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1. UVOD 

Oksidacijski stres definiran je kao neravnote�a izme�u oksidansa i antioksidansa s 

pomakom ravnote�e u korist oksidansa. Stres kod biljaka je uzrokovan salinitetom, suaom, 

promjenama temperature, izlo�enosti teakim metalima i drugim faktorima. U uvjetima 

oksidativnog stresa dolazi do pove�ane proizvodnje reaktivnih kisikovih oblika (eng. 

reactive oxygen species, ROS) koji uzrokuju oate�enja proteina, lipida i DNA [1]. Biljke su 

razvile airoki spektar mehanizama u obrani od oksidacijskih oate�enja. Neki od njih su 

superoksid-dismutaza (SOD), askorbat-peroksidaza (AXP), pirogalol-peroksidaza (PPX) i 

katalaza (CAT) te pripadaju enzimskim mehanizmima. Od neenzimskih antioksidansa va�no 

je spomenuti prolin, tokoferol, karotenoidae glutation, flavonoide i dr.[2].  

Kadmij (Cd) je teaki, prijelazni metal 12. skupine plavo-bijele boje koji se dobiva iz 

prirodnih izvora kao ato su rudnici. Elektronska konfiguracija mu je [Kr] 4d10 5s2. Zbog 

slinih svojstava povezuje s cinkom ([Ar] 3d10 4s2) s kojim se u prirodi esto pojavljuje u 

primjesama [3]. U tlo najea�e dospijeva putem atmosferske depozicije, poljoprivredne 

djelatnosti (ponajprije gnojidbe fosfornim gnojivima), ljudskim faktorom, te prirodnim 

procesima poput aumskih po�ara i starenja stijena. Smatra se jednim od najotrovnijih metala 

za �ive organizme. Zbog ve�e topljivosti u odnosu na ostale metale u skupini, akumulira se 

u jestivim dijelovima biljke te je esto prisutan u zelenoj salati, kupusu i apinatu. Prehranom 

ga je mogu�e unijeti konzumacijom iznutrica, gljiva, akoljaka i biljaka [4]. U biljkama 

uzrokuje osmotski stres, promjene u gra�i biljke, smanjuje provodljivost vode, te dovodi do 

staninih oate�enja. Zbog sposobnosti akumulacije i stabilizacije kadmijevih spojeva, biljke 

imaju mogu�nost smanjenja oneia�enja okoliaa [5].  

Kukuruz (Zea mays L.) je jednogodianja biljka iz porodice trava (Poaceae). }itarica 

je od velike va�nosti za prehranu i industriju. Dokazano je da kukuruz akumulira viae 

kadmija u staninim stjenkama u odnosu neke druge vrste. Gospodarski znaaj kukuruza le�i 

u injenici da je svaki dio biljke mogu�e iskoristiti [6]. 

Cilj ovog istra�ivanja bio je utvrditi utjecaj kadmija na biokemijske pokazatelje stresa 

u dvjema razliitim samooplodnim linijama  kukuruza (Zea mays,L.) (OS84-28A) i (OS942) 

te njihovom hibridu (OS404). 
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2.1. KUKURUZ 

 

2.1.1. Morfoloaka obilje�ja kukuruza (Zea mays L.) 

 

Kukuruz je jednogodianja biljka iz porodice trava (Poaceae) koja obuhva�a �itarice va�ne za 

prehranu i industriju. Vrsta Zea mays L. podrijetlom je iz Sjeverne Amerike odakle u Europu 

sti�e u 15. stolje�u [6]. Na podruje danaanje Hrvatske dolazi iz Italije u Dalmaciju 

pomorskim putevima [7]. Korijen je dobro razvijen  ato mu omogu�ava opstanak na loaem 

tlu u suanim uvjetima i dobre prinose. Ima razgranat korijen koji obuhva�a veliki volumen 

tla. Raste na dubini do 30 cm, a mo�e narasti i do 3 metra. Stabljika je dugaka od 1 do 4 

metra na podruju Hrvatske, a u drugim vegetacijama mo�e narasti i do 7 metara [6]. Na 

stabljici su naizmjenino raspore�eni listovi koji atite klipove od vanjskih utjecaja, 

nametnika i bolesti. Ima razdvojene muake i �enske cvjetove. Muaki cvijet je. metlica, a  

�enski klip Klip je dugaak od 8 do 40 cm. Plod kukuruza je paeno koje se razlikuje po boji, 

veliini i obliku ovisno o hibridu. Njegova du�ina je od 8 do 12 mm i ono je sjajno, glatko 

na dodir i spljoateno. Boja je najea�e �uta no mo�e biti i drukija [6]. 

 

  

Slika 1. Slikoviti prikaz kukuruza (Zea mays L.) [6]. 
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2.1.2 Gospodarski znaaj 

 

Uz paenicu i ri�u, kukuruz je najzastupljenija �itarica na svijetu. Gospodarski je znaajan 

jer se svaki dio biljke mo�e iskoristiti [7]. Stabljike s listovima se upotrebljavaju za prehranu 

�ivotinja u stoarstvu. Korijen popravlja strukturu tla i potie njegovu mikrobioloaku 

aktivnost. Znaajan je za farmaceutsku, tekstilnu i prehrambenu industriju. Od njega se 

proizvode alkohol, hrana, akrob, kozmetiki, farmaceutski proizvodi i tekstil. U 

prehrambenoj industriji se najviae upotrebljavaju hibridi kukuruza kokiar i ae�erac. Od njih 

se prave peciva, kokice, alkohol etanol, te ulje. Kukuruzno ulje se pripravlja iz klice koja 

sadr�i oko 30% ulja. Etanol se upotrebljava u svrhu dobivanja zamjene za fosilna goriva [6]. 

Iz kukuruza se proizvode automobilske gume i kompaktni diskovi. esto se koristi u 

istra�ivanjima u genetici i za selekciju jer ima najve�i potencijal rodnosti u odnosnu na ostale 

�itarice. U Hrvatskoj se i dalje primarno upotrebljava kao stona hrana te je preradba joa na 

niskoj razini [7]. 

 

2.1.3 Uvjeti uzgoja 

 

Po koliini uzgoja, kukuruz je tre�a biljna vrsta s obzirom na proizvodnju u svijetu. SAD, 

Kina i Brazil su vode�i svjetski proizvo�ai, a od europskih dr�ava prednjae Ukrajina, 

Francuska i Rumunjska [7]. U Hrvatskoj se uzgaja na podruju izme�u Drave, Save i 

Dunava, prete�no u Slavoniji i Baranji te Srijemu [6]. Poetak klijanja je trenutak kada 

korijen dosegne pola du�ine sjemena. Najni�a potrebna temperatura za klijanje kukuruza je 

8-12 ºC dok je optimalna 32-35 ºC, a maksimalna 40-45 ºC. Na niskim temperaturama 

kukuruz sporije raste, te je ve�a vjerojatnost da �e do�i do kontaminacije razliitim 

patogenim organizmima. Sjetva se odvija kada temperatura tla dosegne 12 ºC. Proces nicanja 

se definira kao pojava prvog lista 2 cm iznad tla. Pri pogodnoj temperaturi 15-20 ºC uz 

dovoljnu koliinu vlage nicanje se odvija nakon 8 do 10 dana. Uz temperature viae od 20 ºC 

kukuruz �e niknuti za 6 do 7 dana. U uvjetima niskih temperatura zraka pri 10-12 ºC od 

sjetve do nicanja mo�e pro�i i do 20 dana [7]. U suanim uvjetima je manja aktivna povraina 

korijena, te prodire viae u dubinu i airinu zemlje. Kod prevelike vla�nosti korijen je slabiji 

zbog pojave nedostatka kisika.  
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Prva tri lista nastaju 5-7 dana nakon nicanja. Ostali listovi se pojavljuju vrlo brzo te 

biljka prelazi na autotrofnu prehranu nakon ega se rast listova usporava i kre�e intenzivan 

rast stabljike. U periodu intenzivnog rasta stabljike porast kukuruza dnevno iznosi 10-15 cm. 

Cvatnja metlice traje 5-7 dana i ona predstavlja prekid rasta biljke. Praanike niti iznose 

praanice izvan podruja cvijeta ime zapoinje postupak praaenja koji traje 1-2 dana. 

Svilanje je proces stvaranja svile i nastanak klipa. Izdu�ivanje svile poinje oko tjedan dana 

prije svilanja te se prvo pojavljuje svila s baze klipa. Proces zavraavana nakon 4-5 dana. 

Svila je prekrivena dlaicama koje hvataju peludna zrnca i receptivna je narednih 10 dana. 

Zrno se razvija 20-25 dana nakon oplodnje [7]. 

 

 

2.2.  BIOKEMIJSKI PARAMETRI STRESA KOD BILJAKA 

 

 

2.2.1. Oksidacijski stres 

 

Oksidansi se definiraju kao tvari koje prenose kisik ili oksidiraju druge tvari [8]. 

Nastaju aerobno kao me�uprodukti oksidacije vode do molekularnog kisika [9]. 

Antioksidansi su tvari koje prisutne u malim koncentracijama mogu usporiti ili sprijeiti 

oksidaciju [10]. Do inhibicije  oksidacije dolazi ak i ako su koncentracije antioksidansa u 

stanici manje u odnosu na koncentraciju supstrata koji podlije�e oksidaciji. Oksidacijski 

stres se mo�e definirati kao neravnote�a izme�u oksidansa i antioksidansa s pomakom 

ravnote�e u korist stvaranja oksidansa [1]. Stres kod biljaka mo�e biti uzrokovan raznim 

vanjskim utjecajima poput promjena temperature, saliniteta, suae, izlo�enosti teakim 

metalima i slino. U uvjetima oksidativnog stresa dolazi do oate�enja va�nih makromolekula 

kao ato su proteini, lipidi i DNA. Tako�er u pove�anim koncentracijama nastaju reaktivni 

kisikovi oblici (ROS) koji mogu biti radikalni i neradikalni.  
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Primjeri radikalnih spojeva su superoksidni (O2"-), hidroksilni (OH") i peroksilni 

(RO2
-) radikal, a reaktivnih neradikalnih derivata: vodikov peroksid (H2O2) i singletni kisik 

(1O2) [12]. U biljkama djeluju kao signali u signalnim putevima te kao pokazatelji oate�enja 

stanica ukoliko nastaju u prevelikim koncentracijama. Kada su izlo�ene Cd2+, sadr�aj ROS-

a u biljkama �e se pove�ati, ime �e se poremetiti normalna metabolika ravnote�a. ROS se 

ve�u za proteine, lipide i DNA. Taj proces uzrokuje smanjenu aktivnost enzima, pove�anu 

propusnost membrane, odnosno mutacije. Nastanak ROS-a mo�e negativno utjecati na 

metabolizam i rast stanice [12]. Biljke imaju sna�ne i uinkovite antioksidativne obrambene 

sustave koji se aktiviraju kao odgovor na stres. Primjeri takvih obrambenih sustava su 

enzimatski i neenzimatski mehanizmi. Enzimski mehanizmi  su superoksid-dismutaza 

(SOD), askorbat-peroksidaza (AXP), pirogalol-peroksidaza (PPX) i katalaza (CAT) i drugi 

[2]. Osim ato kontroliraju stvaranje ROS-a tako�er atite i biljne stanice od oate�enja jer 

smanjuju razinu oksidacijskog stresa. Neenzimski mehanizmi koji atite biljke od 

oksidacijskih oate�enja su antioksidansi poput: prolina, tokoferola, klorofila, glutationa, 

aksorbinske kiseline, karotenoida i flavonoida [1].  

 

2.2.2. Superoksid-dismutaza (SOD) 

 

SOD je enzim koji ima va�nu ulogu u obrani organizma od oksidacijskog stresa u 

svim aerobnim organizmima tako i u biljkama. Pripada skupini metalo-enzima te katalizira 

pretvorbu superoksidnog radikala O2
"- u molekularni kisik O2 i vodikov peroksid H2O2 u 

reakciji disproporcioniranja koja glasi [2]:  

O2
- + 2 H+ ³ O2 + H2O2                                                                                (1) 

U biljkama se razlikuju tri vrste SOD-a prema centralnom metalnom atomu u enzimu. To su 

bakar-cink-SOD (Cu/Zn-SOD), �eljezo-SOD (Fe-SOD) te mangan-SOD (Mn-SOD) [14]. 

Fe-SOD se nalazi u kloroplastima, a Mn-SOD u mitohodrijima. Bakar-cink izoforma se 

pojavljuje u tri razliita oblika koja su lokalizirana u citosolu, kloroplastima, mitohondrijima 

i peroksisomima. Dimerna Cu/Zn-SOD koja se nalazi u eukariotima je osjetljiva na 

prisutstvo cijanida, dok se Mn-SOD i Fe-SOD najea�e pojavljuju u obliku tetramera i nisu 

senzibilne na cijanide [14].  
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Aktivno mjesto Fe-SOD sadr�i jedan Fe ion koji je koordiniran u trigonalnoj 

bipiramidi s tri histidina, asparaginskom kiselinom (Asp) i molekulom OH/H2O koja se 

nalazi unutar mre�e vodikovih veza koje tvori s bonim ograncima glutamina (Gln69) i 

tirozina (Tyr34) [15]. Fe-SOD i Mn-SOD imaju vrlo slinu strukturu i aktivno mjesto stoga 

se pretpostavlja da su rani oblici upotrebljavali Fe. Smatra se da je Mn zamjenio Fe s 

pojavom eukariota i pove�anjem razine kisika. Mn i Fe-SOD su dimeri iji se sastav 

aminokiselina podudara 43 %, odnosno tri histidina i jedan aspartat koji ve�e metalni ion u 

oba enzima [15]. Cu/Zn-SOD je homodimerni protein kod kojeg svaka podjedinica sadr�i 

bakrov i cinkov ion u aktivnom mjestu. Kod biljaka je prisutan i monomerni oblik enzima. 

Oksidirani oblik izoenzima Cu/Zn-SOD sadr�i dvovalentne bakrove ione u svom aktivnom 

mjestu na koje se ve�e molekula vode, jednovalentni bakrov ion se nalazi u reduciranom 

obliku. Svaki od izoenzima SOD se razlikuje po osjetljivosti na djelovanje KCN i H2O2. 

Vodikov peroksid inhibira Fe-SOD, ali je izoenzim otporan na djelovanje KCN. Mn-SOD 

je otporan na djelovanje obje tvari. Bakar-cink SOD ima sposobnosti aktivirati H2O2 i KCN 

[2]. Strukture SOD-a prikazane su na slici 2.  

 

 

 

Slika 2. Prikaz struktura izomera SOD [15]. 

 

Mn-SOD ili Fe-SOD Cu/Zn-SOD 
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Mehanizam djelovanja SOD najlakae je pojasniti na primjeru djelovanja Mn-SOD 

kod eukariota. Manganski centar nalazi se u pukotini dimera, odnosno u aktivnom mjestu 

enzima te je okru�en pozitivno nabijenim aminokiselinama His74, His26, His163 i Asp159. 

Aktivni dio enzima predstavlja hidroksilni (OH-) dio koji potjee od vodenog liganda vezan 

na His74. Aktivno mjesto je fromirano na nain da se supstrat specifino ve�e odnosno da 

se savraeno prostorno uklapa pri emu je onemogu�eno vezanje drugih molekula. OH- 

skupina omogu�ava prijenos elektrona s radikala na metal i obrnuto. Superoksidni anion �e 

nakon ulaska u aktivno mjesto enzima predati elektron hidroksilnoj skupini nakon ega se 

Mn(III) reducira u Mn(II). Hidroksilna skupina ve�e proton te dolazi do nastanka vodenog 

liganda i molekulskog kisika O2. Drugi superoksidni ion ulazi u aktivno mjesto i ve�e proton 

iz otopine te preuzima elektron i drugi proton od H2O liganda. Dolazi do oksidacije Mn(II) 

u Mn(III) i ponovno nastaje OH- [16]. Kod billjaka mo�e do�i do oksidativnog stresa uslijed 

izlo�enosti teakim metalima, suai, visokoj temperaturi i sl. Pove�anje aktivnosti SOD-a je 

pokazatelj pove�ane razine tolerancije na oksidativni stres [13]. Pri smanjenoj aktivnosti 

SOD-a, u uvjetima pove�anog oksidacijskog stresa, dolazi do karbonilacije proteina te do 

oate�enja membrana i DNA. [2]. 

 

2.2.3. Gvajakol-peroksidaza (GPOD) 

 

Gvajakol-peroksidaza pripada biljnim prekosidazama koje sudjeluju u regulaciji 

fizioloakih procesa i antioksidacijskom odgovoru u uvjetima oksidativnog stresa. 

Peroksidaze su glikoproteini, u aktivnom srediatu sadr�e atom �eljeza, a kataliziraju redoks 

reakcije izme�u vodikovog peroksida i drugih reducensa. Zbog slabe specifinosti 

peroksidaza prema supstratima te zbog prisutnosti velikog broja izoformi u biljkama, njihove 

tone funkcije joa i dalje nisu u potpunosti razjaanjene. Poznato je da biljne peroksidaze 

sudjeluju u peroksidacijskom ciklusu kojim se uklanja vodikov peroksid te dolazi do 

oksidiranja razliitih supstrata. Tako�er sudjeluju i u hidroksilnom ciklusu u kojem se 

osloba�aju ROS. Gvajakol-peroksidaze imaju afinitet prema aromatskim elektron donorima 

stoga se gvajakol esto upotrebljava kao supstrat za mjerenje aktivnosti peroksidaza. 

Gvajakol je sintetiki supstrat ijom oksidacijom u prisutnosti vodikovog peroksida i 

GPOD-a nastaje �uto-sme�i produkt tetragvajakol (slika 3). Gvajakol peroksidaze su 

prisutne u organizmu u velikom broju izoenzimskih formi.  [17]. 
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Slika 3. Reakcija pretvorbe gvajakola u tetragvajakol [17]. 

 

 

2.2.4. Lipidna peroksidacija 

 

Organski spojevi prisutni u �ivim organizmima ukljuuju�i i lipide, podlo�ni su 

oksidaciji. Prilikom pojave oksidacijskog stresa, slobodni radikali napadaju stanine 

membrane koje su gra�ene od viaestruko nezasi�enih masnih kiselina. Kao posljedica ove 

interakcije dolazi do procesa lipidne peroksidacije koja se odvija mehanizmom lananih 

reakcija radikala. Tri su faze lipidne peroksidacije, inicijacija, propagacija i terminacija [1]. 

Reakcija kisika i lipida prikazana je izrazom: 

LH + O2 ® LOOH + L" 

  

GPOD 
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Proces zapoinju okidai poput svjetlosti, temperature, ioniziraju�eg zraenja, iona 

prijelaznih metala i razliitih kemijskih inicijatora. Faza inicijacije zapoinje izdvajanjem 

vodika pri emu nastaje bis-alilni radikal, L". Dvostruka veza na ³3C atomu prema CH3 

skupini slabi  C-H vezu te olakaava izlazak H atoma. Dolazi do homolitikog cijepanja C-H 

veze unutar nezasi�enih masnih kiselina. Alil-radikal koji nastaje je stabiliziran 

rezonancijom i daje konjugirani dien L" [11]. Prilikom razgradnje lipidnih hiperoksida 

(LOOH) dolazi do nakupljanja aldehida i ugljikovodika tj. produkata peroksidacije [1]. U 

fazi propagacije dolazi do adicije kisika na konjugirani dien L", dolazi do nastanka 

peroksilnog radikala LOO". Ponovno se izdvaja vodikov atom iz druge molekule nezasi�ene 

masne kiseline i nastaje prvi stabilni produkt, lipidni hidroperoksid (LOOH) i novi alkilni 

radikal (L") te se lanane reakcije nastavljaju. Posljednja faza, terminacija je faza lananih 

reakcija i ona zavraava stvaranjem neradikalskih produkata koji su nastali rekombinacijom 

radikala ili nekih drugih molekula poput proteina i antioksidansa [11]. 

Oate�enja nastala procesom lipidne peroksidacije se mogu odrediti mjerenjem koliine 

krajnjih produkata te reakcije. Najea�e se mjere koncentracije nastalih produkata kao ato su 

malondialdehid (MDA), izoprostan i 4-hidroksinonenal (HNE). Malondialdehid se mo�e 

detektirati reakcijom pomo�u tiobarbituratne kiseline (TBA) pri kojoj nastaju obojeni 

produkti nazvani tiobarbiturne reaktivne supstance (TBARS) [18]. MDA se odre�uje 

spektrometrijski pri valnoj duljini od 532 nm i 600 nm [17]. Lipidna peroksidacija i nastanak 

MDA imaju utjecaj na svojstva membrana kao ato su djelovanje na transport iona i 

fosfolipida izme�u lipidnog dvosloja, pove�anje propusnosti za tvari kojima je prije stanja 

oksidacijskog stresa bio onemogu�en prolaz kroz membranu te smanjuju fluidnost 

membrane [1].  

 

2.2.5. Karotenoidi 

 

Karotenoidi su pigmenti s antioksidativnom aktivnoa�u koji se nalaze u biljkama i 

mikroorganizmima kao ato su gljive, alge, bakterije [19]. Nepolarni su i topljivi u lipidima 

te imaju sposobost ukloniti ROS, posebice peroksidne radikale [20]. U strukturi sadr�avaju 

i do 40 ugljikovih atoma, no tako�er postoje i oni s 45 i 50 ugljikovih atoma [19]. Dugaki 
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nezasi�eni alkilni lanci  karotenoida pospjeauju lipofilnost ime se olakaava zaatita staninih 

membrana i lipoproteina [20]. Najpoznatiji predstavnik karotenoida je beta-karoten.  

Pigmenti se kod viaih biljaka nalaze u plodu, cvijetu i korijenu, a karotenoidi najea�e 

dolaze u obliku crvene, naranaste i �ute boje. Pove�anje temperature potie izomerizaciju 

dvostruke veze u lancu stoga mo�e do�i do smanjenja intenziteta boje. U nekih biljaka zelene 

boje karotenoidi postaju vidljivi  tek u vrijeme jeseni kada dolazi do degradacije klorofila 

[9].  

Krotenoidi apsorbiraju svjetlost u podruju od 400 do 500 nm gdje klorofili slabo 

apsorbiraju, te prenose energiju na na druge pigmente sve do molekule klorofila. U biljnom 

organizmu osim antioksidativnog djelovanja, imaju ulogu u jaanju imunoloakog sustava, 

regulaciji me�ustanine komunikacije, izazivanju stanine apopotoze, regulaciji ekspresije 

gena te modulacije detoksifikacijskih enzima [19].  

 

 

2.2.6. Klorofili  

 

Klorofili pripadaju skupini fotosintetskih pigmenata jer imaju mogu�nost apsorpcije 

Suneve svjetlosti. Klorofil a naziva se joa i primarni fotosintetski pigment jer prevodi 

svjetlosnu energiju u kemijsku. Svi ostali fotosintetski pigmenti se mogu svrstati u 

sekundarne jer imaju pomo�nu i/ili zaatitnu ulogu [21]. Unutar svakog kloroplasta u biljci 

nalazi se oko 600 milijuna molekula klorofila. Duljina dana, salinitet tla, suaa, temperatura i 

oneia�enja esticama praaine imaju utjecaj na omjer i sadr�aj fotosintetskih pigmenata u 

listovima biljaka. Na udio klorofila u biljkama tako�er utjeu i tvari poput teakih metala i 

ksenobiotika  primjerice herbicidi. Imaju utjecaj na pigmente djeluju�i na enzime prisutne u 

njihovom biosintetskom putu. [21]. Klorofili a i b daju biljkama zelenu boju kao posljedica 

apsorpcije svjetlosti u plavom i crvenom dijelu elektromagnetskog spektra. Klorofil b ima 

zeleno-plavu boju jer je njegov spektar apsorbancije pomaknut u crveno u odnosu na klorofil 

a koji je �uto-zelene boje [22]. S obzirom na strukturu, klorofili se mogu podijeliti na a,b, c 

i d klorofile te na bakterioklorofile. Klorofili sredianjem atomu magnezija koji je 

koordinacijski povezan na dodatni peti izocikliki prsten. Kolorofili sadr�e porfirinski 

prsten, gra�en od etiri pirolna prstena. U srediatu porfirinske jezgre se nalazi atom 
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magnezija (Mg2+) vezan sa etiri koordinacijske veze na atome duaika koji se nalaze unutar 

strukture pirolnih prstena [21]. Esterskom vezom na etvrtom prstenu je povezan fitol, spoj 

koji nastaje spajanjem etiri izoprenske jedinice i predstavlja hidrofobni dio molekule zbog 

ega je klorofil dobro topljiv u lipidima.  

