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1. UVOD

1.1. Radioaktivnost

Otkricem radioaktivnog zracenja 1896. francuski fizicar Antoine Henri Becquerel
postavio je temelje nuklearne fizike. Istrazivajuéi fosforescenciju u uranijevim solima
slu¢ajno je doSao do spoznaje da uranijeve soli samostalno proizvode zracenje koje je
prozvao radioaktivnoséu, medu prvima time zasluzivS§i Nobelovu nagradu za fiziku 1903.
Godine, zajedno s Marie i Pierrom Curie. Radioaktivnost je svojstvo spontane transformacije
nestabilnih atomskih jezgri, pri ¢emu se visak energije oslobada emitiranjem radioaktivnog
zracenja. Spontane promjene nestabilnih jezgri nazivaju se radioaktivni raspadi, a svi atomi
¢ije se jezgre raspadaju nazivamo radionuklidima. Svaki radionuklid ima karakteristicno
vrijeme poluraspada (Ti/2), odnosno vrijeme za koje se broj atoma smanji za polovinu
pocetne vrijednosti. Jedan raspad jezgre u sekundi definicija je Sl jedinice za aktivnost te je
prigodno imenovana bequerel (Bq).

Radioaktivnost je pojava koju vezemo uz stabilnost atomske jezgre. Jaka nuklearna
sila koja drzi protone (Z) i neutrone (N) na okupu u jezgri izrazito je snazna zbog odbojnih sila
koje vladaju izmedu pozitivho nabijenih protona. Te odbojne sile moraju biti prevladane
kako bi jezgra bila stabilna. Jaka nuklearna energija ili ukupna energija vezanja izrazena je
kao razlika izmedu ukupnog zbroja masa svih protona i neutrona kada bi bili slobodni i mase
koju imaju kada su vezani unutar jezgre jer je masa atomske jezgre manja od zbroja masa
njenih dijelova. Taj fenomen zovemo defekt mase (6m).

m(Z + N) = (Zm, + Zm,) — ém

m(Z + N) — masa jezgre
(Zm,, + Zmy) - zbroj masa slobodnih protona i neutrona

om — defekt mase

Prema Einsteinovoj teoriji o ekvivalentnosti mase i energije moZe se zakljuciti da
stabilnost jezgre raste sa ukupnom energijom vezanja (Ey), odnosno energijom koju je
potrebno uloZiti za razlaganje jezgre. Sto je energija vezanja veca, i stabilnost jezgre je veca.

E, = ém x c?
E, —ukupna energija vezanja

¢ = 3 X 108ms~! - brzina svjetlosti



Dijeljenjem ukupne energije vezanja s nukleonskim brojem (A) dobije se energija
vezanja po nukleonu (E,/A), odnosno srednja energija potrebna za odvajanje jednog
nukleona iz jezgre (Slika 1).
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Slika 1. Dijagram ovisnosti energije vezanja po nukleonu o nukleonskom broju (Izvor:
www.fizika.unios.hr> 05-Nuklearna fizika predavanje)

Energija vezanja po nukleonu najveca je za nuklide nukleonskog broja = 60 i tada je jezgra
najstabilnija. Kod masivnijih jezgri energija vezanja po nukleonu postaje premala da bi
zadrzala teske i jednako nabijene protone na okupu te jezgra postaje nestabilna.
Radioaktivnost je nuklearni proces, stoga tvari i energija otpusteni tijekom tog procesa
potjecu iz jezgre.

Prilikom radioaktivnog raspada moZe nastati nekoliko vrsta ionizirajuéeg zracenja,
odnosno alfa, beta i gama zracenje (Tablica 1). Teske jezgre oslobadaju alfa (a) cestice
jednake jezgri atoma helija (He?*) koje karakterizira relativno velika masa u usporedbi s
drugim Cesticama. Radioloski efekt a Cestica na Zive organizme izrazito je Stetan zbog velike
snage ionizacije, ali samo ukoliko se nade unutar organizma jer je inace kratkog dosega. Beta
(B) cestice ekvivalentne su elektronima, medutim razlika je u tome $to one potjecu iz jezgre,
a elektroni se nalaze u elektronskom omotacu. Emitiraju se kada postoji prevelik nesrazmjer
u omjeru protona i neutrona u jezgri. LaksSe su i prodornije od a cCestica, ali nemaju visoko
izrazenu bioloSku Stetnost. Ovisno o tome emitira li se prilikom raspada elektron ili pozitron,
razlikuje se B* i B~ raspad. Gama (y) zraenje nastaje kada jezgra koja je ve¢ doZivjela a ili B
raspad ostane u pobudenom stanju, te pri povratku u niZe energetsko stanje emitira
visokoenergetske y fotone bez mase i energije. y zracenje ima najvecu dubinu prodiranja te
pokazuje vanjsku i unutrasnju bioloSku destruktivnost zbog Cega je potreban olovni stit



debljine nekoliko centimetara da bi se zracenje smanjilo na prihvatljivu razinu (Slika 2). lako
su najopasnije, y zrake imaju Siroku primjenu u medicini i industriji.

Tablica 1. Primjeri o, B iy raspada

araspad | 235U — 23iTh + SHe

X & —
Braspad | 12C —» 2N + e + V antineutrino B o =
QAN AL lanAn
Y \ : ’r‘""\\) r’\‘\ Vm’\k{': | f
B*raspad | 11C - 1B + et + v neutrino o y/ X L
226 226 { y
yraspad | “ggRa — “ggRa + y Paper Aluminium  Lead

Slika 2. Prodor a, B iy Cestica (izvor:
https://apsorpcijagamazraka.wordpress.com/radioaktivnost/)

Energija ioniziraju¢eg zracenja predana materiji po jedinici mase naziva se apsorbiranom
dozom (S| jedinica gray, Gy). Kroni¢na izloZzenost viSim dozama radionuklida dovodi do
produkcije slobodnih radikala i oksidativnog stresa.

1.1.1. Prirodni radionuklidi

Prirodna radioaktivnost prisutna je svuda oko nas, od zraka kojeg udiSemo, hrane i
vode koju unosimo u organizam do tla na kojem stojimo. Za razliku od antropogenih izvora
zracenja poput radioaktivnih izotopa korisStenih u industriji, medicini i energetici, postoje
radionuklidi koji se prirodno nalaze na Zemlji od njenog postanka, a nazivamo ih prirodnim
radionuklidima. Prema nastanku dijele se na radionuklide koji su oduvijek prisutni na Zemlji
te imaju dugo vrijeme poluraspada (npr. 238U, 235U, 232Th, %°K), na njihove produkte raspada
(npr. 222Rn, 2%°Ra) i na kozmicke radionuklide nastale kao rezultat visokoenergetskog zracenja
iz svemira (npr. !*C, 3H, 7Be). Radioaktivni elementi detektiraju se uz pomoé
gamaspektrometra koji mjeri raspodjelu intenziteta y zracenja.

9‘§U Uranij u prirodi pronalazimo kao mjesavinu Cetiri izotopa, s najvisim udjelom 238U.
Veéina uranovih izotopa raspada se a raspadom (Skoko 2014a). Uranij je Siroko
rasprostranjen radioaktivan metal iz skupine aktinoida. U elementarnom stanju je mekan,
tezak metal bijele boje i srebrnastog sjaja, a usitnjen reagira s vodom. Prilikom zagrijavanja
dolazi do tvorbe uranijevog oksida U3Os. Takoder reagira s dusikom, halogenim elementima,
klorovodikom i sumporom. U Zemljinoj kori pronalazimo ga u rudama poput uranovog
smolinca, uranita, UO; i kleveita (Opca enciklopedija 1977). Iz tla, u kojeg moZe dospjeti iz
zraka i vode, uranij mogu apsorbirati biljke, a sadrZaj u njima ovisi o biljnoj vrsti i dubini
korijenja (Rozgaj 1982).

8‘§Ra Radij je vrlo rijedak element i najtezi zemnoalkalijski metal. Najrasprostranjeniji
izotop je ?°Ra. Nastaje kao proizvod raspada uranija te je prisutan u njegovim rudama. U
¢istom obliku je bijele boje i metalnog sjaja, a na zraku brzo potamni zbog stvaranja nitrida.


https://apsorpcijagamazraka.wordpress.com/radioaktivnost/

Elektropozitivan je te reagira s vodom. Radioaktivnim raspadom emitira a, B i y zracenje
stoga je izrazito toksican (Opca enciklopedija 1977). Pokazuje sposobnost biokoncentracije i
bioakumulacije u biljnim i Zivotinjskim organizmima nakupljajuéi se kroz hranidbeni lanac
(ATSDR 1990). Ovisno o vrsti biljke i tipu tla, moze se lako apsorbirati u biljni organizam
(Rayno 1983).

9‘3Th Torij je aktinoid izrazene mekoée i srebrnobijele boje. Od cetiri glavna izotopa,
najzastupljeniji je 232Th, a najte$ée se pojavljuje u obliku ruda monazita i torita.
Elektropozitivan je i relativno postojan na zraku (Opéa enciklopedija 1977). U vodi su topljivi
torijevi spojevi u obliku klorida, fluorida, nitrata i sulfata Sto ga ¢ini biodostupnim u vodenim
okolisima. Do biljaka moZze doci ukoliko je tlo kontaminirano Cesticama torija, najcesce u
blizini rudnika, tvornica ili nuklearnih elektrana (ATSDR 2015). Radioaktivnim raspadom
emitira a, B i y zracenje Sto ga Cini vrlo opasnim.

1{,‘K Kalij je alkalijski metal srebrnobijele boje i izrazene mekoce. Sedmi je najzastupljeniji
element u Zemljinoj kori kojeg pronalazimo u sastavu minerala poput feldspata koji ¢ine 60%
Zemljine kore. Kalij je prijeko potreban element svih biljnih i Zivotinjskih organizama zbog
svojih uloga u aktivaciji enzima i regulaciji permeabilnosti membrana (Opca enciklopedija
1977). Kalij ima vaZnu ulogu u fotosintezi, floemskom transportu asimilata, metabolizmu
dusika te otpornosti biljaka na stres (Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢ 2011). Od tri prirodna
izotopa, samo je “°K radioaktivan te mozZe biti apsorbiran u biljna i Zivotinjska tkiva. No, kako
su Zivi organizmi evoluirali uz njegovu prisutnost, uobifajene koncentracije “°K ne
predstavljaju radioloski rizik (Skoko 2014a). Intenzitet fiksacije K u nekom tlu ovisi o sadrzaju
i sastavu glina jer kalijevi ioni koji se nalaze na rubovima minerala glina lako mogu biti
zamjenjeni radioaktivnim kalijem koji tada postaje pristupacan za biljku (Johnston 2003).

1.1.2. Prirodni radioaktivni materijali (NORM)

Koncentracije radionuklida u prirodi generalno su niske. Medutim, svi spojevi i rude
koji sadrze prirodne radionuklide i koriste se u industriji podloZni su koncentriranju u
nusproduktima proizvodnih procesa poput lete¢eg pepela i Sljake tijekom sagorijevanja
ugliena bogatog radionuklidima. Ovisno o koncentraciji aktivnosti (A), neki od nusprodukata
mogu se smatrati radioaktivnim materijalima koji se prirodno pojavljuju (NORM — naturally
occurring radioactive material) (Norm4building 2017). NORM je prirodna tvar u kojoj je
koncentracija pojedinih radionuklida promijenjena ljudskim djelovanjem izvan nuklearnog
gorivnog ciklusa tako da su koncentracije aktivnosti radionuklida koje sadrzi takva
radioaktivna tvar iznad granice koju pravilnikom propisuje ravnatelj DrZzavnog zavoda za
radiolosku i nuklearnu sigurnost Republike Hrvatske. To su prirodni materijali koji sadrze
poviSenu koncentraciju radionuklida nastalu zbog koristenja tehnoloskih postupaka (NN
125/2014). Procesi naj¢esSée povezani sa stvaranjem NORM-a su rudarenje i prerada ruda,
geotermalne elektrane, proizvodnja i spaljivanje uglijena, nafte i plina, ekstrakcija i
purifikacija vode te proizvodnja umjetnih gnojiva poput fosfata (IAEA 2020). Primjerice, udio
nesagorivog ostatka prilikom sagorijevanja ugljena diktira koncentraciju radionuklida unutar
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njega te doseze do deset puta vecu vrijednost u odnosu na Cisti ugljen (Barisi¢ i sur. 2002).
Na taj nacin ljudskom aktivno$éu dolazi do promjene fizikalnih i kemijskih svojstava
materijala, a time i do akumuliranja NORM-a.

NORM je opisan u Strategiji zbrinjavanja radioaktivnog otpada, iskoriStenih izvora i
istroSenog nuklearnog goriva iz 2014. godine koja prepoznaje tri lokacije u Republici
Hrvatskoj gdje se nalaze radioaktivni materijali koji moraju biti pod regulatornim nadzorom.
To su lokacije Plomin, Kutina i Kastel Sucurac na podrucju bivSe tvornice Jugovinil.
Direktivom Vije¢a Europske unije o osnovnim sigurnosnim standardima za zastitu od
opasnosti koje potjecu od izloZzenosti ioniziraju¢em zracenju iz 2013. godine propisuje se
nacin postupanja s ve¢ postoje¢im NORM-om i onim koji ¢e tek nastati. S obzirom da NORM
ne spada u kategorije visoko i srednje radioaktivnog otpada (VRAO i SRAQ), zbrinjavanje
prirodnih radioaktivnih materijala provodi se na lokaciji na kojoj se ti materijali nalaze, a
programi sanacije moraju biti uskladeni sa rezultatima odgovaraju¢ih analiza rizika za
zdravlje i okolis. Prilikom izrade programa sanacije potrebno je razmotriti mogucénost
ponovne upotrebe onih prirodnih radioaktivnih materijala koji se mogu osloboditi
regulatornog nadzora (Prli¢ 2015). Dobar primjer ponovne upotrebe materijala je koristenje
pepela i Sljake nastalih izgaranjem ugljena u termoelektranama za proizvodnju gradevinskog
materijala (NN 125/2014).

1.2. Pregled dosadasnjih istrazivanja

Orescanin i sur. (2006) istrazivali su kemijska, radioloska i svojstva ispiranja Sljake i
pepela proizvedenih u tvornickoj termoelektrani Jugovinil. Zakljucili su da tamosnji pepeo i
Sljaka pokazuju znacajnu varijabilnost kemijskog sastava i aktivnosti odabranih radionuklida
(%9K, 232Th, 2?°Ra, 38U) u 33 promatrana uzorka zbog razli¢itog podrijetla ugliena koji se
koristio kao gorivo. Srednje koncentracije elemenata na lokaciji Jugovinil bile su 1,5 do 36
puta vide od referentnog tla, s najveéim odstupanjima za U, Ni, V i Sr. Aktivnosti 22°Ra i 238U u
Sljaci i pepelu bile su oko 50 puta vec¢e u odnosu na referentno tlo, a ukupni U je pokazao
velik potencijal ispiranja s morskom vodom i slabim organskim kiselinama.

IstraZzujuci radioaktivnost Kastelanskog zaljeva, Skoko (2014a, 2014b) navodi da su prosjecne
koncentracije aktivnosti 238U, 23°U i 22°Ra u pepelu i $ljaci na istrazivanom deponiju (taloZnici)
Jugovinila mnogostruko veée od prosje¢nih vrijednosti za kontrolno tlo na Ciovu (Tablice 2 i
3) dok koncentracije aktivnosti 232Th i 4°K nisu znacajno povisene.



Tablica 2. Koncentracije aktivnosti prirodnih radionuklida (Bqkg™) u uzorcima pepela i sljake
(izvor: Skoko 2014a)

Koncentracija aktivnosti (Bgkg I}
Broj uzorka W e i o Ra 2 Th WK
1 1153 131 1295 65 236
2 1398 94.3 1544 68.3 273
3 912 64,1 1067 40,6 233
4 SR7 44,5 692 40,8 217
5* 20 1.4 25 19 282
6 405 28.9 523 24 172
1046 47 1203 74 452
722 43.4 770 63.5 423
9 1187 a7 1238 62 309
10 1108 K4 1244 55 237
11 963 47 Q46 56.5 182
Statisticki pokazatelji
AM = SD 048 = 301 65 =31 1052 =316 55+ 15 274 £ 95
GM = GSD BO6 = 1 60 +2 1004 £ 1 521 260 =1
Raspon 587=1398 29131 523-1544 24-T4 172 - 452
Osjenéane su maksimalne 1zmjerene vrjednost.

Tablica 3. Koncentracije aktivnosti prirodnih radionuklida (Bgkg™) u kontrolnim uzorcima tla
(Ciovo) (izvor: Skoko 2014a)

Koncentracija aktivnost: { Bgkg I]l

18y 15y Mg By wy

1 23.6 1.8 332 26,2 332

2 40 29 37,5 30,3 269

3 92 6,1 120 733 526

4 46 29 56.6 45,1 469

5 51 25 36.1 39.3 561

6 69 4,6 64,2 68,6 503
Statisticki pokazatelp
AM=5D 54+ 24 EE 58+ 33 47 £20 444 £ 116
GM = GSD 49115 345004 5212 44 =] 429 =1
Raspon 23.6-92 1.8-6,1 33.2-120 26,2-733 269 - 561

Osjencane su maksimalne 1zmjerene vijednosh.

Takoder, Skoko u svom radu iz 2017. istraZuje prijenos 238U, 23°U i 22°Ra, 232Th i 4K iz pepela i
Sljake u biljke na lokaciji Jugovinil. Utvrdila je da, unto¢ tome Sto u pepelu i Sljaci postoji
povecana koncentracija aktivnosti 228U, 23°U i 2?°Ra, biljke s taloZnice sadriavaju samo
povecanu koncentraciju 22°Ra. Takoder, zakljuéuje da koncentracijski omjeri izmedu biljaka i
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medija na kojem rastu nisu intuitivni. Naime, usprkos tome $to je u pepelu i Sljaci (mediju na
kojem takoder rastu biljke) prisutna veca koncentracija aktivnosti radionuklida nego na
kontrolnom (uobicajenom) tlu, biljke ih akumuliraju manje u odnosu na koli¢inu koja im je
dostupna, osim za “°K koji pokazuje obrnut trend. Dakle, iako je biodostupnost radionuklida
znacajno veca u pepelu i Sljaci, bioakumulacija se ne povecava proporcionalno s tim
vrijednostima. |z tog razloga rezultati koji pokazuju povecane koncentracije aktivnosti
radionuklida u mediju ne moraju nuzno znaciti da biljke akumuliraju ekvivalentnu koli¢inu.
Koncentracije aktivnosti pojedinih radionuklida u biljkama na lokaciji Jugovinil pojavljuju se
prema sljedecem nizu: 4°K >226Rg >?38U >235U >232Th (Tablica 4) i znadajno su manje od
koncentracija aktivnosti koje se nalaze u mediju. Maksimalna koncentracija aktivnosti 22°Ra u
biljkama s kontrolnog podrucja (Tablica 5) znatno je niza u odnosu na biljke s taloZnice dok
su koncentracije aktivnosti 4°K, 228U i 222Th bliske s rezultatima na lokaciji Jugovinil. Aktivnost
235U u nekim biljkama bila je ispod granice detekcije.

Tablica 4. Koncentracije aktivnosti prirodnih radionuklida u samoniklim bilikama talozZnice.
Crvenim kvadratom oznacene su biljke koristene u fitotoksikoloskoj analizi (izvor: Skoko
2014q)

Koncentracija aktivnosti (Bgkg™)

Vrsta biljke o sl | 0Ra BTh K

| Bor 1.55 0.070 0.43 0.090 67.4 |
Brnistra 0.45 0,0133 0,37 = 0,06 102
Cempres 0.67 0.0367 0.84 0.20 1250
Ljepljivi oman 0,56 0,0614 3.0 0,48 92
5t Sit 0.66 0,158 54 0,43 120.9
Kupina 1.21 0,0132 53 < 0,06 87
Oleandar 0.46 0,13 37 0.47 199
Smokva 0.39 0,078 22 0.60 167
Tamaris 1.67 0,0212 0.2 0,25 118
Pitospor 1,78 1,27 48 I.2 262
Trava 1.1 0,10 2,6 0,22 93,8
Trska 0.71 0,1291 3.2 0.46 il.6
Trélja 0,77 0,067 12 0,26 124
Statisticki pokazateljn
GM =(G5D 08=17 0,1+32 22=40 03=24 109 +2
AM =5D 09=05 02=073 61128 04=03 122+ 59
RASPON 045-178 0,0133-1,27 0.2 - 48 <006-12 31.6-262,0
Osjencane su maksimalne 1zmjerene vryednost.




Tablica 5. Koncentracije aktivnosti prirodnih radionuklida u bilikama s kontrolnog podrucja.
Crvenim kvadratom oznacene su biljke koristene u fitotoksikoloskoj analizi (izvor: Skoko
2014a)

Koncentracija aktivnosti (Bqkg™)

Vrsta biljke By i 26Ra A TH e 4

IBor 0,126 0,035 0,24 0,196 62,1 |
Brnistra 0,264 <0,0948 0,13 0,103 70,4
Cempres 0,132 0,0288 0,20 0,140 87,2
Ljepljivi oman 0.489 <0,1374 0,41 0,164 47,5
Ostri it 0,710 0,0544 0,80 1,390 138
Kupina 0,412 <0,0304 0,33 0.147 83,9
Oleandar 0,920 <0,1514 1,51 0,850 84,2
Smokva 0,640 <0,0905 0,19 0,459 200
Tamaris 0,448 <0,1138 0,16 0,147 81,4
Pitospor 0,830 0,0516 3.8 2,6 257
Trava 2,150 0,2687 0,12 0.470 105
Trska 2,250 <0,0946 0,49 2,060 62

{ Trslja 0,279 <0,0244 0,23 0,281 103 |
Statisticki pokazatelji
GM = GSD 05+24 04+26 04+29 947+16
AM = SD 0,74 + 0,69 0,2687* 0,7+1,0 0,7+0,8 106 + 60
RASPON 0,126 - 2,25 0,12-3.8 0,103-2,6  47,5-257
Osjencane su maksimalne 1izmjerene vrijednosti.

1.3. Ucinak stresnih ¢cimbenika na biljke

Biljkama su za razmnoZavanje, rast i razvoj potrebni optimalni okolisni uvjeti. Stres
nastupa kada je vrijednost nekog potencijalno stresnog ¢imbenika izvan granica optimuma i
adaptacije (Slika 3). Granica izmedu optimalnog raspona i stresa ovisi o vrsti biljke i stresnom
¢imbeniku, a moze se pomicati ukoliko se biljka adaptira. Stres kod biljaka uzrokuju razliciti
bioticki (patogeni, kompeticijski organizmi, biljojedi, ljudi...) i abioticki (suvisak i manjak
svjetlosti, ekstremna temperatura, koli¢éina vode, mineralne tvari...) ¢imbenici, a ucinak
stresa moZe biti prisutan na razini Citavog organizma, stanica ili molekula. Moze se
manifestirati kao smanjenje produktivnosti, sporiji rast, neposredno ostecenje vitalnih
molekula u stanici ili posredno osteéenje uzrokovano nakupljanjem toksi¢nih molekula koje
sekundarno razaraju stanicne tvorbe. Biljka se, kao odgovor na stres, mozZe adaptirati ili
aklimatizirati. Adaptacija je genetski uvjetovana otpornost kao rezultat selekcije kroz
generacije, dok je aklimatizacija inducirana otpornost i nastaje odmah kao odgovor na uvjete
u okolisu. Neke biljke razvile su otpornost na odredene ¢imbenike stresa (toksi¢ni metali,
radionuklidi) i zbog toga imaju potencijal za uklanjenje takvih tvari iz kontaminiranog medija
procesom bioremedijacije (Pevalek-Kozlina 2003).
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Slika 3. Ovisnost organizama o intenzitetu ekoloskih ¢cimbenika
(izvor:http://ishranabilja.com.hr/literatura/ekosustavi/Ekosustavi%20u%20ekoloskom%20bil
inogojstvu_I.pdf)

Ljudske aktivnosti Cesto su izvor toksi¢nih elemenata i spojeva koji u organizmima
izazivaju stres. Iz tog razloga vrlo je vazna interdisciplinarna znanost ekotoksikologija koja
proucava izvore, ucinak, zadrzavanje te dinamiku kretanja i razgradnje Stetnih tvari,
polutanata, agrokemikalija, ksenobiotika i dr. (Diki¢ i sur. 2001). Ekotoksikoloski alati koji se
koriste u istrazivanjima mogu biti biomonitoring, pracenje bioloske razgradnje, izuCavanje
relevantnih biokemijskih i fizioloskih procesa te razvijanje biotestova. Trenutno je u svijetu
vise od 120 milijuna registriranih kemijskih tvari, a taj se broj svakodnevno povecava za 15
000. U Europskoj uniji u komercijalnoj upotrebi je otprilike 100 000 kemijskih tvari, pri cemu
su ekotoksikoloski podaci dostupni za samo 3% (Mihaljevi¢ i sur. 2016). Ovi podaci ukazuju
na kroni¢ni manjak istrazivanja na tom podrucju koja su neophodna za shvacanje sinergijskog
uCinka Stetnih tvari na okoliS. Vaznu ulogu u interpretiranju okolisnih podataka imaju
znanosti o okoliSu koje istrazuju sve njegove aspekte (tlo, zrak, voda, biocenoze, biotop) u
kontekstu tehnoloskog razvoja.

1.4. Indikatori toksi¢nosti

Toksi¢nost je svojstvo neke tvari da ima Stetan utjecaj na Ziva bi¢a i/ili okolis. Koliko je
neka tvar toksi¢na teSko je precizno definirati jer toksi¢nost ovisi o brojnim okoliSnim
¢imbenicima (nacinu, koli¢ini i ucestalosti izlaganja) te o samom organizmu i njegovim
individualnim fizioloskim karakteristikama. lzvodenje testova toksi¢nosti (biotestova)
ukljuéuje izlaganje testnog organizma ispitivanoj toksicnoj tvari i promatranje nastalog
uCinka, a krajnji cilj je kvalitativno i kvantitativno prikazivanje nastale promjene. lzuzev
bakterija i Zivotinja, danas se kao testni organizmi sve viSe koriste biljke jer su one primarni

proizvodaci i temelj gotovo svakog prehrambenog lanca (UroSevic¢ 2015).



1.4.1. Fotosintetski pigmenti

Fotoautotrofni organizmi u procesu fotosinteze pretvaraju energiju Sunéeva zracenja
u kemijsku energiju koja se pohranjuje u kemijskim vezama Sedera i ostalih organskih
molekula nastalih iz ugljikovog dioksida i vode, uz istodobno oslobadanje kisika. Proces
fotosinteze odvija se u kloroplastima biljaka na tilakoidnim membranama koje sadrze
fotosintetske pigmente i ostale komponente nuizne za pretvorbu energije. Fotosintetski
pigmenti su tvari koje mogu apsorbirati svjetlost zahvaljujuci strukturi koja ukljucuje
konjugirane dvostruke veze Sto rezultira premjestanjem elektrona. Dijele se na klorofile, od
kojih su najzastupljeniji a i b, i karotenoide. Samo klorofil @ moZe neposredno pretvarati
Suncevu energiju u kemijsku, a ostali pigmenti su prijenosnici energije do klorofila a u
reakcijskom srediStu fotosistema. Karotenoidi obuhvaéaju karotene (a- i B-karoten) i
ksantofile (lutein, zeaksantin, neoksantin...). Njihov zadatak ukljuCuje prijenos energije na
klorofil a ¢ime se prosiruje spektar apsorpcije svjetlosti i zastitu fotoosjetljivog aparata od
ostecenja koja mogu prouzroditi oksidativni stres (Pevalek-Kozlina 2003). Karotenoidi mogu
neposredno reagirati s produktima lipidne peroksidacije i prekinuti lan¢anu reakciju, a mogu
pojacati i djelovanje vitamina E koji pomaze pri razgradnji peroksidnih radikala (UroSevic,
2015). Klorofil a i b imaju apsorpcijske maksimume u crvenom (600-700 nm) i plavom (400-
500 nm) dijelu spektra. Karotenoidi apsorbiraju svjetlost valnih duljina izmedu 380 i 550 nm
(Slika 4).

Klorofil a

Klorofil b

— Karotenoidi

Apsorbirana svjetlost

Pl

T
200 00 = 700 |

Valna duljina (nm)

Slika 4. Apsorpcijski maksimumi fotosintetskih pigmenata (izvor: https.//mozks-
zzh.com/mozks/wp-content/uploads/2020/04/Intenzitet-fotosinteze-i-kemosinteza.pdf)

Duljina dana, temperatura (Herbinger i sur. 1999), salinitet (Khavari-Nejad i Mostofi
1998) i onecis¢enje Cesticama prasine (Mandre i Tuulmets 1995) dokazano utje¢u na sadrzaj
fotosintetskih pigmenata u listovima biljaka. Osim toga, na sadrzaj i omjer fotosintetskih
pigmenata mogu utjecati alohtone tvari u okoliSu poput ksenobiotika (npr. herbicidi,
radionuklidi) (Brain i Cedergreen 2009) i teskih metala (Mysliwa-Kurdziel i sur. 2004) koji
djeluju na odredene enzime u njihovom biosintetskom putu. Dakle, pigmenti mogu ukazati
na stanja i promjene u okolisu te prisutnosti takvih tvari (Cvrtila 2015).
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1.4.2. Lipidna peroksidacija i MDA

Oksidativni stres u stanici posljedica je nastajanja prevelike koli¢ine reaktivnih oblika
kisika (ROS — engl. reactive oxygen species). Prisutnost toksi¢nih tvari u stanici inducira
nastanak ROS koji mogu uzrokovati neselektivhu oksidaciju makromolekula, narusavajuci
pritom njihovu strukturu i funkciju (npr. enzimi) (Jezidzi¢ 2017). Lipidna peroksidacija je
sekundarna reakcija na prisutnost oksidativnog stresa u biljci, a izazivaju ga primarni
produkti stresa — radikali kisika i otrovni spojevi kisika (Jinmin i Huang 2002). Slobodni
radikali su molekule koje imaju nespareni elektron sto ih cini izuzetno reaktivnima. Prisutni
su u normalnim fizioloSkim procesima gdje imaju ulogu u medustani¢noj komunikaciji te
uvelike pomazu u obrani organizma. Ukoliko se nadu u suvisku, imaju tendenciju postizanja
vlastite ravnoteze naustrb drugih susjednih molekula, zbog ¢ega mogu nastati oksidativna
ostecenja u organizmu. Djelovanjem brojnih stresnih ¢imbenika povedéava se stvaranje ROS i
molekula koje su oSteéene radikalima, a takoder se potice ekspresija gena za antioksidacijske
mehanizme S$to podiZe razinu antioksidansa koji uklanjaju radikale. Radikali se stabiliziraju
delokalizacijom elektrona, stvaranjem intramolekularnih vodikovih veza ili daljnjom
reakcijom s drugim lipidnim radikalom (Arora i sur. 2002). Zbog velike koncentracije kisika
koji se oslobada procesom fotosinteze, kloroplasti su glavni izvor ROS u biljnim stanicama
(Pevalek-Kozlina 2003). Visestruko nezasicene masne kiseline Cesto su meta stvorenih
slobodnih radikala koji dovode do lipidne peroksidacije. Reakcije zapocinju napadom ROS sto
rezultira izdvajanjem atoma vodika iz metilenske skupine. Na taj nacin iz viSestruko
nezasi¢enih masnih kiselina nastaje slobodni lipidni radikal (Slika 5), iz kojeg reorganizacijom
molekule nastaju konjugirani dieni. Lipidni radikali u aerobnim uvjetima brzo reagiraju s
kisikom i stvaraju lipidne peroksidne radikale koji oduzimaju vodik drugim molekulama i na
taj nacin generiraju nove lipidne radikale. Pod utjecajem iona Zeljeza ili bakra lipidni
peroksidi stvaraju mnogobrojne razgradne produkte medu kojima je malondialdehid (MDA)
koji se u procjenama stupnja lipidne peroksidacije koristi kao pokazatelj oksidacijskog
oSteéenja lipidne komponente stanicne membrane (Radetski i sur. 2004, Bhattacharjee
2014). Jedna molekula MDA reagira s dvije molekule tiobarbituratne kiseline (TBA), ¢ime se
dobiva crvenkasti kromogen kojeg mjerimo spektrofotometrijski (Jezidzi¢ 2017).

NNNS e N A N ey \ =\
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Visestruko nezasicena .H @ Vel . e e Promjena strukture
vodika iz metilenske Slobodni lipidni radikal . Konjugirani dien
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Razgradni produkti h /\_/ h \/ = —_
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Slika 5. Lipidna peroksidacija (izvor: https://core.ac.uk/download/pdf/154365689.pdf)
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1.4.3. Sadrzaj proteina

Proteini u organizmima predstavljaju poveznicu izmedu genoma i eksprimiranih
svojstava. Geni su zapisi bioloskih informacija, a proteini su njihovi funkcionalni predstavnici.
Ekstrakcija proteina u istrazivanjima provodi se u svrhu ispitivanja razine proteina ili
aktivnosti enzima u sirovom ekstraktu te prociS¢avanja relativno velikih koli¢ina enzima ili
proteina. Strukture i funkcije proteina istrazuju se na razini proteoma, sekretoma i
interaktoma (Horvati¢ 2018). Proteom je ukupan broj proteina koje eksprimira stanica. On
ukazuje na funkciju, modifikaciju proteina i nacin na koji proteini interferiraju s drugim
molekulama. Za razliku od genoma, proteom nije stati¢an i varira s obzirom na vrstu stanice,
stupanj razvoja i utjecaj okolisa. Jedan od ucinaka stresa u biljkama moze biti promjena
metabolizma proteina stoga se ukupni sadrzaj proteina koristi kao vazan pokazatelj
fizioloSkog stanja biljaka (Horvati¢ 2018).

1.4.4. Aktivnost antioksidacijskih enzima

Cesta metabolitka promjena u stresnim uvjetima do koje dolazi prije vidljivih
simptoma je povecanje aktivnosti antioksidacijskih enzima. Povedéan sadrzaj takvih enzima
dokazano se javlja prilikom odgovora biljaka na odredene stresne ¢imbenike poput teskih
metala, ranjavanja i ekstremnih temperaturnih uvjeta (Gosset i sur. 1994, Edreva i sur.
1998). Antioksidansi su kemijske tvari koje reguliraju nastajanje slobodnih radikala jer ih
stabiliziraju doniranjem elektrona pri ¢emu sami ne postaju slobodni radikali. Obzirom da
ROS nastaju u razli¢itim stani¢nim organelima koji imaju razliCite stope difuzije i reaktivnosti,
biljna stanica treba kompleksni sustav obrane u svim stani¢nim dijelovima (Blokhina 2003).
Biljke, u okviru svog antioksidacijskog sustava, posjeduju razli¢ite enzimske i neenzimske
mehanizme za ukljanjanje ROS koji djeluju kada koncentracija slobodnih radikala ugroZava
odvijanje normalnih fizioloSkih procesa. U antioksidacijske enzime ubrajaju se superoksid
dismutaza (SOD), katalaza (CAT), askorbat peroksidaza (APX), glutation S-transferaza (GST),
glutation peroksidaza (GPX) i dr. (Arora i sur. 2002). Neenzimski antioksidansi ukljuc¢uju
askorbinsku kiselinu (vitamin C), tokoferol (vitamin E), glutation, karotenoide, flavonoide i dr.
(Gupta i sur. 2014). Enzimi su vrlo osjetljivi bioloski katalizatori koji ubrzavaju kemijske
reakcije na nacin da smanjuju energiju aktivacije, a iz reakcije izlaze nepromijenjeni. Njihova
aktivnost mozZe se inhibirati vezanjem molekula ili iona na aktivho mjesto ili promjenom
fizikalno-kemijskih uvjeta (promjena temperature ili pH) koje potom rezultiraju
denaturacijom enzima.

Superoksid dismutaza (SOD) je prva linija obrane od slobodnih radikala. Taj enzim
katalizira dismutaciju superoksidnog radikala na molekulu kisika i vodikovog peroksida (H.03)
koji se uz pomo¢ katalaza ili peroksidaza dalje razgraduje. Prisutan je u tri izoforme koje se
medusobno razlikuju po smjestaju u stanici i vrsti metalnog iona kojeg sadrze u svom
aktivnom centru (Pasko 2015). Poznato je da ima vaznu ulogu u obrani biljke od stresnih
Cimbenika.
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superoksid dismutaza

20; + 2H* H,0, + 0,

Katalaza (CAT) ili H,O;-oksidoreduktaza je enzim koji se sastoji od Cetiri podjedinice
(tetramer) sa atomom Zeljeza u svakom aktivhom centru. Zastupljen je u gotovo svim
organizmima, a glavna funkcija mu je prevodenje H,0; u vodu i kisik:

2H,0, =" 0, + 2H,0
Vodikov peroksid nastaje u peroksisomima kao posljedica fotorespiracije, oksidacije masnih
kiselina ili kao posljedica djelovanja drugih enzima. Katalaza je enzim velike kataliticke
aktivnosti i moZe reducirati otprilike Sest milijuna molekula H20; u jednoj minuti (Gill i Tuteja
2010). Ekspresija gena za katalazu osjetljiva je na razli¢ite okoliSne ¢imbenike poput
ekstremnih temperatura, povisenog saliniteta i teskih metala; stoga ti enzimi imaju vaznu
zastitnu ulogu u odgovoru na oksidacijski stres (Balen i sur. 2013, Cvjetko i sur. 2017).

Askorbat peroksidaza (APX) je enzim koji je prisutan u kloroplastima, mitohondrijima,
peroksisomima i citoplazmi, a glavna uloga mu je razgradnja H,0; korisStenjem askorbata kao
supstrata. Askorbinska kiselina (AsA) reakcijom prelazi u monodehidroaskorbinsku kiselinu
(MDHA) koja se nazad reducira u prvotni oblik. Aktivhost APX inducirana je stresnim
¢imbenicima i rezultira povecanjem tolerancije na te cimbenike zadrzavanjem zaliha
askorbinske kiseline (Mati¢ 2014). Ta reakcija vazna je u zastiti od oksidativnog ostecenja.
Ona u odnosu na katalazu ima vedi afinitet za H,0..

askorbat peroksidaza

AsA 2H,0 + MDHA

Glutation S-transferaze (GST) su skupine enzima koje kataliziraju reakciju sulfhidrilne
gupe (-SH) tripeptida glutationa (GSH) razli¢itih ksenobiotika (X). Glutation je jedan od
najvaznijih antioksidansa u stanicama, a upravo je njegova —SH skupina redoks-aktivna i
odgovorna za antioksidacijska svojstva glutationa koji se moZe reverzibilno oksidirati i
reducirati (UroSevi¢ 2015). Sulfhidrilna skupina reagira s elektrofilnim mjestima u
ksenobiotiku ¢ime stvara konjugate koji su manje toksi¢ni od inicijalne molekule. Osim
direktne detoksikacije, GST kataliziraju sekundarni metabolizam spojeva oksidiranih uz
pomoc¢ drugih enzima (Edwards i sur. 2000).

glutation— S—transferaza

GSH + X GS konjugat + H*
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog rada bila je procjena fitotoksi¢nosti u listovima trslje (Pistacia lentiscus L.) i
alepskog bora (Pinus halepensis Mill.) koji rastu na deponiju (taloznici) pepela i Sljake s
povisenim koncentracijama prirodnih radionuklida na podrucju bivse tvornice Jugovinil.

Kao indikatori toksi¢nosti mjereni su biokemijski pokazatelji toksi¢nosti - sadrzaj
malondialdehida, ukupnih proteina, fotosintetskih pigmenata te aktivnosti enzima
superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT), askorbat peroksidaze (APX) i glutation-S-
transferaze (GST).

Hipoteza istrazivanja je da ¢e radionuklidi prisutni u pepelu i Sljaci uzrokovati
mjerljive negativne biokemijske i fizioloSke promjene u uzorcima sakupljenim s podrucja
taloznice pepela i §ljake u odnosu na uzorke s kontrolne lokacije (otok Ciovo).
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3. PODRUCIJE ISTRAZIVANJA

3.1. Geografski polozaj i klima

KaStelanski zaljev nalazi se u srednjedalmatinskom priobalju, a po svojoj prostornoj
homogenosti moZe se gledati kao izdvojena mikroregija unutar Sireg podrucja srednje
Dalmacije. Sa sjevera ga omeduje glavno kopno, s juzne i jugoisto€ne strane nalazi se Splitski
poluotok, a na zapadu se prostire otok Ciovo. Obale Kastelanskog zaljeva gusto su naseljene i
na njima se nalazi svih sedam Kastela, gradovi Solin, Split, Trogir te ve¢a mjesta Slatine i
spaja sa otvorenim morem 3irok je otprilike 1 kilometar. Povrina mu iznosi oko 55 km? dok
prosje¢na dubina doseze 23 metra. Zaljev se dijeli na plitki lagunasti dio na zapadu kod
Trogira i na zatvoreniji dublji isto¢ni dio kod Splita gdje se ulijevaju velike koli¢ine otpadnih i
industrijskih voda. Uz to, slaba cirkulacija i izmjena vode na tom podrucju znatno utjecu na
zagadenost cijelog zaljeva. Prema Koppenovoj klasifikaciji podrucje KaStela spada u
sredozemni tip klime sa suhim i vru¢im ljetom (Csa).

3.2. Geoloska podlogai tlo

Kastelanski zaljev je potoplieno krsko polje formirano u fliSnim naslagama i
pje$éenjacima izmedu planina Mosor i Kozjak na sjeveru te poluotoka Marjana i otoka Ciova
na jugu. Geoloski, ovaj prostor predstavlja dio velikog kredno-tercijarnog sedimentnog
kompleksa Vanjskih dinarida i tipi¢nu jadransku strukturnu jedinicu izgradenu od sedimenata

mezozojske, tercijarne i kvartarne starosti (Milos i Males 1998).

Slika 6. Geoloska karta okolice Splita (izvor: http://webgis.hgi-cgs.hr/gk300/)

Na Slici 6. mozZe se uoditi podjela na karbonatne grebene rudistnih vapnenaca kredne
starosti okolnih uzvisina (zeleno) i fliSne padine eocenske starosti (smede). Pod pojmom fli§
misli se na dubokomorske naslage koje su nastale kretanjem pijeska i mulja s plitkog dijela
obale turbiditnim tokovima prema dubljem dijelu mora prilikom ¢ega dolazi do sekvenciranja
taloZnog materijala prema veli¢ini, odnosno dubini. Na flisnom kopnenom dijelu koji se blago
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izdize iz mora formirano je Kastelansko polje koje stanovnicima sluzi za poljoprivedne
djelatnosti dok se na mjestima vecih nagiba (na prijelazu iz fliSnih naslaga u rudistne
vapnence) primjecuje reverzni tip rasjeda s inkliniranim i naboranim padinama Kozjaka
(Miljak 2017). Reljef utjece na trosenje mati¢nih stijena, eroziju, klimu, preraspodjelu i
zadrzavanje vode $to za posljedicu ima razlike u koli¢ini i sastavu nastalog tla (Sostari¢ 2017).
Flis§ predstavlja barijeru u kretanju podzemne vode kroz karbonatne stijene i svojom
nepropusnos¢u omogucava pojavu izvora i povrsinskih tokova na kontaktu s karbonatnim
naslagama (Sparica i sur. 2010). Litologija fli¥a vrlo je raznolika. Najées¢i €lanovi flisnog
slijeda Cine Sejlovi, lapori, prahovnjaci i pjeSéenjaci dok su vapnenci i konglomerati rjedi
(Magdalenic¢ i sur. 1980). Sestanovi¢ (1998) za naslage fli§a u splitskom poru¢ju kaze da se
sastoje od brecokonglomerata, breca, pjescenjaka, detriticnog vapnenca i lapora s relativno
visokim udjelom kalcitne komponente. Stijensku masu fliSa, osim litoloSke heterogenosti,
karakterizira veéi stupanj troSnosti od rezistentnijih pjeS¢enjaka i karbonata. Stijene se mogu
trositi mehanicki, bez promjene kemijskog sastava (npr. tektonika), pod utjecajem prirodnih
agensa iz atmosfere, hidrosfere i biosfere ili kemijski, prilikom cega se mineralni sastav
stijena mijenja. FliS u Hrvatskoj tektonski se nalazi u vrlo aktivnom podrucju. Radi se o terenu
koji je pod utjecajem kolizijskih kretanja izmedu Jadranske mikroploce i masiva Dinarida Sto
je rezutiralo podvlacenjem fliSa pod karbonatni mezozojski kompleks sSto je vidljivo na
splitskom podrucju (ToSevski i sur. 2012), a o procesu podvlacenja svjedocCe brojni potresi
duz nase obale do 30 metara dubine ispod mora (Kuk i sur. 2000). Prilikom kemijskog
troSenja tvari u stijeni mogu biti transportirane na velike udaljenosti ili mogu reagirati
medusobno, a kao rezultat mogu nastati novi minerali kojih nema u stijeni koja je izlozena
kemijskom trosenju. Stupanj kemijskog troSenja ovisi o pH vode, koliCini organskih kiselina,
kisika, nitrata, klorida i prisutnosti bilo kojih drugih tvari koje mogu agresivno djelovati na
stijenu (ToSevski i sur. 2012). Maticni suptrat je ¢imbenik o kojem najviSe ovisi koli¢ina
prirodnih radionuklida u tlu koje nastaje fizikalnim i kemijskim troSenjem litosfernih stijena
(Sostari¢ 2017).

Zbog heterogenosti mati¢nog supstrata na podrucju zaljeva (fli§ i vapnenac)
identificirano je 17 kartiranih jedinica tla koje se medusobno preklapaju u prostoru od kojih
su najzastupljeniji rigosoli i hortisoli. Obje vrste tla antropogenog su porijekla i nastala su
mijeSanjem slojeva fliSa i vapnenaca s promijenjenim fizikalnim i kemijskim svojstvima, a
namijenjene su za biljnu proizvodnju (Milo§ i Male$ 1998). Sostari¢ (2017) istraZuje
radioloska svojstva tla u Republici Hrvatskoj i utvrduje povezanost izmedu matic¢nog
supstrata tla i koncentracija aktivnosti (A) prirodnih radionuklida. Na podrucjima gdje je
vapnenac mati¢ni supstrat utvrdio je poviSene vrijednosti A radionuklida iz radioaktivnih
nizova 228U i 232Th i niZe vrijednosti 4°K, dok najbolju povezanost s tim mati¢nim supstratom
pokazuje 2%°Ra (Slika 7). Kao razlog tome, navodi kemijsku sliénost s Ca i Mg koji se nalaze u
navedenom mati¢nom supstratu. 22°Ra se nalazi u drugoj skupini periodnog sustava kao i Ca,
zbog ¢ega se kemijski vrlo dobro vezZe u spojeve. Zbog toga u zamjenu za Ca ulazi u odredene
okolidne i bioloske procese u povrsinskim slojevima i na samoj povrsini tla. T1/222°Ra od 1600
godina dovoljno je dug za prolazak kroz nekoliko ciklusa procesa koji dovode 2??°Ra u
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povrsinske slojeve tla. Ulazak u bioloSke procese, prvenstveno biljke, ukazuje na potencijalnu
opasnost od 22°Ra (Sostari¢ 2017). Vrijednosti A “°K blago su povedane u matiénim
supstratima lapora i fliSa koji se takoder nalazi na podrucdju zaljeva.
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Slika 7. Koncentracije aktivnosti (A) u ovisnosti o mati¢nom supstratu tla. Vrijednosti A 4°K
nekoliko puta su vece od ostalih vrijednosti pa se zbog bolje preglednosti lijeva vertikalna
skala odnosi na 238U, 226Ra, 219Pp, 232Th i 298T|, g desna na “°K (izvor: Sostari¢ 2017)

Opcenito, vertikalna migracija radionuklida u tlu brza je u pjes¢ano-Sljuncanim tlima nego u
ilova¢ama, a migracijska stopa se smanjuje s viemenom i dubinom (Bunzl i sur. 1995). Velika
raznolikost pedosfere i njena izloZenost dugotrajnom utjecaju Covjeka rezultirale su brojnim
negativnim posljedicama, kako u tlu tako i na cjelokupnom stanistu zaljeva. Najvaznije medu
njima su pretvaranje poljoprivrednog tla u trajno neproizvodne svrhe, opterecenje tla
Stetnim tvarima, zapusStanje tla i Cesti pozari (Milos i Male$ 1998). Zbog dugotrajne
degradacije KaStelanskog zaljeva pokrenut je projekt “Eko-Kastelanski zaljev” ciji je cilj
regeneracija i zastita prirode tog kraja.

3.3. Hidrologija

Na razgrani¢enju nepropusnih flisnih zavala i propusnih karbonatnih uzvisina izvire
mnogo tekucica od kojih su najbitnije rijeke Jadro i Zrnovnica. Jadro je vazan izvor pitke vode
splitskog podrucja i iz tog razloga zahtijeva strog i kvalitetan monitoring. S obzirom da se
nalazi u krSkom podrucju koje je svojevrsni hidroloski fenomen i podloZna je onecdiséenju sa
svih strana, od krucijalne je vainosti rjeSavanje osnovnih ekoloskih problema poput
prekomjernog zagadenja tla i neadekvatne kanalizacijske mreZe. Promjene u propusnosti
geoloske podloge dovele su do stvaranja brojnih podzemnih tokova na tom podrucju. Sve
one Cine sliv Kastelanskog zaljeva Cija je povrSina dvostruko veéa od cijelog zaljeva (Milicié
2016). Nekontroliranim poljoprivrednim i industrijskim aktivnostima, poput koristenja
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umjetnih gnojiva i nepropisnog odlaganja prirodnog radioaktivnog otpada u ovom slucaju,
rezultiralo je time da je podzemnim vodama bilo zagadivano cijelo podrucje zaljeva.

OdlagaliSta pepela i Sljake nastala “mokrim” postupkom odnosno mijeSanjem s
vodom kao u slucaju Jugovinila predstavlja opasnost za podzemne vode zbog procjedivanja
radionuklida poput Sesterovalentnog urana koji je izrazito mobilan u podzemnim vodama
(Skoko 2014a). Jos jedan faktor zagadenosti zaljeva jest smanjenje prozirnosti mora koje se
javlja kao posljedica pritoka organskih i anorganskih tvari s kopna (Mili¢i¢ 2016).

3.4. Florai fauna

Primarna vegetacija ovog podrucdja pripada dvjema biljnim geografskim zonama:
eumediteranskoj zoni zimzelene vegetacije (sveza Quercion ilicis) s karakteristicnim vrstama
Quercus ilex (hrast crnika) i Arbutus unedo L. (obi¢na planika) te submediteranskoj zoni i
mediteransko-montanom pojasu listopadne vegetacije (sveza Ostryo-Carpinion orientalis) s
vrstama poput Carpinus orientalis Mill. (bijeli grab), Quercus pubescens L. (hrast medunac) i
Fraxinus ornus L. (crni jasen). Prema nacionalnoj klasifikaciji staniSta na prodrucju
Kastelanskog zaljeva nalazi se Suma alepskog bora s trsljom (E.8.2.8.) (as. Pistacio-Pinetum
helpensis De Marco, Veri et Caneca 1984) koja je istrazena upravo na juznim padinama
Kozjaka povrh Kastel-Suc¢urca i moZe upucivati na pocetnu fazu razvoja crnikovih Suma. Zbog
dugogodisnjeg antropogenog utjecaja prirodna staniSta na nekim podrucjima znatno su
izmijenjena. Pojavljuje se ruderalna i korovna vegetacija (I.1) koje se razvijaju u blizini naselja
na razmjerno toplim i suhim stanistima bogatim dusikom. Osim njih, pojavljuju se
mediteranske Sikare (D.3), odnosno dracici (D.3.1.) koji se sastoje od bodljikavih, trnovitih i
aromati¢nih biljaka kakve se mogu pronadi i na podrucju taloZnice Jugovinila (Tablica 6).
Dracici su vrlo rasprostranjen skup stanista razvijenih u sklopu submediteranske vegetacijske
zone kao jedan od degradacijskih stadija Suma medunca i bijelog graba. Specificnost
taloZnice je pojavnost trske (Phragmites australis) koja obi¢no raste u plitkim vodama
stajadicama i mocvarama $to moZe upucivati na nekadasnju prisutnost stajace vode na
podrucju taloZnice.

Raspodjela radionuklida unutar biljke moZe se odvijati putem dva transportna
sustava: transpiracijom (ksilem) i asimilacijom (floem) (Popija¢ 2018). Transpiracijom svi
elementi imaju protok od korijena do vrha biljke Sto znac¢i da se radionuklidi mogu
transportirati u okomitom smjeru (Strebl i sur. 1999, McGee i sur. 2000), za razliku od
floema gdje je transport elemenata mogué u svim smjerovima. Kada su evaporacija tla i
transpiracija biljaka veci od koli¢ine oborina, voda iz taloZnice kre¢e prema gore i lateralno,
zajedno s otopljenim kemijskim elementima koji se tamo nalaze. Radionuklidi koje biljke
akumuliraju pohranjuju se u njihovom tkivu i na taj nacin postaju dostupni Zivotinjama koje
ih konzumiraju (Skoko 2014a).
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Tablica 6. Popis biljnih vrsta pronadenih na odlagalistu pepela i Sljake (talozZnici) i kontrolnom
podrucju Ciova (izvor: Skoko 2014a)

Latinski naziv Hrvatski naziv Tip biljke

Piptatherum miliaceum (L.)Coss Prosuljasti S¢evar Travai bilje
Phragmites australis (Cav.)Trin. ex Steud. | Trska Trava i bilje
Juncus acutus L. Ostri sit Trava i bilje
Dittrichia viscosa (L.)Greuter Ljepljivi oman Trava i bilje
Nerium oleander L. Oleandar Grm

Rubus heteromorphus Ripart ex Genev. Dalmatinska kupina Grm
Pistacia lentiscus L. Trslja Grm
Pittosporum tobira (Thunb.) Aiton Pitospor Grm
Spartium junceum L. Brnistra Grm

Pinus halepensis Mill. x P. brutia Ten. Alepski bor Stablo
Ficus carica L. Smokva Stablo
Cupressus sempervirens L. Cempres Stablo
Tamarix dalmatica Baum Tamaris Stablo

Na kopnenom prostoru Kastelanskog zaljeva najce$c¢e obitavaju Zivotinje povezane s
ljludskom prisutno$¢u poput Stakora selca (Rattus norvegicus) i kuénog misa (Mus Musculus)
te galeba klaukavca (Larus cacchinans) i drugih uobicajenih vrsta ptica. Ptice su ekoloski i
fizioloski vrlo osjetljivi organizmi i zbog toga su vrlo dobri bioindikatori promjena na biljkama.
One mogu biti vrlo jasni indikatori krajobrazne degradacije jer su vrlo osjetljive na promjene
u stanistu, a njihov demografski pad se odrazava na procese oprasivanja, disperzije sjemena
biljnih vrsta te porast populacije odredenih insekata (Mason 1996). Prirodna stanista,
osobito gustisi i grmovita stanista pogodna su za faunu manjih sisavaca kao sto su bjelozube
rovke (Suncus etruscus, Crocidura leucodon), Sumski miS (Apodemus sylvaticus), puh (Glis
glis) i zec (Lepus europaeus). Sisavci su naintenzivnije koristena bioindikatorska skupina
Zivotinja jer se nalaze na vrhu hranidbenih lanaca, zbog ¢ega ih se najbolje moze usporediti s
ljudima (Sofili¢ 2014). Na Sirem podrucju Zive i neke vrste $iSmisa (Chiroptera). Od gmazova
Cesti su primorska gusterica (Podacris sicula), krSka gusterica (Podacris melisellensis) i veliki
zelembaé (Lacerta trilineata). Fauna beskraljesSnjaka sastoji se od brojnih vrsta kukaca,
paukova, malocetinasa, puZeva i obliéa (Bakula i sur. 2016). Zivi organizmi u stalnoj su
interakciji s tlom i na taj na¢in u manjoj mjeri mogu utjecati na radioaktivnost u tlu (Sostari¢
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2017), a posljedicno i u biljkama. Na prostoru taloznice, osim kukaca, gujavica, ptica i manjih
gustera, vece Zivotinjske vrste nisu uocene (Skoko 2014a).

3.5. Lokacije uzorkovanja

Jugovinil, kasnije Adriavinil, bila je tvornica poli(vinil-klorid)(PVC) proizvoda, vinilklorid
monomera (VCM) i umjetne koZe smjeStena uz samu obalu na granici Kastel Sucurca i Kastel
Gomilice, tada poljoprivrednih naselja. S radom je pocela 1949. godine i zaposljavala je oko
3500 radnika. U pocetku, Jugovinil je proizvodio samo PVC prah, a nakon globalnog
prihvaéanja plastike kre¢u proizvoditi PVC preradevine poput granulata, ploca, cijevi, folija i
slicno. Robu Siroke potrosnje poceli su proizvoditi naknadno kada je osnovana sestrinska
tvrtka Jugoplastika koja je proizvodila raznu konfekciju, uklju¢ujuéi djecje igracke (Bedalov
2017). Taj socijalisticki div, unato¢ tome Sto je starijim generacijama pruzao zaposlenje i
pristojan Zivot, mladim generacijama u nasljede je ostavio oneciS¢eno tlo i devastiranu
obalu. Na podrucju bivse tvornice nalaze se dva deponija pepela i Sljake koji su nastali kao
produkt sagorijevanja ugljena u tvornic¢koj termoelektrani, a dijelom su dopremljeni iz drugih
jugoslavenskih termoelektrana. Koristeni ugljen dopreman je iz rudnika Rasa u Istri, Drinovci
i Sirtovci kod Sibenika i Livanjskog polja u Bosni i Hercegovini (Ore¢anin i sur. 2006). Deponij
koji je saniran 1973. godine sadrZi oko 38000 m3 pepela i $ljake dok se na lokaciji velike
taloZnice nalazi oko 180000 m3. Osim navedenih deponija, ha tom podrudju registrirano je
nekoliko oneci$¢enih zona na kojima se nalazi oko 100000 m*® nanosa pepela i $ljake (NN
125/2014). U taloZnicu se putem cjevovoda iz tvornice dopremala mjesavina vode, pepela i
Sljake koja se tamo odlagala, a potom se voda postepeno procjedivala iz odloZzene mjeSavine
u more. Povr$ina taloZnice iznosi otprilike 23000 m? dubine 10 metara, a od mora je
odvojena umjetnim obalnim zidom (Slika 8).

60 1 ot & o sl + 0 (08

Slika 8. Narancastim kvadratom oznaceno je podrucje tvornice, a crvenim kvadratom
taloZnica pepela i Sljake s povisenim koncentracijama aktivnosti prirodnih radionuklida
(izvor: https.//www.google.com/maps/)
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Prostor taloznice nije adekvatno sagraden da bi sprijecio prijenos nakupljenog radioaktivhog
materijala u okoli$ (Skoko 2014a). Svjedocanstva bivsih radnika govore o tome kako je
osjetiti smrad, a nestale su i mnoge Zivotinje koje su normalno obitavale na tom podrucju
poput vjeverica, lastavica, jezinaca i periski. Tadasnja djeca kupala su se na mjestima
ispustanja otpadnih voda bogatih Zivom koju je tvornica koristila kao katodu u elektrolizi za
proizvodnju natrijevog hidroksida i klora i mazali se radioaktivhom sljakom kao s ljekovitim
blatom (Bedalov 2017). Kao posljedica, velik dio generacije mladih ljudi koji je odrastao uz
tvornicu obolio je od tumora jetre. Time je Jugovinil ostao dokumentiran kao jedna od
tvornica s najvec¢im brojem umrlih od malignih tumora u svijetu (Bedalov 2017). U predratno
vrijeme Jugovinil je poslovao s poveéanim gubitcima i zaduZivanjima Sto je rezultiralo
steCajem 1990. godine. Razvojem ekoloske svijesti i slobode govora dolazi do prvih
prozivanja tvornice kao “zagadivaca, trovaca i simbolom socijalizma” (Gasperci¢ 2010).
Danas, cijelo podrucje tvornice obraslo je samoniklom Sikarom s autohtonim mediteranskim
biljkama Sto znacajno pridonosi smanjenju eolske erozije.

Kako bi dobiveni rezultati fitotoksikoloSkog istraZivanja bili usporedeni s prirodnim
koncentracijama radionuklida u Ka$telanskom zaljevu, za kontrolu je izabran otok Ciovo koji
je svojom udaljeno$¢u dovoljno daleko od izvora onecis¢enja, ali je geoloski i vegetacijski
slican istrazivanom podrucju. Za lokaciju uzorkovanja odabran je sjeveroistocni dio otoka koji
zatvara Kastelanski zaljev i karakterizira ga vrlo rijetka naseljenost (Slika 9). Osim toga, na
tom podrucju pronadena je vegetacija najsli¢nija onoj na istrazivanom podrucju.

Kaste/ .. Kastel
Gomilica Sucurac

TaloZnica pepelai
sljake - Jugovinil

Kontrolno podrucje

Slika 9. Podrucja uzorkovanja na otoku Ciovu i pokraj bivée tvornice Jugovinil oznacena
crvenim kvadratom (izvor karte: https.//geoportal.dgu.hr/, digitalni ortofoto 2019.)
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Uzorkovanje listova/iglica trslje i alepskog bora provedeno je 21. veljace 2020.
godine. Uzorci su sakupljeni na 3 lokacije na nekadasnjoj taloznici pepela i Sljake Jugovinila (4
uzorka trslje i 3 uzorka alepskog bora). Kontrolni uzorci sakupljeni su na tri lokacije na
sjeveroisto¢noj strani otoka Ciova (3 uzorka trilje i 3 uzorka alepskog bora). Uzorci nisu
uzimani s vrlo niskih grana kako bi se smanjila moguénost kontaminacije s tla. Sakupljeni
biljni materijal umotan je u aluminijsku foliju i odmah stavljen u tekuéi dusik kako bi se
zaustavili svi biokemijski procesi. Lokacije uzorkovanja odredene su GPS koordinatama u
Tablici 7.

Tablica 7. GPS koordinate uzorkovanih lokacija

Lokacija Decimalni stupnjevi (DD)
43.544581 16.414891
Jugovinil 43.544608 16.415406
43.544632 16.416082
43.485767 16.370814
Ciovo 43.486283 16.369435
43.486040 16.370270

4. MATERUJALI I METODE

4.1. Biljni materijal

Od navedenih biljaka za fitotoksikoloSku analizu odabrani su trslja i alepski bor (Slika
10 i 11) zbog svoje rasirenosti na istrazivanom i kontrolnom podrucju i iz razloga Sto su to
vazdazelene biljke $to je olaksalo uzorkovanje koje se odvijalo u veljaci.

4.1.1.Trslja (Pistacia lentiscus L.)

Trslja (Pistacia lentiscus L.) je vazdazeleni grm (Slika 10) iz porodice vonjaca
(Anacardiaceae). Moze dosegnuti visinu do 5 metara stvarajuéi pritom dobro razgranat
korijenski sustav. Kora je kod mladih biljaka glatka i zelenkastosive boje, a kasnije potamni i
postaje ljuskava. Zarezivanjem kore dobiva se smola (mastika) koja se koristi u medicini.
Listovi su ovalnog oblika, sjajni i kozasti, dugi 5-10 cm, parno perasti i sastavljeni od 3 do 5
jajolikih liski tupog vrha. Na licu su tamnozeleni, a nali¢je im je svijetlozeleno (Slika 10).
Glavna lisna peteljka je spljostena i Zlijebasta i ima karakteristican miris. Destilacijom
vodenom parom iz listova moZe se proizvesti etericno ulje. Takoder, listovi su bogati
taninima. Trslja je dvodomna biljka Sto znacdi da razlikujemo musku i Zensku biljku. Cvjetovi
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su maleni i sakupljeni u klasaste cvatove koji rastu u pazuscima listova. Crvene su boje i cvatu
od oZujka do svibnja te su vrlo privlaéni za pcele. Plodovi su male okruglaste koStunice,
takoder crvene boje koje dozrijevaju u kasnu jesen kada postaju crne. Trslja je
rasprostranjena na podrucju Mediterana i ¢esto se moze pronadi na obalama Jadranskog
mora. Voli sunéana i suha mjesta stjenovitih podrudja, raste na plitkim tlima u sastavu makija
i mediteranskih Sikara. Otporna je na susu i posolicu stoga moze rasti u blizini mora.

Slika 10. Habitus trslje (Pistacia lentiscus L.) (lijevo) te list i plod trslje (desno)
(izvor:https://www.plantea.com.hr/; http://www.plantsoftheworldonline.org/)

4.1.2. Alepski bor (Pinus halepensis Mill.)

Alepski bor (Pinus halepensis Mill.) je vazdazeleno stablo (Slika 11) iz porodice
borovki (Pinaceae). Korijenov sustav izrazito je jak i velik i stablo moZe narasti do 20 metara
visine. Deblo i grane su zakrivljene, krosnja je nepravilna, okruglastog ili piramidalnog oblika,
a sa staro$c¢u postaje sve nepravilnija. Kora je u mladosti glatka i srebernastosiva, a kasnije
postaje crvenkastosmeda i ispucana. Drvo je takoder crvenkastosmede, tvrdo i izdriljivo
zbog Cega se koristilo u proizvodnji brodova. Listovi su igli¢asti, mekani i plavkastozelene
boje. Dugi su otprilike 6-15 cm i sakupljeni u parove (Slika 11). Cvjetovi su jednospolni i cvatu
u travnju i svibnju. Cederi su visedi, jajasti i dozrijevaju u jesen. Sjemenke su tamnosmede i
okriljene radi opraSivanja vjetrom. Rasprostranjen je na podrucju Mediterana. U Hrvatskoj se
autohtoni alepski bor moZe pronaéi na jugu Jadrana, no radi svog dekorativnog izgleda
umjetno je saden i na sjevernom dijelu, ¢esto u sklopu poSumljavanja nakon pozZara. Raste
na siromasnim i oskudnim tlima i ¢esto formira Ciste ili mjeSovite sastojine na priobalnom
podrucju. Otporan je na sudu i jake vjetrove te mu pogoduje toplina i svjetlost. Zivotni vijek
mu je otprilike 200 godina.
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Slika 11. Habitus alepskog bora(Pinus halepensis Mill.) (lijevo) te iglicasti listovi i plod
(izvor:https://www.plantea.com.hr/).

4.2. Metode
4.2.1. Priprema uzoraka

Po dolasku u laboratorij sakupljene uzorke listova trslje i iglice bora sam liofilizirala,
uprasSila u tarioniku uz pomo¢ tekuéeg dusSika i precizno izvagala. Potom je uslijedila
homogenizacija uzoraka na nacin da sam uprasene listove (odredene mase za ekstrakciju
pigmenata i topivih proteina) stavila u Eppendorf epruvete, dodala metalne kuglice te ih
nakratko uronila u tekudi dusik. Nakon toga epruvete sam stavila u uredaj za homogenizaciju
na frekvenciju od 30 Hz u trajanju od 2 minute. Usitnjeni materijal u oznacenim epruvetama
spremila sam u zamrzivac pri -20 °C do izrade ekstrakata.

4.2.2. Odredivanje sadrzaja pigmenata

Sadrzaj fotosintetskih pigmenata odreden je spektrofotometrijski (UV/VIS
spektrofotometar Specord, Analytik Jena) prema Lichtenthaleru (1987). Za odredivanje
sadrzaja fotosintetskih pigmenata izvagala sam po 15 mg uprasenih listova trslje i alepskog
bora i nakon homogenizacije u mlinu IST 400 (30 Hz, 1 min) dodala sam 1,5 mL 80%-tnog
hladnog acetona u svaku epruvetu i ponovno ih homogenizirala (30 Hz, 2 min). Uzorci su
zatim centrifugirani u rotoru 12154H visokookretajne centrifuge (Sigma 3K18) pri
temperaturi 4°C tijekom 10 min na 5000xg. Uzorke sam potom prebacila u plasticne kivete,
izmjerila im volumen i mjerila apsorbanciju svakog uzorka. Za slijepu probu koristila sam
80%-tni aceton. Apsorbanciju svakog uzorka mjerila sam pri valnim duljinama od 470, 646 i
663 nm. Iz dobivenih apsorbancija izracunala sam koncentracije klorofila a (Cs), klorofila b
(Cp) i ukupnih karotenoida (Ck) prema izrazima iz Wellburna (1994):
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12.21 X Agez — 2.81 X Agae
y = xV
I xX1000xm

c 20.13 X Aggs — 5.03 X Aggz .
= X
b [x 1000 X m

(1000 x Ay79 —3.27 X C, — 104 x C;)/198 -
- 1x 1000 xm

k

C. —sadrzaj klorofila a (mg/g suhe tvari)

Cv — sadrZaj klorofila b (mg/g suhe tvari)

Cx—sadrZaj ukupnih karotenoida (mg/g suhe tvari)

Auo, 664, 646 — apsorbancije uzoraka pri navedenim valnim duljinama
V —volumen uzorka

| - duljina optickog puta (1 cm)

m — masa uzorka

4.2.3.Ekstrakcija topivih proteina i aktivhost enzima

Za ekstrakciju ukupnih topivih proteina izvagala sam odredenu masu upraSenih
listova trslje (50 mg) i alepskog bora (30 mg) te sam nakon homogenizacije u mlinu IST 400
(30 Hz, 1 min) u epruvete dodala 1 ml kalij-fosfatnog pufera (50 mM K;HPO4/KH,PO,4 pH
vrijednosti 7,0 s dodatkom 0,5 mM EDTA) te homogenizirala jos jednu minutu na 30 Hz. U
svaki uzorak dodala sam jo$ po 1 ml kalij-fosfatnog pufera i netopivi polivinilpolipirolidon
(PVPP). Tako pripremljeni homogenat centrifugiran je u rotoru 12154H visokookretajne
centrifuge (Sigma 3K18) pri temperaturi 4°C u trajanju od 30 min na 30 000xg. Dobiveni
supernatant iskoristila sam za odredivanje sadrzaja topivih proteina metodom prema
Bradfordu (1976), za odredivanje aktivnosti enzima i za odredivanje sadrZaja
malondialdehida.

Bradfordova metoda temelji se na mjerenju apsorbancije smjese proteinskog ekstrakta i
reagensa Coomasie Brillian Blue G-250 na valnoj duljini 595 nm. U 50 ul uzorka dodala sam 1
ml Bradford reagensa sastavljenog od 15 ml EtOH, 30 ml 88%-tne H3POas i 30 ml maticne
otopine (100 ml 96%-tnog EtOH, 200 ml 88%-tne H3PO4i 350 mg Coomassie Brilliant Blue G-
250). Koncentraciju proteina u pojedinim uzorcima odredila sam ocitavanjem bazdarne
krivulje dobivene mjerenjem apsorbancije otopina serumskog albumina iz goveda poznatih
koncentracija (od 0,1 do 0,8 mg/ml). SadrZaj proteina izrazila sam kao mg proteina po gramu
suhe tvari (DW) biljnog tkiva (mg/gDW).

Aktivnost enzima superoksid dismutaze (SOD) odredila sam spektrofotometrijski prema
metodi Giannopolitis i Ries (1977). Reakcijska otopina sadrzavala je 50 mM kalij-fosfatni
pufer (pH 7,8), 13 mM metionin, 75 ul kloridne soli nitrotetrazolijevog plavila (NBT), 0,1 mM
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EDTA, 2 ul riboflavina i ekstrakcijski pufer. Na 890 ul reakcijske otopine dodala sam 100 pl
ekstrakcijskog pufera (kontrola), dok je proba sadrzavala isti volumen enzimske otopine koja
je dobivena mijesanjem pufera i odredenih volumena originalnih enzimskih ekstrakata (15,
30 i 60 ml). Neposredno prije mjerenja u reakcijsku smjesu dodala sam 10 ul riboflavina.
Uzorke sam promijeSala i stavila ispod izvora svjetlosti (15 W) u zamraéenom prostoru.
Reakcija se pokrece ukljuc¢ivanjem svjetlosti jer se superoksidni radikali stvaraju u prisutnosti
fotoreaktivnog riboflavina. Nakon 10 minuta izvor svjetlosti sam ugasila. NBT se reducira u
prisutnosti superoksidnih radikala u netopivi plavo obojeni formazan koji pokazuje
apsorpcijski maksimum pri valnoj duljini od 560 nm (Slika 12). Postotak inhibicije mjeri se
prema izrazu:

A¥o — AY
% Inhibicije = % x 100

560

AX— apsorbancija &iste otopine (referentni uzorak)
AY — apsorbancija mjerenog uzorka

Jedna jedinica aktivnosti SOD izraZava se kao ona koli¢ina enzima koji uzrokuje 50% inhibicije
redukcije NBT pri 560 nm u prisutnosti riboflavina na svjetlosti. Aktivhost SOD izrazena je kao
jedinica aktivnosti po miligramu proteina (U/mg proteina).

Slika 12. Plavo obojenje u kivetama zbog prisutnosti netopivog formazana

Reakcijska otopina za katalazu (CAT) sadrzavala je 50 mM kalij-fosfatni pufer (pH 7,0), 10 mM
H,0; i uzorak (30 pl biljnog supernatanta). Mjerila sam pad apsorbancije uzrokovan
razgradnjom H,0, svakih 10 sekundi tijekom 2 minute pri valnoj duljini od 240 nm (Aebi
1984). Aktivnost katalaze izrazena je kao koli¢ina potrosenog H,0, u umolu po minuti po
miligramu proteina. Izra¢unala sam je uz koriStenje odgovarajuceg ekstinkcijskog koeficijenta
(€240= 40 mM*cm™):
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CAT = AA Xt X Vyg I min-‘ma-1
- VUZ X €540 X mp ([uno min mgproteina)

AA —srednja vrijednost promjene apsorbancije

t — faktor kojim se mnoZi da bi se rezutlat izrazio u minuti (=6)
Vuk — ukupni volumen reakcijske otopine (1000 ul)

Vuz— volumen uzorka (30 ul)

€240 — ekstinkcijski koecifijent

my, —masa proteina (g)

Reakcijska otopina za odredivanje aktivnosti askorbat peroksidaze (APX) sadrzavala je 50
mM kalij-fosfatni pufer (pH 7,0), 0,2 mM askorbinsku kiselinu, 0,1 mM EDTA, 12 mM H,0;
(Nakano i Asada 1981) i biljni supernatant (120 pl). Neposredno prije mjerenja dodala sam
H20, (10 ul) u reakcijsku smjesu. Za slijepu probu koristila sam ekstrakcijski pufer. Pad
apsorbancije zbog oksidacije askorbinske kiseline mjerila sam svaku sekundu tijekom 60
sekundi pri valnoj duljini od 290 nm (UV podrucje). Aktivnhost APX izrazena je kao koli¢ina
potrosenog askorbata u pmol/min. (jedna jedinica, 1 U) po miligramu proteina, uz
odgovarajuéi ekstinkcijski koeficijent (£200=2,8 mM=*cm™), odnosno kao pad koncentracije
supstrata prema izrazu:
AA Xt X Vyg

APX = Vyz X €299 X M, (umol min_lmg;rlowi"a)

AA —srednja vrijednost promjene apsorbancije u 1s

t — faktor kojim se mnoZzi da bi se rezutlat izrazio u minuti (=60)
Vuk — ukupni volumen reakcijske otopine (1000 ul)

Vuz — volumen uzorka (120 ul)

€290 — ekstinkcijski koecifijent

mp, —masa proteina (g)

Za odredivanje aktivnosti glutation-S-transferaze (GST) koristila sam reakcijsku otopinu koja
je sadrzavala 100 mM kalij-fosfatni pufer (pH 6,5), 10 mM reducirani glutation, 1mM EDTA,
100 mM 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) i biljni supernatant (10 pl) (Habig i Jacoby 1981).
Pratila sam porast apsorbancije zbog redukcije supstrata CDNB putem SH-grupe od
glutationa svakih 15 sekundi dvije i pol minute pri valnoj duljini od 340 nm. Aktivnost GST
izrazena je kao koli¢ina nastalog produkta u umol/min. (jedna jedinica, 1 U) te je izraCunata
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prema gore navedenim izrazima, samo uz koriStenje odgovarajuéeg ekstinkcijskog
koeficijenta (€320=9.6 mM*cm™).

4.2.4.0dredivanje malondialdehida i drugih aldehida

Kako bih odredila sadrzaj malondialdehida (MDA) kao krajnjeg produkta lipidne
peroksidacije, pomijesala sam 200 pl biljnog supernatanta sa 600 ul reakcijske otopine
(0,25% tiobarbiturne kiseline (TBA) otopljene u 10%-tnoj trikloroctenoj kiselini (TCA) uz
dodatak 0,01%-tnog butiliranog hidroksitoluena). Kao slijepu probu koristila sam reakcijsku
smjesu. Uzorke i slijepu probu prelila sam u staklene semimikroepruvete (Slika 13) i zagrijala
ih u suSioniku na 95°C 30 minuta. Tijekom zagrijavanja reakcijske otopine niskog pH dolazi do
raspadanja lipidnih peroksida nastalih kao posljedica oksidacijskog stresa pri ¢emu nastaju
malondialdehidi. Jedna molekula MDA reagira s dvije molekule TBA zbog c¢ega nastaje
crvenkasti kromogen kojemu se mijeri apsorbancija. Nakon grijanja, semimikroepruvete
podvrgnula sam naglom hladenju u ledenoj kupelji te su centrifugirane 10 minuta na 10
000xg. Uzorke i slijepu probu potom sam prelila u kivete i ocitavala im apsorbancije na
valnim duljinama 532 i 600 nm (korekcija za nespecificnu zamucéenost) (Heath i Packer 1968)
te na 455 nm (Meir i sur. 1992).

Slika 13. Uzorci i slijepa proba u semimikroepruvetama prije zagrijavanja

Sadrzaj MDA izraZen je uz ekstinkcijski koeficijent €s53,=155 mM*cm™, a sadrZaj aldehida (1-
propanal, 1-butanal, 1-heksanal, 1-heptanal i 1-propanal-dimetil-acetal) uz ekstinkcijski
koeficijent €455=457 mM~cm™ (prosjek za 5 aldehida).

4.2.5. Statisticka obrada podataka

Za provedbu statisticke analize i njihovih grafickih prikaza koristila sam racunalni program
STATISTICA 13.3 (TIBCO Software Inc., SAD) i Excel program Microsoft Office paketa. Svaki
broj¢ani prikaz grafikonom aritmeticka je sredina 3 replike. Razlike izmedu eksperimentalnih
grupa testirala sam jednosmjernom analizom varijance — one way ANOVA i post hoc testom
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visSestrukih usporedbi nakon normalizacije pojedinog tretmana na odgovarajuce kontrole.
Kontrolama je dodijeljena vrijednost 1, a statisticki znacajne razlike uz razinu znacajnosti od
0,05 (p < 0,05) izmedu kontrole i biljaka sakupljenih na odlagalistu pepela i Sljake prikazane
su razli¢itim slovima. Originalni podaci prikazani su u Tablici 9 u prilogu. Uz to, izracunala sam
Pearsonov koeficijent korelacije za promatrane parametre.

5. REZULTATI

5.1. Sadrzaj fotosintetskih pigmenata

Vrijednosti sadrzaja klorofila a, klorofila b i karotenoida (mg/g DW) izrazene su kao
relativne jedinice u odnosu na odgovarajuée kontrole (vrijednost 1) za pojedinu biljnu vrstu
(Slika 14).

Vidljivo je da je sadrzaj svih pigmenata u listovima trslje i alepskog bora s lokacije
Jugovinil statisticki znacajno smanjen u odnosu na kontrolu, s tim da je znatno vece
smanjenje pigmenata zabiljeZzeno u alepskom boru u odnosu na trslju. Rezultati pokazuju da
je klorofil b izmjeren u listovima trslje i bora s lokacije Jugovinil pokazao najveée smanjenje u
usporedbi s drugim pigmentima sa iste lokacije.

1.4

OKlorofila @Klorofilb M Karotenoidi

Relativni sadrzaj pigmenata

BOR TRSULIA

Slika 14. Relativni sadrzaj klorofila a i b te ukupnih karotenoida u listovima alepskog bora i
trslje sakupljenih s taloZnice Jugovinil u odnosu na kontrolnu lokaciju (isprekidana linija).
Kontrolne vrijednosti su normalizirane na vrijednost 1. Iznad stupaca oznacena je standardna
devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p <
0,05).
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5.2. Relativni sadrzaj proteina

Ukupni sadrzaj topivih proteina (mg/gDW) izraZzen u relativnim jedinicama prikazan je
na Slici 15.

U listovima alepskog bora s lokacije Jugovinil zabiljezen je 13 puta vedi sadrzaj
proteina u odnosu na kontrolu i na sadrzaj proteina u listovima trslje s lokacije Jugovinil.
Relativni sadrzaj proteina u listovima trslje s lokacije Jugovinil nije se statistic¢ki znacajno
razlikovao od kontrole.

24
22 A
20 A
18 ~
16 A
14 ~
12 ~
10 A

Relativni sadrZaj proteina

o N M OO
1

Slika 15. Relativni sadrZaj ukupnih proteina u listovima alepskog bora i trslje sakupljenih s
taloZnice Jugovinil u odnosu na kontrolnu lokaciju (isprekidana linija). Kontrolne vrijednosti su
normalizirane na vrijednost 1. Iznad stupaca oznacena je standardna devijacija. Stupci
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p < 0,05).
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5.3. Sadrzaj malondialdehida i ostalih aldehida

Stopa lipidne peroksidacije odnosno razina oStecenja lipidne komponente stani¢nih
membrana procijenjena je putem sadrzaja malondialdehida (kao jednog od krajnjih
produkata lipidne peroksidacije) i sadrZaja ostalih aldehida (nmol/g DW).

Relativni sadrzaj MDA i ostalih aldehida prikazan je na Slici 16. U listovima alepskog
bora s lokacije Jugovinil zabiljezen je porast lipidne peroksidacije obzirom da su oba
parametra, sadrzaj MDA i ostalih aldehida, bili znatno poveéani u odnosu na kontrolnu
lokaciju. S druge strane, vrijednost MDA i ostalih aldehida u listovima trslje s lokacije
Jugovinil nije se bitno razlikovala od kontrolne vrijednosti.
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Slika 16. Relativni sarZaj malondialdehida i aldehida u listovima alepskog bora i trslje
sakupljenih s taloZnice Jugovinil u odnosu na kontrolnu lokaciju (isprekidana linija). Kontrolne
vrijednosti su normalizirane na vrijednost 1. Iznad stupaca oznacena je standardna devijacija.
Stupci oznaceni razlicitim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p < 0,05).
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5.4. Aktivnost enzima
5.4.1. Aktivnost superoksid dismutaze

Na Slici 17. prikazana je aktivnost SOD (U/mg proteina) u relativnim jedinicama.
Rezultati pokazuju da se aktivnost tog enzima u listovima trslje i bora s lokacije Jugovinil
statistic¢ki znacajno ne razlikuje u odnosu na kontrolnu lokaciju.
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Slika 17. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) u listovima alepskog bora i trslje sakupljenih s
taloZnice Jugovinil u odnosu na kontrolnu lokaciju (isprekidana linija). Kontrolne vrijednosti su
normalizirane na vrijednost 1. Iznad stupaca oznacena je standardna devijacija. Stupci
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p < 0,05).
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5.4.2. Aktivnost katalaze i askorbat peroksidaze

Aktivnost enzima koji kataliziraju razgradnju vodikovog peroksida, katalaze (CAT) i
askorbat peroksidaze (APX), prikazana je na Slici 18.

U listovima alepskog bora s lokacije Jugovinil uocena je statisticki znacajna inhibicija
CAT (otprilike 19 puta niza vrijednost u odnosu na kontrolnu lokaciju). Aktivnost CAT u
listovima trslje s lokacije Jugovini bila je slicna kontrolnim vrijednostima.

Sto se tie aktivnosti APX, moZe se uociti da se aktivnost tog enzima u listovima
alepskog bora i trslje s lokacije Jugovinil ne razlikuje statisticki zna€ajno u odnosu na

kontrolu.
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Slika 18. Aktivnost katalaze (CAT) i askorbat peroksidaze (APX) u listovima alepskog bora i
trslje sakupljenih s taloZnice Jugovinil u odnosu na kontrolnu lokaciju (isprekidana linija).
Kontrolne vrijednosti su normalizirane na vrijednost 1. Iznad stupaca oznacena je standardna
devijacija. Stupci oznaceni razlicitim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p <
0,05).
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5.4.3. Aktivnost glutation-S-transferaze

Aktivnost glutation-S-transferaze (GST) prikazana je na Slici 19.

Aktivnost GST u listovima alepskog bora s lokacije Jugovinil pokazuje statisti¢ki znacajno
smanjenje (gotovo 8 puta niza vrijednost) u odnosu na aktivnost tog enzima u listovima s
kontrolne lokacije i u odnosu na aktivnost tog enzima u listovima trslje s lokacije Jugovinil.

U listovima trslje s lokacije Jugovinil aktivnost bila je statisticki znacajno povecana u
odnosu na kontrolu.
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Slika 19. Aktivnost glutation-S-transferaze (GST) u listovima alpskog bora i trslje sakupljenih s
taloZnice Jugovinil u odnosu na kontrolnu lokaciju (isprekidana linija). Kontrolne vrijednosti su
normalizirane na vrijednost 1. Iznad stupaca oznacena je standardna devijacija. Stupci
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p < 0,05).
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5.5. Pearsonov koeficijent korelacije

Pearsonov koeficijent korelacije je izracunat za sve varijable mjerene u listovima trslje
i alepskog bora (Tablica 8). Proteini pokazuju vrlo jaku pozitivnu korelaciju s MDA i
aldehidima te jaku negativnu korelaciju sa fotosintetskim pigmentima te s aktivnosti CAT i
GST. lzrazito jaka pozitivna korelacija je uocena izmedu MDA i ostalih aldehida, a MDA
pokazuje vrlo negativnu korelaciju sa fotosintetskim pigmentima te s aktivnosti CAT i GST.
Klorofil a, klorofil b i karotenoidi pokazuju vrlo jaku pozitivnu medusobnu korelaciju.
Takoder, mozZe se uociti jaka negativna korelacija izmedu fotosintetskih pigmenata i APX, te
vrlo jaka pozitivna korelacija izmedu pigmenata i GST. Klorofil b pokazuje jaku pozitivhu
korelaciju sa SOD. Vrlo jako pozitivna korelacija uocava se i izmedu CAT i GST.

Tablica 8. Pearsonov koeficijent korelacije za varijable mjerene u listovima trslje i bora s lokacija
Jugovinil i Ciovo (kontrolna lokacija)

proteini MDA aldehidi klorofila klorofilb  karotenoidi CAT APX SOD
MDA 0,96
aldehidi 0,98 0,96
klorofil a -0,83 -0,93 -0,86
klorofil b -0,78 -0,88 -0,81 0,98
karotenoidi -0,83 -0,91 -0,82 0,97 0,93
CAT -0,89 -0,97 -0,93 0,94 0,89 0,91
APX 0,38 0,54 0,41 -0,75 -0,69 -0,81 -0,65
SOD 0,69 0,73 0,69 -0,53 -0,47 -0,51 -0,64 0,19
GST -0,89 -0,96 -0,93 0,89 0,82 0,87 0,99 -0,60 -0,66

Korelacije oznacene crvenom bojom su statisticki znacajne (p < 0,05).
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6. RASPRAVA

Odgovor biljaka na stres vrlo je slozen sustav koji objedinjuje genetske, molekularne i
fizioloSke mehanizme, a mnogi od njih joS su nepoznanica. Fitotoksikoloska analiza uzoraka
trslje i alepskog bora s podrucja taloznice bivse tvornice Jugovinil nadovezala se na vec
postojeéa istrazivanja radioloskog ucinka na istom podrucju Skoko iz 2014. godine.
Metabolicke promjene kod biljaka u stresnim uvjetima obi¢no se javljaju prije vidljivih
simptoma, stoga dobiveni rezultati mogu biti indikacija buduceg stanja u okolisu. No,
usporedba rezultata dobivenih u ovom radu s rezultatima drugih istraZivanja bila je otezana
obzirom da literaturnih podataka gotovo da i nema, odnosno utjecaj prirodnih radioaktivnih
materijala na biljke na ovom nivou se dosad nije istraZivao.

Poznato je da na sadrzaj fotosintetskih pigmenata mogu utjecati sezonske promjene
(godisnja doba), promjene u temperaturi, prejaki intenzitet svjetlosti, susa, stres uzrokovan
teskim metalima, ozonom i drugim zagadivalima. Niska temperatura uzrokuje inhibicuju
aktivnosti enzima ukljuéenih u fotosintezu i padu fluidnosti membrane S$to utjeCe na
normalno funkcioniranje proteina u fotosintetskim sustavima. Takoder, dolazi do povecéanog
stvaranja i nakupljanja ROS koji mogu uzrokovati oksidacijski stres i dovesti do smanjenja
fotosinteze oStecenjem brojnih komponenti fotosistema (Liu i sur. 2018). No, u ovom je radu
zabiljezeno znacajno snizenje sadrzaja mjerenih fotosintetskih pigmenata u listovima trslje i
alepskog bora s taloZnice u odnosu na odgovarajuce kontrolne biljke. Takvi rezultati upucuju
na negativan utjecaj prirodnih radionuklida prisutnih u biljkama. Naime, prijaSnjom
radioloSkom analizom Skoko (2014) je utvrdila statisticki znacajno povecanje vrijednosti
koncentracija aktivnosti 22°Ra u biljkama s taloZnice u odnosu na kontrolno podruéje. Tu
pojavu objasnjava time $to 22°Ra pokazuje veéu biolosku mobilnost u odnosu na druge
radionuklide, a njegovo oksidacijsko stanje (+2) ¢&ini ga sliénim Ca?*, koji je jedan od
esencijalnih makrontrijenata za biljku. Obzirom da je utvrdena vrlo jaka negativna korelacija
izmedu fotosintetskih pigmenata i MDA, moglo bi se zakljuéiti da 2%°Ra i drugi toksikanti
prisutni u taloZnici uzrokuju lipidnu peroksidaciju u fotosintetskim membranama u
kloroplastima alepskog bora sto je posljedi¢no dovelo do smanjenja sadrzaja fotosintetskih
pigmenata. Osim potencijalnog toksi¢nog udinka %2°Ra, do sniZenja sadrZaja mjerenih
pigmenata moglo je dodi zbog moguceg smanjenja sadrzaja kalcija u biljkama (obzirom na
isto oksidacijsko stanje Ra i Ca). Taj makroelement ima vaZznu ulogu u fotosintezi, sudjeluje u
regulaciji gibanja puci i u regulaciji nekoliko proteina koji sudjeluju u fotosintezi (Wang i sur.
2019). Kalcij takoder ima fundamentalnu ulogu u odrzavanju stabilnosti membrane
(povezujuéi fosfatne i karboksilne grupe fosfolipida s proteinima). Brojni okoliSni uvjeti
(ekstremne temperature, susa, solni stres, anoksija, oksidativni stres, stres izazvan teskim
metalima, biogeni stres) i razvojni signali mogu aktivirati kanale za Ca?* u stani¢nim
membranama koji dovode do porasta tog iona u citosolu gdje se primarno veze na Ca-
proteine (poput kalmodulina, Ca-ovisnih protein kinaza, aneksina i drugih). Time se mijenjaju
strukturna ili enzimska svojstva tih proteina S$to zauzvrat moZe dovesti do promjena u
prijenosu otopljenih tvari, u metabolizmu, u morfologiji stanice i u genskoj ekspresiji
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(Marschner 2012). Simptomi nedostatka kalcija u biljci vidljivi su i na habitusu biljke, a
ponajprije na mladom lis¢u gdje se pojavljuje kloroza ¢ime se dodatno mozZe smanijiti stopa
fotosinteze (Vukadinovi¢ i Vukadinovi¢ 2011).

Obzirom da je sadrzaj fotosintetskih pigmenata bio znatno nizi u listovima bora nego
radionuklidima prisutnim u pepelu i sljaki bivse kemijske tvornice Jugovinil. No, takvom su
rezultatu mogli pridonijeti i primjerice razli¢ita starost biljaka (kod mladih i fizioloSki
aktivnijih djelova biljaka obi¢no su povecéane vrijednosti aktivnosti radionuklida) ili razlika u
mikrolokaciji.

Relativni sadrzaj proteina u listovima trslje sakupljenih na testnoj lokaciji nije se bitno
razlikovao u odnosu na kontrolu, no sirovi podaci (Prilozi, Tablica 9) pokazuju da je sadrzaj
proteina neovisno o lokaciji razmjerno visok. S druge strane, u iglicama alepskog bora
utvrden je viSestruko viSi sadrzaj proteina u odnosu na iglice s kontrolne lokacije. Sirovi
podaci (Prilozi, Tablica 9) pokazuju da je sadrzaj proteina u iglicama s kontrolne lokacije vrlo
nizak. S obzirom da u iglicama alepskog bora s testne lokacije nisu utvrdene razmjerno vecée
koli¢ine istrazivanih enzima (sniZzene aktivnosti SOD, CAT i GST), razlog povecanoj
koncentraciji proteina vjerojatno su proteini druge vrste. Dokazano je da biljke u stresnim
uvjetima sintetiziraju stresne proteine (Pevalek-Kozlina 2003) koji mogu objasniti visi sadrzaj
proteina u uzorcima alepskog bora s taloznice. Proteini toplotnog Soka (HSP) ¢ine jednu od
najvaznijih klasa stresnih proteina koji djeluju u odgovoru na razli¢ite stresne cimbenike,
ukljuCujuéi ekstremne temperature, prejaku svjetlost i teSke metale (Mishra i sur. 2018).
Moguci razlog mogao bi biti i razli¢it postotak suhe tvari i koncentracija proteina u iglicama;
obi¢no su u svjezim iglicama vrijednosti spomenutih parametara vise u starijim
(proslogodisnjim) iglicama nego u mladim (ovogodiSnjim). U starijim iglicama dolazi do
prirodnog nakupljanja organske tvari Ciji pretezni dio Cine proteini (SliSkovi¢ 2001). To su
najvjerojatnije periferni proteini (topivi u vodi), fotosintetski proteini (citokromi, RUBISCO i
sl.) ili stresni proteini.

Lipidna peroksidacija je nespecificna sekundarna reakcija na razli¢ite vrste stresa koju
poticu ROS, a ukljucuje promjene u fizickim osobinama i funkcijama membrane te ukazuje na
oksidacijski stres. Glavni razgradni produkti takvih reakcija su brojni aldehidi, medu kojima se
malondialdehid (MDA) najéesée koristi kao pokazatelj oksidacijskog oStecenja lipida stani¢ne
membrane. Relativni sadrzaj aldehida i MDA u listovima trslje s testne lokacije nije se
znacajno razlikovao od kontrole Sto ukazuje na njenu fizioloSku otpornost na razli¢ite stresne
uvjete, uklju€ujuéi i prirodne radionuklide. S druge strane, u iglicama alepskog bora utvrdeno
je znacajno povecanje relativnog sadrzaja aldehida i MDA S$to dokazuje poveéanu stopu
lipidne peroksidacije. Kako je ve¢ spomenuto, vrlo jaka negativna korelacija izmedu
fotosintetskih pigmenata i MDA upudéuje na osteéenje lipidne komponente tilakoidnih
membrana. Takoder je utvrdeno da MDA vrlo jako negativno korelira s CAT i GST $to dovodi
do zaklju¢ka da je do inhibicije tih enzima u iglicama bora doslo zbog povecanog stvaranja
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ROS. Volkova i sur. (2017) su istraZivali u¢inak radijacije (**’Cs, °°Sr) na populaciju obi¢nog
bora (Pinus sylvestris L.) 23 odnosno 27 godina nakon Cernobilske katastrofe (uzorci su
sakupljeni u periodu 2009-2013). U tom su istraZivanju Volkova i sur. (2017) utvrdili su da je
kroni¢no izlaganje bora s pojedinih testnih lokacija relativno niskim dozama radijacije (50
mGyg™) dovelo do porasta MDA u listovima bora. Djelovanjem brojnih stresnih ¢imbenika
povecdava se stvaranje kisikovih radikala, a takoder se potice ekspresija gena za
antioksidacijske mehanizme S$to povecava razinu antioksidansa koji uklanjaju nastale
radikale. Stvaranje kisikovih radikala i molekula koje su oStecene radikalima povecava se
tijekom izlaganja biljaka stresnim ¢imbenicima jer se naruSava ravnoteza izmedu proizvodnje
i eliminacije (Fodor 2002). Dakle, reakcija biljike na stres je stohasticka i ovisi o
karakteristikama stresnih Cimbenika (trajanje, jacina, ucestalost izlaganja), biljnim
karakteristikama (vrsta tkiva i organa, razvojni stadij i genotip), ali i o sinergijskom djelovanju
svih stresora prisutnih u okoliSu (Zovko 2018). Osim radionuklida, u zaljevu su pronadene i
vece koncentracije Zive, olova, cinka i bakra koji takoder uzrokuju oStecenja vezana uz
oksidacijski stres (Bertanjoli 2016).

Odgovor na stres iniciran je kada biljka prepozna stres na stani¢noj razini. Nakon
prepoznavanja i prenoSenja signala slijedi indukcija gena koji odgovaraju na stres, a konacni
rezultat je sinteza specificnih proteina i metabolita. U slucaju da je odgovor biljke neovisan o
vrsti stresnog ¢imbenika koji ga je uzrokovao javlja se nespecificni odgovor na stres. On
ukljuCuje i promjene u aktivnosti antioksidacijskih enzima (SOD, CAT, GST, APX). Prijasnjim je
istrazivanjima dokazano da enzim SOD cini prvu liniju antioksidacijskih mehanizama u obrani
od stresnih ¢imbenika poput niskih temperatura (Liu i sur. 2018), solnog stresa (Hernandez i
sur. 1995) i teSkih metala (Tkalec i sur. 2004); u tim je istrazivanjima aktivnost SOD u
biljkama bila poveéana. U ovom istraZivanju utvrdeno je da nije doSlo do promjene aktivnosti
SOD u listovima trslje i bora s testne lokacije u usporedbi s kontrolnom lokacijom. Mogudi
razlog je da su se biljke u taloZnici kroz godine vec prilagodile na poveéanu koli¢inu
radionuklida te da je to razlog nepromijenjene aktivnosti SOD.

Enzimi koji razgraduju H20,, CAT i APX, razlikuju se u specifi¢nosti tj. afinitetu za H,0>
koji je kod CAT nizak (ali je reakcija brza), a kod APX visok, stoga taj enzim ima vazniju ulogu
u odrzavanju razine ROS u stanicama tijekom oksidacijskog stresa (Gill i Tuteja 2010).
Aktivnost APX u listovima trslje i alepskog bora s podrucja taloZnice bivse tvornice nije se
bitno razlikovala od kontrole. S druge strane, aktivnost CAT u listovima trslje s testne lokacije
takoder je bila nepromijenjena, a u iglicama bora znatno smanjena u odnosu na kontrolu.
Nepromijenjene aktivnosti CAT i APX u listovima trslje s testne lokacije ukazuju da nije bila
potrebna indukcija tih enzima za razgradnju vodikovog peroksida, Sto je u skladu s
nepromijenjenom aktivnosti SOD (¢ijom aktivnosti nastaje H,0:) i nepromijenjenim
sadrZzajem MDA u odnosu na kontrolu. S druge strane, lipidna peroksidacija je u iglicama
bora s testne lokacije bila znatno poveéana, a aktivnost CAT znatno smanjena. S obzirom da
je aktivnost SOD i APX u iglicama bora s taloZznice bila sliéna kontroli, moglo bi se zakljuciti
da APX sudjeluje u razgradnji H,0; za razliku od CAT ¢ija je aktivnost bila znatno inhibirana u
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odnosu na kontrolu. Zamije¢eno smanjenje aktivnosti CAT u listovima trslje s testne lokacije
moglo bi upudivati na neravnotezu izmedu povecanog sadrzaja H;0, nastalog
fotorespracijom i nemoguénosti razgradnje tog ROS u peroksisomima (Mittova i sur. 2003).
Moguci razlozi za smanjenu aktivnost CAT mogu ukljucivati inhibiciju sinteze tog enzima ili
promjenu u povezivanju podjedinica enzima u stresnim uvjetima, ili razgradnju tog enzima
putem proteaze u peroksisomu (Distefano i sur. 1999).Takoder, Qian i sur. (2013) prilikom
istrazivanja na biljci Arabidopsis thaliana utvrdili su da se poveéanje aktivnosti
antioksidacijskih enzima dogada kada je biljka pod blagim stresom protiv kojeg se moze
uspjesno boriti, dok konstantan ili jaki stres uzrokuje smanjenje enzimske aktivnosti. Snizenu
aktivnost CAT u iglicama bora mogli su izazvati prirodni radionuklidi prisutni u taloZnici, ali i
drugi stresni ¢imbenici npr. teski metali, iako je i potencijalno dulje izlaganje bora (starost
biljke) stresorima prisutnim u taloZnici moglo pridonijeti povecéanoj lipidnoj peroksidaciji i
inhibiciji pojedinih antioksidacijskih enzima. Naime, i aktivnost GST bila je znatno smanjena
u iglicama bora s testne lokacije u odnosu na kontrolnu lokaciju. U listovima trslje s testne
lokacije aktivnost tog enzima bila je statisticki zna¢ajno povecana u odnosu na kontrolu.

GST je superporodica enzima koji sudjeluju u fazi Il biotransforamcije tj. detoksikacije
ksenobiotika. Ti enzimi kataliziraju konjugaciju izmedu tiolne (-SH) grupe glutationa(GSH) i
elektrofilnog dijela (obi¢no hidrofobnih i toksi¢nih) ksenobiotika. Takvi konjugati se zatim
upucuju u vakuolu ili stani¢nu stijenku (pohrana) ili se izlucuju iz biljnog organizma putem
ATP-ovisnih crpki (eliminacija). Ekspresija GST inducirana je razlicitim stresnim ¢imbenicima,
ukljucujuéi bioticki stres (npr. razni patogeni) i abioticki stres (npr. niske temperature, susa,
teski metali, povecani salinitet, ranjavanje), ali do ekspresije tih enzima dolazi i tijekom
biljnog razvitka i u brojnim procesima. Primjerice, izuzev u detoksikaciji herbicida,
istrazivanja pokazuju uklju¢enost GST u biosintezu biljnih hormona, razgradnju tirozina i
razgradnju peroksida (Kumar i Trivedi 2018). U ovom je radu aktivnost GST dobar indikator
razlika u osjetljivosti testnih biljaka (trslje i bora) na prisutnost radionuklida i drugih mogucih
toksikanata iz taloZnice. Istrazivanjem na biljkama utvrdeno je sinergisticko djelovanje
ionizirajuc¢eg zracenja i teskih metala (Geras’kin 2005). Ekspresija GST bila je pove¢ana nakon
izlaganja y-zracenju, iako se tu radilo o kratkotrajnom izlaganju (Cho i sur. 2000). Kroni¢no
izlaganje uzoraka obi¢nog bora s nekoliko testnih lokacija relativno niskim dozama radijacije
(50 mGy-g™') uzrokovalo je porast koncentracije GSH kao i porast omjera reduciranog i
oksidiranog glutationa (GSH/GSSG) (Volkova i sur. 2017) u listovima te biljke. GSH je tripeptid
niske molekulske mase, topiv u vodi te kao antioksidans ima klju¢nu ulogu u sprije¢avanju
stanié¢ne disfunkcije u stresnim uvjetima. Zbog toga se koncentracija glutationa u biljnim
stanicama cesto koristi kao pokazatelj oksidativnog stresa u biljkama (Vukadinovi¢ i
Vukadinovi¢ 2011).

Usporedbom rezultata moze se zakljuciti da alepski bor u odnosu na trslju generalno snaznije
reagira na prisutne stresore u taloznici te bi se moglo zakljuciti da se radi o radiosenzitivnoj
biljici, barem u odnosu na trslju. Potonja biljka mogla bi se okarakterizirati kao
radiorezistentna u odnosu na bor, odnosno opcenito kao biljna vrsta koja se vjerojatno bolje
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prilagodila na povecéanu koli¢inu prirodnih radionuklida i drugih potencijalno toksi¢nih
spojeva prisutnih u taloznici. lako, kao $to je napomenuto, i drugi faktori kao $to su starost
biljke i ukupna duljina izlaganja biljke mogli su utjecati na rezultat.
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7. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata fitotoksikoloSke analize uzoraka alepskog bora i trslje prikupljenih na

taloznici bivSe tvornice Jugovinil u veljaci 2020. moze se zakljuciti da su stresori prisutni u

taloznici, prije svega vjerojatno prirodni radionuklidi, doveli do sljedeéeg:

1.

Povecani sadrzaj proteina u listovima bora,Sto upucuje na sintezu proteina ukljucenih
u odgovor te biljke na stres, primjerice HSP proteina

Smanjeni relativni sadrzaj fotosintetskih pigmenata u listovima trslje i posebice bora,
$to upucuje na negativan ucinak stresora iz taloZnice na fotosintezu

Nepromijenjena aktivnost SOD u listovima testnih biljaka, Sto upuéuje na robusnost
tog enzima kao prve linije obrambenih mehanizama i na mogucu prilagodbu na stres
Nepromijenjena aktivnost APX u listovima testnih biljaka, Sto ukazuje da je taj enzim
klju¢an u razgradnji peroksida i takoder moze upudivati na mogucu prilagodbu na
stres

Povecanje sadrzaja MDA i drugih aldehida te smanjena aktivnost CAT i GST u
uzorcima alepskog bora u odnosu na kontrolu upucuje na oste¢enje membranskih
lipida i inhibiciju dijela antioksidacijskih obrambenih mehanizama

Nepromijenjen sadrzaj MDA i drugih aldehida i CAT kao i povecana aktivnost GST u
listovima trslje ukazuje na ucinkovitije antioksidacijske mehanizme te biljke te u
konacnici na bolju prilagodbu te biljke na stres

Navedeni zakljucci ukazuju:

da je u usporedbi s tr$ljom, alepski bor biljna vrsta osjetljivija na prirodne
radionuklide, teSke metale i druge potencijalne stresore prisutne u taloZnici bivse
tvornice Jugovinil

na vaznost ekotoksikoloskih istraZivanja jer i prirodni radiokativni materijali iz
taloZnice mogu uzrokovati fitotoksi¢nost
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PRILOZI

Tablica 9. Vrijednosti mjerenih parametara u listovima bora i trslje (sirovi podaci) s kontrolne i
testne lokacije. U zagradi je naznacena SD.

BOR TRSUA
testna lokacija -

parametar kontrolna testna lokacija - kontrolna taloznica

lokacija - Ciovo | taloZnica Jugovinil | lokacija - Ciovo Jugovinil
proteini (mg/g DW) 0,22 (0,15) 2,92 (1,30) 6,86 (0.48) 7,76 (0,20)
klorofil a (mg/g DW) 1,00 (0,07) 0,62 (0,07) 1,08 (0,16) 0,87 (0,03)
klorofil b (mg/g DW) 0,35 (0,02) 0,16 (0,02) 0,35 (0,03) 0,25 (0,03)
karotenoidi (mg/g DW) 0,48 (0,02) 0,31 (0,02) 0,59 (0,05) 0,48 (0,07)
MDA (nmol/g DW) 70,6 (11,7) 106,7 (0,01) 252,3 (0,03) 259,6 (0,01)
aldehidi (hmol/g DW) 3,81 (0,65) 5,68 (0,68) 12,78 (0,25) 12,41 (1,14)
SOD (U/mg proteina) 845,6 (91,5) 939,3 (136,4) 27,9 (0,15) 26,4 (0,51)
CAT (U/mg proteina) 0,83 (0,11) 0,04 (0,01) 0,24 (0,022) 0,24 (0,015)
APX (U/mg proteina) 3,93 (0,15) 4,51 (0,38) 0,33 (0,03) 0,34 (0,03)
GST (U/mg proteina) 27,1(2,01) 3,48 (0,13) 0,88 (0,06) 1,02 (0,05)
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