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1. UVOD

Urbanizacija utjeCe na staniSta zivotinja, biljaka i1 ljudi. Ona obuhvacéa razvoj industrije,
stambenih, trgovackih objekata i prometa. Kvaliteta vode, zraka i tla ima vaznu ulogu u kvaliteti
biljnih 1 Zivotinjskih staniSta. Zagadenje je jedno od najutjecajnijih parametara tla koje
negativno utjece na zdravlje ljudi i rast te razvoj biljaka i Zivotinja [1].

Nakon industrijske revolucije doslo je do nastanka mnogih ekoloskih problema zbog rasta i
razvoja urbanih sredina. Urbane sredine koje ukljucuju okolis, zivotinje, biljke i Covjeka
izloZena su visokim koncentracijama toksic¢nih kemikalija koje se mogu akumulirati, a upravo
to utjeCe na ljudsko zdravlje, rast i razvoj biljaka 1 zivotinja te kvalitetu okolisa [2].

Maslacak (Taraxacum officinale Weber) je vrlo rasprostranjena visegodi$nja biljka porodice
Asteraceae, a moze rasti i u urbanim sredinama. Dokazano je da maslatak moze reagirati na
oneciS¢enje zraka, tla i vode [3]. To oneciS¢enje dovodi do pojave oksidativnog stresa kod
biljaka koji uzrokuje oStecenje stanica. Biljke mogu akumulirati tragove metala $to dovodi do
inhibicije rasta [1].

Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti $tetan utjecaj antropogenih zagadivala na fiziolosko stanje
maslacka, njihov utjecaj na koncentracije polifenola, karotenoida, proteina, askorbinsku

kiselinu 1 ukupnu antioksidativnu aktivnost.



2. LITERATURNI PREGLED
2.1. Maslacak

Maslacak (Taraxacum officinale Weber) je biljka trajnica. Njegovi listovi €ine prizemnu rozetu,
duguljasti su i razli¢ito nazubljeni. Sama biljka visoka je oko 15-20 cm i ima jednu Zutu cvatnu
glavicu. Pripada nasim najraSirenijim korovima i livadnim biljkama [4]. Zemljopisno je Siroko
rasprostranjen, stoga se smatra idealnom biljkom za proucavanje akumulacije antropogenog
zagadenja. Takoder je dobar bio-indikator zagadenja uzrokovana teSkim metalima [5]. Raste na
travnjacima, parkovima, livadama, oranicama uz prometnice. U ovim krajevima se koristi u

prehrani ljudi i domacih zivotinja, ali i kao tradicionalni lijek za mnoge bolesti [4].

2.2. Antropogeni ucinak

Urbani ekosustavi se sastoje od industrijskih, trgovackih, stambenih, prometnih, rekreacijskih i
drugih podruc¢ja. To odreduje razlidita staniSta biljaka, zivotinja i ljudi. Abioti¢ki i biotic¢ki
¢imbenici kao §to su kvaliteta zraka, tla i vode te vegetacija utjecu na kvalitetu urbanih staniSta
biljaka i1 Zivotinja. Zagadenje je najznacajnija karakteristika urbanog tla, a to moze negativno
utjecati na ljudsko zdravlje [1].

Covjek je sklon razaranju okoli$a i zivih bi¢a na Zemlji te na taj nadin stvara monotona stanista
1 osiromasuje zivi svijet na Zemlji. Postao je jedan od najvaznijih ekoloSkih ¢imbenika zato $to
nastoji promijeniti osnovna zbivanja u biosferi. U odnosu na druga Ziva bi¢a, u najvecoj je mjeri
u vrlo kratkom periodu utjecao na promjenu svoje okoline. Zato ima veliki utjecaj na daljn;ji
razvoj biosfere. Mijenjaju¢i okolinu covjek moze izazvati promjene koje utjeCu i na njega
samog. Coviekovo djelovanje bioticki je ¢imbenik. On svjesno i organizirano iskoristava
prirodu oko sebe na nacin da Stetno djeluje na Zivotinje, biljke, vodu, zrak i tlo. Neki od tih
nacina su: gradnja prometnica, kréenje Suma, urbanizacija, industrija, fosilna goriva [6].

Rast gradova i Sirenje urbanih podrucja stvaraju brojne ekoloske probleme u posljednjih
nekoliko desetlje¢a. Urbana podrucja izloZzena su kumulativnom utjecaju mnogih Stetnih

¢imbenika prvenstveno visokim koncentracijama Stetnih kemikalija [2].



2.2.1. Zagadenje tla

Zagadenje tla nastalo je zbog djelovanja ¢ovjeka. Ono dovodi do ostecenja tla, ali takoder moze
dovesti i do oSte¢enja zivota na tlu, ali 1 u tlu. Do oSte¢enja moze doc¢i zbog; kréenja Suma,
erozije, zakiseljavanja i niza drugih ¢imbenika. OSte¢enja mogu izazvati i toksicne tvari koje se
mogu akumulirati u samome tlu, ali se ne mogu razgraditi prirodnim procesima. Do oneciS¢enja
tla dolazi zbog urbanizacije, pa se izvori mogu naci u industriji, poljoprivredi, prometu,
odlagalistima otpada. Svaka od tih djelatnosti je na svoj nacin uzrokovala zagadenje [7].

U onecisc¢enju tla prvo mjesto zauzima industrija, a poslije nje su odmah odlagaliSta otpada i
postrojenja za dobivanje energije. Najces¢e anorganske onecis¢ujuce tvari su: SOz, NHs, CO»,
CH4, HCI, teski metali, fluoridi i radioaktivne tvari, a organske: benzen, fenoli, policiklicki
aromatski ugljikovodici (PUA). Teski metali su najzastupljenije i najstetnije tvari koje potjecu
iz industrijskih procesa jer mogu lako doprijeti do tla.

Onecisc¢enje tla teSkim metalima vidljivo naruSava njegovu plodnost ili pak utjece na rast 1
razvoj biljaka. Veliki utjecaj na kvalitetu samog tla imaju tzv. nepokretni izvori: dimnjaci
industrije teskih metala, termo elektrane i kemijska industrija. NajceS¢a oneciS¢enja tla u
gradovima izazvana su metalima poput olova, cinka, kroma, bakra, Zeljeza, arsena 1 zive. Osim
1z industrijskih izvora ti metali mogu do¢i do tla preko prometnica, odnosno vozila na nacin da
se pomocu gravitacijske sile taloze ili ispiru pomoc¢u oborina [7].

Policiklicki aromatski ugljikovodici (PUA) nastaju nepotpunim izgaranjem ili pirolizom
organskih tvari. U okoliSu se mogu naci kao posljedica ljudske djelatnosti ili prirodnim putem,
Sumskim poZarima ili vulkanskim erupcijama. U okoli§ dospijevaju emisijom iz industrije.
Jedan on vaZnih izvora su 1 kuéna lozista, ali emisije iz industrije 1 Sumski poZari su ipak glavni.
PUA su otrovni, kancerogeni i mogu se akumulirati u tlu [7].

Postojani organski spojevi (POP) su organoklorni spojevi koji u gradove dospijevaju talozenjem
iz zraka 1 emisijama iz industrijskih postrojenja. Ovi spojevi su postojani, lipofilni, toksicni 1

imaju sposobnost bioakumulacije i transporta pomocu zraka [7].

Pesticidima se smatraju sredstva za zastitu biljka, a mogu biti kemijskog ili bioloSkog podrijetla.
Koriste se za suzbijanje bolesti i nametnika. NajceS¢e upotrebljavani su organoklorni i
organofosforni pesticidi zato Sto su jeftini 1 u€inkoviti, ali se sporo razgraduju pa uzrokuju

oneciscenje tla [7].



2.2.2. Zagadenje zraka

Zagadenjem zraka smatra se prisutnost tvari u zraku koji imaju Stetan utjecaj na zdravlje ljudi,
rast i razvoj biljaka te zZivotinja. MoZe se podijeliti na prirodne i antropogene izvore. U prirodne
izvore zagadenja zraka spadaju vulkanske erupcije, Sumski pozari, geotermalni izvori i snazni
vjetrovi. Antropogeni izvori zagadenja mogu se podijeliti na pokretne i nepokretne izvore.
Pokretnim izvorima smatraju se prijevozna sredstva koja ispustaju Stetne tvari u okolis, a to su:
motorna vozila, vozila za obradu poljoprivrednih zemljista, vlakovi, brodovi i zrakoplovi.
Nepokretni izvori mogu se podijeliti na difuzne i1 tockaste izvore zagadenja. Difuznim izvorima
smatraju se oni oblici kod kojih se Stetne tvari ispustaju bez ispusta odnosno dimnjaka (uredaji,
povrsine), a tockasti izvori ispustaju Stetne tvari u zrak preko oblikovanih ispusta (industrijska
postrojenja, gradevine, uredaji) [7].

U Stetne tvari koje dospiju u zrak zbog djelovanja covjeka ubrajaju se: plinovi, lebdece Cestice,
metali, radioaktivne tvari i otpadna toplina. Najces$¢i plinovi u zraku su ugljikovi oksidi,
sumporovi oksidi i duSikovi oksidi. Halogeni elementi poput fluora, klora, broma, joda,
klorovodika takoder imaju stetno djelovanje na zrak. Vazno je spomenuti i prizemni ozon koji
pri poviSenim koncentracijama ima Stetan utjecaj na kvalitetu zraka. Metali, organometalni
spojevi i radionuklidi su vrlo vazne Stetne tvari koje takoder mogu biti prisutne u zraku [7].
Dusikovi oksidi su spojevi dusika 1 kisika op¢e formule NOx. Nastaju oksidacijom dusika iz
atmosfere pri velikim temperaturama izgaranja ili pod utjecajem elektromagnetskog naboja. Oni
spadaju u skupinu jako znac€ajnih zagadivala u zraku, a mogu stvoriti kisele kiSe 1 fotokemijski
smog. Vece koli¢ine dusikovih oksida ne nastaju iz prirodnih izvora nego iz antropogenih izvora
u koje spadaju loziSta na fosilna goriva, pogoni za proizvodnju energije i mobilni izvori

(automobili). DuSikovi oksidi imaju Stetan utjecaj na biljke, Zivotinje 1 ljude te na tlo i vodu [7].

Sumporovi oksidi obi¢no nastaju oksidacijom elementarnog ili organskog sumpora, a opca
formula im je SOx. Aktivni vulkani i Sumski pozari su najveci prirodni izvori oksida sumpora.
Antropogeni izvori su razna industrijska postrojenja raznih namjena, najces¢e postrojenja za
dobivanje energije (elektri¢ne i toplinske) iz fosilnih goriva. Takoder sumporovi oksidi se mogu
vezati s vodom u atmosferi 1 na taj nacin izazvati kisele kiSe koje mogu izazvati Stetne ucinke
na ljudsko zdravlje, biljke i Zivotinje, ali mogu uzrokovati i1 zakiseljavanje tla [7].

Koncentracija teSkih metala u zraku raste zbog povecanja metalurske industrije. Od teskih
metala najceS¢e se pojavljuju olovo, cink, ziva, kadmij, arsen, zeljezo, bakar, nikal, krom.

4



Prometnice takoder mogu biti izvor zagadenja teSkim metalima. TeSki metali su vrlo postojani
pa zato nakon emisije oni dospijevaju u tlo ili vodu. Kadmij, ziva i olovo koji su prioritetni
metali, u zrak dolaze zbog procesa izgaranja goriva u raznim postrojenjima. Kadmij dolazi zbog
izgaranja loz ulja, a ziva zbog izgaranja zemnog plina. Olovo u zrak dolazi iz cestovnog
prometa, ali moze se pojaviti i iz industrijskih postrojenja. Izvori arsena, kroma, bakra, nikla,
selena i cinka mogu biti razli¢iti. Arsen i nikal se nalaze u krutom gorivu i loz ulju. Bakar u zrak
dospijeva zbog troSenja koc¢nica 1 guma automobila, cink zbog izgaranja biomase, a selen zbog
proizvodnje stakla. TeSki metali imaju veliku sposobnost akumulacije, otrovni su i postojani pa

su zato jako Stetni za sva ziva bica [7].

2.3. Utjecaj zagadivaca na biokemijske parametre u biljkama

Zagadivala se akumuliraju u raznim dijelovima biljke i imaju Stetan utjecaj na njih. To dovodi
do nekoliko funkcionalnih poremeéaja kod biljaka zbog oksidacijskog djelovanja zagadivaca.
Zagadivala mogu reagirati s raznim klju¢nim stani¢nim komponentama kao $to su: DNA,
proteini, staniéne membrane i enzimi [§]. Stanicne membrane su prve pogodene, a kao rezultat
dolazi do povecanja njihove propusnosti [9]. Zatim slijedi lom lanaca DNA, defragmentacije
proteina i oSte¢enja fotosintetskih pigmenata [8]. Rezultati tih oSte¢enja su usporavanje rasta
biljke, inhibicija fotosinteze i indukcija ili inhibicija enzima koji sudjeluju u odgovoru na stres
[9]. Stoga, da bi se suprotstavile ovom oStec¢enju, biljne stanice deaktiviraju stres izazvan
utjecajem zagadivaca na nacin da aktiviraju obrambene mehanizme. Antioksidativne tvari i
antioksidativni enzimi imaju vaznu ulogu u obrani stanica od slobodnih radikala nastalih

oksidativnim stresom [8].

2.3.1. Antioksidativna aktivnost

Oksidacijski stres moze izazvati oSteCenja vaznih biomolekula. Nastaje zbog neravnoteze
izmedu oksidansa 1 antioksidansa. Oksidansi mogu nastati aerobnim metabolizmom, kao
meduprodukti oksidacije vode do molekularnog kisika. Oksidacijski stres se kod biljaka moze
javiti zbog raznih vanjskih ¢imbenika kao $to su: antropogeni utjecaj, temperatura, susa i dr. U
takvim uvjetima pojacano se stvaraju reaktivne kisikove jedinke (engl. reactive oxygen species
- ROS) koje dovode do oStecenja proteina, DNA 1 lipida, a samim time dolazi do poremecaja

razvojnih procesa i metabolizma u biljaka [10]. ROS se kod biljaka stvara u mitohondrijima,
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kloroplastima i peroksisomima [8]. ROS se mogu podijeliti na slobodne radikale (hidroksilni,
peroksilni i superoksidni radikal) i reaktivne neradikalne derivate (singletni kisik i vodikov

peroksid) [10].

Antioksidansi su redukcijski agensi koji sprecavaju oksidaciju drugih molekula zato Sto
oksidacijske reakcije stvaraju slobodne radikale koji uzrokuju oStecenja stanica [8]. Biljke
sadrze sustav antioksidativnih enzima poput superoksid-dismutaze, askorbat peroksidaze.
Takoder biljke posjeduju 1 neenzimske antioksidanse koji spre¢avaju oStec¢enja stanice izazvanih
oksidacijom. U njih ubrajamo askorbinsku kiselinu (AA), karotenoide i klorofil, proteine i
polifenole [10]. Pod utjecajem stresnih uvjeta kod nekih biljaka dolazi do povecanja ukupne
antioksidativne aktivnosti [3]. Takoder, kod nekih biljaka moze do¢i i do inhibicije

antioksidativne aktivnosti pod utjecajem tehnogenog stresa [2].

2.3.2. Askorbinska Kkiselina

Askorbinska kiselina (engl. Ascorbic Acid - AA) ili vitamin C molekulske formule CsHgOg
(Slika I) kemijski gledano jedan je od najjednostavnijih vitamina pa je zbog toga medu prvim
1zoliran, okarakteriziran te mu je odredena struktura [11].

Askorbinska kiselina, koja je topiva u vodi, ne enzimski je antioksidans koji se nalazi u
kloroplastu i svim stani¢nim organelima pa tako i u stani¢noj membrani. Tijekom stresa AA ima
znacajnu ulogu u rastu i razvoju biljaka. Prolil hidroksilaza, koja pripada skupini hidroksilaza,
izazvana djelovanjem reaktivnih kisikovih vrsta (ROS). Askorbat moZe unistiti nekoliko oblika
ROS kao §to su: singletni kisikovi, superoksidni 1 hidroksilni radikali. Takoder on §titi i stani¢ne
membrane od oksidativnog oSte¢enja. AA takoder odrzava a-tokoferol u njegovom reduciranom
stanju 1 indirektno uklanja vodikov peroksid kroz askorbat peroksidazu. Istrazivanja su pokazala

da se sadrzaj askorbinske kiseline u biljkama povecao nakon nekoliko dana izlaganja metalima

[8].
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Slika 1. Struktura askorbinske kiseline [12]

2.3.3. Proteini

Proteini su jedne od najsvestranijih molekula u Zivim stanicama i oni obavljaju jako vazne
funkcije u svim bioloskim procesima. Jedna od uloga im je kataliti¢ka uloga, prijenos i pohrana
ostalih molekula, osiguravanje mehani¢ke potpore, imunoloSka zastita, prijenos ziv¢anih
impulsa, kontrola rasta i diferencijacija. Oni su linearni polimeri koji su izgradeni od
monomernih jedinica aminokiselina. Postoje ¢etiri razine strukture proteina (Slika 2). Primarna
struktura se odnosi na slijed aminokiselina, sekundarna obuhvac¢a konformacije koje poprimaju
lokalni dijelovi polipeptidnog lanca, tercijarna struktura opisuje smatanje polipeptidnih lanaca
u prostoru, a kvaterna se struktura odnosi na specificno udruZivanje polipeptidnih lanaca koji
tvore komplekse napravljene od viSe podjedinica. Proteini mogu sadrzavati vrlo razlicite
funkcijske skupine. One mogu biti alkoholi, tioli, tioeteri, karboksilne kiseline 1 druge bazne
skupine. Vecina je tih skupina kemijski reaktivna, a njihove razli¢ite kombinacije omogucuju
proteinima Sirok raspon djelovanja. Njihova su reaktivna svojstva vazna za djelovanje raznih

enzima [13]. Koncentracija proteina kod biljaka smanjuje se pod antropogenim utjecajem [9].
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Slika 2. Primarna, sekundarna, tercijarna i kvaterna struktura proteina [14].

2.3.4. Sekundarni metaboliti

Biljke imaju moguénost stvaranja alkaloida, fenola, flavonoida, karotenoida i mnogih drugih.
Svi ti spojevi pripadaju sekundarnim metabolitima. Oni igraju jako bitnu ulogu u raspadanju
reaktivnih kisikovih vrsta, ali nemaju nikakvog utjecaja na fotosintetske mehanizme, oksidaciju
supstrata, transport topivih tvari, apsorpciju hranjivih tvari i stani¢nu diferencijaciju. Takoder
su jako bitni za preZivljavanje biljaka u stresnim uvjetima. Sekundarni metaboliti se mogu
sintetizirati u reakcijama poput glikolize. Fenoli su za razliku od drugih sekundarnih metabolita
pokazali najbolje antioksidativno djelovanje. Sekundarni metaboliti mogu se pojavljivati u
pasivnom i aktivnom obliku. U pasivnom obliku sekundarni metaboliti ve¢ postoje unutar tkiva,
a dok aktivni nastaju kao odgovor na stres. Postoje dvije vrste sekundarnih metabolita. Jedna
vrsta sadrzi dusik 1 u njih spadaju spojevi poput purinskih 1 indolskih alkaloida. Druge vrste ne
sadrze dusik u koje ubrajamo terpenoide i fenole [8].

Fenoli su organski spojevi koji se sastoje od benzenskog prstena na koji je vezana hidroksilna
skupina. Njihov najjednostavniji predstavnik je fenol opée formule C¢HsOH (Slika 3). Kod
biljaka se mogu podijeliti u razli¢ite skupine kao $to su: fenolne kiseline, flavonoidi, lignin i
tanini. Antioksidacijska sposobnost fenolnih spojeva raste s povecanjem broja hidroksilnih
skupina i njithovom konjugacijom s bo¢nim lancima aromatskih prstena. Od svih fenola,
flavonoidi su biljni glavni aktivni sekundarni metaboliti koji djeluju kao antioksidansi u
stresnim uvjetima. Siroko rasprostranjeni u biljci, a najéesce se nalaze u listu, dijelovima cvijeta

1 u peludi. Flavonoidi se uglavnom koncentriraju u vakuoli biljaka u obliku glikozida. Djeluju



kao sekundarna sredstva u uklanjanju ROS-a unutar biljnih tkiva na nacin da neutraliziraju
slobodne radikale prije nego li oni oStete stanice. Takoder imaju sposobnost modifikacije
reakcije peroksidacije mijenjajuci raspored lipida. Stabiliziraju staniéne membrane na nacin da

smanjuju njezinu fluidnost [8].

OH

Slika 3. Strukturna i molekulska formula fenola [15].

2.3.5. Karotenoidi i klorofili

Karotenoidi su organske molekule topive u lipidima, a glavni prekursor vitamina A je beta
karoten [8]. Posjeduje aciklicku strukturu koja se sastoji od dugog lanca s konjugiranim
dvostrukim vezama, a op¢a formula mu je CsoHse (Slika 4). Njegovom razgradnjom dobivaju
se dvije molekule vitamina A [16]. Kod visih biljaka ti se pigmenti nalaze u cvijetu, plodu 1
korijenu u obliku crvene, Zute ili narancaste boje [17]. Visoka temperature potice izomerizaciju
dvostrukih veza §to rezultira smanjenjem intenziteta boje [16]. U tkivima nekih vrsta zelenih
biljaka karotenoidi postaju vidljivi tijekom jeseni uslijed degradacije klorofila [17]. Apsorbiraju
svijetlost u podrucju valne duljine od 450 do 570 nm i prenose energiju do klorofilnog pigmenta.
Jedna od najznacajnijih osobina karotenoida je njihova sposobnost da djeluju kao antioksidansi
¢ime spreCavaju oStecenje stanicne membrane. Dokazano je da se koncentracija karotenoida u

biljci smanjuje pod utjecajem antropogenih zagadivala [32].



Slika 4. Strukturna formula beta karotena [18].

Klorofil jedan je od najvaznijih pigmenata koji biljkama i algama daje zelenu boju. Biljke
koriste klorofil za hvatanje svijetlosti koja im je potrebna za fotosintezu [19]. Svjetlosna energija
pretvara se u kemijsku sintezom organskih spojeva [20]. Kod zelenih biljaka nalazi se u
membranskim organelima koji se nazivaju kloroplasti. Osnovna struktura klorofila je porfirinski
prsten koji je sliCan onome hema u hemoglobinu, osim $to je sredi$nji atom kod klorofila
magnezij, a kod hema Zeljezo. Klorofil je topiv u vodi i mastima zbog dugog uljikovodi¢nog
lanca koji je pri¢vrs¢en na porfirinski prsten [19]. Pojavljuje se u nekoliko oblika, a najvazniji
oblici su klorofil a i klorofil b (Slika 5) koji se nalaze u viSim biljkama i zelenim algama [20].
Mala razlika u jednom od bo¢nih lanaca omogucava svakoj vrsti klorofila da apsorbira svijetlost

pri razli¢itim valnim duljinama [19].

)
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Slika 5. Strukturna formula klorofila a (lijjevo) 1 klorofila b (desno) [21]
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3. Materijali i metode
3.1. Biljni materijal

U svrhu ovog istrazivanja kao uzorci koriSteni su listovi maslacka (Taraxacum officinale
Weber). Biljni materijal sakupljen je u mjesecu listopadu unutar sedam dana na 30 razlicitih
lokacija na podrucju grada Osijeka (Tablica I). Uzorci su nakon prikupljanja smrznuti u
teku¢em duSiku i pohranjeni na -80 °C. Uzorci su podijeljeni u dvije skupine, jedna skupina
obuhvaca prometna podrucja (P) (Slika 6) dok druga skupina uzoraka obuhvaca neprometna

podrucja (NP) (Slika 7).

Tablica 1. Lokacije uzoraka s podjelom na prometna i neprometna podrucja

Uzorak Lokacija Podrucje
Gl Kampus Parking, zagraden dio NP
G2 Saponia, juZna strana P
G3 Pampas, tocno uz ogradu gradiliSta NP
G4 Cepinska ulica od pruge prema Avenue P
Mall-u
G5 50m od ulice cara Hadrijana i tramvajske | NP
pruge
G6 Saponia, zapadna strana P
G7 Saponia, isto¢na strana P
G8 Saponia, sjeverna strana P
G9 Uz tramvajsku prugu, Ulica cara Hadrijana | P
Gl10 Benzinska crpka Tifon na Vukovarskoj P
Gl1 Zeljeznicka stanica OLT P
Gl12 20m od Zeljeznicke stanice Branjaski most | NP
GI13 Zeljeznicka pruga na Vukovarskoj P
Gl4 Parking uz gradiliste Kampusa NP
Gl15 Gradiliste u Kampusu, unutar ograde NP
gradiliSta

11



Gl6 5m od tramvajske pruge, Ulica cara P
Hadrijana

G17 Gradiliste u kampusu, vanjska strana NP
ograde prema cesti

G18 Oko tornja HEP-a i ispod mosta koji vodi | NP
prema Baranji

G19 Tvrda, maslacak pod zidom NP

G20 Vukovarska ulica, uz cestu P

G21 Dvoriste Vukovarska, zasti¢ceno od NP
prometa

G22 Crodux, benzinska pumpa na P
Strossmayerovoj

G23 Ulica cara Hadrijana, 15m od pruge NP

G24 Park kulture NP

G25 Ulica cara Hadrijana, 10m od pruge NP

G26 Benzinska pumpa kod Kauflanda

G27 Ulica cara Hadrijana, uz prugu P

G28 50 metara od gradiliSta na Pampasu prema | NP
Zapadu

G29 Zeljeznicki kolodvor

G30 Benzinska pumpa na ¢epinskoj P

12



Slika 6: Primjer lokacije prometnog podrugja, G 29 Zeljeznicki kolodvor.

Slika 7: Primjer lokacije neprometnog podruc¢ja, G 19 Tvrda (maslacak pod zidom).
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3.2. Kemikalije

Za izradu ovog diplomskog rada koristene su sljede¢e kemikalije:
Teku¢i dusik
Aceton, C3HeO
Magnezijev hidrogenkarbonat, Mg(HCO3)»
Kalij-fosfatni pufer
Bradfordov reagens
Albumin govedeg seruma, BSA
Trikloroctena kiselina
2,4,-Dinitrofenilhidrazin, DNPH
Tiourea, CH4N2S
Bakrov sulfat, CuSO4
Sumporna kiselina, H>SO4
Etanol, CoHsOH
Folin-Ciocalteuov reagens, FC
Natrijev karbonat, Na,CO3
Galna kiselina, C7HeOs
Zeljezov 2,4,6-tripiridil-s-tirozin, Fe IIl TPTZ
Zeljezov klorid heksahidrat, FeCl;x6H>0
Acetatni pufer, CH3;COOH/CH3;COONa
Trolox, 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroamn-2-karbonska kiselina
Metanol, CH;0H
Ferozin 1 amonij Fe (I1I) sulfat
1IRAC reagens, (20 mg ferozina otopljeno je u 18 mL 0,1 M Tris pufera pH 7,0)
Kalijev bromid, KBr

3.3. Odredivanje koncentracije fotosintetskih pigmenata

U prethodno izvagane tubice stavljeno je oko 0,1 g tkiva prethodno usitnjenog uz pomo¢
elektricnog mlinca uz dodatak tekuceg dusSika. Na uzorak je dodano 1 mL 100% acetona i
Mg(HCOs3),. Pigmenti su ekstrahirani na temperaturi od -20 °C tijekom 24 sata. Nakon

ekstrakcije, tubice su centrifugirane na 4 °C pri 18000 g u trajanju od 15 minuta. Nakon
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centrifugiranja na spektrofotometru (Specord 40, Analytik Jena) su izmjerene apsorbancije na
tri razli¢ite valne duljine: 470 nm, 645 nm i 662 nm. Kao slijepa proba koristen je 100% aceton.
Koncentracije pigmenta odredene su prema Lichenthaleru (1987) [22] koriste¢i slijedece

formule:

Chla=(11.24 x A (661.6nm) - 2.04 x A (644.8nm) ) x V / (m % 1000) (1)
Chl b=(20.13 x A (644.8nm) - 4.19 x A (661.6nm) ) x V / (m x 1000)

Chl a+b=(7.05 x A (661.6nm) + 18.09 x A (644.8nm) ) x V / (m x 1000)

Car= (1000 x A (470nm) - 1.90 x ( 11.24 x A (661.6nm) - 2.04 x A (644.8nm) ) - 63.14
x (20.13 x A (644.8nm) - 4.19 x A (661.6nm) ) x V /(214 x m x 1000)

gdje je: Chl a - koncentracija klorofila a u mg/g mase svjeze tvari uzorka
Chl b - koncentracija klorofila b u mg/g mase svjeze tvari uzorka
Chl a+b - koncentracija ukupnog klorofila u mg/g mase svjeze tvari uzorka
Car - koncentracija karotenoida u mg/g mase svjeze tvari uzorka
A - apsorbancija pri odredenoj valnoj duljini
V - volumen ekstrakta

m - masa svjezeg tkiva

3.4. Odredivanja koncentracije proteina

Listovi maslacka (0,5 g) samljeveni su u prah u teku¢em dusiku koriste¢i elektricni mlinac 1
ekstrahirani uz dodatak 1 mL kalij-fosfatnog pufera (pH=7,0). Uzorci su inkubirani na ledu 5
minuta 1 centrifugirani na 18 000 g pri 4 °C u trajanju od 15 minuta. Nakon centrifugiranja
supernatanti su odvojeni i postupak je ponovljen, a potom su supernatanti spojeni. Za mjerenje
koncentracije proteina koriStena je metoda po Bradfordu (1976) [23]. Reakcijska smjesa
sastojala se od SpuL. uzorka 1 250 pL. Bradford reagensa. Slijepa proba je sadrzavala ekstrakcijski
pufer. Mjerenja su provedena na ¢itacu mikrotitarskih plocica (Tecan, Spark) pri 595 nm.
Koncentracija proteina u uzorcima izracunata je iz bazdarne krivulje pripremljene razrjedenjem
standardne otopine albumina iz govedeg seruma (engl. bovine serum albumin, BSA)

koncentracije 2 mg/mL.
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3.5. Odredivanje sadrzaja askorbinske kiseline

Sadrzaj askorbinske kiseline (AA) odredivan je prema Bendritter (1998) [24]. Oko 0,5 grama
tkiva prethodno usitnjenog u teku¢em dusiku koriste¢i elektriéni mlinac, stavljeno je u tubice
od 12 mL. Dodano je 10 mL destilirane vode, a zatim su tubice centrifugirane na 3000 g pri 4
°C u vremenu od 15 minuta. Za odredivanje AA na 300 uL vodenog ekstrakta dodano je 100
nL 13,3 % trikloroctene kiseline i 25 pL destilirane vode te 75 L DNPH reagensa te je smjesa
izmijeSana. DNPH reagens pripremljen je na nacin da se 2 g DNPH, 230 mg tiouree i 270 mg
CuSOs otopi u 100 mL 5M sumporne kiseline. Slijepe probe su napravljene na isti nacin za
svaki uzorak bez dodatka DNPH reagensa. Reakcijske smjese su inkubirane na 37 °C u vodenoj
kupelji u vremenu od 1 sata. Nakon inkubacije dodan je DNPH reagens u sve slijepe probe, a
zatim je dodano 500 pL 65% sumporne kiseline u sve uzorke i sve smjese su promijesane.
Apsorbancija je mjerena spektrofotometrijski (Specord 40, Analytik Jena) na 520 nm, a

koncentracija AA dobivena je iz bazdarne krivulje s poznatim koncentracijama AA.

3.6. Odredivanje sadrzaja ukupnih topljivih polifenola

Sadrzaj ukupnih topljivih polifenola odreden je pomocu Folin-Ciocalteau reagensa [25].Uzorci
su samljeveni u prah pomocu tekuceg dusika i1 osuseni na sobnoj temperaturi. Na 0,5 g dodano
je 2,5 mL etanola (96%). Ukupni topljivi polifenoli ekstrahirani su tijekom 24 sata na -20 °C.
Uzorci su centrifugirani 10 minuta na 10 000 g pri -4 °C. Zatim su supernatanti odvojeni. Folin-
Ciocalteuov reagens (FC) razrijeden je vodom u omjeru 1:2 (v/v). Otapanjem 100 g natrijeva
karbonata (Na>CO3) u 400 mL deonizirane vode 1 zagrijavanjem do vrenja dobivena je zasi¢ena
otopina Na;COs. Nakon §to se ohladila, otopina je profiltrirana, a odmjerena tikvica volumena
500 mL nadopunjena je do oznake.

U jazice mikrotitarske plocice dodano je 10 pL prethodno razrijedenog ekstrakta, 190 pL
deionizirane vode 1 25 pL FC reagensa. Smjesa je izmijeSana i ostavljena na inkubaciji pri
sobnoj temperaturi u trajanju od 5 minuta, a zatim je u jazice dodano 75 pL zasi¢ene otopine
Na2COs. Uzorci su inkubirani 60 minuta pri temperaturi od 37 °C. Na ¢itacu mikrotitarskih
plocica (Tecan, Spark) izmjerena je apsorbancija pri valnoj duljini od 765 nm. Bazdarna krivulja
izradena je pomocu razrjedenja galne kiseline ¢ija je koncentracija bila 5g/L. Koncentracija
ukupnih topljivih fenola prikazana je kao ekvivalent galne kiseline na masu (g) svjeze tvari, a

izraCunata prema formuli (2).
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(mgGAE) _ (A765 —b) x Vx if

gFw  axmpy

2

(mgGAE) _ (A765 —b) x Vx if

gbw T axmpy

gdje je: A - apsorbancija uzorka
V - volumen ekstrakta
df - faktor razrjedenja
mpy - masa suhog tkiva

mpy - masa svjezeg tkiva

3.7. Ukupna antioksidativna aktivnost

Ukupna antioksidativna aktivnost odredena je korsite¢i FRAP (engl. Ferric reducing
antioxidant power assay) 11RAC (engl. Iron (Ill) reducing antioxidant capacity assay) metode.
Za mjerenje ukupne antioksidativne aktivnosti koriSten je supernatant dobiven prilikom
ekstrakcije ukupnih topljivih polifenola.

FRAP test temelji se na reakciji Zeljeznog 2,4,6-tripiridil-s-triazina (Fe IIl TPTZ) s uzorkom pri
¢emu nastaje Fe Il TPTZ prema Benzie (1999) [26]. Reakcijska smjesa sastojala se od 0,5 mM
TPTZ i 1 mM FeCl3x6H20 u acetatnom puferu (pH 3,6). Na 290 pL reakcijske smjese dodano
je 10 uL uzorka 1 promijeSano te inkubirano na sobnoj temperaturi. Apsorbancija je izmjerena
na 593 nm koriste¢i ¢ita¢ mikrotitarskih plo€ica (Tecan, Spark). Za izradu bazdarne krivulje
koristen je Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) kao standard.
Napravljena su razrjedenja Troloxa u metanolu od 0,25-2 mM. Ukupna antioksidativna
aktivnost izraZena je u ekvivalentima Troloxa (umol/g suhe tvari).

iIRAC metodom izmjerena je antioksidativna aktivnost koriste¢i ferozin i amonij Fe (III) sulfat
prema Wan i sur. (2018) [27]. U jazice mikrotitarskih plo¢ica dodano je 20 pL prethodno
razrijedenog uzorka i 280 pL iIRAC reagensa (20 mg ferozina otopljeno je u 18 mL 0,1 M Tris

pufera pH 7,0). Smjesa je inkubirana 30 minuta na 37 °C. Apsorbancija je o€itana na 562 nm
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koriste¢i ¢ita¢ mikrotitarskih plocica (Tecan, Spark). Za izradu bazdarne krivulje koriSten je
Trolox kao standard. Razrjedenja Troloxa (20-100 pg/mL) napravljena su u etanolu. Ukupna
antioksidativna aktivnost izrazena je u ekvivalentima Troloxa po gramu suhe tvari (umol/g suhe

tvari).

3.8. Statisticka analiza biokemijskih parametara

Dobiveni podaci su analizirani su koriste¢i T-test. Statisticke analize izvedene su pomocu

Microsoft Excela. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (SD).

3.9. FTIR (engl. Fourier-transform infrared spectroscopy) spektroskopija

Uzorci za snimanje FTIR spektroskopije priredeni su na nacin da su listovi osuSeni na zraku,
zatim su usitnjeni u struji duSika, a nakon toga uzeto je 3 mg uzorka te je on pomijeSan s 100
mg kalijeva bromida (KBr). Spektri su snimljeni pri sobnoj temperaturi i u spektralnom rasponu

od 500 do 4000 cm™!, pri koraku od 2 cm. U¢injeno je 20 skenova i korekcija bazne linije.

3.10. Analiza glavnih komponenata

Analiza glavnih komponenata (engl. Principal Components Analysis - PCA) je jedna od
najcesce korisStenih multivarijantnih metoda obrade velikog broja podataka Glavni cilj analize
glavnih komponenata je analiza povezanosti veceg broja koreliranih varijabli 1 smanjenje
njihovog broja u smislu njihovog ,,saZimanja“ u manji broj komponenata. Nove su varijable
medusobno nekorelirane 1 u sebi zadrzavaju veéinu informacije sadrzanu u izvornoj

podatkovnoj matrici. [28].

Metoda analize glavnih komponenata sastoji se od nekoliko osnovnih faza:

1. Standardizacija varijabli u svrhu postizanja njivo jednakosti ¢ime se analiza
pojednostavljuje.

2. Izraun matrice korelacije izmedu svih izvornih varijabli.

3. PronalaZenje svojstvenih vrijednosti.
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4. Odredivanje matrica skorova (engl. score) i1 faktorskih optere¢enja (engl. factor

loadings).
5. Odbacivanje komponenata sa malim udjelom varijance.

Svojstveni vektori sluze pri interpretaciji glavnih komponenata, a njihove su vrijednosti u prvoj

glavnoj komponenti ravnomjerno rasporedene po svim izvornim varijablama [28].
Skorovi glavnih komponenti sluze za:

1. Prikaz rezultata grafickim putem, pri ¢emu se na najjednostavniji naCin moze ispitati
njihov medusobni polozaj, korelacije s varijablama 1 utvrditi postajanje mogucih

sli¢nosti/razli¢itosti

2. Kao ulazne varijable sluze u drugim multivarijantnim metodama, npr. regresijska analiza

nad glavnim komponenatama (engl. Principal Component Regression - PCR).

Faktorska su optere¢enja jednostavne korelacije izmedu bilo koje izvorne varijable i faktora
¢ime ujedno pridonose njegovom razumijevanju [28]. U grafickom prikazu (biplot) prikazani

skupa sa vrijednostima scora pridonose laksoj interpretaciji podataka.

Ukoliko rezultate analize glavnih komponenata nije moguce interpretirati moguce ih je pojasniti

nekom od metoda faktorske rotacije (varimax, quartimax, orthomax itd.) [29].
Za neku podatkovnu matricu X opc€enito vrijedi:

PCi = 1iXi + 1iXo +...4 1niXn 3)
gdje oznaka PCi pretstavlja i-tu glavnu komponentu a l;; je optere¢enje promatrane varijable Xi.

Obrada podataka izvrSena je u programu Statistica 13.3.
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4. REZULTATI

4.1. Koncentracija klorofila i karotenoida

Nakon statisticke obrade utvrdeno je da postoji znacajna razlika u koncentraciji fotosintetskih
pigmenata izmedu uzoraka prikupljenim na prometnim lokacijama i uzoraka na neprometnim
lokacijama. Ukupni klorofil ima znacajno vec¢u koncentraciju na neprometnim lokacijama nego
na prometnim lokacijama (slika 8a). Koncentracija karotenoida takoder je znacajno veca na

neprometnim lokacijama u usporedbi s prometnim lokacijama (slika 8b).

a b
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Slika 8. Koncentracija ukupnog klorofila (a) i karotenoida (b) u uzorcima maslacka na
neprometnim (NP) 1 prometnim lokacijama (P). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti +
standardna devijacija (SD). Razlike izmedu grupa testirane su T-testom. Zvjezdica (*) oznacava

statisticki znacajnu razliku (p<0,05).

4.2. Koncentracija proteina
Statistickom analizom utvrdene su razlike u koncentraciji proteina izmedu uzoraka prikupljenih
na prometnim lokacijama i onima koje nisu prometne (slika 9). 1z rezultata je vidljivo da je kod

prometnih lokacija koncentracija proteina manja.
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Slika 9. Koncentracija proteina u uzorcima maslacka na neprometnim (NP) i prometnim
lokacijama (P). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (SD).
Razlike izmedu grupa testirane su T-testom. Zvjezdica (*) oznacava statisti¢ki znacajnu razliku

(p<0,05).

4.3. Sadrzaj ukupnih polifenola i askorbinske kiseline

Statistickom obradom rezultata utvrdene su znacajne razlike u sadrzaju ukupnih polifenola
izmedu uzoraka na lokacijama izlozenih prometu 1 onih lokacija kod kojih nema djelovanja
prometa (slika 10a). Takoder je utvrdeno da postoje znacajne razlike u sadrzaju askorbinske
kiseline izmedu prometnih lokacija i lokacija kod kojih nema utjecaja prometa (slika 10b). 1z
rezultata je uocljivo da je u uzorcima prikupljenim na prometnim lokacijama sadrzaj
askorbinske kiseline kao i sadrzaj ukupnih polifenola manji od sadrzaja u uzorcima prikupljenim

na lokacijama koje nisu izloZene djelovanju prometa.
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Slika 10. Sadrzaj ukupnih polifenola (a) i askorbinske kiseline (b) u uzorcima maslacka na
neprometnim (NP) i prometnim lokacijama (P). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti +
standardna devijacija (SD). Razlike izmedu grupa testirane su T-testom. Zvjezdica (*) oznacava

statisticki znacajnu razliku (p<0,05).

4.4. Ukupna antioksidativna aktivnost

Statistickom obradom rezultata utvrdene su znacajne razlike kod ukupne antioksidativne
aktivnosti izmedu lokacija uzoraka zbog djelovanja prometa i onih lokacija na koja promet nema
utjecaj izmjerenih FRAP metodom (slika 11a) i iRAC metodom (slika 11b). 1z rezultata je
uocljivo da je kod prometnih lokacija ukupna antioksidativna aktivnost manja od vrijednosti

pronadenih u uzorcima prikupljenim na lokacijama koje nisu izloZene prometu.
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Slika 11. Ukupna antioksidativna aktivnost u uzorcima maslacka na neprometnim (NP) i
prometnim lokacijama (P) izmjerena FRAP (a) i iRAC metodom (b). Rezultati su prikazani kao
srednje vrijednosti + standardna devijacija (SD). Razlike izmedu grupa testirane su T-testom.

Zvjezdica (*) oznacava statisticki znacajnu razliku (p<0,05).

4.5. Analiza glavnih komponenata

Analiza glavnih komponenata u¢injena je na podatkovnoj matrici koja se sastojala od vrijednosti
odabranih apsorpcijskih maksimuma, a ne na kompletnim spektrima snimljenim u rasponu od
(500-4000 cm™). Spektri pokazuju karakteristi¢ne vrpce funkcionalnih skupina, pri odredenim
valnim brojevima, pri ¢emu je na apscisi valni broj (cm™), a na ordinati apsorbancija (slika 12).
Maksimum smjesten oko 3295 cm™! predstavlja N-H vibracije istezanja (podrudje proteina).

Maksimumi koji se nalaze u rasponu od 3000 do 2800 cm

uglavnom predstavljaju C-H
vibracije istezanja koje potjecu od lipida. Vrpca koja odgovara amidima I i amidima II smjeStena
je izmedu 1700 i 1500 cm™!, dok se podrudje ,,otiska prsta“ (engl. fingerprint region) nalazi u
podrugju izmedu 1500 i 1000 cm™'.

Podatkovna matrica na koju je primijenjena metoda analize glavnih komponenata sastojala se
od 7 varijabli, to¢nije apsorpcijskih maksimuma koji su se kretali oko sljede¢ih vrijednosti: 900
cm, 1160 cm, 1240 cm™!, 1540 cm™, 1660 cm™, 2930 cm™ i 3300 cm™ i 30 redaka (broj
prikupljenih uzoraka). U prvoj fazi analiza glavnih komponenata ucinjena je nad cjelokupnom

matricom podataka, nakon ¢ega je utvrdeno da je postotak varijance objasnjen prvom i drugom

komponentom nizak (cca 44%). U cilju smanjenja broja varijabli i odredivanju onih koje imaju
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vedi utjecaj pristupilo se jednoj od metoda rotacija faktora (varimax) poslije ¢ega se pokazalo
da najveci utjecaj na podatke imaju vrijednosti pomaka spektara pri sljede¢im maksimumima:
900 cm, 1240 cm!, 2930 cm’!, stoga su za kona¢nu analizu upotrijebljene navedene
vrijednosti. Rezultat primijenjene analize glavnih komponenata prikazani su uz pomo¢ dvije

glavne komponente (engl. Principal Components - PCs) (slika 13).
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Slika 12. Prikaz FTIR spektra u rasponu od 500 do 4000 cm™'.
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Slika 13. Rezultati analize glavnih komponenata.

Vidljivo da prve dvije glavne komponente sadrze velik dio (80%) informacije, $to je dovoljno

za uspjesnu interpretaciju podataka. 1z prikaza je vidljivo da su se ne prometne lokacije svrstale

u zaseban roj (engl. Cluster) (obiljezeno elipsom).
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5. RASPRAVA

Maslacak (Taraxacum officinale Weber) je Siroko rasprostranjen bioindikator zagadenih
staniSta pa je idealan za proucavanje akumulacije antropogenih zagadenja [18]. Zagadivala
stvaraju slobodne radikale unutar biljke kao posljedica oksidativnog stresa $to dovodi do
ostecenja raznih dijelova biljaka. Antioksidativne tvari i enzimi sluze za obranu biljke od Stetnog
djelovanja zagadivaca [8].

Reaktivne kisikove vrste (ROS) kod biljaka stvaraju se u mitohondrijima, kloroplastima i
peroksisomima. Regulaciju stvaranja i uklanjanja ROS-a regulira antioksidativni obrambeni
mehanizam kod biljaka. Antioksidansi sprecavaju oksidaciju drugih molekula. Uz pomoé
NDPH biljke u citoplazmi, kloroplastu i stromi stvaraju antioksidanse poput AA koji
medusobno djeluju s razli¢itim molekulama i imaju utjecaj na rast i razvoj biljaka. Biljke takoder
imaju sposobnost proizvodnje sekundarnih metabolita kao $to su: alkaloidi, fenoli i karotenoidi.
Njihova je uloga uklanjanje ROS-a [8]. Stvaranje ROS-a takoder moze uzrokovati peroksidaciju
lipida, oksidaciju ugljikohidrata i proteina, oSte¢enja DNA i RNA [2]. Poveéana enzimska i ne
enzimska aktivnost javlja se kod biljaka izloZenijim antropogenim zagadivalima. Upravo tim
povecanjem biljka bolje podnosi stres izazvan zagadenjem zraka i tla.

Rezultati dobiveni u ovom radu pokazali su da je doSlo do znac¢ajnog smanjenja koncentracije
fotosintetskih pigmenata biljaka prikupljenih na prometnim lokacijama u odnosu na lokacije
koje nisu bile izlozene utjecaju prometa. Zagadivaci poput SOz, NOz, O3 uzrokuju ostecenje
membrana i raznih molekula, kao Sto je i klorofil. Takoder isti rezultati smanjenja sadrzaja
klorofila kod maslacka dobiveni su i u radovima provedenim od strane Bretzel i sur. (2013) [3].
Klorofil, glavni fotosintetski pigmenti, utjee na rast i razvoj biomase kod biljaka, a do
smanjenja koncentracije moze do¢i zbog prisutnosti velikih koli¢ina SO, u zraku [31].
Karotenoidi djeluju kao pomo¢ni pigmenti kod visih biljaka 1 igraju vaznu ulogu u procesu
fotosinteze [32]. Takoder imaju bitnu ulogu u smanjenju oksidativnog stresa kod biljaka [8]. U
ovome istrazivanju dobiveni rezultati ukazuju na smanjenje koncentracije karotenoida na
prometnim podrucjima u odnosu na lokacije koje nisu bile izloZene utjecaju prometa. U radu
Chauhana i sur. (2009) [32] pokazno je da dolazi do smanjenja koncentracije karotenoida kada
su biljke pSenice 1 goruSice bile izloZene utjecaju SOz 1 NOx koji potjecu od zagadenja zraka.

To nam ukazuje da antropogeni utjecaj ima veliku ulogu u promjeni koncentracije fotosintetskih
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pigmenata, kao $to su klorofil i karotenoidi. Smanjenje koncentracije fotosintetskih pigmenata

dovodi do smanjenja fotosintetske aktivnosti biljaka [32].

Antropogena zagadivala, kao Sto je promet, utjeCu na sadrzaj proteina u biljkama. Rezultati ovog
rada ukazuju na promjene u koncentraciji proteina. Koncentracija proteina smanjuje se pod
utjecajem oneciSéenja u uzorcima maslacka prikupljenim na lokacijama izlozenim utjecaju

prometa. Do istog rezultata u svome istrazivanju na maslacku dosli su Paun i sur. (2015) [9].

Polifenoli su jedna od najaktivnijih skupina antioksidansa [1] i imaju vaznu ulogu u redoks
reakcijama 1 neutralizaciji ROS-a [2]. Dobiveni rezultati nam pokazuju da promet ima veliki
utjecaj na smanjenje sadrzaja ukupnih polifenola u odnosu na podrucja koja nisu zahvacena
prometom. Istrazivanje provedeno od strane Maslennikov i sur. (2018) [2] na 22 vrste drvenastih
i zeljastih biljaka u koje spada i maslacak, pokazalo je da dolazi do smanjenja sadrzaja ukupnih
polifenola. Zastitne funkcije fenola kod biljaka su: sposobnost procis¢avanja slobodnih radikala
1 kompleksiranja s ionima teskih metala, ¢ime dolazi do blokade njihove kataliti¢ke aktivnosti.
Sluze¢i kao akceptori slobodnih radikala, polifenoli mogu ugasiti lancane reakcije slobodnih
radikala. Stoga se promjene koncentracije fenola mogu odraziti ne samo na antioksidacijski
status biljne stanice, ve¢ i na njegov redoks potencijal koji omogucava odrzavanje respiratorne

aktivnosti na odredenoj razini [2].

Askorbinska kiselina prirodni je antioksidans, koji pomaze biljkama u toleranciji na zagadenje
[32]. Jedna od najvaznijih uloga kod biljaka joj je kontrola rasta i razvoja u stresnom stanju [8].
SadrzZaj askorbinske kiseline se smanjio pod djelovanjem antropogenih zagadivala §to je vidljivo
1z rezultata ovog rada. To smanjenje sadrzaja izazvano je pove¢anom proizvodnjom ROS-a [31],
Sto dovodi do poremecaja u rastu i1 razvoju biljke. Rezultati dobiveni istrazivanjem Chauhan 1
sur. (2010) [32] na biljkama goruSice i1 pSenice takoder ukazuju na smanjenje sadrzaja

askorbinske kiseline kod ovih vrsta.

Obje metode, FRAP 1 iRAC, za odredivanje ukupne antioksidativne aktivnosti pokazale su iste
rezultate. Kako askorbinska kiselina, polifenoli, proteini, klorofil i karotenoidi imaju bitnu ulogu
za ukupnu antioksidativnu aktivnost, doslo je do smanjenja ukupne antioksidativne aktivnosti
uzoraka prikupljenih na prometnim lokacijama u odnosu na uzorke koji su bili prikupljeni na
lokacijama kod kojih nema nikakvog djelovanja prometa. Iz rezultata dobivenih ovim

metodama moze se zakljuciti da antropogena zagadivala igraju znacajnu ulogu u smanjenju
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ukupne antioksidativne aktivnosti kod maslacka [2], a samim time dolazi i do smanjena sadrzaja

odredenih komponenti antioksidativnog sustava.

Infracrvenom spektroskopijom moze se odrediti koliko su stanice ili tkiva oSte¢ene, takoder ona
moze dati biokemijske informacije uzoraka bez njihova unistavanja. FTIR je jedna od tehnika
koja sluzi za identifikaciju kemijskih spojeva i odredivanje njihovih struktura. Odredivanjem
funkcijskih skupina, vrste veza i konformacije, FTIR spektroskopijom dobivamo informacije o
strukturi samih molekula . Spektralne vrpce karakteristi¢ne su za pojedine molekule i daju nam
informacije o biokemijskom sastavu. Infracrvena spektroskopija mocna je tehnika za

proucavanje strukture molekula i interakcija medu molekulama [33].

Kemometricke metode (PCA, PCR, klaster analiza, itd.) ¢esto su koristene u obradi kemijskih
podataka [28]. U ovom radu upotrijebili smo PCA analizu kako bi otkrili postojanje mogucih
razlika medu prikupljenim uzorcima i kako bi matematickim putem potvrdili rezultate dobivene
kemijskim analizama. Podatkovne matrice kemijskih mjerenja sastoje se velikog broja
podataka, kao $to je i sluaj u ovome radu, gdje su snimljeni apsorpcijski spektri 30 uzoraka
maslacka u rasponu od 500 do 4000 cm™. Na taj na¢in dobivene je matrica dimenzija 1816 x
30. Kako bi matricu podataka ucinili pogodnom za primjenu metode PCA, izvorna je matrica
promijenjena na nain da su za daljnji raCun umjesto kompletnih spektara upotrijebljene
vrijednosti najizrazenijih apsorpcijskih maksimuma, to¢nije njihovi pomaci. Rezultati dobiveni
PCA analizom prikazani na slici 13 ukazuju na odredeno grupiranje uzoraka koji nisu izloZeni
prometu (prikazani unutar elipse na slici 13) od ostatka uzoraka koji su bili izlozeni utjecaju
prometa. Odabir apsorpcijskih maksimuma u odnosu na cijeli apsorpcijski spektar skratio je i
pojednostavio vrijeme matematicke obrade ¢ime je ujedno izbjegnuta i velika pogreska zbog
dijelova apsorpcijskih spektara koji u sebi ne sadrze maksimume ili su oni ne jasno izraZeni.
Vazno je istaknuti da ovakva primjena kemometrickih metoda na podatke dobivene FTIR
spektroskopijom uz neku jednostavniju i brzu metodu kemijske analize daje moguénost brzog
uvida u stanje uzoraka u odnosu na metode koje koriste izu¢avanje samih pojedinacnih spektara.
Jedna od najceS¢e koriStenih multivarijantnih metoda (PCA) primijenjena na vrijednosti
odabranih apsorpcijskih maksimuma u ovom je sluCaju posluzila kao matematicki dokaz

rezultatima dobivenim biokemijskim analizama.

28



6. ZAKLJUCAK

Djelovanje antropogenih zagadivala izazvalo je smanjenje sadrzaja ukupnih polifenola,
askorbinske kiseline, kao i koncentracije proteina, klorofila i karotenoida, $to je dovelo do
smanjenja ukupne antioksidativne aktivnosti maslacka. Razlike u uzorcima maslacaka s
obzirom na promatrane lokacije potvrdene su dodatno, primjenom metode glavnih komponenata
na vrijednosti najizrazenijih apsorpcijskih maksimuma FT-IR spektara. Ovo istrazivanje
potvrdilo je da je maslacak dobar bioindikator zagadenja nastalog antropogenim djelovanjem te

da je osjetljiv na stres u okolisu.
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8. DODACI

8.1 Popis kratica

NH3
CO2
CH4
HC1
PUA
POP
NOx

SO«
DNA
ROS

AA
CsHsO6
C¢HsOH
CaoHse

P

NP
Mg(HCO3):2
BSA
DNPH
CuSOq4

FC

amonijak

ugljikov dioksid

metan

klorovodik

policiklicki aromatski ugljikovodici

postojani organski spojevi

dusikovi oksidi

sumporovi oksidi

deoksiribonukleinska kiselina

reaktivne kisikove jedinke (engl. reactive oxygen species)
askorbinska kiselina (engl. ascorbic acid)

vitamin C

fenol

karotenoidi

prometna podrucja

neprometna podrucja

magnezijev hidrogenkarbonat

albumin iz govedeg seruma (engl. bovine serum albumin)
2,4-dinitrofenilhidrozin

bakrov sulfat

Folin-Ciocalteuov reagens
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Na:2COs3 natrijev karbonat

FRAP engl. Ferric reducing antioxidant power assay

iRAC engl. Iron (IIl) reducing antioxiant capacity assay

Fe III TPTZ zeljezov 2,4,6-tripiridil-s-tirozin

FeCl3x6H20 zeljezov klorid heksahidrat

Trolox 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroamn-2-karbonska kiselina

SD standardna devijacija

PCA analiza glavnih komponenata (engl. Principal Components Analysis)
PCR regresijska analiza nad glavnim komponentama (engl. Principal
Component Regression)

PC engl. Principal components

RNA ribonukleinska kiselina

SO:2 sumporov (IV) oksid

NO: dusikov (IV) oksid

O3 ozon

FTIR engl. Fourier-transform infrared spectroscopy
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