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Toksicnost i bioloski uticaj nanocestica cerijum-oksida
obloZenih ugljenim hidratima na odabrane model
organizme

SAZETAK

Nanodestice cerijum-oksida (nNCeO,) su nanomaterijal popularan zbog izmene Ce®*" i Ce**
oksidacionih stanja. Medutim, niska stabilnost i talozenje nCeO, U vodenoj sredini predstavljaju
ogranic¢enje njihovoj raznovrsnoj primeni.

U prvom delu teze su sintetisane nCeO, samopropagiraju¢om metodom na sobnoj
temperaturi. NanocCestice su stabilizovane oblaganjem glukozom, levanom ili pululanom zbog
visoke hidrosolubilnosti 1 biokompatibilnosti. Pululan je prvi put koriS¢en za oblaganje nCeOs,.
Nanocestice su oblagane tokom i nakon sinteze variranjem razlicitih uslova (vreme oblaganja,
temperatura i koli¢ina materijala za oblaganje).

U drugom delu teze neoblozene i glukozom, levanom ili pululanom oblozene (G-, L- ili P-
Ce0;) nCeO; su okarakterisane skenirajuCom i transmisionom elektronskom mikroskopijom,
rendgenskom difrakcijom, infracrvenom spektroskopijom sa Furijeovom transformacijom,
rendgenskom fotoelektronskom spektroskopijom, nuklearnom magnetnom rezonancom, metodom
dinamickog rasejanja svetlosti i turbidimetrijom. nCeQO, oblagane ugljenim hidratima nakon sinteze
tokom 6 h, podvrgnute su daljem ispitivanju.

U tre¢em delu teze ispitani su bioloSki uticaji neobloZenih i1 obloZenih nanocestica na Cetiri
biljne vrste tretiranjem tokom klijanja (3-5 dana) i rastenja (3 nedelje). Testiran je uticaj oblaganja
na usvajanje nanocCestica, klijanje 1 razvoj biljaka, kao 1 parametre sekundarnog metabolizma
(ukupni 1 pojedina¢ni fenoli 1 ukupna antioksidativna aktivnost). Detektovana su poluisparljiva
jedinjenja u pSenici i graSku sveobuhvatnom dvodimenzionalnom gasnom hromatografijom. Akutna
toksi¢nost nanocCestica je testirana na bakteriji (Vibrio fischeri), slatkovodnom ra¢i¢u (Daphnia
magna) i zebrici (Danio rerio). Kod Daphnia magna je respirometrijski pracen metaboli¢ki put O i
COs..

Kljuéne reci: nanocestice, cerijum-oksid, glukoza, levan, pululan, oblaganje, Daphnia magna,
Danio rerio, Vibrio fischeri, biljke

Naucna oblast: Hemija

Uza naucna oblast: Biohemija



Toxicity and biological effect of cerium-oxide nanoparticles
coated with carbohydrates on selected model organisms

ABSTRACT

Cerium oxide nanoparticles (nCeO;) ape popular nanomaterial due to their transition between
Ce®* and Ce** oxidation states. However, low stability and agglomeration of nCeO, is a main barrier
to their various application.

In the first part, nCeO, were synthesized by a self-propagating room temperature method. The
nanoparticles were coated with glucose, levan or pullulan due to their high hydrosolubility and
biocompatibility. Pululan was used for nCeO, coating for the first time. nCeO, were coated during
and after the synthesis under different conditions (coating time, temperature and amount of coating
material).

In the second part, the uncoated and glucose-, levan- and pullulan-coated nCeO, were
characterized by scanning and transmission electron microscopies, X-ray diffraction, Fourier-
transform infrared spectroscopy, X-ray photoelectron spectroscopy, nuclear magnetic resonance,
dynamic light scattering method, and turbidimetry. Carbohydrates-coated nCeQ, after the synthesis
during 6h, were further examined.

In the third part, the effect of uncoated and coated nanoparticles was tested on four plant
species by treatment during the germination (3 - 5 days) and the growth (3 weeks). The influence of
coating on the nanoparticles’ uptake, plants’ germination and development, as well as parameters of
secondary metabolism (total and individual phenols, and total antioxidant activity) was tested. Also,
screening of semi-volatile compounds in wheat and pea were carried out by comprehensive two-
dimensional gas chromatography. The acute toxicity of nanoparticles were tested on bacteria
(Vibrio fischeri), water flea (Daphnia magna), and zebrafish (Danio rerio). The O, and CO,
metabolic pathways in Daphnia magna were followed by respirometry.

Keywords: nanoparticles, cerium oxide, glucose, levan, pullulan, coating, Daphnia magna, Danio
rerio, Vibrio fischeri, plants

Scientific field: Chemistry

Scientific subfield: Biochemistry



Lista skracenica

nCeO; - nanocestice cerijum-oksida

ROS - reaktivne vrste kiseonika (eng. Reactive Oxygen Species)

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina (eng. DeoxyriboNucleic Acid)

UV - ultravioletno zracenje

DC metoda - metoda oblaganja nanocestica tokom sinteze (eng. During Coating)
SC metoda - metoda oblaganja nanocestica nakon sinteze (eng. Subsequent Coating)
G-CeO; - glukozom oblozene nanocestice cerijum-oksida

L-CeO; - levanom oblozene nanocestice cerijum-oksida

P-CeO; - pululanom obloZene nanocestice cerijum-oksida

D. magna - Daphnia magna

D. rerio - Danio rerio

V. fischeri - Vibrio fischeri

SPRT metoda - samo-propagiraju¢a metoda na sobnoj temperaturi (eng. Self Propagating Room
Temperature Synthesis)

XRD - rendgenska difrakcija (eng. X-Ray Diffraction)

FTIR - infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (eng. Fourier-Transform
Infrared Spectroscopy)

XPS - rendgenska fotoelektronska spektroskopija (eng. X-ray Photoelectron Spectroscopy)
NMR - nuklearna magnetna rezonanca (eng. Nuclear Magnetic Resonance)

ss-NMR - nuklearna magnetna rezonanca ¢vrstog stanja (eng. solid-state Nuclear Magnetic
Resonance)

SEM - skenirajuca elektronska mikroskopija (eng. Scanning Electron Microscopy)

HRTEM- transmisiona elektronska mikroskopija visoke rezolucije (eng. High-Resolution
Transmission Electron Microscopy)

DLS - dinamicko rasejanje svetlosti (eng. Dynamic Light Scattering)

ICP-OES - induktivno spregnuta plazma - opticko emisiona spektrometrija (eng. Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry)

TAA - ukupna antioksidativna aktivnost (eng. Total Antioxidative Activity)
ABTS - 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)

HRP - peroksidaza rena (eng. HorseRadish Peroxidase)



TPC - ukupan sadrzaj fenola (eng. Total Phenolic Content)

HPLC-MS - te¢na hromatografija visokih performansi sa masenom spektrometrijom (eng. High-
Performance Liquid Chromatography - Mass Spectrometry)

ESI proba - elektron-sprej jonizaciona (eng. Electron Spray lonization) proba
Ger tretman - tretman tokom klijanja (eng. Germination) semena

Gro tretman - tretman tokom rastenja (eng. Growth) biljke

ADaM - medijum za gajenje D. magna (eng. Aachener Daphnien Medium)

GCxGC-MS - sveobuhvatna dvodimenzionalna gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom
(eng. comprehensive two-dimensional Gas Chromatography - Mass Spectrometry)

NLPCA - nelinearna analiza glavnih komponenti (eng. Nonlinear Principal Component Analysis)
PCA - analiza glavnih komponenata (eng. Principal Component Analysis)
PC - glavna komponenta (eng. Principal Component)

CATPCA - kategorijska analiza glavnih komponenata (eng. Categorical Principal Components
Analysis)

ANOVA - jednofaktorska analiza varijanse (eng. One-Way ANalysis Of VAriance)
Zav- prosecna veli¢ina Cestica (eng. Z-average particles size)

UV/Vis - spektroskopija u oblasti ultraljubicaste i vidljive svetlosti (eng. UltraViolet-Visible
spectroscopy)

hpf - sati nakon mresta (eng. hours post fertilization)
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Doktorska disertacija lvana Lj. Milenkovié

Nanomaterijali nalaze sve vefu primenu u farmaceutskoj i kozmetickoj industriji, u
proizvodnji boja, goriva, elektronskih uredaja i poljoprivredi. Nekontrolisana primena
nanocestica moze dovesti do povecane opasnosti po zivotnu sredinu usled akumulacije u
zemljistu, stenama, vazduhu i vodi. Ova tema je od nedavno postala predmet interesovanja medu
nauc¢nicima, dovodeci do razvoja nove nau¢ne discipline ekonanotoksikologije.

Nanocestice cerijum-oksida (nCeO,) spadaju u najvise proizvedene nanocestice oksida
metala na godiSnjem nivou (10000 tona) [1]. Popularnost ovog nanomaterijala raste zbog
sposobnosti istovremenog postojanja Ce** i Ce** oksidacionih stanja i formiranja kiseoni¢nih
praznina na povrSini kristalne reSetke nanocestice, usled cega pokazuju antioksidativno,
antiinflamatorno i antikancerogeno ponasanje [2,3]. Medutim, niska rastvorljivost u vodenoj
sredini predstavlja osnovno ograni¢enje njihovoj primeni, $to je navelo brojne naucnike da
oblazu nanocestice razli¢itim polimerima i time povecaju stabilnost njihovih vodenih suspenzija.
Do sada su za oblaganje koris¢ena jedinjenja poput glukoze, dekstrana, hitozana, heparina, poli-
etilen glikola, limunske kiseline, levana [4-10] itd.

Cilj ovog doktorata je primena prirodnih, u vodi rastvornih ugljenih hidrata za oblaganje
nanocestica, kako bi se povecala njihova rastvorljivost u vodi, kao i ispitivanje njihovog uticaja
na zive organizme. U tu svrhu su kori§¢eni monosaharid glukoza i egzopolisaharidi, levan 1
pululan. Uslovi oblaganja su optimizovani promenom temperature, vremena i stepena oblaganja,
kao 1 veli¢ine neobloZenih nCeO,. Sintetisane nanocestice su okarakterisane primenom brojnih
mikroskopskih i spektroskopskih metoda, a stabilnost njihovih vodenih suspenzija je testirana
turbidimetrijski, merenjem povrsinskog naelektrisanja i hidrodinamicke veli¢ine nanocestica. U
cilju testiranja njihovog potencijalnog rizika po zivotnu sredinu, ispitan je uticaj na odabrane
biljne, bakterijske i vodene zivotinjske vrste, a dobijeni rezultati su statisticki obradeni.

Kako bi se ostvarili ciljevi rada, postavljeni su sledeci zadaci:

e Modifikovati i optimizovati hidrotermalnu metodu za oblaganje nanocestica
cerijum-oksida sa ugljenim hidratima nakon sinteze i uporediti sa standardnim
hidrotermalnim oblaganjem nanocestica tokom sinteze;

e Uraditi fizicko-hemijsku karakterizaciju tri vrste obloZenih (glukozom, levanom ili
pululanom) i neobloZenih nanocestica cerijum-oksida i ispitati stabilnost njihovih
vodenih suspenzija, u cilju njihovog medusobnog poredenja;

e Ispitati obloZenih nCeO, interakciju sa odabranim poljoprivrednim biljnim vrstama
- dve monokotile (pSenica i kukuruz) i dve dikotile (grasak i socivo), pracenjem
koncentracije nanocCestica u biljkama nakon tretmana 1 stepena njihove
translokacije, kao 1 bioloSkih 1 biohemijskih efekata (uticaj na klijanje, izduZivanje
korena i nadzemnog dela, merenje pokazatelja stresa - ukupnog sadrzaja fenolnih
jedinjenja, fenolnog profila i ukupne antioksidativne aktivnosti) uz poredenje sa
efektima neobloZenih nanocestica.

e Testirati potencijalnu akutnu toksi¢nost razli¢ito oblozenih nanocCestica na tri
organizma koji se uobicajeno koriste kao model sistemi za ispitivanje
ekotoksi¢nosti (Daphnia magna, Danio rerio, Vibrio fischeri NRRL B-11177),
pracenjem mortaliteta (kod Daphnia magna i Danio rerio) i inhibicije
luminiscencije (kod bakterije Vibrio fischeri); odrediti koncentraciju cerijum-
oksida u vodenim organizmima nakon tretmana; ispitati uticaj razli¢ito oblozenih
nanocestica na respiraciju Daphnia magna uz poredenje sa efektima neoblozenih
nanocestica;
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2.1. Nanocestice cerijum-oksida (nCeQO,)
2.1.1. Struktura nCeO,

Cerijum je najzastupljeniji lantanoid ili element “retke zemlje* [11]. Zahvaljujuéi
elektronu u 4f orbitali (Xe 4f°d"°s?), nCeO, poseduju redoks svojstva tj. moguénost izmene Ce**
(Xe 4fY) i Ce™ (osnovno stanje Xe) oksidacionih stanja. Kristalna resetka nCeO> je povrsinski
centriran kubni fluorit sa duzinom ivice gradivne jedinice (Ce4Og) od 0,51 nm. U prisustvu
kiseoni¢nih praznina moZze postojati u formi CepO3 grade¢i heksagonalnu kristalnu reSetku.
Gradivne jedinice kristalnih reSetki se u vecini slucajeva udruzuju u kristalite, kristaliti u
nanocestice, a nanocestice u vece strukture (Stapice, listove ili kocke) koje variraju u opsegu
veli¢ina 1-100 nm. Uslovi sinteze odreduju da li ¢e se kristaliti sastojati od jedne ili vise
gradivnih jedinica [12]. Nanocestice oksida metala, poput nCeO,, imaju veliku povrsinu i
”defektna* mesta (blisko locirani katjoni i anjoni) povezana sa licem, ivicama i1 uglovima
njihovih poliedarnih oblika [13]. U kristalnoj resetki nCeOg, svaki Ce jon je okrenut ka povrsini
reSetke i osmostruko koordinisan (vezan sa osam kiseonikovih atoma), dok je svaki atom O
Cetvorostruko koordinisan (vezan sa Cetiri Ce jona) (Slika 1). Usled adsorpcije razli¢itih
rastvorljivih molekula, osmostruka koordinacija Ce jona moze biti izmenjena u Cetvorostruku.
Promene oksidacionog stanja Ce ili na nivou atoma kiseonika u kristalnoj resetki mogu dovesti
do povecanja napona unutar resetke, kao i njene velic¢ine [14].

2.1.1.1. Kiseoni¢ne praznine u kristalnoj resetki

Kiseoni¢ne praznine u kristalnoj reSetki su posledica nedostatka atoma kiseonika u jednom
ili viSe okteta unutar gradivne jedinice nCeO; [15]. Kako bi se o¢uvalo celokupno naelektrisanje,
nedostatak jednog atoma kiseonika se mora nadoknaditi redukcijom dva Ce*" jona, usled
izmestanja elektrona u 4f orbitalu Ce. Lokacija tako nastalih Ce®* jona moze zavisiti od veli¢ine,
oblika i nacina sinteze kristala nCeO,. Pokazano je da se zastupljenost Ce** povecava iduéi ka
povrsini nanocestice [16], kao i sa opadanjem veli¢ine nanoCestice [17].
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Slika 1. Struktura kristalne resetke nCeO,: osmostruka koordinacija cerijumovih atoma (Zuto)
(A), Cetvorostruka koordinacija kiseonikovih atoma (crveno) (B) i gradivna jedinica kristalne
reSetke [11] (C)

Koncentracija kiseoni¢nih praznina se moZe izratunati iz odnosa Ce®*/Ce*" i predstavlja
kapacitet skladiStenja kiseonika (pumol oslobodenog kiseonika / g pocetnog materijala).
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Postojanje kiseoni¢nih praznina omogucava kristalnim nCeO, da se ponasaju kao “’kiseoni¢ni
pufer [15] koji reaguje na nedostatak ili viSak atoma kiseonika iz neposrednog okruzenja, a
ujedno doprinosi i njegovim katalitickim svojstvima. Jedan od najmoc¢nijih na¢ina modulacije
broja kiseoni¢nih praznina, a samim tim 1 reaktivnosti nanocestica, je obogacivanje kristalne
reSetke zamenom atoma cerijuma sa dvovalentnim i trovalentnim jonima drugih metala.

2.1.2. Svojstva nCeO,

U odnosu na vec¢inu nanocestica, nCeO; pokazuje jedinstvenost u povecanju deformacija
kristalne reSetke sa smanjenjem veli¢ine nanoCestice [12], koje nastaju kao rezultat gubitka
atoma kiseonika, formiranja kiseoni¢nih praznina i posledi¢no poveéanja Ce**/Ce*" odnosa [17].
Pokazano je da nCeO; veli¢ine 2-3 nm imaju najveci kapacitet skladistenja kiseonika [12], $to
ukazuje na to da se reaktivnost nCeO, povecava smanjenjem njene veli¢ine do vrednosti od 2-3
nm, na kojoj je reaktivnost maksimalna.

2.1.2.1. Redoks svojstva nCeO, i interakcija sa reaktivnim vrstama kiseonika

Pojedine reaktivne vrste kiseonika (ROS) nastaju kao nus produkti ¢elijskih metabolickih
puteva. Pored uloge imunskog aktivatora i sekundarnog glasnika u Celijskoj signalizaciji,
povecana koncentracija ovih reaktivnih molekula ima veliku ulogu u patogenezi brojnih bolesti,
koje nastaju usled oStecenja molekula dezoksiribonukleinske kiseline (eng. deoxyribonucleic
acid, DNK), proteina i lipida slobodnim radikalima. Sposobnost nCeO, da katalizuje prevodenje
Stetnih radikala u manje Stetne molekule je dovela do povecéanja istrazivanja u domenu njegove
primene.

nCeO, imaju dvojaku aktivnost, mimeti¢ku (superoksid-dismutaza) i katalaznu (razgraduje
vodonik-peroksid), $to daje mogucnost da se nCeO, ponasaju kao oksidans i antioksidans.
Postoje razli¢ita objasnjenja za ovakvo ponasanje, ali tacan mehanizam delovanja jo§ uvek nije
potpuno razjasnjen. Po jonskom mehanizmu Ce** i Ce® joni iz kristalne resetke interaguju
direktno sa oba radikala, oksiduju superoksid i razgraduju peroksid. Smatra se da je mimeticka
komponenta favorizovana poveéanjem Ce®*/Ce*" odnosa [18], a katalazna aktivnost njegovim
smanjenjem [19]. Jonski mehanizam delovanja nCeO; je predstavljen jednac¢inama:

3Ce*" +3-:0% — 3Ce* + 30, Ce** redukcija 1)
Ce* +-0% + 2H" — Ce* + H,0, Ce* oksidacija (2)
H,0, + 2Ce*" + 2H" — 2Ce* + 2H,0 regeneracija Ce*" i razgradnja H,0,  (3)

JednaCine (1) 1 (2) predstavljaju mimeticku aktivnost, dok je katalazna aktivnost opisana
jednacinom (3). U realnosti, viSak ‘0% se moze javiti usled nedostatka superoksid-dismutaze.

Po drugom mehanizmu obe reakcije se odvijaju stvaranjem kiseoni¢nih praznina u
kristalnoj reSetki nCeO, uz izmenu cerijumovih oksidacionih stanja. Ovaj mehanizam je
prikazan jedna¢inom (4), koja pokazuje aktivnost superoksid-dismutaze, dok se predlozeni
Sestostepeni mehanizam za reakciju katalaze moze prikazati ukupnom jednacinom reakcije (5).
OH’ joni na povr§ini nCeO; mogu igrati ulogu u neutralizaciji ‘0% protonujuéi ga pri cemu
nastaje hidroperoksil (‘OOH") radikal, koji se razgraduje na naCin prikazan jednacinom (6).

2:0% + 2H* > H,0, + O, razgradnja -O* (4)
H,0, + 20, + 2H" — 2H,0 + 20, razgradnja H,O, (5)
2:00H — H,0, + O, razgradnja -OOH radikala (6)
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Da 1i dva oksidaciona stanja Ce u kristalnoj reSetki nCeO, reaguju direktno sa
superoksidom 1 peroksidom ili su kiseoni¢ne praznine glavno mesto odvijanja ovih hemijskih
reakcija uz naknadnu promenu naelektrisanja Ce, ostaje da se utvrdi u buduc¢im istrazivanjima.

2.1.2.2. Faktori koji uti¢u na bioloSku aktivnost nCeO,

Velicina 1 oblik nCeO,, povrSinsko naelektrisanje, materijali koji se koriste za oblaganje
nCeO,, lokalno pH i ligandi koji mogu ucestvovati u redoks reakcijama su glavni faktori od
kojih zavisi bioloska aktivnost nCeQO,. Na reaktivnost nCeO, u te¢noj fazi mogu uticati joni,
organske kiseline, polimeri, proteini, fosfati i drugi molekuli, dovode¢i i do rastvaranja kristala 1
talozenja nanocestica. Adsorbovane vrste mogu blokirati reaktivna mesta na povrsini nCeOs.
Atomi 1 grupe u kristalnoj resetki nCeO,, kao §to su cerijum, kiseonik i hidroksilne grupe, mogu
ucestvovati u brojnim reakcijama. Kataliti¢ka svojstva nCeO; obi¢no zavise od njihove kristalne
strukture, raspodele veli¢ina, povrSine, duzine ivica, uglova itd. Kod oblozenih nCeO;, omotac
oko nanocestice ne moze reagovati sa povrsinski aktivnim mestima, ali moze spreciti difuziju
velikih molekula ka povrsini nanocestice. Na toksi¢nost nanocestica u velikoj meri uti¢u njihova
veli¢ina i oblik, Sto se uzima u razmatranje prilikom procene njihove opasnosti po Zive sisteme
[20]. Osnovni ograni¢avajuéi faktor koji moze uticati na transport i biodistribuciju nCeO; je
nestabilnost njihovih vodenih suspenzija, koja dovodi do aglomeracije nanocestica. Takode,
lokalna aktivnost kiseonika i vode moze uticati na povrSinsku hemiju nanocestice.

2.1.3. Primena nCeO,

nCeO; su tehnoloski vaZzan nanomaterijal zbog njihove raznovrsne primene u proizvodnji
kiseoni¢nih senzora [21,22], materijala za poliranje stakla [23], apsorbera ultravioletnog (eng.
ultraviolet, UV) zraCenja [24,25], ¢vrstih elektrolita za gorivne ¢elije [26], ali i u oblastima kao
Sto su ekoloska hemija, forenzika [27], kozmetika [28], medicina [6] i elektronika [29]. Poseduju
veliki potencijal za leCenje neurodegenerativnih oboljenja [30], kao i svih oboljenja uzrokovanih
akumulacijom ROS poput kancera [31], dijabetesa [32], degeneracije makule [33], ishemijskog
mozdanog udara [34] itd. Predlaze se i primena nCeO; za fotoliti¢ko i termoliticko razlaganje
vode u cilju dobijanja vodonika, vode¢eg kandidata za gorivo buducnosti [35]. U svakodnevnom
Zivotu se susre¢emo sa brojnim tehnologijama zasnovanim na primeni nCeO;, kao Sto je
obezbojenje UV apsorpcije stakla (300-400 nm), zastita za fotoosetljiva stakla, sredsva za
poliranje, optic¢ki premaz, dodavanje gorivima (radi smanjenja emisije NO) itd. [11]. nCeO,
mogu imati ulogu katalizatora ili ko-katalizatora zbog sposobnosti skladistenja kiseonika.

Zbog velikog odnosa povrsine 1 zapremine, nCeO, imaju sposobnost prolaska kroz ¢elijske
barijere, Sto ih Cini adekvatnim za transport terapeutika koji mogu biti inkapsulirani unutar
Cestica ili adsorbovani na njihovoj povrs§ini. Mogucénost ove primene zavisi od njihove veli¢ine,
oblika, kao i povrSinskog naelektrisanja [36].

Razlog ovako bogate primene nCeO; je posedovanje izvrsnog kapaciteta za skladistenje
kiseonika, koji je zasnovan na redoks svojstvu tj. izmeni Ce®" i Ce** oksidacionih stanja i
relativno lakom formiranju upraznjenog mesta kiseonika na povr$ini nanocestice [5-7,37-40].
Zahvaljujuéi tome, nCeO, su mo¢ni hvataci slobodnih radikala, a sposobnost regeneracije nakon
svakog ciklusa reakcija sa slobodnim radikalima ih ¢ini jedinstvenim u odnosu na druge Cestice
[41,42].

2.1.4. Sinteza nCeO,

Zbog svih navedenih karakteristika, optimizacija nacina i uslova sinteze koji ¢e povecati
broj kiseoni¢nih praznina i istovremeno zadrzati kristalnu strukturu nanocestica postaje veliki
izazov. Naizged suptilne promene, kao $to su promena reaktanata, temperature i puta sinteze
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mogu imati velik uticaj na krajnja svojstva nanocestica. Do sada su koriS¢ena dva principa
sinteze, jedan zasnovan na redukciji Ce* u Ce*" oksidaciono stanje i drugi zasnovan na
obogacivanju nCeO; sa drugim elementima. Kontrolom rasta kristala, nCeO, se mogu sintetisati
u viSe razli¢itih veli¢ina 1 oblika (film, globularne, Stapicaste itd.). Kada se postigne Zeljena
veli¢ina i oblik, proces sinteze se zaustavlja odvajanjem nanocestica iz reakcione sredine.
Karboksilne kiseline se uobicajeno koriste za kontrolu rasta kristalita [43].

Metode sinteze se prema temperaturnom rezimu mogu podeliti na metode pri
temperaturama nizim i vi§im od 250 °C. Najcesce koriS¢ene metode sinteze nCeQ; su prikazane
u Tabeli 1.

Tabela 1. Najcesce koris¢ene metode sinteze nCeO,

Metode sinteze na temperaturama ispod 250 °C  Metode sinteze na temperaturama iznad 250 °C

Koprecipitacija [44] Sinteza plamenom [45]
Hidrotermalna sinteza [46] Fizi¢ko talozenje pare [47]
Solvotermalna sinteza [48] Termalna sprej metoda [49]

Sol-gel metoda [50] Razlaganje aerosola pomocu soli [51]

Mikroemulzija [52] Homogeno taloZenje [53]

Reverzne micelarne metode [17] Sonohemijsko zagrevanije [54]

Samopropagiraju¢a metoda na sobnoj temperaturi
(SPRT) [55]
Gasha kondenzacija [57]

Elektrohemijska sinteza [59]

Mikrotalasno zagrevanje [56]

Termalna hidroliza [58]

Metode sinteze na nizem temperaturnom rezimu se najvise koriste za sintezu malih
koli¢ina materijala 1 u istraZivacke svrhe. nCeO; se uglavnom sintetiSu u te¢noj fazi. Kod ovih
metoda se kao polazne supstance najées¢e koriste jedinjenja (izvor Ce>* jona), oksidaciono
sredstvo (oksiduje Ce®*" u nerastvorne Ce** jone), kao i jedan ili viSe stabilizatora, koji
istovremeno mogu imati i ulogu oksidansa. Naj¢es¢e korisceni stabilizatori su organski alkoholi
[60], organski amini [61] i polimeri [62]. Kona¢na veli¢ina nanoCestice se reguliSe
koncentracijom 1 ja¢inom adsorpcije stabilizatora. Nedostatak pomenutih metoda je $to najcesce
zahtevaju naknadno ispiranje i resuspenziju sintetisanih nCeO,, $to je izbegnuto kod sinteze
nCeO, u formi koloida, gde se sinteza odvija direktno bez koraka odvajanja sintetisanih
nanocestica.

Za metode koje se odvijaju na visem temperaturnom rezimu (Tabela 1), kao §to su
aerosolni procesi, mogu se koristiti veoma visoke temperature sagorevanja i do 2500 °C. Ove
metode se najceSce koriste za proizvodnju vecih koli¢ina materijala u industriji, kao i za
obogacivanje nCeO, drugim metalima. Kao prekursori cerijuma koriste se cerijum-alkoksidi ili
karboksilatni aerosoli, koji se kontinuirano unose u reakcionu komoru. Kalcinacija se Cesto
koristi kao tehnika kojom se na visokoj temperaturi (ispod tacke topljenja u atmosferi kiseonika)
cerijumovo jedinjenje prevodi u oksid. Sintezom nCeO; na visokim temperaturama se mogu
dobiti nanocCestice oStrih ivica i uglova, $to ih razlikuje od nCeO, sintetisanih na nizim
temperaturama.

Medutim, visoka temperatura u procesu sinteze nCeO, moze uticati na njihovu biolosku
aktivnost [63]. Metode koje se koriste za sintezu nCeO; u prahu mogu uticati na mikrostrukturu i
osobine praha [64]. Zato se veliki napor ulaZze u pronalaZenje jeftine i vremenski efikasne
metode, koja ¢e u velikoj meri zadrzati jedinstvena svojstva nCeO,.
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2.1.5. Poboljsanje stabilnosti nCeO, oblaganjem

Glavno ogranic¢enje primene nCeQO; je njihova tendencija ka aglomeraciji i1 taloZzenju zbog
velikog broja upraznjenih mesta kiseonika na njihovoj povrsini, Sto je uzrok male stabilnosti
njihovih vodenih suspenzija [65]. Ovaj problem se moze prevazi¢i oblaganjem nCeO, sa
polimernim jedinjenjima, ¢ime se poboljSava stabilnost njihove vodene suspenzije.

Za oblaganje nCeO; su do sada najcesce korisc¢eni polimeri, kao $to je dekstran [5,39,65-
68], heparin [7,69], hitozan [6,70], poli (etilen glikol) [8,71], organske kiseline (poli (mle¢na-ko-
glikolna kiselina) [72], limunska kiselina i njene soli [9,73,74]), glukoza [4], levan [10] i lekovi
[64]. Pri izboru polimera, treba obratiti paznju na tip i koli¢inu polimera prevucenih preko
nanocestice, zbog direktnog uticaja na stabilnost suspenzije [38].

Koloidne disperzije nanocestica se mogu stabilizovati i podesavanjem pH vrednosti na
kojoj ne dolazi do njihovog talozenja. Stabilizacija koloida se moze ostvariti 1 dodatkom
odredenih jona, kao S§to su nitratni i acetatni joni, koji se specifiéno adsorbuju na povrsini
nanocestice [75]. Ako se polimer adsorbuje u ravnoj konformaciji polimerno odbijanje je kratkog
dejstva i stabilizacija je uglavnom elektrostaticka, dok ¢e kod debljih adsorbovanih slojeva
polimera, polimerni lanci $tr€ati u rastvor povecavajuci doprinos polimernog odbijanja izmedu
nanocestica [76].

Princip oblaganja nCeO; ugljenim hidratima primenjen u ovoj tezi je prikazan na Slici 2.

Slika 2. Vezivanje ugljenih hidrata nCeO,

2.1.5.1. Glukoza kao materijal za oblaganje

Ugljeni hidrati su vazna klasa polihidroksilnih jedinjenja koja se koriste za oblaganje
nanocestica ve¢ duzi niz godina [4,5], a poznata je i primena prostih i sloZenih ugljenih hidrata
za kompleksiranje trovalentnih katjona lantanida [77]. Glukoza je redukuju¢i monosaharid
molekulske formule C¢H1206 (Slika 3) i zbog svoje dostupnosti, rastvorljivosti i ekonomicnosti
je pogodna za oblaganje 1 stabilizaciju nanocestica. Biokompatibilnost i1 netoksicnost
omogucavaju primenu glukozom obloZenih nanocestica u farmaciji, biomedicini i proizvodnji
biosenzora [78]. Do sada je glukoza koris¢ena za oblaganje nanocestica zlata [79,80], magnetita
[81], CeO, [4] i kao takva je pogodna za poredenje sa novim jedinjenjima koris¢enim za
oblaganje nCeO,. Oblaganje glukozom povecava primenu nanocestica, jer se glukozni
transporteri nalaze na mnogim vrstama ¢elija i kao takve mogu pro¢i krvno-mozdanu barijeru.

Klju¢na tatka mehanizma oblaganja nCeO, glukozom je redukcija Ce*" do Ce** uz
oksidaciju glukoze [4]. Efikasnost glukoze da redukuje katjone se moze povecati u baznoj
8
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sredini [78]. Karakoti i dr. (eng. Karakoti et al.) (2007) [34] pretpostavljaju da jedan Ce jon
moze kompleksirati 1-2 OH grupe glukoze, odnosno da 1 molekul glukoze moze kompleksirati
dva Ce jona. Sa druge strane, glukozni monomer u polisaharidu moze kompleksirati samo jedan
jon cerijuma zbog sternih ograni¢enja [82]. Zbog veceg broja hidroksilnih grupa, polisaharidi
imaju veéu tendenciju kompleksiranja Ce** od monosaharida, koja takode moze biti ograni¢ena
sternim smetnjama usled veli¢ine molekula polisaharida [4]. Takode je pokazano da oblaganjem
nanocestica slozenim ugljenim hidratima, poput saharoze [81], dolazi do njihovog razlaganja na
redukuju¢e monomere - glukozu, koja omogucava kompleksiranje katjona 1 oblaganje
nanocestica. Oblaganje nanocestica glukozom tokom sinteze neutraliSe njihovo povrsinsko
naelektrisanje, ¢ime se sprecava njihovo povecanje pa su oblozene nanocestice Cesto manjih
dimenzija od neoblozenih [78].

CH,0OH
CH,OH CH,OH o)
H
@ @ Q :
OH
HO"
OH OH
[Levan Pululan Glukoza

Slika 3. Strukturne formule levana, pululana i glukoze

2.1.5.2. Levan

Fruktani su grupa prirodnih polimera fruktoze u koju spadaju inulin i levan. Za razliku od
inulina koji sadrzi B (2—1) glikozidno povezane [-D-fruktofuranozne jedinice, levan je
hidrosolubilni egzopolisaharid sastavljen pretezno od p-(2—6) glikozidno povezanih
monosaharidnih jedinica sa po nekim B-(2—1) bo¢nim lancima [10,83,84]. Zbog nanometarskih
dimenzija i sfernog oblika ima nisku unutra$nju viskoznost i vecu stabilnost od linearnih formi
[85,86]. Najcesée je male molekulske mase (Mr < 5000) ukoliko je biljnog porekla, dok se
mikrobiolo§kom sintezom mogu dobiti duZi polisaharidni lanci mase i do 500 000 Da [85,86].

Levan (Slika 3) je nasao primenu u biomedicini [85], u prehrambenoj industriji kao
prebiotik, stabilizator, emulgator, sredstvo za kapsulaciju itd. [84]. Poseduje antioksidativna,
antikancerogena [83] i imunostimulativna svojstva, §to je od posebnog znacaja za farmaceutsku i
kozmeti¢ku industriju [84]. Kompletno se degradira u crevima i pokazuje prebioticka svojstva,
kao i moguénost snizavanja holesterola [87]. Zbog osobina, kao S$to su netoksi¢nost,
biokompatibilnost, biorazgradivost i sposobnost formiranja filma [84], levan predstavlja nov i
obecavaju¢i biomaterijal pogodan za oblaganje nanoCestica. Tome doprinosi veliki broj
hidroksilnih grupa i redukujuce Secerne jedinice koje ulaze u njegov sastav.

Fruktani sastavljeni od pet fruktoznih jedinica omucavaju stabilizaciju ¢elijskih membrana
interaguju¢i sa njima, S§to omogucéava i vece prezivljavanje Celija [88]. Zajedno sa drugim
egzopolisaharidima, levan se kao strukturna komponenta nalazi u mikrobiomu zemljista gde ima
funkciju zastite mikroorganizama od isuSivanja [89]. Deluje i kao barijera koja olakSava
stvaranje kiseonika i na taj nacin doprinosi mikroaerobnim uslovima neophodnim za fiksaciju
azota [90]. Vancelijski je rezervoar hranljivih materija u mnogim biljnim tkivima i
mikroorganizmima [85].

Za mikrobiolosku proizvodnju levana se koriste mikroorganizmi (Bacillus licheniformis
[84], Streptococcus [91], Halomonas [92] itd.) ili izolovani enzimi, a kao polazne supstance za
sintezu se obicno koriste saharoza, sirup ili melasa. Variranjem polaznih supstanci i drugih
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uslova fermentacije, dobijaju se proizvodi razli¢ite molekulske mase, stepena grananja [93],
pre¢nika, unutrasnje viskoznosti i stabilnosti [84]. Levan-saharaza je enzim neophodan u sintezi
levana, jer katalizuje transfer fruktoznih jedinica saharoze na rastuci lanac levana [94]. Na
proizvodnju mikrobnog levana u velikoj meri uticu koncentracija hranljivih materija u hranljivoj
podlozi 1 uslovi sredine, kao Sto su pH, koncentracija kiseonika, konfiguracija bioreaktora i
bakterijski soj [86]. Koriste se i metode zasnovane na kombinaciji tretmana sa Kiselinama,
Cag(POy): i aktivnim ugljem [95].

2.1.5.3. Pululan

Pululan je hidrosolubilni, neutralni i linearni egzopolisaharid, koji nastaje povezivanjem
maltotrioznih jedinica pomoc¢u a-(1,6)-D-glikozidne veze (Slika 3) [96,97]. Molekulska masa
pululana se kre¢e od nekoliko hiljada do 2 000 000 Da. Takode poseduje biodegradibilne,
nehigroskopne i neredukuju¢e osobine, a zbog svoje viskoznosti u vodenom medijumu ima
sposobnost adhezije i formiranja filma koji se odlikuje termostabilnos¢u, antistatiCkim i
elastickim svojstvima [98]. Sva pomenuta svojstva doprinose strukturnoj fleksibilnosti pululana.
Molekuli pululana mogu formirati koloidno-stabilne nanocestice samoagregacijom u vodenoj
sredini. Zbog odli¢nih mehanickih svojstava i1 nepropustljivosti kiseonika, filmovi pululana se
mogu koristiti za oblaganje bioloskih molekula, ¢ime se mogu stabilizovati na duze vreme. pH
vodenog rastvora pululana je 5-7 i termostabilan je do 250-280 °C [99]. Na viskoznost vodenog
rastvora pululana ne uti¢e zagrevanje, pH i veéina jona metala [99].

Zbog svojih jedinstvenih osobina, kao S$to su netoksi¢nost, antimutagenost i
antikancerogenost koristi se u prehrambenoj industriji [96] kao prebiotik, stabilizator, zamena za
skrob zbog lakog varenja i za produzavanje roka trajanja hrane zadrzavanjem vlage i
inhibiranjem rasta gljivica [99]. Ulazi u sastav lepka za proteze, proizvoda za oralnu higijenu
[100], kozmetickih preparata [101], gelova za imobilizaciju enzima [102], a ima i potencijalnu
primenu kao konjugat za vakcine [103]. Brojna su i istrazivanja na polju primene u biomedicini
[96], ciljane isporuke lekova do odredenog tkiva, inZenjeringa tkiva itd.

Pululan je fungalni egzopolisaharid koji se proizvodi iz skroba u kiselim aerobnim
uslovima pomoc¢u Aureobasidium pullulans [96,98], gljive prisutne u zemljistu, drveéu i drugim
biljnim materijalima. U ostale mikrobne izvore pululana se ubrajaju Cryphonectria parasitica
[104], Rhodototula bacarum [105], Cytaria harioti [106], Tremella mesenterica [107] itd.
Pululan, kao sekundarni metabolit, proizvode ¢elije sli¢ne kvascu u uslovima ogranic¢ene koli¢ine
amonijaka [108]. Prinos pululana se moze stimulisati dodatkom amonijum-sulfata koji sluzi kao
izvor azota, paZzljivim odabirom ugljenih hidrata kao izvora ugljenika, aeracijom, kao 1
podeSavanjem pH vrednosti, temperature, sastava i viskoznosti hranljivog medijuma [108].
Nakon sinteze, pululanu se pomocu aktivnog uglja uklanja melanin, a onda se preciS€ava
organskim rastvara¢ima [98]. Postoji interesovanje da se proizvodi pululan odredene
morfologije. Prema dostupnim literaturnim podacima, pululan je po prvi put koris¢en kao
materijal za oblaganje nCeO, u izradi ove doktorske disertacije.

2.2. nCe0;, u Zivotnoj sredini

Usled povecanja primene nCeO; sve je ve¢a mogucénost oslobadanja njihovih produkata u
vodu 1 zemljiSte, §to moze dovesti do nagomilavanja 1 negativnih efekata po Zivotnu sredinu.
Boje, baterije, kataliticki konvertori, suspenzije za poliranje, aditivi stakla 1 goriva su samo neki
od brojnih izvora iz kojih moze do¢i do oslobadanja nCeO; u zivotnu sredinu [109]. U vodenoj
sredini, telesnim tecnostima i zemljiStu nCeO, moZe reagovati u formi koloida, a stabilnost
koloida moze zavisiti od temperature, vrste atoma na povrsini nCeO,, liganada adsorbovanih na
povrsinu nanocestice, jona, pH 1 drugih faktora.
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Evropska komisija procenjuje da je globalna proizvodnja nCeO, oko 10 000 tona godis$nje
[110]. Koncentracija Ce u zemljistu se kreée u opsegu od 2 do 150 mg kg™ [111], a u otpadnim
vodama oko 80 pg L™ [112]. U Evropi srednja koncentracija Ce u zemljistu je 48,2 mg kg™, u
sedimentima je 66,6 mg kg™ i u vodi 55 ng L™ [112].

Literaturni podaci o toksi¢nosti nCeO; na raznim organizmima su kontradiktorni, cemu
moze doprineti i ¢injenica da su za istrazivanje kori$¢ene nanocCestice razli€itih fizicko-hemijskih
karakteristika. Dva glavna objasnjenja toksi¢nosti nCeO; su mala velic¢ina tj. visok odnos
povrSine 1 zapremine koji omogucéava velikom broju atoma da budu locirani na povrSini
nanocCestice 1 povrSinsko naeektrisanje materijala koji se koriste za njihovo oblaganje.
Pretpostavljeni mehanizmi toksi¢nosti nanocestica su: proizvodnja ROS, oslobadanje jona
metala, fotokataliticko ponaSanje i fazna transformacija [113].

2.2.1. Sudbina i transformacija nanocestica u zZivotnoj sredini

Kada se nCeO; nadu u zivotnoj sredini moze doc¢i do homoagregacije - izmedu istih
nanocestica 1 heteroagregacije - izmedu nanoCestica 1 Cestica iz Zivotne sredine. Veli¢ina
agregata utice na njihov transport, ponaSanje, reaktivnost, usvajanje i toksi¢nost. Stabilnost
neobloZenih nCeO, zavisi od njihovog povrSinskog naelektrisanja na koje uti¢e pH vrednost
sredine. nCeO, imaju izoelektri¢énu tacku 8,21 §to ih ¢ini pozitivno naelektrisanim u kiseloj
sredini i negativno naelektrisanim u baznoj sredini. Pokazano je da je transport nCeO, znatno
nizi u kiseloj sredini i pri visokoj koncentraciji jona [114]. Prisustvo jona Na* [115], Ca®* [115] i
fosfata [116] moze kontrolisati i stabilnost neoblozenih nCeO, u vodenoj sredini.

Adsorpcija organskih materija iz okruzenja na povrSinu nanocestica moze s jedne strane
dovesti do heteroagregacije, a sa druge strane do povecanja stabilnosti nCeO», §to zavisi od vrste
i koncentracije organskih materija [117]. NajéeSce se adsorpcijom organskih molekula stvara
barijera koja sprecava agregaciju nCeO; i onemogucava stvaranje vecih agregata, ali se ne mogu
potpuno savladati Van der Valsove (eng. Van der Waals) privlaéne sile koje postoje izmedu
nanocestica unutar manjih agregata [118].

Rastvorljivost takode odreduje sudbinu nCeO; u Zivotnoj sredini. Iako su neobloZene
nCeO, nerastvorne u vodi, prisustvo redukcionih sredstava poput limunske i askorbinske kiseline
moze poveéati rastvorljivost pri niskim pH vrednostima redukcijom Ce** na povrsini nanocestice
u Ce*. Ova jedinjenja mogu formirati 1 jake hemijske veze sa povrSinskim hidroksilnim
grupama i Ce** jonima stvarajuéi helate [119].

2.2.2. Usvajanje nCeO, u razli¢itim biljnim vrstama i efekat na klijanje i rastenje

Literaturni podaci o akumulaciji nCeO; u biljkama su raznovrsti i zavise od biljne vrste.
Poredenje usvajanja Ce iz neobloZenih 1 obloZenth nCeO; je pokazalo da obloZene nCeO;
povecavaju akumulaciju Ce kod kukuruza [120]. Sa druge strane je primeceno da interakcija
izmedu organskih materija i nCeO, dovodi do smanjenja usvajanja Ce u pSenici [121]. Uprkos
fizioloskim razlikama izmedu monokotila i dikotila, pokazano je da je, usled izlaganja iste
povrSine korena zemljiStu, usvajanje Ce slicna nezavisno od toga da li su biljke izlozene
oblozenim nCeO,, neoblozenim nCeO ili Ce®* jonima [122].

Kad je efekat nCeO; na klijanje semena u pitanju, pri koncentracijama ve¢im od 400 mg L
! nije pokazan uticaj na klijanje semena lucerke (Medicago arborea) [123]. Od deset testiranih
poljoprivrednih kultura pri koncentracijama ve¢im od 1000 mg L™, nCeO; su pokazale znacajan
efekat na razvoj kotiledona samo kod krastavca (Cucumis sativa) [124]. Nasuprot tome,
zapazena je niza toksi¢nost nCeO; na klijanje semena lucerke, krastavca, paradajza (Solanum
lycopersicum) i kukuruza (Zea mays) pri koncentracijama 500-2000 mg L™ [125]. Koncentracija
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od 2000 mg L™ nCeO, nije uticala na klijanje semena rotkvice, uljane repice, paradajza, pSenice,
salate, kupusa i krastavca [126].

Nekoliko radova je ispitivalo uticaj nCeO;, na rastenje biljke. Pokazano je da nCeO;
znadajno inhibiraju rastenje korena kod: salate (na 250-1000 pg mL™ [124] i 2000 mg L™ [126]),
paradajza (na 500 ug mL™ [124] i na 1000 i 4000 mg L™ [125]), lucerke (na 2000 i 4000 mg L™
[125]), razi (na 500-1000 pg mL™ [124]) i crnog luka (na 500 pg mL™ [124]). Sa druge strane,
nCeO, su stimulisale rastenje korena kod: lucerke (na 100-400 mg L™ [123]), soje (na 0-4000
mg L™ [127]), krastavca (na 500-4000 mg L™ [125]) i kukuruza (na 500-4000 mg L™ [125]).
Moze se videti da su kod lucerke nCeO; pokazale suprotne efekte na rastenje korena pri viSim ili
nizim koncentracijama.

Rastenje nadzemnog dela je znacajno stimulisano nanocesticama CeO; kod: lucerke (na
500-1000 mg L™ [125]), kukuruza (na 2000 mg L™ [125]) i krastavca (na 500-4000 mg L™
[125]). Nasuprot tome, rastenje nadzemnog dela kukuruza je bio znacajno inhibiran pri
koncentraciji nCeO, od 4000 mg L™ [125].

2.2.3. Antioksidativni odgovor biljaka na nCeO, tretmane

Poznato je da se sekundarni metabolizam aktivira u biljkama tokom njihovog izlaganja
abiotickom stresu. Sekundarni metaboliti igraju najvazniju ulogu u prevazilazenju stresnih
uslova i adaptaciji biljke na zivotnu sredinu [128]. Fenolna jedinjenja, kao grupa sekundarnih
metabolita, jedna su od najvecih i najraznovrsnijih grupa aktivnih biljnih jedinjenja [129], koja
ucestvuju u regulaciji procesa klijanja semena, rastenja biljke i odbrambenim mehanizmima
[129]. Zbog redoks svojstava, fenolna jedinjenja imaju veliki antioksidativni kapacitet, koji im
omogucava da deluju kao redukciona sredstva, donori vodonika ili helatori jona metala [130].
Ova vazna osobina je usko povezana sa njihovom hemijskom strukturom [129]. Na primer,
fenolna jedinjenja heliraju jone metala zbog prisustva pogodnih funkcionalnih grupa: hidroksilne
I karboksilne [129]. Takode, fenolna jedinjenja deluju i kao signalni molekuli [131].

Tokom abioti¢kog stresa uzrokovanog toksi¢no$¢u metala, biljka stvara slobodne radikale
koji se vezuju za biomolekule kao Sto su DNK, proteini i1 lipidi i na taj nacin ih oStec¢uju
[132,133]. Biljke su razvile slozen antioksidativni odbrambeni sistem, sacinjen od enzimskih
(kao S$to su superoksid-dismutaza, katalaza, askorbat-peroksidaza) i neenzimskih komponenti
(kao §to su vitamini, fenolne kiseline itd.), koje mogu simultano da se aktiviraju u borbi protiv
oksidativnog stresa [133].

Postoje istrazivanja o efektu nCeO, na pojedinacnu enzimsku aktivnost u razli¢itim biljnim
sistemima. Na primer, izmenjena enzimska aktivnost (katalazna, gvajakol-peroksidazna,
superoksid-dismutazna, askorbat-peroksidazna, glutation-reduktazna) je zapaZzena u korenu i
nadzemnom delu pirin¢a nakon tretmana sa nCeO; pri koncentraciji od 500 mg L™ [134] i niZim
koncentracijama u semenu pirin¢a [135]. TAA obuhvata razli¢ite neenzimske komponente
(askorbat, glutation, fenole, Secere itd.) koje poseduju antioksidativna svojstva i mogu biti
indikator metabolickog poremecéaja u biljkama. Pokazano je primenom 2,2'-azino-bis(3-
etilbenztiazolin-6-sulfonska kiselina / peroksidaza rena (ABTS / HRP) testa da je TAA povecana
u krtoli rotkvice nakon tretmana sa 250 mg kg™ nCeO, [136].

Primeéeno je da nCeO, pri koncentraciji od 800 mg kg™ zna¢ajno smanjuju ukupan TPC u
plodu krastavca [137]. Pri koncentracijama od 0-500 mg kg™ nCeO,, u rotkvicama nije znagajno
izmenjen TPC [136], dok je u semenu pirin¢a detektovan smanjen sadrzaj fenola [135].
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2.2.4. Efekat nCeO, na Vibrio fischeri, Daphnia magna i Danio rerio

Agregacija nCeO, u vodenom okruZenju smanjuje koli¢inu nanocCestica koje bi mogle biti
usvojene od strane vodenih organizama. Ispitivanjem efekta nCeO; na mikroorganizme doslo se
do zakljucka da toksic¢nost nanocestica u velikoj meri zavisi od soja mikroorganizma i veliine
koris¢enih nanocestica [138]. Vodeni ra¢i¢ Daphnia magna (D. magna) i zebrica Danio rerio (D.
rerio) su najée$¢e koriS¢ene medu vodenim organizmima za procenu potencijalnog rizika
nanocestica po zivotnu sredinu. O efektu nCeO, na vodene organizme postoje kontradiktorni
podaci u literaturi.

Podaci o efektu nCeO; na D. magna su malobrojni. Dosadasnja ispitivanja pokazuju
toksi¢ni efekat nCeO, na D. magna pri koncentracijama izmedu 5 i 64 mg L™ [139], ECyo
vrednost na 8,8 - 20,0 mg L™ [140] i LC50 na 0,012 mg mL™ [141], dok se genotoksi¢ni efekat
javlja pri koncentraciji 1 mg L™ [142]. Sa druge strane, nije zapaZena akutna toksi¢nost pri
koncentracijama 0-10 ug mL™ nCeO, [143,144], 100 - 200 mg L™ [145] i 200-5000 mg L™
[140].

Razliciti efekti nCeO; su zapaZeni i kod zebrice D. rerio. Pokazan je uticaj oblika nCeO,
(na 25 mg L) na njihovu toksi¢nost [146]. Toksican efekat u vidu promena u nervnom sistemu
je primecen nakon duzeg izlaganja nanocesticama CeO, pri koncentracijama 20 i 50 ppm [147].
Sa druge strane, akutna toksi¢nost nije zabelezena pri koncentracijama visim od: 50 mg L™
nakon petodnevnog tretmana [148], 100 mg L™ [149], 200-5000 mg L™ [140] i nakon
injektovanja 0,3 ili 0,75 pg nCeO; direktno u Zumance embriona ribice [150].

Samo nekoliko radova je istrazivalo uticaj nCeO, na luminiscenciju Vibrio fischeri (V.
fischeri). Pokazano je da nCeO; veli¢ine 2 - 4 nm nisu uticale na enzimsku aktivnost V. fischeri u
prisustvu citrata pri koncentracijama 0,63 - 20 mmol L™ [151], ali su pokazale nisku toksi¢nost
(ICso 21,76 mg L™) pri 320 mg L™ u prisustvu heksa-metilen-tetra amina [152] i visoku
toksicnost na 0,064 mg m L™ [141]. Uzrok pomenutim razlikama u toksi¢nosti moze biti razlika u
veli¢ini, obliku, povrSinskom naelektrisanju i drugim fizicko-hemijskim osobinama koris¢enih
nanocestica, zbog razli¢itih polaznih materijala i metoda sinteze nCeO,.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1. Hemikalije

Sve hemikalije koriS¢ene u ovoj tezi su analiticke cistoce, sem ako nije drugalije
naglaSeno. Glukoza, KH,PO,, KI, ABTS, HRP, Folin-Ciokalteov (eng. Folin-Ciocalteu) reagens,
galna kiselina, H3BO3;, CH3;0H, FeSQO, - 7H,0, NaClO, metilen-plavo (svi Sigma Aldrich, SAD),
NaOH, CoCl, - 2H,O (svi Carlo Erba, Francuska), NH3 (tehnicke &istoée, 25 %), NaCl, KI,
K2Cr07 (svi Merck, Nemacka), saharoza (prehrambeni kvalitet, Crvenka, Srbija), C,HsOH,
NaNQO;,, (NH4)st4, K,HPO, - 3H,0, HC', NH4sNO3 (SVi Zorka, Srbija), NaHCOs3, C&Clz - 2H,0,
K2HPO,4, Na;MoO, - 2H,0 (svi Kemika, Hrvatska), MgSO, - 7H,O (Alkaloid, Makedonija),
CH,Cl, (hromatografska ¢istoca), HNO3 (svi J.T. Baker, SAD), agar, ekstrakt jeémenog slada,
ekstrakt kvasca (svi Torlak, Srbija), H,O, (AppliChem, Nemacka), SeO, (Riedel-de Haén,
Nemacka), morska so (Aqua Medic, Nemacka), ZnSO, - 7H,0 (Alfa Aesar, Nemacka), Ce(NO3)
- 6H,0, CuSO, - 5H,0 (svi Acros Organics, SAD), Na;EDTA - 2H,0 (Fisher Chemical, Velika
Britanija), CaNO3 - 2H,0, CaSO, - 2H,O (svi Superlab, Srbija), MnSO, - H,O (Centrohem,
Srbija), Na,COsz (Fluka Analytical, Nemacka), KNO3 (Carl Roth, Nemacka), Tricaine-S
(Western Chemical, SAD).

Levan i pululan su sintetisani po proceduri opisanoj u odeljku 3.4.
3.2. Mikroorganizmi

Za sintezu levana je kori$¢ena bakterija Bacillus licheniformis NS032, ¢ija je taksonomija
potvrdena 16S rDNK analizom (Genbank sekvenca JF826527) [153]. Bakterija Aureobasidium
pullulans CH-1 je kori$¢ena za sintezu pululana.

3.3. Sinteza nCeO,
3.3.1. Sinteza neobloZenih nCeO,

nCeO; su sintetisane pomo¢u SPRT metode polazeéi od Ce(NO3) - 6H,O i NaOH prema
jednacini:

2[Ce(NO3)s - 6H,0] + 6NaOH + 1/20, > 2Ce0, + 6NaNO; + 15H,0

Polazne supstance su ru¢no meSane u avanu tokom 5-10 minuta. Dobijeni proizvod je
ispran centrifugiranjem tri puta po 10 minuta sa dejonizovanom vodom i dva puta sa etanolom u
centrifugi (Centurion 1020D) na 4200 rpm. Dobijen proizvod je suSen preko no¢i na 70 °C
[55,154].

