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SADRZAJ PIGMENATA HLOROPLASTA U LEKOVITOJ BILJCI
Teucrium chamaedrys SA SANIRANE DEPONIJE RUDARSKO
METALURSKO HEMIJSKOG KOMBINATA “TREPCA”
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Izvod: U ovom radu uporeden je sadrzaj pigmenata hloroplasta (hlorofil a, b, a+b,
karotenoidi) iz listova lekovite biljne vrste podubica - Teucrium chamaedrys sa deponije
,Zitkovac“ Rudarsko Metaluriko Hemijskog Kombinata ,Trepéa“ i nezagadenog
podrucja okoline NiSa. Pigmenti hloroplasta su odredeni spektrofotometrijski u
acetonskim ekstraktima eksperimentalnih i kontrolnih uzoraka biljaka. Sadrzaj hlorofila
a, atb i odnos a/b je bio ve¢i kod u uzorcima listova sa deponije u poredenju sa
kontrolnim uzorcima sa nezagadenog staniSta iz okoline NiSa. Kao odgovor na stresne
uslove uzrokovane zagadenjem i punim intenzitetom sunceve svetlosti zabelezen je i
povecéan sadrzaj karotenoida kod uzoraka listova sa deponije, §to obezbeduje zastitu
hlorofila od fotooksidacije odnosno $tetnog dejstva ultravioletnog zracenja.

Kljuéne reli: Teucrium chamaedrys, deponija, pigmenti hloroplasta, hlorofil,
karotenoidi

Uvod

Industrijski kompleks u Kosovskoj Mitrovici i Topionica u Zvec¢anu su dva najveca
zagadivaca Zivotne okoline u urbanim podrucjima severnog dela Kosova i Metohije
(Vaskovi¢, 2016.). Tehnoloski proces eksploatacije i obrade rude u RMHK ,,Trepca“ je
pracen velikom koli¢inom industrijskog otpada, koji je odlagan na deponije koje
formiraju jaloviSta, bez odgovaraju¢eg sistema za pracéenje uticaja na okolne
ekosisteme. Na taj nacin je uzrokovao enormno zagadenje lokalnih podrudja,
ukljucujuéi vodene tokove, vazduh i poljoprivredno zemljiste. Jedan od tih lokaliteta je
sanirana deponija ,,Zitkovac®, koja predstavlja nase podru¢je istraZivanja.

Hemijski sastav industrijskog otpada na deponiji ,,Zitkovac®, prema Milentijevi¢ i
sar. (2010.) je sledeci: S - 8,2%, Fey;S 15 - 31,4%, As - 8,2%, Mn - 7%, FeS, — 0,85%,
Fe —22%, Zn — 1,62%, ZnOx- 0,057%, Pb — 0,48% and PbOy- 0,105%.

Biljke koje rastu na kontaminiranim podruc¢jima imaju sposobnost da se adaptiraju
na ekstremne uslove stanista, $to uklju¢uje promene u njihovoj anatomiji i fiziologiji
(Jaksic¢ et al., 2017).

Biljni pigmenti spadaju u najvaznije organske molekule, jer su neophodni za proces
fotosinteze. Najvazniji od pigmenata su hlorofili, ¢ija je koncentracija sa fizioloske
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tacke glediSta znaCajna iz viSe razloga. Koncentracija hlorofila zavisi od jacine
suncevog zracenja koje apsorbuje list, a ona utice na fotosintetski potencijal, a samim
tim i na primarnu produkciju (Blackburn., 2007). Karotenoidi su druga velika grupa
pigmenata, koju ¢ine karoteni i ksantofili. Karotenoidi apsorbuju zracenje i doprinose
energiji fotosinteze, jer su neophodna strukturalna komponenta fotosintetske antene i
kompleksa reakcionog centra (Bartley and Scolnic., 1995). Koli¢ina hlorofila generalno
se smanjuje pod uticajem stresa, a odnos hlorofila a i b se menja sa promenom
abiotickih faktora u koje spada intenzitet svetlosti (Fang et al., 1998). Merenje ukupnog
hlorofila, kao i hlorofila a i hlorofila b posebno moze da pruzi korisne uvide u
interakcije biljaka 1 njihove okoline (Richardson et al., 2002). Dok promena koli¢ine
hlorofila ukazuje na stres i fenoloske stadijume, koncentracija karotenoida pruza
dodatne informacije o fizioloskom statusu vegetacije (Young et al., 1990).

Na osnovu iznetih Cinjenica, u fokusu naseg istraZivanja je ispitivanje fizioloskih
promena kod lekovite biljke Teucrium chamaedrys koja uspeva na deponiji RMHK
,Irepca®, poredenjem kvantitativnog sadrzaja pigmenata hloroplasta i njihovog odnosa
sa sadrzajem istih u uzorcima sa nezagadenog podrucja.

Materijal i metode rada

Biljni materijal je sakupljen u jesen (27. septembar 2016) sa deponije ,,Zitkovac*
RMHK ,,Trepca“. Kontrolni uzorci su sakupljeni u isto vreme sa nezagadenog podrucja
u okolini Nisa. Uzorci biljaka su ¢uvani u zamrzivacu do analize. Uzorak analizirane
biljke je deponovan u herbarijumu Prirodno-matematickog fakuleta, Univerziteta u Nisu
(HMN) - vaucer broj 12514.

Za analizu se uzimaju reprezentativni uzorci listova..Listovi se sitno iseckaju i na
analitickoj vagi odmeri tacno 0.5 g. Odmereni materijal se stavlja u avan i vrsi
homogenizacija tuckom, uz dodatak 5-10 ml acetona. Da bi se pospeSila
homogenizacija dodavano je malo kvarcnog peska. Kako bi se sprecilo zakiSeljavanje
rastvora dodaje se mala koli¢ina MgCO;. Homogenizacija traje obi¢no oko 3 minuta,
posle Cega se sadrzaj iz avana filtrira uz pomo¢ vakuuma. Dobijeni filtrat predstavlja
ekstrat pigmenata, koji se prenosi u odmereni sud od 25 ml, sud dopuni acetonom do
crte 1 dobro promucka. Kako je koncentracija pigmenata u najvecem broju slucajeva
velika, da bi se moglo vrSiti oCitavanje na spektrofotometru, dobijeni ekstrakt treba
razblaziti 10 puta. Apsorbancija ovako pripremljenog ekstrata se ocitava na
spektrofotometru na talasnim duzinama 662, 644 i 440nm a zatim vr$i izracunavanje.

Za izracunavnje koli¢ine hlorofila @ i b i ukupnih karotenoida u acetonskom
rastvoru primenjivan je obrazac Holma i Wetstteina:

Hlorofil a =9.784 « A662 -0.990 » A644
Hlorofil 5 =21.426 « A644 —4.650 ¢ A662
Hlorofil @ + 5 =15.134 » Age, +20.436 * Agag
Karotenoidi = 4.695 « Ay, — 0.268 * (a+b)

gde je: A — apsorbancija pri odgovarajucoj talasnoj duzini, a vrednosti 9.784, 0.990,

21.426, 4.650 i 0.288 predstavljaju molarne apsorpcione koeficijente po Holmu (1954) i
Wetstein-u (1957.) za aceton i duzinu optickog puta od 1cm.
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Kada je izraCunata koncentracija pigmenata (mg/l), pristupa se izracunavanju
koli¢ine pigmenata po g svezeg ili suvog biljnog materijala prema obrascu:

C:CI.V.R
G 1000

gde su: C — sadrzaj pigmenata mg/g svezeg ili suvog biljnog materijala; C; —
koncentracija pigmenata izracunata po obrascu Holma i Wetstteina ; V — prvobitna
zapremina ekstrata (ml); R — razblaZzenje, ako ga ima; G — odmerena sveZa (suva) masa
biljnog materijala (g); 1000 — faktor za pretvaranje (g u mg).

Rezultati istraZivanja i diskusija

Sadrzaj hlorofila a, ukupni sadrzaj hlorofila a i b, odnos hlorofila a i b (a/b) i sadrzaj
karotenoida je bio veci kod uzoraka sa deponije nego kod kontrolnih. Sadrzaj hlorofila b
i odnos zbira hlorofila a+b i karotenoida (Chl. a+b/car.) je bio veéi kod uzoraka iz
nezagacenog podrucja nego sa deponije (Grafikon 1).

Bioloske reakcije lekovite biljne vrste Teucrium chamaedrys na uslove koji postoje
na saniranoj deponiji u odnosu na nezagadeno podrucje zavise od: mikroklimatskih
uslova supstrata, temperature i svetlosti, gustine populacije biljaka na deponiji, borbe za
opstanak sa ostalim biljkama, ograni¢enja u pogledu hranljivih resursa u supstratu kao i
od intenziteta zagadenja odnosno sadrzaja teSkih metala u supstratu na daponiji.
Rastenje biljaka na saniranoj deponiji je drugacije od rastenja na nezagadenom
zemlji$tu 1 zavisi od odgovora biljaka na stresne uslove koji se javljaju na supstratu
deponije.

