvecu ekspresiju u jetri i bubrezima dok su Oatpld1 proteini
najvise eksprimiraniu jetri i mozgu. Odredivanje inhibicije transportne aktivnostii jednog i
drugogprijenosnika odreduje se mjerenjem inhibicije unosamodelnogsupstrata, odnosno spoja
kojeg protein unosi u stanicu. Rezultati se izrazavaju preko ICsq vrijednosti koja predstavlja

koncentraciju spoja koja uzrokuje 50 % inhibiciju unosa modelnog supstrata.
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Interakcija s fazom [ odreduje se mjerenjem indukcije CYP1Al ovisnih
detoksikacijskih enzima EROD biotestom. Osnovno svojstvo CYP1ALl enzima je indukcija
prilikom izlaganja organskim onecis¢uju¢im tvarima, a tipicni induceri su aromatski spojevi iz
skupine PAH. Pritom dolazi do vezanja liganda na citosolni Ah-receptor, koji tako vezani
odlaze u jezgru stanice gdje dolazi do pojacane transkripcije CYP1A1 gena. Indukcija
aktivnosti CYP1A1 enzima odreduje se mjerenjem aktivnosti supstrata 7-etoksiresorufin O-
dectilaze (EROD) nakon njegovog dodatka na stanice izloZene testnim spojevima jer se
reakcijom dealkilacije koju katalizira CYP1AL supstrat prevodi u fluorescentni resorufin.
Intenzitet fluorescencije koji se mjeri je proporcionalan indukciji CYP1Al enzima. Za
provedbu EROD biotesta najéeSc¢e se koriste Poeciliopsis lucida hepatocellular carcinoma
(PLHC-1) riblje stanice obzirom da su one zadrzale mehanizam indukcije CYP1 A enzima.
Naknadno se u uzorcima izmjeri sadrzaj proteina jer se aktivnost CYP1A1 enzima izrazava
prema masi proteina (pmol resorufina/min/mg proteina). Rezultati se izrazavaju preko ECx

vrijednostiodnosnokoncentracije spoja kojauzrokuje 50 % maksimalnogpromatranogucinka.

2.5.1. Modelni organizmi u testovima toksi¢nosti

Mikroalge se vrlo Cesto koriste kao modelni organizmi, odnosno bioindikatori procjene
stanja vodenih ekosustava kao i prilikom laboratorijskih ispitivanja stresnih utjecaja zbog
njihove osjetljivosti na promjene, sposobnosti reagiranja i adaptacije prilikom utjecaja
oneciScujucih tvari. Utjecaj na mikroalge se moZe pratiti analiziranjem promjena u
biokemijskom sastavu, brojnosti, ponasanju, fiziologiji (Castro-Bugallo i sur., 2014; Martinez-
Ruiz i Martinez-Jeronimo, 2015; Novosel i sur., 2022). Na rast i biokemijski sastav mikroalgi
utjeCu promjena temperature, promjena intenziteta svjetlosti, salinitet, pH, dostupnost
nutrijenata, faza rasta kao i prisutnost onecis¢ujucih tvari poput primjerice organskih spojeva
(Belghith i sur., 2016; Khatoon i sur., 2017). Mikroalge su vazni modelni organizmi jer Su
osnova hranidbenog lanca u vodenim ekosustavima, a toksi¢ni u¢inak neke tvari moze utjecati
na promjenu strukture zajednice, primarnu produkciju, kruzenje nutrijenata, Sto posljedicno
moze imati u¢inke na potroSace na viSem stupnju, od smanjene dostupnosti hrane, promjene

strukture, ali i moguénosti bioakumulacije toksi¢ne tvari (Lyubenova i Boteva, 2016).

Mikroalge Scenedesmus subspicatus i Dunaliella tertiolecta su uobic¢ajeni standardni

modelni organizmi u testovima toksi¢nosti razlicitih onec¢is¢ujucih tvari na vodene ekosustave.
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Obje vrste spadaju u grupu zelenih alga (Chlorophyta) i razred Chlorophyceae. Pogodne su za
testiranje toksi¢nosti zbog jednostavnosti uzgoja u laboratorijskim kulturama, brzog rasta,
veli¢ine 1 morfologije. Scenedesmus subspicatus je slatkovodna mikroalga za koju je visoka
stopa rasta iznimno vazna zbog pra¢enja broja stanica, odnosno prezivljavanja u periodu od 96
h (AlgaeTox test). Karakterizira ju i sposobnost uspjesnog rasta i razmnozavanja pri razli¢itim
uvjetima hranjivih tvari. Stanice su obi¢no cilindri¢ne ili izduZzene te ih nalazimo kao
jednostanicne ili kolonijalne oblike. Dunaliella tertiolecta je biflagelatna mikroalga koju
karakterizira odsustvo ¢vrste stani¢ne stijenke zbog ¢ega je idealan model za pracenje utjecaja
okoli$nih uvjeta i onecis¢ujucih tvari na rast i promjene unutar stanice (Borowitzka i Siva,
2007). Stanice su elipsoidnogili ovalnog oblika obavijene elastiénom membranom, odnosno
glikoproteinskim omota¢emizbogtog supogodne za ispitivanje osmotskih promjena u okolisu
posto stanica zbog odsustva ¢vrste stijenke moze vrlo brzo promijeniti volumen uslijed
promjene u osmotskom tlaku. Rasprostranjena je u raznim vodenim ekosustavima (obalnim
morskim stanistima, rijekama, deltama) zbog svojstva visoke tolerancije na Sirok raspon
saliniteta (Vrana i sur., 2022), intenziteta svjetlosti (Minhas i sur., 2023) i relativno visoke

temperature (Rukminasari, 2013).

Riba zebrica (Danio rerio Hamilton, 1822) je tropska slatkovodna riba iz porodice
Cyprinidae (Sarani) koja ziviu malim rijekama, potocima i rizinim poljima na podrucju sjeveme
Indije, sjevernog Pakistana, Nepala i Butana. Istrazivanja na zebricama rezultirala su bazom
podataka u kojoj su opisani razvojni stadiji zebrice (Kimmel i sur., 1995), a sekvenciranjem
genoma je utvrdeno da zebrice i ljudi dijele i do 70 % zajednickih gena (Howe i sur., 2013).
Zbog genetske sli¢nosti sa sisavcima i ¢ovjekom te o¢uvanih fizioloskih mehanizama, rezultate
istrazivanja na zebrici je moguce primijeniti na ljude i ostale sisavce ¢ime je zebrica postala
jedan od najpopularnijih i najcesc¢e koristenih standardnih modelnih organizama u podrucju
biomedicine, razvojne biologije, genetike, farmakologije i (eko)toksikologije. Zebrice su vrlo
prakti¢ne kao modelni organizam zbogjednostavnoglaboratorijskog odrzavanja, male veli¢ine,
malih troskova odrzavanja, moguénosti dobivanja stotina embrija (oko 200) na dnevnoj bazi,
prozirnosti embrija i brzog ranog razvoja. U laboratoriju se uzgajaju u akvarijima s
temperaturom vode 26=+1°C. Embriji zebrice gotovo su prozirni (do 5 dpf) i tako istrazivacima
omogucuju pracenje razvoja organa. U prva 24 h nakon oplodnje formiraju se svi glavni organi
zebrice, dok se unutar 72 h po¢nu samostalno hraniti. Spolno sazrijevanje postize se nakon 3 —

4 mjeseca kada zebrice mogu dati novo potomstvo. Zebrica se koristi kao modelni organizam
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kraljeznjaka najviSe u istrazivanju uloga specifi¢nih gena te omogucuje prac¢enje fenotipskih

promjena kao odgovor na genetske mutacije (Davis, 2020; Lieschke i Currie, 2007).

Zebrica ima vrlo vaznu ulogu u (eko)toksikoloskim istrazivanjima utjecaja toksicnosti
razli¢itih spojeva ili okoliSnih uzoraka na njezin razvoj i ponaSanje zbog osjetljivosti na
toksikante i mogucénosti pracenja razvoja organa tijekom embrionalnog stadija. Na njoj su
provedenabrojna istrazivanja, poput utjecaja endokrinih disruptorana reprodukciju (Huangi
sur., 2015; Versonnen i sur.,2004), pesticida na malformacije i smrtnost (Pamanji i sur., 2015),
teskih metala na akutnu toksi¢nost i oksidativni stres (Jijie i sur., 2020; Singh i Ansari, 2017),
industrijskih spojevana genotoksi¢nost (Derikvandyisur.,2020; Sposito i sur., 2018), itd. Riba
zebrica ima klju¢nu ulogu u razumijevanju ADME procesa jer sluzi i kao model identifikacije
1 proucavanja uloge proteinskih prijenosnika unosa (SLC) (Dragojevic isur., 2020; Mihaljevi¢
i sur.,2017; Popovi¢isur., 2014; Vujicai sur., 2024) i eliminacije (ABC i MATE) (Lon¢ar i
Smital, 2018; Thomasisur.,2024; Vujicai sur.,2023) endo- i ksenobiotika iz stanice. Takoder,
uveden je medunarodni standardizirani test utjecaja akutne toksi¢nosti kemikalija na embrije
ribe zebrice pod nazivom Fish Embryo Acute Toxicity (FET) test (OECD 236:2013) prema
kojem se embriji smiju izlagati kemikaliji u periodu od 96 h. Tijekom tog perioda kao krajnje
toCke koje upucuju na akutni u¢inak i1 posljedi€no na smrt embrija smatraju se koagulacia
embrija, izostanak formiranja somita, neodvajanje repa iz Zumanjcane vrece i prestanak rada
srca. U testu se promatraju i subletalni u¢inci poput nastanka edema, skolioze kraljeznice,

malformacija u razvoju, itd.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Sakupljanje i ekstrakcija iz atmosferskih lebdecih ¢estica porijeklom iz izgaranja biomase
1 mijeSanih antropogenih izvora

Za potrebe ckotoksikoloskih i inkubacijskih eksperimenata sakupljene su atmosferske
lebdece cestice razlicitog porijekla. Prvi tip uzoraka bio je atmosferski materijal nastao
izgaranjem biomase kao simulacija pozarnogdogadaja (engl. simulated biomass burning,sBB),
a drugi tip je bio okolisni atmosferski materijal mijeSanog antropogenog porijekla (engl.

antropogenic aerosols, AA).

Atmosferske lebdece Cestice PM;g (d; <10 pm) emitirane prilikom simuliranog gorenja
suhog hrastovog drva za ogrjev (sBB) sakupljene su na filterima od kvarcnih vlakana
(Whatman, UK, izlozena povrSina 154 cm?2, prethodno Zareni 4 h na 450 °C) koriStenjem
uzorkivaca Cestica velikog volumena (Kalman System, Budimpesta, Madarska) pri protoku
zraka od 32 m3/h. Filteri sa uzorkovanim ¢esticama su zatim pohranjeni u prethodno zarenu Al
foliju i ¢uvani na -20 °C. Za potrebe eksperimenata odabrana su ¢etiri SBB filtera (uzorci
oznaceni kao AH-4, AH-6, AH-14,1 AH-29) od kojih su izrezani dijelovi s ukupnom masom
Cestica 17,66 mg koji su potom zajednicki ekstrahirani po tri puta u 15 mL jednog od otapala:
Milli-Q voda, heksan (Hex), diklorometan (DCM) i metanol (MeOH). Ekstrakcija je provedena
ultrazvuénim mijeSanjem tijekom 15 min te Cuvanjem na +4 °C tijekom 24 h. Dobivene otopine
su filtrirane kroz filtere veli¢ine pora 0,7 um (GF/F, Whatman) da se uklone suspendirane
netopljive Cestice i ostaci filtera. Vodeni ekstrakti su liofilizirani (5,5 Pa, -48 °C) upotrebom
liofilizatora (Labconco, SAD), dok su organska otapala najprije uparena rotacijskim
upariva¢em (Rotavapor® R-100, Buchi Labortechnik, Svicarska), a zatim propuhivanjem

dusika.

PMjo frakcija AA Cestica (14 filtera) prikupljena je u kontinentalnom dijelu Hrvatske
na prethodno zarenim (450 °C, 4 h) filterima od kvarcnih vlakana (d = 47 mm; Pall Life
Sciences, Port Washington, New York). Za tu svrhu koristio se automatski sekvencijalni
uzorkiva¢ malog volumena PNS 18T-DM-3.1 (prema EN 12341:2014, Comde-Derenda,
Stahnsdorf, Njemacka) s protokom zraka od 2,3 m3/h. Filteri s ukupnom masom ¢estica 66,24
mg su spojeni, usitnjeni i ekstrahirani 15 min u 0,8 L Milli-Q vode uz pomo¢ ultrazvuka i
drzanjem na +4 °C 24 h. Otopina je zatim profiltrirana (GF/F, Whatman, veli¢ina pora od 0,7
pm), odvojeno je 30 mL (s 2,5 mg PM) u koju je dodano je 100 ng pikrinske kiseline (intemi
standard) te je takva otopina liofilizirana.
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Jedan sBB (H,O, MeOH, Hex i DCM) i AA (H20) suhi ekstrakt koristen je za
kvantifikaciju 12 NMAU analitickom tehnikom koja spaja tekuc¢insku kromatografiju i masenu
spektrometriju (engl. liquid chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS), dok su

druga dva sli¢na ekstrakta pripremljena za bioloske testove i inkubacijski eksperiment.

3.2. Kvantifikacija NMAU

Koristene kemikalije su kupljeneod proizvodaca Sigma-Aldrich osim ako nije drugacije
navedeno. Kao standardi su koristeni: 4NC, 4M5NC (Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA,
SAD), 3-metil-5-nitrokatehol (3M5NC, Atomax Chemicals, Shenzhen, Kina), 4NP, 2-metil-4-
nitrofenol (2M4NP), 3-metil-4-nitrofenol (3M4NP), 2,4DNP, 4NG, 4-nitrosiringol (4NS), 3-
nitrosalicilna kiselina (3NSA) i 5-nitrosalicilna kiselina (5NSA), kao i sintetizirani 3-metil-4-
nitrokatehol (3M4NC, prociscen iidentificiran u (Frka i sur., 2016). Sve kalibracijske krivulje
konstruirane su sa Sestkalibracijskih tocaka (R2=0,9948-1,0). Ekstrakti koji sadrze vrlo visoku

koncentraciju NMAU su razrijedeni prije analize.

LC-MS/MS metoda koristena je za kvantificiranje 12 NMAU u sBB i AA uzorcima.
Tijekom pripreme uzoraka cestica, setu od cetiri SBB filterske sekcije dodano je 100 ng
pikrinske kiseline (interni standard) te su filteri usitnjeni i ekstrahirani kako je ranije opisano.
Razli¢iti sBB (H,O, MeOH, Hex, DCM) i AA (H,0) ekstrakti, kao i odgovaraju¢i NMAU
standardi su otopljeniu 500 pL otapalai zatim filtrirani kroz 0,22 pum filtere (Whatman; GE
Healthcare, Little Chalfont, UK). Otopina za injektiranje se sastojala od 7,15 mM pufera
amonijevogformata pH 3 (napravljenogod amonijevogformata i mravlje kiseline, Fluka) i 285
pMM etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA; 99,995 %).

LC-MS/MS analiza provedenaje pomocu trostrukog kvadrupola LC/MS-MS (Agilent
Technologies, SAD) u kombinaciji sa sustavom UltiMate 3000 UHPLC (Thermo Scientific,
SAD). Koristene su HPLC kolona Atlantis T3 (3,0 x 150 mm?2, veli¢ina ¢estica 3 um; Waters)
i zaStitna kolona Atlantis T3 (3,0 x 10 mm?2, veli¢ina ¢estica 3 pm; Waters) s brzinom protoka
od 0,3 mL/min. Smjesa tetrahidrofurana (THF, Chromasolv Plus, HPLC stupanj, 99,9 %,
Fluka), MeOH (Chromasolv LC-MS stupanj, 99,9 %, Fluka) i vode (30/15/55, V/V/V, redom)
koristena je kao mobilna faza. Injektirani volumen bio je 10 uL, a temperatura kolone 30 °C.

Gradijentno ispiranje napravljeno je prema Frka i sur. (2016.).
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3.3. Biotestovi

Za bioloske testove, suhi ekstrakti SBB i AA ili praskasti modelni NMAU su otopljeni
u dimetil sulfoksidu (DMSO, Kemika, Zagreb). Koncentracije ekstrakata ¢estica temelje se na
masi Cestica prikupljenih na dijelovima filtera koji su ekstrahirani. lako 2,4DNP nije
kvantificiran u ekstraktima, ukljucenje u daljnja istrazivanjajerje prema US EPA svrstan medu
prioritetne oneciscujuce tvari SAD-a, a otkriven je diljem Europe u podzemnim vodama (Loos
i sur., 2010). Svaki od 12 NMAU koristen je u biotestovima u odgovaraju¢em rasponu
koncentracija, od koncentracije koja nije pokazala toksicni ucinak do koncentracije s
maksimalnim toksi¢énim u¢inkom koji su bili vidljivi u koncentracija-odgovor Krivuljama.
Odgovaraju¢i raspon definiran je prema preliminarnim testovima sa S$irim rasponom
koncentracija NMAU. Masa NMAU kvantificirana u sBByyo (25,8 mg/L) koriStena je za
pripremu modelne smjese od 10 identificiranih NMAU (£1;0NMAU). Smjesa 5 NMAU
(2sNMAU) sastojala se od 5 spojevakoji su ¢inili 96,5 % mase NMAU u koncentraciji od 24,9
mg/L. Za svaki biotest izvedena su dva do tri neovisna seta inkubacije u duplikatu ili triplikatu.
Fluorescencija je izmjerena pomocu ¢itaca mikroploca (Infinite M200, Tecan, Salzburg,
Austrija). U testovima ispitivanja embriotoksi¢nosti ribe zebrice te utjecaja na biomasu i

promjenu u sastavu lipida embrija testirano je pet strukturno razli¢itih NMAU.

3.3.1. Interakcija s proteinskim prijenosnicima Octl i Oatpldl faze 0 stani¢nog
detoksikacijskog mehanizma

Za proucavanje interakcija s fazom 0 stani¢nog detoksikacijskog mehanizma odredili
smo potencijalne ucinke inhibicije ekstrakata Cestica, modelnih NMAU te njihovih smjesa na
transportnu aktivnost dvaju razlic¢itih transmembranskih proteina ribe zebrice (Danio rerio),
prijenosnika organskih kationa, Octl i polipeptidnog prijenosnika organskih aniona, Oatpldl.
Provedba testova sa navedenim prijenosnicima provedena je koriStenjem stanica ljudskog
embrionalnog bubrega (engl. Human Embryonic Kidney, HEK293) s prekomjemom
ekspresijom Octl, odnosno Oatpldl proteina. Odredivanje inhibicije transportne aktivnosti
Octl provedeno je na stabilnoj stani¢noj liniji Flp-In293-drOctl mjerenjem inhibicije unosa
modelnog fluorescentnog supstrata (boje) 4-(4-(dimetilamino)stiril)-N-metilpiridinijeva jodida
(ASP+), dok je inhibicija transportne aktivnosti Oatp1d1 provedena na stani¢noj liniji Flp-In-

293-drOatp1dl mjerenjem inhibicije unosamodelnog fluorescentnog supstrata Lucifer yellow
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(LY). Nacelo testova inhibicije temeljilo se na zajedni¢kom izlaganju transficiranih stanica i
stanica koje nisu transficirane proteinima (Mock stanice), koje su sluzile kao kontrola, s
modelnim supstratom i ispitivanim spojevima. Reakcijska smjesa bez testiranih ekstrakata ili
modelnih spojeva bila je negativha kontrola. Stani¢ne linije su odrzavane u Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Njemacka) uz
dodatak 10 % fetalnog govedeg seruma (engl. Fetal Bovine Serum, FBS) (Capricorn Scientific,
Ebsdorfergrund, Njemacka) u bo¢icama za uzgoj stani¢nih kultura, u inkubatoru na 37 °Cte 5
% CO,. Stanice su presadivane (pasazirane) dva puta tjedno, odnosno kada je pokrivenost
povrsine bocice bila 95 — 100 %, na nacin da bi se medjij iz bocice izlio, potom stanice isprale
sa 10 mL sterilnog fosfatnog pufera (engl. Phosphate Buffered Saline, PBS) te zatim odvojile
od podloge dodatkom 333 pL tripsina koji bi djelovao na stanicama 3 min. Tripsinizacija je
zaustavljena dodatkom 5 mL medija DMEM-10 % FBS te je uvlac¢enjem i ispustanjem medija
iz pipete provedeno resuspendiranje nakon ¢ega je dio sadrzaja bocice izliven, a na preostali
volumen dodan medij DMEM-10 % FBS da zavr$ni volumen u bo¢ici iznosi 10 mL. Dan prije
pocetka eksperimenta, nakon postupka pasaziranja, 200 pL stanica je prebaceno u sterilnu
tubicu od 1,5 mL u koju je dodano jos 800 pL medija DMEM-10 % FBS ¢ime je postignuto
razrjedenje 1:5 1z kojeg su stanice izbrojane pomocu hemocitometra. Iz dobivenog broja
izracunat je volumen stanica potreban za postizanje brojnosti stanica za nasadivanje u jazice
mikroploca. Eksperimenti su provedeni u mikroplo¢ama s 96 jazica pri gustoéi od 7x105 ili
8x105 stanica/mL, s kona¢nim volumenom od 125 pL po jazici. Koncentracije ekstrakata,
modelnih spojeva i njihovih smjesa napravljene su prema rasponu koncentracija u Tablicama
1.,3.,4.i5.

U testu ispitivanja inhibicije transportne aktivnosti Oatpldl prijenosnika medij
DMEM-10 % FBS je uklonjen nakon $to su stanice bile nasadene 24 h. Stanice su potom
inkubirane sa 75 pL transportnog medija (145 mM NaCl, 3 mM KCI, 1 mM CaCl,, 0,5 mM
MgCl,, 5 mM D-glukozai5mM HEPES) 10 minna 37 °C. Nakon inkubacije 25 uL ispitivanih
spojeva (pet puta koncentriranijih u odnosu na Zeljenu koncentraciju) dodano je u transporti
medij. Nakon 40 s dodano je 25 pL modelnog fluorescentnog supstrata LY (pet puta vece
koncentracije) i inkubirano 15 min na 37 °C. Finalna koncentracija LY supstrata iznosila je 50
MM. Nakon inkubacije, ispraznjen je sadrzaj jazica te su Stanice dva puta isprane sa 125 uL
hladnog transportnog medija prije nego $to su lizirane sa 125 pL 0,1 % natrijevog dodecil
sulfata (Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka) u trajanju od 25 min na 37 °C. Potom je 100 pL

liziranih stanica preneseno u crne mikroploce s 96 jazicate je koriStenjem ¢itaca za mikroploce
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izmjerena fluorescencija modelnog supstrata LY na valnim duljinama ekscitacije/emisije od
425/540 nm.

U testu ispitivanja inhibicije transportne aktivnosti Octl prijenosnika medij DMEM-10
% FBS je takoder uklonjen nakon §to su stanice bile nasadene 24 h te su stanice inkubirane sa
75 pL transportnog medija 5 min na 37 °C. Nakon inkubacije, u jazice je dodano 25 pL
ispitivanog spoja, a zatim 25 pL modelnog fluorescentnog supstrata ASP+. Dodane
koncentracije spojeva i supstrata bile su pet puta koncentriranije od zeljenih. Pri odredenim
visSim koncentracijama testiranih NMAU (naznacenih u Tablici 3.), vrijednost pasivne
fluorescencije smanjila se u nultoj minuti, $to ukazuje na mogucu interakciju NMAU s ASP+
fluorescencijskim signalom. Ovo zapazanje je detaljno opisano u Prilogu 1. Posljedi¢no,
modelni NMAU su testirani prinizim koncentracijskim rasponima i fluorescencija je izmjerena
na470/605nmi0,5 uM ASP+. Medutim, ekstrakti uzoraka Cestica su izmjerenina450/590 nm

11 uM ASP+, jer nije primije¢eno smanjenje pasivne fluorescencije u nultoj minuti.

U oba testa ispitivanja transportne aktivnosti proteinskih prijenosnika jazice sa Mock
stanicama (slijepakontrola) i stanicama koje su sluzile kao negativna kontrola (stanice Oatpldl
ili Octl u mediju DMEM-10 % FBS) tretirane su prema opisanim protokolima uz razliku u
dodatku transportnog medija koji je dodan u koli¢ini od 100 pL i na koje se nije dodavalo 25
ML testnog spoja. Fluorescencija Mock stanica oduzeta je od fluorescencije stanica

transficiranih Octl i Oatpld1 proteinima kako bi se dobila kona¢na fluorescencija.

3.3.2. Interakcija s fazom I stani¢nog detoksikacijskog mehanizma: EROD biotest

Za provodenje EROD biotesta koriStene su PLHC-1 stanice koje su odrzavane u
DMEM/F12 mediju (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Njemacka) uz dodatak 5 % FBS, u
bocicama za uzgoj stani¢nih kultura u inkubatoru na 30°C. Pasaziranje i raCunanje volumena
stanica potrebnog za postizanje brojnosti stanica za nasadivanje u jazice mikroploca se
provodilo prema postupku opisanom pod 3.3.1. Eksperimenti su provedeni u mikroplo¢ama s
96 jazica pri gustoci stanica 5x10° stanica/mL. Prvi i drugi dan su se eksperimenti provodili u
sterilnom kabinetu (Heracus, Njemacka). Prvi dan provedbe biotesta stanice su nasadene u 200
pL DMEM/F12- 5 % FBS i inkubirane 24 h na 30 °C. Idu¢i dan su u novim mikroplo¢ama u
mediju DMEM/F12 pripremljena razrjedenja ekstrakata ili otopine modelnih spojeva u

odgovaraju¢emrasponu koncentracija, ali dvostruko uveéanom od onih koje zelimo testirati,
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negativna  kontrola (medij DMEM/F12) i pozitivna kontrola 2,3,7,8 -
tetradiklorodibenzodioksina (TCDD) koja mjeri uc¢inak poznate tvari za koju ocekujemo
odgovor koji se kasnije moze usporediti sa nepoznatim ucinkom testiranih uzoraka.
Koncentracije ekstrakata, modelnih spojeva i njihovih smjesa napravljene su prema izracunima
u Tablicama 1., 6. i 7. Iz mikroploc¢a sa stanicama nasadenima dan prije je 100 uL medija
zamijenjeno sa 100 pL pripremljenih otopina prethodno opisanih. Pripremljene mikroploce su
potom stavljene u inkubator na 30 °C idu¢a 24 h. Nakon 24 h medij sa stanica je uklonjen,
stanice su dva puta isprane s 200 uL PBS i u svaku jazicu je dodano 100 pL 2 uM otopine
etoksi-rezorufina otopljenog u fosfatnom puferu. Nakon dodavanja, izmjerena je kinetika
nastanka resorufinau trajanju od 10 min u ciklusima od minute na ¢ita¢u za mikroplo¢e (Infinite
M200, Tecan, Salzburg, Austrija) na valnoj duljini 535/590 nm pri 30 °C. Mjerene ploce su
zamrznute (-20 °C) te je u njimaiduc¢i dan odredenakoncentracija proteinaprema Bradfordovoj
metodi. Za odredivanje sadrzaja proteina mikroplo¢e s uzorcima su nakon vadenja sa -20 °C
ostavljene da se temperiraju na sobnu temperaturu. Potom je u svaku jazicu dodano 100 pL
otopine fluorescamina (Alfa Aesar, SAD) u acetonitrilu u koncentraciji 0,15 mg/mL. Nakon 5
min inkubacije izvr$eno je mjerenje na valnim duljinama 390/465 nm. Proteini su kvantificirani
fluorescaminskim testom (Lorenzen i Kennedy, 1993) koriStenjem govedeg serum albumina
(engl. bovine serum albumin, BSA) kao standarda. Aktivnost enzima izrazena je u pmol

rezorufina/min/mg proteina.

3.3.3. Odredivanje akutne toksi¢nosti MTT testom

Akutna toksi¢nost odredena je MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolij
bromid, 98 % (Alfa Aesar)) testom mjerenjem citotoksi¢nosti na ribljoj stani¢noj liniji PLHC-
1. Stanice su nasadene pri gusto¢i od 25x104 stanica/mL u mikroplo¢u s 96 jazica u mediju
DMEM-F12 s5 % FBS, s kona¢nim volumenom od 200 pL po jazici. Nakon inkubacije od 24
h na 30 °C 100 pL medija iz jazica je zamijenjeno sa 100 pL pripremljenih otopina ekstrakata
ili modelnih spojeva u dvostruko veéem koncentracijskom rasponu. Nakon 72 h inkubacije na
30 °C sadrzaj iznad stanica je uklonjen i stanice su isprane sa 100 uL PBS. Zatim je PBS
uklonjen te je na stanice dodano 100 pL 0,5 mg/mL MTT boje otopljene u DMEM-F12 te je
mikroploc¢a ostavljena u inkubatoru idu¢a 3 sata. Tijekom tog perioda u zivim stanicama Se zuti
tetrazol reducira u ljubiCaste Kristale formazana. Sadrzaj iz svih jazica je uklonjen te je u svaku

dodano 100 pL izopropanola. Mikroplo¢a je stavljena na 350 rpm u trajanju od 15 min na
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tresilicu za mikroploc¢e (Thermo Shaker, PST-60HL-4, Biosan, Latvija). Apsorbancija dobivene
otopine mjerena je na 578 nm s referentnim filterom na 750 nm pomocu ¢itaca mikroploca
Tecan. Modelni citotoksi¢ni spoj ciklosporin A (CsA) je bio pozitivnakontrola, a kao negativna
kontrola je sluzio sam medij. Koncentracije ekstrakata, modelnih spojeva i njihovih smjesa

napravljene su prema izraCunima u Tablicama 1., 8.1 9.

3.3.4. Odredivanje kroni¢ne toksi¢nosti AlgaeTox testom

Kroni¢na toksi¢nost otopina ekstrakata lebdecih ¢estica i modelnih NMAU spojeva
ispitana je na jednostani¢noj slatkovodnoj zelenoj mikroalgi Scenedesmus subspicatus
standardiziranom metodom ISO 8692:2004. Mati¢na kultura mikroalgi uzgajana je u mediju za
rast koji se sastoji od makronutrijenata (NH4*, Mg?*, Ca2*, K+, Na*, Cl, PO4%), elemenata u
tragovima (BO3?%, Mn2*, Zn2+ Co2*, Cu?*, Fe3*, [M00,]%), EDTA i HCO3 na 24+2 °C pod
kontinuiranim svjetlom intenziteta 60 — 120 umol/m2s. AlgaeTox test je proveden izlaganjem
100 pL inokuluma (104 stanica/mL), iz eksponencijalno rastu¢ih stanica mikroalgi, u
mikroplo¢is 96 jazica rasponu koncentracija od 100 pL ekstrakata ¢estica ili modelnih spojeva
tijekom 96 h (Tablice 1.,10.i111.). Kao pozitivna kontrolakoristen je K,Cr,07, dok je negativna
kontrola bio medij za rast mikroalgi. Gusto¢a mikroalgi odredena je mjerenjem fluorescencije
pigmenta klorofila a (Chl a) neposredno nakon dodavanja analita i na kraju perioda inkubacije.
Mjerenja su napravljena na ¢itacu za mikroploce pri valnim duljinama ekscitacije/emisije
440/680 nm. Rezultati su izrazeni kao postotak prezivljavanja stanica u odnosu na testiranu

koncentraciju 1 usporedenti sa slijepim uzorkom.

3.3.5. Ispitivanje embriotoksi¢nosti NMAU na ribi zebrici (Danio rerio)

ABO linija divljeg tipa ribe zebrice (European Zebrafish Resource Center, Karlsruhe,
Njemacka) uzgajana je u akvariju pri standardnim uvjetima, ciklus od 14 sati svjetla i 10 sati
mraka u vodi temperature od 27 — 28 °C. Ribe su hranjene posebno formuliranom hranom za
razvoj riba zebrica (Gemma Micro, Skretting, Norveska). Za dobivanje embrija, ribe stare 1-
1,5 godinu izvadene su ujutro iz akvarija i prebacene u Petrijevu zdjelicu koja je sadrzavala E3
medij (5 mM NacCl, 0,17 mM KCI, 0,33 mM CacCl,, 0,33 mM MgSO,). Uzgajane su u

inkubatoru na 28 °C pod istim ciklusom svjetla i mraka kao i odrasle ribe. Razvoj embrija
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pracen je stereomikroskopom (Motic AE31E, Motic, Barcelona, Spanjolska) te su im

odredivani stadiji razvoja prema prethodno opisanim metodama (Kimmel i sur., 1995).

Ispitivanje akutne toksi¢nosti odabranih modelnih NMAU (2,4DNP, 4NC, 3M5NC,
4ANG, 4NS) na embrijima ribe zebrice (Danio rerio) (FET test) provedeno je prema
modificiranom protokolu OECD (OECD, 2013) u rasponu koncentracija navedenih u Tablici
12. Zdravii oplodeni embriji zebrice izlagani su od 6 h nakon oplodnje u mikroplo¢amas 24
jazice. lzlaganje je provedeno s rasponom koncentracija (4,6 — 203,0 mg/L) modelnih NMAU
razrijedenih u 0,5 mL E3 medija, u inkubatoru na 28 °C. Svaka koncentracija je testirana u
duplikatu i primijenjena na ukupno 20 embrija (10 po jazici). Embriji izlozeni najviSoj
koristenoj koncentraciji DMSO (<0,1 %) sluzili su kao negativne kontrole, sa stopom
prezivljavanja iznad 90 %. Subletalne (morfoloske) abnormalnosti pracene su 24,48 1 72 h
nakon oplodnje (hpf) stereomikroskopom (Motic AE3 1E, Motic, Barcelona, Spanjolska) pri

povecanju od 10 — 50x.

3.4. Utjecaj subletalne koncentracije NMAU na sastav lipida embrija ribe zebrice

Zdravii oplodeni embriji zebrice izlagani su od 6 h nakon oplodnje u mikroplo¢ama sa
subletalnim koncentracijama pet modelnih NMAU: 9,2 mg/L 2,4DNP, 5,0 mg/L 4NS, 42,3
mg/L 4NG i 3M5NC i 38,8 mg/L 4NC tijekom razdoblja od 48 hpf. U jednoj jazici je spoju
bilo izlozeno 13 — 15 embrija, odnosno ukupno 26 — 30 posto je svaka koncentracija testirana
u duplikatu. Kontrole su bile dvije skupine embrija bez dodanih NMAU. Nakon zavrsenog
perioda izlaganja embriji su prebaceni u plasti¢ne epruvete od 2 mL i zamrznuti na -80 °C,
liofilizirani (5,5 Pa i -48 °C), te izvagani (vaga XS205, Mettler Toledo, Njemacka). Ukupni
lipidi ekstrahirani su iz embrija primjenom modificiranog postupka Miyaresa (Miyares i sur.,
2014) i Bligha i Dyera (Bligh i Dyer, 1959). Prije samog postupka ekstrakcije svakom uzorku
je kao interni standard dodan metilni ester palmitinske kiseline (16 pg) (Honeywell Fluka,
SAD). Usvakiuzorak je dodano 550 uL smjese vode : MeOH (1:1), uzorci su zatim vorteksirani
30 s te prebaceni u veée epruvete gdje su homogenizirani uredajem Ultra-turrax T25 (IKA,
Njemacka). Nakon usitnjavanja homogenati su prebaceni ponovno u plasti¢ne epruvete od 2
mL te je u svaku dodano 750 pL kloroform : MeOH (1:2) i zatim 250 pL kloroforma. Nakon
svakog dodatka uzorci su vorteksirani 30 s. Uslijedila je inkubacija na 25 °C 10 min
(Thermomixer 5436, Eppendorf, Njemacka) i centrifugiranje na 3000 g 5 min (Universal 32 R,

Hettich, Njemacka). Organska faza koja je sadrzavala lipide je odvojena i odmah uparena pod
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strujom dusika. Ekstrahirani lipidi pohranjeni su na -20 °C. Prije analize uzorci su otopljeni u
1 mL DCM.

Nakon $to su uzorci (2 pL) spotirani na kromarode (Chromarods SllI) koristenjem
mikrodispenzora, klase lipida su odvojene kroz pet koraka eluiranja u otapalima rastuceg
polariteta prema protokolu opisanom u Gasparovic i sur. (2017) i Gasparovic¢i sur. (2015) i
analizirane metodom tankoslojne kromatografije - plameno ionizacijskom detekcijom (engl.
Thin layer chromatography — flame ionization detection, TLC-FID) na instrumentu latroscan
MK-VI (latron, Japan). Instrument je radio pri protoku zraka od 2000 mL/min i brzini protoka
vodika od 160 mL/min. Uzorci su analizirani u duplikatima. Identificirano je trinaest klasa
lipida relevantnih za embrije zebrice (Fraher i sur., 2016; Hachicho i sur., 2015), koji ¢ine
ukupne lipide: slobodne masne kiseline (FFA), triacilgliceroli (TG), alkoholi (ALC), kolesterol
(COH), 1,2-diacilgliceroli (1,2DG), 1,3-diacilgliceroli (1,3DG), esteri voska (WE), glikolipidi
(GL, ukljucuju¢i monogalaktozildiacilglicerole (MGDG), digalaktozildiacilglicerole (DGDG)
i sulfokinovozildiacilglicerole (SQDG)) i fosfolipide (PL, ukljucujuci fosfatidilglicerole (PG),
fosfatidiletanolamine (PE) i fosfatidilkoline (PC)). Klase lipida kvantificirane su kalibracijom
sa standardnom smjesom lipida i izraZzene kao % suhe tezine embrija. Standardna devijacija je
bila < 10 %.

3.5. Analiza i obrada podataka biotestova i kvantifikacije lipida

Podatci dobiveni LC-MS/MS analizom, FID analizom lipida i u biolo§kim testovima
obradeni su pomoc¢u programa Microsoft Office Professional Plus 2019. Statisticka analiza
biotestova provedenaje u programu GraphPad Prism 8, asvih ostalih u programu Origin 2018.
Postoci inhibicije unosa ASP+ i LY iz dobivenih duplikata predstavljeni su kao srednja
vrijednost + standardna pogreska (SE). Postotak inhibicije (I;) unosa ASP+ i LY za svaku

koncentraciju analita (i) izracunat je prema jednadzbi (1):
li = ((Fi— Fm)/ (Fc — Fm)) x 100 (1)

Srednja vrijednost fluorescencije je F;, srednja vrijednost fluorescencije za Mock stanice je Fy,,
a srednja vrijednost fluorescencije za kontrolu je F.. Koncentracija ICsp je odredena pomocu

sigmoidalne krivulje koncentracija-odgovor s Cetiri parametra (2):

y =b+ (a—b)/ (1 +10(0gics0 - ) 2)
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Simbol y predstavlja odgovor, b predstavlja minimum odgovora, a predstavlja maksimum
odgovora, h je nagib krivulje, 1Csy je pola maksimalne inhibicijske koncentracije, a x je
koncentracija testiranog analita (ekstrakti ¢estica ili modelni NMAU). Rezultati EROD testa
izrazeni su kao ECsg vrijednosti. Testovi MTT 1 AlgaeTox takoder su izvedeni u duplikatima
ili triplikatima, a rezultati su izraZeni vrijednos¢éu ICsp, koja u ovim testovima odgovara
koncentraciji ekstrakata lebdecih ¢estica ilimodelnih NMAU koji su uzrokovali50 % inhibiciju
rasta ribljih stanica ili mikroalgi. Krivulje koncentracija-odgovor konstruirane su s 95 %
intervalom pouzdanosti. Uz ICsp, u programu GraphPad Prism 8 izra¢unate su i odgovarajuce
ICy1o vrijednosti za interakciju s membranskim prijenosnicima faze 0, te MTT 1 AlgaeTox
biotestove.

Statisticka usporedba srednjih vrijednosti suhe mase i koncentracije svake klase lipida
dobivenih u embrijima tretiranim NMAU u odnosu na netretirane embrije, odnosno kontrolu,
nakon 48 hpfrazdoblja u¢injena je primjenom Studentovog t-testa i one-way ANOVA testom.

Razlika je smatrana statisticki zna¢ajnom ako je p <0,05.

3.6. Inkubacijski eksperiment sa stanicama mikroalgi

Inkubacijski eksperiment je proveden izlaganjem monokulture mikroalgi Dunaliella
tertiolecta vodenom ekstraktu sBB i smjesama modelnih NMAU razli¢itih koncentracija.
Sakupljanje i pohrana sBB uzorakaopisana je u odjeljku 3.1. U uzorcima sBB kvantificirani su
NMAU, anioni i kationi, metali u tragovima, PAH, otopljeni organski ugljik (engl. dissolved
organic carbon, DOC) i povrsinski aktivne tvari (PAT). Njihov popis i koncentracije dodane
ekstraktom u inkubacijske tikvice prikazane su u Tablici13.iPrilogu 3. Postupak kvantifikacije
NMAU opisan je pod 3.2. Anioni i kationi su odredeni ionskom kromatografijom s detektorom
elektricne vodljivosti na dvokanalnom instrumentu Dionex ICS-5000 (Thermo Fisher
Scientific, SAD). Postupak je opisan u Milinkovi¢ i sur. (2022). Metali u tragovima su
analizirani masenom spektrometrijom induktivno spregnute plazme (ICP-MS 7500cx, Agilent
Technologies, Njemacka), a postupak je detaljno opisan u Penezi¢ i sur. (2021). Kvantifikacija
PAH je opisana u Prilogu 2. dok je odredivanje DOC i PAT opisano pod 3.6.1.3., odnosno
3.6.1.8. Zapripremu smjesaodabrani su modelni NMAU koji su bili najzastupljenijiu vodenom
ekstraktu sBB. Svo posude i priborkoriSteni za vrijeme eksperimenta su prethodno sterilizirani,
a GF/F filteri (Whatman, UK), veli¢ine pora 0,7 um, zarenina 450 °C 4 h kako bi se uklonile

organske necisto¢e. Eksperiment je proveden u laboratorijskoj komori za uzgoj (Inkolab,
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Hrvatska) pritemperaturiod 18 °C i svjetlu 74 umol fotona/m2s (~ 4500 Ix; 12 h dan/12 hno¢).
Morska voda koristena za pripremu f/2 medija uzorkovana je nadubini od 30 m kod otoka Visa
u zaljevu Stonc¢ica nakon ¢ega je barem trimjeseca prije provedbe eksperimenta bila pohranjena
u mraku na 4 °C. Zatim je voda profiltrirana kroz GF/F filtere (0,7 um) te sterilizirana gama

zraenjem.

Za provedbu eksperimenta koristeno je 13 Erlenmayer tikvica zapremnine 2 L u koje je
dan prije inokulacije stanica uliveno 1,7 L sterilne morske vode. Tako pripremljena voda se
temperirala na 18 °C u komori za uzgoj do idu¢eg dana. Sve radnje koje su ukljucivale
manipulaciju sa tikvicama za eksperiment odvijale su se u sterilnom kabinetu (Heraeus,
Njemacka). Iduéi dan su u tikvice dodani nutrijenti (osim Na,SiO3 x 9H,0) prema protokolu za
pripremu /2 medija (Guillard, 1975; Guillard i Ryther, 1962), te stanice mikroalgi ¢ija je
gustoca na pocetku eksperimenta iznosila 1x107 stanica/L. 1z 13. tikvice su uzorkovani uzorci
kako bi se znalo pocetno stanje svih parametara (navedenih pod 3.6.1.). Preostalih 12 tikvica je
stavljeno u komoru zauzgoji ostavljeno dok stanice nisu dosegle poc¢etnueksponencijalnu fazu
rasta. Aluminijska folija je stavljenana otvor svake tikvice kako bi se sprije¢ila kontaminacija,
ali nije bila u potpunosti pri¢vr¢ena za tikvicu kako bi se omogucila dostupnost ugljikovog
dioksida stanicama mikroalgi. Tri dana nakon postavljanja eksperimenta (tj. nakon poc¢etnog

rasta stanica) u tikvice su dodani sljede¢i analiti:

I) vodeni ekstrakt uzoraka atmosferskih lebdecih Cestica porijeklom iz izgaranja biomase
kojim su u tikvice dodani 4NC, 3M4NC, 3M5NC, 4M5NC i 4NS u ukupnoj koncentraciji
0d 4,14 pg/L. Uzorak je pripremljen ekstrahiranjem sBB filtera u deioniziranoj Mili-Q vodi
nakon ¢ega je pohranjen na +4 °C tijekom 24 h. Nakon 24 h, odnosno na dan inokulacije i
postavljanja eksperimenta, ekstrakt je profiltriran u sterilnom kabinetu kroz sterilne filtere
veli¢ine pora 0,2 pm (Whatman); uzorci oznaéeni B

[1) modelni NMAU spojevi (4NC, 4NS i 4AM5NC kao model za sve tri izomere) dodani u
tikvice prema omjeru koncentracija kao u vodenom ekstraktu sBB filtera te u ukupnoj
koncentraciji od 4,14 ug/L; uzorci oznaceni N

[11) modelni NMAU (4NC, 3M4NC, 3M5NC, 4M5NC i 4NS) dodani u tikvice u 1000x
pojedinacno veéoj koncentraciji u odnosu na II), odnosno u ukupnoj koncentraciji od 4140

ug/L; uzorci oznaceni NV

Zavrsni volumen u pripremljenim tikvicama iznosio je 1,8 L. Inkubacije su radene u

triplikatima, a preostale tri tikvice su sluzile kao kontrola (uzorci oznaceni K). Uzorci su
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uzimaniiz inkubacijskih posuda prije samogdodatka navedenih otopina, odmah nakon dodatka
te jos tri puta tijekom eksponencijalne faze rasta stanica. Tijekom cijelog eksperimenta tikvice
sumijesane ru¢no dvaputa dnevno te na magnetskoj mjesalici 10 min prije svakoguzorkovanja.
Tijekom eksperimenta su provedena ¢etiri uzorkovanja. Uzorci su, prema potrebi za svaki

pojedini parametar, analizirani odmah ili spremljeni na +4 °C odnosno na -20 °C.

3.6.1. Analiza uzoraka u inkubacijskom eksperimentu s mikroalgama

3.6.1.1. Brojnost stanica

Tijekom inkubacijskog eksperimenta brojnost stanica fitoplanktonske monokulture
Dunaliella tertiolecta je odredivana iz nefiltriranih uzoraka koristenjem mikroskopa Olympus
BX51. Uzorci su odmah nakon uzorkovanja konzervirani dodatkom formaldehida i spremljeni
u hladnjak na +4 °C. Za potrebe mikoskopiranja pipetirano je 350 mL uzorka u Fuchs-
Rosenthaltovu komoricu za brojanje. Specifi¢na brzina rasta stanica je izraCunata prema

formuli:
K= (In (Nt) - In (NO))/t (3)

Nt - brojnost stanica zadnjeg prouc¢avanog dana
NO - brojnost stanica prvog prou¢avanog dana
t — broj dana
Iz specifi¢nih brzina rasta je izraCunat postotak inhibicije rasta prema formuli:

% 1= (Mkontrola = M)/Hkontrola) * 100 (4)
Mkontrola — specificna brzina rasta kontrole
Mg — specifi¢na brzina rasta uzorka

Iz specifi¢ne brzine rasta stanica izra¢unat je parametar k koji pokazuje koliko se dioba stanica

dogodilo po danu u odredenom uzorku i to prema formuli:
k = p/In2 (5)

M— specifi¢na brzina rasta uzorka
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3.6.1.2. Maksimalna ucinkovitost fotosustava Il (Fv/Fm)

Parametri fotosinteze fitoplanktona, uklju¢uju¢i minimalni intenzitet fluorescencije
(Fo), maksimalnu uéinkovitost fotosustava II (F,/Fy), relativnu stopu prijenosa elektrona (engl.
electrontransfer rate, ETR) inefotokemijsko prigusivanje (engl. nonphotochemical quenching,
NPQ) odredeni su u nefiltriranim uzorcima i to neposredno nakon uzorkovanja. Uzorci su
pipetirani u plasticnu kivetu volumena 3 mL i mjereni koristenjem Dual-Pam-100 fluorimetra
(Walz, Njemacka). Mjerenje fluorescencije je provedeno metodom saturacijskog pulsa
(Schreiber, 2004). Na pocetku svakog mjerenja, nakon $to je uzorak bio 20 sekundi u mraku
(prije osvjetljenja), izmjerena je fluorescencija prije (F—minimalna fluorescencija) i nakon
(Fm—maksimalna fluorescencija) kratkotrajnogiintenzivnogsvjetlosnog impulsa (saturacijskog
pulsa). Iz dobivene minimalne i maksimalne fluorescencije izracunata je maksimalna
ucinkovitost fotosustava Il (PSIl), F./Fn = (Fn - Fo)/Fm. Nakon toga smo uzorke izlozili
aktiniénom svjetlu pri ¢emu se intenzitet svjetlosti postepeno povecavao u nekoliko koraka
(4,19,56, 111, 207, 361,573,8981 1390 PAR (umol/m?s)), a svaki saturacijski puls je trajao
20 sekundi. Fluorescencije zabiljezene prije (F) i nakon (Fp) primjene pulsa koriStene su za

izra¢un efektivne ué¢inkovitosti PSII, Y (1) = 1 - (F/Fy). Zasvakipulssu izracunate i vrijednosti

za ETR i NPQ prema formulama (Baker, 2008; Genty i sur.,, 1989):
ETR = Y(II) x PAR (6)
NPQ = (Fn/Fm) — 1 (7)

3.6.1.3. Organski ugljik

U uzorcima je kvantificiran otopljeni organski ugljik (DOC) i ¢esti¢ni organski ugljik
(engl. particulate organic carbon, POC). Odredeni volumen uzorka (100, 80, 40, odnosno 20
mL prema danima uzorkovanja) je nakon uzimanja iz Erlenmayer tikvica filtriran kroz GF/F
filtere veli¢ine pora 0,7 um prethodno zarenim na 450 °C/4 h (Whatman, UK) da se odvoji
cesti¢na od otopljene frakcije. Filteri za odredivanje POC su pohranjeni u plasti¢ne kriotube na
-50 °C do analize, a filtrati za DOC u staklene kivete. Filtrati su konzervirani dodatkom
zivina(Il) klorida (HgCl,) kona¢ne koncentracije 10 mg/L i spremljeni u mrak pri sobnoj

temperaturi. Oba parametra su odredena metodom visokotemperaturne kataliticke oksidacije
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(engl. high temperature catalytic oxidation, HTCO) i kvantificirana pomoc¢u analizatora
ukupnog organskog ugljika (Shimadzu, Japan). DOC je odreden analizatorom TOC-Vcpy
navedenom metodom u strujisintetskog zraka,odnosnokivete sa uzorcima za odredivanje DOC
stavljene su u ASI-V autosampler i zakiseljene sa 2 mol/L HCI radi uklanjanja anorganskog
ugljika i njegovog prevodenjau CO,, uz Pt/Si katalizator, koji se zatim u struji sintetskog zraka
odvodi iz tekuée faze. Nadalje, tekuci uzorak sagorijeva u oksidacijskoj komori, odnosno
koloni, pri temperaturi od 680 °C pri ¢emu nastaje CO3 koji se zatim odreduje nedisperzivnom
infracrvenom spektroskopijom (NDIR). Kalibracija TOC-Vcpy instrumenta provedena je s
otopinom kalijevog hidrogenftalata (CgHsKO,4) u rasponu koncentracijaod 0 do 5 mg/L.
Koncentracijaje izraGunata kao prosjek 3—5 replika. Granicadetekcije metode iznosila je 0,068
mg/L, a granica kvantifikacije 0,228 mg/L. POC je odreden u modulu za krute uzorke SSM-
5000A gore navedenom metodom u struji ekstra Cistog kisika spaljivanjemna 900 °C pri ¢emu
je koriStena smjesa CoO 1 Pt/Si kao katalizator. Anorganski ugljik prethodno je uklonjen
zakiseljavanjem 2 M HCI. Instrument je kalibriran uz pomo¢ glukoze u rasponu koji je
odgovarao o¢ekivanim koncentracijamaéesticnogorganskogugljika. Granica detekcije metode
iznosila je 3 ngorg C, a granica kvantifikacije 10 ug org C. Metode odredivanja DOC-a i POC-
a akreditirane su prema normi HRN EN ISO/IEC 17025:2017.

3.6.1.4. Klorofil a

Za odredivanje koncentracije Chl a uzorci su filtrirani (100 mL pa tri idu¢a dana
uzorkovanja po 90 mL) kroz GF/F filtere (Whatman, UK, 47 mm) veli¢ina pora 0,7 pm,
prethodno zarenimana 450 °C tijekom 4 h. Filteri s uzorkom su potom pohranjeni na -20 °C
do analize. Filteri su unutar mjesec dananakonuzorkovanja ekstrahirani inkubacijomu trajanju
od 1 hna60 °C sa 10 mL 100 % etanola (Kemika, Hrvatska) u plasticnim kivetama za
centrifugu prethodno omotanima aluminijskom folijom. Nakon inkubacije uzorci su brzo
ohladenina leduipohranjeni 24 hna 4 °C. Nakon isteka navedena 24 h uzorci su centrifugirani
na 4000 rpm/15 min (Rotofix 32A, Hettich, Njemacka) nakon ¢ega je 3 mL supernatanta
prebaceno u kvarcnu kivetu popreénog presjeka od 1 cm te je za svaki uzorak izmjerena
apsorbancijana750nmi665nm prije i nakon zakiseljavanjasa HCI (1M). Apsorbancijaslijepe
probe, 100 % etanola, je mjerena na isti nacin uz svaku seriju uzoraka. Mjerenja su provedena
spektrofotometrijski, prema metodi HRN ISO 10260:1992, na UV-1280 spektrofotometru

(Shimadzu, Japan). Koncentracija Chl a izracunata je pomoc¢u formule:
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Chl a (ug/L) = 29,6 * (A1 — A2) = (Ve/V *d) (8)

Al = (Asss — Asess) — (Arso — Agrso) — apsorbancija ocitana prije zakiseljavanja

A2 = (Akesss — Asksss) — (AK7s0 — Agkrso) — apsorbancija o¢itana nakon zakiseljavanja
Ve =volumen ekstrakta (mL)

V = ukupni volumen filtriranog uzorka (L)

d = poprecni presjek spektrofotometrijske kivete (cm)

3.6.1.5. Proteini

Koncentracija ¢esti¢nih proteina (PPROT) u uzorcima je odredena modificiranom
metodom po Lowryu (Lowry isur.,1951; Price, 1965). Uzorci su filtrirani (80, 70, 50, odnosno
20 mL prema danima uzorkovanja) kroz GF/F filtere (Whatman, 25 mm) promjera pora 0,7
pum, prethodno zarenima na 450 °C tijekom 4 h. Filteri su potom pohranjeni na -50 °C do
analize. Zatim su filteri narezani i inkubirani u epicama sa1 mL Lowry D reagensa na 55 °C
(Corning Dry Bath heater 6876-SB, Corning, SAD) tijekom 2 h. Lowry D reagens je pripravljen
prema proceduri opisanoj u Slocombe i sur. (2013). Nakon inkubacije uzorci su centrifugirani
na 15000 rpm 20 min (Centrifuge 5417 R, Eppendorf, Njemacka) nakon ¢ega je supernatant
prebacen u nove epice. 1z epica je 10 pL svakog uzorka ili standarda prebaceno u jazice
mikroploce te je potom u njih dodano 190 pL Lowry D reagensa. Sadrzaj mikroploce je zatim
izmjeSan i inkubiran na sobnoj temperaturi 20 min nakon ¢ega je u jazice dodano 20 pL
reagensa pripravljenog mijesanjem 2N Folin-Ciocalteu fenolnog regensa (Sigma Aldrich,
Njemacka) i Mili-Q vode u omjeru 1:1 te ostavljeno 40 min u mraku na sobnoj temperaturi.
Mijerenja su provedena koristenjem Citaca za mikroploce (Infinite M Nano+, Tecan, Salzburg,
Austrija) ocitanjem apsorbancije na 600 nm. Uzroci i standardi su mjereni u triplikatu.
Kalibracijske krivulje su radene u svakoj seriji uzoraka sa BSA proteinom (Bovine Serum
Albumin, Sigma-Aldrich, Njemacka) iz koncentracije 5 mg/mL, u rasponu koncentracija 0,05
— 1,5 mg/mL. Koncentracija organskog ugljika u PPROT (prikazana dalje u rezultatima)

izraCunata je prema jednadzbi (Danovaro i sur., 2000):
[PPROT](mgC/L) = [PPROT](mg/L) x0.49 9)

Otopljeni  proteinski  materijal ~ kvantificiran je  elektrokemijskom  metodom
kronopotenciometrije pri  konstantnoj pobudnoj struji  (engl. constant current

chronopotentiometric stripping, CPS). Metoda se temelji na detekciji ,,pika H* na potencijalu
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oko-1,85V (prema Ag/AgCl elektrodi) (Strmeckiisur.,2010,2014,2024). Pik H se pojavljuje
kao rezultat reakcije redukcije vodikovih iona katalizirane adsorbiranim proteinskim
materijalom na elektrodu (Strmecki i Pereza, 2021). Ukupna koncentracija proteinskog
materijala u uzorku se odreduje metodom standardnog dodatka, a izrazava se u ekvivalentima

modelnog proteina BSA.