Upravo topljivost u lipidima omogu�ava klorofilu smjeatanje u hidrofobno okru�enje 

tilakoidne membrane [21]. Razlike izme�u struktura klorofila a i b primje�uju se na tre�em 

pirolnom prstenu na kojem klorofil a sadr�ava metilnu (-CH3) skupinu dok klorofil b umjesto 

zeleno oznaene metilne skupine sadr�i aldehidnu skupinu (-CHO) (Slika 4.) [23].  

 

  

 

Slika 4. Struktura klorofila a [24]. 
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2.3. KADMIJ 

 

2.3.1. Op�a svojstva kadmija 

 

Kadmij (Cd) je teaki, prijelazni metal 12. skupine plavo-bijele boje koji se dobiva iz 

prirodnih izvora. Naziv za kadmij dolazi od latinske rijei cadmia koja je bila naziv za 

kalamin tj. smjesu dvije cinkove rude, karbonata i silikata. Mekan je te je po svojim 

svojstvima vrlo slian ostalim elementima 12. skupine kao ato su cink i �iva. U prirodi se 

nalazi osam izotopa kadmija dok je najzastupljeniji kadmij 114 i 112. Cd-113 je radioaktivni 

izotop koji ima najdu�i �ivotni vijek od svih izotopa [3]. esto se zbog slinih svojstava 

povezuje s cinkom, jer oba elementa imaju po dva slobodna s elektrona izvan popunjene d 

ljuske. U prirodi se tako�er esto pojavljuju zajedno u primjesama. Cd2+ i Zn2+ ioni su slini 

Mg2+ ionima  te zajedno tvore mnoge izomorfne soli.  

U vodenim otopinama tvore komplekse s koordinacijskim brojem 4 i 6, a najea�i 

ligandi su amonijak, cijanid i halogenidi [25]. Koncentracija kadmija u Zemljinoj kori je 

mala te iznosi 1,8 x 10-5 %. Dobiva se kao nusprodukt u proizvodnji cinka i olova jer se u 

prirodi u najea�e pojavljuje u sulfidnim rudama cinka i olova. Mo�e se i rje�e prona�i u 

obliku samostalne rude grinokit (CdS). Dobiva se elektrolitskim i suhim dobivanjem cinka 

kao nusprodukt. U procesu suhog dobivanja iz cinkovih ruda kadmij se loae reducira u 

reakciji te isparava jer ima ni�e vreliate od cinka. Kadmij se destilira u mufole, posude od 

vatrostalnog stakla i prevodi u kadmijev oksid (CdO). Dobija se cinkov prah koji sadr�i CdO 

te se on u manjim mufolama mijeaa s koksom i ponovno destilira. Kadmij se izdvaja 

procesom kondenzacije, djelomino u obliku metala, a drugim dijelom u obliku praha. Kako 

bi se dobila ve�a isto�a metala u iznosu od 99,5 % kadmijem oboga�en prah ponovno se 

destilira s koksom pri viaoj temperaturi [4]. 
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2.3.2. Ekotoksikologija kadmija 

 

Kadmijev ciklus u okoliau je kompleksan te ovisi o brojnim procesima kojima je 

mogu�e manipulirati kako bi se smanjila njegova akumulacija u okoliau, a samim time i 

njegovo dospijevanje u hranu koja se svakodnevno konzumira. Istra�ivanje 1980-ih u 

Rothamstedu, UK [25] je pokazalo da kadmij u tlo najea�e dospijeva iz atmosfere uslijed 

velike industrijske aktivnosti u to vrijeme. U drugim dijelovima svijeta gdje industrijalizacija 

nije glavni uzrok zaga�enja, neki od mogu�ih zaga�ivaa su produkti agrikulture poput 

gnojiva, bio-kemijskih izmjenjivaa tla i otpadnih bio-krutih tvari [25]. Procijenjeno je da 

godianje 3x103 tona kadmija dospije u atmosferu te je 90 % tog iznosa uzrokovano ljudskim 

faktorom. Ostali izvori oneia�enja ukljuuju talionice cinka gdje se kadmij dobiva kao 

nusprodukt, stari rudnici olova, cinka i kadmija, prirodni izvori akriljevca s morskog dna [4]. 

U prirodne izvore kadmija u ekosustavu ubrajaju se  aumski po�ari, otpadne vode, erupcije 

vulkana i proces starenja stijena [28.] Put kadmija i drugih teakih metala u tlu ovise o viae 

procesa, najva�niji je ravnote�a izme�u apsorpcije tla, upijanja vode i propusnosti te 

sposobnosti biljke da upija tvari iz tla. Na te procese tako�er utjeu i redoks ravnote�a, pH, 

udio organskih tvari u tlu, gline, karbonata, hidroksida i slino. Stoga �e se koncentracije 

kadmija uvelike razlikovati u tlima koja su namijenjena samo za poljoprivredu i primjerice 

tla u aumi [25]. Jedan od glavnih problema je kontaminacija stone hrane kadmijem putem 

zaga�ivanja okoliaa ispuanim plinovima i industrijskim procesima te prirodnim putem kada 

ga biljke apsorbiraju kroz korijen ukoliko rastu na tlu s visokim koncentracijama teakih 

metala. Uobiajene propisane koncentracije kadmija u tlu prema propisima Republici 

Hrvatskoj su 0,1 3 1 mg Cd/kg tla. Koncentracije kadmija u ve�ini sluajeva ne prelaze 

vrijednosti iznad 1 mg/kg. Propisane vrijednosti kadmija u tlu koje preporua EU su do 3 

mg/kg. Najkritinijim podrujima po koncentracijama kadmija u tlu smatraju se sredianja 

Europa i Japan [4]. 
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2.3.3. Utjecaj na biljke 

 

U sluaju izlo�enosti biljaka kadmiju dolazi do razliitih promjena u staninim 

procesima i funkcijama. Zbog svoje ve�e topljivosti u odnosu na ostale metale u skupini, 

kadmij se akumulira u biljkama.  U doticaju s ve�im koncentracijama mo�e do�i do 

poreme�aja funkcije ionskih kanala, redoks ravnote�e, antioksidativne aktivnosti, smanjenja 

fotosintetske aktivnosti biljke, promjene statusa vode, te do smanjenja rasta i proliferacije 

[28]. Kadmij tako�er mo�e imati negativan utjecaj na prijenos mineralnih tvari, uzrokovati 

osmotski stres, prekomjernu proizvodnju ROS i smanjiti provodljivost vode u listovima ato 

dovodi do oate�enja biljke. Zbog pove�ane koncentracije ROS-a dolazi do oate�enja 

staninih membrana i organela. Kako bi uaao u biljku, kadmij prelazi iz fiksnog u mobilni 

oblik i taj je proces se omogu�en smanjenjem pH vrijednosti tla [26]. Kadmij je u tlu prisutan 

u obliku iona ili kao kompleks s drugim ionima kao ato su CdCl3-, Cd(HS)4
2-, Cd(OH)3- i 

Cd(OH)4
2- u anionskom obliku te kationski oblici CdCl+, CdHS+, CdHCO3

+, CdOH+. 

Akumulacija kadmija u korijenju biljaka ovisi o njegovoj koncentraciji u tlu te o samom tipu 

biljke. Dokazano je da kukuruz (Zea mays L.) mo�e akumulirati viae kadmija u staninim 

stjenkama u odnosu na grah (Vicia faba L.) [26]. Biljke tako�er kao i sisavci posjeduju 

metalotioneine. To su neenzimski,unutarstanini proteini bogati cisteinom (Cys) male 

molekulske mase. Razlika u biljnom metalotioneinu je ato sadr�i manji udio cisteina, ima 

manju molekulsku masu i znaajke kompleksa metal-tiol [27]. Biljke sa sposobnoa�u 

akumulacije i mogu�nosti stabilizacije kadmijevih spojeva dobivaju na sve ve�em znaaju 

jer na taj nain smanjuju zaga�enje okoliaa kadmijem [5]. 
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Slika 5. Struktura metalotioneina paenice [29]. 
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3. MATERIJALI I METODE 

 

3.1. Kemikalije 

 

Za pripremu svih reakcijskih smjesa, otopina i pufera koriatena je deionizirana voda. 

Bile su upotrijebljene sljede�e kemikalije:   

 
 
Nitro-plavi tetrazolium klorid, NBT, 75 µM 

Etilendiamintetraoctena kiselina, EDTA, 0,1 mM 

Kalij-fosfatni pufer, KPB, 50 mM, pH = 7,8 

Otopina ksantina, C5H4N4O2, 10,8 mM 

Natrijev hidoksid, NaOH, 1 mM 

Otopina ksantin-oksidaze, 0,05 U/mL 

 Tris/HCl pufer, 100 mM, pH = 8 

Vodikov peroksid, H2O2, 5 mM 

Gvajakol, C7H8O2, 5 mM 

Fosfatni pufer, (KH2PO4/Na2HPO4), pH = 5,8 

Trikloroctena kiselina, TCA, 0,1 % i 20 % 

Tiobarbituratna kiselina, TBA, 0,5 % 

Teku�i duaik 

Aceton, C3H6O, 100% 

Magnezijev hidrogenkarbonat, Mg(HCO3)2 
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3.2. Uzgoj biljnog materijala 

 

Za potrebe ovog istra�ivanja bili su uzgajani kultivari kukuruza (Zea mays L.) linija 

84-28A i OS 942, te njihov hibrid OS 404. Koncentracije kadmija koje su bile upotrijebljene 

u svrhu istra�ivanja su odabrane po uzoru na prethodno istra�ivanje (Anjum et al. [30]) i 

iznosile su 150 i 375 µmol/L (Cd150 i Cd375). Dvije sjemenke kukuruza su posijane u 

plastine posude dimenzija 35 x 21 x 7 cm, u tri replike. Kontrola (K) nije bila tretirana 

kadmijem, dok su ostali uzorci bili tretirani odgovaraju�im koncentracijama kadmija. Za 

sijanje je upotrebljeno 11kg univerzalnog supstrata (Brill 5) uz dodatak 1100 g NPK koji je 

sadr�avao elemente u tragovima: pH (H2O): 5,5-6,5, struktura je bila srednje fina. pH 

(CaCl2): 5,7, udio soli: 1,0 g/L, kalij (K2O): 190 mg/L, fosfor (P2O5): 150 mg/L. Po supstratu 

su raspraene otopine CdCl2 uz mijeaanje.  

Posijani uzorci stavljeni su u uzgojnu komoru FITOCLIMA 12000 PLH (Aralab) pri 

sljede�im uvjetima: dan/no� interval od 16/8h, dnevna temperature 25°C, vlaga 60%, no�na 

temperature do maksimalno 18°C, relativna vla�nost zraka 75% te 500 µmol fotona m-2 s-1. 

Kako bi se nadoknadio izgubljeni udio vode posudama je svakog dana izmjerena masa te su 

biljke zalijevane ovisno o dobivenoj masi. Nadzemni dio biljke je nakon 28 dana uzgoja 

uzorkovan i pohranjen na temperature od -80°C. Biljno tkivo i listovi su usitnjeni pomo�u 

teku�eg duaika kako bi se dobio fini prah za potrebe daljnjih analiza. 

 

 

Slika 6. Uzgoj kukuruza (foto: Vlatko Gali�)  
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3.3. Odre�ivanje koncentracije fotosintetskih pigmenata 

 

U tubice kojima je prethodno odre�ena masa stavljeno je oko 3 mg tkiva usitnjenog 

pomo�u teku�eg duaika. Na odvagani uzorak je dodan 1 mL 100 % acetona i Mg(HCO3)2. 

Tijekom 24 sata pigmenti su ekstrahirani na -20 °C. Poslije ekstrakcije tubice su 

centrifugirane pri 18 000 g na 4 °C tijekom 15 minuta. Nakon centrifugiranja uzorcima 

spektrofotometrijski (Specord 40, Analytik Jena) izmjerene apsorbancije na valnim 

duljinama 470 nm, 645 nm i 662 nm. Za slijepu probu je upotrijebljen 100 % aceton. 

Koncentracije pigmenata su odre�ene metodom po Lichenthaleru [31]. Upotrijebljene su 

slijede�e jednad�be, uvrateni koeficijenti odgovaraju�i su za 100 % aceton kao otapalo: 

Chl a = ( 11.24A661.6nm - 2.04A644.8nm ) × V / (m × 1000) 

Chl b = ( 20.13A644.8nm - 4.19A661.6nm ) × V / (m × 1000) 

 
Chl a+b = ( 7.05A661.6nm + 18.09A644.8nm) × V / (m × 1000) 

 
Car = ( 1000A470nm - 1.90 × ( 11.24A661.6nm - 2.04A644.8nm ) - 63.14 × ( 20.13A644.8nm -
4.19A661.6nm) × V / (214 × m × 1000) 

Pri tome je: 

Chl a = Koncentracija klorofila a izra�ena u mg/g svje�e tvari biljnog uzorka 

Chl b = Koncentracija klorofila b izra�ena u mg/g svje�e tvari biljnog uzorka 

Chl a+b = Koncentracija ukupnog klorofila u mg/g svje�e tvari biljnog uzorka 

Car = Koncentracija karotenoida u mg/g svje�e tvari biljnog uzorka 

A  = absorbancija pri izmjerenoj valnoj duljini 

V = volumen ekstrakta 

m = masa svje�e tvari biljnog uzorka 
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3.4. Odre�ivanje razine lipidne peroksidacije 

 

Razina lipidne peroksidacije odre�ena je pomo�u metode Verma i Dubey (2003) 

[32]. Mjerenjem razine reaktivnih tvari tiobarbiturne kiseline (TBARS) u tkivima mogu�e 

je odrediti aktivnost lipidne peroksidacije. Pribli�no 0,2 g usitnjenog biljnog tkiva odvagano 

je i stavljeno u tubicu volumena 2 mL. Ekstrakcija se vrai dodatkom 1 mL 0,1 % trikloroctene 

kiseline (TCA) koja je prethodno pripremljena otapanjem 0,1 g TCA u 100 mL destilirane 

vode na magnetnoj mjeaalici. Uzorak je 5 minutra centrifugiran na 6000 g pri temperaturi 4 

°C. Volumen od 0,5 mL supernatanta je prebaen u tubicu s epom na navoj te je dodan 1 

mL tiobarbituratne kiseline TBA u TCA (0,5 % TBA otopljene u 20 % TCA). Reakcijska 

smjesa se promijeaa na vortexu nakon ega slijedi inkubacija u vodenoj kupelji 30 minuta 

na 95 °C. Uzorci se stavljaju na led nakon inkubacije kako bi se zaustavila reakcija te se 

centrifugiraju na 18000 g 15 minuta na 4 °C. Dobiveni supernatanti se ispipetiraju u plastine 

kivete te im se izmjeri apsorbancija pri valnim duljinama od 532 i 600 nm. Rezultati su 

izra�eni kao nmol/g svje�e tvari biljnog uzorka. 
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3.5. Odre�ivanje aktivnosti gvajakol-peroksidaze 

 

Aktivnost gvajakol-peroksidaze (GPOD) odre�ena je pomo�u metode Siegel, Galston 

(1967) [33] koja je temeljena na oksidaciji gvajakola u tetragvajakol u prisutnosti H2O2. 

Oko 0,5 g praha prethodno homogeniziranog biljnog tkiva odvagano je u tubicu od 2 mL. 

U kivetu je dodan 1 mL 100 mM Tris/HCl ekstrakcijskog pufera pH vrijednosti 8. Sve je 

promijeaano na vorteksu i eksrtahirano tijekom 15 minuta na ledu. Uzorci su zatim 

centrifugirani 10 minuta na 18 000 g pri temperaturi od 4 °C. Reekstracija je ponovljena s 

1 mL ekstrakcijskog pufera. Mjerenje aktivnosti provedeno je spektrofotometrijski pomo�u 

itaa mikrotitarskih ploica na valnoj duljini 470 nm (Tecan, Spark), svake sekunde 

tijekom dvije minute. Reakcija se zapoinje dodatkom 200 µL u 800 µL reakcijske smjese 

koja je pripremljena iz 5 mM gvajakola i 5 mM vodikovog peroksida (H2O2) u 0,2 M  

fosfatnom puferu pH vrijednosti 5,8. Aktivnost GPOD-a izra�rava se preko koncentracije 

nastalog tetragvajakola tj. pomo�u U jedinice aktivnosti GPOD po gramu proteina (U 

GPOD × g-1 proteina; U = ¿mol × min-1)  

Aktivnost GPOD-a izraunata je koriatenjem molarnog ekstinkcijskog koeficijenta (· 

= 15,83 mM-1 cm-1) te izra�ena kao jedinice (U) aktivnosti po gramu proteina (U g-1 

proteina) [2].  
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3.6. Odre�ivanje aktivnosti superoksid dismutaze  

 

Aktivnost enzima superoksid-dismutaze (SOD) odre�ena je spektrofotometrijski 

prema metodi Beauchamp i Fridovicha (1971) [35]. Aktivnost SOD se mjeri kao stupanj 

inhibicije redukcije nitroplavo tetrazolijeva klorida (eng. Nitro blue tetrazolium chloride, 

NBT) koji se reducira superoksidnim radikalom nastalim u sustavu ksantin/ksantin oksidaza. 

Ksantin-oksidaza oksidira ksantin pri emu nastaje mokra�na kiselina te superoksidni anion. 

Nastali superoksidni anion reducira NBT. Ovisno o prisutnoj koncentraciji, SOD �e u 

odre�enoj mjeri inhibirati taj proces redukcije reagiraju�i sa superoksidnim anionom. 

Reakcijska smjesa sastojala se od 75 ¿M NBT i 0,1 mM etilendiamintetraoctene kiseline 

(EDTA) u 50 mM kalij-fosfatnom puferu (KPB), pH vrijednosti 7,8. Otopina ksantina 

koncentracije 10,8 mM pripremljena je u 1 mM NaOH, uz mijeaanje i grijanje na temperaturi 

od 70 °C do potpunog otapanja ksantina. Otopina (0,05 U/ml) ksantin-oksidaze pripremljena 

je u 50 mM kalij-fosfatnom puferu. Sve su otopine dodane u ja�ice mikrotitarskih ploica 

prema Tablici 1. apsorbancija je mjerena na valnoj duljini od 560 nm na itau mikrotitarskih 

ploica (Tecan, Spark).  

 

Tablica 1. Postupak ispunjavanja ja�ica mikrotitarske ploice 

 

 Slijepa proba/µL Neinhibirana 

reakcija/ µL 

Uzorak/ µL 

Reakcijska smjesa 165 165 165 

Ksantin 15 15 15 

KPB, pH 7,8 20 10 - 

UZORAK - - 10 

XOD - 10 10 
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Postotak inhibicije izraunava se prema formuli:  

 

% inhibicije = 
!"#$%&' '(&)*(&+(,(-.&./!"#$%&' '(&0&+(,(-.&.dd

!2!"#$%&' '(&)*(&+(,(-.&.d /!"#$%&' '(&34(5*6.6-7,.d
*100 

U/m = 
%(&+(,(9(5*7;<

#%%7%,%#
*
>*

'
  

 

Gdje je: 

 

df = faktor razrje�enja originalnog enzimskog ekstrakta 

0.05 = volumen enzimskog ekstrakta izra�en u mL upotrijebljen za enzimsku reakciju  

Ve= volumen ekstrakta 

m = masa svje�eg tkiva  
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3.7. Statistika obrada podataka 

 

Za obradu podataka upotrijebljen je statistiki program R studio. Rezultati su izra�eni 

u obliku srednjih vrijednosti ± standardna devijacija (SD). Shapiro-Wilk testom je 

provjerena normalnost distribucije. Koriatena je dvofaktorska analiza varijance (two-way 

ANOVA) s testom najmanje znaajne razlike (LSD post hoc test) kako bi se utvrdile razlike 

izme�u razliitih kultivara, kontrole i tretmana. Zatim je upotrijeljena monofaktorijalna 

analiza za raslanjivanje efekata znaajnih interakcija u svrhu utvr�ivanja genotipskih 

razlika. Ispitivanja su provedena na razini znaajnosti od p<0,05. Podaci su analizirani 

koriste�i T-test, a statistike obrada podataka je napravljena pomo�u Microsoft Excela.  
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4. REZULTATI 

 

4.1. Aktivnost gvajakol-peroksidaze 

 

Najni�a aktivnost GPOD-a je vidljiva u kontrolama (K). Porast aktivnosti zabilje�en 

je u tretmanima sa 150 µmol/L (Cd150). U liniji 84-28A doalo je do neato manjeg porasta 

aktivnosti GPOD-a u tretmanu s Cd150 u odnosu na liniju OS 942 te hibrid OS404. Znaajan 

porast aktivnosti GPOD-a u odnosu na kontrolu zabilje�en je pri tretmanu kadmijem 

(Cd375) u linijama 84-28A i OS 942. Kod hibrida OS 404 je tako�er doalo do porasta 

aktivnosti GPOD-a u odnosu na (K), ali nema znaajne razlike u aktivnostima izme�u 

tretmana (Cd150) i (Cd375). (Slika 7).    

 

 

 

Slika 7. Aktivnost gvajakol peroksidaze (GPOD) u dvije linije (84-28A i OS 942) 

kukuruza (Zea mays L.) i njihovom hibridu (OS404) u kontroli (K) i uzorcima tretiranim 

dvjema koncentracijama kadmija: 150 µmol/L (Cd150) i 375 µmol/L (Cd375). Rezultati su 

prikazani kao srednja vrijednost ± standardna devijacija. Razlike izme�u skupina testirane 

su LSD post hoc testom. Razliita slova oznaavaju statistiki znaajne razlike izme�u 

skupina (p < 0,05).  
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4.2. Odre�ivanje koncentracije fotosintetskih pigmenata 

 

Analizom podataka je utvr�eno da je najve�a koncentracija ukupnog klorofila 

prisutna u kontrolama (K). Iz dijagrama (Slika 8) je vidljivo da se koncentracija klorofila 

smanjila prilikom oba tretmana kadmijem (Cd150 i Cd375) u odnosu na kontrolu (K), osim 

u liniji 84-28A gdje u tretmanu (Cd150) nema znaajne razlike u odnosu na kontrolu (K). 

Koncentracija klorofila nije se znaajno razlikovala izme�u dva tretmana kadmijem osim 

kod linije 84-28A gdje je zabilje�en znajan pad koncentracije klorofila u odnosu na treman 

(Cd150) i kontrolu (Slika 8.).  

 

 

 

 

Slika 8. Ukupna koncentracija klorofila a i b u dvije linije (84-28A i OS 942) 

kukuruza (Zea mays L.) i njihovom hibridu (OS404)  u kontroli  (K) i  uzorcima tretiranim 

dvjema koncentracijama kadmija : 150 µmol/L (Cd150) i 375 µmol/L (Cd375). Rezultati 

su prikazani kao srednja vrijednost ± standardna devijacija. Razlike izme�u skupina 

testirane su LSD post hoc testom. Razliita slova oznaavaju statistiki znaajne razlike 

izme�u skupina (p < 0,05).  
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Obradom podataka utvr�eno je da su najve�e koncentracije karotenoida prisutne u 

kontrolama (K). U tretmanu kadmijem (Cd150) doalo je do pada koncentracije karotenoida 

u linijama 84-28A i OS 942 te njihovom hibridu OS 404 u odnosu na kontrolu. Nakon 

tretmana kadmijem (Cd375) u svim linijama se koncentracija karotenoida znaajno smanjila 

u odnosu na kontrolu. U linijama 84-28A i OS 942 nema statistiki znaajne razlike pri 

tretmanu viaom koncentracijom kadmija (Cd375) u odnosu na tretman ni�om 

koncentracijom kadmija (Cd150) (Slika 9). 

 

 

 

 

Slika 9. Koncentracija karotenoida linije (84-28A i OS 942) kukuruza (Zea mays 

L.) i njihovom hibridu (OS404) u kontroli (K) i  uzorcima tretiranim dvjema 

koncentracijama kadmija : 150 µmol/L (Cd150) i 375 µmol/L (Cd375). Rezultati su 

prikazani kao srednja vrijednost ± standardna devijacija. Razlike izme�u skupina testirane 

su LSD post hoc testom. Razliita slova oznaavaju statistiki znaajne razlike izme�u 

skupina (p < 0,05).  
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4.3. Odre�ivanje lipidne peroksidacije 

 

Lipidna peroksidacija u kukuruzu je pra�ena mjerenjem promjena koncentracije 

TBARS. Iz rezultata je vidljivo da je najve�a koncentracija TBARS u linijama OS 942 i OS 

404 zabilje�ena u kontrolama (K) u odnosu na oba tretmana. U obje linije izme�u (Cd150) i 

(Cd375) , nisu uoene statistiki znaajne razlike. U liniji 84-28A, najve�a koncentracija 

TBARS zabilje�ena je na tretmanu Cd 150, a najmanja vrijednost na tretmanu kadmijem pri 

koncentraciji 375 µmol/L (Cd375) (Slika 10).  

 

 

 

 

Slika 10. Koncentracije reaktivnih tvari tiobarbiturne kiseline (TBARS) u tkivima 

linije (84-28A i OS 942) kukuruza (Zea mays L.) i njihovom hibridu (OS404) u kontroli 

(K) i  uzorcima tretiranim dvjema koncentracijama kadmija : 150 µmol/L (Cd150) i 375 

µmol/L (Cd375). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ± standardna devijacija. 

Razlike izme�u skupina testirane su LSD post hoc testom. Razliita slova oznaavaju 

statistiki znaajne razlike izme�u skupina (p < 0,05).  
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4.4. Odre�ivanje specifine aktivnosti superoksid dismutaze 

 

Istra�ivanjem je utvr�eno da nije doalo do nikakve znaajne promjene u specifinoj 

aktivnosti superoksid dismutaze u linijama 84-28A i OS 942 kukuruza te njihovom hibridu 

OS 404. Pad aktivnosti vidljiv je samo u tretmanu kadmijem viae koncentracije (Cd375) u 

liniji 84-28A u odnosu ostale uzorke (Slika 11). 

 

 

 

 

 

Slika 11.  Specifina aktivnost superoksid dismutaze u linijama (84-28A i OS 942) 

kukuruza (Zea mays L.) i njihovom hibridu (OS404) u kontroli (K) i uzorcima tretiranim 

dvjema koncentracijama kadmija : 150 µmol/L (Cd150) i 375 µmol/L (Cd375). Rezultati 

su prikazani kao srednja vrijednost ± standardna devijacija. Razlike izme�u skupina 

testirane su LSD post hoc testom. Razliita slova oznaavaju statistiki znaajne razlike 

izme�u skupina (p < 0,05).  
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5. RASPRAVA 

 Nakupljanje teakih metala u organizmu dovodi do prekomjernog stvaranja ROS-a 

koji su jedni od glavnih uzronika oksidacijskog stresa. Me�u ROS je O2 � Ë koji prelazi u O2 

i H2O2 Pomo�u Gvajakol peroksidaze vodikov peroksid mo�e biti direktno ili indirektno 

preveden u H2O i O2 ime se sprijeavaju njegove negativne posljedice. Aktivnost GPOD-a 

direktno je povezana s odr�avanjem niskih koncentracija H2O2 [34]. Prema tome sposobnost 

biljke da se opire oksidacijskom stresu mo�e se utvrditi mjerenjem aktivnosti nespecifinih 

peroksidaza koje razgra�uju H2O2. [35].  

 Iz rezultata ovog istra�ivanja vidljiv je porast aktivnosti GPOD-a u tretmanima 

Cd150 u odnosu na kontrole. Vuji� i sur. [35] u svom istra�ivanju tako�er navode porast 

koncentracije GPOD-a uslijed izlo�enosti vodene le�e (Lemma minor L.) i luka (Allium cepa 

L.) niskim koncentracijama teakih metala iz Zagrebakih otpadnih voda. Pokazalo se kako 

su teaki metali iz otpadnih voda imali negativan utjecaj na rast vodene le�e ato je pra�eno i 

smanjenjem broja stanica u odre�enim staninim fazama u odnosu na kontrolu [35]. 

Istra�ivanje aarec i sur. [36] pokazalo je da je djelovanje metala  Mn2+, Co2+ i Hg2+ na korijen 

graaka (Pisum sativum L.) dovelo do znaajnog pove�anja aktivnosti GPOD-a. Demirevska-

Kepova i sur. [37] izvjestili su o pove�anju aktivnosti GPOD-a prilikom tretiranja jema 

razliitim koncentracijama Cu2+ i Mn2+. Utvrdili su da je pove�anje aktivnosti GPOD-a 

odgovor viaih biljaka na toksine koncentracije metala [37]. Pove�ana aktivnost gvajakol-

peroksidaze mo�e ukazivati na pove�anu produkciju ROS-a u stanici. Nadalje, pove�anje 

aktivnosti mo�e biti reakcija na oksidativnu atetu prouzroenu teakim metalima i/ili 

uobiajeni odgovor na razliite tipove stresa [35]. 

Fotosintetski pigmenti klorofili i karotenoidi va�ni su za proces fotosinteze. Teaki 

metali utjeu na biosintezu fotosintetskih pigmenata ato dovodi do smanjene akumulacije 

pigmenata u biljkama. Takva pojava mo�e se zamijetiti tijekom faze rasta novih listova jer 

tada dolazi do aktivne sinteze pigmenata. Tako�er dolazi do supstitucije Mg2+ iona s 

metalnim ionima razliitih teakih metala ukljuuju�i i Cd2+, ato se pokazalo kao uzrok 

poreme�aja u procesu fotosinteze [35].  
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Naaim istra�ivanjem utvr�eno je smanjenje koncentracije klorofila prilikom tretmana 

kadmijem Cd150 u odnosu na kontrolne uzorke i odstupanje u liniji 84-28A gdje nema 

znaajne razlike. Istra�ivanje Kupper i sur. 1998. pokazalo je da se zamjenom sredianjeg 

magnezijevog iona u molekuli klorofila s atomom olova sprjeava sakupljanje svjetlosti 

ime se onemogu�ava fotosinteza [38].  

U istra�ivanju Vuji� i sur. [35] je primije�eno i smanjenje koncentracije klorofila a 

i b te karotenoida u listovima vodene le�e (Lemma minor L.). Mysliwa -Kurdziel i sur. [39] 

u svom istra�ivanju primijetili su inhibiciju biosinteze klorofila primarno uzrokovanu 

utjecajem kadmija. Inhibicija biosinteze klorofila i ostalih fotosintetskih pigmenata 

rezultirala je manjom koncentracijom pigmenata u biljkama. Nadalje, isto istra�ivanje je 

pokazalo da promjene koncentracije klorofila uzrokovane tretmanom teakim metalima jako 

ovise o fazi rasta i razvoja biljke koja je tretirana kadmijem. Tako je kadmij imao ve�i utjecaj 

na promjenu koncentracije klorofila kod starijih listova biljke koji su ve� imali pravilno 

raspore�ene stanine membrane u odnosu na one u razvoju. Promjene su primije�ene kod 

listova u razvoju tek kada su bili dugotrajno izlo�eni kadmiju.  

Nadalje, ionska izmjena koja �e se odvijati unutar molekula klorofila ovisi o 

intenzitetu svjetlosti koja dopire do biljke. Pri slabom osvjetljenju svi Mg2+ ioni su dostupni 

za ionski izmjenu sa ionima teakih metala. Kompleksi koji nastaju u kombinaciji s ionima 

teakih metala su stabilniji u odnosu na magnezijeve komplekse i otporniji [36]. Smanjenje 

uinkovitosti fotosinteze mo�e biti posljedica smanjene koncentracije fotosintetskih 

pigmenata ato je povezano s inhibicijom njihove sinteze. Izlo�enost teakim metalima uzrok 

je smanjene koncentracije klorofila i prosjenog broja struktura grana u kloroplastima. 

Utvr�eno je da osjetljivost fotosintetskog aparata ovisi o starosti biljke i trajanju izlo�enosti 

nekom teakom metalu [35]. 

Znaajno smanjenje ukupne koncentracije karotenoida vidljivo je u obje linije i 

njihovom hibridu pri tretmanima kadmijem Cd375, dok je najve�i pad vidljiv u linijama 84-

28A i OS 942 pri istom tretmanu. Mysliwa -Kurdziel i sur. [39] u svom istra�ivanju su 

tako�er primjetili da kadmij utjee na smanjenje koncentracije karotenoida i to uglavnom 

beta-karotena [36]. U istra�ivanju Bora�ak i sur. [9] utvr�en je pad koncentracije karotenoida 

uslijed izlo�enosti maslaka (Taraxacum officinale Weber) antropogenim utjecajima. Isto 

istra�ivanje je pokazalo smanjenje antioksidativne aktivnosti biljke uslijed pada 

koncentracije karotenoida i klorofila.  
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  Ovo istra�ivanje je pokazalo da je doalo do smanjenja lipidne peroksidacije (LP) 

uslijed tretiranja kadmijem. Prilikom niske stope LP, stanice aktiviraju signalne puteve i 

antioksidativne sustave kako bi se pove�ala razina antioksidativnih proteina. Pove�anjem 

LP ne mogu se popraviti oate�enja membrana i druga oksidativna oate�enja te dolazi do 

apoptoze ili nekroze ato dovodi do molekularnih oate�enja u stanici, samim time i 

ubrzanog starenja [40]. U istra�ivanju na razliitim sortama paenice, Kaur i Asthir, [40] 

uvidjeli su da smanjena koncentracija TBARS-a ukazuje na manju oksidativnu atetu 

nastalu na membrani, a time i bolju toleranciju na stres. Tako�er su utvrdili kako 

antioksidativni sustav kod genotipova s visokim koncentracijama TBARS-a ne mo�e 

regulirati koliinu stresa u dovoljnoj mjeri.  

Najni�a promjena koncentracije TBARS-a nastala je na kultivarima linije OS 942 pri 

tretmanu kadmijem 375 µmol/L (Cd375) u odnosu na kontrolu. Taj podatak ukazuje da linija 

OS 942 ima najve�u toleranciju na stres. Smanjenje LP tako�er mo�e biti indikator 

pove�anja aktivnosti drugih nespecifinih peroksidaza. U nekih biljaka poput kvinoje je 

primije�en porast LP, ali istodobno i porast aktivnosti enzima ato ukazuje na neuinkovitost 

antioksidacijskog sustava i nemogu�nost adekvatne zaatite od oksidativnog stresa [34]. U 

svom radu A.Vukovi� [34] navodi da je tretman selenatom uzrokovao porast aktivnosti 

antioksidacijskih enzima askorbat- peroksidaze i GPOD-a, te smanjenje koliine H2O2 i 

razine lipidne peroksidacije (LPO). Iz naaih podataka o aktivnosti GPOD-a i lipidnoj 

peroksidaciji vidljivo je kako je doalo do odstupanja parmetara i porasta LP u liniji 82-28A 

pri tretmanu kadmijem (Cd150) te do pove�anja aktivnosti GPOD-a, ato potvr�uje tezu o 

netolerantnosti ove linije na stres uzrokovan teakim metalima. Vukovi� u svom istra�ivanju 

ukazuje kako je u ve�ini tretmana Selen smanjio intenzitet LP ato ukazuje na zaatitnu ulogu 

selena u odr�avanju biomembrana i aktivan antioksidacijski sustav koji uspjeano odr�ava 

koliinu H2O2. [34]. Istra�ivanje Szabados, Savoure i sur, 2010. je pokazalo kako prolin ima 

sposobnost smanjiti produkciju ROS-a u gljiva i kvasca te da na taj nain sprjeava apoptozu, 

dok kod algi koje su tretirane teakim metalima smanjuje uinak lipidne peroksidacije [41], 

istra�ivanje Malovi� i sur. [5], koje je prethodilo ovome, ukazalo je da kadmij utjee na 

pove�anje aktivnosti prolina u tretmanima Cd150 ato ukazuje na mogu�nost da je pove�ana 

koncentracija prolina rezultirala smanjenjem lipidne peroksidacije.  
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Naae istra�ivanje nije pokazalo znaajne razlike u aktivnosti SOD-a izme�u linija 

84-28A i OS 942 pri tretmanima kadmijem (Cd150) i (Cd 375) (Slika 11). Znaajne razlike 

u aktivnosti SOD-a tako�er nisu primije�ene ni u istra�ivanju Antunovi� i sur. [17] ato 

ukazuje na potrebu za razmatranjem i ostalih izmjerenih parametara kao ato su GPOD, LP, 

karotenoidi, klorofili.  

Dosadaanja literatura navodi kako je SOD enzim koji se prvi aktivira u uvjetima 

oksidacijskog stresa [17]. SOD katalizira razgradnju ROS-a na manje toksian vodikov 

peroksid i kisik. Istra�ivanja pokazuju znaajan porast aktivnosti SOD-a prilikom 

oksidacijskog stresa ato se u ovom istra�ivanju nije pokazalo kao sluaj. U uvjetima 

hiperpordukcije ROS-a uglavnom dolazi do pove�anja aktivnosti peroksidaza. Pove�anje 

aktivnosti GPOD-a mo�e ukazivati na mogu�nost peroksidaza da preuzmu aktivnost 

prilikom oksidacijskog stresa nastalog utjecajem teakih metala [26]. Pretpostavka je da je u 

ovom istra�ivanju upravo GPOD preuzeo aktivnost u odnosu na SOD. Nadalje, jedan od 

mogu�ih ishoda jest da je SOD reagirao prije vremena kada je izvraeno mjerenje stoga nije 

bilo mogu�e zabilje�iti promjene aktivnosti u trenutku mjerenja. 
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6. ZAKLJUAK 

 

Ovo istra�ivanje je pokazalo da kadmij utjee na biokemijske pokazatelje stresa kod 

kukuruza (Zea mays L.). Pove�anje aktivnost gvajakol peroksidaze primije�eno je u linijama 

84-28A i OS 942 te njihovom hibridu OS 404 u tretiranim s Cd150. Iznimka je hibrid OS 

404 gdje je uzorak tretiran s Cd375 pokazao ve�u vrijednost u odnosu na uzorak tretiran s 

Cd150. Pove�anje aktivnost gvajakol-peroksidaze ukazuje na pove�anu produkciju ROS-a 

u stanici te na oksidativnu atetu prouzroenu teakim metalima. Pad koncentracije klorofila 

pra�en je padom koncentracije karotenoida. Smanjeni udio klorofila vidljiv je u linijama 84-

28A i OS942 te njihovom hibridu OS 404 pri tretmanu s Cd150, dok je najve�i pad bio u 

liniji 84-28A pri tretmanu s Cd375. Kod karotenoida je primije�en znaajan pad 

koncentracije u linijama 84-28A i OS942 pri tretmanu Cd375 dok je najve�i pad bio kod 

hibrida OS 404 pri tretmanu s Cd150. Nadalje, smanjenje antioksidativne aktivnosti biljke 

mo�e biti posljedica pada koncentracije karotenoida i klorofila. Tako�er je utvr�eno da 

smanjenje koncentracije klorofila utjee na uinkovitost fotosintetskog aparata i smanjenje 

broja kloroplasta. Lipidna peroksidacija pra�ena je mjerenjem promjene koncentracije 

reaktivnih tvari tiobarbituratne kiseline (TBARS) u tkivima kukuruza te je jasno vidljivo 

sni�enje koncentracije TBARS-a u liniji OS 942 i OS 404, dok je u liniji 84-28A doalo do 

odstupanja i pove�anja koncentracije TBARS-a pri tretmanu kadmijem Cd150. Utvr�eno je 

da je smanjenje LP pokazatelj aktiviranog antioksidacijski sustava biljke. Specifina 

aktivnost superoksid dismutaze nije pokazala nikakve znaajne promjene u odnosu na 

kontrolne uzorke, ali u uzorku tkiva linije 84-28A tretiranog s Cd375 je vidljivo odstupanje, 

te dolazi do blagog pada aktivnosti. Pretpostavka je da je u ovom istra�ivanju upravo GPOD 

preuzeo aktivnost u odnosu na SOD te da zbog toga nije doalo do znaajnih promjena 

aktivnosti SOD-a. Dobiveni rezultati ukazuju na znaajan utjecaj kadmija na pokazatelje 

biokemijskog stresa kod kukuruza. 
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