Izmenjeni ekofizioloSki faktori na saniranoj deponiji u odnosu na nezagadeno
podrucje uticu na morfologiju i fiziologiju ispitanih uzoraka biljaka. Uocene razlike u
sadrzaju pigmenata mogu biti odgovor na izmenjene morfoloSke karaktere. Uvecan
sadrzaj teskih metala u supstratu sanirane deponije je u korelaciji sa izmenom nekih
morfoloskih karakteristika kod ispitanih uzoraka biljaka. Uzorci na saniranoj deponiji su
izlozeni vecoj koli¢ini upadne svetlosti tokom rasta.

Hulbert (1988.) je dokazao da uveéan intenzitet upadne kolicine svetlosti uti¢e na
izmenu anatomskih i fizioloskih karakteristika biljaka. U saglasnosti sa podacima do
kojih su dosli Knapp et al. (1998.) primeceno je da uzorci sa sanirane deponije koje
rastu pri visokom intenzitetu svetlosti imaju deblje i Sire listove, vecu specificnu masu
lista i veéu gustinu stoma. U skladu sa ovim parametrima, mozemo re¢i da je nivo
odnosa fotosintetskih pigmenata u listovima i efikasnost iskori§¢enja vode i azota veca
na otvorenim povrS§inama sanirane deponije. Povecanje debljine lista moze da doprinese
povecanju mezofila u odnosu na celu lisnu povrSinu, Sto dovodi do povecanja
iskoriS¢enja CO, i stepena fotosinteze (Nobel et al., 1975).
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Graf. 1. Poredenje sadrzaja pigmenata hloroplasta u listovima (mg/g) lekovite biljne
vrste Teucrium chamaedrys: sa deponije ,,Zitkovac* (tailing pond) i nezagadenog
podrucja iz okoline NiSa (control).

Legenda: hlorofil a (Chl.a), hlorofil b (Chl.b), hlorofil a+b (Chl a+b), odnos hlorofila a i
b (Chl a/b), karotenoida (Car.) i odnos zbira hlorofila a+b i karotenoida (Chl. a+b/car.)
Graph. 1. Comparison of chloroplast pigment content of leaves (mg/g) in medicinal
plant Teucrium chamaedrys from tailing pond “Zitkovac* (tailing pond) on lead-zinc
mine ,, Trepca “and uncontaminated area near city of Nis (control).

Legend: chlorophyll a (Chl.a), chlorophyll b (Chl.b), Chlorophyl a+b (Chl. a+b), olatio
of chlorophyl a and b (Chl a/b), carotenoids (Car.) and ratio of chlorophyl a+b and
carotenoids (Chl. a+b/car.)

Povecan sadrzaj karotenoida kod uzoraka sa deponije verovatno obezbeduje zastitu
hlorofila od fotooksidacije, odnosno stetnog dejstva ultravioletnog zracenja.

Zakljucak

Izmenjeni uslovi na supstratu sanirane deponije ,Zitkovac® RMHK , Trepéa“
zahtevaju od biljaka anatomske, fizioloske i biohemijske aklimatizacije. Sposobnost
biljaka da se prilagode stresnim uslovima je od kljuénog znaCaja za njihov opstanak.
Dinamika biljnih pigmenata je tesno povezana sa fiziolo§kim statusom biljke.

Kao odgovor na zagadenje na deponiji kod lekovite biljke Teucrium chamaedrys
(podubica) zabelezen je povecan sadrzaj hlorofila a, hlorofila a+b, i odnosa hlorofila a/b
u poredenju sa kontrolnim uzorcima iz nezagadenog podrucja. Takode je uveéan i
sadrzaj karotenoida Sto doprinosi zastiti od Stetnog dejstva UV zracenja.
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Prema rezultatima koji su prikazani u ovom radu mozemo reci da ispitani uzorci
lekovite biljke Teucrium chamaedrys imaju dobar potencijal za adaptaciju na uslove
stresa uzrokovanog zagadenjem na saniranoj deponiji rudarsko metalur§kog kombinata
,,Trepca®.

Napomena

Ovaj rad je uraden u okviru Projekta Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog
razvoja Ol 171025. Za usmeravanje pri izboru metoda za ovaj rad izrazavamo
zahvalnost prof. dr Radmili Trajkovi¢, redovnom profesoru Prirodno matematickog
fakulteta u Pristini sa privremnim sediStem u Kosovskoj Mitrovici.

Literatura

Bartley G. E., Scolnic P. A. (1995). Plant carotenoids: pigmemts for photoprotection,
visual attraction, and human health. The Plant Cell, 7, 1027-1038.

Blackburn G. A. (2007). Hypercentral remote sensing og plant pigments, Journal of
Experimental Botany, 58 (4), 855-867.

Fang Z., Bouwkamp J., Solomos T. (1998). Chlorophyllase activities and chlorophyll
degradation during leaf senescence in non-yelloving mutant and wild type of
Phaseolus vulgaris L. Journal of Experimental Botany, 49, 503-510.