3.6.1.6. Ugljikohidrati

U uzorcima su odredene koncentracije ukupnih otopljenih ugljikohidrata (engl.
dissolved total carbohydrates, DTCHO) i ukupnih ¢esti¢nih ugljikohidrata (engl. particulate
total carbohydrate, PTCHO). Odredeni volumen uzorka (100, 80, 40 odnosno 20 mL prema
danima uzorkovanja) se nakon uzimanja iz Erlenmayer tikvica filtrirao kroz GF/F filtere
(Whatman, 25 mm) veli¢inapora 0,7 pm prethodno Zarenim na450 °C/4 h da se odvoji cesticna
od otopljene frakcije. Filteri za odredivanje PTCHO su pohranjeni u plasti¢ne kriotube na -50
°C do analize, a filtrati za DTCHO u staklene kivete. Filtrati su konzervirani HgCl, konacne
koncentracije 20 mg/L i spremljeni na +4 °C do analize. Prilikom odredivanja DTCHO je 5
mL filtriranog uzorka, odnosno filter u slu¢aju odredivanja PTCHO stavljeno u staklene Kivete
prethodno Zzarene na 450 °C tijekom 4 h. U kivete s filterima je dodano 5 mL Mili-Q vode.
Uzorci za odredivanje DTCHO i PTCHO su zatim hidrolizirani. U svaku kivetu je dodano 1
mL 30 % HCI konac¢ne koncentracije 1,7 mol/L, a zatim su uzorci stavljeni u termostatirani
blok na 100 °C tijekom 3,5 h. Nakon hladenja hidrolizat je neutraliziran s NaOH (10 mol/L)
dok nije postignuta pH vrijednost u rasponu od 10 do 12. Iz neutraliziranih hidrolizata uzeto je
1 mL alikvota za odredivanje koncentracije DTCHO. Uzorci za odredivanje PTCHO
centrifugirani su 6 min pri 3800 rpm (Rotofix 32A; Hettich, Njemacka) te je navedenih 1 mL
uzeto iz dobivenog supernatanta. U svaki alikvot je dodano 50 uL otopine kalijevog borhidrida
(KBHy, p.a., Merck, Njemacka) te su uzorciinkubirani 3,5 hna 18 °C. Nakon inkubacije, uzorci
su zakiseljeni sa 60 uL HCI koncentracije 1 mol/L i ostavljeni u mraku na sobnoj temperaturi
10 min da bi izreagirao suvisak KBH,4 U uzorke je dodano 100 pL perjodne Kiseline (H1O,,
p.a., Merck, Njemacka), nakon 10 min 200 pL otopine natrijevog arsenita (NaAsO., p.a.,
Merck, Njemacka), nakon 10 min 200 pL 2 mol/L HCI, te zatim 200 pL svjeze pripravljene
otopine 3-metil-2-benzotiazolinon hidrazon hidroklorida (MBTH, 97 %, Merck, Njemacka).
Kivete su potom grijane u trajanju od 3 min na 100 °C. U ohladene uzorke je dodano 200 pL

hladne otopine zeljezovog (l11) klorida (FeCls, Merck, Njemacka), nakon ¢ega su inkubirani 30
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min na 18 °C. U zavrsnom koraku, u uzorke je dodano 1 mL acetona (p.a., Merck, Njemacka)
nakon Cega je mjerena apsorbancija na 635 nm koriste¢i UV-1280 spektrofotometar. Kod
visokih koncentracija ugljikohidrata bilo je potrebno prije mjerenja razrijediti uzorke sa
acetonom. Uz svaku seriju uzoraka analizirana je i slijepa probas MQ vodom. Kalibracijske
krivulje su napravljene sa standardnim otopinama dekstrana (Dextran 4 for calibration,
European Pharmacopoeia Reference Standard; Strasbourg, Francuska), u koncentracijskom
rasponu 224,06 — 2240,63 pg C/L.

Dobivene koncentracije su izrazene U ekvivalentima koncentracije ugljika. Granica detekcije
ove metode, odredena na temelju standardnog odstupanja slijepog uzroka, iznosila je 30 pg

C/L. Koncentracija DTCHO je izra¢unata prema formuli:
¥ (ug C/L) = (A-B)/m (10)

u kojoj je:
A — srednja vrijednost apsorbancije uzorka,
B — srednja vrijednost apsorbancije slijepog uzorka

m — nagib kalibracijskog pravca glukoze dekstrana izrazen kao ug C/L

Koncentracija PTCHO je izra¢unata prema formuli:
¥ (ug C/L) = ((A-B)/m) x k / f (11)
u kojoj je:
A — srednja vrijednost apsorbancije uzorka
B — srednja vrijednost apsorbancije slijepog uzorka
m — nagib kalibracijskog pravca dekstrana izrazen kao pg C/L

f — omjer volumena filtriranog uzorka morske vode i volumena hidrolizata

k — koeficijent razrjedena prije mjerenja spektrofotometrom (za konc. uzorke)

3.6.1.7. Lipidi

Za analizu ¢esti¢nih lipida filtrirano je 100 mL uzoraka kroz filtere GF/F veli¢ine pora
0,7 um (Whatman, UK, 47 mm) prethodno zarenima na 450 °C/4 h koji su potom pohranjeni
na-50 °C do analize. Lipidi su ekstrahirani prema modificiranoj metodi (Bligh i Dyer, 1959.).
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U svaki uzorak je prije ekstrakcije kao interni standard dodan 2-nonadekanon (14, 20 odnosno
30 pg). Prvi korak ekstrakcije je dodatak tzv. monofazne smjese otapala DCM-MeOH-H,0
(1:2:0,8, v:iv:v) na filtere, nakon Cega su uzorci stavljeni u ultrazvuénu kupelj na 3 min te na +4
°C preko no¢i. Iduéi dan je ekstrakcija nastavljena u lijevku za odjeljivanje u kojem su uzorci
ponovno isprani sa monofaznom smjesom te potom sa bifaznom smjesom DCM-0,73 % NaCl
(1:1, v:v). Lipidi su sakupljeni u organskoj fazi u donjem dijelu lijevka. Potom je u lijevak
dodan DCM te je ponovljeno sakupljanje organske faze. Nakon zavrsene ekstrakcije uzorci su
upareni do suhog rotacijskim uparivaéem (Rotavapor® R-100, Buchi Labortechnik, Svicarska)
u struji dusika i spremljeni na -20 °C. Neposredno prije odredivanja lipida u uzorke je dodano
20-40 ul DCM (Supelco, SAD). Lipidne klase su analizirane prema protokolu opisanom u
Gasparovié¢ isur. (2015, 2017) TLC-FID metodom koristenjem instrumenta latroscan MK-VI
(latron, Japan). Instrument je radio pri brzini protoka vodika od 160 ml/min i protoku zraka od
2000 ml/min. Svaki uzorak je analiziran u duplikatu. Postupkom su razdvojene sljedece lipidne
klase: ugljikovodici (HC), FFA, TG, ALC, steroli (ST), 1,2 DG, 1,3 DG, sterol esteri (SE), GL
(ukljucuju¢i MGDG, DGDG) i SQDG), monogliceroli (MG), pigmenti (PIG) i PL (ukljucujuci
PG, PE) i PC). Koncentracija ukupnih lipida (PLIP) je izracuna kao zbroj svih lipidnih klasa
dok je ukupna koncentracija stani¢nih lipida (CLIP) izracunata kao suma lipidnih klasa: GL,
PL, ST, TG, SE i PIG. Koncentracija organskog ugljika u lipidima (prikazana dalje u

rezultatima) izracunata je prema jednadzbi (Mari¢ i sur., 2013):

[PLIP (ili CLIP)] (mg C/L) = [PLIP (ili CLIP)] (mg/L) x 0,7 (12)

3.6.1.8. Povrsinski aktivne tvari (PAT)

Koncentracija povrSinski aktivnih organskih tvari (PAT) (Frka i sur., 2009; Gasparovi¢
1 sur.,, 2007; Myklestad, 1995; Vojvodi¢ i Cosovié, 1996) je odredena koriStenjem
elektrokemijske metode voltametrije izmjenicne struje (engl. alternating current voltammetry,
ACV) mjerenjima izvan faze (¢ = 90°) (Cosovi¢ i Vojvodié¢, 1998) pri uvjetima potencijala
akumulacije E;-0,4 V, vremena akumulacije t, 15 s, frekvencije f 77 Hz, amplitudea 10 mV, i
koraka potencijala E; 40 mV. Mjerenja izvan faze u ovoj metodi omoguéuju detekciju
adsorpcijsko/desorpcijskih procesa na povrsini elektrode (Strmecki i Palecek, 2018). Mjerenja
su provedena na pAutolab potenciostatu/galvanostatu tip Ill (Eco Chemie B.V., Utrecht,
Nizozemska) spojenim s troelektrodnim sustavom 663VA Stand (Metrohm, Herisau,
Svicarska) pomoéu modula za Zivinu elektrodu, a kontrolirana su ra¢unalom pomo¢u programa
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GPES 4.9. Visec¢a zivina kap (engl. static mercury drop electrode, SMDE, povrsina 0.52 mm?)
je sluzila kao radna elektroda, Ag/AgCl (3 mol/L KCI) kao referentna elektroda, a Stapi¢ od
staklastog grafita kao protuelektroda. Metodom se mjeri smanjenje kapacitivne struje odnosno
smanjenje kapaciteta dvosloja uz elektrodu zbog adsorpcije PAT na granici faze SMDE-
elektrolit. Uzorak je tijekom mjerenja mijesan teflonskim mjesaéem podesen na 3000 rpm.
Koncentracija PAT je odredena u otopljenoj frakciji inkubacijskih uzoraka u ekvivalentima
mg/L modelnog neionskog surfaktanta t-oktilfenoksipolietoksietanol (Triton-X-100, T-X-100,
Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka) preko kalibracijskog pravca u rasponu koncentracija od
0,0 do 0,869 mg/L T-X-100. Granica detekcije je bila 0,071 mg/L. T-X-100 se pokazao kao
vrlo dobra modelna tvar za proucavanje PAT u okoliSu zbog svoje stabilnosti, dostupnosti i
slicnosti adsorpcije u rasponu potencijala u kojem se adsorbiraju i PAT prisutne u okoli$nim
uzorcima. Izracun normalizirane povrSinske aktivnosti (NPA) dobiven je dijeljenjem

vrijednosti za PAT sa vrijednostima DOC prema formuli:

NPA = PAT (eq. T-X-100)/DOC (13)

3.6.1.9. Detekcija NMAU u uzorcima laboratorijskog uzgoja

Elektrokemijska mjerenja detekcije NMAU su provedena koriStenjem troelektrodnog
sustava 663V A Stand spojenogna analizator pAutolabtipa Il preko modula za kapaju¢uzivinu
elektrodu te su kontrolirana racunalom preko GPES 4.9. programa. Staticka kapajuca Zivina
elektroda (engl. static mercury dropping electrode, SMDE, povr$ine 0,52 mm?) sluZila je kao
radna elektroda, a Stapi¢ od staklastog ugljika (engl. glassy carbon, GC) kao pomocna
elektroda. Svi potencijali su izrazeni u odnosu na Ag/AgCl (3M KCI) referentnu elektrodu.
Otopine su u elektrokemijskoj ¢eliji mijeSane pomocéu rotirajuceg teflonskog Stapica pri 3000
okretaja/min. Moguénost detekcije NMAU u otopljenoj frakciji inkubacijskih uzoraka je
istrazena koriStenjem osjetljive elektrokemijske metode diferencijalno pulsne voltametrije
(engl. differential pulse voltammetry, DPV) pri uvjetima potencijala akumulacije E; -0,5 V,
vremena akumulacije t; 1 s, frekvencije f 77 Hz, amplitude a 49,95 mV, i koraka potencijala
Es 10 mV. Proizvodaci koristenih modelnih spojeva 4NC, 4M5NC i 4NS su navedeni u
poglavlju 3.2.
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3.6.1.10. Analiza podataka inkubacijskog eksperimenta

Podaci dobiveni analizama obradeni su u Microsoft Office Professional Plus 2019.
Prikazanisu kao srednje vrijednostitriplikata +SD ili + SE. Statisticka obrada podatakaiizrada
grafova je provedena u programima GraphPad Prism 8 i Origin 2018. U odredivanju statisticki

znacajnih razlika koristeni su One-way ANOVA i Tukey post-hoc test.

3.7. Interakcija NMAU i Cu(ll) u prirodnim vodama

3.7.1. Elektrokemijska karakterizacija kompleksa Cu(l1)-NC

Svi elektrokemijski eksperimenti su izvedeni koriStenjem iste instrumentacije i
elektroda navedenih u poglavlju 3.6.1.9. pH otopina je pracen pomocu staklene Ag/AgCl
elektrode (Metrohm-Autolab) spojene na stolni pH metar (Hanna Instruments, Hrvatska) i
prethodno kalibrirane puferskim standardima (pH 4,01 i 9,01; Kemika, Zagreb, Hrvatska ).
Elektroda za mjerenje pH je bila uronjena u mjernu otopinu kroz otvor na poklopcu
elektrokemijske celije. U mjerenjima su koriStene pravokutnovalna (engl. square wave
voltammetry, SWV) i cikli¢ka voltametrija (engl. cyclic voltammetry, CV). Obje su metode
bitne za ispitivanje mehanizma reakcije na elektrodi, buduci da time dobivamo uvid u redoks
procese, kinetiku reakcije i reverzibilnost prijenosa elektrona na granici faza elektroda-
elektroanalitickih metoda. Kao tehnika pulsne voltametrije, ona povecava omjer faradejske i
kapacitivne struje, ¢ime se poboljSava omjer signala i Suma $to je Cini vrlo prikladnom za
analizu redoks reakcija (Mirceski i sur., 2007). Osjetljivost metode, u kombinaciji sa
moguénos$¢u istrazivanja sloZzenih redoks reakcija, ¢ini SWV neprocjenjivom metodom u
proucavanju elektrokemijskih svojstava metalno-organskih kompleksa poput [Cu(NC),]%.
Mjerni parametri za SWV, osim ako nije drugacije navedeno, bili su: potencijal akumulacije,
E. 0,0V, vrijeme akumulacije, t;60 s, frekvencija, f 50 Hz, amplituda, Es, 25,05 mV, a korak
potencijala, Es 4,05 mV. Brzina skeniranja u CV je bila 50 mV/s. Prije mjerenjau SWV i CV
otopine su deaerirane propuhivanjem ekstra ¢istim dusikom (>99,999 %, Messer, Hrvatska)
tijekom 600 s. Tijekom provedbe mjerenja je dusik kontinuirano cirkulirao iznad otopina kako
bi se odrzala inertna atmosfera. Promjene potencijala provedene su u katodnom smjeru,
odnosno prema negativnim potencijalima. Kako bismo ispitali svojstva adsorpcije/desorpcije

ispitivanih kompleksa na povrsini radne elektrode, dodatno smo upotrijebili ACV metodu u

38



nacinu mjerenja izvan faze (engl. out-of-phase) (fazni kut, ¢ 90°) uz mjerne parametre f 77,35
Hz, amplituda, a 25,05 mV i korak potencijala, Es 10,05 mV. Raspodjele kemijskih vrsti Cu(ll)
i 4NC u ovisnosti 0 pH vrijednosti u otopini su izracunate pomoc¢u programa HySS (Alderighi
isur., 1999).

Proizvodaci koristenih modelnih spojeva 4NC, 3M4NC, 3M5NC i 4M5NC i 4NS su
navedeni u poglavlju 3.2. Spojevi katehol (1,2-dihidroksibenzen, CAT) i CuCl; x 2H,0 su
nabavljeni od Sigma-Aldrich (Njemacka). Elektrolit u eksperimentu je bio 0,1 M KNOj
puferiran s 0,05 M HEPES. Koncentrirana otopina 2 M KNOj pripremljena je otapanjem
izvagane koli¢ine krutog KNO3 (Kemika, Zagreb, Hrvatska), a stok otopina 1,28 M HEPES
pripremljena je otapanjem praha HEPES (Sigma-Aldrich, Njemacka). Sve otopine, kao i
naknadna razrjedenja otopine elektrolita, liganda i Cu(ll) pripremljene su koriStenjem Milli-Q
vode (18,2 MQ cm) ipohranjene na4°C. pH je podesendodatkomrazrijedene (1:2) HNO3 (s.p.,
Merck, Darmstadt, Njemacka) ili 10.7 M KOH (p.a., Kemika, Zagreb, Hrvatska).

3.7.2. Toksi¢ni uc¢inak smjese Cu(II)/NC

Proveden je test kroni¢ne in vivo toksi¢nosti s jednostani¢cnom zelenom mikroalgom
Scenedesmus subspicatus prema metodi 1ISO 8692:2004 opisanojpod 3.3.4. Prilikom izvodenja
testa inokulum (1x10% stanica/mL) eksponencijalno rastu¢ih stanica je u mikroplocis 96 jazica
bio izlozen otopinama Cu(Il), 4NC, 4M5NC ili smjesi Cu/4NC i Cu/4M5NC tijekom 96 h. Svi
testovi su izvedeni u triplikatu, a rezultati su izraZzeni koncentracijom koja je uzrokovala 50 %
inhibiciju rasta mikroalgi (ICsp) koja je odredena prema sigmoidalnom ¢etveroparametarskom
modelu koncentracija-odgovor (Mihaljevié¢ i sur., 2017) pomoc¢u softvera GraphPad Prism 8.
Pomocu programa HySS su napravljeni dijagrami raspodjele kemijskih vrsti Cu(ll) u ovisnosti
0 pH u otopini uzimaju¢i u obzir glavne komponente medija, koristenog u AlgaeTox

biotestovima, kao moguce Cu(Il) ligande.
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4. REZULTATI

4.1. Ekotoksikoloski uéinci ekstrakata atmosferskih lebdecih Cestica

Ekotoksikoloskiuc¢incirazli¢itih ekstrakata atmosferskih lebdeéih ¢estica (H,0, MeOH,
Hex, DCM) ispitani su u biotestovima s proteinskim prijenosnicima Octl i Oatpldl faze O
stanicnog detoksikacijskog mehanizma te s fazom I stani¢nog detoksikacijskog mehanizma
(EROD test), njihova akutna toksi¢nost ispitana je MTT testom, a kroni¢na toksi¢nost

AlgaeTox testom. Raspon masenih koncentracija ¢estica u ekstraktimasBB i AA u pojedinom

testu naveden je u Tablici 1.

Tablica 1. Raspon koncentracija (mg/L) cestica u ekstraktima sBB i AA primijenjenih u
biotestovima s proteinskim prijenosnicima faze 0 stani¢nog detoksikacijskog mehanizma
(ukupno osam koncentracija), te u MTT, AlgaeTox i EROD testovima (ukupno Sest

koncentracija). Koncentracije su izracunate kao masa Cestica na sekcijama filtera razrijedena u

odgovaraju¢em volumenu DMSO.

sBBu2o sBBmeon sBBpcm SBBhex AAmo
Biotest
mg/L
2,8 4.6 13,8 13,8 0.4
(e}
Q 5,5 9,2 27,6 27,6 0,8
S o
5 E é 11,0 18,4 55,2 55,2 1,6
=
é _g E 22.1 36,8 110,4 110,4 3,1
+ (@)]
RS JRE < 44.1 73.6 220.,8 220.,8 6.3
=2 =
= 2 = 88,3 147,3 441,5 441,5 12,5
g g =
% @ 8 176,5 294.5 883.0 883.0 25,0
S
a % 353.,0 589.0 1766,0 1766,0 50,0

4.1.1. Interakcija sBB 1 AA s fazom 0 stanicnog detoksikacijskog mehanizma

Koncentracija-odgovor krivulje dobivene ispitivanjem ucinaka ekstrakata Cestica
uzorakasBB i AA naproteinske prijenosnike Octl iOatp1d1 faze 0 stanicnogdetoksikacijskog
mehanizma prikazane su na Slikama 1. i 2. dok su dobivene vrijednosti ICsy prikazane na Slici
3.
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o
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<
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c
=
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log ¢ (mgiL)
Slika 1. /n vitro odredivanje inhibicije transportne aktivnosti Octl prijenosnika organskih
kationaribe zebrice na stani¢noj liniji Flp-In-293-drOctl mjerenjem inhibicije unosa modelnog
supstrata ASP+ (%) nakon istovremene inkubacije s rasponom koncentracija sBB 1 AA
ekstrakata: A) vodenog ekstrakta uzorka sBB, B) ekstrakta uzorka sBB u DCM, C) ekstrakta
uzorka sBB u Hex, D) ekstrakta uzorka sBB u MeOH i E) vodenog ekstrakta uzorka AA.
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Slika 2. /n vitro odredivanje inhibicije transportne aktivnosti Oatp1d1 prijenosnika organskih

aniona ribe zebrice na stani¢noj liniji Flp-In-293-drOatpldl mjerenjem inhibicije unosa

modelnog supstrata LY (%) nakon istovremene inkubacije s rasponom koncentracija sBB 1 AA

ekstrakata: A) vodenog ekstrakta uzorka sBB, B) ekstrakta uzorka sBB u Hex, C) ekstrakta
uzorka sBB u MeOH, D) ekstrakta uzorka sBB u DCM i E) vodenog ekstrakta uzorka AA.
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Slika 3. ICsy vrijednosti inhibicije unosa modelnog supstrata ASP+ i LY u biotestovima
ispitivanja interakcija s Octl odnosno Oatpldl proteinskim prijenosnicima ribe zebrice nakon

inkubacije s rasponom koncentracija sBB i AA ekstrakata.

Za sBB ekstrakte, vrijednosti ICs za Octl (19,2 — 225,3 mg/L) bile su opéenito vise
nego za Oatpldl (6,6 — 27,7 mg/L). Najnize ICs vrijednosti koje su inhibirale transporinu
aktivnost anionskog prijenosnika Oatp1d1 utvrdene su za MeOH (6,6 mg/L) i vodeni ekstrakt
(15,1 mg/L), a najviSe za DCM 1 Hex ekstrakte (> 22 mg/L). Najniza koncentracija ICsg
vrijednosti koja je smanjila aktivnost kationskog transportera Octl iznosila je 19,2 mg/L za
MeOH ekstrakt, a najvisa 225,3 mg/L za Hex ekstrakt. Takvi rezultati pokazuju da je polamim
otapalima eckstrahirana veéa koncentracija spojeva koji medudjeluju s membranskim
prijenosnicima. Kada se usporeduju okoli$no relevantni vodeni ekstrakti uzoraka sBB i AA,
oba su ekstrakta pokazala ve¢u mo¢ inhibiranja transportne aktivnosti Oatpld1 u odnosu na
Octl. Vodeni ekstrakt AA pokazao je 7 puta jaCu interakciju s Oatpldl nego s Octl. Ovi
rezultati pokazuju da su, u koristenim eksperimentalnim uvjetima, negativno nabijene organske
molekule prisutne u oba uzorka PM bile snaznije interaktivne molekule s membranskim

prijenosnicima nego pozitivno nabijene molekule.
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4.1.2. Interakcija sBB i AA s fazom I stani¢nog detoksikacijskog mehanizma

Za razliku od ispitanih interakcija svih ekstrakata sBB i AA s fazom 0 stani¢nog

detoksikacijskog mehanizma, prilikom ispitivanja interakcija s fazom | jedino je vodeni
ekstrakt AA inducirao CYP1A1l detoksikacijske enzime u EROD biotestu (Slike 4. i 5.).

Odredena ECsy koncentracija je iznosila 31,8 mg/L. Razlog za indukciju mozZe biti razli¢it

izvor/kemijski sastav sBB i AA lebdecih Cestica, pri ¢emu AA vjerojatno sadrzi specifi¢nije

hidrofobne/lipofilne kemijske spojeve koji su inducirali CYP1A1l, kao S$to je kasnije

diskutirano.
A
sBByz0
.g 6
K]
5
=
£ 4] ECg, = 56,88 mg/L
=
i
E
: o]
g
°
E o
[-% T 1
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I -
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L]
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Slika 4. Odredivanje indukcije detoksikacijskih enzima faze I (CYP1A1l) EROD biotestom

nakon izlaganja testiranim sBB ekstraktima: A) vodenom ekstraktu uzorka sBB, B) ekstraktu

uzorka sBB u MeOH, C) ekstraktu uzorka sBB u Hex i D) ekstraktu uzorka sBB u DCM.
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Slika 5. Indukcija enzima CYP1Al faze | stani¢nog detoksikacijskog mehanizma EROD

biotestom nakon izlaganja vodenom ekstraktu AA lebdecih cestica.

4.1.3. Akutni i kroni¢ni toksiéni u¢inci SBB i AA

U MTT testu, Cetiri ekstrakta sSBB uzrokovala su Smanjenjeprezivljavanjastanica (Slike
6.1 8.) Sto ukazuje na akutnu toksi¢nost testiranog raspona koncentracija. Vrijednosti 1Cs bile
su relativno visoke za sve sBB ekstrakte s najslabijim prezivljavanjem stanica uo¢enim za
MeOH (ICsp = 95,9 mg/L), a najve¢im za Hex ekstrakte (ICso = 148,0 mg/L) $to je sugeriralo
da su organski spojevi koji su uzrokovali akutnu citotoksi¢nost specificno ili u ve¢oj mjeri
ekstrahirani MeOH u odnosu na Hex. U ispitanom rasponu koncentracija uzorak AAyzo nije

imao znacajan ucinak na prezivljavanje PLHC-1 stanica.
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Slika 6. In vitro akutni citotoksi¢ni uc¢inak nakon 72 h izlaganja ribljih stanica PLHC-1 u MTT

testu: A) modelnom citotoksi¢nom spoju ciklosporin A, te sSBB 1 AA ekstraktima: B) vodenom

ekstraktu uzorka sBB, C) ekstraktu uzorka sBB u DCM, D) ekstraktu uzorka sBB u Hex, E)
ekstraktu uzorka sBB u MeOH i F) vodenom ekstraktu uzorka AA.
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Slika 7. In vivo kroni¢ni toksi¢ni u¢inak na jednostani¢nu zelenu mikroalgu vrste Scenedesmus
subspicatus nakon 96 h izlaganjau AlgaeTox testu: A) modelnom spoju K,Cr,07, te sBB1 AA
ekstraktima: B) vodenom ekstraktu uzorka sBB, C) ekstraktu uzorka sBB u MeOH, D)

ekstraktu uzorka sBB u DCM, E) ekstraktu uzorka sBB u Hex i F) vodenom ekstraktu uzorka
AA.
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Prilikom ispitivanja kroni¢ne toksi¢nosti samo je uzorak sBBy20 uzrokovao inhibiciju
rasta stanica mikroalge Scenedesmus subspicatus (ICsp = 71,9 mg/L), dok su ekstrakti SBBveon
I SBBrex te AAp2o pokazali stimuliraju¢i uéinak na rast mikroalgi (Slike 7.1 8.). Ekstrakt
sBBpcm je stimulirao rast mikroalgi do 220,7 mg/L ¢estica, pri vis§im koncentracijama je

inhibirao rast mikroalgi, a pri 1766,0 mg/L nisu pronadene prezivjele stanice (Slika 7.).
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Slika 8. 1Cs vrijednosti dobivene in vitro ispitivanjem akutne toksi¢nosti na PLHC-1 ribljim
stanicama (MTT test) i in vivo kroni¢ne toksi¢nosti na slatkovodnoj zelenoj mikroalgi

Scenedesmus subspicatus (AlgaeTox test) nakon izlaganja sBB i AA ekstraktima.

4.2. Kvantifikacija NMAU u sBB i AA ekstraktima

Buduc¢i da su vodenii MeOH ekstrakti ¢estica pokazali najveci potencijal interakcije s
proteinskim prijenosnicima Octl i Oatpld1faze O ida su sBByoi SBByeon pokazali i najveéi
akutni citotoksi¢ni u€inak, dok je SBBy2o dodatno pokazao kroni¢ni toksi¢ni u¢inak, navedeno
je upucivalo da su ekstrahirane polarne hidrofilne molekule potencijalno toksi¢ni organski
spojeviprisutniu lebde¢im ¢esticama. Jedna od mogucih skupina takvih spojeva su vodotopljivi
NMAU, koji su dodatno kvantificirani u svakom od ekstrakata. Rezultati kvantitativhe LC-
MS/MS analize 12 NMAU (Tablica 2.) u ¢etiri razlicita ekstrakta sSBB i AA o prikazani su na
Slici 9.
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Tablica 2. NMAU spojevi, njihove strukture, molarna masa (Mw), koeficijent raspodjele
oktanol-voda (Kow) (EPI SuiteTM v4.11, U. S. EPA (2023), topoloskapolarna povrSina(TPSA,
izracunata pomocu Cactvs 3.4.8.18 (PubChem, 2021.05.07), National Library of Medicine) i

konstante disocijacije (pK;j). nd - podaci nisu pronadeni.

TPSA
NMAU Struktura Mw log Kow pK:i  pKz
IA?
4-nitrofenol o
o 139,11 1,9 66 71%
(4NP) @OH
2-metil-4-nitrofenol 0,
o 153,14 2,5 66 nd /
(2M4NP) ©\/an
3-metil-4-nitrofenol 0.
-0 j@\ 153,14 2,5 66 7,339 /
(3M4NP) oH
2,4-dinitrofenol Q 0
-o‘N\©:No- 184,11 1,7 112 41%
(2,4DNP) OH
(0]
4-nitrosiringol o Nt
j@f 199,16  nd 845 nd |/
(4NS) T
—~
4-nitrogvajakol 2, o
-0 \©: ™~ 169,13 1,7 75,3 nd /
(4NG) OH
4-nitrokatehol Q
155,11 1,7 86,3 6,641 10,84

(4NC)
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Tablica 2. Nastavak

TPSA
NMAU Struktura Mw log Kow pKi  pKz
1A2
3-metil-4- 0
~-NE
nitrokatehol OQ 16913  nd 863 nd  nd
OH
(3M4NC) o
3-metil-5- 0
~-N2
nitrokatehol ° O\/ 169,13 2.1 863 nd nd
OH
(3M5NC) oA
4-metil-5-
Q
nitrokatehol -o"“;@o” 169,13 1,9 86,3 nd nd
OH
(4M5NC)
5-nitrosalicilna
9 O
kiselina o o 183,12 2,6 103 8,94 10,94
OH
(5NSA)
3-nitrosalicilna g OH O
0 @AOH 183,12 2,6 103 nd nd

Kiselina(3NSA)
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Slika 9. A) Koncentracije 12 NMAU u ekstraktima lebdec¢ih ¢estica SBB i AA. B) Maseni

udio X15sNMAU u razli¢itim PM ekstraktima.