3.3.2. Sinteza glukozom, levanom i pululanom obloZenih nCeO,
3.3.2.1. Oblaganje nCeO, DC metodom

Nanocestice CeO; su oblagane ugljenim hidratima na dva razlicita nacina: tokom sinteze
(DC metoda) i nakon sinteze nCeO; (SC metoda). Prema proceduri za DC metodu objavljenoj u
San i dr. (eng. Sun et al.) (2009) [81], levan, pululan i glukoza su pojedinacno rastvarani u
dejonizovanoj vodi, nakon ¢ega je u rastvor svakog ugljenog hidrata dodavan Ce(NO3)3 - 6H,0.
Maseni odnos ugljenog hidrata i Ce(NOs); - 6H,0 je bio 1:7 odnosno 0,360 g : 2,523 g. pH
vrednost reakcione smese je podeSena na pH 10 dodatkom 25 %-og rastvora amonijaka. Smesa
je prebacena u autoklav od nerdajuceg celika sa zatvorenom teflonskom posudom i ostavljena da
kristaliSe. KoriS¢ene su razli¢ite temperature Kkristalizacije (100, 150 i 200 °C), vremenski
intervali (6, 12, 24 1 48 h), maseni odnosi ugljenih hidrata i neoblozenih nCeO; (1:7, 4:7, 8:7,
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16:7) i veli¢ine neoblozenih nCeO,. Dobijen prah je odvojen od vodene faze ispiranjem tri puta
sa dejonizovanom vodom u centrifugi, a potom susen na 60 °C preko no¢i.

3.3.2.2. Oblaganje nCeO, SC metodom

Kod SC metode su glukoza, levan i pululan pojedina¢no rastvoreni u dejonizovanoj vodi,
nakon ¢ega su u svaki od tih rastvora dodavane nCeO, prethodno sintetisane SPRT metodom.
Dalji koraci su bili isti kao kod prethodno opisane DC metode.

3.4. Sinteza levana i pululana

Levan, mikrobioloski polisaharid, je sintetisan kultivacijom bakterijske kulture Bacillus
licheniformis NS032 (iz kolekcije mikroorganizama sa Hemijskog fakulteta, Univerziteta u
Beogradu, pristupni broj Genbank JF826527) u modifikovanom saharoznom medijumu sa
amonijum-hloridom kao izvorom azota (pH 7) po proceduri opisanoj u Kekez i dr. (eng. Kekez et
al.) (2015) [84]. Nakon odvajanja biomase, levan je izolovan taloZenjem pomocu etanola i
precis¢en dijalizom i liofilizacijom, takode po proceduri pomenutih autora [84].

Pululan je sintetisan kultivacijom bakterije Aureobasidium pullulans, soja CH-1 (iz
kolekcije mikroorganizama sa Instituta za Hemiju, Tehnologiju i Metalurgiju (IHTM)).
Polisaharid je izolovan taloZzenjem pomocu etanola, nakon ¢ega je preciséen gel-filtracijom na
Sephadex G-200 koloni prema procedurama opisanim u Jakovljevi¢ i dr. (eng. Jakovljevic¢ et al.)
(2001) [97] i Radulovi¢ i dr. (eng. Radulovi¢ et al.) (2008) [155].

3.5. Karakterizacija nCeO,

3.5.1. Rendgenska strukturna analiza

U ovoj tezi su fazna Cistoca 1 kristalinitet sintetisanih nCeO; ispitani pomoc¢u rendgenske
difrakcije na uredaju Raguku Ultima IV, Japan. Rendgenski snop je bio Ni-filtrirano Cu - Kal
zracenje (4 = 0,1540 nm) i difraktometar je radio na 40 kV i 40 mA. Rendgenski spektri su

snimani u opsegu 5 - 90° (20) pri brzini skeniranja 5 ° min™.

3.5.2. Skenirajuca elektronska mikroskopija

Sve nCeO; u ovoj tezi su snimljene na FEI Quanta 200 (FEI kompanija, Ceska Republika)
skeniraju¢em elektronskom mikroskopu, opremljenim energetskim disperzivnim spektrometrom
EDAX Genesis 4000. Pre snimanja, nanocestice su nanete na kruznu mreZzu od aluminijumske
legure, sa lepljivom trakom 1 grafitom, koji ih ¢ini provodnim za elektrone.

3.5.3. Transmisiona elektronska mikroskopija visoke rezolucije

Sve suspenzije nCeO, u ovoj tezi su snimljene na FEI Talos F200X (FEI, Ceska
Republika) transmisionom elektronskom mikroskopu visoke rezolucije (HRTEM).

3.5.4. Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom

Infracrvena spektroskopija sa Furijeovom transformacijom (FTIR) je primenjena za
snimanje spektara u opsegu talasnih duZina 4000 - 400 cm™ primenom tehnike KBr tableta.
Rezolucija je podesena na 1 cm™, a spektri su snimljeni na Bomem MB 100 spektrofotometru
(Bomem, SAD).
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3.5.5. Rendgenska fotoelektronska spektroskopija

Physical Electronic PHI 5700 spektrometar (Physical Electronics, SAD) sa hemisferi¢nim
viSekanalnim detektorom primenom nemonohromatskog Mg-K, zracenja (300 W, 15 kV i
1253,6 eV) je koriS¢en za analizu jezgro-elektron nivoa signala elementa od interesa. Spektri
uzoraka, prethodno osusenih u vakuumu, su snimljeni sa konstantnom vrednos$éu prolazne
energije od 29,35 eV, koristeci oblast cirkularne analize pre¢nika 720 um. Dobijeni rendgenski
fotoelektronski spektri su analizirani pomo¢u PHI ACESS ESCA-V6.0F softvera i obradeni
pomoc¢u MultiPak 8,2B paketa. Vrednosti energije vezivanja su se odnosile na sporedni
ugljeni¢ni Cls signal (284,8 eV). Za odredivanje energije vezivanja je koriS¢en Shirley tip
pozadine i Gaus-Lorencova (eng. Gauss-Lorentz) kriva raspodele.

3.5.6. Nuklearna magnetna rezonanca

Nuklearna magnetna rezonanca (NMR) je primenjena za snimanje *C spektara visoke
rezolucije kod Cvrstih uzoraka, nakon jednodnevnog susSenja na 65 °C. Spektri su snimljeni
pomocu *H-C CP-MAS sekvence sa dekuplovanjem protona. *C CP-MAS spektri su snimljeni
na sobnoj temperaturi pomocu Bruker Avance-llIHD 600 spektrometra (IBM, SAD),
opremljenog sa 3,2-mm MAS probom. Radna frekvencija za protone i ugljenik je bila 600,09,
odnosno 150,91 MHz. Glicin je kori§éen kao spoljna referenca za *C spektre i za postavljanje
Hartman Hahnovih (eng. Hartmann-Hahn) usaglasenih uslova u unakrsnim polarizacionim
eksperimentima u *3C spektru. VVreme kontakta je bilo 2000 ps. SPINAL64 sekvenca (mala fazna
postepena izmena u 64 koraka) je koriS¢ena za heteronuklearno dekuplovanje [156]. Brzina
obrtanja za sve uzorke je bila 15 kHz. *H-MAS eksperimenti su izvedeni pomo¢u 2,5-mm MAS
probe sa radnom frekvencijom za protone od 600,09 MHz. *H hemijske izmene su indirektno
poredene sa Cistim tetrametil-silanom koris¢enjem glicina u prahu kao spoljne reference. Brzina
obrtanja za sve uzorke je bila 30 kHz.

3.5.7. Elementalna organska mikroanaliza

Sadrzaj azota, ugljenika, vodonika 1 sumpora je analiziran pomocu automatskog
analizatora Vario EL III CHNS/O Elementar (Elementar, Nemacka).

3.6. Odredivanje stabilnosti nanocestica
3.6.1. Turbidimetrija

Palintest Micro 950 turbidimetar (Palintest LTD, Velika Britanija) je koris¢en za merenje
turbiditeta (zamucenosti) vodenih suspenzija nanocestica, sa ciljem polukvantitativnog
procenjivanja koncentracije cCestica, odnosno stabilnosti njihovih suspenzija. Suspenzije
neobloZenih i obloZenih nCeO; su pripremane u dejonizovanoj vodi pri koncentracijama 7,5, 15,
30 i 60 mg L™. Pre merenja, suspenzije nanodestica su 60 min sonifikovane u ultrazvuénom
kupatilu Ultrasons HD (J. P. Selecta s.a., Spanija) na 120 W. Turbiditet je izrazen u
nefelometrijskim jedinicama turbiditeta (NTU).

3.6.2. Dinamicko rasejanje svetlosti 1 zetametrija

Zetasizer Nano ZS sa 633-nm He-Ne laserom (Malvern, Velika Britanija) je koriS¢en za
merenje hidrodinamicke veli¢ine i zeta ({) potencijala nanocestica u dejonizovanoj vodi (0,1 mg
mL'l). Hidrodinamicka veliCina Cestica i distrubucija njihovih veli¢ina je odredena pomoc¢u DLS
metode, pri ¢emu se rezultat izrazava kao intenzitet rasutog svetla. Zeta potencijal je izracunat
pomocu softvera instrumenta na osnovu elektroforetske mobilnosti Cestica merenih pomocu
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laserske metode za merenje dinamike fluida (eng. Doppler velocimetry). Uradena su najmanje tri
merenja 1 izraunata je njihova srednja vrednost.

3.7. Analiza bioloskih uticaja nCeO, na biljke

Za ispitivanje uticaja nCeO, na biljke su koriS¢ena semena dve monokotile (pSenica, iz
lokalne radnje i kukuruz, sa Instituta za kukuruz “Zemun Polje”, Srbija) i dve dikotile (so¢ivo i
grasak, iz lokalne radnje) biljne vrste. Semena su povrSinski sterilisana ispiranjem sa 4 %-im
rastvorom natrijum-hipohlorita (komercijalni izbeljiva¢) tokom 2 minuta i isprana sa
destilovanom vodom (2 - 3 puta tokom 1 minuta).

3.7.1. Tretman biljaka tokom klijanja

Za svaki tretman (kontrola, CeO,, G-, L- i P-Ce0O,) su u Petrijevim Soljama postavljena 4
ponavljanja od po 20 semena (pSenice, kukuruza, sociva i graska) i prekrivena filter papirom
navlazenim sa 10 mL suspenzije nanocestica. Bilo je potrebno 20 Petrijevih Solja po biljnoj vrsti.
Svaka od kori$¢enih nanocestica je resuspendovana u destilovanoj vodi u koncentraciji 200 mg
L. Odabrana koncentracija je u nizem opsegu koncentracija u literaturi kori§éenih za tretman
biljaka na hidroponici [122]. Tretman biljaka tokom klijanja (Ger tretman) je izveden u mraku na
sobnoj temperaturi. Broj isklijalih semena je odreden merenjem protruzije radikule (veli¢ina
preko 2 mm je uzimana kao kriterijum klijanja) [157].

Nakon tretmana sa razli¢itim nCeO, tokom Kklijanja, isklijala semena su prebacena u
plasti¢cne posude (visine 6,5 cm kod pSenice, graska i so€iva i 17,5 cm za kukuruz) sa
hidroponi¢nim medijumom (0,5L MS/2 [158] kod pSenice, graska i so¢iva i 2,4L KNOP/2 [159]
kod kukuruza) bez prisustva nanocestica. Biljke su rasle u fitotronu (LAE Electronic, Italija)
tokom naredne tri nedelje na 25 °C pri svetlosnom rezimu 16 h svetlo / 8 h mrak. Intenzitet svetla
od 150 pmol m? s je izmeren pomoéu PAR Quantum Meter (Velika Britanija). Hranljivi
medijum je konstantno aerisan i obnavljan svake nedelje. Nakon tretmana izmerena je visina
nadzemnog dela, duzina korena i odredena je sveza masa. Kako bi se eliminisale adherirane
Cestice 1 komponente medijuma, korenovi biljaka su isprani nekoliko puta dejonizovanom
vodom. Nakon tri nedelje, korenovi i nadzemni delovi od 8 biljaka (dve biljke po ponavljanju) su
odvojene, zamrznute u tecnom azotu i ¢uvane na -80°C za odredivanje TPC, TAA 1 fenolnog
profila. Preostale 24 biljke su osuSene 1 koriS¢ene za odredivanje koncentracije cerijuma ICP-
OES metodom.

3.7.2. Tretman biljaka tokom rastenja

Za tretman biljaka tokom rastenja (Gro tretman) su izabrane jedna monokotila (pSenica) i
jedna dikotila (grasak) biljna vrsta. Po 20 semena obe biljke u Cetiri ponavljanja je prekriveno
filter papirom nakvaSenim sa 10 mL destilovane vode i1 ostavljeno da isklija u Petrijevim
Soljama. Ukupno je bilo 5 Petrijevih Solja po biljnoj vrsti. Isklijala semena (32 po tretmanu) su
prebacena u plasti¢ne posude (visine 6,5 cm) sa 0,5L MS/2 [158] medijuma koji je sadrzavao
200 mg L™ nanogestica (CeOs, G-, L- ili P-Ce0,). Biljke su rasle naredne tri nedelje na 16 h
svetlo / 8 h mrak svetlosnom reZimu. Hranljivi rastvor je konstantno aerisan, §to je posebno
znacajno za odrzavanje stabilnosti nanocestica u suspenziji, i obnavljan na nedeljnom nivou.
Nakon tri nedelje, biljke su odvojene i skladistene za naredne analize po istom principu kao kod
Ger tretmana.

3.7.3. Odredivanje biomase 1 koncentracije cerijuma u biljkama

Za svaki tretman po 24 biljke su podeljene na nadzemne delove i korenove. Korenovi su
isprani sa dejonizovanom vodom, kako bi se uklonile zaostale nanocestice iz medijuma, nakon
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¢ega im je izmerena sveza masa. Posle suSenja u pec¢nici na 70 °C tokom 72 h, izmerena im je
Suva masa.

Suvi uzorci su razlozeni pomoc¢u 96 - 98 % HNO3 i 30 % H,0, (1:4, v/v) u sistemu za
digestiju Tecator DS-6 (1007) (Tecator, Svedska) i razlozeni uzorci su koris¢eni za ICP-OES
analizu [160]. Nakon hladenja do sobne temperature, razlozeni uzorci su filtrirani kroz Whatman
filter papir (br. 4) i zapremina filtrata je dodavanjem dejonizovane vode podeSena na 25 mL.
Ukupna koncentracija Ce je odredena pomoc¢u ICP/OES Perkin Elmer Optima 4300 DV uredaja.

3.7.4. Ekstrakcija fenolnih jedinjenja i odredivanje njihovog ukupnog sadrzaja u
biljkama

U cilju dobijanja fenolnih ekstrakata, korenovi i nadzemni delovi od 8 biljaka (2 po uzorku
u 4 ponavljanja) su odvojeno homogenizovani u avanu Sa te¢nim azotom. Homogenati su
resuspendovani u 80 % metanolu u 1:10 (m:V) odnosu i meSani tokom 60 minuta na sobnoj
temperaturi. Ekstrakti su centrifugirani tokom 5 minuta na 10 000 rpm, nakon ¢ega su dobijeni
ekstrahovani fenoli u supernatantu.

Za odredivanje TPC-a u uzorcima je koris¢ena Folin-Ciokalteova spektrofotometrijska
procedura [161]. Fenolni ekstrakti (50 uL) su pomesani sa Folin-Ciokalteovim reagensom (0,2
mol L™; 475 pL) u 1 mL finalne zapremine. Nakon 3 minuta dodat je rastvor natrijum-karbonata
(0,25 mol L™; 475 uL) i smesa je inkubirana na 25°C tokom 60 minuta. Galna kiselina je
koris¢ena kao referentno jedinjenje od kog su napravljeni rastvori koncentracija (0,1 - 2,0 mmol
L) za crtanje standardne prave (y = 0,83059x-0,0496, R?*=0,99744). Apsorbancija je ocitana na
724 nm na 2501 PC spektrofotometru (Shimadzu, Japan) i rezultati su izrazeni kao pmol galne
kiseline po gramu sveZe mase.

3.7.5. Odredivanje ukupne antioksidativne aktivnosti

Primenom ABTS / HRP metode krajnje tacke izmerena je TAA, prema izmenjenoj
proceduri, opisanoj u Kano i dr. (eng. Cano et al.) (1998) [162]. Ukratko, reakciona smesa je
sadrzala 2 mmol L ABTS, 15 umol L™ H,0,, 0,25 pmol L™ HRP tip Il i 20 pL 80 %
metanolnih ekstrakata uzoraka u 50 mmol L* kalijum-fosfatnom puferu, pH 7,5. Ukupna
zapremina smeSe je bila 1 mL, a esej je izveden u Cetiri ponavljanja na temperaturi od 25°C.
Reakcija je pra¢ena na 730 nm pomocu spektrofotometra do ustaljene apsorbancije koja prati
formiranje ABTS radikala (ABTS™). Plavo obojen ABTS radikal (ABTS ") se formira u reakciji
sa HRP. Dodatkom metanolnih ekstrakata biljaka u reakcionu smeSu dolazi do njenog
obezbojavanja i smanjenja apsorbancije usled tro$enja ABTS ™ radikala. Pad apsorbancije je
koriS¢en za racunanje TAA sa standardne prave, dobijene koriS¢enjem askorbinske kiseline (0,1
-1 mmol L™) kao univerzalnog antioksidansa. TAA je izrazen kao pmol askorbinske kiseline po
gramu sveze mase.

3.7.6. Odredivanje profila fenolnih jedinjenja

Odredivanje koncentracije pojedinac¢nih fenolnih jedinjenja je izvedeno primenom HPLC
metode. Uzorci su injektovani u HPLC sistem (Waters, SAD), koji je povezan sa Waters 2996
Diode Array (poljem dioda) i EMD 1000 kvadrupol detektorom sa ESI probom (Waters, SAD).
Razdvajanje fenolnih jedinjenja je izvedeno pomocu Symmetry C-18 RP kolone dimenzije
125%x4 mm pakovane sa ¢esticama precnika 5 um (Waters, SAD) i povezane sa odgovaraju¢om
pretkolonom. Dve mobilne faze, A (0,1 % rastvor mravlje kiseline) i B (acetonitril) su koriS¢ene
pri protoku od 1 mL min™ u slede¢em gradijentnom profilu: 0,0-1,0 min 10 % B; 1,0-30,0 min
od 10 % do 50 % B; 30,0-40,0 min od 50 % do 10 % B; zatim 10 % B 5 min. Postkolonski
delilac protoka mobilne faze (ASI, Richmond, SAD) sa 5/1 odnosom koris¢en je za dobijanje
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optimalnog protoka (0,2 mL min™) mobilne faze za ESI probu. Za LC/MS analizu, signali svake
komponente su detektovani u negativnom skeniraju¢em rezimu (100 - 900 m/z) sa slede¢im
parametrima ESI izvora: napon na kapilari - 3,0 kV; napon na konusu - 35 V; napon ekstraktora i
naponi RF socCiva su bili 3,0 odnosno 0,2 V, redom. Temperatura izvora i temperatura
desolvacije su bile 130, odnosno 400 oC, u struji N2 od 500 L h™. Zbog nedostatka specifi¢nih
standarda, vrednosti su prikazane kao normalizovane povrsine pikova, dobijene deljenjem HPLC
povrsine pika svakog jedinjenja sa najnizom detektovanom povrSinom pika. Prikupljanje, obrada
podataka i1 spektralna evaluacija za potvrdu pikova specifi¢nih jedinjenja uradena je pomocu
Waters Empower 2 softvera (Waters, SAD).

3.7.7. Sveobuhvatna dvodimenzionalna gasna hromatografija sa masenom
spektrometrijom

Za analizu sveobuhvatnom dvodimenzionalnom gasnom hromatografijom sa masenom
spektrometrijom (GCxGC-MS), osuseni nadzemni delovi biljke ekstrahovani sa CH,Cl, u
ultrazvu¢nom kupatilu i sonifikovani 15 minuta. Suspenzije su filtrirane kroz membranski filter
(veli¢ine pora 0,45 pum, Agilent) i filtrati uzoraka su analizirani na dvodimenzionalnom gasnom
hromatografu spregnutim sa kvadrupol masenim spektrometrom GCMS-QP2010 Ultra
(Shimadzu, Japan) i ZX2 sistemom termalne modulacije (Zoex Corp.). Rtx®-1 (prva kolona:
RESTEK, Crossbond® 100 % dimetil-polisiloksan, 30 m, 0,25 mm ID, df=0,25 um) i BPX50
(SGE Analytical Science, 1 m, 0,1 mm ID, df=0,1 pum) kolone su povezane kroz GCxGC
modulator kao prva, odnosno druga kapilarna kolona. Temperaturni program je startovao sa
izotermalnim korakom na 40 °C tokom 5 min, nakon ¢ega je temperatura porasla sa 40 °C na
300 °C za 5,2 °C min™. Program je zavrio izotermalnim korakom na 300 °C tokom 5 min.
Modulacija primenjena za dvodimenzionalnu GCxGC analizu je bio topli mlazni puls azota (400
ms) svakih 8600 ms. MS podaci su prikupljeni pomoc¢u Shimadzu GC/MS analize u realnom
vremenu.

Za svaki testirani uzorak, kao rezultat GCxGC-MS analize i pretrazivanja baze podataka
dobijen je: hromatogram, imena jedinjenja ¢iji su spektri najslicniji spektru nepoznate
komponente iz pojedinacne tacke sa hromatograma (sli¢nost spektara koji se porede je izrazena
kao verovatnoca u procentima) i retenciono vreme pojedinacnih detektovanih jedinjenja.

3.8. Ispitivanje toksi¢nosti nCeO, na bakteriju i vodene Zivotinje

3.8.1. Model organizmi kori$¢eni u eksperimentima

Slatkovodni planktonski rac¢i¢ D. magna (MicroBioTests Inc.) je koriS¢en kao model
organizam 1 Zivotinje su odrzavane na konstantnoj temperaturi (20 £ 1 °C) 1 fotoperiodu (16 h
dan / 8 h no¢) prema instrukcijama proizvodaca [163]. Za sve testove je koris¢en ADaM prema
OECD proceduri (OECD 202, 2004) opisanoj u Loncarevi¢ i dr. (eng. Loncarevic¢ et al.) (2019)
[164]. Detalji testiranja akutne toksi¢nosti i pracenja potrosnje O3 i proizvodnje CO, su opisani u
odeljcima 3.8.3. 1 3.8.4.

Odrasle zebrice (D. rerio, Tiibingen soj) su gajene i odrzavane u okviru Instituta za
molekularnu genetiku 1 geneticko inZenjerstvo (IMGGI), Univerziteta u Beogradu. Svi
eksperimenti sa zebricama su izvedeni u skladu sa etickim propisima Pravilnika za rad sa
eksperimentalnim zivotinjama IMGGI, Univerziteta u Beogradu. Zebrice su gajene na
temperaturi 28 £ 1 °C tokom 14 h svetlo / 10 h mrak fotoperioda. Odrasle, zdrave ribice su
odrZavane u filtriranoj ¢esmenskoj vodi, dok su njihovi embrioni odrZzavani u vodi za embrione
sa 0,0002 %-og rastvora metilen plavog (Sigma-Aldrich, SAD) za dezinfekciju embriona.
Oplodenje ribica se odvijalo jednom sedmi¢no. Muzjaci i Zenke su gajene u odvojenim
rezervoarima. Dan pre parenja, tri muske i dve Zenske jedinke su stavljane u rasplodni rezervoar.
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Oplodenje je indukovano pomocu svetla i zavrSavano u roku od 30 minuta. Nakon toga, jaja su
nekoliko puta ispirana vodom za gajenje embriona. Sakupljeni su odrzivi embrioni po proceduri
opisanoj u Kimel i drugi (eng. Kimmel et al.) (1995) [165] pod binokularnim stereo
mikroskopom (PXS-VI, Optica, Kina) i dalje koriS¢eni za testiranje akutne toksi¢nosti razli¢itih
nCeO,. Detalji testiranja akutne toksi¢nosti na zebricama opisani su u odeljku 3.8.5.

Bakterijski soj V. fischeri NRRL B-11177 (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Nemacka)
je kori$¢en za ispitivanje efekta nCeO, merenjem inhibicije bioluminiscencije (Odeljak 3.8.6.).

3.8.2. ICP-OES analiza tretiranih D. magna i D. rerio

U cilju odredivanja usvojenog Ce u D. magna, po 50 neonata je tretirano sa nCeO,, G-
Ce0,, L-CeO; ili P-CeO, tokom 48 h. Eksperiment je uraden u triplikatu. Nakon tretmana,
jedinke su temeljno isprane dejonizovanom vodom i uzorci su analizirani na ICP-OES prema
protokolu opisanom ispod.

Za istu svrhu je po 48 embriona D. rerio tretirano sa 200 mg L™ neoblozenih (nCeO,) ili
oblozenih (G-CeO,, L-CeO; ili P-Ce0,) nanodestica tokom 72 h. Nakon tretmana su embrioni
temeljno isprani dejonizovanom vodom i pripremljeni za ICP-OES analizu. Eksperiment je
uraden u triplikatu.

Liofilizovani organizmi D. magna i D. rerio su razlozeni sa 96-98 % HNO;3 (J.T. Baker,
SAD) i 30 % H,0, (Sigma Aldrich, SAD) (1:4) u Tecator sistemu za digestiju do obezbojavanja
rastvora [143]. Nakon hladenja na sobnu temperaturu, dobijeni rastvori su filtrirani kroz
Whatman filter papir br. 4, a zapremine filtrata su podesene dejonizovanom vodom na 25 mL.
Koncentracija osnovnog rastvora standarda je bila 10 mg L™?, a koncentracije radnih rastvora
koris¢enih za dobijanje jednaine standardne prave (R?=0,999814) su bile 0; 0,025 mg L; 0,05
mg L% 05mgL™"i1mgL™ Ukupna koncentracija Ce je detektovana pomocu ICP/OES Perkin
Elmer Optima 4300 DV uredaja na talasnoj duzini 404,076 nm.

Koncentracija nanodestica kori§éenih za tretmane (200 mg L) je izabrana kao
koncentracija koja se nalazi u niZem opsegu literaturnih koncentracija koriS¢enih za procenu
akutne toksi¢nosti na testiranim organizmima (10 pg L™ - 5000 mg L™ za D. rerio i 20 - 5000
mg L™ za D. magna) [140,142].

3.8.3. Ispitivanje akutne toksi¢nosti razli¢itih nCeO, na modelu D. magna

D. magna je koriS¢ena za test akutne toksi¢nosti U trajanju 48 h, izveden po modifikovanoj
proceduri opisanoj u Kekez i dr. (eng. Kekez et al.) (2015) [84]. Za sve testove koriScen je sveze
pripremljen ADaM, koji je prethodno aerisan 24 €asa. Aerisan ADaM je koriS¢en za pripremu
suspenzija svih testiranih nanocestica neposredno pred postavljanje testa. Neonate starosti do 1
dana su tretirane sa neoblozenim (CeO>) i glukozom, levanom odnosno pululanom obloZenim
nanodesticama (G-CeO,, L-CeO, i P-CeO,) pri koncentracijama 25, 50, 100 i 200 mg L™ tokom
48 h. KoriS¢eno je po 5 individua za kontrolu i svaki tretman za svaku koncentraciju u tri
ponavljanja. Broj uginulih organizama je utvrdivan nakon 24 h i 48 h, a rezultati su izraZeni kao
procenat smrtnosti nakon 24 h i 48 h. Cage kori$éene pre svih eksperimenata su o¢is¢ene sa 10 %
HNO; (J.T. Baker, SAD) i temeljno isprane dejonizovanom vodom (18, 25 °C). Zivotinje nisu
hranjene tokom eksperimenta (48 h). Testovi su smatrani validnim ukoliko mortalitet u kontroli
nije bio veci od 10 %.

3.8.4. Pracenje respiracije D. magna

Respiracija D. magna tokom akutnog izlaganja nanocesticama je pracena po proceduri
opisanoj u Loncarevi¢ i dr. (eng. Loncarevi¢ et al.) (2019) [164]) pomocu zatvorenog kruznog
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12-kanalnog Micro-Oxymax respirometra (Columbus Instruments, SAD), koji je opremljen sa
paramagnetnim senzorom za O,, infracrenim senzorom za CO; i ra¢unarom. Po 20 neonata je
raspodeljeno u 5 Duran-ovih boca zapremine 500 mL sa po 100 mL medijuma
(kontrola/nCe0,/G-CeO,/L-Ce0,/P-Ce0,). Neonate su tokom 42 h izlagane suspenzijama
nanodestica koncentracije 200 mg L™, za &ju pripremu je koriséen ADaM. Tokom trajanja
eksperimenta zivotinje nisu hranjene. Tokom 42 h-ovnog tretmana nanocesticama na 25 £ 2 °C i
pri svetlosnom rezimu 16 h svetlo/8 h mrak, periodi¢no (u intervalima od 2,5 h) je merena
koncentracija gasova O, i CO; u bocama sa testiranim uzorcima. Dobijeni rezultati su obradeni
primenom MicroOxymax softvera i prikazani kao kumulativna potro$nja O, i proizvodnja CO, u
mL po min.

3.8.5. Ispitivanje akutne toksi¢nosti razli¢itih nCeO, na D. rerio

Akutna toksi¢nost razli¢itih nCeO, na D. rerio je ispitana primenom trodnevnog (OECD
Test No. 236) eseja u skladu sa dozvolom Eticke komisije za dobrobit ekperimentalnih Zivotinja
IMGGI. Pre tretmana su neoblozene (CeQO>) i oblozene (G-CeO,, L-CeO, i P-CeO;) nanocestice
rastvorene u vodi za embrione 1 dispergovane pomoc¢u Soniprep 150 (MSE, Velika Britanija)
sonifikatora tokom 15 min pri amplitudi 5 um. Embrioni zebrica su tretirani sa 200 mg L™
neoblozenih i oblozenih nCeO; 6 hpf na mikrotitar-plo¢icama od 24 bunara, N = 12 embriona po
bunaru u zapremini 1 mL. Uticaj razli¢itih nCeO; na razvoj embriona je prac¢en tokom prvih 72
hpf. Svi eksperimenti su sadrzali kontrolni uzorak sa netretiranim embrionima. Po tretmanu je
bilo ukupno 48 embriona. Svi tretmani su izvedeni u tri ponavljanja koriS¢enjem embriona
dobijenih iz nezavisnih mrestova.

Embrioni su posmatrani na 24, 48 i 72 hpf na svetlosnom mikroskopu (CKX41, Olympus,
Nemacka) pri uveéanju 40%. Na 72 hpf, pre slikanja su embrioni anestezirani u 0,003 %-om
rastvoru Tricaine-S. Embrioni su smatrani uginulim u slu¢aju koagulacije ili izostanka rada srca.
Izleganje ribica iz embriona je posmatrana na 48 i 72 hpf. Pracen je mortalitet (zbir koagulisanih
embriona 1 embriona koji se nisu izlegli na 72 hpf) 1 morfoloske abnormalnosti, kao $to su edem
perikardijuma i zumanceta, deformacija produzetka zumancetne kese, duzina i deformisanost
repa, skolioza, pigmentacija oka i tela, kao i rast embriona.

3.8.6. Ispitivanje inhibitornog efekta razli¢itih nCeO, na bioluminiscenciju V.
fischeri

Inhibitorni efekat nCeO, na emisiju svetlosti V. fischeri je odredivan prema ISO 11348
standardu, koris¢enjem liofilizovanih bakterija (V. fischeri NRRL B-11177), koje su pre testa
resuspendovane u rastvoru za ozivljavanje (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Nemacka) [164].
Za dobijanje bakterijske suspenzije, bakterije su inkubirane na 15 °C sa 50 mL bakterijske
podloge za liofilizovane bakterije V. fischeri (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Nemacka).
Potom je 500 pL bakterijske suspenzije pomeSano sa suspenzijama CeO,, G-CeO,, L-CeO; i P-
CeO, pripremljenim u 2 %-om rastvoru NaCl i dobijena smesa je inkubirana na 15°C tokom 15
min. Serijska razblazenja svih nanolestica su pri]i)remana razblaZzivanjem svake prethodne
koncentracije za 50 % (100 mg L™ - 6.25 mg L™). Pre merenja, uzorci su sonifikovani u
ultrazvuénom kupatilu tokom 30 min, koncentracija kiseonika u uzorcima je bila >3 mg L™, a
pH je podesen izmedu 6 i 8 sa 1 mol L™ rastvorom HCI odnosno 1 mol L™ rastvorom NaOH.
Bioluminiscencija je merena u duplikatu nakon 15 min i K,Cr,O; (105,8 mg L™?) je koriséen kao
referentna supstanca. Rezultati su izrazeni kao efektivna koncentracija koja uzrokuje 10 %
(EC10) i 20 % (ECy) inhibicije bioluminiscencije.
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3.9. StatistiCka obrada podataka

Statisticka analiza podataka je izvedena pomocu IBM SPSS Statistics 20 softvera (IBM,
SAD). ANOVA je primenjena za testiranje razlika izmedu duzine korenova i nadzemnih delova
cetiri razlicite biljke, koje su podvrgnute tretmanu sa razli¢itim nCeO, (n=24). Poredenja izmedu
svake dve grupe (razli¢iti tretmani vs. kontrola) su izvedena primenom Bonferoni (eng.
Bonferroni) (za uzorke sa priblizno jednakim varijansama) ili Tamhane (za uzorke sa
nejednakim varijansama) testova za dva nezavisna uzorka (p < 0,05). Neparametarski Kruskal-
Valis (eng. Kruskal-Wallis) test nezavisnih uzoraka je primenjen za testiranje razlika u
koncentraciji cerijuma, klijanju, translokaciji, TPC i TAA u korenovima i nadzemnim delovima
sve Cetiri biljke, kao i fenolnim profilima u nadzemnim delovima biljaka nakon tretmana
razli¢itim nanocesticama (n=4). Takode, ovaj test je koriS¢en pri analizi razlika u koncentraciji
cerijuma i akutnoj toksi¢nosti kod vodenih organizama (D. magna i D. rerio). Naknadno
poredenje varijabli izmedu grupa (izmedu razliCitih tretmana i1 kontrole) je uradeno za svaku
biljku i vodeni organizam odvojeno primenom neparametarskog Man-Vitni (eng. Mann-
Whitney) testa na nivou statisticke znacajnosti p < 0,05.

GCxGC-MS podaci su obradeni pomo¢u ChromeSquare 2.1 softvera, koji omogucava
direktno ocitavanje GCXGC rezultata, pretvarajuc¢i ih u dvodimenzionalnu sliku. Pojedinaéni
hromatografski pikovi su identifikovani pretrazivanjem njihovih masenih spektara u bazama
masenih spektara (NIST (Nacionalni institut za standarde i tehnologiju, SAD) 11, NIST 11s i
Wiley 8).

Slike dvodimenzionalnih GCxGC hromatograma su prevedene u crno-beli format pomocu
ImageJ programa (verzija 1.47q, Rasband W, Nationalni institut za zdravlje, SAD), koje su dalje
obradene u Delta2D programu (verzija 4.02, Decodon, Nemacka). Hromatogrami kontrole i
tretiranih uzoraka su organizovani u grupe sa imenima “’pSenica“ i ’grasak®. Kao rezultat toga,
slicnosti unutar GCxGC slika su automatski registrovane i proizveden je skup vektora koji
povezuju odgovarajuce regione slike. Nakon transformacija poravnavanja zona, slike uzoraka
podvrgnute razli¢itim tretmanima su bile u pozicionom slaganju u odnosu na kontrolne uzorke,
za svaku zasebno posmatranu biljnu vrstu. Zatim je primenjen fuzioni algoritam, kako bi se
dobila slika koja ukljucuje sve tacke (jedinjenja), koje se pojavljuju u celom eksperimentu.
Spojena slika je posluzila za stvaranje konsenzusa tacaka, dobijenih njihovom automatskom
detekcijom 1 prebacivanjem u sve GCxGC slike iz grupe. Nakon prenoSenja tacaka iz spojene
slike, one su automatski kvantifikovane na svakoj ciljnoj slici i uporedene sa prvobitnim
tatkama, kao 1 njthovim odgovaraju¢im tackama na drugim slikama. Delta2D program sadrzi
integrisane statisticke alatke sa algoritmima za grupisanje podataka, kao i parametarskim i
neparametarskim testovima.

NLPCA sa optimalnim skaliranjem je obavljena pomoc¢u IBM SPSS Statistics 20 softvera
(IBM, SAD). Ovaj softver sadrzi CATPCA program, koji koristi kategorijske promenljive sa
celobrojnim vrednostima.

PCA je uradena pomoc¢u PLS ToolBox, verzija 6.2.1, za MATLAB 7.12.0 (R2011a), kao
eksploratorna analiza podataka primenom algoritma dekompozicije matrice na singularne
vrednosti i1 vrednosti Q i T2 za Hotelingovu (eng. Hotelling) raspodelu na 95 %.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA
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4.1. Strukturna svojstva nCeO,
4.1.1. Poredenje dve metode oblaganja nCeO,

DC metoda je prvobitno koris¢ena za oblaganje nanocestica CeO» in situ tj. tokom njihove
sinteze, kao uobiCajeni pristup koji se primenjuje u oblaganju nanocestica. Najpre je ovom
metodom izvedena serija oblaganja nCeO, glukozom, variranjem masenih odnosa ugljenog
hidrata i Ce(NO3); - 6H,O (polazne supstance u sintezi nCeO,) - 1:7, 4.7, 8:7 1 16:7 na 200 °C
tokom 48 h, shodno literaturnim podacima [81]. Rendgenski spektri oblozenih nanocestica kod
svih masenih odnosa su pokazali izostanak 4 pika karakteristi¢na za kristalnu strukturu CeO», Sto
je rezultiralo dobijanjem amorfnih produkata (rezultati nisu prikazani). Zbog identi¢nosti sa
ostalim odnosima i najmanje potroSnje polaznih supstanci, u svim narednim ekperimentima je
koris¢en 1:7 maseni odnos ugljenih hidrata i Ce(NO3)s - 6H,0.

Radi optimizacije uslova oblaganja DC metodom, u narednom koraku su varirane duzine
trajanja oblaganja - 6, 12, 24 i 48 h za tri razliite temperature - 100, 150 i 200 °C. Amorfna
struktura dobijenih proizvoda je dobijena za sva primenjena vremena i temperature oblaganja,
§to je upucivalo na neophodnu modifikaciju DC metode. Na Slici 4A su prikazani spektri
glukozom oblozenih nanocestica uz odrzavanje konstantne temperature reakcije od 100 °C 1
variranjem duZine trajanja oblaganja. Zbog identi¢nosti sa spektrima prikazanim na Slici 4A,
nisu prikazani spektri oblozenih nanocestica za ostale temperature, duzine trajanja oblaganja i
masene odnose.

Imajuéi u vidu da su amorfne nanocestice nepodobne za biomedicinsku primenu, pokusano
je oblaganje nanocestica nakon njihove sinteze SPRT metodom, kako bi se ocuvala njihova
kristalna struktura. Ovaj nacin oblaganja je imenovan kao SC metoda. Ponovo je ispitana
efikasnost oblaganja nanocestica glukozom pri istim parametrima oblaganja kao i kod DC
metode (temperatura izmedu 100 i 200 °C; trajanje oblaganja izmedu 6 1 48 h; maseni odnos
1:7). Nasuprot nanocesticama oblaganim DC metodom, rendgenski spektri svih nanocestica
obloZenih glukozom primenom SC metode, pokazali su serije od 4 difrakciona pika, koja
odgovaraju refleksijama kubne fluoritne strukture CeO, [166].

Na Slici 4B su prikazani samo spektri nanocestica oblaganih na 100 °C pri razli¢itim
duZinama oblaganja zbog identi¢nosti sa spektrima nanocestica obloZenih na ostalim
temperaturama. Na rendgenskim spektrima nisu bile vidljive znaCajne promene na
nanodesticama sa poveéanjem temperature sinteze (Slika 4). Stavise, o¢igledno je da oblaganje
glukozom nije uticalo na kristalinitet nanocestica sintetisanth SPRT metodom, §to se vidi iz
difraktograma neoblozenih nCeQ, datog radi poredenja (Slika4 A i 4 B).

Ovi rezultati pokazuju da je SC metoda znatno pogodnija za oblaganje nCeO, ugljenim
hidratima u odnosu na DC metodu. 1z tog razloga je DC metoda kori$¢ena za oblaganja nCeO, sa
levanom 1 pululanom. Imaju¢i u vidu termosenzitivnost levana i pululana, temperatura 100 °C je
odabrana za dalje sinteze, dok je duzina oblaganja 6 h odabrana kao najpodobnija zbog
vremenske efikasnosti 1 ekonomic¢nosti.

Uspesnost SC metode je testirana i oblaganjem nCeO; razli¢itih veli¢ina - 5 nm, 10 nm, 20
nm i 40 nm. Rezultati variranja veli¢ina nanocestica prikazani na Slici 5. Odnos visine i Sirine
pikova na spektrima ukazuje na veli¢inu nanocestica 1 njegovo povecanje pokazuje manju
veli¢inu nanocestica. Radi potencijalne biomedicinske primene i moguénosti neometanog ulaska
u ¢elije, u ovoj tezi su daljim ispitivanjima podvrgnute nanocestice veli¢ine 5 nm.
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Slika 4. Rendgenski difrakcioni spektri neobloZenih nanocestica (CeO) veli¢ine 5 nm i nCeO-
oblozenih glukozom pri masenom odnosu 1:7 primenom DC (A) i SC (B) metode na 100 °C
tokom 6, 12, 241 48 h [167]

Nakon optimizacije pomenutih parametara, SC metoda je primenjena za oblaganje nCeO,
mikrobiolos§kim polisaharidima levanom [84] i pululanom [97,155], a dobijene nanocestice su
uporedene sa nCeO, oblozenim glukozom, ugljenim hidratom prethodno koris¢enim za tu svrhu.
Na osnovu rendgenskih spektara, sve obloZene nanocestice su pokazale karakteristi¢ne pikove za
kristalnu strukturu CeO,, a nisu primecene ni znacajne razlike izmedu levanom, pululanom i
glukozom oblozenih nCeO, (Slika 6). Stoga se moze zakljuciti da oblaganje ugljenim hidratima
ne dovodi do izmena kristalne strukture nCeO..

Dobijeni rendgenski spektri nanocestica su prikazani na Slici 6. Uzorci pokazuju tipicne
pikove (111), (200), (220), (311) koji odgovaraju povrsinski centriranoj kubno-fluoritnoj
kristalnoj strukturi CeO,. Svi uzorci pokazuju Siroke pikove, §to se moze objasniti na¢inom
njihove sinteze na niskoj temperaturi. Nakon postupka oblaganja nanocestica nije doSlo do
pomeranja pikova u njihovim spektrima Sto ukazuje na neizmenjenu kristalnu strukturu.
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Slika 5. Rendgenski difrakcioni spektri nCeO; razlicitih veli¢ina oblozenih glukozom pri
masenom odnosu 1:7 primenom SC metode na 100 °C tokom 6 h
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Slika 6. XRD spektri neoblozenih nanocestica (CeO,) veli¢ine 5Snm i nCeO; obloZenih

glukozom, levanom i pul

ulanom (G-, L- i P-CeO,) pri masenom odnosu 1:7 primenom SC
metode na 100 °C tokom 6 h [21]
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4.1.2. Strukturna svojstva nCeO, oblozenih SC metodom

Fizi¢ko-hemijske osobine sintetisanih nCeO, su analizirane primenom razli¢itih tehnika -
SEM, HRTEM, FTIR, XPS, NMR i elementarnom organskom mikroanalizom.

4.1.2.1. SEM i HRTEM analiza

SEM slika (Slika 7) pokazuje dispergovane aglomerate nCeO, razlicite veli¢ine, koji se
mogu pojedina¢no videti na HRTEM slici (Slika 8).

Neoblozene (Slika 8 A) i nCeO; oblozene glukozom, levanom i pululanom su analizirane
pomoéu HRTEM (Slika 8 B-C). HRTEM slike demonstriraju srednju veli¢inu neobloZenih
nCeO, u opsegu 4 - 5 nm. Na uveéanoj Slici 8 C se moze videti da je veli¢ina obloZenih
nanocestica u opsegu 8 - 13 nm, Sto predstavlja povecanje dijametra oko 2 puta usled oblaganja
nCeO,. HRTEM slike pokazuju da je kristalna struktura sa razmakom od 0,333 nm (Slika 8 C)
nadena kod svih nCeO3, §to ukazuje na to da sve dobijene nCeO; imaju povrSinski centriranu
kubno-fluoritnu kristalnu strukturu [168].

5 HFW WD Mag —
3 AM 0.17 mm 9.3 mm 1600x NKTC

Slika 7. SEM prikaz G-CeO; pri masenom odnosu 1:7 primenom SC metode na 100 °C tokom 6
h [21]
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Slika 8. HRTEM prikaz nCeO; neoblozenih nCeO; (A) i G-CeO; (B), L-CeO; (C), P-Ce0; (C)

oblaganih pri masenom odnosu 1:7 primenom SC metode na 100 °C tokom 6 h i uveéana slika

prostora unutar kristalne resetke nano&estica (C). Histogram distribucije veli¢ina nanocestica je
prikazan kao umetak na slici (A) [26]

4.1.2.2. Karakterizacija FTIR metodom

Oblaganje nanocCestica ugljenim hidratima je potvrdeno FTIR analizom. Na svim spektrima
(Slika 9) oblozenih i neoblozenih nCeO,, primecen je karakteristiCan $iroki pik sa intenzitetom
od 3000 - 3500 cm™, koji odgovara O-H vibraciji simetri¢nog istezanja mono- i polisaharida.
Siroke trake na oko 2920 i 2850 cm™ odgovaraju vibracijama asimetri¢nog i simetri¢nog
istezanja C-H u CH, grupi (Slika 10). Signal na oko 1627 cm™ sugerise prisustvo adsorbovane
vode. Spektralni region u opsegu 1200 - 950 cm™ se smatra regionom u kome se nalaze pikovi
grupa karakteristi¢nih za ugljene hidrate i u kojem dominiraju vibracije prstena. Pored toga, C-
O-C vibracija preklapa frekvenciju C-OH bo¢nih grupa [169], dok je anomerni region lociran na
950 - 750 cm™ [170]. FTIR spektar neoblozenih nCeO; sadrzi apsorpcije u sli¢nim spektralnim
regionima, ali sa nesto drugacijim intenzitetom.

U FTIR spektru neobloZenih nCeO, (Slika 9), apsorpcija na oko 1630 cm™ odgovara H-O-
H vibraciji savijanja vode [171]. Ostar intenzivni pik na 1384 cm™ odgovara N-O
antisimetricnom istezanju rezidualnih nitratnih grupa, v(NOgs), u materijalu [172,173].
Apsorpcije na oko 1505 i 1047 cm™ su sli¢ne apsorpcijama karakteristiénim za komercijalni prah
Ce0; i nCeO; [174,175]. Nestanak trake na 1505 cm™ kod oblozenih nCeO, se moze objasniti
njenim preklapanjem sa jakom trakom na 1540 - 1570 cm™, koja moze nastati zbog apsorpcije
atmosferskog CO,. Adsorpcija CO; na cerijum-oksidu je primeéena i proufavana u ranijim
istrazivanjima [176,177]. FTIR spektar neobloZenih nCeO; sadrzi dodatne apsorpcije na 840 i
810 cm™, koje su tipicni pikovi za Ce-O vibracije istezanja, kao 1 Siroka traka na oko 500 em™,
koja takode odgovara Ce-O vezi [178].
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Slika 9. FTIR spektri neoblozenih nanocestica (CeO3) veli¢ine 5 nm i nCeO; oblozenih

glukozom, levanom i pululanom (G-, L- i P-CeQ;) pri masenom odnosu 1:7 primenom SC
metode na 100 °C tokom 6 h [167]
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Slika 10. Uveéani FTIR spektralni region od 3000 do 2800 cm™ kod neobloZenih (CeO,) veligine
5 nm i nCeO; obloZenih glukozom, levanom i pululanom (G-, L- i P-CeQO,) pri masenom odnosu
1:7 primenom SC metode na 100 °C tokom 6 h [19]

U FTIR spektru levanom obloZenih nCeO,, apsorpcioni pik na 1060 cm™ sa vrhovima na
1014 cm™ i 1127 cm™ ukazuje na C-O-C istezanje, pik na 1459 cm™ se pripisuje C-H savijanju,
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dok je na 926 cm™ karakteristi¢na za prisustvo furanoznog prstena, koji poti¢e od monomernog
ostatka ugljenog hidrata [153].

FTIR spektar nCeO, oblozenih pululanom sadrzi apsorpcione trake na 1155, 1107, 1080 i
1020 cm™, koje se odnose na vibracije istezanja C-O i C-C veza, kao i na deformacione vibracije
C-C-H i C-OH veza [179]. Apsorpciona traka na 850 cm™ je karakteristi¢na za o-konfiguraciju
glukozne jedinice pululana. Ostar pik na 1384 cm™ odgovara N-O frekvencijama rezidualnih
nitratnih grupa [172,173].

FTIR spektar nCeO; oblozenih glukozom pokazuje apsorpcionu traku na 1111 cm™,
karakteristiénu za C-O frekvencije. Pik na 1050 cm™ dokazuje C-O i C-C istezanje, a pik na 915
cm™ je karakteristi¢an za C-O i C-C-H vibracije piranoznog prstena [180]. Apsorpcione trake
izmedu 1300 cm™ i 1460 cm™ ukazuju na prisustvo & vibracija C-O, C-C i C-H veza iz glukoze.

FTIR analiza pripremljenih nanocestica potvrduje formiranje oblozenih nCeO,. Pokazani
spektri su tipi¢ni za ugljene hidrate i potvrduju da su molekuli ugljenih hidrata sastavni deo
oblozenih nCeOs».

4.1.2.3. XPS analiza

XPS merenja su dodatno potvrdila uspesno oblaganje nCeO, ugljenim hidratima. Sastav
elemenata na povrsini i u dubljim slojevima oblozenih i neoblozenih nCeO; je prikazan u Tabeli
2, koja sumira sastav u atomskim procentima izracunat iz Ce 3d, C 1s i O 1s rezultata oblozenih i
neoblozenih nCeO,.

Tabela 2. Atomski sastav (%) Ce 3d, C 1si O 1s nivoa jezgra za obloZene i neobloZene
nCeO, [181]

Ce 3d Cls O1s

CeO, 20,0 21,5 58,5
G-Ce0O, 21,3 27,8 50,9
L-CeO, 19,5 29,3 51,2
P-CeO, 14,3 32,5 53,2

Vodoni¢ne veze izmedu kiseonikovih atoma CeO, i organskog sloja su uzrokovale
povecanje udela atomskih procenata C, §to je povezano sa znacajnim smanjenjem povrsinske
koncentracije CeO,. Spektri Ce 3d sloja jezgra obloZenih nanocestica takode pokazuju jasne
modifikacije usled formiranja Ce** jona (Slika 11 A). Ovo je indikativno za pojavu novih udela
na 880,6, 884.8, 899,0 1 902,5 eV karakteristicnih za ce* [182]. Kao S§to je ocekivano,
interakcija izmedu ugljenih hidrata i nCeO, dovodi do delimi¢ne redukcije Ce** jona, koja je
posebno izrazena kod L-CeO, i G-CeO,.

Slika 11 B pokazuje O 1s sloj jezgra, gde je glavni pik na 529 - 530 eV povezan sa
kiseoni¢nom resetkom CeO, i pripisuje se Ce-O vezivnoj energiji, dok drugi pik na 531,5 - 532
eV ukazuje na prisustvo kiseoni¢nih praznina [183]. Signal je zbog kiseonika iz karbonata
preklopljen sa glavnim signalom na 529 - 530 eV. Spektri O 1s sloja jezgra oblozenih
nanodestica (Slika 11 C-C) pokazuju promene u odnosu na spektre oblozenih nCeO,. Spektri O
1s sloja jezgra oblozenih nCeOy, naroCito kod L-CeO, i P-CeO, uzoraka, pokazuju izvesne
promene u poredenju sa neoblozenim nCeO,. Relativni intenzitet njihovih udela na oko 532,0 eV
je veci zbog kiseonika iz C-OH i C-O-C grupa kod L-CeO; i P-CeO; nanocestica.
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Slika 11 D pokazuje C 1s sloj jezgra neoblozenih nCeO; koji se moze razloziti na razli¢ite
udele. Osnovni udeo je pozicioniran na 284,8 eV i moZe se pripisati sp> (C-C i C-H) i sp? (-C=C-
) hibridizovanim C atomima. C-O udeo hidroksilnih grupa (na 286,5 eV) je naden kod oblozenih
nCeO,. Oc¢ekivano, nCeO; pokazuje udeo na 289,3 eV zbog formiranja povrSinskog cerijum-
karbonata. Cetvrti udeo na 291,2 eV se pripisuje prate¢im n—* zbog delokalizacije dvostrukih
veza [184].

Spektri C 1s sloja jezgra oblozenih nanocestica (Slika Dz-E) pokazuju jasne promene
nastale usled oblaganja, sa udelom visokog intenziteta koji je rezultat prisustva etanolnih (C-OH)
I etarskih (C-O-C) grupa na oko 286,3 eV i karboksilnih i karbonatnih grupa na oko 289,0 eV.
Najzad, Sirok signal na visokoj vezivnoj energiji se moze pripisati Na KLL signalu, koji se
preklapa sa udelom kiseonika iz vode.

4.1.2.4. NMR analiza

Materijali koji sadrze paramagnetne jone se uglavnom ne proucavaju NMR metodom
¢vrstog stanja (SS-NMR), imajucéi u vidu jak uticaj tih jona na rezonantne signale najblizih atoma.
Uobicajeno je da se jezgra, prouCavana u organskim matriksima koji nose ove paramagnetne
vrste, ne mogu detektovati ili su rezonantni signali visoko pogodeni, posto je proces relaksacije
poboljsan. Iz tog razloga pomocu strategija direktne ili unakrsne polarizacije, koje se uobicajeno
koriste za *C ss-NMR proucavanja strukture, mogu se detektovati segmenti/regioni polimernog
materijala koji su zatvoreni za paramagnetne entitete. Sa tim ciljem razli€iti autori koriste NMR
kao nacin za otkrivanje koji od liganada prisutnih u polimernoj mrezi je ukljucen u koordinaciju
Cu [185,186], Hg [187], Co [185,188] i Sm [189] jona u nekristalnim sistemima.

Kod neobloZenih nCeO3, joni Ce su dobro rasporedeni u celokupnom materijalu imajuci u
vidu da su prakti¢no svi signali ugljenika nestali usled interakcije sa Ce ili prisustva u njegovom
okruzenju. U slucaju P-CeO,, preostali *3C rezonantni signal je bio i dalje prisutan na 73,4 ppm,
koji je najintenzivniji signal u *3C CP-MAS spektru pululana (Slika 12, C i D). U ostatku uzorka
koji sadrzi Ce jone, iste rezultate je dala primena **C direktne polarizacije ili *C CP-MAS
koris¢enjem kratkih kontaktnih vremena (50 - 100 ps).

13C NMR signali su snimani u poredenju sa prethodnim ss-NMR rezultatima za glukozu i
NMR za rastvor levana i pululana. U poredenju sa literaturnim podacima, u ovoj tezi je prvi put
primenjen ss-NMR za karakterizaciju levana i pululana. Kod pululana, anomerni ugljenici (C;.1°)
su diferencirani od ostatka ugljovodoni¢nog lanca i odgovaraju razli¢itom okruzenju oy—>4 (Cy) i
o1—6 (Cy) veza u kojima ovi ugljenici ucestvuju (Tabela 3).

U cilju dobijanja $to viSe strukturnih informacija o nanocesticama, uradena je 'H-MAS ss-
NMR analiza i rezultati su prikazani na Slici 12 (srednji i desni deo). *H-MAS spektar za P-CeO,
pokazuje *H rezonantne signale na 5,1 i 8,2 ppm koji su pripisani vodonicima iz -CH-OH i -OH
grupa. Medutim, ostali H signali, izuzev vode, u G-CeO; i L-CeO; nanocesticama su isc¢ezli
usled paramagnetnog efekta Ce jona. Ovi rezultati ukazuju na postojanje biopolimernih regiona
kod P-CeO, nanocestica (Slika 12 D, srednji i desni deo) koji ne interaguju sa nCeO,, sto
potvrduje da je B¢ signal jo§ uvek prisutan na 73,4 ppm medu *H NMR signalima na 5,1 i 8,2
ppm. Iako su u po&etnim materijalima bez jona Ce linije *H-MAS spektara bile Siroke i sadrzale
signale koji ukazuju na vodu (oznaceni kao ‘W), interakcija sa Ce je uklonila glavni protonski
signal u svakom uzorku (Slika 12, srednji i donji deo).
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Slika 11. XPS spektri visoke rezolucije za neoblozene i nCeO; obloZene pri masenom odnosu
1:7 primenom SC metode na 100 °C tokom 6 h: spektri Ce 3d (gornji deo), O 1s (leva kolona) i
C 1s (desna kolona) sloja jezgra [181]
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Zanimljivo je da H-MAS spektri svih nCeO, pokazuju slicne obrasce vodene strukture pri
hemijskoj izmeni protona (5'H) od 0 - 2 ppm, koji su povezani sa slabim interakcijama izmedu
molekula vode. U poéetnom materijalu bez Ce jona prisutni su vodeni klasteri na 8'H = 1 i 3
ppm [190], koji interaguju sa povrSinom nanocestice elektrostati¢ki ili preko vodoni¢nih veza.
Medutim, nanocestice sa Ce jonima takode sadrze molekule vode koji ne interaguju sa
povriinom nanodestice zbog ega je °C signal na 73,0 ppm medu "H signalima na 5,1 i 8,2 ppm
jos uvek prisutan u NMR spektru. Za G-CeO, i L-CeO; nanocestice se moze zakljuciti da su bile
dobro dispergovane zbog nestajanja svih *H i **C-NMR signala, uzimajuéi u obzir da su ss-NMR
karakterizacije uradene pri istim uslovima.
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Slika 12. Levi deo: **C CP-MAS ss-NMR spektri (15 kHz) i srednji deo: *H-MAS ss-NMR
spektri (30 kHz) za levan (A), L-CeO, (B), glukoza (C), G-CeO, (C), pululan (C) i P-CeO, (D).
Desni deo: uveéani *H-MAS regioni prikazani na B’, CiD spektrima. G-, L- i P-CeO, su
obloZene pri masenom odnosu 1:7 primenom SC metode na 100 °C tokom 6 h [181]

Tabela 3. *C CP-MAS hemijske izmene (ppm) kod G-, L- i P-CeO, nanoestica [181]

Atom ugljenika Glukoza Levan Atom ugljenika Pululan
C: 93,5 60,7 C./Cy 102,5/98,3
C, 71,1 104,6 C,/ Cy 73,0
Cs 73,5 76,8 Cs/ Cs 73,0
C, 73,5 76,8 C4/ Cy 82,5
Cs 72,2 80,6 Cs/ Cs: 73,0
Cs 64,3 64,6 Cs/ Ce 62,1
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4.1.2.5. Elementalna organska mikroanaliza

Elementalna analiza sintetisanih nCeO, (Tabela 4) je potvrdila uspesno oblaganje CeO;
glukozom, levanom i pululanom pokazuju¢i povecan procentni sadrzaj ugljenika kod sve tri vrste
oblozenih nanocCestica u odnosu na neoblozene. Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima XPS
analize, koja je takode pokazala povecan sadrzaj ugljenika kod obloZenih nanocestica (Tabela 2).
U neznatnim procentima zapazeno je prisustvo i drugih elemenata, azota 1 vodonika, koji su
prisutni u poc¢etnim materijalima koris¢enim u sintezi nCeOs.

Tabela 4. Rezultati elementalne organske mikroanalize neoblozenih (CeO) i oblozenih
(G-, L- i P-Ce0;) nanocestica

Azot (%) Ugljenik (%0) VVodonik (%) Sumpor (%)
CeO, 1,00 0,70 1,07 0,74
G-CeO, 0,53 2,49 0,86 <0,25
L-CeO; 0,64 3,20 0,92 <0,25
P-CeO, 0,64 3,19 1,00 <0,25

4.1.3. Stabilnost oblozenith nCeO,

Za odredivanje stabilnosti vodenih suspenzija razli¢itih nCeO, je koris¢ena metoda
turbidimetrije. Turbiditeti (zamucenost) neoblozenih i oblozenih nCeO,, suspendovanih u vodi
pri razli¢itim koncentracijama su prikazani na Slici 13.

Nagibi linearizovanih prava ukazuju na povecanu stabilnost nCeO, suspenzija usled
oblaganja razli¢itim ugljenim hidratima. NeobloZene nCeO; pokazuju nizu stabilnost (tj. imaju
najmanji nagib), dok oblaganje pululanom povecava stabilnost suspenzije. Najbolji rezultat
oblaganja je dobijen kod nanocestica oblozenih levanom i glukozom, ¢ija je stabilnost suspenzija
bila sli¢na (na slici imaju najve¢i nagib).

U cilju dubljeg razumevanja stabilnosti suspenzija razli¢itih nCeQO,, izmerene su njihove
hidrodinamicke veli¢ine i povrSinsko naclektrisanje, a rezultati su prikazani u Tabeli 5.
Hidrodinamicka veli¢ina, odredena DLS metodom uz primenu Stoks-Ajnstajnove (eng. Stokes-
Einstein) jednacine, je sfera koja ima isti translacioni koeficijent difuzije kao i izmerena Cestica,
uz pretpostavku da je to hidratacioni sloj koji okruzuje nanocesticu [191,192]. Zav Cestice je
primarni parametar dobijen ovom tehnikom i, s obzirom na odredene uslove, najcesce koris¢eni
parametar DLS veli¢ine za kontrolu kvaliteta ili poredenje. Jo§ jedan DLS rezultat prvog reda je
raspodela intenziteta veliCina Cestica, koji je posebno od interesa kada se analiziraju
nemonodisperzni sistemi, koji imaju vecu distribuciju veli¢ina [191,192]. Distribucija intenziteta
je prirodno merena prema intenzitetu rasipanja svake frakcije nanocestica i u Tabeli 5 je
oznacena kao intenzitet (%). Kako bi se omogucio bolji uvid u evoluciju veli¢ine nanocestice u
zavisnosti od vrste ugljenih hidrata kori$¢enih za oblaganje nCeQ>, dati su rezultati distribucije
tj. veliCine frakcija sa njihovim udelom u intenzitetu rasutog svetla.

Rezultati, prikazani u Tabeli 5, pokazuju dobru korelaciju sa turbidimetrijskim rezultatima.
Shodno tome, najveéa Zav vrednost je zabeleZena kod neoblozenih nCeO; §to ukazuje na
prisustvo agregata koji su uzrok niZe stabilnosti suspenzije. Veli¢ina nanocestica je bila
raznovrsna: najzastupljenija (preko 80 %) je bila frakcija sa nanoCesticama veli¢ine od oko 350
nm, dok je znatno manja koli¢ina nanocestica imala veli¢inu od 100 nm. Takode je detektovana i
treca frakcija (nije prikazana u Tabeli 5), koja ukazuje na agregate u mikrometarskom opsegu
veli¢ina.
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Slika 13. Linearizovani rezultati turbiditeta kod vodenih suspenzija neobloZenih i nCeO
oblozenih glukozom, levanom i pululanom pri masenom odnosu 1:7 primenom SC metode na
100 °C tokom 6 h [167]

Tabela 5. Z-srednja vrednost veli¢ine Cestica (Zav), raspodela intenziteta i veli¢ine nanoCestica
(veli¢ina frakcija i intenzitet (I) izraZzen u %), i zeta potencijal ({) neoblozenih (CeO,) i nCeO;
obloZenih glukozom, levanom i pululanom (G-, L- i P-Ce0O,) [167]

Velicina Veli¢ina
Uzorak Zav,nm frakcije 1,% frakcije 1,% ¢ mV
1, nm 2, nm
CeO,* 385 344,7 83,8 105,4 15,5 32,2
G-CeO, 235 235 77,6 61 22,4 31,3
L-CeO, 216 264,6 70 86,4 30 20,8
P-CeO, 314 306,2 86,3 84,3 13,7 19,8

% Amala porcija (0,7 %) vecih agregata (2,75um) je takode detektovana

Iako prisutne u maloj kolicini (intenzitet od 0,7 %), velike Cestice su uzrokovale povecanje
Zav vrednosti, koja je bila veca od veli¢ine nanocestice iz frakcije 1. Kao vrednost izraCunata na
osnovu intenziteta, Zav vrednost je osetljiva ¢ak i na male promene u uzorku, kao §to je prisustvo
male koli¢ine aglomerata i stoga e teZiti ka ve¢im vrednostima kada su prisutne vece Cestice
[191-193]. Sli¢an rezultat je zapazen i kod P-CeO,. Oblaganje sa ugljenim hidratima je smanjilo
veli¢inu agregata kod svih oblaganih nanocestica. Poznato je da oblaganje nanocestica glukozom
neutraliSe povrSinsko naelektrisanje nanocCestice ¢ime se spreCava njeno povecanje [78], Sto
potvrduju i rezultati u Tabeli 5. Slican efekat je primecen i nakon oblaganja nCeO; sa heparinom

[7].

Ugljeni hidrati koriS¢eni u ovom istraZzivanju se medusobno razlikuju u pogledu
naelektrisanja 1 veli¢ine molekula, parametrima koji igraju bitnu ulogu u stabilnosti Cestica u
suspenziji. Kao $to se vidi iz Tabele 5, neoblozene nCeO; nose pozitivno naelektrisanje, §to je na
granici stabilnosti suspenzije (suspenzija se smatra stabilnom pri |{] > 30 mV). Glukoza, najmaniji
molekul medu kori§¢enim ugljenim hidratima, prakticno je nenaelektrisana. Stoga je povrSinsko
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naelektrisanje nCeO, nepromenjeno kada mali molekuli glukoze prodiru u njihove klastere, Sto
dovodi do formiranja manjih agregata. Nasuprot tome, levan i1 pululan sadrze negativno
naelektrisanje, koje se kompenzuje pozitivnim nelektrisanjem nCeO,. Oba ova ugljena hidrata
mogu da uti¢u na stabilnost suspenzija nCeO, sternim smetnjama: molekul levana je vec¢i (oko
150 nm) u odnosu na pululan (60 - 120 nm) i stoga je stabilizujué¢i efekat izrazeniji kod
nanocestica oblozenih levanom, rezultuju¢i prisustvo vece koli¢ine manjih Cestica. Takode je
objavljeno [194] da interakcija levana sa drugim nanocesticama dovodi do smanjenja ¢, ¢ak i do
stepena obrnutog naelektrisanja. Ipak, stabilnost nanocestica je poboljsana.

Sli¢ne Zav vrednosti su odredene za nCeO, oblozene glukozom i levanom (Tabela 5). Zav
vrednosti pokazuju pozitivnu korelaciju sa izmerenim turbiditetom. Stoga Zav vrednosti ukazuju
na inherentnu stabilnost suspenzija nanocestica, potvrdujuci turbidimetrijske rezultate.

4.2. Bioloski efekti nCeO, na odabranim biljnim vrstama

Veoma malo se zna o fitotoksi¢nosti nCeQO,. Na fitotoksi¢nost nanocestica generalno uticu
brojni faktori, kao §to su njihove fizi¢ko-hemijske osobine, faza razvoja biljke i osobine
medijuma u kojem se biljka uzgaja [195]. Vrsta medijuma za uzgajanje biljaka moZe imati vaznu
ulogu u usvajanju nanocestica, a poznato je veée usvajanje nCeO, tokom uzgajanja biljke na
hidroponi¢nom medijumu [196]. Hidroponika je bila medijum izbora i u ovoj tezi, jer gajenjem
biljaka u zemlji na usvajanje nanocestica mogu uticati interakcije izmedu organskih materija u
obloZenom sloju nanocestica 1 onih koje su prisutne u zemlji.

4.2.1. Usvajanje Ce i njegova translokacija unutar biljaka

Imaju¢i u vidu morfoloske parametre, testirane biljne vrste nakon tretmana razliCitim
nCeO; nisu pokazale vidljive znakove oSteCenja, kao $to su nekroza, hloroza ili zakrzljalost.
Primecena je znacCajna razlika u koncentraciji Ce izmedu Ger i Gro tretmana (Tabela 6), $to je
oc¢ekivano ako se ima na umu razlika u duzini njihovog trajanja (trajanje Ger tretmana je 3 - 5
dana, a Gro tretmana 21 dan). Takode, koncentracija Ce se razlikovala i izmedu tretiranih biljnih
vrsta, a najvece usvajanje nCeQ; je zapazeno kod pSenice nakon oba (Ger 1 Gro) tretmana.

Kod Gro tretmana (Tabela 6), visoka koncentracija Ce detektovana u nadzemnom delu
pSenice se razlikuje od literaturnih podataka [121], §to se moZe pripisati dve nedelje duzem
izlaganju biljaka nanocesticama u odnosu na Ger tretman. Ocigledno je da duZe izlaganje biljaka
nCeO, dovodi do povecane akumulacije Ce. lako su turbidimetrijski podaci pokazali da su G-
CeO; nanocestice medu najstabilnijima, njihova koncentracija u biljkama je bila najmanja nakon
Ger tretmana. To ukazuje da stabilnost suspenzija nanoCestica ne mora nuzno uticati na
koncentraciju Ce u biljkama. Kod Gro tretmana, akumulacija Ce je bila znatno veca u pSenici
nego u grasku.

Nakon Ger tretmana, Ce je takode detektovan u kukuruzu i pSenici, ali ne i1 kod sociva.
Usvajanje oblozenih nCeO;, je bilo znacajno razli¢ito u odnosu na neoblozene nCeO, (Tabela 6).
Kod pSenice, usvajanje oblozenih nCeO; je manje od neobloZenih u nadzemnom delu, a vece u
korenu, dok je kod graSka usvajanje vece 1 u nadzemnim delovima i u korenu. Vece usvajanje
obloZenih nCeO- u korenu pSenice i graska moze biti zbog vece stabilnosti suspenzija obloZenih
nanocestica. Oblaganje nCeO, je dovelo do smanjene koncentracije Ce u nadzemnom delu
pSenice kod oba, Ger i Gro, tretmana, dok je kod kukuruza dovelo do poveéane koncentracije Ce,
Sto pokazuju i literaturni podaci [120,121]. Vazno je naglasiti da usvajanje Ce zavisi od stepena
interakcije izmedu korenovog sistema i hidroponi¢nog medijuma i povezana je sa kinetikom
rastenja, strukturom korena i taloZzenjem nanocestica [122].
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Tabela 6. Koncentracija Ce (mg Ce po kg suve mase biljke) u pSenici, grasku i kukuruzu nakon
Ger i Gro tretmana sa razli¢itim nCeO, koncentracije 200 mg L™. Rezultati su prikazani kao
srednje vrednosti + standardna greska [181]

PSENICA GRASAK KUKURUZ
Nadzemni Nadzemni Nadzemni
Koren Koren Koren
deo deo deo
Ger kontrola < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,05
1,560 + 1,600 +
Ger _CeO,  0,050+0,007 4,680 + 0,051 < 0,05 0.076 <0,05 0318
a 1,330 + 0,080 +
Ger _G-CeO, < 0,05 3,160 + 0,054 < 0,05 0.065 <0,05 0013°
a 2,370 + 0,290 + 14,870 +
Ger _L-CeO, < 0,05 9,950 + 0,058 < 0,05 0.076° 0.031° 0169°
. . 3,610 + 5,710 +
Ger _P-CeO, 0,020+0,006° 10,670 + 0,086 < 0,05 0.078" <0,05 0.120°
Gro kontrola < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,05
Gro CeO 51,360 + 10892,860 + 0,820 + 88,420 +
-2 0,383 12,475 0,044 0,496
26,600 + 13675,000 + 1,810 + 147,160 +
Gro _G-Ce0; 0.654° 6,338° 0,066° 0,633°
33,130 + 17522,730 + 2,530 + 117,220 +
Gro_L-CeO, 0,120% 4.840° 0,056 0,343
25,470 + 14593,750 + 3,160 + 88,460 +
Gro_P-CeQ; 2 064° 5,462° 0,03 0,536
*p < 0,05

Vrednosti koje se statisticki znacajno razlikuju u odnosu na vrednosti za neobloZzene nCeO, su oznacene sa “a”. U

nadzemnom delu i korenu so¢iva koncentracija Ce je bila ispod nivoa detekcije.

Translokacija Ce iz korena u nadzemne delove se nakon Ger tretmana desila samo u
pSenici i kukuruzu (Slika 14), dok je nakon Gro tretmana primecena i kod pSenice i kod graska.
Iako je kod Gro tretmana akumulacija Ce bila znatno viSa kod pSenice u odnosu na graSak,
translokacija Ce iz korena u nadzemni deo je kod tretmana sa P-CeO; bila skoro 20 puta veca u
grasku nego u psenici (Slika 14). U poredenju sa neoblozenim nanocesticama, veca translokacija
Ce kod graska u odnosu na pSenicu je razlog povecane koncentracije Ce u nadzemnom delu
graska i smanjene u nadzemnom delu pSenice nakon tretmana obloZenim nCeO,. S obzirom na
odsustvo interakcije nanocestica sa zemljom u hidroponi¢nom medijumu, razlike u koncentraciji
Ce 1 njegovoj translokaciji u pSenici i grasku se mogu pripisati razlikama u anatomiji njihovih
korenova (kao Sto je struktura apoplasti¢nih barijera i grananje korenova) i mehanizmima
distribucije metala [197].
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4 * B Ger kontrola
3,5 & B Ger_CeO,
—_ = B Ger_G-CeO,
= 3 B Ger_L-CeO,
:E? 25 O Ger_P-CeO,
5 * B Gro kontrola

@ 2 = Gro_CeO,
ju i5 = Gro_G-CeO,
E’_ ’ ® Gro_L-CeO,
3 1 = Gro_P-CeO,
(7]

0,5 -

0.
Psenica Grasak Kukuruz

Slika 14. Stepen translokacije, izrazen u %, kod biljaka nakon Ger i Gro tretmana sa
neoblozenim (CeQy) i oblozenim (G-, L- i P-CeO;) nanocesticama. Prikazane su srednje
vrednosti + standardna greSka samo za biljke kod kojih je detektovan Ce u nadzemnom delu 1
korenu [181]

4.2.2. Efekat oblozenih i neoblozenih nCeO; na klijanje Cetiri biljne vrste

U literaturnim podacima se mogu naci i pozitivni i negativni efekti nCeO, na biljke
[124,125,127,134-137,198-200], Sto moze zavisiti od tretirane biljne vrste, nacina uzgajanja,
koncentracije nanocestica i materijala za njihovo oblaganje. U skladu sa literaturnim podacima
[123], nasi rezultati pokazuju da nijedna od koris¢enih nCeO», pri testiranoj koncentraciji od 200
mg L™, nije znacajno uticala na klijanje semena kod nijedne testirane biljne vrste (p < 0,05, Slika
15). Klijanje, u prisustvu neoblozenih i oblozenih nCeO,, nije variralo u poredenju sa kontrolom
kod nijedne ispitane biljne vrste.

120,00+ O Kontrola
m CeO,
100,00+
B G-CeO,
m L-CeO,
80,00
= O P-CeO,
o
2 60,00
c
.3,
x 40,00-
20,00+
0,00 T T T —

Psenica Grasak Socico Kukuruz

Slika 15. Efekat neobloZenih (CeO,) i oblozenih (G-, L- i P-CeO;) nanocestica na klijanje
semena kod Cetiri razlicite biljke. Date su srednje vrednosti + standardna greska [181]
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4.2.3. Efekat obloZenih i neoblozenih nCeO; na rastenje biljke

Da bi se ispitala osetljivost biljaka na nCeO; u razli¢itim fazama razvoja, poredene su
biljke koje su tretirane oblozenim 1 neoblozenim nCeO; tokom dve razliite faze razvoja: klijanja
semena i rastenja na hidroponici. Nanocestice nCeO, mogu pokazati suprotne efekte na rastenje
korena kada se primenjuju u niskoj (stimuliSu¢i efekat) i visokoj koncentraciji (inhibirajuci
efekat) [125]. U ovoj tezi, koncentracija nCeO, od 200 mg L™ je odabrana kao koncentracija iz
nizeg opsega primenjenih koncentracija u literaturi za gajenje biljaka u hidroponici (10 - 10000
mg L) [122].

Nasi rezultati pokazuju da su sve testirane biljne vrste osetljive na tretmane nCeO, tokom
rane faze razvoja - klijanja semena, iako ovaj efekat nije vidljiv iz rezultata klijanja semena, ali
uti¢e na dalje faze razvoja biljke - rastenje korena i nadzemnog dela. Odsustvo efekta tretmana
sa nCeO; na klijanje semena se moze objasniti prisustvom informacije koju seme nosi iz
prethodne generacije u periodu klijanja [201]. Razmatrajuci efekat Ger tretmana u testiranim
biljnim vrstama, moze se videti njegov stimulativni efekat samo na duzinu nadzemnog dela
pSenice (Slika 16 A).

40,00
A " OGer kontrola
35,00 mGer_CeO,
B Ger_G-CeO,
E 30,00 EGer_L-CeO,
] BGer_P-CeO
3 25,001 T e e
.g, = = u BGro kontrola
g 20,00 :_': :: :: EGro_CeO,
£ Ep T : BGro_G-CeO,
N 15,00 TG -
E = = o EGro_L-CeO,
c oy o
10,00 Errte T = HGro_P-CeO,
N Eete T =
= - s L
8 5,00- P =
0,00 - ISR . - :
Psenica Grasak Socivo Kukuruz
B 40,001 O Ger kontrola
35,00- W Ger_CeO,
W Ger_G-CeO,
30,00+ WGer_L-CeO,
'E. OGer_P-CeO,
O, 25,00-
© HGro kontrola
c
g 20,00- EGro_CeO,
*; BGro_G-CeO,
£ 15,00
;E BEGro_L-CeO,
(=] 10,00- 8Gro_P-CeO,
5,00 -
0,00 - = o T |
Psenica Grasak Soéivo Kukuruz

Slika 16. Efekat neoblozenih (CeO,) i oblozenih (G-, L- i P-CeO;) nanocestica na duzinu
nadzemnog dela (A) i korena (B) kod cetiri razlicite biljne vrste nakon Ger i Gro tretmana.
Prikazana je srednja vrednost & standardna greska; * oznacava statisticki znacajne razlike u

poredenju sa odgovaraju¢om kontrolom, p < 0,05 [181]
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Sa druge strane, na duzinu korena svih tretiranih biljnih vrsta (Slika 16 B) su znacajno uticali
samo Ger _G-CeO, i Ger_L-CeO; (stimulativni efekat) kod pSenice i Ger P-CeO, kod graska,
dok su Ger_CeO; i Ger_G-CeO, tretmani inhibirali rastenje korena kod sociva, kao i Ger P-
CeO; tretman kod kukuruza.

Iako Ce nije detektovan kod sociva nakon Ger tretmana, duzina korena kod ove biljke je
bila smanjena, Sto se moZe objasniti mogué¢im poremecajima odredenih regulatornih
mehanizama, koji su posledica moguée adsorpcije Ce na klijancu tokom procesa klijanja. Moze
se zakljuciti da iako Ger tretmani nisu uticali na klijanje semena u svim testiranim biljnim
vrstama, pokazan je njihov efekat na kasnije faze razvoja biljke (Slika 16, A i B).

Suprotno efektu Ger tretmana, Gro tretman nije izazvao ve¢u akumulaciju Ce u biljkama, a
time nije uticao na duzinu biljaka uprkos duzem izlaganju nanocesticama (4 dana u Ger tretmanu
odnosno 3 nedelje u Gro tretmanu). To pokazuje da je klijanje osetljivija faza razvi¢a nego faza
rastenja. Sve testirane biljne vrste su osetljive na nCeO; tretmane tokom faze klijanja semena,
najranije faze razvoja biljke.

4.2.4. Antioksidativni odgovor biljaka na nCeQO, tretmane

Pracenje sekundarnih metabolita je vazan parametar u ispitivanju odgovora biljke na stres
izazvan metalima. Kada je biljka izlozena biotickom ili abiotickom stresu proizvode se
sekundarni metaboliti koji pomazu biljci da prevazide postojece stanje i adaptira se na zivotnu
sredinu [128,132]. Usled stresa biljka proizvodi slobodne radikale, koji ostecuju biomolekule
poput lipida, DNK i proteina [132,133]. Kako bi ublazile Stetne efekte slobodnih radikala, biljke
su razvile efikasne enzimske i neenzimske odbrambene sisteme, antioksidanse malih masa, kao
Sto su vitamini, fenolne kiseline itd. [132,133]. TAA ukljucuje razli¢ite neenzimske komponente
koje pokazuju antioksidativnu aktivnost (askorbat, glutation, fenoli, Seceri, itd.) i mogu biti
metabolita koja ima ulogu u regulaciji klijanja semena, rastenja biljke i odbrambenom odgovoru
[129,132]. Zbog svojih redoks osobina, fenolna jedinjenja imaju veliki antioksidativni kapacitet,
koji im omogucava da deluju kao donori vodonika, hvataci singletnog kiseonika, redukujuci
agensi, helatori metala [130], ali i kao signalni molekuli [131]. Stoga je u ovoj tezi uporeden
ukupan sadrzaj fenola, fenolni profil 1 ukupna antioksidativna aktivnost, kao deo neenzimskog
odbrambenog sistema biljke i indikatori biljnog odgovora na tretman razli¢itim nCeO; u korenu i
nadzemnom delu.

4.2.4.1. Efekat neoblozenih 1 oblozenih nCeO, na TAA

TAA je odredena u nadzemnim delovima (Slika 17 A) i korenovima (Slika 17 B) biljaka
tretiranih razli¢itim nCeO,. Dobijeni rezultati pokazuju da nCeO, imaju suprotan efekat na
psenicu kod Ger i Gro tretmana. U poredenju sa kontrolom (0,32 pmol g™ za Ger i 0,14 pmol g™
za Gro tretman), TAA se znacajno povecala nakon Gro tretmana sa oblozenim nCeO> (0,20; 0,21
i 0,20 pmol g™ za G-, L- i P-CeO,), a smanjila nakon Ger_L-CeO, (0,20 pmol g™ tretmana u
nadzemnom delu pSenice (Slika 17 A). To se moze objasniti najveéim koncentracijom Ce kod
pSenice u odnosu na ostale tretirane biljke (Tabela 5). TAA u korenu nije bio znacajno izmenjen
nakon oba, Ger i Gro, tretmana.

Usled prisustva 4f elektrona u Ce i moguénosti izmene izmedu Ce** i Ce** oksidativnih
stanja, nCeO, mogu imati dvojaku aktivnost - proizvodnja ROS [39] i uklanjanje ROS [202], sto
objasnjava njihovo ponasSanje i u ovom istrazivanju. Smanjenje TAA nakon Ger tretmana u
pSenici (Slika 17 A) moze ukazati na to da su nCeO; delovale kao ROS sakupljaci. Sa druge
strane, sposobnost nCeO, da indukuje prekomernu proizvodnju ROS [203] aktivira odbrambeni
sistem biljke, dovode¢i do povecanja TAA u nadzemnom delu pSenice nakon Gro tretmana
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(Slika 17 B). Suprotan efekat Ger i Gro tretmana se moze pripisati razli¢itom ponaSanju Ce u
razli¢itim biljnim vrstama, $to zavisi od uslova mikro-okruzenja u svakoj biljnoj vrsti, kao $to su
pH vrednost, prisustvo razli€itih vrsta malih molekula, kao i karakteristika materijala koji se
koristi za oblaganje [118].
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Slika 17. Efekat neoblozenih (CeO3) i oblozenih (G-, L- i P-CeO,) nanocestica na TAA u
nadzemnim delovima (A) i korenovima (B) Cetiri razli¢ite biljne vrste nakon Ger i Gro tretmana.
Prikazana je srednja vrednost = standardna greska; * oznacava statisticki znacajne razlike u
poredenju sa odgovaraju¢om kontrolom, p < 0,05 [181]

Medu koriS¢enim nanocesticama, L-CeO, su dovele do najve¢ih promena TAA,
potvrduju¢i da oblaganje moze modifikovati efekat nanocestica na biljke. Oblaganje nCeO, je
imalo ve¢i uticaj na TAA pSenice nakon Gro tretmana (sve oblozene nCeQO; su uticale na TAA)
u poredenju sa Ger tretmanom (samo G-CeO; su uticale na TAA). Ovakav efekat oblozenih
nCeO, moZe biti povezan sa veéim stepenom redukcije Ce** (Slika 11), koji ukazuje na
oksidativni stres u biljkama.
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4.2.4.2. Efekat neoblozenih i oblozenih nCeO; na ukupni sadrzaj fenola i fenolni profil

Sadrzaj fenolnih jedinjenja i aktivnost antioksidativnih enzima je indikator stresa i deo
odbrambenih mehanizama biljke u borbi protiv ROS, glavnih uzroc¢nika oksidativnog stresa
[128,133]. Stoga je odredivanje sadrzaja fenola, kao indikatora odbrambenog kapaciteta biljke,
od velikog znacaja. Prema literaturnim podacima [135,136,204], samo nekoliko istrazivanja se
bavilo odredivanjem TPC-a u biljkama tretiranim sa nCeO,.

Efekat tretmana razli¢itim nCeO; na TPC u Cetiri testirane biljne vrste je prikazan na Slici
18 A (nadzemni deo) i Slici 18 B (koren). Sli¢no efektu nCeO, na duzinu nadzemnog dela i
korena, samo Ger tretmani su uticali na TPC, dok Gro tretman nije imao efekta na TPC nijedne
testirane biljne vrste. Kod nadzemnih delova, TPC je znacajno povecan samo kod sociva nakon
svih Ger tretmana (Ger_CeO,, Ger_G-Ce0O,, Ger_L-CeO, i Ger_P-CeQO,), sto moze biti
posledica apsorpcije Ce na klijancima tokom procesa klijanja. Kada je re¢ o korenu, TPC je bio
znacajno povecan u psenici nakon Ger CeO,, Ger_L-CeO, i Ger_P-CeO, tretmana, a smanjen
kod graska nakon Ger CeO; i Ger_G-CeO, tretmana. Kod kukuruza i sofiva TPC je bio
nepromenjen. Ovi rezultati pokazuju da obloZzene CeO; imaju znacajniji uticaj na sekundarni
metabolizam, $to moze ukazati na indukciju oksidativnog stresa u biljkama 1 biti znak jace
odbrambene reakcije biljke.

Smanjenje sadrzaja fenola u korenu graska moze ukazati na oSteCenje odbrambenog
sistema zbog njegove zastitne uloge u hvatanju slobodnih radikala i helaciji metala [135], dok su
Ger_L-CeO, i Ger_P-CeO; tretmani ublazili ovaj efekat povecavajuci nivo fenola na kontrolni.
Povecani sadrzaj fenola u pSenici i smanjen u grasku moze biti povezan sa razli¢itim
koncentracijama Ce u ovim biljnim vrstama. Povecana koncentracija Ce u korenu psenice je
dovela do povecanog sadrzaja fenola. Posto nije bilo translokacije iz korena u nadzemni deo
pSenice kod veé¢ine nCeO, tretmana, fenolni sadrzaj nije znac¢ajno povecan u nadzemnom delu.
Povecanje TPC vrednosti u pSenici nakon Ger tretmana moZe otvoriti nove moguénosti u
primeni nCeO, u proizvodnji dubriva i zastitnih sredstava za biljke. Zato je neophodno ispitati
uticaj testiranih nCeO, na drugu generaciju biljaka.

Nekoliko istraZivanja se bavilo analizom fenolnog profila u nadzemnim delovima biljaka
tretiranih sa nCeO, [205-208]. U nasem istrazivanju su fenolna jedinjenja ekstrahovana iz
nadzemnih delova biljaka i kvalitativno odredena pomoc¢u HPLC-MS. Profili fenolnih jedinjenja
(Slike 19 i 20) pokazuju neizmenjen kvalitativni sastav (tip i broj fenolnih jedinjenja) nakon
tretmana kod svih tretiranih biljaka, $to ukazuje na to da tretmani neobloZenim i obloZenim
nCeO; nisu znacajno uticali na fenolni profil biljaka. Zapazene promene u povrsini pika kod
fenolnih jedinjenja pSenice i1 graska mogu ukazati na blage, ali ne i klju¢ne kvantitativne
promene sekundarnog metabolizma biljke.

Flavonoidi, vicenin 1 i 2, identifikovani su kao dominantna jedinjenja u p$enici [209], dok
su dva derivata hidroksicinamiéne kiseline i jedan derivat feruli¢ne kiseline [209] detektovani u
manjoj koli¢ini (Slika 19 A). Slika 20 A prikazuje sedam najizrazenijih pikova jedinjenja
nadenih u grasku, koja nisu identifikovana. Poredenjem povrSina pikova svih tretmana sa
kontrolom za svaku biljku, uo€ene su statisti¢ki znacajne razlike kod svih identifikovanih
fenolnih jedinjenja pSenice (Slika 19 B) i kod neidentifikovaog jedinjenja 5 kod graska (Slika 20
B).
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Slika 18. Efekat neoblozenih (CeOy) i oblozenih (G-, L- i P-CeO,) nanocestica na TPC u
nadzemnim delovima (A) i korenovima (B) Cetiri razlicite biljne vrste nakon Ger i Gro tretmana.
Prikazana je srednja vrednost + standardna greska; * oznacava statisticki znacajne razlike u
poredenju sa odgovaraju¢om kontrolom, p < 0,05 [181]

Kao 1 kod rezultata za vrednosti TAA, Gro tretman je viSe uticao na fenolni profil
nadzemnih delova pSenice, dok je kod nadzemnih delova graska Ger tretman jedini bio
efektivan. Kod nadzemnih delova pSenice (Slika 19 B), statisti¢ki znacajno povecanje povrsine
pika se desilo nakon svih Gro tretmana sa svim tipovima nCeO; kod vicenina 1 i derivata
ferulicne kiseline. PovrSine pikova su takode povecane nakon tretmana sa svim oblozenim
nCeO; kod vicenina 2 i derivata 2 hidroksicinamiéne kiseline, kao i nakon Gro_L-CeO, i Ger_P-
CeO;, tretmana kod derivata 1 hidroksicinami¢ne kiseline. Sa druge strane, smanjenje povrsine
pika se desilo samo kod derivata 1 hidroksicinamicne kiseline nakon svih Ger tretmana sa svim
nCeO;,. Povecana koli¢ina svih fenolnih jedinjenja u nadzemnim delovima pSenice nakon Gro
tretmana moze biti posledica velike koli¢ine akumuliranog Ce (Tabela 5), §to je u saglasnosti sa
povecanjem TAA. Uticaj obloZenih nanocestica je bio izrazeniji u poredenju sa neobloZenim.
Medu testiranim nanocesticama, L-CeO, su imale najveci uticaj na fenolni profil testiranih
biljaka.

44



Doktorska disertacija lvana Lj. Milenkovié

o
=3
[=1d
=]

f
§

195 m/z

¥

563 miz

BuueHuH 1

_Q
[=]
B
o
i
jiifi

593 m/z

BuueHHH 2
Y

0,00 2,00 4,00 6,00 800 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 22,00 24,00 26,00 28,00 30,00 32,00 34,00
Vreme [min]

B 1E+06 1 OGer kontrola
9E+05 - #Ger_CeO,
* WGer_G-CeO,
8E+05 1 WGer_L-CeO,
7E+05 - OGer_P-CeO,
5EGro kontrola
6E+05 - EGro_CeO,
1]
_-E 5E+05 - EGro_G-CeO,
b 2Gro_L-CeO,
@ A4E+05 - 2Gro_P-CeO,
3
0. 3E+05 -
2E+05 A
1E+05 -
0E+00 -~
Derivat Derivat Derivat
Vicenin 1 Vicenin 2 cinamicne cinamicne ferulicne
kiseline 1 kiseline 2 kiseline

Slika 19. HPLC hromatogram metanolnih ekstrakata iz nadzemnih delova pSenice sa
UV/Vis spektrima dominantnih fenolnih jedinjenja (A); Efekat neoblozenih (CeO,) 1 obloZenih
(G-, L- i P-Ce0,) nanocestica na fenolna jedinjenja u nadzemnom delu p$enice nakon Ger i Gro
tretmana (B). Prikazana je srednja vrednost + standardna greska; * oznacCava statisticki znacajne
razlike u poredenju sa odgovaraju¢om kontrolom, p < 0,05 [181]

Sa druge strane, kod graska (Slika 20, B i C) su statisticki znacajne promene uoc¢ene samo
kod jedinjenja 5, kao nedominantnog fenola u nadzemnom delu graska, nakon Ger_L-CeO; i
Ger_P-CeO; tretmana. Ovi tretmani nisu uticali na TAA i TPC kod graska. Zapazene promene u
povrsini pika kod fenolnih jedinjenja pSenice i graska (Slike 19 i 20) mogu ukazati da su neka
specifi¢na fenolna jedinjenja indukovana tretmanima. Kod sociva (Slika 21) i kukuruza (Slika
22) nije bilo promena fenolnih jedinjenja.

Kod tretmana obloZenim nanoCesticama ne bi trebalo iskljuéiti mogucée efekte
polisaharidnih fragmenata kao signalnih molekula. Odbrambeni sistem biljaka se moze
stimulisati nekim polisaharidima. Takode, efekti oblaganja pululanom mogu delimi¢no biti zbog
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njegovih slobodnih fragmenata, koji nisu u kontaktu sa Ce. To je
metodom (Slika 12).
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Slika 20. HPLC hromatogram metanolnih ekstrakata iz nadzemnih delova graska sa

UV/Vis spektrom fenolnog jedinjenja ¢iji je sadrzaj bio znacajno povecan (A); Efekat
neoblozenih (CeO,) i oblozenih (G-, L- i P-Ce0O,) nanocestica na jedinjenja 1 - 5 (B) i jedinjenja
617 (C) u nadzemnom delu graska nakon Ger i Gro tretmana. Prikazana je srednja vrednost +
standardna greska; * oznacCava statisticki znacajne razlike u poredenju sa odgovaraju¢om

kontrolom, p < 0,05 [181]
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Slika 21. HPLC hromatogram metanolnih ekstrakata iz nadzemnih delova sociva sa UV/Vis
spektrima statisticki znac¢ajnih fenolnih jedinjenja (A); Efekat neobloZenih (CeO3) 1 obloZenih
(G-, L- i P-Ce0,) nanocestica na jedinjenja 1 - 8 (B) u nadzemnom delu soc¢iva nakon Ger
tretmana. Prikazana je srednja vrednost + standardna greska; * oznaava statisticki znacajne
razlike u poredenju sa odgovaraju¢om kontrolom, p < 0,05
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Slika 22. HPLC hromatogram metanolnih ekstrakata iz nadzemnih delova kukuruza sa UV/Vis
spektrima statisti¢ki znacajnih fenolnih jedinjenja (A); Efekat neoblozenih (CeO3) i oblozenih
(G-, L- i P-Ce0,) nanocestica na jedinjenja 1 - 6 (B) u nadzemnom delu kukuruza nakon Ger
tretmana. Prikazana je srednja vrednost + standardna greska; * oznacCava statisticki znacajne

razlike u poredenju sa odgovaraju¢om kontrolom, p < 0,05
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4.2.5. Detekcija poluisparljivih jedinjenja u pSenici i1 graS8ku nakon tretmana
neoblozenim 1 oblozenim nCeO,

Samo nekoliko istrazivanja se bavilo analizom jedinjenja u nadzemnom delu pSenice 1
graska. Primenom HPLC metode analizirani su citrati i druga organska jedinjenja nakon
tretmana pSenice sa nCeO, [210]. Fenolne kiseline su detektovane primenom gasne
hromatografije spregnute sa masenom espektrometrijom (GC-MS-MS) i pokazana je varijacija u
njihovoj distribuciji u nadzemnom delu pSenice [211-213]. Trehaloza i njeni metaboli¢ki enzimi
su analizirani u semenu i nadzemnom delu pSenice nakon izlaganja abiotickom stresu primenom
gasne hromatografije-masene spektrometrije (GC-MS) [214]. HPLC i GC metode su kori$¢ene
za identifikaciju fenilacetatne kiseline u nadzemnom delu graska, pSenice i kukuruza [215]. Sa
druge strane, jedinjenja u nadzemnom delu graska su skoro neistrazena. Primenom GC-MS
metode su u nadzemnom delu graska identifikovani giberelini [216], nekoliko auksina [217],
apscisinska kiselina [218] i indol-3-buterna kiselina [219].

Razvoj dvodimenzionalne gasne hromatografije (GCxGC) je razmatran u nekoliko
istrazivanja [220-223]. U poredenju sa jednodimenzionalnom gasnom hromatografijom,
dvodimenzionalna omogucava povecanu senzitivnost, jednostavniju pripremu uzoraka i daje
dvodimenzionalne hromatograme koji olakSavaju identifikaciju klasa jedinjenja [220]. Prema
literaturnim podacima, GCXGC-MS je nasla primenu u analizi proizvoda dobijenih degradacijom
lignina [224], biodegradaciji dizel goriva [225], aldehida opisanih u vinu i ulju iz semena grozda
[226], nafti [227], za identifikaciju promena u metaboliCkom profilu jetre [228], kao i za
detekciju lekova u forenzici [229].

U ovom istrazivanju su primenom GCxGC-MS metode detektovana poluisparljiva
jedinjenja u grasku i pSenici nakon tronedeljnog tretmana sa 200 mg L™ obloZenih i neoblozenih
nCeO, u hidroponici. Vizuelni pregled GCxGC hromatograma, dobijenih iz metilen-hloridnih
ekstrakata nadzemnih delova pSenice i graska (Slike 23 i 24), otkriva razliku u hemijskom
sastavu ekstrakata izmedu netretiranih i tretiranih biljaka. Hromatogrami koji odgovaraju pSenici
tretiranoj sa razli¢itim nCeO, sadrze slian broj jedinjenja, dok u poredenju sa njima
hromatogrami netretirane pSenice sadrze manji broj jedinjenja (Slika 23). Razlog tome moze biti
manja koncentracija Ce u nadzemnom delu pSenice nakon tretmana obloZenim nanocesticama u
odnosu na tretman neobloZzenim nanocesticama (Tabela 6), zbog ¢ega su nadzemni delovi biljke
u manjoj meri bili izlozeni abioti€¢kom stresu. Profil poluisparljivih jedinjenja u uzorcima graska
se prilicno razlikuje u zavisnosti od primenjenog tretmana. Primetna je razlika izmedu
hromatograma graska tretiranog obloZenim nanocesticama (Slika 24 V-G) sa jedne strane i
hromatograma netretiranog (Slika 24 B) i graska tretiranog sa neoblozenim nCeO; (Slika 24 A)
sa druge strane. MoZe se zakljuciti da tretman obloZenim nanocesticama viSe uti¢e na profil
poluisparljivih jedinjenja graska u onosu na profil pSenice, Sto moze biti uslovljeno veéom
translokacijom usvojenih nanocestica iz korena u nadzemni deo kod graska.

Takode, uzorci pSenice su sadrzali vise poluisparljivih jedinjenja u odnosu na grasak, Sto se
moze biti uzrokovano tretiranom biljnom vrstom.

Rezultati koji odgovaraju profilu poluisparljivih jedinjenja iz ekstrakata pSenice i graska su
analizirani u tri koraka. Uradena je:

1. identifikacija pojedina¢nih pikova poredenjem njihovih masenih spektara sa
masenim spektrima iz baze podataka (ciljana analiza profila)

2. analiza podataka primenom NLPCA metode;

3. analiza celog profila na hromatogramu kao jedinstvenog obrasca prepoznavanja
odredenog uzorka primenom obrade slike i multivarijantne analize podataka. U ovom slucaju
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hromatografski profil je posmatran kao skup karakteristicnih signala, €ijim poredenjem se
identifikuje sastav uzorka.

T

Slika 23. GCxGC hromatogrami metilen-hloridnih ekstrakata nadzemnih delova netretirane (A) i
sa Ce0, (B), G-Ce0; (V), L-Ce0;, (G) i P-Ce0O, (D) tretirane psenice tokom rastenja
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Slika 24. GCxGC hromatogrami metilen-hloridnih ekstrakata nadzemnih delova
netretiranog (A) i sa CeO; (B), G-CeO; (V), L-CeO, (G) i P-CeO; (D) tretiranog graska tokom
rastenja

4.2.5.1. ldentifikacija pojedina¢nih pikova sa hromatograma

Sva poluisparljiva jedinjenja detektovana u nadzemnim delovima pSenice su imenovana u
Tabeli 7, a jedinjenja graska u Tabeli 8. Prikazana su samo jedinjenja Ciji spektri pokazuju
sli¢nost vec¢u od 80 % sa jedinjenjima iz baze podataka. U nadzemnom delu pSenice i graska je
ukupno detektovano 108 odnosno 77 poluisparljivih jedinjenja, redom. Vecina jedinjenja pripada
grupi alkohola, aldehida i1 organskih kiselina, kao i derivatima aromati¢nih jedinjenja i
ugljovodonicima. Od ukupno 129 razli¢ita poluisparljiva jedinjenja detektovana u oba uzorka, 56
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je detektovano u obe biljke sa istim retencionim vremenima u obe kolone; 52 jedinjenja je
detektovano samo u pSenici, dok je 21 detektovano samo u grasku. Moze se primetiti da, pored
velikog broja jedinjenja detektovanih u svim ekstraktima, neka od njih se razlikuju u zavisnosti
od biljne vrste i primenjenog tretmana.

Tabela 7. Poluisparljiva jedinjenja detektovana GCxGC-MS metodom u metilen-hloridnim
ekstraktima nadzemnih delova pSenice; + oznacava prisustvo, a - odsustvo jedinjenja u uzorku.
Jedinjenja koja se javljaju kod obe biljke su oznacena sa *

Sliénost sa
jedinjenjem
RT1 RT2 iz baze Prisustvo Tretmani
podataka
(%0)

Molekulska Redni

Jedinjenja formula broj

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

1,2-dimetil-benzen* CgHig 1 12,769 2,64 95

+ + + + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

2,3,4-trimetil heksan* CoHzo 2 12,948 1,35 85

+ + 4+ +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

(E)-2,2-dimetil-3-

decen CioHas 3 13,650 1,44 85

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOz
P'CEOz

2,6,6-trimetil-1-

hepten CaoHao 4 14,350 1,50 82

++ + + + +[+ + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOz
P-CeO,

3-etil-2-metil-1-

hepten CioHzo 5 14,952 1,59 85

+ +

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeO,
P'CEOz

2,4 4-trimetil-1-

heksen CoHg 6 15,253 1,65 86

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeOZ
P'CGOZ

(E)-2-heptenal* C/H1,0 7 15653 165 91

+ + + + |+ + ]

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOZ
P-CeO,

+ +

Benzaldehid* C/H:O 8 15,664 2,31 85
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Molekulska

Jedinjenja formula

RT2

Sli¢nost sa
jedinjenjem
iz baze
podataka

Prisustvo Tretmani

(%)

1-metil-2-propil-

cikloheksan CioHzo

15,953

1,68

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L'CeOZ
P-CeO,

90

+ + + + +

2-metil-nonan CioH2

10

16,650

1,50

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

92

+ + + o

Heptanska kiselina C7H1,0,

11

16,745

1,20

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

84

+ + 4+ +

3-metil-nonan CioHa2

12

16,851

1,53

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

90

(E,E)-2,4-

heptadienal* CrHO

13

17,054

1,74

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

91

+ + + + |+ + +

3-metil-undekan CioHos

14

17,150

1,44

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOz
P-CeO,

92

+ + 4+ +

Oktanal* CsH160

15

17,346

1,23

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

86

+ + 4+ +

Dekan CioH2

16

17,852

1,62

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeOz
P'CEOz

94

+ + + +

3,3-dimetil oktan CioHa,

17

18,251

1,53

Kontrola
nCeO,
G-Ce0O,
L-CeOZ
P'CGOZ

88

+ + +
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Sliénost sa

. jedinjenjem
Jedinjenja Mftz)lfrl,(ﬂfaka FE)er%I’_]I RT1 RT2 iz baze Prisustvo Tretmani
] podataka

(%)

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L'CeOZ
P-CeO,

2,5,6-trimetil-dekan CisHos 18 18,451 1,56 92

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

2-etil-1-heksanol* CsH150 19 18,544 1,11 89

+ + + + |+ + +

- Kontrola
+ nCeO,
CyH360 20 18,548 1,38 86 - G-CeO,
- L-CeO,
- P-CeO,

2,2,6-trimetil-
cikloheksanon

- Kontrola
- nCeO,
2,6,7-trimetil-dekan CisHag 21 18,651 1,53 92 + G-CeO,
+ L-CeO,
- P-CeO,

+ Kontrola

(S)-1-metil-4-(1- - nCeO,
metiletenil)- CioHis 22 18,667 2,40 86 - G-CeO,
cikloheksen + L-CeO,

+ P-CeO,

- Kontrola
- nCeO,
4-metil-dekan CiiHoa 23 18,751 1,53 92 + G-CeO,
+ L-CeOz
- P-CeO,

- Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

1-fenil-etanon CgHsO 24 19,363 2,28 86

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeOz
P'CEOz

2-metil-benzaldehid* CsHgO 25 19,460 2,10 89

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOZ
P-CeO,

4-metil-benzaldehid* CsHsO 26 19,861 2,13 96

+ + + + |+ A+ |+
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Sliénost sa

. jedinjenjem
Jedinjenja Mftz)lfrl,(ﬂfaka FE)er%I’_]I RT1 RT2 iz baze Prisustvo Tretmani
] podataka

(%)

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L'CeOZ
P-CeO,

4 6-dimetil-dodekan Ci4H3o 27 19,951 1,56 93

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Cikloheksanol* CsH120 28 20,144 1,08 83

+ + + + |+ o+

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

+ +

1-metil-4-(1-

metiletil)-benzen* CioHu4 29 20446 126 80

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

1-dekanol C1oH220 30 20,554 1,68 84

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Nonanal* CyH150 31 20,845 1,17 95

+ + + + |+ +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOz
P-CeO,

2,6-dimetil-

cikloheksanol CsHis0 32 20,952 1,59 86

+ + +

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

2,5-dimetil-nonan CiiHa4 33 21,352 1,62 93

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeOz
P'CEOz

2-etil-heksanska

kiselina CsH1602 34 21,443 1,08 82

+ + + + |+ + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOZ
P-CeO,

2,6,11-trimetil-

dodekan CisHs, 35 21552 1,59 91

+ + +
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Jedinjenja

Molekulska
formula

Redni
broj

RT1

RT2

Sli¢nost sa
jedinjenjem
iz baze
podataka
(%)

Prisustvo

Tretmani

1,2,3,4-tetrametil-
benzen*

ClOH14

36

21,647

1,32

91

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L'CeOZ
P-CeO,

Dodekan

C12H26

37

21,752

1,62

87

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Heksadekan

CieHas

38

22,153

1,65

85

+ +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

1-fenil-1-propanon

CoH100

39

22,559

2,04

85

+ + + 4+

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Oktanska kiselina*

CgH1602

40

22,945

1,20

88

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

3,5-dimetil-
benzaldehid

CngoO

41

22,958

1,92

81

+ + + [+ ++ o+

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOz
P-CeO,

1-(4-metilfenil)-
etanon

CngoO

42

23,160

2,10

94

+ + 4+ +

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

2-metil-undekan

C12H26

43

23,254

1,71

91

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeOz
P'CEOz

Naftalen*

C10H8

44

23,460

2,10

95

+ + + + |+ +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOZ
P-CeO,
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Jedinjenja

Molekulska
formula

Redni
broj

RT1

RT2

Sli¢nost sa
jedinjenjem
iz baze
podataka
(%)

Prisustvo

Tretmani

Tetradekan

C14H30

45

23,653

1,65

86

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L'CeOZ
P-CeO,

Dekanal*

ClOHZOO

23,945

1,17

95

+ + + + |+ +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

1,2,3,4,5-pentametil-
benzen*

C11H16

47

24,047

1,32

88

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

2,4-dimetil-
benzaldehid*

CoH100

48

24,160

2,13

96

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

2-fenoksi-etanol

CgH1002

49

24,165

2,37

92

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Benzotiazol*

C;HsNS

50

24,374

2,88

91

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOz
P-CeO,

2,6,6-trimetil-1-
cikloheksen-1-
karbaldehid*

C10H16O

o1

24,453

1,65

91

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

(E)-2-decenal™

C1oH150

52

25,547

1,32

88

I T o T o o T o R e e e S S o I e N

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeOz
P'CEOz

o,a - dimetil-benzen
metanol

C9H120

53

25,562

2,19

80

o4 1

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOZ
P-CeO,
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Jedinjenja

Molekulska

formula

Redni
broj

RT2

Sli¢nost sa
jedinjenjem
iz baze
podataka
(%)

Prisustvo

Tretmani

2,6,6-trimetil-1-
cikloheksen-1-
acetaldehid

CllHlSO

54

25,650

1,50

94

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L'CeOZ
P-CeO,

Nonanska kiselina*

C9H1802

55

25,746

1,23

91

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Metil-1,2-
benzenkarboksilat*

CoHgO4

56

26,380

3,30

92

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

3-(1,1-dimetiletil)-
fenol*

C1oH160

57

26,455

1,80

91

+ + + + |+ |+ |+ o+

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

2,3,5,8-tetrametil-
dekan

C14H30

58

26,755

1,74

81

+ + + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

1-metil-naftalen*

C11H10

59

26,759

2,04

89

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOz
P-CeO,

Undekanal*

CllHZZO

60

26,945

1,20

92

+ + 4+ + |+ + A+ +

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

(E,E)-2,4-dekadienal™

C1oH160

61

27,051

1,53

87

+ + + +

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeOz
P'CEOz

2-metil-naftalen

C11H10

62

27,162

2,19

83

+ + 4+ +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOZ
P-CeO,
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Jedinjenja

Molekulska

formula

Redni
broj

RT2

Sli¢nost sa
jedinjenjem
iz baze
podataka
(%)

Prisustvo

Tretmani

1,2,3-propantriol
triacetat™*

C9Hl406

63

27,459

1,98

95

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L'CeOZ
P-CeO,

2-dodecenal*

C12H220

64

28,448

1,35

87

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

1,2-dihidro-1,1,6-
trimetil-naftalen

CisHis

65

28,453

1,65

88

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

1,2,3,4-tetrahidro-
1,1,6-trimetil-
naftalen*

CisHis

66

28,551

1,56

94

+ + + + |+ |+ |+ o+

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

4-hidroksi-3-
metoksibenzaldehid

CeHsOs

67

28,875

2,97

85

+ +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

2-etenil-naftalen*

C12H10

68

28,962

2,19

90

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOz
P-CeO,

Dodekanal™*

C12H240

69

29,646

1,23

96

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

1,6-dimetil-naftalen*

C12H12

70

29,759

1,98

95

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeOz
P'CEOz

1,8-dimetil-naftalen*

C12H12

71

30,160

2,07

86

+ + + + |+ A+ |+ |+ |

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOZ
P-CeO,

59



Doktorska disertacija lvana Lj. Milenkovié

Sliénost sa

. jedinjenjem
Jedinjenja Mftz)lfrl,(ﬂfaka FE)er%I’_]I RT1 RT2 iz baze Prisustvo Tretmani
] podataka

(%)

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L'CeOZ
P-CeO,

(1R,2S,7S,95)-3,3,7-
trimetil-8-
metiletilidenetriciklo[
5.4.0.0%°Jundekan*

CisHo 72 30,347 1,26 92

+ + 4+ +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

1-(2,4-dimetilfenil)-1-

propanon C1H10 73 30,374 2,88 81

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

6,10-dimetil-5,9-

undekadien-2-on* Ci3H2,0 74 30,749 1,41 89

+ + 4+ + |+ + + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

+

1-heksadekanol C1H3,0 75 31,142 0,96 88

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

1-dodekanol C12H20 76 31,645 1,17 96

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOz
P-CeO,

4-(2,6,6-trimetil-1-
cikloheksen-2-il)-3- C13H,0 77 31,753 1,62 93
buten-2-on*

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

10-metil-8-

tetradecenil acetat CHz0; 8 31,967 2,46 81

+ + A+ [+ [+

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
- L-CeO,
P'CEOz

+ +

Tridekanal* Ci13H20 79 32,246 1,23 92

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOZ
P-CeO,

2,4-bis(L,1-

dimetiletil)-fenol* C16H250 80 32251 153 93

+ + + + +|
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Sliénost sa

. jedinjenjem
Jedinjenja Mftz)lfrl,(ﬂfaka FE)er%I’_]I RT1 RT2 iz baze Prisustvo Tretmani
] podataka

(%)

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L'CeOZ
P-CeO,

3,7,11-trimetil-2,6,10-

dodekatrien-1-ol* CisH,0 81 32,650 1,44 86

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

2-metil-1-

pentadecen* CasHaz 82 33,044 1,11 81

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Dietil-1,2-benzen-

dikarboksilat* C12H1404 83 33,767 2,46 89

+ + 4+ + |+ |+ + o+

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

+

4-(2,6,6-trimetil-1-
cikloheksen-1-il)-3- Ci3H500 84 34,555 1,77 82
buten-2-on

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Tetradekanal™* C14sH250 85 34,647 1,26 95

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOz
P-CeO,

Izopropil dodekanoat™ Ci5H300, 86 35,045 1,14 91

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Metil (3-okso-2-
pentil-, ciklopentil) C13H2,04 87 35,357 1,89 91
acetat*

++ + + + H|+ A+ |+ |+

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeOz
P'CEOz

2-tetradekanol C14H50 88 36,043 1,02 84

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOZ
P-CeO,

1-(4-izopropilfenil)-2-

metilpropil acetat C1sH220, 8 36,153 1,62 86

+ + + + +|
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Jedinjenja

Molekulska

formula

Redni

broj

RT1

RT2

Sli¢nost sa
jedinjenjem
iz baze
podataka
(%)

Prisustvo

Tretmani

n-heksil salicilat*

C13H1803

90

36,154

1,71

89

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L'CeOZ
P-CeO,

1-tetradekanol*

C14HSOO

91

36,447

1,26

90

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

13-tetradecenal™

C14H60

92

36,549

1,38

87

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Pentadekanal™*

C15H300

93

36,947

1,29

95

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

2,6-di-terc-butil-4-
hidroksimetilen-
2,3,5,6-detetrahidro
cikoheksanon

ClSHZZOZ

94

37,860

2,04

85

+ + + + [+ [+ [+ A+ o+

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

2,3,6-trimetil-1,4-
naftalen dion

C13H1202

95

37,871

2,67

80

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOz
P-CeO,

Pentil benzoat

C12H1602

96

38,553

1,65

81

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

2-metil-2-fenil
tridekan*

C20H34

97

38,661

2,10

84

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeO,
P'CEOz

Heksadekanal

Cl6H320

39,048

1,32

94

+ + + + |+ F A+ H|F |+

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOZ
P-CeO,
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Sliénost sa

. jedinjenjem
Jedinjenja Mftz)lfrl,(ﬂfaka FE)er%I’_]I RT1 RT2 iz baze Prisustvo Tretmani
] podataka

(%)

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L'CeOZ
P-CeO,

N,N-dietil-1-

dodekanamin®* CisHaiN 99 39,450 1,44 89

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

bis(2-metilpropil)1,2-

benzen-dikarboksilat* C16H2204 100 39,762 2,16 96

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Heptil benzoat* C14H20> 101 39,955 1,77 82

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Tridecil benzoat CyoH3,0, 102 40,455 1,77 87

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

n-palmitinska

Kiselina* C16H32.0; 103 41,849 141 92

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOz
P-CeO,

cis,cis,cis-7,10,13-

heksadekatrienal C16H260 104 42454 1,65 91

e T o B i i e o e e S B S o B A A I E T T

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Etil heptadekanoat Ci9H350 105 42547 1,29 83

Kontrola
nCeOz
G-CeO,
L-CeOz
P'CEOz

(2)-9-oktadecenal Ci1sH3,0 106 42,550 1,47 92

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOZ
P-CeO,

+ + |+ + A+ + |+ A+

Heptadekanal* Cy7H3.0 107 43,049 1,38 94

+
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Sli¢nost sa
Molekulska  Redni jedinjenjem

Jedinjenja f . RT1 RT2 iz baze Prisustvo Tretmani
ormula broj
podataka
(%)
- Kontrola
- nCeO,
2-metiltetrakozan CysHs, 108 56,669 2,58 86 - G-CeO;,
+ L-CeO,
+ P-CeO,

Tabela 8. Poluisparljiva jedinjenja detektovana GCxGC-MS metodom u metilen-hloridnim
ekstraktima nadzemnog dela graska; + oznacava prisustvo, a - odsustvo jedinjenja u uzorku.
Jedinjenja koja se javljaju kod obe biljke su oznacena sa *

Sli¢nost sa
jedinjenjem
RT1 RT2 iz baze Prisustvo Tretmani
podataka
(%)

Molekulska Redni

Jedinjenja formula broj

- Kontrola
- nCeO,
- G-Ce0O,
+ L-CeO,
+ P-CeO,

1,2-dimetil-benzen* CsHio 1 12,769 2,64 92

- Kontrola
- nCeO,
CoHyg 2 12,948 1,35 80 - G-Ce0O,
+ L-CeO,
- P-CeO,

2,3,4-trimetil
heksan*

- Kontrola
L. . - nCeO,
(1,2-dimetilbutil)- CuiHas 3 14,054 1,77 84 - G-CeO,
cikloheksan
- L-CeOQ
+ P-CeOQ

- Kontrola
- nCeO,
+ G-Ce0O,
+ L-CeO,
+ P-CeO,

Ciklopentan-1,2-diol CsH100, 4 14,858 1,95 85

- Kontrola
- nCEOZ
(E)-2-heptenal™ C,;H;,0 5 15,651 1,56 86 - G-CeO,
+ L-CeO,
+ P-CeOz
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Jedinjenja

Molekulska
formula

Redni
broj

RT1

RT2

Sli¢nost sa
jedinjenjem
iz baze
podataka
(%)

Prisustvo

Tretmani

Benzaldehid*

C;HesO

15,664

2,31

82

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOZ
P-CeO,

3,7-dimetil-1-okten

ClOHZO

15,961

2,16

88

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

(E,E)-2,4-
heptadienal*

C;H100

17,054

1,74

88

+ +

Kontrola
nCeO,
G-Ce0O,
L-CeO,
P-CeO,

Oktanal™*

CgH160

17,346

1,23

82

+ + 4

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

2-etil-1-heksanol*

CgH150

10

18,544

1,11

82

+ +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

3,7-dimetil-2,6-
oktadien-1-ol

C1oH150

11

19,147

1,32

81

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

2-metil-benzaldehid*

CgHsO

12

19,460

2,10

88

+ +

Kontrola
nCEOZ
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

4-metil-fenol

C/HsO

13

19,856

1,83

90

+ + +

Kontrola
nCEOZ
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

4-metil-benzaldehid*

CgHsO

14

19,861

2,13

96

+ 4+ +

Kontrola
nCeO,
G-Ce0O,
L-CeOz
P-CeOz
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Jedinjenja

Molekulska

formula

Redni
broj

RT1

RT2

Sli¢nost sa
jedinjenjem
iz baze
podataka
(%)

Prisustvo

Tretmani

Cikloheksanol*

CeH1,0

15

20,144

1,08

82

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOZ
P-CeO,

4 ,5-dimetil-1-heksen

C8H16

16

20,246

1,23

82

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

1-metil-4-(1-
metiletil)-benzen*

C10H14

17

20,446

1,26

81

+ + 4

Kontrola
nCeO,
G-Ce0O,
L-CeO,
P-CeO,

Nonanal*

CoH150

18

20,845

1,17

95

+ + 4

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

1,2,3,4-tetrametil-
benzen*

ClOH14

19

21,647

1,32

92

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

1-metil-2-
fenilciklopropan

ClOHlZ

20

22,151

1,53

80

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

1-etil-2,3-dimetil-
benzen

C10H14

21

22,649

1,41

89

+ +

Kontrola
nCEOZ
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Oktanska kiselina*

CeH160;

22

22,945

1,20

89

+

+ + +

Kontrola
nCEOZ
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Naftalen*

C10H8

23

23,460

2,10

94

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-Ce0O,
L-CeOz
P-CeO,
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Jedinjenja

Molekulska

formula

Redni
broj

RT1

RT2

Sli¢nost sa
jedinjenjem
iz baze
podataka
(%)

Prisustvo

Tretmani

Dekanal*

C10H200

23,945

1,17

94

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOZ
P-CeO,

1,2,3,4,5-pentametil-
benzen*

C11H16

25

24,047

1,32

83

+ +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

2,4-dimetil-
benzaldehid*

CoH10

26

24,160

2,13

96

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Benzotiazol*

C/H:NS

27

24,374

2,88

87

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-Ce0O,
L-CeO,
P-CeO,

2,6,6-trimetil-1-
cikloheksen-1-
karbaldehid*

C1oH10

28

24,453

1,65

87

+ +

Kontrola
nCeO,
G-Ce0O,
L-CeO,
P-CeO,

(E)-2-decenal*

C1oH150

29

25,547

1,32

90

Kontrola
nCEOZ
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Nonanska kiselina*

CoH150;

30

25,746

1,23

85

++ + +

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

2-hidroksi-izo-
butirofenon

ClOHlZOZ

31

26,061

2,13

92

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-Ce0O,
L-CeO,
P-CeO,

Metil-1,2-
benzenkarboksilat*

C9H7O4

26,380

3,30

93

+ + +

Kontrola
nCeOz
G-Ce0O,
L-CeO,
P-CeOz
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Jedinjenja

Molekulska

formula

Redni
broj

RT1

RT2

Sli¢nost sa
jedinjenjem
iz baze
podataka

(%)

Prisustvo

Tretmani

3-(1,1-dimetiletil)-
fenol*

C1oH10

26,455

1,80

88

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOZ
P-CeO,

1-metil-naftalen*

CllHlO

34

26,759

2,04

88

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Undekanal*

CuH20

35

26,945

1,20

93

+ + 4

Kontrola
nCeO,
G-Ce0O,
L-CeO,
P-CeO,

(E,E)-2,4-
dekadienal*

C1oH10

36

27,051

1,53

89

+ + 4

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

1,2,3-propantriol
triacetat™

CoH1406

37

27,459

1,98

94

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

2-dodecenal*

ClZHZZO

38

28,448

1,35

89

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

1,2,3,4-tetrahidro-
1,1,6-trimetil
-naftalen*

C13H18

39

28,551

1,56

92

Kontrola
nCEOZ
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

3-hidroksi-2,4,4-
trimetilpentil-2-
metil-propanoat

C12H2403

28,848

1,38

91

+ + + + |+ + +

Kontrola
nCEOZ
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

2-etenil-naftalen*

ClZHlO

41

28,962

2,19

89

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-Ce0O,
L-CeOz
P-CeO,
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Molekulska

Jedinjenja formula

Redni
broj

RT1

RT2

Sli¢nost sa
jedinjenjem
iz baze
podataka
(%)

Prisustvo

Tretmani

Dodekanal* Ci,H2.0

29,646

1.23

97

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOZ
P-CeO,

1,6-dimetil-naftalen* CiH1z

43

29,759

1,98

92

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

1,8-dimetil-naftalen* CpoHyp

44

30,160

2,07

81

+ + 4

Kontrola
nCeO,
G-Ce0O,
L-CeO,
P-CeO,

(1R,2S,7S,95)-3,3,7-
trimetil-8-
metiletilidenetriciklo[
5.4.0.0%°Jundekan*

C15H24

45

30,347

1,26

91

+ +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

6,10-dimetil-5,9-

undekadien-2-on* CisH220

46

30,749

1,41

87

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

2,6-di-butil-2,5-
cikloheksadien-1,4- C14H00,
dion

47

31,250

1,44

82

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

4-(2,6,6-trimetil-1-
cikloheksen-2-il)-3- Ci3H50
buten-2-on*

48

31,753

1,62

91

+ + 4

Kontrola
nCEOZ
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Tridekanal* Ci3Hz0

49

32,246

1,23

91

+ + +

Kontrola
nCEOZ
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

2,4-bis(1,1-

dimetiletil)-fenol* Ci6H260

50

32,251

1,53

91

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-Ce0O,
L-CeOz
P-CeO,
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Molekulska

Redni

Sli¢nost sa
jedinjenjem

Jedinjenja P . RT1 RT2 iz baze Prisustvo Tretmani
ormula broj
podataka
(%)

- Kontrola

- nCeO,

O-hidroksibifenil CioH10 51 32,269 2,58 95 + G-CeO,

+ L-CeOZ

+ P-CeO,

- Kontrola

cis-heksahidro-8a- - nCeO,

met||'1,8(2H,5H)' CllHleog 52 32,359 1,98 81 + G'CeOZ

naftalendion + L-CeO,

+ P-CeO,

(R)-5,6,7,7A- - Kontrola

tetrahidro-4,4,7A- - nCeO,

R C11H160, 53 32,471 2,70 89 + G-CeO,
trimetil-2(4H)-

benzofuranon * L-CeQ,

+ P-CeO,

- Kontrola

3,7,11-trimetil- - nCeO,

2,6,10-dodekatrien-1- CisH260 54 32,650 1,44 84 + G-CeO,

ol* + L-CeO,

+ P-CeO,

- Kontrola

. - nCeO,

pingzté::jn* CisHa 55 33044 1,11 81 + G-CeO,

+ L-CeO,

- P-CeO,

- Kontrola

o - nCeO,

D'(f.t"'l’z'be.’”zin' C1H1,04 56 33,767 2,46 89 ¥ G-CeO,
ikarboksilat

+ L-CeO,

+ P-CeO,

Izobutil-2,2,4- j Kontrola

trimetil-3- ) nCeOQ,

karboksiizapropil C1gH3004 57 34,447 1,26 90 + G-CeO,

pentanoat * L-CeO,

+ P-CeO,

- Kontrola

+ nCEOZ

Tetradekanal* Cu4H550 58 34,647 1,26 93 + G-CeO,

+ L-CeO,

+ P-CeO,

- Kontrola

Izopropil ) nCeO,

dodekanoat* Ci5H300, 59 35,045 1,14 88 - G-CeO,

+ L-CeOz

+ P-CeO,
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Sliénost sa
jedinjenjem
RT1 RT2 iz baze Prisustvo Tretmani
podataka
(%)

Molekulska Redni

Jedinjenja formula broj

- Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeOZ
P-CeO,

Metil (3-okso-2-
pentil-, ciklopentil) C13H»04 60 35,357 1,89 89
acetat*

+ + +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
- P-CeO,

n-heksil salicilat* C13H1505 61 36,154 1,71 84

+ +

- Kontrola
nCeO,
G-Ce0O,
L-CeO,
P-CeO,

1-tetradekanol™ C14H300 62 36,447 1,26 88

+ + 4

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

13-tetradecenal* C14H260 63 36,549 1,38 88

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Pentadekanal™ Ci5H300 64 36,947 1,29 93

+ + + + |+ + +

Kontrola
- nCeO,

Trietil-O-acetilcitrat C14H5,04 65 37,259 2,04 87 + G-CeO,
+ L-CeO,
- P-CeO,

- Kontrola
- nCEOZ
+ G-CeO,
+ L-CeO,
+ P-CeO,

(6S-cis)-5,6,7,7A-
tetrahidro-6-hidroksi-
4.4 7A-trimetil-,
2(4H)-benzofuranon

C11H1603 66 37,486 3,63 85

- Kontrola
- nCEOZ
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Behenska kiselina C,,H440, 67 37,849 1,35 82

+ +

- Kontrola
nCeO,
G-Ce0O,
L-CeOz
P-CeO,

2-metil-2-fenil

tridekan™ CaoH34 68 38,661 2,10 80

+ + +
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Sliénost sa
jedinjenjem
RT1 RT2 iz baze Prisustvo Tretmani
podataka
(%)

Molekulska Redni

Jedinjenja formula broj

- Kontrola
- nCeO,
G-CeO,
L-CeOZ
P-CeO,

6,10,14-trimetil-2-

pentadekanon CagH360 69 38,748 1,32 84

+[+ +

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Heksadekanal Ci6H3,0 70 39,048 1,32 90

+ +

- Kontrola
nCeO,
G-Ce0O,
L-CeO,
P-CeO,

N,N-dietil-1-

dodekanamin* CuHsiN 71 39,450 1,44 89

+ + 4

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

bis(2-metilpropil)1,2-
benzen- C16H2,04 72 39,762 2,16 94
dikarboksilat*

+ + 4

Kontrola
nCeO,
G-CeO,
L-CeO,
P-CeO,

Heptil benzoat* C14H200, 73 39,955 1,77 82

+ + +

- Kontrola
- nCeO,
3,7,11,15-tetrametil- - G-CeO,

1-heksadecen-3-ol CaoHa0O 4 41,846 12 90 - L-CeO,

+ P-CeO,

- Kontrola
- nCEOZ
- G-CeO,
+ L-CeO,
+ P-CeO,

n-palmitinska

Kiselina* C16Hz20; 75 41,849 1,41 92

- Kontrola

- nCEOZ
C1sH3.0 76 42,452 1,56 84 - G-CeO,
L-CeO,
P-CeOz

Z,E-3,13-
oktadekadien-1-ol

+[+

Kontrola
nCeO,
G-Ce0O,
L-CeOz
P-CeO,

Heptadekanal* Cq7H3.0 77 43,049 1,38 93

+ + +
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4.2.5.2. NLPCA

Velika koli¢ina informacija sadrzana u velikom broju varijabli (detektovana jedinjenja)
dobijenih analizom velikog broja uzoraka zahteva primenu odgovarajucih statistickih procedura
kako bi se izdvojile najvaznije informacije i izveli ta¢ni zakljucci. Da bi se odabrali parametri
pogodni za karakterizaciju uzoraka podvrgnutih razliitim tretmanima, za procenu profila
njihovih poluisparljivih jedinjenja je koriS¢ena NLPCA metoda. Ova metoda ima iStu primenu
kao 1 tradicionalna analiza glavnih komponenata (RCA), ali je pogodna za varijable meSovitih
nivoa merenja (nominalne, ordinalne i1 numericke), koje ne moraju biti medusobno linearno
povezane. U NLPCA metodi sve varijable se posmatraju kao kategoricke, a svaka razlicita
vrednost promenljive se naziva kategorija. Matrica podataka se sastojala od ukupno 108
identifikovanih poluisparljivih jedinjenja u uzorcima pSenice i 77 u uzorcima graska, koja su
koris¢ena kao nominalne varijable (1 - prisustvo u uzorku, 0 - odsustvo u uzorku).

Od 108 jedinjenja detektovanih u nadzemnom delu pSenice, 58 jedinjenja nije pokazalo
nikakvu varijabilnost u skladu sa izvrSenim tretmanom, tj. prisutna su u svim uzorcima psenice
(kontroli i uzorcima tretiranim nanoCesticama). Stoga je NLPCA primenjena za analizu
preostalih 49 poluisparljivih jedinjenja koja pokazuju varijabilnost. Primenjen dvokomponentni
model objaSnjava 79,44 %  ukupne varijanse podataka. PC1 je objasnjavala 53,93 %
varijabiliteta medu podacima, dok je PC2 objasnjavala 26,51 %. Zajednicka projekcija skorova i
vektora latentnih varijabli za prve dve PC je prikazana na Slici 25. Grafik skorova (Slika 25 A)
ukazuje na grupisanje objekata duz PC1 ose; kontrolni ekstrakt pSenice je pozicioniran na desnoj
strani grafika skorova i razlikuje se od tretiranih uzoraka (na levoj strani grafika). Takode, uzorci
tretirani sa L-CeO; i P-CeO, nanoCesticama su grupisani na suprotnoj strani PC2 ose u poredenju
sa nadzemnim delovima pSenice tretiranim sa neoblozenim i G-CeO, obloZenim nanocesticama.
Pozicioniranje uzoraka na grafiku skorova ukazuje na to da se profili poluisparljivih jedinjenja
razlikuju od kontrolnih ekstrakata, kao i da tretmani sa L-CeO, i P-CeO, nanoCesticama imaju
slican efekat na pSenicu, a koji se razlikuje od efekata tretmana sa G-CeO, i neobloZzenim
nanocesticama. PoSto odgovaraju¢i grafici vektora latentnih varijabli ukazuju na vezu izmedu
varijabli objekata, oni mogu posluziti za identifikaciju varijabli koje doprinose pozicioniranju
objekata na grafiku skorova i stoga uticati na bilo koju posmatranu grupu u skupu podataka.
Zajednicke projekcije vektora latentnih varijabli (Slika 25 B) ukazuju da:

- jedinjenje (2-tetradekanol) je specifi¢no za kontrolni uzorak;

- jedinjenje (2,2,6-trimetil-cikloheksanon) je specifi¢éno za uzorak tretiran neobloZenim
nCeOy;

- jedinjenje (o, o - dimetil-benzenmetanol) je specifi¢no za uzorak tretiran sa G-CeOy;

- jedinjenja (benzaldehid, 1-metil-4-(1-metiletil)-benzen, 1,2,3,4-tetrametil-benzen,
tridekanal) su specifi¢na za uzorke tretirane sa G-CeO, i neobloZenim nanocesticama;

- jedinjenja (1-dekanol, dodekan, heksadekan, 2-metil-undekan, tetradekan, 2-
metiltetrakozan) su specificna za uzorke tretirane sa L-CeO, i P-CeO, nanocesticama;

- jedinjenja (2,3,4-trimetil-heksan, heptanska kiselina, 3-metil-undekan, oktanal, dekan,
4,6-dimetil-dodekan, 1-fenil-1-propanon, oktanska kiselina, 1-(4-metilfenil)-etanon, 2,3,5,8-
tetrametil-dekan, 1-metil-naftalen, (E,E)-2,4-dekadienal, 2-metil-naftalen, (1R,2S,7S,95)-3,3,7-
trimetil-8-metilidentriciklo[5.4.0.0>®]undekan, 1-(2,4-dimetilfenil)- 1-propanon, 2,3,6-trimetil-
1,4-naftalendion) su prisutna u svim uzorcima tretiranim nanoc¢esticama;
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Slika 25. Model nelinearne analize glavnih komponenti pSenice i graska - grafik skorova (A) i
grafik vektora latentnih varijabli (B): kontrola (1), CeO, (2), G-CeO, (3), L-CeO, (4) i P-Ce0O,
(5). Jedinjenja su prikazana kao varijable (V) sa brojem koji odgovara rednom broju jedinjenja u
tabeli

- jedinjenja ((E)-2,2-dimetil-3-decen, 2-metil-nonan, 3-metil-nonan, 3,3-dimetil-oktan,
2,5,6-trimetil-dekan,  1-fenil-etanon,  4,5-dimetil-nonan,  2,6,11-trimetil-dodekan, etil
heptadekanoat) su specificna za uzorke tretirane sa G-CeO,, L-CeO; i P-CeO; nanocesticama;

- jedinjenja (2,6,7-trimetil-dekan, 4-metil-dekan, 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehid) su
specifi¢na za uzorke tretirane sa G-CeO, i L-CeO; nanocesticama;

- jedinjenja (2,6-dimetil-cikloheksanol, 1,2,3,4,5-pentametil-benzen) nisu detektovana u
kontroli i uzorku tretiranom sa P-CeO, nanodesticama;

- jedinjenja (3,5-dimetil-benzaldehid, 10-metil-8-tetradecenil acetat) su detektovana u
svim uzorcima sem uzorku tretiranom sa P-CeO, nanocesticama.

Rezultati NLPCA primenjene na 77 poluisparljivih jedinjenja detektovanih u uzorku
graSka, od kojih su 2 iskljucena iz analize usled odsustva varijabiliteta medu podacima, ukazuju
na razli¢it uticaj nanocestica na ovu botani¢ku vrstu u poredenju sa pSenicom. Dvokomponentni
model, koji objasnjava 91,22 % ukupnog varijabiliteta (78,18 % varijabiliteta sadrzano u PCI 1
13,04 % u PC2), ukazuje da:

- neobloZene nanocestice nemaju uticaj na profil poluisparljivih jedinjenja u uzorku
graska (grupisanje ekstrakata kontrole i nadzemnih delova tretiranih sa nCeO, na grafiku
skorova),

- uticaj tretmana sa L-CeO,, G-CeO, i P-CeO, nanocesticama je specifican i razli¢it u
odnosu na ostale tretmane (Slika 25 B).

Grafik vektora latentnih varijabli ukazuje na ¢injenicu da su sve detektovane varijable
prisutne samo u uzorcima tretiranim obloZenim nanocesticama. Dodatno:

- jedinjenje (2,3,4-trimetil-heksan) je specificno za uzorak tretiran sa L-CeO,
nanocesticama;

- jedinjenja ((1,2-dimetilbutil)-cikloheksan, 3,7,11,15-tetrametil-1-heksadecen-3-ol, Z,E-
3,13-oktadekadien-1-ol) su specifi¢na za uzorak tretiran sa P-CeO, nanoCesticama;

- jedinjenja (1,2,3,4-tetrametil-benzen, 1-metil-2-fenilciklopropan, 1-etil-2,3-dimetil-
benzen, 1,2,3,4,5-pentametil-benzen, (1R,2S,7S,9S)-3,3,7-trimetil-8-
metilidentriciklo[5,4,0,02,9]undekan,  2-metil-1-pentadecen, n-heksil salicilat, trietil-O-
acetilcitrat) su specificna za uzorke tretirane sa G-CeO; i L-CeO; nanocesticama;

- jedinjenja (1,2-dimetil-benzen, (E)-2-heptenal, (E,E)-2,4-heptadienal, 2-etil-1-heksanol,
2-metil-benzaldehid, 2,6,6-trimetil-1-cikloheksen-1-karbaldehid, izopropil dodekanoat, behenska
kiselina, 6,10,14-trimetil-2-pentadekanon, heksadekanol, n-palmitinska kiselina) su specifi¢na za
uzorke tretirane sa L-CeO, i P-CeO; nanocesticama;
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Jedinjenja (48 ukupno) sa komponentama vektora latentnih varijabli 0,996 i -0,033 za PC1
i PC2, redom (Tabela 9), nije prisutno u kontroli i uzorku tretiranom neobloZenim
nanocesticama.

Tabela 9. Nelinearna analiza glavnih komponenti; Komponente vektora latentnih varijabli
za uzorke pSenice i graSka (jedinjenja su predstavljena kao varijable (V) sa rednim brojevima
kojima su oznaceni u Tabelama 7 i 8)

PSenica Grasak
Dimenzija Dimenzija
1 2 1 2

V2 0,956 -0,245 V3 0,401 0,812
V11 0,956 -0,245 V74 0,401 0,812
V14 0,956 -0,245 V76 0,401 0,812
V15 0,956 -0,245 V1 0,719 0,588
V16 0,956 -0,245 V5 0,719 0,588
V27 0,956 -0,245 V8 0,719 0,588
V39 0,956 -0,245 V10 0,719 0,588
V40 0,956 -0,245 V12 0,719 0,588
V42 0,956 -0,245 V28 0,719 0,588
V58 0,956 -0,245 V59 0,719 0,588
V59 0,956 -0,245 V67 0,719 0,588
V61 0,956 -0,245 V69 0,719 0,588
V62 0,956 -0,245 V75 0,719 0,588
V72 0,956 -0,245 V19 0,668 -0,696
V73 0,956 -0,245 V20 0,668 -0,696
V95 0,956 -0,245 V21 0,668 -0,696

V3 0,811 0,409 V25 0,668 -0,696
V10 0,811 0,409 V45 0,668 -0,696
V12 0,811 0,409 V55 0,668 -0,696
V17 0,811 0,409 V61 0,668 -0,696
V18 0,811 0,409 /65 0,668 -0,696
V24 0,811 0,409 V22 0,626 0,021
V33 0,811 0,409 V30 0,626 0,021
V35 0,811 0,409 V77 0,626 0,021
V105 0,811 0,409 V4 0,996 -0,033

V8 0,198 -0,958 V6 0,996 -0,033
V29 0,198 -0,958 V7 0,996 -0,033
V36 0,198 -0,958 V9 0,996 -0,033
V21 0,540 -0,052 V11 0,996 -0,033
V23 0,540 -0,052 V13 0,996 -0,033
V67 0,540 -0,052 V14 0,996 -0,033

PSenica Grasak
Dimenzija Dimenzija
1 2 1 2

V32 0,510 -0,662 V15 0,996 -0,033
V47 0,510 -0,662 V16 0,996 -0,033
V30 0,583 0,757 V17 0,996 -0,033
V37 0,583 0,757 V18 0,996 -0,033
V38 0,583 0,757 V23 0,996 -0,033
V43 0,583 0,757 V24 0,996 -0,033
V45 0,583 0,757 V26 0,996 -0,033
V108 0,583 0,757 V27 0,996 -0,033
V41 -0,331 -0,565 V29 0,996 -0,033
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V78 -0,327 -0,548 Veil 0,996 -0,033
V22 20,198 0,958 V32 0,996 -0,033
V20 -0,037 -0,746 V33 0,996 -0,033
V5 -0.240 0,148 V34 0,996 -0,033
V53 0.279 -0,426 V35 0,996 -0,033
V75 0.553 0,148 V36 0,996 -0,033
V79 0.198 -0,958 V37 0,996 -0,033
V84 0.240 -0,148 V38 0,996 -0,033
V87 -0.944 0,273 V39 0,996 -0,033
V88 -0.956 0,245 V41 0,996 -0,033
V42 0,996 -0,033
V43 0,996 -0,033
Va4 0,996 -0,033
V46 0,996 -0,033
V47 0,996 -0,033
V48 0,996 -0,033
V49 0,996 -0,033
V50 0,996 -0,033
V51 0,996 -0,033
V52 0,996 -0,033
V53 0,996 -0,033
V54 0,996 -0,033
V56 0,996 -0,033
V57 0,996 -0,033
V60 0,996 -0,033
V62 0,996 -0,033
V63 0,996 -0,033
V66 0,996 -0,033
V68 0,996 -0,033
V71 0,996 -0,033
V72 0,996 -0,033
V73 0,996 -0,033
V2 0,479 20,092
V58 0,594 -0,061
V70 0,234 0,638

U poredenju sa kontrolom, glavne promene u profilu isparljivih jedinjenja su detektovane u
pSenici nakon tretmana sa L- i P-CeO; nanocesticama, kao i u grasku nakon tretmana sa L-CeO,
nanoCesticama. Aldehidi su dominantna klasa jedinjenja u obe biljne vrste. Njihovo prisustvo u
grasku je ve¢ potvrdeno i pokazano je da ¢ine 5 % jedinjenja u grasku [230]. Medu njima,
benzaldehid i nonanal su prethodno detektovani u biljkama [231], kao i aldehidi preko 5 C atoma
[232]. Takode je ve¢ detektovan 1-metil-4-(propan-2-il) benzen (poznat i kao para-cimen),
aromati¢no jedinjenje nadeno u graSku nakon tretmana obloZenim nanocesticama [231].

U obe tretirane biljne vrste je detektovan derivat jasmonske kiseline (metil-(3-okso-3-
pentil-, ciklopentil) acetat). Osnovna funkcija ove kiseline i njenih metabolita je regulacija
rastenja biljke i odbrambenog odgovora na abioticki i bioticki stres [233]. Kada su biljke pod
stresom izazvanim metalom, jasmonska kiselina igra ulogu u povecanju nivoa glutationa, ¢iji
oligomeri formiraju fitohelatine koji heliraju toksi¢ne teske metale [234]. Sinteza jasmonske
kiseline moze biti stimulisana pomoc¢u ROS, koje biljka proizvodi kada je pod stresom, ¢ime se
pojacava odgovor biljke na stres. Jasmonati, soli jasmonske kiseline, mogu uticati na emisiju
drugih isparljivih jedinjenja povezanih sa stresom [233,235], posebno terpena [236] koji imaju
potencijal da ublaze abioticki stres [237]. Terpeni su prisutni u biljkama kao lipofilna,
niskomolekulska (C15 or C10) jedinjenja [238].
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U ovoj tezi, monoterpenski alkohol 3,7-dimetil-2,6-oktadien-1-ol (poznat kao geraniol) je
detektovan u grasku samo nakon tretmana oblozenim nCeQO;, §to moze ukazivati na to da
oblozene nanocestice uzrokuju oksidativni stres. Derivati geraniola su takode detektovani u
bosiljku [239] i mirisu razli¢itih biljaka [240]. Odsustvo terpena u pSenici je u skladu sa
literaturnim podacima [231]. Odsustvo izoprena i drugih monoterpena kod obe biljne vrste se
moze objasniti brzim isparavanjem nakon sinteze usled nemoguénosti njihovog skladiStenja u
biljci. Aromati¢ni terpenski aldehid, 4-hidroksi-3-metiloksibenzaldehid (poznat kao vanilin),
detektovan je samo u pSenici nakon tretmana oblozenim G-CeO; i L-CeO, nanocesticama.

Alkani i alkeni su takode detektovani kod obe tretirane biljne vrste, sa malo veéim
prisustvom u pSenici. Etilen, najpoznatiji medu njima, se proizvodi nakon povrede i drugih
abiotickih stresova biljke, zbog ¢ega je poznat i kao "hormon stresa“ [231]. U ovoj tezi on nije
detektovan u testiranim biljkama nakon nijednog tretmana. Razlog tome moze biti Cinjenica da
se pod odredenim uslovima etilen moze oksidovati u karboksilne kiseline, koje su detektovane u
obe biljne vrste [241].

Veliki broj isparljivih alkohola i estara su esencijalni sastavni deo cvetnih mirisa. Najvise
detektovani estri u obe biljne vrste su derivati benzoeve, salicilne i siréetne kiseline.

4.2.5.3. Multivarijantna obrada slike i PCA

Hromatografski profil se ¢esto razmatra prilikom ispitivanja autenti¢nosti 1 kvaliteta hrane.
Ceo hromatogram je tretiran kao jedinstven multivarijantni profil tj. viSedimenzioni vektor, bez
posebne identifikacije pojedina¢nih pikova [242]. Kako bi se maksimalno ekstrahovale korisne
informacije iz hromatografskih profila, primenjena je sveobuhvatna analiza slike i dalja
multivarijantna analiza podataka. Pristup koji ukljucuje obradu hromatograma, u ovom slucaju
dobijenim GCxGC analizom, potvrden je kao korisna analitiCka alatka za analizu profila ili
nepristrasno poredenje uzoraka [243]. Naime, tatke sa dvodimenzionalnog GCxGC
hromatograma poseduju definisane x i y koordinate, dok je intenzitet signala predstavljen kao
intenzitet sive boje na z koordinati. Specificno pozicioniranje tacaka 1 intenziteta signala, koji su
proporcionalni koli¢ini analita, karakteriSe profil odredenog uzorka. Medusobno poredenje
profila poluisparljivih jedinjenja moZze olaksati identifikaciju uzorka.

Umesto opsezne analize pojedina¢nih poluisparljivih jedinjenja pretraZivanjem baze
podataka, uradena je brza uporedna analiza poluisparljivih jedinjenja primenom obrade slike.
Kako bi se analizirao uticaj razli¢itih tretmana na uzorke pSenice i1 graska, slike hromatograma su
obradene pomocu Delta2D softvera 1 podaci su iskoriS¢eni za dalju hemometrijsku analizu
podataka. Delta2D softver kombinuje statistiCku analizu sa pouzdanim pristupom detekciji
pojedinac¢nih tacaka, podudaranja, kvantifikaciji 1 brzoj vizuelnoj analizi. Softver koristi
naprednu tehnologiju za obradu slike, kako bi se eliminisale varijacije izmedu pozicija tacaka,
daju¢i preklopljene slike sa jasno naglaSenim razlikama u intenzitetima odredenog jedinjenja.
Delta2D softver sadrzi puno ugradenih algoritama, za koje je dokazano da su dovoljni za
pravilnu obradu slike GCxGC hromatograma [243].

Tehnika obrade slike za analizu GCxGC hromatograma se bazira na preklapanju
pojedinacnih slika sa koordinatama definisane referentne slike, a onda na stvaranju opSte slike
primenom fuzionog algoritma. Na osnovu opSte slike se stvara zajednicki obrazac
prepoznavanja, koji se potom primenjuje na svaku pojedinacnu sliku u cilju kvantifikacije. Tako
dobijeni rezultati predstavljaju jedinstven otisak prsta svakog hromatograma, koji se dalje koristi
za multivarijantnu analizu podataka.

Isti nacin obrade slike je primenjen na uzorcima psSenice 1 graska. Pre kreiranja prose¢nog
profila svih slika iz analizirane grupe, mala pomeranja zona koja odgovaraju istom jedinjenja
jednih u odnosu na druge korigovana su poravnavanjem i svodenjem na iste h 1 y koordinate.
Poravnavanje je neophodno kako bi se pouzdano eliminisale distorzije izmedu hromatograma,
odnosno da se tacke koje pripadaju istom profilu pojavljuju na istoj poziciji na svim slikama.
Poravnavanje zona je izvrSeno ru¢no preklapanjem hromatograma kontrole sa hromatogramom
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tretiranog uzorka koji je bio najbogatiji zonama. Skup preklopljenih parova za kontrolu pSenice 1
uzorke tretirane sa razli¢itim nCeO, je prikazan na Slici 26. Slike sa poravnatim zonama su dalje
spojene kako bi se dobila mapa poluisparljivih jedinjenja koja ukljucuje sve tacke celokupnog
eksperimenta. Spojena slika kombinuje vise slika sa jednom novom, vestackom, ali realisticnom
kompozitnom slikom. Ta slika je koriS¢ena za stvaranje zajedniCkog obrasca tacaka, tj.
identifikaciju segmenata na hromatogramima uzoraka pSenice i graska. Odgovarajuci obrazac
taCaka je, u skladu sa postoje¢im poravnavanjem izmedu slika, prebaen na sve slike unutar
grupe. Na taj nacin je dobijen isti obrazac tacaka na svakoj slici i postignuta je jedinstvena
podudarnost slika.

(sec)

0 0,250 0,500 0,750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 3250 3500 3750 4000 4250 4500 4750 5000 5250 5500
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Slika 26. Poravnavanje zona na hromatogramima dobijenim za kontrolu i pSenicu tretiranu
sa neoblozenim i1 oblozenim nCeO; (jedna slika je obojena narandzasto, a druga plavo)

Kada se obrada slika zavrSi, skup podataka sluZi kao osnova za dalju hemometrijsku
evaluaciju. Za statisticku analizu je primenjen PCA, u cilju pronalaZenja razlika u profilima
poluisparljivih jedinjenja u zavisnosti od tretmana primenjenog na psenici tj. grasku. Dobijeni
rezultati su otkrili identicno grupisanje uzoraka, koje je dobijeno ciljanom analizom profila
(Slika 27). Kada je pSenica u pitanju, tretman sa nCeO znacajno menja profil poluisparljivih
jedinjenja uzoraka, sa razli¢itim odgovorom biljke na neoblozene i oblozene nCeQO,. Dodatno,
medu uzorcima tretiranim sa obloZenim nCeQO», tretmani sa L-CeO, i P-CeO, su uzrokovali
slicnu reakciju biljke, dok je ona bila donekle razli¢ita kod G-CeO; tretmana. Prethodno je
pokazano da sve oblozene nCeO; povecavaju TAA i menjaju fenolni profil samo u psenici [181],
Sto moZe ukazivati na oksidativni stres. Imajuéi u vidu blage razlike izmedu profila isparljivih
jedinjenja pSenice nakon tretmana obloZenim i neoblozenim nanocesticama, moze se zakljuciti
da je profil isparljivih jedinjenja manje izmenjen u odnosu na ostale ispitane parametre stresa. Sa
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druge strane, grasak nije pokazao odgovor na tretman sa neoblozenim nCeQO>, za razliku od
uocljive reakcije na tretman oblozenim nCeQO;. Medutim, uzorci tretirani sa P-CeO,
nanocesticama pokazuju razliCit profil poluisparljivih jedinjenja u poredenju sa uzorcima
tretiranim sa L-CeO, i G-CeO; nanocesticama. lako Gro tretman sa razli¢itim nCeO; nije uticao
na TAA, TPC i fenolni profil kod graska [181], profil ispraljivih jedinjenja se moze razmatrati
kao nezavisni indikator oksidativnog stresa.

Prikazani rezultati pokazuju da se GCxGC-MS metoda moZe koristiti za jednostavan
skrining efekata nanocestica na biljke 1 detektovanje razlika u njihovom odgovoru na istu
nanoCesticu. Razmatrajuéi rezultate dobijene primenom dva razliita pristupa, identifikacijom
pojedina¢nih pikova na osnovu poredenja masenog spektra sa odgovaraju¢im spektrima iz baze
podataka i analizom profila obradivanjem slike, mogu se izvesti sli¢ni zaklju¢ci. Uzimajuéi u
obzir prvu metodu kao dugotrajniju, koja dodatno zahteva i specijalizovano osoblje za
pretazivanje baze podataka, ¢ini se da je analiza profila mnogo laksa i brza metoda. Medutim, i
dalje postoji nedostatak sveobuhvatne analize profila dvodimenzionalne GCxGC metode
zasnovane na kompletnoj hemometrijskoj obradi prikupljenih podataka.

PSenica Grasak

Slika 27. Grafik skorova linearne analize glavnih komponenti pSenice 1 graSka: kontrola, CeOo,
G-CeO,, L-Ce0, i P-CeO,

4.3. Ispitivanje akutne toksi¢nosti nCeO, na odabranim zivotinjskim model
organizmima

4.3.1. Usvajanje Ce u vodenim organizmima

Prema literaturnim podacima je ustanovljeno da je primarni put usvajanja hemijskih
supstanci iz vode kod riba preko Skrga, koze ili ingestijom [244]. Detektovana je znacajna
koli¢ina Ce u jetri D. rerio nakon tretmana sa nCeO, pri koncentraciji 500 pg L™, dok tretman sa
5000 pug L™ nCeO, nije dao znadajno usvajanje Ce [244]. Takode je zapaZeno da unos Ce u D.
magna nakon tretmana sa 0 - 10 pg mL™ nCeO, ne dovodi do mortaliteta [143]. Ulazak Ce u D.
magna je takode registrovan nakon akutnog (96 h) i hroni¢nog (21 dan) izlaganja pri
koncentraciji 0,1-10 mg L™ nCeO, [245].

U ovom istrazivanju, koncentracija Ce u D. magna nakon akutnog (48 h) tretmana sa
oblozenim nanocesticama (2 489,65; 2 344,94 i1 3 429,89 mg kg'1 nakon tretmana sa G-, L- i P-
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CeO,, redom) nije bila znatajno razli¢ita u odnosu na tretman neoblozenim (1 577 mg kg™)
(Slika 28, A). Usvajanje Ce u D. rerio nakon (72 h) tretmana sa nCeO, (Slika 28, B) je u skladu
sa literaturnim podacima [246]. Kao i kod D. magna, usvajanje oblozenih nanocestica (224,24
mg kg™; 240,06 mg kg i 108,39 mg kg* za G-, L- i P-CeO,, redom) u D. rerio nije bilo
znacajno vece u odnosu na organizmima nije bila znacajno razli¢ita nakon tretmana oblozenim u
odnosu na tretman neoblozenim nanocesticama.
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Slika 28. Koncentracija Ce u D. magna (A) i D. rerio (B) nakon tretmana sa neobloZenim
(Ce0,) i oblozenim (G-, L- i P-CeOy) nanodesticama pri koncentraciji 200 mg L™. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + SE

4.3.2. Uticaj razli¢itih nCeO, na D. magna usled akutnog izlaganja

U dosadasnjim istrazivanjima uticaja neobloZzenih nCeO; na D. magna nije zabeleZena
akutna toksi¢nost pri koncentracijama 100 - 200 mg L™ [145] i 200-5000 mg L™* [1 40], a u tom
opsegu se nalaze 1 koncentracije nanocestica testirane u ovoj tezi (50 - 400 mg L™). Kako bi se
utvrdilo da li dolazi do promene akutnog efekta nCeO, nakon njihovog oblaganja, neonate D.
magna su bile izloZzene neoblozenim i obloZzenim nCeO, tokom 48 h. Rezultati ovih tretmana su
sumirani u Tabeli 10.

Tabela 10. Mortalitet D. magna (izraZzen u %) nakon 48 h akutnog izlaganja neoblozenim (CeO5)
i oblozenim (G-, L- i P-CeO;) nanocesticama pri Cetiri razli¢ite koncentracije. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + SE

Mortalitet (%)
Konmt,,c-\aa::f;;‘m CeO, G-CeO, L-CeO, P-CeO,
50 6,67 +0,27 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
100 13,33 + 0,27 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00
200 13,33 + 0,27 13,33+ 0,27 6,67 +0,27 6,67 + 0,27
400 13,33 0,27 20,00 + 0,47 20,00 + 0,47 13,33+ 0,27

Kada se porede procenti mortaliteta za iste koncentracije (50, 100, 200 i 400 mg L™
razli¢itih nanocestica (CeO,, G-CeO,, L-CeO, i P-CeO;), moze se primetiti odsustvo znacajnih
razlika. Takode, nije zapaZzen mortalitet nakon izlaganja obloZenim nanocesticama pri
koncentracijama nCeO, nizim od 100 mg L™, kao i odsustvo znaajnih razlika u mortalitetu
izmedu oblozenih i1 neoblozenih nanocestica. Ocigledno, veca stabilnost vodenih suspenzija
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oblozenih nanocestica (Slika 13) nije uticala na njihovo usvajanje (Slika 28, A) i mortalitet u D.
magna. Nakon akutnog izlaganja, moze se zakljuc¢iti da oblaganje nanocestica glukozom,
levanom i pululanom nije imalo znac¢ajan efekat na mortalitet D. magna.

4.3.3. Metabolizam kiseonika i ugljenik(lV)-oksida kod D. magna tokom tretmana
razli¢itim nCeO,

Prema dostupnim literaturnim podacima, u ovoj tezi je prvi put pracen uticaj nCeO, na
respiraciju D. magna, a samo dva istrazivanja su pratila potro$nju O, i proizvodnju CO; kada su
neonate izlozene stresu [164,247]. Loncarevi¢ i dr. (eng. Loncarevié et al.) (2019) [164] su
pokazali da levan i pululan umanjuju toksi¢nost i bioakumulaciju Cu®* tokom akutnog izlaganja,
kao 1 da pozitivno uticu na respiraciju D. magna.

U ovoj tezi je respirometrijski praceno disanje neonata D. magna tokom akutnog izlaganja
(42 h) oblozenim i neoblozenim nCeO, pri koncentraciji 200 mg L™ kako bi se ispitao njihov
uticaj na potro$nju/proizvodnju O, i CO,.

Kumulativna proizvodnja O, i potrosnja CO, u D. magna nakon 42 h izlaganja
neobloZenim odnosno oblozenim nanocesticama je odredena u cilju validacije eksperimentalnih
uslova za pracenje respirometrije u zatvorenom Micro-Oxymax sistemu. Rezultati kumulativne
potrosnje O, i proizvodnje CO, su prikazani na Tabeli 11 i Slici 29 i odnose se na respiraciju 20
neonata po tretmanu bez standardizacije u odnosu na njihovu masu. Kriterijum validnosti testa je
bio ispunjen jer mortalitet u kontrolnom uzorku nije prelazio 10 %. Na osnovu prikazanih
rezultata moze se zakljuciti da razlike u kumulativnoj potrosnji O, izmedu tretmana nisu uocljive
(Slika 29 A), za razliku od kumulativne proizvodnje CO, (Slika 29 B) koja je nakon tretmana sa
G-CeO; bila najveca u odnosu na tretmane ostalim nanocesticama i ¢ak dvostruko povecana u
odnosu na kontrolu. Razlog povecane potrosnje CO, tokom tretmana sa G-CeO, i L-CeO;
nanocCesticama moze biti veéa stabilnost njihovih vodenih suspenzija (Slika 13), koja
potencijalno utice na njihovu respiraciju.

Tabela 11. Kumulativna potrosnja O, i proizvodnja CO; (izrazene u mL) u D. magna nakon 42 h
akutnog izlaganja neoblozenim (CeQ>) i obloZenim (G-, L- i P-CeO;) nanocesticama

Tretman Kumulativna Kumulativna
potrosnja O, (mL) proizvodnja CO, (mL)
Kontrola 2,06 0,98
CeO, 1,83 1,23
G-CeO, 1,99 1,79
L-CeO, 1,94 1,31
P-CeO, 2,04 1,11
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Slika 29. Uticaj neoblozenih (CeQO,) i oblozenih (G-, L- i P-CeO,) nanogestica pri
koncentraciji 200 mg L™ na kumulativnu potro$nju O, (A) i proizvodnju CO, (B) u D. magna
nakon akutnog izlaganja nanocesticama

4.3.4. Efekat razli¢itih nCeO, na ranu fazu razvoja D. rerio

Efekat nCeO, na embrione D. rerio je ispitivan u mnogim istrazivanjima, ali nema puno
literaturnih podataka o uticaju obloZenih nanocestica na ove organizme. Sedmodnevni tretman sa
neobloZeniim nCeO, pri koncentracijama preko 3,7 mg L™ nije imao efekta na D. rerio u ranoj
fazi razvoja [145]. U ovom istrazivanju je za tretman D. rerio neoblozenim i nCeQO; obloZenim
sa tri razli¢ite vrste ugljenih hidrata, kao i kod ostalih model sistema kori§¢ena koncentracija 200
mg L™ Izleganje i mortalitet (zbir koagulisanih embriona i embriona koji se nisu izlegli na 72
hpf) su izrazeni u procentima i prikazani na Slici 30. Moze se primetiti da je izleganje (Slika 30
A) nakon 72 h-ovnog akutnog izlaganja nanocesticama blizu 100 % kod svih tretmana, kao i da
nema znacajnih razlika u odnosu na kontrolu. Takode, nema razlika u mortalitetu izmedu
tretmana neoblozenim i obloZenim nanocCesticama, kao i izmedu svih tretmana i kontrole (Slika
30 B). Kao i kod D. magna, veéa stabilnost vodenih suspenzija oblozenih nanocestica (Slika 13)
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nije znacajno uticala na njihovo usvajanje (Slika 28, B) ni posledi¢no na mortalitet i stopu
izleganja D. rerio iz embriona. Moze se zakljuciti da oblaganje nCeO, glukozom, levnom i
pululanom ne uti¢e na njihovu toksi¢nost na D. rerio i da su nanocestice bezbedne po ispitane
zivotinjske vrste u primenjenoj koncentraciji.

Embrioni zebrica su posmatrani na svetlosnom mikroskopu tokom tretmana neoblozenim
odnosno razli¢itim obloZzenim nCeO,. Kao §to se vidi na Slici 31, zebrice ne pokazuju nijedan
znak razvojne malformacije u svim tretiranim grupama u poredenju sa kontrolom.

A 190 maghpf (B 8]
B72 hpf 7 =72 hpf
80
6 P
T 60 = 5
- -
©
2 40 t 3]
N =
2 .
20 |
U h 0 4
Kontrola CeO, G-Ce0, L-CeO, P-CeO, Kontrola 0, G-Ce0, L-CeO, P-CeO,

Slika 30. Izleganje Danio rerio nakon 48 i 72 h (A) i mortalitet nakon 72 h (B) tretmana sa
neoblozenim (CeO,) i obloZenim (G-, L- i P-CeO,) nano&esticama na 200 mg L™. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + SE

A4 \ ¢
A . A A

G-CeO, L-CeO,
Slika 31. Embrioni D. rerio posmatrani na svetlosnom mikroskopu pri 40x uvecanju nakon 48 h
tretmana neobloZenim (CeO>) i oblozenim (G-, L- i P-CeO;) nanocesticama

Kontrola Ce

4.3.5. Efekat razli¢itih nCeO, na inhibiciju bioluminiscencije kod V. fischeri

Bakterija V. fischeri je koris¢ena u cilju detaljnog ispitivanja efekata razli¢itih nCeOs.
Zbog visoke senzitivnosti i korelacije sa drugim testovima, kao i mogucnosti primene za
raznovrsne uzorke, test inhibicije bioluminiscencije je najvise kori§¢en za procenu ekotoksi¢nosti
supstanci [248].

Uticaj neoblozenih i oblozenih nCeO, na inhibiciju bioluminiscencije V. fischeri je
predstavljen u Tabeli 12.

Tabela 12. ECyo i ECy vrednosti nakon tretmana V. fischeri neoblozenim (CeQ>) i obloZenim
(G-, L- i P-CeO,) nanoCesticama. Rezultati su izraZeni u mg L™

Tretman ECy ECy
Ce0, <1,56 2,75+£1,80
G-CeO, <1,56 3,42 + 2,65
L-CeO, 60,16 + 9,27 20,58 + 5,36
P-CeO, 16,62 + 10,48 9,91 +8,85
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ECyo 1 ECy vrednosti predstavljaju koncentraciju nanocestica koja izaziva 10 odnosno 20
vrednosti, ECy vrednosti pokazuju da najveéi procenat inhibicije izazivaju neoblozene nCeO; i
G-CeO, nanocestice pokazujuci slican procenat inhibicije. Nanocestice oblozene polisaharidima,
posebno L-CeO, su pokazale najmanji efekat na ispitivani parametar. Stoga se moze zakljuciti da
oblaganje nCeO; polisaharidima redukuje njihov toksicni efekat na V. fischeri.
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5. ZAKLJUCAK
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Na osnovu dosadasnjih saznanja, u ovoj tezi je po prvi put ispitan efekat neoblozenih
(CeOy) i oblozZenih (G-, L- i P-CeO;) nanocestica na ranu fazu razvoja biljke i njen odgovor na
stres kod graska i soc¢iva. Iz prikazanih rezultata moze se zakljuciti da:

>

Nanocestice su uspeSno oblozene modifikovanom metodom hidrotermalnog
oblaganja (SC metodom), pri ¢emu su dobijene kristalne strukture oblozenih
nanocestica

Variranje temperature, duZine trajanja oblaganja i masenog odnosa nanocestica i
ugljenog hidrata koriS¢enog za oblaganje nije uticalo na kristalnu stukturu
oblozenih nanocestica dobijenih SC metodom

Postignuta je veca stabilnost nanocestica cerijum-oksida oblaganjem ugljenim
hidratima, posebno oblaganjem levanom

Nijedna vrsta nanocestica nije imala uticaj na klijanje semena Cetiri razlicite biljne
vrste

Koncentracija Ce je u svim biljkama bila veéa nakon svih Ger tretmana
oblozenim nanocesticama, izuzimajuéi efekat G-CeO,

Translokacija Ce iz korena u nadzemni deo je bila najveca kod graska, a nijedan
od Ger i Gro tretmana nije uticao na stepen klijanja nijedne testirane biljne vrste

Izlaganje biljaka bilo kojoj vrsti testiranih nCeO, je imalo najvec¢i uticaj na
pSenicu, u pogledu rastenja, TAA, TPC i promene fenolnog profila, kao posledica
najve¢e akumulacije Ce kod ove biljke. U korenu pSenice, TPC je bio povecan
nakon Ger tretmana, dok su rastenje i TAA bili nepromenjeni, $to ukazuje na
moguénost TPC-a da pojaca odbrambenu sposobnost biljke. MoZe se zakljuciti da
odgovor biljke na nCeO, zavisi od faze razvoja u kojoj je biljka izlozena
nanocesticama

Izlaganje semena nanoCesticama tokom procesa Kklijanja je uticalo na
koncentraciju fenolnih jedinjenja 1 duZinu nadzemnog dela 1 korena biljke, dok je
izlaganje biljaka nanocesticama tokom faze rastenja dovelo do povecanja
odgovora neenzimskih komponenti antioksidativnog odbrambenog sistema i
modifikacije profila fenolnih jedinjenja

Glavne promene u profilu isparljivih jedinjenja su detektovane u pSenici nakon
tretmana sa L- i P-CeO; nanocesticama, kao i u grasku nakon tretmana sa L-CeO,
nanocesticama

Nije bilo znacajnih razlika izmedu neoblozenih i oblozenih nCeO, u odnosu na
kontrolu kada je re¢ o koncentraciji Ce i ispitivanju akutne toksi¢nosti razli¢itih
nCeO, na vodene organizme Danio rerio i D. magna. Kod bakterije V. fischeri,
najmanji stepen inhibicije bioluminiscencije odnosno najmanju toksi¢nost su
pokazale L-CeO, nanocestice

G-Ce0; 1 L-CeO; nanocestice su uzrokovale najveéu proizvodnju CO; pri
koncentraciji 200 mg L™, dok razlike u potronji O, nisu bile znadajne izmedu
tretmana razli¢itim nanoCesticama. Prikazani rezultati su u saglasnosti sa
najvec¢om stabilnos¢u vodenih suspenzija G-CeO; i L-CeO, nanocestica u odnosu
na ostale ispitane nCeO,
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» Zbog odsustva statisticke znacajnosti u odnosu na kontrolu, moze se zakljuciti da
su neoblozene i ugljenim hidratima oblozene nCeO, bezbedne po ispitane
zivotinjske vrste 1 bakteriju V. fischeri kada se primene u ispitanim
koncentracijama

Saznanja iz ove teze ilustruju da nCeO; generalno ne uzrokuju fitotoksi¢nost kada se
tretman primeni tokom rane faze razvoja biljke. Buduca istrazivanja bi svakako trebalo usmeriti
na ispitivanje uticaja svih ovih nanocestica na reproduktivni razvoj biljke i uticaja na drugu
generaciju, kao dugoro¢nog efekta na biljku. Takode treba ispitati odgovor biljaka na testirane
nCeO, u zemlji, gde ostali faktori (organske materije, pH...) mogu imati uticaj. S obzirom da
rezultati u ovoj tezi pokazuju da je klijanje senzitivnija faza razvi¢a od rastenja, nCeO, mogu
imati primenu u tehnologiji nanoprajminga (eng. nanopriming), kao relativno novoj metodi
koris¢enoj u poljoprivredi za povecanje klijanja semena, rastenja biljke i otpornosti na stes. Od
svih kori§¢enih nanocestica, L-CeO; je imao najveci efekat na izmerene parametre kod testiranih
biljnih vrsta, Zivotinjskih i bakterijskih vrsta. 1z tog razloga u budu¢im istrazivanjima bi trebalo
usmeriti paznju na razjasnjenje mehanizma njihovog delovanja na testirane organizme na
molekularnom nivou.
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