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SAZETAK

U ovom master radu ispitivan je plod kleke (Juniperus communis) i ekstrakti ploda kleke sa
podru¢ja Crne Gore. Kleka (Juniperus communis L.) je zimzelena biljka, od davnina poznata po
svojim ljekovitim osobinama i ima $iroku primjenu u raznim sferama Zivota. Ljekovito bilje od
davnina sluzi ¢ovjecanstvu u medicinske i terapeutske svrhe. Danas se iz ljekovitih i biljaka sa
aromom izdvajaju sastojci poput etarskih i masnih ulja, vitamini i mnogi drugi specifi¢ni sastojci,
kao 1 druge aktivne materije. Biljne ekstrakte naj¢eS¢e dobijamo tako Sto se odgovaraju¢om
metodom 1 selektivnim rastvaraCima izoluju ciljane bioaktivne materije najces¢e iz suve biljne
droge. Plod kleke je izvor bioaktivnih materija koji se koristi kao ljekovito sredstvo. Za ekstrakciju
ploda kleke koris¢ene su: Soxhlet ekstrakcija, maceracija, ekstrakcija vrelom vodom (priprema
infuza), ultrazvuc¢na ekstrakcija. Analizirani su biljni uzorci sa pretpostavljenog Cistog stanista, sa
zagadenog podrucja (blizina Termoelektrane Pljevlja), kao i sa lokacije u blizini prometne
saobracajnice. U ekstraktima su odredivani teski metali olovo i nikl, kao i esencijalni metali: cink,
mangan, bakar 1 gvozde.

Prinos ekstrakata kleke razli¢itim metoda ekstrakcije kretao se od 1,0837 g do 5,283 g u odnosu
na kg suve biljke. Pokazalo se da je sadrzaj metala sa zagadenog i srednje zagadenog podrucja
znacajno veci od sadrzaja metala u plodu i ekstraktima sa pretpostavljenog Cistog stanista. Najveca
koncentracija metala u plodu kleke zabiljezena je u uzorku sa zagadenog podrucja, u okolini
Termoelektrane Pljevlja. Koncentracija metala u plodu kleke kretala se: za cink od 1,070 do 1,613
ppm, bakar od 0,543 do 0,801 ppm, nikal od 0,070 do 0,119 ppm, mangan od 0,499 do 0,670 ppm,
olovo od 0,350 do 0,557 ppm, gvozde od 2,340 do 4,435 ppm.

Koncentracija metala u ekstraktima ploda kleke kretao se: za Soxhlet ekstrakciju: cink od 0,485
do 0,503 ppm, bakar od 0,185 do 0,210 ppm, nikal od 0,035 do 0,046 ppm, mangan od 0,162 do
0,260 ppm, olovo od 0,063 do 0,142 ppm, gvozde od 0,987 do 1,766 ppm; za maceraciju: cink se
kretao od 0,115 do 0,154 ppm, bakar od 0,010 do 0,071 ppm, nikal od 0,028 do 0,030 ppm, mangan
od 0,130 do 0,215 ppm, olovo od 0,024 do 0,045 ppm, gvozde od 0,530 do 0,692 ppm, za
ekstrakciju vrelom vodom (infuz): cink se kretao od 0,152 do 0,181 ppm, bakar od 0,033 do 0,043
ppm, nikal od 0,006 do 0,008 ppm, mangan 0,144 do 0,255 ppm, olovo od 0,035 do 0,123 ppm,
gvozde od 0,547 do 0,709 ppm; za ultrazvucnu ekstrakciju: cink se kretao od 0,488 do 0,557 ppm,
bakar od 0,125 do 0,176 ppm, nikal od 0,020 do 0,023 ppm, mangan od 0,147 do 0,263 ppm, olovo
od 0,055 do 0,135 ppm, gvozde od 0,712 do 0,890 ppm.

Rastvorljivost metala za metode ekstrakcije iznosile su: za Soxhlet ekstrakciju: cink 38, 15 %,
bakar 28,50 %, nikal 41,66 %, mangan 35,40 %, olovo 23,09 %, gvozde 41,24 %; za maceraciju:
cink 10,37 %, bakar 5,11 %, nikal 30,20 %, mangan 29,01 %, olovo 7,61 %, gvozde 18,76 %; za
ekstrakciju vrelom vodom (infuz): cink 12,53 %, bakar 5,40 %, nikal 7,29 %, mangan 31,43 %,
olovo 18,09 % i gvozde 18,91 %; za ultrazvuc¢nu ekstrakciju: cink 39,78 %, bakar 22,07 %, nikal
21,87 %, mangan 33,50 %, olovo 21,66 %, gvozde 25,23 %.



Koncentracija ispitanih metala u plodu kleke i dobijenim ekstraktima opada u sljede¢em nizu
Fe>Zn>Mn>Cu>Pb>Ni. Isti trend je i kod koncentracije metala u izolovanim ekstraktima ploda
kleke. Pretpostavlja se da ekstrakti ploda kleke dobijeni metodom Soxhlet ekstrakcije imaju veci
sadrzaj teskih metala u odnosu na ostale ispitivane metode ekstrakcije zbog duzeg vremena
ekstrakcije i viSe temperature rastvaraca. Kleka (Juniperus communis) je biljna vrsta za koju na
naSim prostorima nema mnogo studija, te stoga ovaj rad moze posluziti kao dobra podloga za dalje
istrazivanje ove biljke i produbljivanju cjelokupne teme o teskim metalima.

Kljucne rijeci: Kleka, ekstrakcija, teski metali, spektrometrija.



SUMMARY

In this master thesis, juniper fruit (Juniperus communis) and juniper fruit extracts from the area
of Montenegro were examined. Juniper (Juniperus communis L.) is an evergreen plant, known
since ancient times for its medicinal properties and widely used in various spheres of

life. Medicinal plants have served mankind for medical and therapeutic purposes since ancient
times. Today, ingredients such as essential and fatty oils, vitamins and many other specific
ingredients, as well as other active substances, are extracted from medicinal and aromatic
plants. Plant extracts are usually obtained by isolating the targeted bioactive substances, usually
from dry herbal drugs, using the appropriate method and selective solvents. Juniper fruit is a
source of bioactive substances that is used as a medicinal agent. For juniper fruit extraction, the
following were used: Soxhlet extraction, maceration, extraction with hot water (infusion),
ultrasonic extraction. Plant samples were analyzed from a presumed clean habitat, from a
polluted area (near the Pljevlja Thermal Power Plant), as well as from a location near a traffic
road. Heavy metals lead and nickel, as well as essential metals: zinc, manganese, copper and iron
were determined in the extracts.

The yield of juniper extracts by different extraction methods ranged from 1.0837 g t0 5.283 g in
relation to kg of dry plant. It was shown that the metal content from the polluted and moderately
polluted area is significantly higher than the metal content in the fruit and extracts from the
assumed clean habitat. The highest metal content in juniper fruit was recorded in a sample from a
polluted area, in the vicinity of the Pljevlja Thermal Power Plant. The concentration of metals in
juniper fruit ranged: for zinc from 1.070 to 1.613 ppm, copper from 0.543 to 0.801 ppm, nickel
from 0.070 to 0.119 ppm, manganese from 0.499 to 0.670 ppm, lead from 0.350 to 0.557 ppm,
iron from 2.340 to 4.435 ppm.

The concetration of metals in juniper fruit extracts ranged: for Soxhlet extraction: zinc from
0.485 to 0.503 ppm, copper from 0.185 to 0.210 ppm, nickel from 0.035 to 0.046 ppm,
manganese from 0.162 to 0.260 ppm, lead from 0.063 to 0.142 ppm, iron from 0.987 to 1.766
ppm; for maceration: zinc ranged from 0.115 to 0.154 ppm, copper from 0.010 to 0.071 ppm,
nickel from 0.028 to 0.030 ppm, manganese from 0.130 to 0.215 ppm, lead from 0.024 to 0.045
ppm, iron from 0.530 to 0.692 ppm; for hot water extraction (infusion): zinc ranged from 0.152
to 0.181 ppm, copper from 0.033 to 0.043 ppm, nickel from 0.006 to 0.008 ppm, manganese
from 0.144 to 0.255 ppm, lead from 0.035 to 0.123 ppm, iron from 0.547 to 0.709 ppm. ; for
ultrasonic extraction: zinc ranged from 0.488 to 0.557 ppm, copper from 0.125 to 0.176 ppm,
nickel from 0.020 to 0.023 ppm, manganese from 0.147 to 0.263 ppm, lead from 0.055 to 0.135
ppm, iron from 0.712 to 0.890 ppm.

The solubility of metals for the extraction methods were: for Soxhlet extraction: zinc 38, 15%,
copper 28.50%, nickel 41.66%, manganese 35.40%, lead 23.09%, iron 41.24%; for maceration:
zinc 10.37%, copper 5.11%, nickel 30.20%, manganese 29.01%, lead 7.61%, iron 18.76%; for hot
water extraction (infusion): zinc 12.53%, copper 5.40%, nickel 7.29%, manganese 31.43%, lead
18.09% and iron 18.91%; for ultrasonic extraction: zinc 39.78%, copper 22.07%, nickel 21.87%,
manganese 33.50%, lead 21.66%, iron 25.23%.
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The concentration of the examined metals in the juniper fruit and the obtained extracts decreases
in the following order: Fe>Zn>Mn>Cu>Pb>Ni. The same trend applies to the concetration of
metals in isolated juniper fruit extracts. It is assumed that juniper fruit extracts obtained by the
Soxhlet extraction method have a higher content of heavy metals compared to the other examined
extraction methods due to the longer extraction time and higher temperature of the solvent. Juniper
(Juniperus communis) is a plant species for which there are not many studies in our area, and
therefore this work can serve as a good basis for further research on this plant and deepening the
entire topic of heavy metals.

Key words: Juniper, extraction, heavy metals, spectrometry.
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1. UvOD

U 21. vijeku zagadenje zivotne sredine predstavlja veliki problem o kojem se sve vise prica,
ali malo toga radi, bar kada je rijec¢ o podrucju Balkana i Crne Gore. Jedna od vaznih tema koje su
vezane za degradaciju i uniStavanje Zivotne sredine predstavlja i prisustvo teSkih metala u zivotnoj
sredini, $to je posljedica ljudskog djelovanja. Kada se nadu u prirodi, teSki metali uti¢u negativno
na sve faktore u njoj, od flore, faune, vazduha, zemljista, voda, pa do samog ¢ovjeka. Pojam teski
metali obuhvata metale ¢ija je gustina veéa od 5 g/cm®. Svi ovi metali su neophodni za
mnogobrojne procese u ljudskom organizmu, medutim u povecanim koli¢inama ispoljavaju
toksi¢no djelovanje, kako za Covjeka, tako i za sve biljke i Zivotinje.

Kleka (Juniperus communis L.) je zimzelena biljka, od davnina poznata po svojim
ljekovitim osobinama i ima Siroku primjenu u raznim sferama zivota. Ljekovito bilje od davnina
sluzi ¢ovjeCanstvu u medicinske i terapeutske svrhe. Danas se iz ljekovitih i biljaka sa aromom
izdvajaju sastojci poput etarskih 1 masnih ulja, vitamini i mnogi drugi specifi¢ni sastojci, kao i
druge aktivne materije. Biljne ekstrakte najces¢e dobijamo tako $to se odgovaraju¢om metodom 1
selektivnim rastvaracima izoluju ciljane bioaktivne materije najéesce iz suve biljne droge. Plod
kleke je izvor bioaktivnih materija koji se koristi kao ljekovito sredstvo. Kleka se ¢esto koristi za
pripremu c¢aja, koji se moze piti radi poboljSanja probave, smanjenja nadutosti ili kao podrska
mokra¢nom sistemu. Klekin ¢aj moze imati diuretski ucinak. Ulje kleke moze se Koristiti za
masazu kao sredstvo za opustanje miSica i ublazavanje bolova. Koristi se za njegu koze, posebno
kod problema poput celulita. Inhalacija pare s ekstraktom kleke moze pomoci kod problema s
disnim sistemom, poput prehlade, kaslja ili za olakSavanje disanja kod sinusitisa. