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1. Uvod

Biljke se tijekom cijelog Zivotnog ciklusa suocavaju sa stresom kojeg uzrokuju bioticki 1
abioticki ¢imbenici koji negativno utjecu na njihov rast, razvoj i produktivnost. Bioticki
¢imbenici ukljucuju insekte, gljivice i korov, dok u abioticke ubrajamo utjecaj visokih 1 niskih
temperatura, salinitet, teSke metale, pesticide, suSu, ultraljubicasto (UV) zraCenje. Oba tipa
¢imbenika pospjeSuju nastanak slobodnih radikala. Reaktivne kisikove vrste (eng. Reactive
oxygen species - ROS) ukljucuju radikalne i neradikalne oblike. Takve Cestice su vrlo reaktivne
1 mogu nanijeti veliku Stetu biomolekulama kao §to su proteini, DNA ili lipidi te na kraju dovesti
do stani¢ne smrti. Pod utjecajem stresnih faktora povecana razina ROS-a uklanja se pomocu
biljnog antioksidacijskog sustava [1]. Amplituda abiotickih stresova znatno se povecala
posljednjih godina, uglavnom zbog antropogenih aktivnosti. U takvim okolnostima kod biljaka
se aktivira skup u¢inkovitih mehanizama koji pomazu odrzati narusenu ravnotezu metabolizma
[2]. Zastitni mehanizmi ukljucuju 1 antioksidanse, molekule koje inhibiraju ili zaustavljaju
reakcije slobodnih radikala i odgadaju ili inhibiraju stani¢no oStecenje. lako se antioksidacijski
sustavi razlikuju od vrste do vrste, prisutnost antioksidacijskog sustava je univerzalna. Pa tako

razlikujemo enzimatske i1 neenzimatske oblike unutarstani¢nih i izvanstani¢nih antioksidansa

[3].

Poljoprivreda se moze smatrati izvorom egzistencije i ekonomskog razvoja zbog proizvodnje
potrebne hrane, no popratno zagadenje nastalo poljoprivrednom djelatno§¢u moze prouzrociti
niz okoli$nih 1 zdravstvenih problema. Vrlo je vazno poznavati prirodu i ponasanje takvih
zagadivaCa u okoliSu, stoga je potrebno istraziti sastav i svojstva raznih poljoprivrednih
zagadivaca te njihov nacin djelovanja kako bi se razumjele opasnosti oneciS¢enja nastalog

uslijed poljoprivredne proizvodnje [4].

Cilj ovog rada je uvidjeti u€inak poljoprivrednog zagadenja i abioticki stresora na fiziolosko
stanje maslacka, odrediti koncentracije karotenoida, proteina, polifenola, askorbinske kiseline
1 odrediti ukupnu antioksidativnu aktivnost usporedbom rezultata mjerenja sa zagadenih mjesta

uzorkovanja u odnosu na mjesta uzorkovanja gdje nije bilo zagadenja.



2. Literaturni pregled

2.1. Maslacak
Maslacak (Taraxacum officinale L.) je viSegodiSnja livadna biljka iz porodice Asteraceae koja
raste 1 cvate od ranog proljeca do kasne jeseni. To je zeljasta biljka sa snaznim vretenastim
korijenom i listovima promjenjiva oblika zdruzenim u prizemnu rozetu. Zuti cvjetovi su
zdruzeni u karakteristiéne cvatne glavice, a nakon oplodnje stvara se plod roska koja se
rasprostranjuje vjetrom. Maslacak je samonikla biljka Citave sjeverne polutke, od nizinskih do
predplaniniskih podrucja, a dolazi ¢esto u ve¢em broju na travnatim povrSinama, djeteliStima,
napustenim njivama i vrtovima. Mladi listovi maslacka su jestivi i ljekoviti, obiluju vitaminom
C i mineralima kao §to su kalij, Zeljezo, natrij i fosfor te etericnim uljima i masnim kiselinama
1 inulinom koji se moZe koristiti kao zamjena za kavu dok se cvjetovi koriste za pripremu meda
[5]. Maslacak je posebno atraktivan kandidat za bioloSko prac¢enje zagadenja kako na lokalnoj,
tako 1 na globalnoj razini. Mnoga istrazivanja pokazala su povezanost izmedu razine zagadenja

odredenog elementa u okoliSu i koncentracije istog elementa u tkivima ove biljke [6].

2.2. Utjecaj zagadivaca poljoprivrednog porijekla
Poljoprivredno zagadenje je oneciS¢enje koje se ispusta u okoli§ kao nusprodukt poljoprivredne
proizvodnje. Obicno se dijeli u dvije kategorije: oneciS¢enje koje dolazi od uzgoja zivotinja i
oneciS¢enje od uzgoja usjeva, ukljucujuci stocnu i ljudsku hranu te usjeve za biogorivo [7].
Poljoprivredni zagadivaci takoder se mogu razvrstati na one tvari koje se namjerno unose u
okoli§ (pesticidi, umjetna gnojiva, genetski modificirani usjevi), otpadne tvari proizvedene
poljoprivrednim postupcima (otpadne vode od silaze 1 gnojnica stoke) te tvari proizvedene
pojacavanjem/modifikacijom prirodnih procesa u poljoprivrednoj djelatnosti kao §to su

plastenici s kontroliranim uvjetima [8].

2.2.1. Poljoprivreda i zagadenje zraka
Zagadenje zraka je izraz koji opisuje oneciS¢enje nekim nezeljenim Cvrstim, tekuéim ili
plinovitim materijalima prisutnim u zraku. Poljoprivredno zemljiSte sa zagadenjem zraka
povezano je na dva nacina, preko nepoljoprivrednih izvori (promet, industrija) i poljoprivrednih
aktivnosti. Nepoljoprivredni izvori povecavaju koncentraciju zagadivaca zraka koji mogu imati
lo$ utjecaj na poljoprivredne usjeve dok poljoprivredne aktivnosti mogu povisiti koncentraciju

zagadivaca koji mogu loSe utjecati na zrak, okolis i ostala podrucja. Takvi zagadivaci mogu biti



razne toksi¢ne kemikalije, staklenicki plinovi kao §to su: ozon, sumporov dioksid, fluorid,

ugljikov dioksid, dusikov oksid [4].

2.2.2. Utjecaj poljoprivredne djelatnosti na tlo
Poljoprivredna zemljista se koriste za uzgoj usjeva kako bi se zadovoljila sve veca potreba za
hranom. No, zbog neprikladne uporabe istih, dogada se degradacija zemljiSta uzrokovana
pove¢anom kultivacijom, industrijalizacijom, kréenjem Suma i prekomjernom uporabom
gnojiva. Pretjerana ispaSa, dezertifikacija, uklanjanje hranjivih sastojaka, povecanje
koncentracije soli u tlu te erozija tla vodom ili vjetrom mogu dovesti do degradacije tla.
Degradacija tla utjeCe na uzgoj usjeva i biolosku raznolikost [9]. Vjetar ili voda sa sobom nose
male Cestice (hranjive tvari, minerale) koje bi se inace razgradile pod zemljom. Takve pojave

dovode do promjene strukture tla, smanjenja produktivnosti usjeva i smanjuje njihovu kvalitetu

[4].

Zagadenje poljoprivrednih povrSina u razli€itim zemljama posljedica je prekomjerne upotrebe
gnojiva 1 pesticida. Sve veca koli¢ina kemikalija se primjenjuje na tlima, Sto rezultira
povecanjem razine teskih metala poput kadmija, arsena i olova [10]. Pesticidi mogu biti bilo
koja tvar ili kombinacija razli¢itih tvari koja je namijenjena prevenciji, unistavanju ili odbijanju
bilo koje StetoCine kako bi se osigurala $to veca produktivnost. No, pesticidi i njihovi
nusprodukti nastali njthovom razgradnjom mogu dospjeti u okolis, tlo ili rijeke te dovesti do
nakupljanja Stetnih tvari [4]. Umjetna gnojiva koja sadrze velike koncentracije kalija 1 natrija
snizavaju pH tla i narusavaju strukturu tla. Nadalje, gnojiva koja sadrze fosfate glavni su uzrok
nakupljanja kadmija u tlu u usporedbi s ostalim gnojivima. Izvori teskih metala, osim gnojiva,

su i druge agrokemikalije poput stocnog gnojiva i upotrebe zagadene vode za navodnjavanje

[11].

2.2.3. Utjecaj poljoprivredne proizvodnje na podzemne i povrSinske vode
Svojstva tla 1 vode usko su povezana, zdravo tlo odrzava vodu ¢istom, isto tako nezagadena
voda odrzava pogodna svojstva tla [4]. Mnogo je potencijalnih izvora zagadenja vode koji
potjeu od poljoprivredne proizvodnje. Jedan od njih je sediment od erozije tla, koji nije
specifican samo za poljoprivredu, jer velik dio sedimenta dolazi iz kanala uz cestu, ku¢anstava
1 tvornica. Hranjive tvari na bazi dusSika i fosfora primarno dolaze iz umjetnih gnojiva koja se
primjenjuju za poboljsanje prinosa. Zivotinjski otpad se prenosi povrsinskim otjecanjem, ispire
se izravno u potoke iz hranilista, odljeva s usjeva nakon nanoSenja stajskog gnoja ili procjeduje
u rezervoare podzemnih voda. Ovaj tip zagadenja je u potpunosti poljoprivrednog porijekla.
Vazno je spomenuti i1 pesticide koji se takoder ispiru sa zemljiSta na kojima su primijenjeni za

3



suzbijanje insekata 1 korova [12]. Proteklih godina, salinizacija vodenih povrSina je
rasprostranjenija i vise zabrinjava od salinizacije tla zbog prisutnost nekih metala u tragovima
u poljoprivrednim odvodnim sustavima, kao Sto su selen, molibden, arsen, koji uzrokuju

zagadenje [4].

2.3.4. Utjecaj poljoprivrednog zagadenja na zdravlje

Zbog toksi¢nosti za biljke 1 ljude, uporaba agrokemikalija koje se koriste u poljoprivrednoj
proizvodnji regulirana je postupcima registracije i procjenama rizika te im je cilj zastiti tla i
vodene resurse (ekosustav), ali i proizvodace i potroSace [13]. Pretpostavlja se da je porast
odredenih neoplazmatskih bolesti u Aziji povezan s kancerogenim tvarima koje se oslobadaju
raspadom i razgradnjom umjetnih gnojiva i pesticida. Takoder se smatra da je u Indiji pove¢ana
stopa ljudi oboljelih od karcinoma uzrokova izlozenosti agrokemikalijama. Provedeno je
istrazivanje koje povezuje velike koli¢ine pesticida koju poljoprivrednici koriste na usjevima s

Cestim slucajevima karcinoma Zeluca, koze, mozga te leukemije i limfoma [14].

2.3. Oksidativni stres
Poljoprivredno zagadenje, bilo organskog ili anorganskog porijekla koje apsorbiraju zivi
organizmi dovode do nastanka osmotskog stresa zbog povecane koli¢ine soli, teskih metala ili
zbog nedostatka vode. Solni stres Cesto stvara i osmotski i ionski stres u biljkama Sto za
posljedicu ima akumulaciju ili pad specifi¢nih sekundarnih metabolita u biljkama [15]. Stanica
gubi vodu iz citoplazme, Sto rezultira smanjenjem koli¢ine vode u citosolu i vakuolama [16].
Kao odgovor na povecani salinitet moze do¢i do povecanja koli¢ine antocijanina i polifenola
[17]. Deficit vode 1 salinitet su najve¢i globalni problemi kod osiguravanja zadovoljavaju¢ih
prinosa poljoprivrednih kultura [18]. U tom slucaju se kod biljaka Cesto povecava koli¢ina
flavonoida i fenolnih kiselina [19], moze do¢i do promjene omjera klorofila a i b 1 karotenoida

[20] te do akumulacije antocijana [21].

Reaktivne kisikove vrste (eng. Reactive oxygen species - ROS) su nezaobilazni nusprodukti
aerobnog metabolizma u svim fotosintetskim organizmima. ROS su vrlo reaktivne i nastaju u
razli¢itim stani¢nim odjeljcima biljnih stanica, kao S$to su kloroplasti, mitohondriji i
peroksisomi. U normalnim uvjetima okoline, ROS nemaju Stetno djelovanje jer se neprestano
uklanjaju nizom antioksidativnih reakcija. No, osjetljivu ravnotezu izmedu proizvodnje ROS-a
1 njihovog uklanjanja narusavaju razliciti bioticki i abioticki stresori, kao $to su salinitet, susa,

UV zracenje, teski metali, ekstremne temperature, nedostatak hranjivih tvari, pesticidi i



infekcija patogenima. Ti poremecaji dovode do povecane proizvodnje ROS-a u stanicama §to
moze uzrokovati znatna oStecenja stani¢nih komponenti [1]. Reaktivne kisikove vrste mogu biti
u obliku slobodnih radikala (superoksidni, hidroksilni, perhidroksilni, alkoksi) te neradikalnog
oblika (vodikov peroksid, singletni kisik).

Superoksidni radikal ( O2™) nastaje djelomi¢nom redukcijom O: tijekom prijenosa elektrona u
lancu transporta elektrona u kloroplastima 1 drugim dijelovima biljne stanice [23]. Superoksidni
radikal je ROS koja prva nastaje u biljnoj stanici, a buduci da ima kratak poluzivot od 2-4 ps,
obi¢no ne uzrokuje veliku Stetu. No, moze se pretvoriti u reaktivnije i toksi¢nije oblike poput
hidroksilnog radikala ili singletnog kisika koji mogu uzrokovati peroksidaciju lipida u

membranama stanice [24].

Singletni kisik ('O2) je rijetka ROS koji nastaje reakcijom molekule klorofila u tripletnom
stanju (°*Chl) s O u antenskom sustavu kloroplasta. Takve 3Chl reagiraju s dioksigenom (°0,)
nakon &ega nastaje izuzetno reaktivan 'Oa, koji ima snazan negativan u¢inak na fotosustav I
(PSI) 1 fotosustav II (PSII) te moze dovesti do oStecenja cijelog fotosintetskog aparata [20].
Zivotni vijek singletnog kisika je kratak, 3 us, ali odredene koli¢ine mogu difundirati kroz
membranu i oStetiti velik broj biomolekula kao $to su proteini, pigmenti, nukleinske kiseline i
lipidi. Smatra se da je singletni kisik glavna reaktivna kisikova vrsta koja inaktivira PSII te tako

pokrece stani¢nu smrt [1].

Hidroksilni radikal (OH") je najreaktivniji te uzrokuje najvecu Stetu u usporedbi s ostalim ROS.
Nastaje reakcijom H>O2 i O™ kataliziranom prijelaznim metalom poput Fe (Fe**, Fe*") pri
neutralnom pH. Ostec¢uje biomolekule poput DNA, proteina i lipida, a nakupljanje istog u
stanici vodi do stani¢ne smrti [25]. Ne postoji enzimatski sustav za uklanjanje ovog ROS-a,
stoga organizam koristi razli¢ite neenzimske antioksidanse (omega-3 masne kiseline,

polifenoli) za smanjenje Stetnog ucinka [26].

Vodikov peroksid je umjereno reaktivha ROS koji nastaje protoniranjem superoksidanog
radikala. MoZe nastati neenzimski u uvjetima niskog pH ili enzimski pomocéu enzima
superoksid dismutaze (SOD) [25]. Glavni izvori stvaranja H>O> u biljnim stanicama su lanci
prijenosa elektrona, a osim u normalnim uvjetima nastaje 1 kada se biljka izlozi stresnim
uvjetima [27]. U malim koli¢inama ponaSa se kao regulatorna signalna molekula za klju¢ne
fizioloske procese poput starenja, fotosinteze, pokretanje puci, stanicnog ciklusa, procese rasta
1 razvoja [23]. U visokim koncentracijama zbog poluzivota od oko 1 ms moze preci znatne

udaljenosti, pro¢i kroz membrane te tako oksidirati cisteinske (-SH) i metioninske (-SCH3)



ostatke [23]. Kao 1 O2", H2O2 je umjereno reaktivan, a njegovo ostecenje se prepoznaje tek kada

se transformira u reaktivnije intermedijere [1].

2.4. Antioksidativna aktivnost
Antioksidansi imaju vaznu ulogu u ocuvanju kvalitete hrane i1 ljudskog zdravlja. Pojam
antioksidans se odnosi na bilo koju tvar u niskim koncentracijama u odnosu na supstrat koji se
oksidira, a znacajno odlaze ili sprjeCava oksidaciju tog supstrata [28]. Klasifikacija
antioksidansa ovisi o vrsti katalitickog djelovanja pa ih tako dijelimo na enzimatske i
neenzimatske antioksidanse. Enzimatski antioksidansi posjeduju odredene kofaktore i obi¢no
su vrlo specificni za supstrat reaktivne vrste. Neki od najces¢ih enzimskih antioksidansa su
SOD (superoksid dimutaza), CAT (katalaza), APX (askorbat peroksidaza), GPx (glutation
peroksidaza). Za razliku od enzimskih, neenzimatski antioksidansi nemaju specifi¢an supstrat
1, prema tome, mogu ponistiti negativne u¢inke reaktivnih kisikovih i dusikovih vrsta a djeluju
tako da prekidaju lanCane reakcije slobodnih radikala [29]. Neki primjeri neenzimatskih
antioksidansa su askorbinska kiselina (vitamin C), vitamin E, biljni polifenoli, karotenoidi i

glutation.

Drugi nacin kategoriziranja neenzimskih antioksidansa temelji se na njihovoj topljivosti u vodi
ili lipidima. Antioksidansi topivi u vodi (askorbinska kiselina) nalaze se u citosolu.
Antioksidansi topivi u lipidima (vitamin E, karotenoidi i lipolinska kiselina) pretezno su
smjesSteni u stani¢nim membranama [27]. Neenzimatski antioksidansi mogu biti svrstani u
metabolicke antioksidanse i antioksidanse iz hrane. Metaboli¢ki antioksidanski, pripadaju
endogenim antioksidansima, produkt su metabolickih reakcija u tijelu, a oni su lipoi¢na
kiselina, glutation, koenzim Q10, mokra¢na kiselina, bilirubin, melantonin, L-arginin [30].
Antioksidansi iz hrane pripadaju egzogenim antioksidansima, a to su spojevi koji se ne mogu
proizvesti u organizmu stoga moraju biti uneseni putem hrane ili dodataka prehrani, kao $to su

vitamin E, C, karotenoidi, metali u tragovima (selen, magnezij, cink) i flavonoidi [29].

2.4.1. Askorbinska kiselina
Askorbinska kiselina (AA) je snazan antioksidans niske molekularne mase, topiv u vodi. Ima
ulogu u zastititi organizma od oksidativnog stresa uzrokovanog povec¢anom razinom ROS-a jer
lako donira elektrone velikom broju enzimskih i neenzimskih reakcija. Nastaje u
mitohondrijima  biljaka  Smirnoff-Wheeler = reakcijom kataliziranom  gama-lakton

dehidrogenazom (Slika I). Ve¢ina AA koncentrirana je u citoplazmi, no znacajna koli¢ina se



nalazi i u apoplastu, pa je tako prva linija obrane od ROS-a [1]. Takoder, ¢uva aktivnost enzima

koji sadrze ione prijelaznih metala.
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Slika 1. Mehanizam uklanjanja radikala askorbinske kiseline; prilagodeno iz [3]

2.4.2. Karotenoidi
Karotenoidi su lipofilni antioksidansni pigmenti koji se nalaze u biljkama i mikroorganizmima
te posjeduju sposobnost uklanjanja ROS-a, a najefikasnije uklanjaju peroksilne radikale.
Apsorbiraju svjetlost na 450-570 nm i prenose energiju na molekulu klorofila. Stite
fotosintetske komponente reakcijom s produktima lipidne peroksidacije te prekidaju lancane
reakcije, a kao nusprodukt stvara se toplina. Dugi nezasi¢eni alkilni lanci pospjesuju lipofilnost

Sto olakSava zastitu stani¢nih membrana 1 lipoproteina [1].

2.4.3. Polifenoli
Polifenoli su polihidroksilirani spojevi koje se sintetiziraju u biljkama. To su sekundarni
metaboliti koji se sintetiziraju se fenilpropanoidnim putom, a maju sposobnost hvatanja i
uklanjanja slobodnih radikala doniranjem vodikova iona kako bi se stabilizirali slobodni
radikali. Dvije glavne skupine polifenola su fenolne kiseline i flavonoidi [29]. Polifenole
karakterizira prisutnost velikog broja visSestrukih strukturnih jedinica, fenola, a broj 1
karakteristike ovih fenolnih struktura temelj su jedinstvenih fizikalnih, kemijskih te bioloskih

svojstava pojedinih pripadnika svake skupine.



3. Materijal i metode

3.1. Uzorkovanje
Uzorkovanje je provedeno u listopadu 2019. godine (unutar tjedan dana). Vremenske prilike su
bile ujednacene. Uzorkovani su listovi maslacka (Taraxacum officinale Weber ) nakon Cega su
pohranjeni u plasti¢ne vrecice i drzani na ledu. Prikupljeno je 30 uzoraka na 30 razlicitih
lokacija u ruralnim podruc¢jima oko grada Osijeka (Tablica I). Odabrane su dvije vrste lokacija:
one koje nisu bile izlozene onecis¢ivac¢ima (Slika 2) 1 one na kojima su listovi maslacka bili
izloZeni antropogenim utjecajima kao $to su tretiranje pesticidima, umjetnim gnojivima ili
izlozene djelovanju prometa (Slika 3). Listovi su oprani destiliranom vodom i osuS$eni, brzo

smrznuti teku¢im dusSikom te su pohranjeni u hladnjak na -80 °C do daljnjih analiza.

Tablica 1. Lokacije na kojima su brani uzorci za analizu (* oznaCava nezagadena mjesta

uzorkovanja)

Uzorak Lokacija IzloZenost oneciS¢ivacima

S1* Tenja, sporedna ulica, iza kuée na livadi | Cisto

S2 Benzinska crpka pored oranice 1 | Zagadeno
prometnice (prema Bizovcu)

S3 Josipovac, kanal na glavnoj ulici, uz | Zagadeno
prometnicu

S4 Vinkovacka cesta oko oranice Zagadeno

S5 Tenja, ulazak u selo uz prometnicu Zagadeno

S6* Valpovacka Satnica, napusteno | Cisto
nogometno igraliSte

S7* Livada udaljena od prometnice, prema | Cisto
Bizovcu

S8* Samatovci, rané Cisto

S9 Oranica iza Filipovice, uz prometnicu Zagadeno

S10 Valpovacka Satnica, uz oranice Zagadeno

S11* Valpovacka Satnica, voénjak koji se ne | Cisto
prska

S12 Valpovacka Satnica vocénjak koji se | Zagadeno
prska




S13 Bilje, put uz velike oranice Zagadeno

S14* Biljsko jezero Cisto

S15 * Bilje, oko privatnih vrtova i plastenika, | Cisto
udaljeno od prometnice

S16 * Bilje, livada udaljena od prometnice Cisto

S17* Nemetin, livada oko firme Ratar Cisto

S18* Nemetin, livada, dugo neobradivana Cisto
zemlja, daleko od prometnice

S19 Bilje uz glavnu cestu koja vodi za | Zagadeno
Baranju

S20* Satnica Valpovadka, oranica koja se ne | Cisto
obraduje uz vo¢njak koji se ne Sprica

S21 Osijek, velika oranica iza Metroa Zagadeno

S22 Cerovac , zemlja obradena Zagadeno

S23 Samatovci uz veliku oranicu 1| Zagadeno
prometnicu

S24%* Jug 2, Osijek, periferija Cisto

S25% Tenja, ulica Drinska Cisto

S26 Tenje, Osjecka ulica kod NTL-a Zagadeno

S27 Tenjska cesta, Benzinska crpka Luk Zagadeno

S28* Valpovacka Satnica , voénjak koji se ne | Cisto
Sprica

S29* Satnica Valpovacka, ekoloki voénjak | Cisto
ljesnjaka

S30 Tenjska cesta uz Benzinsku Zagadeno




Slika 2. Mjesto uzorkovanja bez poljoprivrednog zagadenja, S29*-ekoloski vo¢njak ljeSnjaka

Slika 3. Mjesto uzorkovanja pod utjecajem zagadenja, S21- Velika oranica iza Metroa, Osijek
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3.2. Priprema biljnog materijala
Listovi maslacka samljeveni su pomocu tucka i tarionika uz dodatak teku¢eg dusika. Usitnjeni
uzorci su odvagani i1 za svaku analizu uzeto je pet replika. Za odredivanje askorbinske kiseline
1 koncentracije proteina odvagano je oko 0,5 g usitnjenog svjezeg uzorka te oko 0,1 g tkiva za
odredivanje koncentracije pigmenata. U Petrijeve zdjelice odvagano je oko 25 g svjezeg tkiva.
Tkivo se susilo 24 sata na 40 °C te 10 dana na sobnoj temperaturi. Iz suhog tkiva odredena

ukupna antioksidativna aktivnost, sadrzaj ukupnih topivih polifenola i FTIR spektar.

3.3. Kemikalije

U eksperimentalnom dijelu ovog diplomskog rada koristene su sljede¢e kemikalije:

Bakrov sulfat, CuSO4

Sumporna kiselina, H>SO4

Etanol, CoHsOH

Folin-Ciocalteuov reagens, FC

Natrijev karbonat, NaxCOs

Bradfordov reagens

Govedi serumski albumin, BSA
Trikloroctena kiselina
2.4,-Dinitrofenilhidrazin, DNPH

Tiourea, CH4N2S

Ferozin i amonij Fe (III) sulfat

iRAC reagens, (20 mg ferozina otopljeno je u 18 mL 0,1 M Tris pufera pH 7,0)
Kalije bromid, KBr

Teku¢i dusik

Aceton, C3HsO

Galna kiselina, C7H¢Os

Zeljezov 2,4,6-tripiridil-s-tirozin, Fe IIl TPTZ
Zeljezov klorid heksahidrat, FeCl;x6H,0
Acetatni pufer, CH3COOH/CH3COONa
Trolox, 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroamn-2-karbonska kiselina
Metanol, CH3;0H

Magnezijev hidrogenkarbonat, Mg(HCO3)2
Kalij-fosfatni pufer
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3.4. Odredivanje koncentracije fotosintetskih pigmenata
Ukupna koncentracija pigmenata, karotenoida i klorofila, odredena je metodom prema
Lichenthaleru [30]. U prethodno izvagane tubice stavljeno je oko 0,1 grama uzorka te je dodano
1 mL 100 % acetona 1 Mg(HCO3)2 na vrhu spatule. Uzorci su ekstrahirani tijekom 24 sata na -
20 °C. Nakon ekstrakcije smjesa se centrifugira 15 min na 18000 g i 4 °C. Nakon centrifugiranja,
apsorbancije su odredene na spektrofotometru (Specord 40, Analytic Jena) na tri razli¢ite valne

duljine 470 nm, 645 nm i 662 nm. Koncentracija pigmenata odredena je prema formulama (1):

Chla=(11.24 x A (661.6 nm) — 2.04 x A(644.8 nm) ) x V/ (m x 1000)

Chl b =(20.13 x A(644.8 nm) + 18.09 x A(644.8 nm) ) x V/ (m x 1000)

(1)
Chl a+b = (7.05 x A(661.6 nm) + 18.09 x A(644.8 nm) ) x V/ (m 1000)

Car= (1000 x A(470 nm) — 1.90 x (11.24 x A(661.6 nm) — 2.04 x A(644.8 nm) ) — 65.14
x (20.13 x A(644.8 nm) — A(644.8 nm) — 4.19 x A(661.6 nm) x
(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

3.5. Odredivanje koncentracije proteina
Koncentracija proteina u uzorcima odredena je metodom po Bradfordu [31]. Metoda se bazira
na reakciji proteina s bojom Coomassie Briliant blue G-250 (CBB) u kiselom mediju. CBB
reagira prvenstveno s bo¢nim skupinama Arg, a u manjoj mjeri i s bo¢nim skupinama His, Lys,
Tyr, Trp i1 Phe. Boja se na proteine veze hidrofobnim interakcijama i ionskim vezama S§to
stabilizira boju u anionskom obliku i dovodi do vidljive promjene boje iz smede u plavu. Pri
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tome se apsorpcijski maksimum boje pomice s 465 nm na 595 nm Sto se prati
spektrofotometrijski. Ova metoda je u Sirokoj upotrebi zbog svoje jednostavnosti, brzine i

Sirokog opsega proporcionalnosti intenziteta obojenja i koncentracije proteina.

Biljni materijal (listovi maslacka) se ekstrahira dodatkom 1 mL kalij-fosfatnog pufera
(pH=7,0). Uzorci se inkubiraju na ledu 5 minuta i centrifugiraju 15 minuta na 18 000 g pri 4
°C. Nakon toga, supernatanti se odvoje. Postupak se ponovi, a supernatanti se spoje. Reakcijska
smjesa sastojala se od 5 puL uzorka 1 250 puLL Bradford reagensa. Slijepa proba je sadrzavala
ekstrakcijski pufer. Mjerenja su provedena na ¢itacu mikrotitarskih plocica (Tecan, Spark) pri
595 nm. Koncentracija proteina odredena je iz bazdarne krivulje. Za izradu bazdarne krivulje

koristena je standardna otopina albumina iz govedeg seruma (2 mg/mL).

3.6. Odredivanje sadrzaja askorbinske Kiseline (AA)
Sadrzaj askorbinske kiseline (AA) odreden je po Bendritteru [32]. U prethodno izvagane i
oznacene tubice s cepom na navoj dodano je oko 0,5 g tkiva i 10 mL destilirane vode pomocu
pipete, a zatim su se tubice centrifugirale 15 minuta na 3000 g pri 4 °C. Nakon centrifugiranja,
u tubice od 2 mL odpipetira se 300 puL. vodenog ekstrakta. Vodenom ekstraktu doda se 100 pL.
13, 3% trikloroctene kiseline, 25 pL destilirane vode te 75 uLL DNPH reagensa. DNPH reagens
se priprema otapanjem 230 mg tiouree i 270 mg CuSO4u 100 mL 5M sumporne kiseline.
Dobivena otopina se izmijeSa. Nakon dodavanja reagensa, reakcijske smjese potrebno je
inkubirati sat vremena u vodenoj kupelji na 37 °C. Istim postupkom pripremljene su slijepe
probe za svaki uzorak bez dodavanja DNPH reagensa. Po zavrSetku inkubacije u sve slijepe
probe dodaje se DNPH reagens a nakon toga 500 pL 65 % sumporne kiseline u sve uzorke. Sve
smjese se joS jednom izmijeSaju. Apsorbancija je mjerena spektrofotometrijski (Specord 40,
Analytic Jena) pri 520 nm, dok je koncentracija askorbinske kiseline odredena iz bazdarne

krivulje s poznatim koncentracijama AA.

3.7. Odredivanje sadrZaja ukupnih topljivih polifenola
Koncentracija ukupnih topljivih polifenola odredena je Folin-Ciocalteau metodom [33]. U
prethodno izvaganu tubicu od 12 mL doda se oko 0,5 grama i 2,5 mL 96% etanola. Ukupni
topljivi fenoli se ekstrahiraju u etanolu 24 sata na temperaturi od -20 °C. Uzorci su centrifugirani
10 minuta na 4 °C pri 10 000 g. Nakon toga se odvoje supernatanti. Za analizu koristi se Folin-

Ciocalteuov reagens (FC) koji je razrijeden vodom u omjeru 1:2 u korist vode. U tubicu od 2
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mL doda se 100 pL uzorka, 700 pL deionizirane vode i 50 uL FC reagensa. Dobivena smjesa
se izmijeSa te se inkubira 5 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije u tubicu se doda
150 uL zasi¢ene otopine Na>xCOs i dobro se izmijeSa. Zasi¢ena otopina Na,COj3 dobivena je
otapanjem 100 g natrijeva karbonata (Na,CO3) u 400 mL deionizirane vode i zagrijavanjem do
vrenja. U jazice mikrotitarske plocice doda se 10 puL prethodno razrijedenog ekstrakta, 190 L
deionizirane vode i 25 pL FC reagensa. Smjesa je promijeSana i ostavljena na inkubaciji pri
sobnoj temperaturi u trajanju od 5 minuta, a zatim je u jazice dodano 75 pL zasi¢ene otopine
NaxCOs. 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 S5g/L.
Koncentracija ukupnih topljivih fenola prikazana je kao ekvivalent galne kiseline po masi (g)

suhe tvari, a izraCunata prema formuli (2).

(mgGAE) (Ajes — b)) xV
c = X

= d
gFwWw ax Mgy f

2)

(mgGAE)_(A765—b)xV p
c oW ) xdf

ax mpy
Gdje je: A — apsorbancija uzorka

V- volumen uzorka

df — faktor razrijedenja

mgw — masa suhog tkiva

mfy — masa svjezeg tkiva

3.8. Odredivanje ukupne antioksidativne aktivnosti
Supernatant dobiven ekstrakcijom ukupnih topivih polifenola iskoriSten je 1 za odredivanje
ukupne antioksidativne aktivnosti koriste¢i FRAP (eng. Ferric reducing antioxidant power
assay) 11RAC (eng. Iron (IIl) reducing antioxidant capacity assay) metode. Trolox (6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) je koriSten kao standard za izradu bazdarne
krivulje. Ukupna antioksidativna aktivnost izrazena je u ekvivalentima Troloxa (umol/g suhe

tvari).
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3.8.1. FRAP-metoda
Metoda je temeljena na reakciji ispitivanog uzorka s Fe III TPTZ (zeljezo 2,4,6-tripiridil-s-
triazina) pri ¢emu nastaje Fe Il TPTZ [34]. U 290 uL reakcijske smjese, koja se sastojala od 0,5
mM TPTZ i ImM FeCl; x 6H>0 u acetatnom puferu (pH=3,6), doda se 10 uL uzorka, promijesa
se te inkubira na sobnoj temperaturi. Razrjedenja troloksa napravljena su u metanolu od 0,25-2
mM. Za mjerenje apsorbancije pri 593 nm koriSten je Cita¢ mikrotitarskih plocica (Tecan,

Spark).

3.8.2. iRAC-metoda (Iron (IIl) reducing antioxidant capacity assay)
Metoda se temelji na uporabi reagensa koji se sastoji od ferozina i amonij Zeljezo Il sulfata
[35]. U jazice mikrotitarske plo€ice doda se 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 se
inkubira 30 min na 37 °C. Izmjerena je apsorbancija pri 562 nm koriste¢i ¢ita¢ mikrotitarskih

plocica (Tecan, Spark). Razrjedenja troloksa su bila od 20-100 pg/mL.

3.9. FTIR (engl. Fourier-transform infrared spectroscopy) spektroskopija
Listovi maslacka koji su posluzili za pripremanje uzoraka za snimanje FTIR spektroskopije su
najprije osuseni na zraku. Nakon toga su usitnjeni u struji dusika te je 3 mg uzorka pomijeSano
s 100 mg kalijeva bromida (KBr). Snimanje se izvodilo na sobnoj temperaturi i u spektralnom
rasponu od 500 do 4000 cm’!, a korak je iznosio 2 cm. U¢injeno je 20 snimanja i napravljena

je korekcija bazne linije. Mjerenje je vrSeno na Instrumentu FTIR 8400S Shimadzu.

3.10. Statisti¢ka analiza biokemijskih parametara
Eksperimentalni podaci su analizirani koriste¢i T-test. Statisticke analize provedene su pomocu
Microsoft Excela. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD).

Razina znacajnosti je odredena na p<0,05.

3.11. Analiza glavnih komponenata (eng. Principal Component Analysis;
PCA)

Matematicki algoritam koji smanjuje dimenzionalnost podataka zadrzavajuci veci dio varijacija

u podatkovnoj matrici naziva se analiza glavnih komponenata (PCA). Smanjenje se postize
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odredivanjem novih osi koji se nazivaju glavnim komponentama, a uz njih su varijacije u
podatcima maksimalne. Prednost metode je ta da se uz pomo¢ manjeg broja komponenata svaki
uzorak moze predstaviti s manjim brojem varijabli. Rezultat analize glavnih komponenata
moguce je prikazati u obliku bi-plota, §to omogucuje vizualnu procjenu sli¢nosti 1 razlika medu

uzorcima, njihovo grupiranje i korelacije s varijablama [36].
Postupak analize glavnih komponenata moze se podijeliti na nekoliko osnovnih koraka:

1. Standardizacija varijabli u svrhu postizanja jednake razine za analizu.
2. IzraCuna matrice korelacije izmedu svih izvornih standardni varijabli.
3. Pronalazenje svojstvenih vrijednosti glavnih komponenata.
4

Odbacivanje komponenata koje sadrze proporcionalno mali udio varijance.
Za neku podatkovnu matricu X vrijedi:
PCi=1iXi + 1iXs +....+ niXa 3)

Gdje oznaka PC; predstavlja i-tu glavnu komponentu, a l;; je optere¢enje promatrane varijable

Xi.

Glavne komponente se poredaju na nacin da prva komponenta sadrzi najveci postotak varijance
u podatcima, a posljednja komponenta najmanji. Analiza glavnih komponenata je u¢inkovita
metoda za istrazivaca koji ima potrebu smanjiti velik broj varijabli na manji broj komponenata,
a korisna je 1 kao stupanj koji prethodi regresijskoj analizi [37,38,39]. Podaci su obradeni u

programu Statistica 13.3.
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4. Rezultati

4.1. Koncentracija proteina
Statisticka analiza pokazala je razlike u koncentracijama proteina kod uzoraka koji su
sakupljeni na zagadenim, odnosno nezagadenim mjestima uzorkovanja (Slika 4). 1z rezultata je

vidljivo da je koncentracija proteina ve¢a na zagadenim lokacijama nego li na nezagadenim.

2 5 *

1:5 4

mg/g svjeze tvari

0.5

x
N

Slika 4. Koncentracija proteina na nezagadenim (C) i zagadenim lokacijama (Z).
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD). Razlike
izmedu skupina testirane su T-testom. Zvjezdica (*) oznacava statisticki znacajnu

razliku (p<0,05).
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4.2. Ukupna koncentracija fotosintetskih pigmenata

Statistickom analizom utvrdeno je da ne postoji znacajna razlika u koncentraciji fotosintetskih
pigmenata izmedu uzoraka prikupljenih na zagadenim lokacijama u odnosu na mjesta
uzorkovanja gdje nije bilo zagadenja. Ukupna koncentracija klorofila (Slika 5a) jednaka je kod
uzoraka s nezagadenih i uzoraka sa zagadenih mjesta. Koncentracija karotenoida (Slika 5b)

takoder je veca na nezagadenim lokacijama u usporedbi sa zagadenim mjestima uzorkovanja.

a b
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Slika 5. Koncentracije ukupnog klorofila (a) i karotenoida (b) u uzorcima maslacka na
zagadenim (Z) i nezagadenim (C) mjestima uzorkovanja. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + standardna devijacija (SD). Razlike izmedu grupa testirane su T — testom. Kratica
NZ oznacava da ne postoji statisti¢ki znacajna razlika.

18



4.3. Koncentracija askorbinske Kkiseline i sadrzaj ukupnih topivih polifenola

Nakon statisticke obrade podataka utvrdeno je da postoji razlika u sadrzaju ukupnih topivih
polifenola (Slika 6a) na zagadenim i nezagadenim lokacija. Takoder, vidljiva je razlika u
koncentraciji askorbinske kiseline (Slika 6b) na Cistim 1 zagadenim mjestima uzorkovanja.
Rezultati pokazuju kako je koncentracija askorbinske kiseline te sadrzaj ukupnih topivih

polifenola veéi na mjestima uzorkovanja gdje nije bilo zagadenju u usporedbi sa zagadenim

lokacijama.
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Slika 6. Sadrzaj ukupnih polifenola (a) 1 askorbinske kiseline (b) u uzorcima maslacka
na zagadenim (Z) i nezagadenim (C) lokacijama. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + standardna devijacija (SD). Razlike izmedu skupina testirane su T-testom.

Zvjezdica oznacava statisticki znacajnu razliku (p<0,05).
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4.4. Ukupna antioksidativna aktivnost (FRAP i iRAC metode)

Statistickom obradom podataka pokazano je da postoji znacajna razlika ukupne antioksidativne
aktivnosti izmedu uzoraka s mjesta uzorkovanja koji su bili pod utjecajem zagadenja i
nezagadenih mjesta uzorkovanja odredenih FRAP metodom (Slika 7a) 1 iIRAC metodom (Slika
7b). Rezultati pokazuju da je kod zagadenih lokacija ukupna antioksidativna aktivnost veca u

odnosu na mjesta uzorkovanja gdje nije bilo zagadenja.
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Slika 7. Ukupna antioksidativna aktivnost u uzorcima maslacka na nezagadenim (C) i
zagadenim (Z) mjestima uzorkovanja izmjerena FRAP (a) i iRAC (b) metodom.
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (SD). Razlike
izmedu skupina testirane su T-testom. Zvjezdica (*) oznacava statisticki znacajnu

razliku (p<0,005).
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4.5. FT-IR spektri

Na slici 8 prikazani su spektri 30 uzoraka maslacka. Na spektrima su vidljiva slijede¢a podrucja:
podru¢je manje od 1000 cm™ odgovara vibracijama savijanja CH od izoprenoida, podrugje od
997 do 1130 cm’! karakteriziraju vibracije istezanja CO mono-, oligo-ugljikohidrata. Vibracije
istezanja karbonilnih CO ili OH skupina vidljive su na podru¢ju od 1150 do 1270 cm™. Podrugje
koje odgovara vibracijama rastezanja C-O (amid) i C-C istezanja fenilnih skupina nalazi se u
intervalu od 1300-1450 cm™, dok podrucje od 1500-1600 cm™' odgovara vibracijama
aromati¢nih spojeva i N-H vibracijama savijanja. Podruéje od 1600 do 1760 cm™ je sloZeno,
odgovara vibracijama savijanja N-H iz aminokiselina, C=O istezanja aldehida i ketona i estera
te slobodnih masnih kiselina (1710 cm™) i glicerida (1740 cm™). Podrugje od 2800 do 2900 cm"
! odgovara vibracijama istezanja C-H specifi¢nim za CHs i CH> iz lipida, metoksi derivata, C-
H aldehida ukljucujuéi cis dvostruke veze. Podrucje 3350-3600 cm™ odgovara vibracijama
istezanja OH skupina iz vode, alkohola, fenola, ugljikohidrata, peroksida, kao 1 amida (3650
cm™) [40].

FT-IR Spektri (selo)
0.6 T T

Apsorbancija (proizvoljno uzete jedinice)

00 1 1 1 1 1 1
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Valni broj /cm ™’

Slika 8. FT-IR spektri 30 uzoraka maslacka
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4.6. Analiza glavnih komponenata

Rezultat primijenjene multivarijantne metode analize glavnih komponenata prikazan je na Slici
9. uz pomo¢ dvije glavne komponente. Umjesto od podataka cijelih spektara snimljenih u
rasponu od 500 do 4000 cm™!, podatkovna je matrica priredena na nacdin da su za varijable
(stupci) podatkovne matrice upotrijebljeni pomaci maksimuma vrpci pri: 901 cm™, 1153 cm’!,
1240 cm!, 1660 cm™ | 2928 cm™ i 3300 cm’!, a retke je ¢inilo 30 uzoraka maslacka prikupljenog

na razli¢itim lokacijama.

Analiza glavnih komponenata
(Selo)

SJQI’I *

PC2
LY
(e}
E %
<
&

Slika 9. Rezultat analize glavnih komponenata

Na slici 9. uzduz prve komponente, koja nosi 40% informacija o podatcima vidljivo je
grupiranje uzoraka koji su prikupljeni na lokacijama koje nisu izlozene onecis¢enju (simbol *)

od onih koje to jesu. Prve dvije glavne komponente sadrze skupa 65 % informacije.
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5. Rasprava

Bioindikatori su organizmi s visokom sposobnos¢u akumulacije kemijskih elemenata. Medu
biljnim indikatorima, maslacak (7araxacum officinale, Weber), ispunjava gotovo sve uvjete za
ispitivanje utjecaja poljoprivrednog zagadenja i abiotickog stresa na biokemijske parametre te
biljke [41]. Kada su uvjeti u okoliSu nepovoljni i utjecu na rast biljaka, u biljkama se pokrece
niz reakcija koji signalizira, vrsi fizioloSku 1 obrambenu regulaciju, a istodobno daje povratne
informacije o utjecaju stresa na biosintezu, koncentraciju, transport i skladiStenje primarnih 1
sekundarnih metabolita, proteina te fotosintetskih pigmenata [28]. Takve molekule nazivaju se
antioksidansima te uz NADPH, sudjeluju u antioksidacijskim reakcijama s nastalim slobodnim
radikalima koji su rezultat metabolickih procesa u samoj biljci te djelovanja abiotickih
¢imbenika i Stetnih tvari u okoliSu. Slobodni radikali, od kojih su glavne reaktivne kisikove i
dusikove vrste, Stetno djeluju na ve¢inu biomolekula, najces¢e DNA, polinezasi¢ene masne
kiseline, proteine 1 ugljikohidrate [3]. Reaktivne kisikove vrste mogu ostetiti DNA oksidacijom
deoksiriboznih ostataka, promjenom sekvence nukleotidnih baza, razaranjem ili umrezavanjem
DNA te reakcijom s dvostrukim vezama purinskih i pirimidinskih baza. DNA je genetski
materijal i svako oSte¢enje moze dovesti do promjena u koli¢ini i ekspresiji proteina §to u
konacnici moze rezultirati neispravnoscu ili potpuno nefunkcionalnim proteinima. Nadalje,
lipidi su glavne komponente membrana koje obavijaju stanice [1]. Oksidativno oStecenje
polinezasi¢enih masnih kiselina (eng. polyunsaturated fatty acids,PUFAs) koje se nalaze u
stanicnim membranama, poznato kao lipidna peroksidacija, posebno je destruktivno jer se
odvija u obliku lancane reakcije [3]. Jednom kada taj proces zapofne u stani¢nim ili
membranama organela, pokrece se lanc¢anu reakciju, Sto dodatno pogorSava oksidativni stres
stvaranjem lipidnih radikala koji oStecuju druge biomolekule kao $to su DNA ili proteini. Dvije
temeljne mete ROS napada u membranskim lipidima su dvostruke veze izmedu dva atoma
ugljika 1 esterska veza izmedu glicerola i masnih kiselina. PUFA poput linlone i linolenske
kiseline, koje su bitne komponente plazma membrane, osobito su osjetljive na oStec¢enje
uzrokovano 'Oz i OH" s kojima tvore smjesu lipidnih hidroperoksida. Povecanje peroksidacije
PUFA smanjuje fluidnost membrana i povecava njihovu propusnost za tvari koji inac¢e mogu

pro¢i samo kroz odredene kanale i rezultira sekundarnim oste¢enjem membranskih proteina [1].

Herbicidima se smatra Siroka paleta kemijskih spojeva koji razli¢itim mehanizmima djelovanja
sluze suzbijanju nepozeljnih biljnih vrsta, alga, mahovina te liSajeva. Primarni mehanizmi
djelovanja herbicida su inhibicija sinteze aminokiselina, inhibicija fotosinteze, biosinteze

lipida, karotenoida, celuloze te folne kiseline, kao 1 inhibicija stani¢ne diobe. Od ukupne
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koli¢ine primijenjenih pesticida u Europi, ¢ak 35% se odnosi na herbicide. Stoga se smatra da
imaju najve¢i udio u zagadenju voda u podrucjima s intenzivnom poljoprivrednom
proizvodnjom te su Cesto prisutni u visokim koncentracijama ¢ak i u podzemnim vodama.
Prisustvo herbicida u okoliSu ovisi o ucestalosti primjene, postojanosti herbicida u tlu, njihovoj
mobilnosti, oborinama te topografiji 1 klimi. Svojstva pojedinog herbicida odreduju duzinu
trajanja njegovog aktivnog djelovanja i zadrzavanja u tlu te ovise o intenzitetu ispiranja i unosu

u povrsinske i podzemne vode [42].

Rezultati dobiveni u ovom radu pokazuju znacajan porast koncentracije proteina (Slika 4.) kod
uzoraka prikupljenih na mjestima gdje je bilo poljoprivredne aktivnosti u odnosu na mjesta
uzorkovanja gdje nije bilo zagadenja djelovanjem pesticida i umjetnih gnojiva. Cai i sur. 2009
[43] pokazali su kako anorganski duSik iz umjetnih gnojiva utjeCe na porast koncentracije
proteina kod Zitarica. Proteini imaju vaznu ulogu u odgovoru na abioticki stres te Stetno
djelovanje poljoprivrednog zagadenja. Funkcija proteina ovisi o njihovoj strukturi, ali i o
poziciji u stanici, posttranslacijskim modifikacijama i interakcijskim molekulama [28].
Nakupljanje proteina ukljucuje dinamiku odgovora na stres, zajednicki ucinak vise stresora kao
1 genotipsku pozadinu koja se temelji na razli¢itoj ekspresiji gena izmedu genotipa koji podnose

stres 1 onih osjetljivih na stres [44].

Prisutnost fotosintetskih pigmenata klorofila odreduje njihovu zelenu boju. Biljni pigmenti,
poput klorofila i karotenoida, sudjeluju u reakcijama fotosinteze gdje prenose svjetlosnu
energiju te kataliziraju stvaranje ugljikohidrata. Karotenoidi su pomo¢ni pigmenti te zajedno s
klorofilom stvaraju bitne strukturne komponente fotosintetskih antena i reakcijskih sredista u
vi§im biljkama. Kao neenzimski antioksidansi, glavna ima je uloga zastiti fotosintetski sustav
rasipajuci energiju kako bi se izbjegli Stetni fotooksidativni procesi [45]. Kemijski sastav i
svojstva klorofila i1 karotenoida sprjeavaju oksidaciju lipida u hrani te zbog toga sudjeluju u
prevenciji oksidativnog stresa [46]. Karotenoidi, osobito B-karoten, izrazito su pogodni za
uklanjanje singletnog kisika koji u reakciji s nezasicenim masnim kiselinama dovodi do
peroksidacije [19]. Rezultati ovog rada pokazuju kako se sadrzaj klorofila (Slika 5a) i
karotenoida (Slika 5b) nije razlikovao izmedu uzoraka prikupljenih na mjestima oko
poljoprivrednih zemljiSta gdje su primjenjivani pesticidi i umjetna gnojiva u usporedbi s

lokacijama gdje nije bilo zagadenja.

Askorbinska kiselina (vitamin C) ima vaznu ulogu u mnogim aspektima kontrole stani¢nog
redoks stanja i antioksidativnog djelovanja u biljnim stanicama te tijekom diobe stanica, razvoja
1 rasta biljaka kao znacajan kofaktor razlicitih enzima. U biljkama je prisutna u koncentraciji
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koja varira od 300 mM u stromama kloroplasta, do 20 mM u ostalim organelima. Strukturno je
askorbinska kiselina slicna heksoznim Se¢erima i ima konjugiranu strukturu laktonskog prstena
s 5 ugljikovih atoma, koji sadrze endiolnu skupinu na C2 i C3. Delokalizacija n-elektrona
izmedu C2 1 C3 endiolnim skupinama stabilizira molekulu i uzrokuje disocijaciju vodika C3
hidroksilne skupine te postaje monovalentni anion pri fizioloskoj pH vrijednosti (pH=7,35-
7,45) [47]. Vitamin C prelazi u askorbatni radikal doniranjem elektrona lipidnom radikalu kako
bi prekinuo lan¢anu reakciju lipidne peroksidacije. Par askorbat radikala reagira te nastaje
molekula askorbata i dehidroaskorbata koji nema antioksidacijsku sposobnost. Nadalje,
dehidroaskorabat se prevodi natrag u askorbat pomocu oksidoreduktaze uz utrosak dva
elektrona (Slika 1). Osim vazne uloge u uklanjanju H>O; radikala u enzimskim reakcijama,
moze izravno reagirati sa singletnim kisikom, superoksidnim te hidroksilnim radikalom koji
nastaju u vecoj mjeri pod utjecajem zagadivaca poput pesticida. U ovom radu, izmjerena
koncentracija askorbinske kiseline bila je ve¢a kod uzoraka s Cistih lokacija u odnosu na uzorke
s mjesta gdje je bilo zagadenja (Slika 6b). Stoga se moze zakljuciti kako kod maslacka dolazi
do inhibicije sinteze askorbinske kiseline kada je pod utjecajem raznih pesticida i umjetnih

gnojiva uz ostale abioticke ¢imbenike.

Obzirom da polifenoli znacajno doprinose ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti bilo je vazno
odrediti njihov ukupan sadrzaj te utvrditi utjecaj poljoprivrednog zagadenja i abiotickih
¢imbenika na ispitivane uzorke maslacka. Fenoli su spojevi koji sadrze aromati¢ni prsten s bar
jednom hidroksilnom skupinom, a njihova struktura moze varirati od jednostavne do slozenih
polimera. Beskona¢ne kombinacije funkcijskih skupina, to jest hidroksila, alkohola, aldehida,
alkila, benzenskiih prstena i steroida, dovode do velike raznolikosti biljnih spojeva, od kojih
svaka ima posebne karakteristike. Kod biljaka koje rastu u otezanim uvjetima kao S§to su
nedostatak hranjivih tvari, visoke 1 niske temperature, nedostatak vode ili tretiranje pesticidima,
nakupljanje fenolnih spojeva obi¢no se povezuje s pojatanom tolerancijom na stres [16].
Abioticki stresori aktiviraju proces signalizacije stanica, Sto rezultira transkripcijskom up-
regulacijom fenilpropanoidnog puta. Povecanje otpornosti biljaka povezano je s viSestrukom
funkcijom polifenola u biljkama, Sto se uglavnom sastoji od njihove sposobnosti uklanjanja
ROS-a. Rezultati ovog rada su pokazali kako se sadrzaj ukupnih polifenola smanjio pod
utjecajem zagadivaca poljoprivrednog porijekla i abioti¢kih ¢imbenika (Slika 6a) Sto ukazuje
na to da poljoprivredni zagadivaci inhibiraju sintezu polifenola koji mogu dovesti do povecane

otpornosti na stres.
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Antioksidansi se takoder mogu kategorizirati po obrambenim linijama: preventivni
antioksidansi kao pocetna obrambena linija, antioksidansi koji uklanjaju radikale se smatraju
drugom linijom obrane i popravni i de novo enzimi kao tre¢a obrambena linija. Ukupna
antioksidativna aktivnost odredena je iRAC i FRAP metodama. 1z dobivenih rezultata (Slika
7) vidljivo je kako je ukupna antioksidativna aktivnost veca kod uzoraka uz poljoprivredne
povrsine tretirane raznim herbicidima, insekticidima te umjetnim gnojivima. Stoga se moze
zakljuciti da poljoprivreda kao izvor Stetnih tvari (pesticidi, umjetna gnojiva) te abioticki
stresori (suSa, salinitet tla) zbog kojih dolazi do stvaranja ROS-a utjecu na komponente koje
sluze za obranu biljke od utjecaja Stetnih tvari iz okolisa 1 slobodnih radikala. Sli¢ne rezultate
pokazalo je 1 istrazivanje provedeno na razliitim vrstama povréa tretirano raznim
insekticidima, herbicidima 1 gnojivima. Pokazano je da koli¢ina sekundarnih metabolita, kao
Sto su fenoli i karotenoidi, moZe varirati tijekom uzgoja s obzirom da stresni uvjeti mogu
utjecati na bilo koju komponentu tijekom njihovog metabolickog ciklusa te dovesti do njihovog

vecéeg ili manjeg nakupljanja [48].

Rezultati dobiveni biokemijskim analizama, odnosno razlike u uzorcima prikupljenim na
razli¢itim lokacijama, dodatno su potvrdeni primjenom jedne od najpoznatijih multivarijantnih
metoda, analizom glavnih komponenata. Kako bi se izbjegle pogreske i pojednostavio racun,
podatkovna je matrica konstruirana na nacin da su u obzir uzeti samo pomaci najvaznijih vrpci,
a ne cjelokupni spektri snimljeni u rasponu od 500 do 4000 cm™'. Dodatna rotacija faktora ili
smanjenje broja varijabli nisu doprinijeli boljem prikazu rezultata, stoga je analiza glavnih
komponenata primijenjena na pomake slijede¢ih maksimuma: 901 cm™, 1153 cm!, 1240 cm™,
1660 cm™! , 2928 ecm! i 3300 cm™!. Na slici 9. zamjetno je odredeno grupiranje uzoraka koji
nisu bili izloZeni oneciS¢enju u odnosu na one koji jesu (promet, pesticidi, herbicidi, benzinska
crpka i sl.), iako su prve dvije komponente sadrzavale manje od 70% informacije u podatcima.
Analiza glavnih komponenata pokazala se uspjeSnom u istrazivanju utjecaja antropogenih
faktora na biljke na temelju razlika u snimljenim FT-IR spektrima te ujedno potvrdila rezultat

dobiven biokemijskim analizama.
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6. Zakljucak

Poljoprivredna proizvodnja i ostali abioti¢ki ¢imbenici uzrokovali su povecanje koncentracije
proteina, smanjenje sadrzaja ukupnih topivih polifenola i askorbinske kiseline dok se
koncentracije karotenoida 1 klorofila nisu znacajno razlikovale. To ukazuje da su poljoprivredni
zagadivaci negativno utjecali na produkciju sekundarnih metabolita unato¢ dobrom fizioloskom
odgovoru. Poljoprivredna djelatnost dovela je do povecanja ukupne antioksidativne aktivnosti
kod uzoraka prikupljenih na zagadenim lokacijama. Metodom analize glavnih komponenata
potvrdene su razlike u rezultatima dobivenim biokemijskim analizama, te je potvrdeno kako je
maslac¢ak pogodna biljna vrsta za ispitivanje utjecaja poljoprivrednog zagadenja i abiotickog

stresa.
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8. Dodaci

8.1. Popis kratica

DNA

ROS

(@

BSA

DNPH

CuSOq4

FC

Na:COs3

FRAP

iIRAC

Trolox

SD

PCA

FTIR

PUFA

deoksiribonukleinska kiselina

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

onecis¢ena podrucja

nezagadena podrucja

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

bakrov sulfat

Folin-Ciocalteuov reagens

natrijev karbonat

engl. Ferric reducing antioxidant power assay

engl. Iron (IIl) reducing antioxiant capacity assay
6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroamn-2-karbonska kiselina
standardna devijacija

analiza glavnih komponenata (engl. Principal Components Analysis)
engl. Fourier-transform infrared spectroscopy

polinezasi¢ene masne kiseline
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