Ukupna masa deset kvantificiranih NMAU u sBB ekstraktima smanjivala se u nizu: 12,9
Mg (H20), 12,5 ug (MeOH), 1,3 pg (Hex) i 0,7 ug (DCM), $to ukazuje na njihovu vrlo dobru
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topljivost u visoko polarnim otapalima poput vode i MeOH, te njihovu slabu topljivost u
nepolarnom Hex i umjereno polarnom DCM. Stovise, NC (4NC i tri MNC izomera (3M4NC,
3M5NC, 4M5NC) i NSA nisu kvantificirani u Hex ekstraktu. Najvec¢iudio (96,5 %) ukupne
mase NMAU u vodenom ekstraktu sBB ¢inilo je pet spojeva: SM5NC >4M5NC >4NC >4NS
> 3M4NC. Sukladno tome, najve¢i maseni udio NMAU u ukupnoj masi ¢estica sSBB odreden
je u ekstraktima vode i MeOH, 0,073 % odnosno 0,071 % (Slika 9.B), §to znaci da je najveca
masa NMAU po mg cestica ekstrahirana u vodi (0,73 pg/mg PM). Stoga su AA filteri
ekstrahirani samo vodom. Maseni udio £;,NMAU u vodenom ekstraktu od 2,5 mg Cestica AA
bio je 0,24 %, s NC kao najzastupljenijim spojevima (79,8 %), zatim NP (16,3 %) i NSA (3,9
%) (Slika 9.A).

Koncentracija2,4DNP je bilaispod granice kvantifikacije u svim ekstraktima, dok je 3NSA
odreden samo u AA ekstraktu. Takav rezultat nije iznenadujuéi, buducida su u usporedbi s
koncentracijomdrugin NMAU utvrdenih u uzorcima PM koncentracije 2,4DNPi3NSA obi¢no
niske. Cak i zimi su koncentracije 2,4ADNPi3NSA < 0,14 ng/m3i < 0,37 ng/m3 u PM;, odnosno
< 0,077 ng/m3i< 0,033 ng/m3 u PM; (Kitanovski i sur., 2021), dok je u PM3s ¢ kvantificirano
0,01 ng/m3i 0,38 ng/m3 2,4ADNP, odnosno 3NSA (Frka i sur., 2022). Rezultati su pokazali da
antropogene emisije i BB predstavljaju znacajne izvore atmosferskih NMAU, §to je u skladu s
prethodnim izvjes¢ima (Claeys i sur., 2012; Finewax i sur., 2018; linuma i sur., 2010;
Jakovljevi¢ i sur., 2021; Salvadori sur., 2021; L. Wang i sur., 2018; Q. Zhang i sur., 2023).
Ovo je nedvojbeno vazno s obzirom na moguce atmosfersko talozenje NMAU u razli¢itim

vodenim sustavima gdje mogu biti dostupni vodenim organizmima.

4.3. Ekotoksikoloski u¢inci modelnih NMAU i njihovih smjesa

Pojedina¢ni NMAU i njihove smjese (£;0NMAU i 2sNMAU) testirani su na interakciju s
membranskim proteinskim prijenosnicima Octl i Oatpldl faze 0 i enzimom (CYP1ALl) faze |

stani¢ne detoksikacije, te na akutnu i kroni¢nu toksi¢nost.
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4.3.1. Interakcija modelnih NMAU s fazom 0 stani¢nog detoksikacijskog mehanizma

Za odredivanje interakcije s membranskim proteinima Octl i Oatp1dl faze 0 stani¢nog
detoksikacijskog mehanizma koristen je raspon koncentracija svakog NMAU do 100 mg/L
(Tablice 3. i 4.). Koncentracija-odgovor krivulje dobivene ispitivanjem inhibicije transportne
aktivnosti fluorescentnih modelnih supstrata ASP+ i LY modelnim NMAU prikazane su na
Slikama 10.1 11., odnosno12.i 13. Vrijednosti ICs 1 1Cyg sazete su na Slici 15. Svi ispitani
spojevi pokazali su utjecaj na transport supstrata ASP+. Sli¢no je bilo i s unosom supstrata LY
prijenosnikom Oatpldl, gdje jedino 4NP nije pokazao interakciju s unosom LY. Najjacu
interakciju s prijenosnicima kationa Octl pokazali su se NC (3M5NC > 3M4NC > 4NC), a
najslabiju 3NSA, 5NSA i 2,4DNP (ICs, = 90,8 odnosno 96,91 108,1 mg/L) (Slike 10.,11. i
15.A). S druge strane, SNSA i 2,4DNP bili su najjace interaktorske molekule anionskog
transportera Oatpld1s ICsp 0d 2,6 mg/L odnosno 3,1 mg/L (Slike 13.i15.B). Vrijednosti ICx
svih NMAU, osim 4NG, bile su nize za interakciju s Oatpldl nego za Octl, $to moze biti
posljedica njihovih fizikalno-kemijskih svojstava poput kiselosti (sposobnosti doniranja
protona) i polarne povrsine. Smjese X10NMAU i ZsNMAU (Tablica5.) su takoder inhibirale
transportnu aktivnost Oatp1dl viSe nego aktivnost Octl (Slike 14.,15.A i 15.B), $to ukazuje na
znacajan doprinos spojeva poput 4NS i MNC koji su bili najzastupljeniji u obje smjese.

Tablica 3. Raspon koncentracija modelnih NMAU pripremljen za in vitro ispitivanje inhibicije
transportne aktivnosti prijenosnika organskih kationa Octl ribe zebrice. Sa * je oznacena

koncentracija NMAU kod koje je uo€eno smanjenje pasivne fluorescencije u nultoj minuti.

NMAU koncentracije (mg/L)

3M4NC,

4NP 2M4NP  3M4NP 4NC 4NG 3NSA 5NSA AMSENC 3M5NC  2,4DNP 4NS
1,4 0,2 3,8 0,2 0,2 1,8 4,6 0,5 0,5 1,8 2,0
3,5 0,5 7,7 1,6 1,7 4,6 9,2 1,7 1,7 9,2 10,0
7,0 1,5 15,3 7,8 8,5 9,2 18,3 4,2 4,2 18,4 19,9
13,9 7,7 30,6 11,6 12,7 18,3 54,9* 8,5 8,5 276 39,8
27,8* 15,3 45,9 15,5 16,9 54,9 183,1  16,9*GM4NO  169* 46,0 59,8
55,6 38,3 61,3 31,0 33,8 183,1  274,7  42,3*“4M5NC) 338 92,1 99,6
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Slika 10. Krivulje koncentracija-odgovor in vitro inhibicije transportne aktivnosti Octl
prijenosnika organskih kationa ribe zebrice na stani¢noj liniji Flp-In-293-drOctl mjerenjem
inhibicije unosa modelnog supstrata ASP+ (%) nakon istovremene inkubacije s rasponom
koncentracija pojedina¢nih modelnih NMAU: A) 4NP, B) 2M4NP, C) 3M4NP, D) 4NC, E)
3M4NC i F) 3M5NC.
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Slika 11. Krivulje koncentracija-odgovor in vitro inhibicije transportne aktivnosti Octl
prijenosnika organskih kationa ribe zebrice na stani¢noj liniji Flp-In-293-drOctl mjerenjem
inhibicije unosa modelnog supstrata ASP+ (%) nakon istovremene inkubacije s rasponom
koncentracija pojedinacnih modelnih NMAU: A) 4M5NC, B) 4NG, C) 2,4DNP, D) 4NS, E)
5NSA i F) 3NSA.
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Tablica 4. Raspon koncentracija modelnih NMAU pripremljen za in vitro odredivanje

inhibicije transportne aktivnosti Oatpld]1 prijenosnika organskih aniona ribe zebrice.

NMAU koncentracije (mg/L)

3M4NC, 3M5NC,

5NSA 2,4DNP 3NSA 4NP ANS 2M4ANP 3MANP 4NC 4NG
4AM5NC
0,1 0,1 0,02 0,4 0,5 0,6 0,2 3,8 1,6 1,7
0,5 0,6 0,18 1,4 1,7 2,0 1,5 7,7 3,9 4,2
1,8 1,8 1,8 3,5 4,2 5,0 3,8 15,3 7,8 8,5
4,6 4,6 4,6 7,0 8,5 10,0 7,7 23,0 15,5 16,9
9,2 9,2 9,2 13,9 16,9 19,9 15,3 45,9 46,5 50,7
18,3 18,4 18,3 41,7 50,7 59,7 45,9 76,6 62,0 67,7
54,9 55,2 54,9 / / / / / / /
A 2M4NP B 3M4ANP
120+ 120
100+ 1004 Peee....
_ ICg = 8,38 mg/L —
£ 801 £ 804 ICsp = 20,24 mgiL
E 60 E 60
2 40- § 404
20- . 20-
0 — — N 0 . . .
40 05 00 05 10 15 20 0,5 1,0 15 2,0
log ¢ (mg/L) log ¢ (mgiL)
130 120+
100  eee.: 1004
= 80 £ 80
: 22 ICso = 10,87 mglL > ol X 1C5=650mglL
S 4ol g 407
- 20+ 20
U_ 0 r r . "Iou 1
o0 08 1p 1% 20 05 00 05 1,0 15 20
log ¢ (mg/L) log c (mglL)

Slika 12. Krivulje koncentracija-odgovor in vitro inhibicije transportne aktivnosti Oatp1d1

prijenosnika organskih anionaribe zebrice na stanicnoj liniji Flp-In-293-drOatp 1d 1 mjerenjem

inhibicije unosa modelnog supstrata LY (%) nakon inkubacije s rasponom koncentracija

pojedina¢nih modelnih NMAU: A) 2M4NP, B) 3M4NP, C) 4NC i D) 3M4NC.
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Slika 13. Krivulje koncentracija-odgovor in vitro inhibicije transportne aktivnosti Oatp1d1
prijenosnika organskih anionaribe zebrice na stani¢noj liniji Flp-In-293-drOatp 1d 1 mjerenjem
inhibicije unosa modelnog supstrata LY (%) nakon inkubacije s rasponom koncentracija
pojedina¢nihmodelnih NMAU: A)3MSNC, B) 4M5NC, C) 4NP,D) 4NG, E) SNSA, F) 3NSA,
G) 2,4DNP i H) 4NS.
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Tablica 5. Raspon koncentracija smjesa modelnih NMAU u in vitro ispitivanju inhibicije

transportne aktivnosti Oatpld1 i Octl proteinskih prijenosnika ribe zebrice.

Smjese modelnih NMAU (mg/L)

5 NMAU

ICso = 11,88 mgiL

T
0,0

0:5 1:0 1:5
log ¢ (mgiL)

5 NMAU

ICsp = 5,96 mgl

10 NMAU 5 NMAU
0,5 0,5
1,0 1,0
2,6 25
3,4 3,3
10,3 9,9
25,8 24,9
10 NMAU
120+ o
_ 00 o
gl ICsp = 13,07 mg/L S
3 R =~ g0
& 60+ e, N
P TR @ 60
8 404 ) 5
5 c
N 204 e g a0
| I i | 0
0,0 0,5 1,0 1,5
log ¢ (mg/L)
10 NMAU
e 150
]
F00] o .
3 s
@ ICso = 3,46 mgll >
5 3
E 501 2 )
0 —— T :, 0
0,0 0,5 1,0 15

log ¢ (mg/l)

.
0,0

0:5 1:0 1:5
log ¢ (mg/l)

Slika 14. Krivulje koncentracija-odgovor in vitro inhibicije transportne aktivnosti organskog

kationskog prijenosnika Octl (A) i organskog anionskog prijenosnika Oatpld1 (B) nakon
inkubacije sa smjesama NMAU (10 NMAU i 5 NMAU).
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Slika 15. Inhibicijske koncentracije (ICso i 1C10) pojedinaénih NMAU i njihovih smjesa
(>.10NMAU and Y'sNMAU) za: unos modelnog supstrata ASP+ proteinom Octl ribe zebrice
(crveni trokuti; A) i modelnog supstrata LY proteinom Oatpldl ribe zebrice (plavi kvadrati; B)

Odgovarajuce topoloske polarne povrsine (TPSA) prikazane su na A i B kao crni krugovi.
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4.3.2. Interakcija modelnih NMAU s fazom I stani¢nog detoksikacijskog mehanizma

EROD biotest je proveden u rasponu koncentracija pojedina¢nih modelnih NMAU i
njihovih smjesaprikazanih u Tablicama6.i7. Uoceno je da nitipojedina¢ni NMAU nitinjihove

smjese nisu induceri enzima CYP1ALl faze | stani¢ne detoksikacije (Slike 16., 17 i1 18.).

Tablica 6. Raspon koncentracija modelnih NMAU u in vitro odredivanju potencijala indukcije
detoksikacijskih enzima faze I (CYP1 A1) mjerenjem aktivnosti etoksirezorufin-O-deetilaze

(EROD) u PLHC-1 ribljim stanicama.

NMAU koncentracije (mg/L)

ap VMNP e SNSA e SueNc  aNs dnc
4M5NC
0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
0,4 0,5 0,5 0,6 0,6 0,5 0,6 0,5
1,4 1,5 1,7 1,8 1,8 1,7 2,0 1,6
4,2 4.6 51 5,5 5,5 51 6,0 4,6
13,9 15,3 16,9 18,3 18,4 16,9 19,9 15,5
41,7 45,9 50,7 54,9 55,2 50,7 59,7 46,5

60



A TCDD

=

‘B

s 14 ECs; = 0,20 nM

% 124

£ 10]

E 81

£ &l

2

4

e

s 2

E_ 0 o i T 1
0,001 0,01 0,1 1

TCDD (nM)

3M4NC 3M5NC

14
r . . , N
0,1 1 10 100 . y 0
' 01 1 10 100
IMANC (mglL) IMSNC (mgiL)

pmol resorufinimin/mg protein
L)
—
e
——i
pmaol resorufin/minimg protein
L]

O

4MS5NC E 4NG

pmal resorufin/minimg protein
-
pmaol resorufinimin'mg protein

0,1 1 10 100 0,1 1 10 100
AMSNC (mglL) 4NG (mgiL)

Slika 16. Odredivanje indukcije detoksikacijskih enzima faze | (CYP1A1) EROD biotestom

nakon izlaganja modelnom induceru TCDD (A) i modelnim NMAU: B) 3M4NC, C) 3M5NC,
D) 4M5NC i E) 4NG.
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Slika 17. Odredivanje indukcije detoksikacijskih enzima faze | (CYP1A1) EROD biotestom
nakon izlaganja modelnim NMAU: A) 5NSA, B) 3NSA, C) 2,4DNP, D) 4NS, E) 4NP, F)
2M4NP, G) 3M4NP i H) 4NC.
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Tablica 7. Koncentracije smjesa modelnih NMAU za in vitro odredivanje potencijala indukcije

enzima detoksikacije CYP1 A1l pomo¢u EROD biotesta.

Smjese modelnih NMAU

(mg/L)
10 NMAU 5 NMAU

0,5 0,5

1,0 1,0

2,6 2,6

3.4 3,4

10,3 10,3

25,8 24,9

A 10 NMAU B 5 NMAU

£ - £ s
g E ECg ~ 2,61 L
:‘E E 1_ '
E 0 T - r t — . E . {._
E 1 1 100 E ; 5 " 160
—E N 10 NMAU (mg/l) E N 5 NMAU (mol)

Slika 18. Odredivanje indukcije detoksikacijskih enzima faze I (CYP1A1) EROD biotestom
nakon izlaganja smjesama A) 10 NMAU i B) 5 NMAU.

4.3.3. Akutni toksi¢ni u¢inci modelnih NMAU

Krivulje koncentracija-odgovor dobivene ispitivanjem akutne toksi¢nosti pojedina¢nih
NMAU i njihovih smjesa (£10NMAU i ZsNMAU) u rasponu ispitivanih koncentracija (Tablice
8.19.) prikazane su na Slikama 19., 20.i 21., dok su dobivene ICsq i IC1q prikazane na Slici 22.
Spojevi4NP,2M4NP, 3M4NP,4NG, SNSA, 3NSA 12,4 DNPnisu pokazali citotoksi¢niucinak
na PLHC-1 riblje stanice u ispitivanom rasponu koncentracija (0,1-55,2 mg/L, Tablica 8.).
Najslabije prezivljavanje stanica(najvecu citotoksi¢nost) uzrokovao je 4NS (ICs0=2,03 mg/L),
a zatim NC: 4 NC (ICsp = 3,07 mg/L) > 4M5NC (ICsp = 3,41 mg/L) > 3M4NC (ICsp = 3,69
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mg/L) > 3M5NC (ICso =4,07 mg/L). Smjese Z1oNMAU i ZsNMAU su takoder pokazale akutnu

toksi¢nost u rasponu testiranih koncentracija.

Tablica 8. Koncentracijski raspon NMAU u in vitro odredivanju akutnog citotoksi¢nog ucinka
modelnih NMAU MTT testom na PLHC-1 ribljim stanicama.

NMAU koncentracije (mg/L)

3M4NC,
anp  2MANP o ne ONSAC L UDNP 3MBNC, 4N ANC
3M4NP 3NSA AMSNC
0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2
0,4 0,5 0,5 0,6 0,6 0,5 0,2 0,5
14 15 1,7 1,8 1,8 1,7 1,0 1,6
4.2 4.6 51 5,5 55 51 2,0 4.6
13,9 15,3 16,9 18,3 18,4 16,9 5,0 15,5
41,7 45,9 50,7 54,9 55,2 50,7 10,0 62,0
A B 2M4ANP
120 }
£ F 10013 .
g 60+ i &4
% 40 2 401
& 20 & 204
b P P Y "ary Y e Tas oa o im 18 3a
log ¢ (mgiL) log ¢ (mgiL)
C IMANP D 4ANG
120- 120+
g0 F 197
: B0 _‘:: a0
g 60 5 60
% 40+ % 404
£ ., £ Lo
S 0

00 05 1,0
log ¢ (mgiL)

40 05 00 05 10 15 20
leg ¢ (mglL)

Slika 19. /n vitro odredivanje akutnog citotoksi¢nog u¢inka MTT testom na PLHC-1 ribljim

stanicama nakon izlaganja od 72 h pojedina¢nim modelnim NMAU: A) 4NP, B) 2M4NP, C)
3M4NP i D) 4NG.
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Slika 20. /n vitro odredivanje akutnog citotoksi¢nog u¢inka MTT testom na PLHC-1 ribljim
stanicama nakon izlaganja od 72 h pojedina¢nim modelnim NMAU: A) SNSA, B) 3NSA, C)
2,4DNP, D) 4NC, E) 3M4NC, F) 3M5NC, G) 4M5NC i H) 4NS.
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Tablica 9. Koncentracije smjesa modelnih NMAU za in vitro odredivanje akutnog

citotoksi¢nog u¢inka MTT testom na PLHC-1 ribljim stanicama.

Smjese modelnih NMAU

(mg/L)
10 NMAU 5 NMAU
2,2 2,1
3,2 3,1
6,4 6,2
12,9 12,4
25,8 24,9
A 10 NMAU B 5 NMAU
1204 1204
gmu- ... g 100 !_“
= 809 ICs= 5,33 mgiL % 804 -
S 60 S 60 IC5= 4,60 mg/L
;gxm- E 40
& 204 & 204
0 T T T v 0- : -
0,5 1,0 1,5 2,0 0,5 1,0 1,5 2,0

log c (mglL)

log ¢ (mgiL)

Slika 21. Rezultati odredivanja akutnih toksi¢nih u¢inaka smjesa A) 10 NMAU 1 B) 5 NMAU
MTT testom.
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Slika 22. Inhibicijske koncentracije (ICsy 1 ICyp) testiranih pojedinacnih NMAU i njihovih
smjesa (3 1)NMAU and ) sNMAU) za akutnu toksi¢nost (MTT test) na ribljoj stani¢noj liniji
PLHC-1.

4.3.4. Kroni¢ni toksi¢ni u¢inci modelnih NMAU

Svi spojevi testirani u rasponu 0,2 — 109,9 mg/L (Tablica 10.) su pokazali kroni¢nu
toksi¢nost za mikroalge (Slike 23., 24. i 26.). Najtoksi¢nijim spojevima za prezivljavanje
mikroalgi su se pokazali NC (4NC > 3M5NC > 4M5NC > 3M4NC), s dobivenim ICs
vrijednostima u rasponuod 0,66 — 1,05 mg/L, a zatim 4NS (ICsp = 13,38 mg/L). Za ostale NP
i NSA dobivene ICs vrijednosti su bile u rasponu 18,58 — 54,08 mg/L, §to ih ¢ini najmanje
toksi¢nim od testiranih spojeva. Smjese X;0NMAU i 2sNMAU su takoder pokazale kroni¢nu
toksi¢nost u rasponu testiranih koncentracija (1,0 — 25,8 mg/L, Tablica 11.; Slike 25. i 26.).
Vrijednosti ICs bile su vrlo sli¢ne za obje smjese, §to implicira da je 5 najzastupljenijih spojeva
U SBBp2o (4NC, MNC i1 4NS) najvise pridonijelo akutnom i kroni¢nom toksi¢nom ucinku na

stanice riba i prezivljavanje mikroalgi.
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Tablica 10. Koncentracije modelnih NMAU pripremljene za in vivo odredivanje kronicnih

toksi¢nih u¢inaka na slatkovodne zelene mikroalge Scenedesmus subspicatus AlgaeTox testom.

NMAU koncentracije (mg/L)
3M4NC,

ANP  2,4DNP 23'|\\”A‘ZNNFF’; ANC  3M5NC,  4NG 53NNSS§ ANS
4M5NC
13,9 18,4 3,8 0,2 0,2 4,2 18,3 2,0
20,9 27,6 7,7 0,3 0,3 8,5 27,5 5,0
27,8 36,8 15,3 0,5 0,5 12,7 36,6 10,0
41,7 55,2 23,0 0,8 0,8 16,9 45,8 14,9
55,6 73,6 30,6 1,2 1,0 25,4 54,9 19,9
69,6 92,1 459 1,6 1,5 50,7 109,9 59,8
A 4NP B 2M4NP
1204 1204
g 1004 ;.3 1004
% 801 ICey = 42,79 mglL £ 80 ICsp= 18,58 mgiL
5 60 g 60
% 40 H% 404
& 204 g- 204
0 1,2 1,4 16 | ;:s 2,0 uoj 10 15 * 20
leg & (mail) log ¢ (mgiL)
C 3M4NP D e
120 120+
5 1001 s 100
o 804 s 804
;S_ co ICeo = 18,86 mgiL g o0 N 1Cso= 0,66 mgiL
E 40 g %‘ 404
5 2 & 201
0 . "'.. I . 0 ’ ’ A .
0ns 1,0 1,5 2,0 -1,0 -0,5 0,0 0,5
log ¢ {(maiL) log ¢ (mg/L)

Slika 23. Rezultati in vivo odredivanja kroni¢nih toksi¢nih uc¢inaka AlgaeTox testom nakon 96
h izlaganja odredenom rasponu koncentracija pojedina¢nih modelnih NMAU: A) 4NP, B)
2M4NP, C) 3M4NP i D) 4NC.
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Slika 24. Rezultati in vivo odredivanja kroni¢nih toksi¢nih uc¢inaka AlgaeTox testom nakon 96

h izlaganja odredenom rasponu koncentracija pojedina¢nih modelnih NMAU: A) 3M4NC, B)
3M5NC, C) 4M5NC, D) 4NG, E) 5NSA, F) 3NSA, G) 2,4DNP i H) 4NS.
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Tablica 11. Koncentracije smjesa modelnih NMAU pripremljenih za in vivo odredivanje

kroni¢nih toksi¢nih u¢inaka AlgaeTox testom.

NMAU koncentracija (mg/L)

5 NMAU

1,0
2,5
3,3
9,9
24,9

10 NMAU
1,0
2,6
3,4
10,3
25,8
A 10 NMAU
1204
z 1004
s s0f’ ICs= 5,74 mgiL
3 60
W
S 201
0 . SEELEI. :
0,0 0,5 1,0 15 2,0

log ¢ (mgiL)

B 5 NMAU

120 4
1004 @- ..,
so{

ICsy = 6,55 mgiL
604

40

preZivijavanje (%)

20

0:0 U.IS 1:0 1:5 2:0
log ¢ (mgiL)

Slika 25. Rezultati odredivanja kroni¢nih toksi¢nih u¢inaka smjesa A) I0 NMAU 1 B) 5 NMAU

AlgaeTox testom.
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Slika 26. Inhibicijske koncentracije (ICsq 1 ICy¢) testiranih pojedina¢nih NMAU 1 njihovih
smjesa (D1o)NMAU and Y sNMAU) za kroni¢nu toksi¢nost slatkovodne zelene mikroalge

Scenedesmus subspicatus (AlgaeTox test).

4.3.5. Toksi¢ni u¢inci modelnth NMAU na embrije ribe zebrice

Za provedbu eksperimenta embriotoksi¢nosti odabrani su NMAU prema njihovim
razli¢itim strukturama. 2,4DNP je odabran kao primjer NP, 4NG i 4NS kao primjeri metoksi-
NP, 4NC za NC i 3M5NC za MNC. In vivo ispitivanje je pokazalo da je izlozenost NMAU u
rasponu koncentracija 4,6 — 203,0 mg/L rezultiralo znacajnim morfoloSkim promjenama
pokazao se 4NS uzrokujuéi morfoloske promjene u embrijima u obliku edema oko srca pri
koncentraciji 6,0 mg/L nakon 72 hpf i letalnost pri koncentraciji 29,9 mg/L nakon samo 24 hpf
(Tablica 12., Slika 27.). Takoder, zna¢ajne abnormalnosti embrija pokazao je 2,4DNP koji je
nakon 24 hpf uzrokovao slabu pigmentaciju ili njen izostanak, zaostajanje u razvoju pri 9,2
mg/L i edem oko srca pri 13,8 mg/L nakon 48 hpf. Malformacije u obliku zakrivljenosti repa i
skolioze, kao i letalnost primijecene su pri 18,4 mg/L 2,4ADNP nakon 48 hpf, odnosno 72 hpf.
Za ostale ispitane spojeve, s obzirom na koncentraciju, toksi¢nost se smanjivala u nizu 4NC >
3M5NC > 4NG (Tablica 12.).
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Tablica 12. Testirani NMAU injihovi u¢inci na razvoj i prezivljavanje embrija zebrice (Danio

rerio). Kvacice oznacavaju koncentracije spojeva bez ucinka na razvoj embrija zebrice.

Subletalne koncentracije NMAU koriStene za proucavanje promjena U sastavu lipida oznacene

Su sa F.
NMAU KONCENTRACIJA TRAJANJE INKUBACIJE
(mg/L) 24h 48 h 72h
4,6 v v v
92+ Zaostajanje u Zaostajanje u
S y v . .
S razvoju razvoju
D ~ . .
E % Slaba ili potpuno Neg?r\l/i?ga(r)ll;hk Nepravilan oblik
=8 13,8 odsutna Y 7zumanjcane
s : . vrecice e
S o pigmentacija Edem oko srca vrecice
v eqe . .
~ Slaba ili potpuno Zakrivljenost Zakrivljenost
18,4 odsutna . repa/skolioza
. . repa/skolioza
pigmentacija Letalnost
7,8 v v v
15,5 y Zaostaj anje u v
razvoju
Zakrzljala glava Zaosta anje u
38,8+ Nekroza u repu razvoju v
Slaba pigmentacija
S .
= Zaostajanje u
=0 razvoju o
§ % 77,6 v Nekroza u repu Zakrivljenost repa
.*é ~ Slaba pigmentacija
<+ Edem oko srca
93,1 Nekroza u repu Zakrivljenost repa Nekroza
Slaba pigmentacija
Nekroze u glavi i Jake deformacije Jake deformacije
139,6
repu Letalnost Letalnost
186.1 Jake deformacije Jake deformacije Jake deformacije
’ Letalnost Letalnost Letalnost
8,5 v v v
16,9 v v v
42,3 F v v v
o . .
S Nekroze u glavi i Zaostajanje u o
= repu . Jake deformacije i
S 50,7 . . razvoju
=<~ Nepravilan oblik letalnost
e v -y . Nekroze
=4 Zumanjcane vrecice
n = Nekroze u glavi i Nekroza i Jake deformacije i
Tl 67,7 .
=2 repu deformacije letalnost
3 84.6 Jake deformacijei  Jake deformacije i  Jake deformacije i
£ ’ letalnost letalnost letalnost
« 1015 Jake deformacije i Jake deformacije i  Jake deformacije i
’ letalnost letalnost letalnost
Jake deformacije i ~ Jake deformacije i  Jake deformacije i
152,2
letalnost letalnost letalnost
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Tablica 12. Nastavak

KONCENTRACIJA TRAJANJE INKUBACIJE
NMAU
(mg/L) 24h 48 h 72 h
v —
8,5 Zaostajapje u y
razvoju
v —
16,9 Zaostajapje u v
razvoju
42,3 + Slaba pigmentacija Zaostajanje u v
razvoju
= Nekroze u glavi i
=< repu Zaostajanje u
= 84,6 o ) v
=0 Jake deformacije i razvoju
B0 Z. letalnost
=2 Zaostajanje u
N . .
g 101,5 Nekroza Zaostay anje u razvoju
= razvoju Edem oko srca
Zaostajanje u Edem oko srca
152,2 Nekroza razvoju Zakrivljenost
Edem oko srca kraljeznice
. Zaostajanje u
203,0 Nekroza} razvoju Deformacije
deformacije
Edem oko srca
5,0+ v v
6,0 v v Edem oko srca
10,0 v v Edem oko srca
Nekroza
EO 12,0 Nekroza Edem oko srca Zakrivljenost
E _ kraljeZnice
Z % Nekroza Nekroza
£3 14,9 Edem oko srca Zakrivljenost
s kraljeznice
- 29,9 Letalnost Letalnost Letalnost
44,8 Letalnost Letalnost Letalnost
9.8 Letalnost Letalnost Letalnost
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i 18.4

Slika 27. Morfoloske promjeneu embrijima zebrica uzrokovane izlaganjem testiranim NMAU.
MorfoloSke deformacije pojavile su se u obliku edema srca (zvjezdica), zakrivljenosti

kraljeznice (isprekidana strelica) i nekroze glave i repa (puna strelica).

4.4. Utjecaj modelnih NMAU na biomasu i sastav lipida embrija ribe zebrice

Kao mjera ukupne biomase embrija izlozenih tijekom razdoblja od 48 hpf subletalnoj
dozi odabranih NMAU odredena je prosje¢na suha masa koja je iznosila 52,2 £ 5,9 (SD)
po/jedinki (raspon 42,8 — 59,5 ng), sto je bilo znacdajno nize (t-test , p < 0,05) u usporedbi s
neizlozenim, kontrolnim, embrijima (70, 8 £ 3,6 pg). Ove su vrijednosti usporedive s poznatom

tezinom embrija od 58 — 79 pg u razdoblju do 96 hpf (Hachicho i sur., 2015).
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Slika 28. Postotak ukupnih lipida (A) i klasa lipida (B) u masisuhih embrija zebrice neizloZenih
(kontrola) i izlozenih strukturno razli¢itim NMAU (9,2 mg/L 2,4DNP, 5,0 mg/L 4NS, 42,3
mg/L 4NG, 42,3 mg/L 3M5NC, 38,8 mg/L 4NC) tijekom 48 hpf. Statistickiznacajno (p <0,05)

povecanje % klase lipida u tezini embrija oznaceno je +.

Prosje¢ni ukupni analizirani sadrzaj lipida embrija izloZenih NMA U tijekom 48 hpf bio
je od 23,2 % (4NG) do 28,9 % (4NC) tezine suhog embrija (Slika 28.A), sto je statisti¢ki
znacajno povecano uusporedbiskontrolom (18,7 %, t-test, p <0,05). Statisticki znacajan porast

bio je u sadrzaju TG embrija izlozenih 2,4DNP, 4NS 14NG (Slika 28.B), ali ne i kod onih koji
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su bili izlozeni 3M5NC ili 4NC. Statisticki je potvrdeno povecanje i za sadrzaj PE u embrijima
inkubiranim s 4NC, za sadrzaj WE u embrijima inkubiranim s 3M5NC, 4NC i 4NG, za sadrzaj
PG/DPG u embrijima izlozenim 3M5NC 14NC, te za DGDG i SQDG embrija izlozenih 4NG.

4.5. Laboratorijski inkubacijski eksperiment sa mikroalgom Dunaliella tertiolecta

U eksperimentu je promatran utjecaj NMAU na promjenu u kemijskom sastavu
organske tvari populacije mikroalgi Dunaliella tertiolecta. Nulti dan uzorkovanja je dan
dodatka analita (B, N, NV) u tikvice (opisano u 3.6.). U Tablici 13. su prikazane koncentracije
NMAU dodanih sa otopinom uzorka B. Koncentracije ostalih komponenata otopine dodane
mikroalgama prikazane su u Prilogu 3. Uzorci su uzeti odmah nakon dodatka analita, te drugi,
¢etvrti i sedmi dan nakon dodatka. Uzorkovanje se svaki put provodilo istim redoslijedom.
Uzorci su odmah obradeni prema protokolu za svaki parametar koji se odredivao u njima.
Prilikom prikazivanja rezultata statisticki zna¢ajne razlike medu uzorcima su oznacene samo

za zadnji dan eksperimenta.

Tablica13. Koncentracije NMAU dodanihvodenim ekstraktomuzoraka atmosferskih lebdecih
Cestica porijeklom iz izgaranja biomase (uzorci B) u tikvice sa stanicama mikroalgi Dunaliella

tertiolecta. Za tumacenje oznaka vidjeti Popis kratica i simbola.

NMAU Koncentracija/pg/L

ANP 0,079
2MANP 0,015
3M4NP 0,026

ANC 0,811
3M4NC 0,339
3M5NC 1,290
AM5NC 1,019

5NSA 0,003

ANS 0,683

ANG 0,028
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4.5.1. Utjecaj vodenog ekstrakta sBB i smjesa modelnih NMAU na rast stanica Dunaliella
tertiolecta

Tijekom pracenja rasta stanica Dunaliella tertiolecta brojnost se povecala u svim
uzorcima. Najniza brojnost je iznosila 6,77 x 107 stanica/L u uzorcima B i N nulti dan dok je
maksimalna iznosila 1,72 x 109 stanica/L u kontrolnom uzorku zadnji dan uzorkovanja (Slika
29.2). U nultom 1 drugom danu uzorkovanja uzorci NV, odnosno N su imali neznantno viSu
brojnost u odnosu na kontrolu, a od ¢etvrtog dana uzorkovanja do kraja eksperimenta brojnost
stanica je bila najvec¢a u kontrolnim uzorcima. Takoder, od tog dana se u odnosu na kontrolu
brojnostsmanjivalau uzorcimaunizu B,NiNV. Statisti¢ki znac¢ajnarazlika u brojnosti stanica
izmedu kontrolnih uzorakai NV se pokazala ¢etvrti dan eksperimenta te zadnji dan izmedu
uzoraka N i NV u odnosu na kontrolu. Prosje¢na specifi¢na brzina rasta stanica u uzorcima
kontrole, B, NiNV jeiznosila 0,457;0,443; 0,424 10,338, prema redoslijedu (Slika 29.b). Broj
dioba stanice po danu, odnosno parametar k, je u kontrolnim uzorcima iznosio 0,659, u
uzorcima B 0,640, u uzorcima N 0,612 te u uzorcima NV 0,488. U uzorku NV rast stanica je
inhibiran 26,04 % dok je u uzorcima N i B inhibiran 7,22 %, odnosno 3,06 %.
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Slika 29. Krivulje rasta stanica Dunaliella tertiolecta (a) i specifi¢na brzina rasta stanica (b) u
uzorcima kontrole (K), u uzorcima vodenog ekstrakta sBB, u uzorcima smjese modelnih
NMAU u koncentraciji 4,14 pg/L (N) i 4140 pg/L (NV). Podaci su srednje vrijednosti (£ SD)
od triplikata i statistiCke znacajnosti pri *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001
prema One-way ANOVA testu.
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4.5.2. Utjecaj ekstrakta sBB i smjesa modelnin NMAU na kemijski sastav stanica Dunaliella
tertiolecta

4.5.2.1. Promjena koncentracije Chl a i fotosintetske ucinkovitosti

Na Slici 30. se moze vidjeti da se koncentracija Chl a tijekom trajanja eksperimenta
povecavala u svim uzorcima. Najniza koncentracija je izmjerena nulti dan u kontrolnim
uzorcimate je iznosila0,075£0,004 mg/L, dok je najveca bila zadnji dan eksperimenta takoder
u uzorcima kontrole (2,181 = 0,153 mg/L). Izmedu kontrolnih uzoraka i B su vrijednosti
koncentracija Chl a tijekom trajanja eksperimenta imale neznantne razlike. Statisti¢ki znacajna
razlika izmedu uzoraka kontrole i NV pokazala se u uzorcima nultog i drugog dana te izmedu
kontrolnih uzoraka i N drugog dana, ali ¢etvrtog i sedmog dana eksperimenta viSe nije bilo
statistiCki znac¢ajnih razlika u izmjerenim koncentracijama Chl a medu uzorcima. Zadnji dan su

najnizu koncentraciju Chl a imali uzorci NV (1,983 + 0,102 mg/L).
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Slika 30. Promjena koncentracije klorofila a (Chl a) u uzorcima kontrole (K), u uzorcima
vodenog ekstrakta sBB (B), u uzorcima smjese modelnih NMAU u koncentraciji 4,14 pug/L (N)
1 4140 pg/L (NV) tijekom inkubacijskog eksperimenta sa monokulturom mikroalge Dunaliella

tertiolecta. Podatci su srednje vrijednosti (= SD) od triplikata.

Mjerenja minimalnog intenziteta fluorescencije (FO) su pokazala uskladenost sa
koncentracijom Chl a, odnosno sa krivuljom rasta Dunaliella tertiolecta (Slika 31.a). Najniza
vrijednost odredena je nulti dan u uzorku NV dok je najveca vrijednost odredena sedmi dan u

uzorku B iiznosile su 0,0143, odnosno 0,3859. U NV uzorcima su u svimdanimauzorkovanja
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izmjerene najnize vrijednosti. Izmedu kontrolnihuzoraka i B tijekom trajanja eksperimenta nije
bilo statisticki znacajnih razlika, te su oba zadnji dan pokazali istu statisti¢ki znacajnu razliku
u odnosu na uzorak NV (p <0,0001). Pracenje maksimalne ucinkovitosti fotosustava Il (F,/F,)
(Slika 31.b) populacije mikroalgi je pokazalo da na kraju eksperimenta nije bilo statisticki
znacajne razlike izmedu kontrolnih uzoraka i uzoraka B, N i NV. Isto tako, rezultati dobiveni
za ETR (Slika 31.c) u rasponu intenziteta svjetlosti 4 — 1390 PAR (umol/m2s) su pokazali da
nije bilo znacajne razlike izmedu tretiranih uzoraka u odnosu na kontrolne. Takoder, rezultati
pracenja NPQ pri niskom (56 PAR) i visokom intenzitetu svjetlosti (898 PAR) nisu pokazali

statisti¢ki znacajne razlike izmedu kontrolnih uzoraka i uzoraka B, N i NV (Slika 31.d).
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Slika 31. Promjena minimalnog intenziteta fluorescencije (FO) (a), maksimalne u¢inkovitosti
fotosustava Il (F./Fn) (b), relativne stope prijenosa elektrona (ETR) (c) i nefotokemijskog
prigu$ivanja svjetlosti (NPQ) (d) u uzorcima kontrole (K), u uzorcima vodenog ekstrakta sBB
(B), u uzorcima smjese modelnih NMAU u koncentraciji 4,14 pg/L (N) i 4140 pg/L (NV)
tijekom inkubacijskog eksperimenta sa monokulturom mikroalgi Dunaliella tertiolecta.

Podatci su srednje vrijednosti (= SD) od triplikata.
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4.5.2.2. Promjena koncentracije organskog ugljika

Tijekom trajanja eksperimenta koncentracija POC se povecavala u svim uzorcima
(Slika 32.a). Najniza koncentracija je izmjerena u uzorcimakontrolenultidan i iznosila je 2,986
+ 0,078 mg C/L, a najve¢a u uzorcima B zadnji dan uzorkovanja, 53,560+ 2,750 mg C/L. U
nultom danu, odnosnou uzorcimauzorkovanimaodmah nakondodatka analita su se vrijednosti
POC u svim tretiranim uzorcima statisticki znacajno razlikovale od kontrolnog uzorka. U svim

preostalim uzorkovanjima se vrijednosti vise nisu statisticki znacajno razlikovale od kontrole.

Vrijednosti DOC koncentracija su takoder rasle u svim uzorcima tijekom sedmodnevne
inkubacije (Slika 32.b). Prema dobivenim vrijednostima za DOC u uzorcima nultog dana
eksperimenta, odnosno, u uzorcimauzorkovanima odmah nakon dodatka analita uoceno je da
su B, N i NV utjecali na poveé¢anje DOC u odnosu na uzorke kontrole. Najniza koncentracija
DOC je izmjerena nulti dan u uzorcima kontrole i iznosila je 1,302 + 0,005 mg C/L, a najveca
u uzorcima B zadnji dan uzorkovanja, 8,636 + 0,404 mg C/L. Zadnji dan eksperimenta se

izmjerene vrijednosti tretiranih uzoraka vise nisu znacajno razlikovale u odnosu na kontrolu.
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Slika 32. Koncentracije ¢esti¢nog organskog ugljika (POC) (a) i otopljenog organskog ugljika
(DOC) (b) u uzorcima kontrole (K), u uzorcima vodenog ekstraktasBB (B), u uzorcima smjese
modelnih NMAU u koncentraciji 4,14 pg/L (N) i 4140 pg/L (NV) tijekom inkubacijskog
eksperimenta sa monokulturom mikroalge Dunaliella tertiolecta. Podaci su srednje vrijednosti
(= SEM) od triplikata i statisticke znacajnosti pri p <0,05 (*) prema One-way ANOVA testu.
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4.5.2.3. Promjena koncentracije proteina, ugljikohidrata i lipida

Koncentracije ¢esti¢nih proteina (PPROT) su od nultog do sedmog dana rasle u svim
uzorcima (Slika 33.). Najniza koncentracija je bila nulti dan u uzorku B i iznosila je 0,711 +
0,032 mg C/L dok je u istim uzorcima izmjerena i najveca vrijednost zadnji dan eksperimenta
i iznosila je 12,954 £ 1,259 mg C/L. Zadnji dan eksperimenta vrijednosti uzoraka B, N i NV se
nisu statisti¢ki znacajno razlikovale u odnosu na kontrolu. Ipak, koncentracija proteinau N i

NV uzorcima bila je ¢etvrti i sedmi dan manja nego u uzorcima kontrole i B.
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Slika 33. Promjena koncentracije ¢esti¢nih proteina (PPROT) u uzorcima kontrole (K), u
uzorcimavodenogekstraktasBB (B), u uzorcimasmjese modelnih NMAU u koncentraciji 4,14
Mo/l (N) i 4140 pg/L (NV) tijekom inkubacijskog eksperimenta sa monokulturom mikroalge
Dunaliella tertiolecta. Podaci su srednje vrijednosti (x SEM) od triplikata i1 statistiCke

znacajnosti pri p < 0,05 (*) prema One-way ANOVA testu.

Prilikom mjerenja otopljenog proteinskog materijala CPS metodom dobiveni su veliki
pikovi te je radi gornjeg limita detekcije uzorke bilo potrebno razrjedivati kao i prilagodavati t;
I stripping struju za svaki uzorak (Strmecki i sur., 2024). Optimiziranje struje i vremena
akumulacije je provedeno obzirom da je pri nizoj jakosti struje metoda osjetljivija, ali je
ponekad dobiveni pik prevelik i ne moze se detektirati jer izlazi iz podrucja mjerenih
potencijala, dok je kod visih struja metoda manje osjetljiva te se t, treba povecati da bi se pik
mogao detektirati. Unato¢ provedenim postupcima pokusaja detektiranja pika H, zbog velike

koli¢ine proteinskog materijala u uzorcima, njihova se koli¢ina nije mogla kvantificirati.
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Koncentracije PTCHO su u svim uzorcima, osim u uzorcima B, rasle do zavrSetka eksperimenta
(Slika 34.a). Koncentracije u uzorcima B su se u odnosu na ¢etvrti dan smanjile, ali niti jedan
dan nisu pokazane statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu. Koncentracije DTCHO su
u svimuzorcimarasle do cetvrtogdana eksperimenta. Zadnjidan suu svim uzorcima izmjerene
nize vrijednosti u odnosu na cetvrti dan, ali tijekom cijelog eksperimenta nisu izmjerene

statisticki znacajne razlike u vrijednostima DTCHO u odnosu na kontrolne uzorke (Slika 34.b).
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Slika 34. Promjena koncentracije ukupnih ¢esti¢nih ugljikohidrata (FTCHO) (a) i ukupnih
otopljenih ugljikohidrata (DTCHO) (b) u uzorcima kontrole (K), u uzorcima vodenog ekstrakta
sBB (B), u uzorcima smjese modelnih NMAU u koncentraciji 4,14 pg/L (N) i 4140 pg/L (NV)
tijekom inkubacijskog eksperimenta sa monokulturom mikroalge Dunaliella tertiolecta. Podaci

su srednje vrijednosti (+ SEM) od triplikata.
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Koncentracije ukupnih ¢esti¢nih lipida (PLIP) su od nultogdo sedmogdanarasle u svim
uzorcima (Slika 35.a). Najniza koncentracija je izmjerena nulti dan u kontrolnim uzorcima i
iznosila je 0,707 £0,039 mg C/L, a najvisa posljednji dan eksperimenta u uzorcima B (5,900 +
0,361 mg C/L). Isti trend porasta koncentracije prema zavrSetku eksperimenta su pokazali
rezultati koncentracije stani¢nih lipida (CLIP) u koje spadaju membranski (GL, PL, ST 1 PIG)
I skladisni (SE i TG) lipidi (Slika 35.b). Najniza koncentracija je izmjerena nulti dan u
kontrolnim uzorcima i iznosila je 0,573 + 0,035 mg C/L, a najvisa posljednji dan eksperimenta
takoder u kontronim uzorcima (4,470 £ 0,607 mg C/L). Tijekom cijelog eksperimenta nisu
izmjerene statisticki znacajne razlike u koncentraciji PLIP i CLIP u uzorcima B, N i NV u

odnosu na kontrolne uzorke.

Udio lipidnih klasa u CLIP za kontrolne uzorke, B, N i NV prikazan je na Slici 35.c, d,
e i f, redoslijedom kako su navedeni. U svim uzorcima su u nultom danu bili najvisi udjeli PL
(PG + PE +PC), 0d 55,4 £5,9d0 63,5+ 1,9 %, dok je u zadnjem uzorkovanju njihov udio bio
nizite je iznosio od 38,5+ 1,1 do45,7 £1,6 %. Udio GL (MGDG+DGDG+SQDG) je porastao
tijekom eksperimenta. U nultomdanu je iznosiood 30,3+1,3d0 37,3 +6,4 %, dok je uzadnjem
danu bio od 44,4 +1,5 do 52,8 +1,4 %. Udjeli lipidnih klasa u uzorcima B, N i NV se nisu

statisticki znacajno razlikovali od kontrolnih uzoraka.
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Slika 35. Promjena koncentracije ukupnih ¢esti¢nih lipida (PLIP) (@), stani¢nih ¢esti¢nih lipida
(CLIP) (b) u uzorcima kontrole (K), u uzorcima vodenog ekstrakta sBB (B), u uzorcima smjese
modelnih NMAU u koncentraciji 4,14 pg/L (N) i 4140 pg/L (NV) tijekom inkubacijskog
eksperimenta sa monokulturom mikroalge Dunaliella tertiolecta te udjela klasa lipida u CLIP
uK(c),uB(d),uN (e)iuNV (f). Podaci su srednje vrijednosti (+ SEM) od triplikata.
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Na Slici 36. su prikazani udjeli PPROT, PTCHO i PLIP u stanicamai vidi se dasu u
nultom danu eksperimenta PLIP predstavljali najveci udio u svim uzorcima, te da se prema
kraju eksperimentanjihova koli¢ina smanjila. Sli¢no je i kod PPROT koji su unato¢ smanjenju
na kraju eksperimenta imali ve¢i udio od PLIP, odnosno najve¢i udio u ¢esti¢noj tvari od svih
uzoraka. Na pocetku eksperimenta koli¢ine PLIP i PPROT su u uzorcima bile u rasponu 10,2 —
15,1 pg C/stanica, odnosno 10,7 — 13,2 pg C/stanica. Zadnji dan eksperimenta koli¢ina PLIP
bila je u rasponu 3,4 — 6,4 pg C/stanica (30 — 50 %), dok je koli¢ina PPROT bila u rasponu 6,4
—11,4 pg C/stanica (42 — 67 %). Udio PTCHO je tijekom cijelog eksperimenta bio najmanji u
odnosu na udjele PLIP i PPROT te se takoder, tijekom eksperimenta smanjio. Raspon
koncentracija PTCHO je bio od 0,29 do 2,3 pg C/stanica (2 — 9 %).
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Slika 36. Udio ¢esti¢nih proteina (PPROT), ukupnih ¢esti¢nih lipida (PLIP) i ukupnih Cesti¢nih
ugljikohidrata (PFTCHO) u stanicama u uzorcima kontrole (K) (a), u uzorcima vodenog
ekstrakta sBB (B) (b), u uzorcima smjese modelnih NMAU u koncentraciji 4,14 pg/L (N) (c) i
4140 po/L (NV) (d) tijekom inkubacijskog eksperimenta sa monokulturom mikroalgi

Dunaliella tertiolecta. Podaci su srednje vrijednosti od triplikata.
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4.5.2.4. Promjena koncentracije povrsinski aktivnih tvari (PAT)

Koncentracije PAT pracene tijekom inkubacijskog eksperimenta s mikroalgom
Dunaliella tertiolecta su prikazane na Slici 37. Vrijednosti PAT za uzorak NV nisu prikazane
jer je visoka koncentracija dodanih NMAU (4140 pg/L) uzrokovalavrlo velik desorpcijski pik
u ACV zbog poznatog faradejskog procesa redukcije nitro skupine u amino skupinu na istom
potencijalu (oko E, -0,6 V) (Fischer i sur., 2007; Vidovi¢ i sur., 2019). Stoga je dobiven §irok
pik onemogucavao mjerenje stvarne vrijednosti kapacitivne struje kao posljedice adsorpcije
organske tvariu NV uzorcima, dok je u ostalim inkubacijskim uzorcimaodredenakoncentracija
PAT. Najniza koncentracija PAT je izmjerenau uzorcima N nulti dan, a najve¢au uzorcima B,
zadnji, sedmi dan uzorkovanja te su iznosile 0,056 £ 0,013 mg/L eq. T-X-100, odnosno 0,624
+ 0,004 mg/L eq. T-X-100. U kontrolnim uzorcima i uzorcima N dobivene vrijednosti za
koncentraciju PAT su rasle tijekom inkubacije te su bile gotovo identi¢ne za sva Cetiri
uzorkovanja. Vrijednosti dobivene za uzorak B nulti dan bile su vi$e od ostalih jer je samim
dodatkom analita dodan i PAT koji nije oduzetu prikazu rezultata. U navedenom uzorku su
tijekom eksperimenta vrijednosti takoder rasle. Zadnji dan eksperimenta nije bilo statisti¢ki

znacajne razlike medu uzorcima u odnosu na kontrolne uzorke.
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Slika 37. Promjena koncentracije povrsinski aktivnih tvari (PAT) u uzorcima kontrole (K), u
uzorcima vodenog ekstraktasBB (B) i u uzorku smjese modelnih NMAU u koncentraciji 4,14
png/L (N) tijekom inkubacijskog eksperimenta sa monokulturom mikroalgi Dunaliella

tertiolecta. Podaci su srednje vrijednosti (x SEM) od triplikata.
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Dobivena je statisticki znacajna pozitivnakorelacija koncentracijaDOC i PAT (r =0,98,
p < 0,05). Izra¢unata NPA je zadnji dan eksperimenta u uzorcima K, B i N bila u rasponu od
0,07 do 0,09.

4.5.2.5. Elektrokemijska detekcija NMAU spojeva u inkubacijskim uzorcima

Obzirom da je dokazano daredukcija nitro skupina na aromatskom prstenu 0o mogucava
elektrokemijsku detekciju razlicitih nitro-aromatskih spojeva kao $to su pM koncentracije
nitrofenola (Fischer i sur., 2007) i tragovi nitriranih PAH (Vysko¢il i Barek, 2011), istrazeno je
elektrokemijsko pracenje koncentracije NMAU u uzorcimainkubacije. Za ispitivanje detekcije
NMAU radeni su kalibracijski pravci modelnih spojeva 4NC, 4M5NC i 4NS (Slika 38.). Pri
tome je kao elektrolit koristeno 25 mL mora (prethodno profiltrirano i UV zrac¢eno da se ukloni
sva organska komponenta) u koji je dodavana odredena koncentracija modelnog spoja.
Kalibracija je napravljena u rasponuod 0,25 pg/L do 4322,68 pg/L za 4NC, odnosno 3984,37
Mo/l za 4AM5NC te 3946,03 pg/L za 4NS. 1z Slike 38. se moze vidjeti linearni porast struje sa
koncentracijom pojedinog analita s faktorom linearnosti R2=0,99. Obzirom da se kalibracijski
pravci dobiveni za 4NC i 4AM5NC podudaraju (Slika 38.) pokazano je da se u njihovoj smjesi

ne moze kvantificirati pojedini spoj.
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Slika 38. Kalibracijski pravci ovisnosti vr$ne struje pika o koncentraciji 4ANC, 4M5NC i 4NS.
Uvjeti mjerenja: potencijal akumulacije E;-0,5 V, vrijeme akumulacije t, 1 s, frekvencija f 77
Hz, amplituda a 49,95 mV, i korak potencijala Es 10 mV.

Na Slici 39. su prikazani voltamogrami pojedina¢nih spojeva koje smo koristili u
inkubacijskom eksperimentu i njihove smjese u koncentraciji u kojoj su dodani u uzorak NV
(2,5mg/L 4AM5NC, 0,8 mg/L 4NCi 0,6 mg/L 4NS). Pikovisu posljedicaredukcije nitro skupine
S$to je objasnjeno u 4.6. Pikovi dobiveni za spojeve 4NC i 4M5NC se pojavljuju na istom
potencijalu (E, ~-0,85 V) §to onemogucuje njihovu pojedina¢nu detekciju u smjesi dok se pik
za 4NS pojavljuje na E, ~-0,6 V. Redukcija nitro skupine smjese tih NMAU daje dva pika koji

se poklapaju sa pikovima dobivenima za pojedina¢ne spojeve.
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Slika 39. DP voltamogrami 4NS, 4NC, 4M5NC i njihove smjese u modelnom elektrolitu,
morskoj vodi. Uvjeti mjerenja u DP: E;-0,5 V, t;1s, f 77 Hz, 2 49,95 mV, i E; 10 mV.

Mjerenjem uzoraka NV tijekom svakog uzorkovanja, odnosno 0., 2., 4. 17. dan uoceno
je smanjenje visine pika redukcije (Slika 40.) te njegovo pomicanje prema negativnijem
potencijalu. Smanjenje vr$ne struje pikova dokazuje da se njihova koncentracijasmanjivala. To
je uskladu sauoéenim smanjenjemintenziteta boje NV uzoraka od poc¢etka do Kraja inkubacije.
Dodatno je ispitan sedmodnevni utjecaj svjetla u komori za uzgoj na promjenu boje NMAU
prisutnih u otopini u koncentracijama kao i u NV uzorcima, ali bez prisustva stanica tijekom

¢ega nije doslo do promjene intenziteta boje otopine.
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Slika 40. DP voltamogrami uzoraka NV nulti, drugi, ¢etvrti i sedmi dan uzorkovanja. Uvjeti
mjerenja u DP: E;-0,5 V, t;1 s, f77 Hz, 2a 49,95 mV, i E; 10 mV.

4.6. Elektrokemijska karakterizacija Cu(Il1)-NC kompleksa

SW voltamogrami snimljeni u samom elektrolitu (0,1 M KNOg3, 0,05 M pufer HEPES,
pH 8,2) pokazali su da je on u ispitivanom rasponu potencijala (+0,05 V do -1,0 V) bio
elektrokemijski neaktivan (Slika 41.A, C). Zatim smo testirali redukcijske procese samih
analita. Mjerenjem NC dobivena su dvarazli¢ita pika: pik 1 (E,~ 0,0 V) koji odgovara redukciji
adsorbiranih Hg-NC kompleksa (Vukosav i sur., 2012) i pik 3 (E, ~ -0,6 V) koji odgovara
redukciji nitro skupine (Fischer i sur., 2007; Vidovi¢ i sur., 2019) (Slika 41.A, C). Pri snimanju
voltamograma u otopini koja je sadrzavala samo Cu(II) (do 20 uM) dobiven je jedan pik na E,
~-0,1 V koji odgovara redukciji slobodnih Cu(ll) iona (Slika 41.C).
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Slika 41. A) SW voltamogrami 20 uM 4NC (tamnoplava linija) s rastu¢im koncentracijama
Cu(ll). Isprekidana linija predstavlja elektrolit (0,1 M KNO3, 0,05 M HEPES, pH 8,2). B)
Visina SW pika 2 za Cu(I1)-NC komplekse (20 uM NC) kao funkcija koncentracije Cu(ll). C)
SW voltamogrami 20 uM Cu(Il) (tamnoplava linija) s rastu¢im koncentracijama 4MS5NC. D)
Ovisnost visine pika 2 (20 uM Cu(ll)) o koncentraciji NC. Uvjeti mjerenjau SW: E, 0,0 V, t,
60 s, f 50 Hz, Eqw 25 mV i Es4 mV.
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4.6.1. Utjecaj koncentracije Cu(ll) i NC na stvaranje kompleksa

Dodatkom 0,01—-2,00 uM Cu(II) u otopinu koja sadrzi 20 uM 4NC, 3M4NC, 3M5NC
ili 4M5NC pri pH 8,2 (E, 0,0 V, t, 60 s), SW voltamogrami su pokazali smanjenje pika 1,
nepromijenjen pik 3te pojavu novogpika (pika?2) (Slika41.A).Pojavapika 2 se moze pripisati
redukciji kompleksa [Cu(NC),]? jer je u literaturi za smjesu Cu(ll)-4NC opisan nastanak
kompleksa [Cu(4NC),]%uvodenojotopini0,1 MKNOg;priblago alkalnom pH (Anisur., 2022;
Sever i Wilker, 2004). Pik 2 je bio na potencijalu E, -0,357 V za [Cu(4NC).]%, -0,351 V za
[Cu(B3M4NC),]% i [Cu(3M5NC),]# te -0,352 V za [Cu(4M5NC),]? (Slika 42.).

0,38
A
0,37
0,33 T T T
B 114 —e— Cu-4NC
_ —A— Cu-3M4NC
10 —=— Cu-3M5NC
Cu-4M5NC
0,9
R~ mva e e
\1’ 4
- 0,7
0,6 1
05 W
0,4
0,3 +——

—
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330
t (min)

Slika 42. Stabilnost Cu(ll)-NC kompleksa (20 puM NC, 0,2 pM Cu(ll)) u uzastopnim

mjerenjima tijekom perioda od Sesti satiu SWV pri uvjetima E; 0,0 V, t, 60 s, f 50 Hz, Eq, 25
mV, Es 4 mV, pH 8.2.
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Nepromijenjeni pik 3 ukazujenato da Cu(ll) nije interagirao s nitro skupinom. Ovisnost
vr$ne struje (Ip) pika 2 o koncentraciji Cu(ll) je bila linearna pri nizim koncentracijama Cu(ll),
odnosno do 0,40 uM Cu(ll) za [Cu(4NC);]%, 0,64 uM za [ Cu(3M4NC),]% i [Cu(3M5NC);]*
te 0,32 uM za [Cu(4M5NC);]? (Slika 41.A i B). Pri visim koncentracijama Cu(ll) doslo je do
maksimalne pokrivenosti povrsine elektrode nastalim kompleksima sto je dovelo do zasi¢enja
elektrode te se visina pikova vise nije mijenjala (Dalal, 2017). Graf linearne ovisnosti visine
pika 2 o koncentraciji Cu(Il) prolazikrozishodiste $to pokazuje da su se [Cu(NC),]> kompleksi
formirali u otopini, a ne na povrsini elektrode. Takoder, nepromjenjivost potencijala pika 2
povecanjem koncentracije Cu(I) ukazuje na stvaranje stabilnog kompleksa, bez promjena u

koordinacijskoj sferi Cu(ll).

U drugom eksperimentu, u otopinu koja je sadrzavala koncentraciju Cu(Il) od 20 uM
postupno su dodavani pojedina¢ni NC u rasponu koncentracija od 0,02 do 5 pM. Ovisnost I, 0
koncentraciji NC pika 2 (Slika 41.C i D) pokazuje linearnu ovisnost do 0,31 uM 4NC ili
3M4NC i do 0,16 pM 3M5NC ili 4M5SNC sto je praceno pomakom pika za ~30 mV prema
negativnijim potencijalima. Pri vi§im koncentracijama NC, visina i potencijal pika 2 su
dosegnuli plato, Sto ukazuje na zasic¢enje povrSine elektrode akumuliranim kompleksom.
Odsutnost dodatnih pikovaukazuje da nijedna polinuklearna vrsta nije nastala pri uvjetimau
kojima je [Cu] >> [NC], $to je u skladu s prethodnim istrazivanjima za Cu(I1)-4NC kompleks
(Jameson i Wilson, 1972).

4.6.2. Relativna stabilnost Cu(ll)-NC kompleksa

Kineti¢ka stabilnost [Cu(NC),]> kompleksa ispitivana je pri pH 8,2 uzastopnim
snimanjem SWV pika 2 otopine koja je sadrzavala 0,2 uM Cu(I1) i 20 uM NC (4NC, 3M4NC,
3M5NC ili 4M5NC) tijekom razdoblja od Sest sati. Tijekom tog perioda uoc¢ene su minimalne
promjene potencijala pika (Slika 42.), sto ukazuje da su kompleksi [Cu(NC).]% kineti¢ki
stabilni tijekom ispitivanog razdoblja te da su vjerojatno stabilni i tijekom duljeg perioda od

ispitivanog.

Nadalje, kako bi se ispitao utjecaj nitro skupine na kateholnom prstenu na stabilnost
kompleksa usporedena je relativna stabilnost kompleksa Cu(ll)-NC i Cu(ll)-CAT. Otprije je
poznato da Cu(Il) ioni u vodenoj otopini vezu jednu ili dvije molekule CAT tvoreéi planame
kvadratne cetverokoordinacijske Cu(ll) komplekse: mono-kateholate [Cu(CAT)] i di-
kateholate [Cu(CAT),]%, gdje je CAT prisutan kao dianion ((CAT)Z) (An i sur., 2022; Sever i
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Wilker, 2004). Odredene su njihove konstante stabilnosti koje iznose log K; = 10,9 za
[Cu(CAT)] i log K, = 13,8 za [Cu(CAT),]* (Jameson i Wilson, 1972b, 1972a). U naSim
eksperimentima pik 2 dobiven za Cu(Il)-CAT predstavlja formiranje [Cu(CAT),]% kompleksa.
Pojava pika 2 Cu(I1)-NC kompleksa na negativnijem potencijalu od pika kompleksa Cu(ll)-
CAT ukazuje da su Cu(ll)-NC stabilniji kompleksi jer zahtijevaju vecu energiju za
elektrokemijsku redukciju. Utvrdeno je da je stabilnost [Cu(NC);]? kompleksa slicna medu
testiranim NC spojevima i visa od stabilnosti Cu(l1)-CAT kompleksas redoslijedom stabilnosti
ovisno o ligandu: 4M5NC =~ 3M5NC =3M4NC = 4NC (E, u rasponu od -0,351 do -0,357 V) >
CAT (E; =-0,266 V). Veca stabilnost[Cu(NC),]? u usporedbis [Cu(CAT),]? se moze pripisati
jakom uéinku privlac¢enja elektrona nitro skupine $to povecava kiselost 1,2-dihidroksi skupina
slabljenjem O—H veza (Cornard i sur., 2005). Iako metilna skupina moze donirati elektrone i
povecati gustocu elektrona na benzenskom prstenu suprotstavljajuéi se ucinku privlacenja
elektrona nitro skupine, uo¢ene su zanemarive razlike u stabilnosti izmedu Cu(I1)-MNC i
Cu(I)-4NC kompleksa. To je vjerojatno posljedica dominantnog u¢inka nitro skupine na

privlacenje elektrona.

4.6.3. Mehanizam redoks procesa

Redoks mehanizam kompleksa [Cu(NC),]? nastalih u otopini 20 uM NC i 0,2 uM Cu,
pri pH 8,2, ispitan je SWV i CV metodama. Prac¢ena je ovisnost I, E, i Sirine pika na polovici
njegove visine (AEp) o frekvenciji (8 —~1000 Hz) i amplitudi (5 -200 mV) u SWV te o brzini
skeniranja (10 - 150 mV) u CV. Redukcijski pik 2 je za sve komplekse [Cu(NC),]% pokazao
linearni porast s povecanjem frekvencije: Cu(l1)-4NC je imao nagib 11,6 nA's, Cu(I1)-3M4NC
6,6 nA's, Cu(l)-3M5NC 5,9 nAs, a Cu(Il)-4M5NC od 16,7 nA's. Ovi rezultati sugeriraju da
je redukcija slijedila nakon procesa adsorpcije (Mirceski i sur., 2007; Mirceski i Lovrié, 1999).
Akumulacija koja prethodi redukciji ima klju¢nu ulogu [Cu(NC),]% u adsorpciji kompleksa na
povrsinu SMDE, a odvija se procesom konvekcije koji je potpomognut mijeSanjem otopine.
Vrs$na struja pika 2 je iznosila nekoliko nA prit,= 1 s, ali je s duljom akumulacijom postupno
rasla te je prit, = 300 s dostigla vrijednost do pA. Znacajno prosirenje pika za sve [Cu(NC),J*
komplekse, od AEy, = ~43 mV prit, = 1 s do ~100 mV pri t, = 300 s), zajedno s malim
pomakom potencijala pika (4 — 12 mV) prema manje negativnim vrijednostima ukazuje da se
duljom akumulacijom akumulira vise elektroaktivnih [Cu(NC),]> kompleksa na elektrodi. U

frekvencijskom rasponu od 8 — 1000 Hz pik 2 svih [Cu(NC),]% kompleksa se pomaknuo za 53
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mV prema negativnijim potencijalima, odrazavaju¢i kompeticiju/neuskladenost izmedu brzine
prijenosa elektrona i brzine skeniranja u SWV (koja je proporcionalnafrekvenciji). Ovisnost
Ep, 1 log f je pokazala linearni odnos s nagibima od -27,1 mV/dekadska jedinica (d.u.) za
[Cu(4NC),]%, -23,2 mV/d.u. za [Cu(3M4NC),]?%, -23,5 mV/d.u. za [Cu(3M5NC);,]%, i -29,3
mV/d.u. za [Cu(4M5NC),]%, sto ukazuje da elektrokemijska redukcija nije potpuno
reverzibilna, vjerojatno zbog slabe adsorpcije produkta (Mirceski i sur., 2007). ACV metoda
izvan faze je potvrdila danijedna organska vrsta nije adsorbirana na elektrodi pri potencijalima
koji su negativniji od pika 2 jer pri tim potencijalima izostaje smanjenje kapacitivne struje u
odnosu na struju osnovnog elektrolita (Slika 43.). Pik koji se uo¢ava na potencijalu -0,4 V

posljedica je desorpcije kompleksa prilikom njegove redukcije.

3,0
— elektrolit + 20 uM Cu
— 0,64 uM 4NC

2,51 — 4,96 uM 4NC
—— 49,72 uM 4NC

-1 (MA)

015 T T T T T T T T T T T T T
0,0 -0,2 -0,4 -0,6 -0,8 -1,0 -1,2 -14

E (V)

Slika 43. AC voltamogrami za 20 uM Cu(l1) 10,64, 4,961 49,72 uM 4NC u 0,1 M KNOj3, 0,05
M pufer HEPES, pH 8,2. Uvjeti mjerenja: E, 0,0 V, t, 60 s, faznikut ¢ 90°,f 77,35 Hz, a 25
mV i E; 10,05 mV.

U ovisnostil,/f vs.log f jedobiven kvazireverzibilnimaksimum (Mir¢eskiisur.,2007.)
pri 400 Hz za [Cu(4NC),]%, 100 Hz za [ Cu(3M4NC),]?%, 200 Hz za [Cu(3M5NC),]% 1600 Hz
za [Cu(4M5NC);]%. Pojava kvazireverzibilnog maksimuma ukazuje nato da je strujni odziv
maksimalan kada frekvencija primijenjenog pravokutnovalnogsignala odgovara brzinireakcije

prijenosa naboja. To omogucuje da se adsorbirani kompleks podvrgne ponovljenom i
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uc¢inkovitom koriStenju, §to rezultira poja¢anim odgovorom 0dnosno izrazenim maksimumom
u SWV (Mirceski i sur., 2007; Mirceski i Lovri¢, 1999). Nadalje, visa forward nego backward
SW strujna komponenta pika 2 sugerira kvazireverzibilni proces redukcije za sve komplekse
(Slika 44.A) (Mir¢eski i sur., 2007).

038 -0.10
A -1 [CufdNC), ] 3 B — 10 mVis , [CulamsNC)

T T T T T T T T T T T T
01 00 -01 02 03 -04 05 -08 07 08 -08 -0,1 032 03 04 05 08
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C & [CuldNC)>
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= [Cu(3M5NC),J*
[

Cu(4M5NC),]*
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Slika 44. A) SW voltamogram (n; punacrnalinija) zajedno s forward (f; crvenaiscrtkana linija)
i backward (b: plavaiscrtkana crta) komponentama struje za 20 UM 4NC i 0,08 uM Cu (I1), pH
8,2. Uvjeti mjerenja u SWV su bili: E; 0,0 V, t,60 s, f 50 Hz, Es 25 mV, Es4 mV. B) Ciklicki
voltamogram kompleksa [Cu(4M5NC),]% (20 puM 4M5NC, 0,2 uM Cu(ll)) pri razli¢itim
brzinama skeniranja. C) Linearna ovisnost visine katodnog pika o brzini promjene potencijala
uCV.

Na struju pika 2 je takoder znacajno utjecala amplituda SWV. Ona se povecanjem
amplitude povecala, dosegnuvsi konstantnu vrijednost pri Egy, > 25 mV. Pik 2 se pomaknuo
linearno prema manje negativnim potencijalimaza 181 - 185 mV, s nagibom od 0,9 za sve
komplekse. AE,;, pika 2 je pokazao slican trend kao i vr$na struja, dodatno podupiruci

karakteristike katodne reakcije redukcije nakon adsorpcije reaktanta (Mirceski i Lovri¢, 1999.).
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Mjerenjima u CV je takoder potvrden kvazireverzibilni mehanizam redukcije
[Cu(NC),]> kompleksa (Scholz, 2002). Omjer katodne i anodne vrine struje, lpd/lpa za
reverzibilni voltametrijski odziv idealnoiznosi 1,0. Medutim, dobivene vrijendosti za I, /1pa U
rasponuod 2,1 za[Cu(3M5NC);]%do 2,9 za[Cu(3M4NC);]? ukazuju na odredena ogranicenja
u reverznoj anodnoj reakciji. Ovo odstupanje obi¢no rezultira promjenama u obliku pika kao
funkciji brzine skeniranja. Za sve komplekse smo uocili $ire anodne pikove u usporedbi s
katodnim (Slika 44.B). Navedeni anodni pikovi su za [Cu(4NC);]%, [Cu(3M4NC),]?%,
[Cu(8M5NC),]% i [Cu(4M5NC),]?* bili Siri za 40 mV, 36 mV, 38 mV, odnosno 28 mV. Za
reverzibilni proces bi potencijal od redukcijskog pika do oksidacijskog pika (AE,) idealno
trebalo iznositi blizu teoretski o¢ekivane vrijednosti od 57/n mV, pri ¢emu je n broj elektrona.
Medutim, za komplekse [Cu(NC)]> su dobivene AE;, vrijednosti u rasponu od 20 do 24 mV,
Sto za dvoelektronsku redukciju [Cu(NC),]* kompleksa ukazuje na odstupanje od teoretske
vrijednosti 28,5 mV. Uz navedeno, katodna struja pika 2 se linearno povecavala s brzinom
promjene potencijalau CV za sve [Cu(NC);]> komplekse (Slika 44.C), s nagibima od 355 nA
s/V za [Cu(4NC),]?-, 165 nA s/V za [Cu(3M4NC),]%, 417 nAs/V za [Cu(3M5NC)]?%, i 398
nA s/V za [Cu(4M5NC),]% §to potvrduje redukciju kompleksa nakon adsorpcije na povrsini
elektrode (Komorsky-Lovri¢, 2000; Scholz, 2002).

4.6.4. Ucinak promjene pH

Disocijacija hidroksilnih skupina u NC ligandima i specijacija Cu(ll) u vodenim
sustavima ovise o promjenama pH vrijednosti. Cak i male varijacije pH vrijednosti mogu
znacajno utjecati na aktivnost vodikovih iona, §to zauzvrat odreduje sposobnost organskih
molekula za interakciju s Cu(ll) kroz izmjenu vodikovih iona na veznim mjestima liganda.
Obzirom na navedeno, vazno je poznavati pH atmosferskih lebde¢ih ¢estica. Ovisno o smjesi
atmosferski relevantnih anorganskih i organskih kiselinsko-baznih ravnoteza (HNO3/NOg-,
HC,04/C,042-, CH3COOH/CH3;COO- i HCO3/CO3?%) i anorgansko-organskih sustava (poput
sulfat-oksalata) pH lebdecih Cestica pokriva §irok raspon od -2 do 12 (Craig i sur., 2017). U
provedenim eksperimentima proucavana je stabilnost Cu(l1)-NC kompleksa u rasponu pH od

8,2 do 3,0 pracenjem karakteristika pika 2.
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Slika 45. Promjena A) potencijala (E,) i B) struje (I,) pika 2 u ovisnosti o snizavanju pH
dodatkom HNO3 u otopinu koja sadrzi 20 uM NC i 0,2 uM Cu(II). Ostali SWV uvjeti bili su
isti kao na Slici 41.

U ovisnosti Ep, I, i AEy, 0 pH za sve Cu-NC komplekse su uocena dvarazli¢ita podrucja
(Slika 45.). U oba podrucja je primijecen linearni odnos izmedu E, i pH, s pomakom pika 2
prema manje negativnim potencijalima prinizim pH vrijednostima. Pomaci pika 2 su iznosili
413 mV za [Cu(4NC);]%, 181 mV za [Cu(3M4NC);,]%, 318 mV za [Cu(3M5NC),]% i 247 mV
za [Cu(4M5NC),]%. Najvecu stabilnost je pokazao pik [Cu(4NC)J? i to u Sirokom pH rasponu
od pH 8,2 do 4,5, sa malom promjenom vrsne struje pika. Medutim, to je bilo popraceno
povecanjem od 38 % u povrsini i Sirini pika, $to ukazuje na povecanje ukupnog naboja
povezanog s redukcijskim procesomi brojem kompleksa koji su bili reducirani. Pri nizim pH
vrijednostima, od 4,3 do 3,7, struja pika 2 se naglo i linearno smanjila, dok se pik suzio (manji
AEp2), Sto ukazuje na znacajno smanjenje koncentracije kompleksa. Pri pH vrijednosti ispod

3,4 pik vise nije bio detektiran. Vr$ne struje pika 2 su se za komplekse [Cu(3M4NC),]?,
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[Cu(8M5NC),]% i [Cu(4M5NC),]# neznatno mijenjale do pH vrijednosti 7,7, 6,8, odnosno 7,0,
Sto ukazuje na njihovu stabilnost u navedenom pH podrucju. Medutim, pri nizim pH
vrijednostima doslo je do smanjenja vrsne struje, te je u konacnici pik nestao pri pH
vrijednostima 5,1, 4,3, odnosno 4,8 (Slika 45.). Ukratko, otpornost ovih kompleksa na
disocijaciju pri kiselijim pH vrijednostima smanjivala se u nizu: [Cu(4NC),]> >
[Cu(BM5NC),]% > [Cu(4M5NC);]% > [ Cu(3M4NC),]%.

Raznim spektrofotometrijskim, kolorimetrijskim i potenciometrijskim eksperimentima
identificirani su kompleksi Cu(ll) di-kateholata (1:2) pri vi§im pH vrijednostima i kompleksi
Cu(Il) mono-kateholata (1:1) pri nizim vrijednostima pH (Jameson i Wilson, 1972a; Sever i
Wilker, 2004; Tyson i Martell, 1968) ¢ime je potvrdeno da disocijacija NC odreduje njihovu
sposobnoststvaranja kompleksa s Cu(Il). Uoenepromjene u karakteristikama pika 2 za Cu(ll)-
NC komplekse u slabo alkalnim do vrlo kiselim otopinama pokazuju da su di-nitrokateholatni
kompleksi destabilizirani zbog prijelaza iz deprotoniranih NC u mono- i di-protonirane 1,2-
dihidroksi spojeve. Prema tome, dva opazena razli¢ita podrucja u ovisnostima Ep, I, i AEy, 0
pH odrazavaju destabilizaciju [Cu(NC),]% kompleksa induciranu protonima, nakon koje slijedi
ravnoteza s [Cu(NC)]. Prinizim pH vrijednostima, [Cu(NC)] se takoder destabilizira, postizu¢i
ravnotezu sa slobodnim Cu(II) ionima koji prevladavaju pri vrlo niskim pH vrijednostima pri
kojima pik 2 viSe ne postoji. Rapodjela kemijskih vrsti Cu(ll) u ovisnosti o pH vrijednosti u
otopini 0,2 uM Cu(Il) i 20 uM 4NC je izracunata pomocu programaHySS. U ispitivanom pH
podru¢ju 3,0 — 9,0 u programu je potvrdena prisutnost tri Cu(Il) vrste (Slika 46.).

101



100

Cu(4NC), 1>

[Cu(4NC)] i
s
f’ \\

80 \

60

udio kemijske vrste Cu(ll) (%)

20

Slika 46. Rapodjele kemijskih vrsti Cu(ll) u vodenojotopini 0,2 uM Cu(ll) i 20 uM 4NC u
HySS programu. Za potrebe izracuna su konstante stabilnosti za [Cu(4NC)] i [Cu(4NC),]?

komplekse log 1 = 11,7, odnosno log /% = 21,1 preuzete iz Gavazov (2012).

Buduc¢i da je stvaranje i destabilizacija Cu(ll)-NC kompleksa pri razli¢itim pH
vrijednostima klju¢no pri promjenjivim uvjetima atmosferske vodene faze, istrazen je i u¢inak
porasta pH od ~3,4 do ~8,2 postupnim dodavanjem otopine KOH u otopinu Cu(ll)-NC.
Povecanje struje pika 2 i njegov pomak prema negativnijim potencijalima ukazuje na uzastopni
pomak ravnoteze sa slobodnih Cu(Il) iona na Cu(Il)/[Cu(NC)], a =zatim na
[Cu(NC)J/[Cu(NC)2]% i [Cu(NC),]* ¢ime su potvrdeni voltametrijski rezultati (objasnjeni
iznad).

4.7. Ispitivanje kroni¢ne toksi¢nosti smjesa Cu(l1)/NC

Provedenim AlgaeTox biotestovima na zelenoj mikroalgi Scenedesmus subspicatus
pokazano je da 4NC, 3M4NC, 3M5NC i 4M5NC pokazuju vrlo sli¢nu kroni¢nu toksi¢nost S
dobivenim ICsq vrijednostimaod 4,2, 6,3, 4,0, 0dnosno 4,2 uM (poglavlje 4.3.4.). Obzirom na
to da se 4M5NC cesto pojavljuje kao dominantan MNC, uz 4NC, u lebde¢im ¢esticama u
urbanimi ruralnim podrucjima kroz razli¢ita godisnja doba (Frkaisur., 2022; Kitanovskiisur.,
2021), odabran je kao predstavnik MNC izomera u ovom eksperimentu. Kroni¢na toksi¢nost

binarnih sustava Cu(l1)-4NC i Cu(ll)-4M5NC usporedena je s pojedinaénom kroni¢nom
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toksi¢nos¢u 4NC, 4M5NC i Cu(Il) na Scenedesmus subspicatus. Koncentracija-odgovor
krivulja pozitivne kontrole K,Cr,0; prikazana je na Slici 47.
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e
ce

ICso= 0.0039 mM

viability (%)
D
<

O.OIOl 0.I01
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Slika 47. In vivo odredivanje kroni¢nih toksi¢nih uc¢inaka AlgaeTox biotestom nakon 96 h

izlaganja mikroalgi Scenedesmus subspicatus pozitivnoj kontroli K;Cr,O7. Svaka tocka

predstavlja prosje¢nu vrijednost triplikata + SE.

Ispitani su toksi¢ni u¢inci binarnih smjesa koje sadrze raspon koncentracija 4NC (1 —
10 uM, Slika 48.A) ili4M5NC (1 -9 uM, Slika 49.A) u kombinaciji s 0,59, 2,515 uM Cu(ll).
Ove koncentracije Cu(Il) su u testovima toksi¢nosti provedenim sa samim Cu(Il) u rasponu
koncentracija 0,59 — 120 uM pokazale priblizno 100 %, ~50 %, odnosno 20 % prezivljavanje
mikroalgi (Slika 48.B). Pri netoksi¢noj koncentracijiod 1 uM 4NC, prezivljavanje mikroalgi
se smanjivalo s povecanjem koncentracije Cu(Il) i iznosilo je: 79 % pri 0,59 uM Cu(ll), 36 %
pri 2,5 M Cu(ll) i samo 1 % pri 5 uM Cu(Il), $to ukazuje da je Cu( II) bio primarni toksi¢ni
agens (Slika 48.A). Takoder, u prisutnosti netoksi¢ne koncentracije 1 uM 4M5NC i 0,59 pM
Cu(Il), prezivljavanje mikroalgi je palo na 50 %, dok nijedna ziva mikroalga nije identificirana
pri 2,51 5 uM Cu(ll) (Slika 49.A). Pri dodatcima Cu(II) u viSe koncentracije NC znacajno se
povecalo prezivljavanje mikroalgi. Tako je pri 1,5 uM 4NC ili 3 uM 4M5NC uz dodatak 0,59
uM Cu(Il), prezivljavanje bilo 100 %. Prezivljavanje je bilo 100 % pri 2,5 uM Cu(ll) s 3 uM
ANC ili 4AM5NC, dok je za 5 uM Cu(ll) bilo potrebno 5 uM 4NC ili 6 uM 4M5NC (Slike 48.A
i149.A). Opcenito su dobivene vise ICsq vrijednosti za smjese nego za pojedinacne analite. Tako
je za smjesu 2,5 UM Cu(ll) s rasponom koncentracija 4NC (1 — 10 uM) dobivena ICsy = 5,7
UM dok je za sam 4NC iznosila ICso = 4,2 uM. Za smjesu 0,59 uM Cu(ll) sa rasponom
koncentracija4M5NC (1 — 9 puM) je dobivena ICso = 6,3 UM dok je za sam 4M5NC iznosila

ICs0 = 4,2 uM. Ovi rezultati sugeriraju da su klju¢ni ¢imbenici koji utje¢u na toksi¢nost smjesa
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omjer koncentracija reaktanata i njihove medusobne interakcije stvaranja kompleksa. Pri
visokim koncentracijama, sami NC su znacajno pridonijeli toksi¢nosti smjesa.
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Slika 48. In vivo odredivanje kroni¢nih toksi¢nih u¢inaka AlgaeTox biotestom nakon 96 h
izlaganja Scenedesmus subspicatus smjesi: A) raspona koncentracija 4NC (1 — 10 uM) i 0,59
uM Cu(Il) (narancasti kvadrati), 2,5 uM Cu(Il) (plavi trokuti) i 5 pM Cu(ll) (tamnozeleni
dijamanti) i B) raspona koncentracija Cu(ll) (0,59, 1, 3, 6, 30, 120 uM) i1 uM 4NC (crveni
kvadrati), 4 UM 4NC (plavi trokuti) i 10 uM 4NC (zeleni dijamanti). Svaka to¢ka predstavlja

prosje¢nu vrijednost triplikata + SE.
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Slika 49. In vivo odredivanje kroni¢nih toksi¢nih u¢inaka AlgaeTox biotestom nakon 96 h
izlaganja Scenedesmus subspicatus smjesi: A) raspona koncentracija 4M5NC (1 — 9 uM) i 0,59
uM Cu(Il) (naranéasti kvadrati), 2,5 uM Cu(Il) (plavi trokuti) i 5 uM Cu(ll) (tamnozeleni
dijamanti) i B) raspona koncentracija Cu(ll) (0,59, 1, 3,6, 30,120 uM) i1 pM 4M5NC (crveni
kvadrati), 4 pM 4M5NC (plavi trokuti) i 9 pM 4M5NC (zeleni dijamanti). Svaka tocka

predstavlja prosje¢nu vrijednost triplikata + SE.
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Binarna toksi¢nost Cu(II)-NC sustava je ispitana i pra¢enjem prezivljavanja mikroalgi
izlozenih smjesi 1,4 1 10 uM 4NC ili 9 uM 4MS5NC (Sto predstavlja 100 %, ~ 40-50 % i 0 %
prezivljavanja mikroalgi za pojedinacni NC, redom kako su navedeni) u kombinaciji s
rasponom koncentracije 0,59 — 120 uM Cu(ll) (Slike 48.B i 49.B). Uoceno je znacajno
povecanje ICsp smjesa u usporedbi sa samim Cu(ll) (ICso = 2,0 uM). Konkretno, za tri
prethodno navedene koncentracije 4NC (1, 4 1 10 uM) u smjesi s Cu(ll), ICsp vrijednosti su bile
51,59,i 25,2 uM, dok su za 4M5NC (1, 4 i 9 uM) u kombinaciji s Cu(ll), ICs vrijednosti
iznosile 6,4,4,8 1 10,6 uM Sto ukazuje da binarne smjese imaju manju toksi¢nost od samog
Cu(Il). U skladu s tim, toksi¢ne koncentracije od 10 uM 4NC i 9 uM 4MSNC (prema
pojedina¢nim koncentracija-odgovor krivuljama) postale su netoksi¢ne u kombinaciji sa 6 uM
Cu(ll) (Slika 48.B) odnosno 3 uM Cu(l1) (Slika 49.B). Dobiveni rezultati naglasavaju vaznost
interakcija ovisnih o koncentraciji na toksi¢cnost NC u prirodnim vodama. U provedenim
eksperimentima je toksi¢nost smjesa bila odredena djelovanjem NC pri niskim, netoksi¢nim
koncentracijama Cu(Il) (<1 uM), dok je Cu(Il) dominantno utjecao na toksi¢nost pri visokim,
toksi¢nim koncentracijama (> 10 uM). Medutim, za koncentracije Cu(Il) izmedu prethodno

navedenih, interakcije izmedu NC i Cu(Il) su bile klju¢ne za netoksi¢nost/toksi¢nost smjesa.

4.7.1. Voltametrijska karakterizacija Cu(ll)/NC smjesa podvrgnutih testovima kroni¢ne

toksi¢nosti

U biotestovima u kojima su mikroalge bile izlozene 5 uM Cu(II)i rasponu koncentracija
ANC (1 — 10 pM; Slika 50.A), mikroalge nisu prezivjele pri 1 i 1,5 uM 4NC. Medutim, rast
mikroalgi je stimuliran pri 3 —5 pM 4NC, sto je rezultiralo njihovim prezivljavanjem od 40 —
100 %. Pri visim koncentracijama 4NC, 8 — 10 uM, njihov rast je bio inhibiran, s
prezivljavanjem od 57 %. Kako bi se potvrdio utjecaj interakcija Cu(ll) i NC na opazene
toksi¢ne i netoksi¢ne ucinke, provedena su elektrokemijska mjerenja SWV metodom u mediju
u kojem su provedeni i AlgaeTox biotestovi pri pH =8,1. Takoder, analizirali smo i dijagrame
raspodjele kemijskih vrsti Cu(ll) uzimajuc¢iu obzir sve glavne sastojke otopine kao moguce
Cu(ll) ligande (4NC, OH-, CI-, HCO3, CO3%, EDTA; ISO 8692:2004).
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Slika 50. A) Koncentracija-odgovor krivulja 4NC (1 — 10 puM) uz dodatak 5 pM Cu(ll)
dobivena AlgaeTox testom sa mikroalgom Scenedesmus subspicatus i B) odgovaraju¢i SW
voltamogrami (pH = 8,1); C) Koncentracija-odgovor krivulja Cu(ll) (0,59 — 120 uM) uz
dodatak 4 uM4NC dobivena AlgaeTox testomiD) odgovaraju¢i SW voltamogrami (pH =8,1).
Svaka tocka na krivuljama predstavlja srednju vrijednost triplikata = SE. Uvjeti mjerenja u

SWYV bili su kao §to je napisano na Slici 41.

Na voltamogramu za 5 pM Cu(ll) dobiven je pik naE, =-0,1 V koji odgovara redukciji
slobodnog/labilnog Cu(ll) (Slike 50.B i 41.C). Kako se koncentracija 4NC povecavala, novi
pik (pik 2) se pojavio i povecavao, potvrdujudi stvaranje kompleksa [Cu(4NC),]%, §to je u
skladu s dijagramima raspodjele na Slici 51.(A-C) koji pokazuju dominaciju kompleksa
[Cu(4NC)]i [Cu(4NC),]? povecanjem koncentracije 4NC pripH 8.1. Pri 5 uM Cu(Il)i 1 uM
4ANC, Cu(ll) je prisutan u obliku slobodnih iona ili labilnih hidroksidnih vrsta (Slika 51.A), sto
je rezultiralo toksi¢nim uéinkom na stanice mikroalgi (0 % prezivljavanje, Slika 50.A).

Povecanjem koncentracije 4NC udio slobodnih Cu(Il) iona i hidroksidnih vrsti se smanjivao
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uslijed kompleksiranja Cu(ll) s 4NC (Slika 52.B i C). Ispitivanje slobodnog
(nekompleksiranog) 4NC (Slika 51.(D-F)) je pokazalo pomak od zanemarive koli¢ine prisutne
pri koncentraciji od 1 uM 4NC (Slika 51.D) do gotovo 50 % ukupnog 4NC pri 10 uM (Slika
51.F). Slobodni 4NC je vjerojatno uzrokovao smanjeno prezivljavanje mikroalgi pri 10 uM
4ANC (Slika 50.A). Kod 10 uM 4NC, voltamogrami su takoder pokazali dodatni pik (pik 1) koji
se pripisuje redukciji Hg(l1)-4NC kompleksa (Slika 41.A) ¢ime je potvrdena prisutnost
slobodnog 4NC u otopini koji je kompleksirao s Hg(II) na povrsini elektrode. Treci pik (pik 3,
redukcija nitro skupine; Slika 41.C) je detektiran pri koncentracijama >3 uM 4NC.
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Slika 51. Distribucija kemijskih vrsta Cu(ll) (A, B, C) i 4NC (D, E, F) u ovisnosti o pH u otopini s glavnim relevantnim komponentama kao u
mediju za AlgaeTox biotest (5 uM Cu(ll); 0,237 uM Fe3*; 0,269 uM EDTA,; 0,595 mM HCO3-; 0,472 mM CI") pri razli¢itim koncentracijama
ANC:1uM (A,D); 5uM (B, E) i 10 uM (C, F). Konstante stabilnosti kompleksa [Cu(4NC)] i [Cu(4NC)]? (log # = 11,7 odnosno log % =21,1)
I Fe-ANC preuzete su iz (Gavazov, 2012), konstante stabilnosti razli¢itih vrsta Cu(I)-hidroksida, -klorida i -EDTA preuzete su iz (Smith i Martell,

1976), a Cu(ll)-HCO3 i Cu(l1)-CO3 vrsta iz (Fouillac i Criaud, 1984).
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Usporedno radeni testovi toksi¢nosti i dobiveni SWV pikovi (1, 2 i 3) za smjese Cu(ll)

1 4M5NC (Slika 52.(A, B)) su pokazali vrlo slicne rezultate To je sugeriralo da sli¢ni mehanizmi

kompleksiranja i interakcije upravljaju toksi¢no$¢u u oba sustava.
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Slika 52. A) Koncentracija-odgovor krivulja 4M5NC (1 — 9 uM) uz dodatak 5 uM Cu(ll)
dobivena AlgaeTox testom sa mikroalgom Scenedesmus subspicatus i B) odgovaraju¢i SW

voltamogrami (pH = 8,1); C) Koncentracija-odgovor krivulja Cu(ll) (0,59 — 120 uM) uz

dodatak 4 UM 4M5NC dobivena AlgacTox testom i D) odgovarajuc¢i SW voltamogrami (pH =

8,1). Svaka toc¢ka na krivuljama predstavlja srednju vrijednost triplikata + SE. Uvjeti mjerenja

u SWV bili su kao $to je napisano na Slici 41.
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Ispitivanja kroni¢ne toksi¢nosti u rasponu koncentracija Cu(Il), pri toksi¢noj
koncentraciji od 4 uM 4NC ili 4AM5NC su pokazala 100 % prezivljavanje mikroalgi pri
koncentraciji od 3 uM Cu(ll). Medutim, pri ve¢im koncentracijama Cu(II) je rast mikroalgi bio
inhibiran te je pri 30 ili 120 uM Cu(Il) prezivljavanje bilo 0 % (Slike 50.C i 52.C). SW
voltamogrami smjesa koje sadrze 4 uM 4NC ili 4M5NC 10,59 — 6 uM Cu(ll) pokazuju pojavu
pika 2 na E, ~0,4 V, §to ukazuje na formiranje [Cu(NC),]? kompleksa (Slike 50.D i 52.D).
Medutim, pri 30 ili 120 pM Cu(ll), pik 2 je nestao i pojavio se novi pik (pik 4) naE, ~0,3V
(Slike 50.D i52.D) koji odgovara redukciji polinuklearnih hidroksidnih vrsta Cu(ll) koje imaju
vece konstante stabilnosti te time negativniji redukcijski potencijal od jednostavnih
mononuklearnih vrsti Cu(ll) (Ambrosii sur., 2008), ali jo§ uvijek pozitivniji od redukcijskog
potencijala kompleksa [Cu(4NC),]%. Dijagrami raspodjele kemijskih vrsta (Slika 53.(A-F))
podupiru voltametrijskeiekotoksikoloskerezultate, tj. s 1 uM Cu(Il) u testiranoj otopini (4 uM
ANCipHS8,1)je prezivljavanje mikroalgibilo manje (oko 80 %, Slike 50.Ci53.D) u usporedbi
s otopinom s 3 pM Cu(Il) u kojoj je prezivljavanje bilo 100 % (Slika 50.C) buducida je sav
Cu(ll) bio vezans 4NC (Slika 53.B) i nije bilo nekompleksiranog 4NC (Slika 53.E) koji bi
mogao djelovati toksi¢no na mikroalge. Pri visokim koncentracijama Cu(Il) (30 i 120 uM) u
otopini prevladavaju labilne polinuklearne hidroksidne vrste Cu(ll) (Slika 53.C) (Jameson i
Wilson, 1972b; Paulson i Kester, 1980), §to je smanjilo prezivljavanje mikroalgi na manje od
5 % (Slika 50.C). Za usporedno provedena ispitivanja smjesa Cu(ll) i 4M5NC ponovno je
primijecen slican obrazac toksi¢nosti i podudarnih SWV pikova (Slika 52.(C, D)).
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Slika 53. Distribucija kemijskih vrsta Cu(ll) (A, B, C) i 4NC (D, E, F) u ovisnosti o pH u otopini s glavnim relevantnim komponentama kao u
mediju za AlgaeTox biotest (4 UM 4NC; 0.269 uM EDTA,; 0,595 mM HCOg3-; 0,468 mM CI- (A, D), 0,470 uM CI- (B, E), 0,587 uM CI- (C, F)) pri
razli¢itim koncentracijama Cu(ll): 1 uM (A, D); 3 uM (B, E), and 120 uM (C, F). Konstante stabilnosti kompleksa [Cu(4NC)] i [Cu(4NC);]* (log
S = 11,7 odnosno log % = 21,1) i Fe-4NC preuzete su iz (Gavazov, 2012), konstante stabilnosti razli¢itih vrsta Cu(II)-hidroksida, -klorida i -
EDTA preuzete su iz (Smith i Martell, 1976), a Cu(I1)-HCO3 i Cu(I1)-CO3 vrsta iz (Fouillac i Criaud, 1984)
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5. RASPRAVA

5.1. NMAU doprinos ekotoksi¢nosti atmosferskih lebdeéih Cestica

Postoji jasna povezanost izmedu kemijskog sastava lebde¢ih Cestica i njihove
ekotoksi¢nosti, osobito za najmanje velic¢inske frakcije (Pintéri sur., 2017). Jedna od metoda
fizikalno-kemijske karakterizacije toksi¢ne organske tvari je usporedba razli¢itih ekstrakata
jednakih dijelovafiltera (Roper i sur., 2019). Tako su uzorci ¢estica SBB ekstrahirani otapalima
s razli¢itim Rohrschneiderovim parametrom polariteta, P: Milli-Q voda (P =10,2), MeOH (P =
5,1),DCM (P =3,1)i Hex (P =0,1) (Snyder, 1974). Prvo je proveden test interakcije ekstrakata
s fazom O stani¢nogdetoksikacijskogmehanizma jer je ovaj korak kritican za unos ksenobiotika
i njegovu daljnju biotransformaciju. Svi ekstrakti sBB sudjelovali su u interakciji s
membranskim prijenosnicima Octl i Oatpldl ribe zebrice. Ekstrakti sSBByyo i SBBwmeon
pokazalisu jacu interakciju nego ekstrakti SBBpex | SBBpcwm (Slika 3.), Sto ukazuje na prisutnost
vece koncentracije specifi¢nih organskih molekulakoje sadrzavaju polarne skupine. NMAU su
molekule lako topljive u vodi, a identificirani su i kvantificirani u razli¢itim atmosferskim
lebdec¢im Cesticama (Frka i sur., 2022; Kitanovski i sur., 2020). Kvantifikacija odabranih 12
NMAU u vodenom i organskim ekstraktima sBB pokazala je najvecu koli¢inu u vodenom i
MeOH ekstraktima (Slika 9.). Ekstrakti SBB i AA (Slika 3.), smjese £;,0NMAU i ZsNMAU i
svaki ispitani modelni NMAU (osim 4NG) (Slika 15.) su imali ja¢u interakciju s anionskim
nego s kationskim prijenosnicima. Uoc¢ena sli¢nost u toksiénom djelovanju ekstrakata PM i
modelnih NMAU sugerira da NMAU doprinose interakciji ekstrakata sBB i AAuo S
membranskim prijenosnicima, iako u njima ¢ine relativno mali maseni udio: 0,073 % u sBByo
i 0,24 % u AAio (Slika 9.).

Nakon toga su provedena in vitro i in vivo ispitivanja kako bi se procijenili i usporedili
akutnii kroni¢ni u¢inci sBB, AA i modelnih NMAU. Svi sBB ekstrakti negativno su utjecali
na prezivljavanje PLHC-1 ribljih stanica (Slike 6. i 8.), ali s relativno visokim ICs
vrijednostima u rasponu od 95,9 mg/L (sBBweon) do 148,0 mg/L (SBBpex). Od pojedinacnih
NMAU, samo su 4NS, 4NC i MNC pokazali akutnu citotoksi¢nost s ICsp vrijednostima u
rasponu od 2,0 mg/L za 4NS do 4,1 mg/L za 3M5NC (Slike 20. i 22.). Vrijednosti ICsy za
smjese Z10NMAU i ZsNMAU bile su vrlo sliéne za obje, akutnu (5,3 odnosno 4,7 mg/L, Slike
21.122.)ikroni¢nu toksi¢nost (5,7 odnosno 6,6 mg/L, Slike 25.126.). Prema tim rezultatima,

pet NMAU daju glavni doprinos akutnim i kroni¢nim toksi¢nim ué¢incima SBBy,o (Slike 22. i
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26.), bududi da je upravo njihova koncentracija u SBB,o bila najvisa (Slika 9.). Buduéi da je
koncentracija pet NMAU bila niza u drugim ekstraktima (Slika 9.), oni su vjerojatno manje
pridonijeli akutnoj toksi¢nosti ovih ekstrakata na ribljim stanicama, a gotovo su zanemarivo

utjecali na mikroalge.

Zarazliku od ribljih stanica, SBBmeon, SBBrex, SBBpoem | AAH20 SU pokazali djelomicnu
ili vrlo znacajnu korist za prezivljavanje mikroalgi u testiranim rasponima koncentracija (Slike
7.1 8.). Ekstrakti sSBBmeon 1 SBBpcm Su bili Stetni za mikroalge samo u koncentracijama iznad
800 mg/L, odnosno 220 mg/L, dok su nize koncentracije stimulirale rast mikroalgi. Mikroalge
inkubirane sa sBB ekstraktima najvjerojatnije su bile izloZene istodobnom djelovanju razli¢ith
spojeva, kako Stetnih tako i hranjivih, ekstrahiranih u razli¢itim omjerima. Posljedi¢no, polami
spojevi ekstrahirani u MeOH, ali i nepolarni u Hex, mogli su pridonijeti pozitivnom odgovoru
mikroalgi koji se ocitovao u njihovom prezivljavanju, odnosno porastu s rastu¢om
koncentracijom ekstrakata. AAn,o takoder nije inducirao citotoksi¢ni uc¢inak, no vjerojatnije je
da bi imao toksi¢ni u¢inak na riblje stanice pri koncentracijama cestica vi§im od ovdje
primijenjenih (> 50 mg/L). Za detaljniju interpretaciju negativnih i pozitivnih ucinaka

ekstrakata PM potrebna je njihova detaljnija kemijska analiza.

5.1.1. Interakcija NMAU s transmembranskim proteinima

Ispitivanje interakcija pokazalo je da suoba membranska prijenosnika, Octl i Oatpldl,
polispecifi¢ni jer oba stupaju u interakciju sa Sirokim rasponom endogenih i ekoloski
relevantnih ksenobiotika (Mihaljevié¢ i sur., 2017; Popovi¢ i sur., 2014). Ipak, nasi su rezultati
pokazali znatno jacu interakciju ekstrakata PM i pojedinaénih NMAU s Oatpld1. Razlog tome
bi mogla biti struktura NMAU kao i drugih organskih molekula prisutnih u ekstraktima PM.
Naime, prema poznatim konstantama disocijacije za 2,4DNP (pK, = 4,1) (Robinson, 1967),
4ANC (pK; = 6,6) (Aydinisur., 1997) i 4NP (pK,;= 7,1) (Robinson i Biggs, 1955) (Tablica 2.),
NMAU su, pri koristenim eksperimentalnim uvjetima, negativno nabijene molekule i stoga
sklone interakciji s anionskim prijenosnicima poput Oatpld1. Razlog tome je njihova struktura
s jednom ili dvije nitro skupine vezane na benzenski prsten, koje imaju svojstvo jakog
privlacenja elektrona ¢ime dolazi do deaktivacije aromatskog prstena i uslijed toga do

povecanja njegove ionizacije i interakcijskog potencijala.
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Takoder, ispitan je odnos izmedu topoloske polarne povrsine (TPSA) i ICso modelnih
NMAU odredenih za interakciju s proteinskim prijenosnicima, Octl i Oatpldl. TPSA molekule
je zbroj povrsina svih polarnih atoma u molekuli, prvenstveno kisika i dusika, ali i njithovih
vezanih atoma vodika (Ertl i sur., 2000). Korelacije TPSA i ICsy (Octl) te TPSA i ICs
(Oatp1dl)bile su statistickiznac¢ajne (p <0,05). Koeficijentkorelacije (r) je pokazao vrlo dobru
pozitivnu korelaciju izmedu TPSA i ICsq (Octl, r = 0,737) i vrlo dobru negativnu korelaciju
izmedu TPSA 1 ICs (Oatpldl, r = -0,697). Suprotna korelacija mogla bi se povezati sa
strukturnim razlikama aktivnog podrucja u transporterima. Oatp1d1 ima samo jedno aktivno
vezno mjesto (Popovi¢ i sur., 2013) koje moze preferencijalno interagirati s polarnijim
molekulama zbog komplementarnih elektrostatskih interakcija ili interakcija s vodikom, dok
Octl ima slozenu regiju s viSe aktivnih mjesta (Mihaljevi¢isur.,2017) gdje bi molekule s vi§im
TPSA mogle sprijeciti optimalnu steri¢ku interakciju ili pristup $to bi moglo smanjiti
ucinkovitost interakcije. Ovi rezultati upucuju na to da na interakciju NMAU s membranskim
prijenosnicima utjecu polarnost molekule i struktura prijenosnika, te o njima ovise i
toksikoloski efekti.

5.1.2. Uloga ckstrakata lebdecih Cestica u fazi I stani¢nog detoksikacijskog mehanizma

U ovoj studiji ni sBB ekstrakti ni pojedinacni NMAU, kao ni njihove smjese nisu
inducirali fazu I stani¢ne detoksikacije (Slike 4.,16.,17.118.), dok je AAn0 bio tipiéni inducer
(Slika 5.). Posto se EROD test obi¢no koristi za procjenu izlozenosti PAH, PCDD i PCB
(Bosveld isur., 2002), usBB i AA je identificirano i kvantificirano 11 PAH: fluoranten (Flu),
piren (Pyr), benzo(a)antracen (BaA), krizen (Chry), benzo(b)fluoranten (BbF),
benzo(k)fluoranten  (BkF), benzo(j)fluoranten  (BjF), benzo(a)piren  (BaP),
dibenzo(a,h)antracen (DahA), benzo(ghi)perilen (BghiP) i indeno(1,2,3-cd)piren (IP)
identificiranih i kvantificiranih u PM (Prilog 2.). Ukupna masa PAH bila je 215,9 ugu sBB i
388,0 pgu AA, sto ¢ini 1,2 % mase sBB i 15,5 % mase AA. Visi sadrzaj PAH u AA vjerojatno
objasnjava indukciju enzima faze I u tom uzorku s vrijednosti ECso = 31,8 mg/L (Slika 5.).
Spojevi Pyr i Flu bili su najzastupljeniji u sBB, dok su u AA prevladavali BbF, IP, BaP, BghiP
i Chry. Ovih pet PAH znacajno pridonosi masi PMjo u tipi¢nim urbanim antropogenim
lebdecim Cesticama (Jakovljevi¢ i sur., 2020). Zbog razlicitih otapala koristenih u bioloskim
testovima u usporedbi sa standardnim postupkom ekstrakcije PAH gdje se koristi smjesa

otapala kako bi se osigurala visoka ucinkovitost ekstrakcije (Jakovljevi¢ 1 sur., 2020.),
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vjerojatno su manje koli¢ine PAH ekstrahirane iz sBB i AA uzoraka (Roper i sur., 2019.)
objasnjavajuci nedostatak u¢inka ekstrakata sBB irelativno slab u¢inak ekstrakta AA u EROD

biotestu.

5.1.3. Ekoloski ucinci izlozenosti NMAU

Osim izravnih kopnenih izvora (Heberer i sur., 1998; Ramos i sur., 2021; Wennrich i
sur., 1995), NMAU su kvantificirani u razli¢itim odjeljcima atmosfere kao komponente
primarno emitiranih i/ili sekundarno formiranih organskih ¢estica (Li i sur., 2020). Uglavnom
su u plinskoj fazi, oblacima, magli i kisnici detektirani NP i NC (Harrison i sur., 2005) kao iu
PM diljem Europe (Claeys isur., 2012; Frka i sur., 2022; linumai sur., 2010; Jakovljevi¢ i sur.,
2021; Kitanovski i sur., 2021), u Juznoj Americi (Claeys i sur., 2012.)i Aziji (Chow i sur.,
2015) u koncentracijama od 0,3 — 520,0 ng/m3. Nekoliko NMAU kao $to su 3-metil-4- i 3-
hidroksi-4-nitrobenzojeva  kiselina  (3M4NBA, 3H4NBA), 3-metoksi-4-nitrofenol
(3MeO4NP), 4-etil-5- i 3-etil-5-nitrokatehol (4Et5NC, 3Et5NC) i 3-metoksi-5-nitrokatehol
(3MeO5NC) nedavno su prviputidentificiraniuambijentalnim lebde¢im ¢esticama u Ljubljani
(Slovenija) (Frkai sur., 2022.). Kolicina NMAU u PM varira sezonski, s viSim koncentracijama
u jesen i zimu uslijed grijanja na drva (Frka i sur., 2022.) i industrijskih aktivnosti u urbanim
sredinama (Claeys i sur., 2012.). Dokazano je da 74 % ukupne kolicine NMAU detektiranih u
PMis.¢ pripada submikronskoj frakciji veli¢ine ¢estica < 1,01 um (Frka i sur., 2022), §to
predstavlja opasnost zbog moguceg prodiranja u plu¢ne alveole. Naju¢inkovitiji put uklanjanja
NMAU iz atmosfere je putem mokrog talozenja, do 76 pug NMAU/L po danu (Jakovljevic i
sur., 2021), ¢ime pridonose ukupnim NMAU u kopnenomi vodenom okoliSu. Razine 4NP u
tragovima (8 — 13 ng/L) otkrivene su u slatkoj vodi i snijegu na Antarktici (Vanni i sur., 2001),
sto ukazuje na njihovu veliku prostornu distribuciju zrakom. Osim u atmosferi, neki
nitroaromatski spojevi kao $to je 2,4DNP se mogu formirati in situ u morskoj vodi kao
sekundarne onecis¢ujuce tvari kroz transformaciju fenola posredovanu prirodnim

fotosenzibilizatorima (Calza i sur., 2008).

In vitro i in vivo ekotoksikoloskim analizama modelnih NMAU i njihovih relevantnih
vodenih smjesa (Z10NMAU i £sNMAU) dobivene su ICsq vrijednosti u mg/L. Konkretno, ICs
vrijednosti zainterakciju NMAU s transmembranskim proteinima bile su u rasponuod 2,6 mg/L
(5NSA, Oatpldl) do 108,1 mg/L (2,4DNP, Octl). Za akutnu toksi¢nost za riblje stanice,
vrijednosti ICsg bile su izmedu 2,0 mg/L (4NS) i 4,1 mg/L (3M5NC). Kroni¢na toksi¢nost za
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mikroalge pokazala je 1Cso 0d 0,66 do 1,1 mg/L (NC) i 13,4 do 54,1 mg/L (NP, NSA). Ove
vrijednosti su u skladu s toksi¢énim vrijednostima za neke NMAU odredene za druge vodene
organizme. Na primjer, ECs vrijednosti za toksi¢nost GUA, 6NG, 4NG i 4,6DNG na morske
luminiscentne bakterije Vibrio fisheribile suu rasponuod 16,7 do 102 mg/L (Pfliegeri Kroflic,
2017). Organizmi na vi$im razinama bioloske organizacije takoder pokazuju negativne ucinke
nakon izlaganja NMAU. U nasim pokusima embriji zebrice pokazali su znacajne negativne
razvojne/morfoloske ucinke (Tablica 12., Slika 27.), popra¢ene smanjenom biomasom i
promijenjenim sastavom lipida (Slika 28.). Dodatno, vrijednosti LCs, (smrtna koncentracija za
50 % organizama) od 18,7 mg/L 19,7 mg/L i ECsp vrijednostiod 7,9 mg/L i 3,1 mg/L dobivene
su nakon 48 h izlaganja embrija zebrice 2NP odnosno 2,4DNP (Ceylan i sur., 2016), sli¢no
nedavno objavljenim vrijednostima za odredene NMAU (Babi¢ i sur., 2021). Takoder je
znacajno smanjenje rasta i biomase te slaba fotokemijska ucinkovitost fotosustava II
primije¢ena kod kopnenih biljaka tijekom dvotjedne izloZenosti korijena spoju 4NG (Adamek
i sur., 2024).

Usporedujuéi koncentracije NMAU otkrivene u povrSinskim vodama, ukljucujuci
kanalizaciju, s ICsq vrijednostima dobivenim u ovom radu, one su dvado tri reda veli¢ine vece
od NMAU koncentracijau povrSinskim vodama,op¢enito ukazujuéina relativnomalu opasnost
NMAU na mikroalge i ribe. Medutim, rani negativni ucinci izloZenosti NMAU mogu se
primijetiti ve¢ na vrijednostima ICyp, Sto bi moglo postati relevantno nakon ekstremnih
dogadaja poput dugotrajnih i/ili velikih Sumskih pozara, za koje se predvida da ¢e se dogadati
sve Cesce zbog globalnog zatopljenja i susa povezanih s klimatskim promjenama (Seager i sur.,
2019). Izracunate vrijednosti IC1o za MTT test bile su u rasponu od 0,25 mg/L (4M5NC) do 1,3
mg/L (4NS), s prosje¢nom vrijedno$¢uod 0,62 mg/L (Slika 22.). Za test kroni¢ne toksi¢nosti
mikroalgi, vrijednosti ICy, bile su u rasponu od 0,34 mg/L (3M5NC) do 41,9 mg/L (3NSA), s
prosjekom od 17,5 mg/L (Slika 26.). Za biotest interakcije s transmembranskim proteinima,
vrijednosti ICyg bile su 0od 0,6 mg/L (5NSA) do 11,4 mg/L (4NG) za Oatpldl,iod 2,5 mg/L
(3M4NC) do 26,7 mg/L (5NSA) za Octl (Slika 15.A i B).

5.1.4. Utjecaj NMAU na homeostazu lipida embrija zebrice

Lipidi su bioloski vazne molekule koje osiguravaju energiju tijekom embriogeneze i

metaboli¢kih funkcija zebrice. Na pocetku embriogeneze najzastupljeniji lipidi u embriju su

COH (40%),PL (35%) i TG (9 %) (Fraher i sur.,2016). Dominantni lipidiu embrijima zebrica
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na koje utjece subletalna koncentracija (2,6 mg/L) 2,4DNP su PL, zatim neutralni lipidi i GL
(Hachichoisur.,2015). Djelomi¢no lipofilne molekule poput 2,4DNP nakupljajuse u stani¢noj
membrani povecavajué¢i njezinu fluidnost. Kao odgovor, embriji zebrice prolaze kroz
"homeoviskoznu prilagodbu", mijenjaju¢i svoj fosfolipidni sastav masnih Kkiselina iz
nezasi¢enih i razgranatih lanaca u zasi¢ene ravne lance, ¢ime se povecava viskoznost stanicne
membrane (Hachichoisur.,2015.). Uz 2,4DNP (9,2 mg/L), istrazivali smo subakutne ucinke
drugih NMAU povezanihs PM (5,0 mg/L 4NS, 42,3 mg/L 4NG i 3M5NC, 38,8 mg/L 4NC) na
zastupljenost specifi¢nih lipidnih klasa u embrijima zebrica nakon 48 hpf izlaganja. Uocili smo
statisticki znacCajan porast sadrzaja TG, PL, GL i WE u embrijima zebrica, $§to ukazuje na
poremecaj homeostaze lipida. U skladu s brojem zahvacenih lipidnih skupina, u¢inak se
smanjivao u nizu 4NG > 4NC > 3M5NC > 2,4DNP, 4NS (Slika 28.). Budu¢i da se rezultati
FET testa mogu ekstrapolirati za predvidanje akutne toksi¢nosti u odraslih zebrica (Belanger i
sur., 2013), o&ekivanesu promjene i u lipidima zebrica zbogizlaganja NMAU. Stovise, poznato
je da je odrasla riba zebrica izlozena 6 i 12 mg/L 2,4DNP povecala TG u cijelom tijelu zbog
izravnogutjecaja 2,4DNP nakatabolizam lipida ili stresa uzrokovanog istovremenoj izlozenosti

toksi¢noj tvari i obavljanja aktivnosti poput plivanja (Marit i Weber, 2011).

5.2. Utjecaj NMAU na rast i fiziologiju mikroalge Dunaliella tertiolecta

Mikroalge su klju¢ni sastavni dio ekosustava jer prozvode kisik, vrse apsorpciju CO, te
odrzavaju bioloSku ravnotezu. IzloZenostrazli¢itim polutantima, poput organskih onecisc¢ujucih
tvarimoZe negativno utjecatina ove organizme, te posljedi¢no na cijeli vodeni ekosustav. Stoga
je uovom radu ispitan utjecaj vodenog ekstrakta atmosferskih lebdecih ¢estica nastalih uslijed
izgaranja biomase (B) i smjesa modelnih NMAU (najzastupljenijim u lebde¢im Cesticama
izgaranja biomase) razli¢itih koncentracija (N i NV) na populaciju mikroalgi Dunaliella
tertiolecta tijekom sedam dana.

Dobiveni rezultati ukazuju da smjese N (4,14 ug/L NMAU) i NV (4140 pg/L NMAU)
znacajno inhibiraju rast stanica u odnosu na kontrolu pri ¢emu je u uzorcima N rast stanica
inhibiran ~7 %, a u uzorcimaNV ~26 % (Slika 29.). Uzorci B nisu pokazali znacajan utjecaj na
inhibiciju rasta stanica iako je koncentracija odabranih modelnih NMAU spojevau njima bila
ista kao u uzorcima N. Ovi rezultati upuc¢uju na mogucu interakciju drugih komponenti B

smjese (Prilog 3.), koje su mogle umanyjiti u¢inak NMAU spojeva, ¢ime su se smanjile njihove
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inhibicijske aktivnostinaraststanica. Koncentracije Chla, F/F,, ETR 1 NPQ sutijekom cijelog
eksperimenta rasle u svim uzorcima (Slike 30. i 31.) te nije bilo statisti¢ki znacajne razlike
izmedu B, N i NV u odnosu na kontrolne uzorke (K). Navedeno upucuje da analiti nisu
uzrokovali oSte¢enje fotosintetskog sustava, odnosno smanjenje fotosintetske aktivnosti
Vrijednosti POC i DOC su takoder rasle do kraja eksperimenta u svim uzorcima (Slika 32.) bez
razlike izmedu dodanih analita i K. Povecanje koncentracije POC i DOC pokazuje da su
mikroalge konstantno proizvodile organsku tvar prilikom ¢ega je dio ugljika ugraden u
povecanje biomase (POC), adio izlu¢en u medijkao DOC. U eksperimentu je analiziran utjecaj
analita B, N1 NV na promjene u sastavu cesti¢nih proteina, lipida i ugljikohidrata kao kljucnih
organskih spojeva u mikroalgama proizvedenim procesom fotosinteze, od kojih svaki ima
ulogu u fizioloskim procesima. Proteini su sastavni dio stani¢ne membrane gdje sudjeluju u
prijenosu molekula, strukturni proteini odrzavaju oblik stanice dok enzimi kataliziraju
biokemijske reakcije neophodne za metabolicke procese. Ugljikohidrati djeluju kao izvor
energije i bitan su element stani¢ne strukture, dok lipidi imaju dvostruku funkciju — kao
skladiSte energije te kao klju¢na komponenta stani¢nih membrana, ¢ime pridonose stabilnosti 1
funkcionalnosti stani¢ne barijere. Udio proteina, lipida i ugljikohidrata koje stanica sintetizira
ovisi 0 vrsti mikroalge (Torres i sur., 2008). Obzirom na visoku osjetljivost, mikroalge
karakterizira brza fizioloSka prilagodba na promjene u okoliSu, a promjena sastava i sinteza
navedenih biomolekula ukazuje na njihovu izlozenost stresnim uvjetima (Flanjak i sur., 2022;
Jiang i sur., 2013; Oren, 2014; Smith i sur., 2007; Vranaisur., 2022). Rezultati eksperimenta
izloZenosti populacije mikroalgi Dunaliella tertiolecta u ovom radu su pokazali da prisutnost
dodanih NMAU nije uzrokovala statistickiznacajne promjeneu sastavu biomolekula (Slike 33.,
34.1 35.). Analiza udjela pojedinih biomolekula po stanici pokazala je smanjenje ukupne
koli¢ine Cesticne tvari tijekom trajanja eksperimenta. Na pocetku eksperimenta, najveci je bio
udio PLIP u svim uzorcima, dok je na kraju eksperimenta najizrazeniji bio udio PPROT (Slika
36.). Niski udio PTCHO moze ukazivati na tendenciju stanica za skladiStenjem energije,
odnosno pohranom ugljika u lipidima, ane u ugljikohidratima (Gharajehisur.,2020). Dobivene
niske vrijednosti omjera PAT/DOC ukazuju na prevladavanje hidrofilnih molekula poput
polisaharida koje pokazuju svojstva povrsinske aktivnosti na granici faza (Cosovi¢ i Vojvodié,
1998; Gasparovic¢ i sur., 2007). PAT obuhvaca organsku tvar koja zbog svojstva akumulacije
na granici faza morskavoda-atmosfera (Frka i sur., 2009, 2012; Gasparovi¢ i sur., 2007) utjeCe
na promjenu fizikalno-kemijskih svojstava na navedenoj granici faza te time na prijenos mase
i energije (Frew, 1997). Glavni izvori PAT su izlu¢evine fitoplanktona i produkti njihove

razgradnje (Zutié i sur., 1981). Dokazano je da stresori poput promjene saliniteta i taloZenja
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alohtonog materijala putem lebdecih Cestica (IvoSevi¢ DeNardis i sur., 2024; Milinkovi¢ i sur.,
2022) utjecu na njihovo izlu¢ivanje. Dodatak N ili B analita u odnosu na kontrolu u nasem
eksperimentu nije statisti¢ki znacajno utjecao na produkciju i izlu¢ivanje organske tvari koja

ima svojstvo povrsinske aktivnosti.

Toksi¢nost spojeva na mikroalge ovisi 0 sastavu medija, svojstvima medija, veli¢ini
stanice, osjetljivosti pojedine vrste, odnosno njenom mehanizmu obrane, mehanizmu
djelovanja spoja u stanicama mikroalgi, kao i koncentraciji te vremenu izlozenosti
oneciscujucojtvari (Machado i Soares, 2019; Duan isur.,2017; El Agawany isur., 2021; Erturk
i Sacan, 2012; Fu i sur., 2015; Kaamoush, 2018; Murphy i sur., 2003). Smjesa istih pet NMAU
spojeva koja je dodana u ovom eksperimentu je u eksperimentu odredivanja kronicne
toksi¢nosti (AlgaeTox test) sa mikroalgom Scenedesmus subspicatus uzrokovala 50 %
inhibiciju rasta stanica pri koncentraciji 6,55 mg/L (Slika 25.) Brojna istrazivanja su pokazala
visoku sposobnost prezivljavanja zelenih mikroalgi roda Dunaliella u ekstremnim uvjetima
saliniteta, temperature i pH (Pick, 1998; Vranai sur., 2022) te znacajnu otpornost na razlicite
stresne faktore poput prisutnosti teskih metala, pesticida kao i organskih one¢is¢ujucih tvari.
Primjerice, Parsy i sur. (2022) su proveli istrazivanje s ciljem procjene utjecaja saliniteta,
razli¢itth metala 1 organskih spojeva, poput fenola, koji su prisutni u otpadnim vodama
industrije fosilnih goriva. Ispitivanje je provedeno u f mediju pri ¢emu su praceni uvjeti rasta
pet razliitih vrsta morskih mikroalgi i jedne vrste cijanobakterije. Rezultati su pokazali da
Dunaliella salina ima najvecéu otpornost, odnosno najvecu stopu rasta u uvjetima visokog
saliniteta, visokih koncentracija metala i fenola. Chen i Jiang (2011), Chenisur. (2007) te Zhu
i Jiang (2008) su dokazali da pri izlaganju razli¢itim organskim polutantima, poput homologa
fenola, pesticida i ugljikovog tetraklorida, mikroalge vrste Dunaliella imaju sposobnost
prezivljavanja. Navedena istrazivanja odnosila su se primarno na praéenje inhibicije rasta,
morfologije stanica, ali i na pracenje aktivnosti enzima superoksid dismutaze i katalaze. Zhu i
Jiang (2008) su pokazali da izlozenost mikroalgi visokim koncentracijama organskog spoja
dovodi do pocetnog smanjenja broja stanica, Sto ukazuje na toksic¢an uc¢inak spoja na stanicnu
proliferaciju. Medutim, nakon odredenog vremena, zabiljezen je ponovni rast populacije
mikroalgi koji je bio slican onome u kontrolnim uzorcima. Izlaganjem mikroalgi pesticidu
triklofonu u rasponu koncentracija 75 — 100 mg/L Chen i Jiang (2011) su uo¢ili povisene
koncentracije antioksidanata B karotena, superoksid dismutaze i katalaze. Sli¢an ucinak
aktivacije antioksidanata imao je akrilamid (Ling i sur., 2019) kao i izloZenost Stanica

Dunaliella salina i Dunaliella tertiolecta bakru (Nikookar i sur., 2005) i Zeljezu (LOpez i sur.,
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2015). Ovi rezultati sugeriraju da mikroalga posjeduje sposobnost prilagodbe na toksic¢ne
koncentracije spojeva, §to implicira potencijalne mehanizme tolerancije na stresne uvjete,
ukljucujuéi moguénost modifikacije metaboli¢kih puteva ili povecanja aktivnosti zastitnih
enzima. Izlaganjem mikroalga dvama razli¢itim PAH Sajadinasab i sur. (2024) su pokazali da
vrsta Dunaliella tertiolecta posjeduje ve¢u otpornost u odnosu na vrstu Dunaliella salina.
Pritom su kao klju¢nimehanizmiotpornosti vrste istaknuti sposobnost metaboliziranja spojeva,
te snazna aktivnost antioksidativnih molekula koje neutraliziraju ROS nastale uslijed

oksidativnog stresa izazvanog polutantima.

Obzirom na navedeno, unato¢ nedostatka toksi¢énog utjecaja u okviru ovog rada, ne
smije se zanemariti mogu¢nost mehanizma unutar stanica Dunaliella tertiolecta koji
omogucuju prezivljavanje u prisutnosti NMAU bez izrazenih promjena u fizioloskim
funkcijama koje bi ukazivale na toksi¢ne efekte. Posto se koncentracija (i boja) NMAU
smanjivala tijekom inkubacijskog eksperimenta, a dokazali smo da fotokemijske reakcije nisu
utjecale na to, moguce je da su spojevi ipak na nekinacin iskoriSteni/transformirani od strane

mikroalgi, Sto bi trebalo potvrditi/opovrgnuti daljnjim eksperimentima.

Takoder, postoji moguénost toksi¢nog utjecaja ispitivanih analita u stvarnim uvjetima
u prirodnim vodenim sustavima gdje brojni faktori mogu povecati toksi¢nost i negativne
ekoloske u¢inke NMAU, ukljucujuci nize koncentracije hranjivih tvari dostupne mikroalgama,
u odnosu na f/2 medij, kao i potencijalni sinergisticki toksi¢ni u¢inak s ostalim komponentama

vodenih ekosustava.

Iako su analiti u ovom eksperimentu imali u¢inak na inhibiciju rasta Dunaliella
tertiolecta, njihova niska toksi¢nost i odsutnost zna¢ajnih promjena u sastavu biomolekula
sugeriraju da NMAU djeluju kao stresori koji ne uzrokuju ozbiljne i dugoro¢ne promjene na
stani¢noj razini, ali ometaju normalnu dinamiku rasta mikroalge u uvjetima koriStenog f/2

medija.

5.3. Utjecaj formiranja Cu(ll)-NC kompleksa na kroni¢nu toksi¢nost Cu(ll) i NC

lako su u sastavu medija za provodenje biotestova kroni¢ne toksi¢nosti prisutni razni
anorganski spojevi i EDTA koji su nuzni za rast mikroalgi, u SW voltamogramima su dobiveni
redukcijski pikovi Cu(ll), NC i Cu(Il)-NC kompleksa (Slike 50. i 52.) sli¢ni onima prilikom
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mjerenja u modelnom elektrolitu (KNO3;, HEPES; Slika 41.). Nadalje, nakon uklju¢ivanja
koncentracija i konstanti stabilnosti svih relevantnih komponenti tog medija (Fe3*, EDTA, CI,
OH-, HCOg; Slike 51. 1 53.) u izracune, dijagrami raspodjele vrsta za Cu(ll) i 4NC su takoder
pokazali njihove nekompleksirane (slobodne)/labilne vrste naspram kompleksiranih vrsta. Ovo
podupire voltametrijsko tumacenje (ne)toksi¢nosti u Cu(II)/NC smjesi pri pH =8, 1, ali takoder
naglasava klju¢nuulogu pH uregulaciji specijacije anorganskih i organskih onecis¢ujucih tvari
u Sirokom rasponu pH od 2,0 — 11,0. Predvideno smanjenje pH u vodenim sustavima zbog
povecanja atmosferskih razina CO, znac¢ajno utje¢e na specijaciju Cu(ll) i organskih liganda
(Millero i sur., 2009).

Iako je istaknuta vaznost utjecaja Cu(Il) iona na toksi¢nost NC, evidentno je da je
kompleksiranje s NC takoder snazno utjecalo na toksi¢nost Cu(II) (Slike 50. 1 52). Dok su nasi
rezultati o ekotoksi¢nosti prvitakvivezaniza istrazivanje interakcija Cu(Il) s NC, sli¢an u¢inak
kompleksiranja je prethodno primije¢en za smjese Cu(Il)-fenola (Kim i sur., 2006) i Cu(ll)-
nitrofenola (Su i sur., 2012), gdje su fenoli utjecali na koncentraciju slobodnog (toksi¢nog)
Cu(Il) za Daphnia magna, odnosno Photobacterium phosphoreum. Istrazivanje sa mikroalgom
Scenedesmus subspicatus je pokazalo da prisutnost veé¢e koncentracije sintetskog liganda,
EDTA (17 i 34 uM) ili prirodnog liganda, fulvinske kiseline (1 — 5 mg/L) povecava rast
mikroalgi zbog sprjecavanja adsorpcije Cu na stani¢nu stijenku (Ma i sur., 2003). Pokazano je
i da povecanje tvrdoce i alkalnosti vode smanjuju toksi¢nost Cu na Scenedesmus subspicatus
(Fawaz i sur., 2018). Buduc¢i da je Scenedesmus subspicatus mikroalga za koju se zna da ima
sposobnost akumulacije Cu i prilagodavanja bioraspolozivom Cu (Knauer i sur., 1997),
relativno visoke 1Csq vrijednosti dobivene u bioloskim testovima AlgaeTox bile su oéekivani

rezultat.

Kako je prag toksi¢nosti oneciscujucih tvari specifi¢an za pojedinacne mikroalge, tako
bi se slicni biotestovi trebali provesti za razliite mikroalge. S druge strane, postoji nekoliko
mehanizama koje su razvile mikroalge za smanjenje unosa Stetnih iona metala. Jedan od njih je
izlu¢ivanje specifi¢nih organskih liganada (L; skupina) koji vezu ione metala u inertne
komplekse, ¢ineciih nedostupnima za unos (Sunda, 2012). Osim izlucivanja organske tvari,
ovdje smo pokazali da toksi¢nost Cu(II) u prirodnim vodama takoder snazno ovisi o formiranju
kompleksa s onec¢is¢ujuc¢im tvarima poput NC. Ovo je osobito vazno za Cu(II), ¢iji je ucinak
na mikroalge ili koristan ili S$tetan, ovisno o biodostupnoj koncentraciji. Konacno,
kompleksiranje s organskim ligandima je proces koji djeluje kao pufer u regulaciji malih

fluktuacijau koncentracijislobodnih (toksi¢nih) Cu(Il) iona (Buckisur.,2007). Razumijevanje
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svojstava ovih kompleksa kao §to je njihova kinetika formiranja i stabilnost u promjenjivim
kemijskim uvjetima okolisa, klju¢no je za predvidanje i upravljanje toksicnoséu oneciscujucih
tvari u vodenom okolisu. Prema dobivenim rezultatima, voltametrija se potvrdila kao vrlo
korisna metoda za istrazivanje i detekciju organskih onecis¢ujucih tvari i iona metala, kao i

njihovih specifi¢nih interakcija kompleksiranja u slatkovodnom mediju.
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6. ZAKLJUCCI

> Klimatske mjere usmjerene na ciljeve Pariskog sporazuma iz 2016. godine, usporedno
s rastu¢im cijenama fosilnih goriva, doprinose povecanju koriStenja biomase kao izvora
energije. Istodobno, toplija i susnija klima dovodi do ucestalijih i razornijih Sumskih pozara
kojiznacajno doprinose emisijama BB ¢estica u cijelom svijetu. Ovitrendoviupucuju na porast
koncentracija ¢estica dima prilikom izgaranja drvne mase, kao i drugih onecis¢ujuéih tvariu
zraku, uklju¢uju¢i NMAU, naglasavaju¢i nuznost hitne i sveobuhvatne procjene njihovih
utjecaja na okolis. Prema predvidanjima, razine PM; s u regijama s visokim antropogenim
zagadenjem nece se znacajno smanjiti (Bhattaraiisur., 2024), sto dodatno povec¢avazabrinutost
zbog taloZzenja PM u vodenim sustavima gdje postaju bioraspolozive za razli¢ite organizme.
Stoga provedene studije pruzaju kritiéne uvide u ekoloske opasnosti koje predstavljaju
atmosferske lebdece Cestice, S posebnim naglaskom na njihov specifi¢an kemijski sastav i
toksi¢nost. Koristenjem razli¢itth in vivo i in vitro biotestova, povezali smo toksi¢nost
ekstrakata sBB 1 AA 1 njihov sadrzaj NMAU. Medu testiranim spojevima, najzastupljeniji
NMAU (3M5NC, 4M5NC, 3M4NC, 4NC i 4NS u sBB; 4NC, 3M5NC, 4M5NC i 3M4NC u
AA) pokazali su znacajne ekotoksi¢ne uc¢inke na vodene organizme. Pokazalo se da smjese
navedenih NMAU u sBBizazivaju akutnu toksi¢nostribljih stanica (ICso=4,7 mg/L) i kroni¢nu
toksi¢nost mikroalgi (ICsp = 6,6 mg/L), odrazavajuéi toksi¢ne u¢inke pojedinih NMAU.
Nadalje, 4NS se pokazao kao najpotentniji spoj u izazivanju morfoloskih promjena tijekom
razvoja embrija ribe zebrice, a slijedili su ga 2,4DNP > 4NC > 3M5NC > 4NG, dok su
subletalne koncentracije promijenile homeostazu lipida u nizu 4NG > 4NC > 3M5NC >
2,4DNP, 4NS. Ovi rezultati naglaSavaju hitnu potrebu za kontinuiranim pracenjem
atmosferskih NMAU, posebno NC kao toksi¢nih spojeva BB emisija.

> Rezultati inkubacijskog eksperimenta s mikroalgom vrste Dunaliella tertiolecta
ukazuju da njihova izlozenost atmosferskim lebdeéim ¢esticama nastalim izgaranjem biomase
i smjesama modelnih NMAU, u koncentracijama koje odgovaraju onima u lebde¢im ¢esticama
(4 ng/L) i 1000 puta ve¢im koncentracijama (4000 pg/L), nije izazvala znacajne promjene u
biokemijskom sastavu stanica niti ozbiljne toksi¢ne efekte na fizioloske funkcije. lako je doslo
do statisticki znacajne inhibicije rasta stanica u uzorcima sa smjesama NMAU, promjene u
sastavu proteina, lipida i ugljikohidrata nisu bile statisticki znacajne. Ovi rezultati sugeriraju da
Dunaliella tertiolecta posjeduje mehanizme prilagodbe koji omogucuju prezivljavanje u
stresnim uvjetima poput izloZzenosti polutantima, bez izrazenih negativnih posljedica na

metaboli¢ke procese u stanicama. Unato¢ niskim toksi¢nim u¢incima u kontroliranim uvjetima
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ovog eksperimenta, potrebno je uzeti u obzir potencijalne ekoloske posljedice u prirodnim
uvjetima, gdje bi slozeniji okoli$ni faktori mogli utjecati na njihovu toksi¢nost i posljedi¢no na
dinamiku ekosustava.

> Nitrokateholi poput 4NC, 3M4NC, 3M5NC, i 4M5NC, medu ispitivanim toksi¢nim
ucincima NP, NC i NSA, pokazali su najizrazeniji toksi¢ni u¢inak. S obziromna to da prirodne
vode predstavljaju slozen sustav koji se sastoji od razli¢itih organskih i anorganskih tvari,
biotestoviprovedenis pojedinacnimspojevima u laboratorijski kontroliranim uvjetimabimogl
precijeniti ili podcijeniti stvarni toksi¢ni u¢inak NC u prirodnim vodama zbog mogucih
interakcija. Stoga je cilj ovogistrazivanja bio pokazati kako interakcije s Cu(ll) ionima, koji su
anorganska komponenta prirodnih voda i ekotoksi¢ni u povisenim koncentracijama, mogu
utjecati na toksi¢nost NC stvaranjem Cu(II)-NC kompleksa. Prvo smo istrazili voltametrijske
znacajke di-nitrokateholatnih [Cu(NC),]* kompleksa u vodenoj otopini (pH 8,2). U SW
voltamogramimauocenje pik 2 na E,~ 0,35V zbogkvazireverzibilne dvoelektronske redukcije
kompleksa prethodno adsorbiranih na povrSini elektrode. Stabilnost [Cu(NC;)]?- kompleksa
bila je znatno smanjena sniZzenjem pH, pri ¢emu su mono-nitrokateholatni kompleksi [Cu(NC)]
bili zastupljeniji od di-nitrokateholatnih [Cu(NC),]#. Di-nitrokateholatni kompleksi su se
ponovno formirali pove¢anjem pH vrijednosti prema alkalnim uvjetima (od pH 3,4 do 8,2), a
takva promjena u broju NC molekula koje kompleksiraju Cu(Il) moze se o¢ekivati u vodenim
okolisima u kojima dolazi do promjena u pH.

> Provedeni testovi ekotoksi¢nosti s mikroalgom Scenedesmus subspicatus izlozenoj
razli¢itim toksi¢nim i netoksi¢nim koncentracijama Cu(Il) i 4NC ili 4M5NC, pokazali su da
binarne smjese Cu(I1)-NC uzrokuju vece prezivljavanje mikroalgi u odnosu na pojedinacne
Cu(ll) ili NC spojeve, §to upuéuje na njihov antagonisti¢ki u¢inak. Integracijom voltametrije u
ekotoksikologiju pokazali smo da stvaranje [Cu(NC),]% kompleksa smanjuje toksi¢nost, dok
disocijacija kompleksa, pracena porastom slobodnih/labilnih anorganskih vrsti Cu(Il) ili
slobodnog NC, te formiranje polinuklearnih Cu(ll) vrsta, povecava toksi¢nost Cu(II)-NC
smjesa. NaSirezultati naglasavaju da kompleksiranje s metalnim ionima poput Cu(Il), zajedno
s okoliSnim ¢imbenicima kao §to je pH, znacajno utjeCe na ponasanje i ekoloske rizike NC
spojeva koji interagiraju s Cu(Il) ionima stvaraju¢i komplekse u razli¢itim vodenim sustavima.
Utjecaj onecis¢ujucih tvari kao sto su NC i Cu(Il) na vodene sustave postaje sve zabrinjavajuéi
zbogpredvidanja buducihklimatskih i antropogenih promjenazakoje se o€ekuje da ¢e povecati
njihove koncentracije. Predvidanja sugeriraju da ¢e globalno zatopljenje povecati ucestalost i
raSirenost Sumskih pozara, glavnog izvora atmosferskih NC, ¢ime ¢e se povecati njihova

koncentracijau okolisu. Istovremeno, rastuc¢a globalnapotraznja za bakrom, potaknutasirenjem
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tehnoloskih iindustrijskih sektora, vjerojatno ¢e rezultirati povecanim antropogenim emisijama
bakra u ekosustave. Stoga je klju¢no razumijeti interakcije izmedu Cu(Il) i organskih

oneciscujucih tvari poput NC u promjenjivim uvjetima okolisa.
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8. PRILOZI

Prilog 1.

Problem fluorescencije pri provedbi biotestova s Octl proteinskim prijenosnikom

Prilikom provodenja testova kinetike sa kationskim membranskim prijenosnikom Octl uoceno
je da pri odredenim koncentracijama spojeva u nultoj minuti opada vrijednost fluorescencije
Sto zna¢i da NMAU ometaju fluorescencijski signal supstrata ASP+ ili svojom vlastitom
fluorescencijom ili reagiraju sa ASP+. Testovi u kojima je navedeni problem uocen su izvodeni
pri valnoj duljini 450/590 nm i 1 uM ASP+. Da bi istrazili i rjesili navedeni problem proveden
je Oct 1 endpoint test prema protokolu testa sa Oatpldl proteinskim prijenosnikom (test u
kojem dolazi do liziranja stanica opisan pod 3.3.1.), pri 450/590 nm, uz promjenu vremena
inkubacije nakon dodatka boje i promjenu koncentracije supstrata ASP+ u zavr$noj otopini.
Vrijeme inkubacije je iznosilo 5 min dok je koncentracija ASP+ bila 5 pM. Testovi su
provedeniu mikroplotamas 96 jazica. Kako navedenim testom nije dobivenaznacajnija razlika
u fluorescenciji izmedu izloZenih stanica transficiranih proteinom Octl i Mock stanica,
produzeno je vrijeme inkubacije na 10 min i koncentracija ASP+na 20 uM. Nakon provedenog
testa pri navedenim uvjetima doslo je do ispiranja stanica u jazicama. Zatim je proveden
endpoint test u mikroplo¢is 48 jazica uz duplo ve¢i volumen prilikom nasadivanja Stanica u
odnosu na prosle testove, odnosno, 250 pl. Test je proveden pri24 h i 48 h, a koncentracija
ASP+ i vrijeme inkubacije nakon dodatka boje su iznosili 20 uM i 10 min. Dobiveni rezultati
nisu bili dobri. Zatim smo napravili testove sa medijem bez stanicas proteinom Octl, u jednom
je bila promjenjiva koncentracija testiranih spojeva (odredeni raspon koncentracija) uz fiksnu
koncentracija ASP+ supstrata koja je iznosila 25 uM, a u drugom testu je bila fiksna
koncentracija odredenog spoja pri kojoj je primje¢en pad fluorescencije u nultoj minuti i
dodatak ASP+ supstrata u odredenom rasponu koncentracija. Mjerenja su provedena pri valnoj
duljini 470/605 nm. Napravljene su kalibracijske krivulje koje ne odstupaju od kalibracije
samog ASP+ pri ¢emu zaklju¢ujemo da testirani spojevi ne reagiraju sa ASP+. Nadalje,
proveden je test, ponovno kao kineticki, prema protokolu opisanom pod 3.3.1., ali se na stanice
prvo dodavao supstrat, a tek onda spoj koji se testirao. Prema dobivenim rezultatima nisu
uocene promjene u dobivenim vrijednostima fluorescencije u odnosu na protokol prema kojem
se prvo dodaje spoj, a zatim supstrat. Moguce je da NMAU u visim koncentracijama induciraju
depolarizaciju stani¢ne membrane jer se sastoje od fenola ili katekola za koje je poznato da
smanjuju pasivni stani¢ni unos (Haeseler i sur.,2001; Inokuchi i sur., 1997). Poznato je takoder
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da kateholi u nekim eksperimentalnim uvjetima mogu potaknuti gaSenje fluorescencije (Dong
isur.,2010). Medutim, ako se gasenje fluorescencije dogodilo tijekom eksperimenata, dobiveni
toksi¢ni u¢inci su podcijenjeni. Potrebno je provesti daljnje pokuse kako bi se razjasnio uoceni
efekt. Konacno, provedeni su testovi na valnoj duljini od 470/605 nmi 0,5 uM ASP+ jer su
pod tim uvjetima dobivene krivulje koncentracija-odgovor s manje odstupanja. Prilikom
provodenja testova s ekstraktima ¢estica nismo primijetili smanjenje fluorescencije u nultoj

minuti pri vi§im koncentracijama i valnoj duljini od 450/590 nm te koncentraciji ASP+ 1 puM.
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Prilog 2.
Analiza PAH vezanih za PMyg

EkstrakcijaPAH iz uzoraka PMopisana je u Jakovljevi¢isur. (2020). Ukratko, sBB i AA filteri
ekstrahirani su ultrazvukom sa smjesom otapala (cikloheksan : toluen = 3 : 7), centrifugirani i
upareni do suhog. Zatim su ponovno otopljeni u acetonitrilu. Analiza je provedena pomocéu
tekucinske kromatografije visoke ucinkovitosti (engl.,, high performance liquid
chromatography, HPLC) na instrumentu Agilent Infinity 1260 s fluorescentnim detektorom.
Za odvajanje PAH koriStene su kolone od nehrdajuceg ¢elika Eclipse PAH (100 x 4,6 mm),
postavljene na 20 °C. Mobilnafaza bila je smjesa vode i acetonitrila (40 : 60), a brzina protoka
bila je 1 mL/min. U uzorcimajeanalizirano 11 PAH: Flu, Pyr, BaA, Chry, BbF, BKF, BjF, BaP,
DahA, BghiP i IP. Granice kvantifikacije metode (QL) izraGunate su kao koncentracijski
ekvivalent deseterostrukom omjeru signala i Suma. QL je bio u rasponu od 0,002 ng/m?3 za BaA
do 0,1 ng/m3 za BjF, dok je QL za BaP bio 0,003 ng/m3. To¢nost metode bila je izmedu 88 %
za Flu i1 109 % za BkF.

Koncentracije PAH u vodenim ekstraktima sBB i AA.

pg/mg sBB pg ul7.66 pg/mg AA  ugu2.Smg

PAH

Cestica mg sBB Cestica AA

BaP 0,9 16,0 20,8 52,1
Flu 2,9 52,1 8,7 21,8
Pyr 3,3 58,6 8,2 20,4
BjF 0,4 6,9 12,0 30,0
BbF 0,8 13,8 23,3 58,2
BKF 0,3 4,8 8.8 22,0
DahA 0,1 1,2 2,9 7.2
BghiP 0,9 15,4 19,6 49,0
1P 0,8 13,6 21,1 52,8
BaA 0,8 13,6 11,5 28,9
Chry 1,1 20,0 18,3 45,7
XnPAH 12,2 215,9 155,2 388.,0
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Prilog 3.

Koncentracije komponenata dodanih vodenim ekstraktom uzoraka atmosferskih lebdecih ¢estica porijeklom iz izgaranja biomase (uzorci SBB) u

tikvice sa stanicama mikroalgi Dunaliella tertiolecta. Za tumacenje oznaka vidjeti Popis kratica i simbola.

Jedinica pg/L
PAH Parametar BaP Flu Pyr BjF BbF BkF DahA BghiP IP BaA Chry
Koncentracija 5,330 17375 19531 2,309 4595 1585 0,399 5142 4529 4517 6,651
Jedinica Mo/l
Anioni i N- N- N- P-
kationi Parametar NO3- NO2- NH4* DIN PO4%* Cl SO42 Na K Mg
Koncentracija 0,571 9,532 1,968 12071 0,755 48014 259694 4,432 529346 0,137
Metali Jedinica ng/L
traf:]t(;jlvilnzja Parametar \Y Mn Ni Cu Zn As Rb Sr Mo Cd Sb Cs Ba TI Pb
Koncentracija 0,429 71493 6,732 11636 51491 4,204 979946 5702 2411 3436 83843 9,990 17,786 2,280 59872
mg/L
DOC i Jedinica mg/L -20)6
PAT Parametar DOC PAT
Koncentracija 1,830 1,060
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