Holm G. (1954). Chlorophyll mutations in barley, Acta Agriculturae Scandinavica, 4,
457-471.

Hulbert, L. C. (1988). Causes of fire effects in tall grass prairie. Ecology, 69, 46—58.

Jaksi¢ T., Smilji¢ M., Stankov-Jovanovi¢ V., Stamenkovi¢ S., Papovi¢ O., Vasi¢ P.,
Markovi¢ M. (2017). Activity of catalase in invasive plants from tailing pond of
lead-zinc mine “Trepca”. Objavljeno u Book of abstracts of the 7th ESENIAS
Workshop with Scientific Conference, Networking and regional cooperation
towards Invasive Alien Species Prevention and Management in Europe. Trichkova
T, Tomov R, Vladimirov V, Kalcheva H, Vanev Y, Uludag A, Tyufekchieva V
(eds.), 102. Sofia, Bulgaria: Institute of Biodiversity and Ecosystem Research,
Bulgarian Academy of Sciences (IBERBAS); East and South European Network
for Invasive Alien Species (ESENIAS).

Knapp A. K., Briggs J. M., Hartnett D. C., Collins L. S. (1998). Grassland Dynamics.
Long-Term Ecological Research in Tallgrass Prairie. New York, USA: Oxford
University Press.

Milentijevi¢ G., Nedeljkovi¢ B., Ristovi¢ 1. (2010). Analiza uticaja rada MMCC
"TrepCa" na zagadivanje voda reke Ibar teskim metalima na podrucju Zvecana.
Objavljeno u Zbornik radova III Medunarodnog Simpozijuma "Energetsko
rudarstvo, Nove tehnologije, Odrzivi razvoj 2010", Ristovi¢ 1. (ed.), 141-147. Banja
Junakovié, Apatin, Srbija: Rudarsko Geoloski Fakultet.

Nobel P. S., Zaragoza L. J., Smith W. K. (1975). Relation between mesophyll surface
area, photosynthetic rate, and illumination level during development for leaves of
Plectranthus parvilorus Hanckel. Plant physiology, 55, 1067-1070.

362



“XXIII SAVETOVANJE O BIOTEHNOLOGLJI” Zbornik radova, 2018.

Richardson A. D., Duigan S. P., Berlyn G. P. (2002): An evaluation of non-invasive
methods to estimate foliar chlorophyll content. New Phytologist, 153, 185-194.
Vaskovi¢ D. (2016). Upravljanje industrijskim otpadom u Republici Srbiji, Objavljeno
u Zbornik radova Fakulteta tehnickih nauka, Novi Sad, broj 2/2016. Oblast:
Industrijsko inZenjerstvo i menadzment, Vaskovi¢ D. (ed.), 311-314. Novi Sad,
Srbija: Fakultet Tehnickih nauka.

Wettstein D. (1957). Chlorophyll letale und der submicroscopische Formwechsel der
Plastiden. Experimental Cell Research, 12, 427-434.

Young A., Britton G. (1990). Carotenoids and Stress. Objavljeno u: Stress responses in
plants: adaptation and acclimation mechanisms. Alscher R.G., Cumming J.R.
(eds), 87-112. New York. Wiley-Liss.

CONTENT OF CHLOROPLAST PIGMENTS IN MEDICINAL PLANT
Teucrium chamaedrys FROM TAILING POND OF MINING AND
METALLURGICAL CHEMICAL COMPANY “TREPCA”
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Abstract

In this paper, the contents of chloroplast pigments (chlorophyll a, b, a+b and
carotenoids) in the leaves of medicinal plant Teucrium chamaedrys from tailing pond
,Zitkovac* of Mining and Metallurgical Chemical Company ,Trepéa and from
uncontaminated area near city of Ni§ were compared. Chloroplast pigments were
determined spectrophotometrically in the acetone extracts of experimental and control
samples of plant material. The contents of chlorophyll a, a+b and ratio a/b were higher
in leaves of samples from tailing pond in comparison with control samples from
uncontaminated habitat near city of NiS. In response to stress conditions caused by
pollution and full intensity of sunlight in samples of leaves from tailing pond providing
the protection of chlorophyll from photooxidation or ultraviolet radiation damage.

Key words: Teucrium chamaedrys, tailing pond, chloroplast pigments, chlorophyll,
carotenoids

'University of Pristina temporarily settled in Kosovska Mitrovica, Faculty of Science and Mathematics, Ive
Lole Ribara 29, Kosovska Mitrovica, Serbia

(mirjana.smiljic@gmail.com);

University of Ni§, Faculty of Science and Mathematics, Visegradska 33, Nig, Serbia

363



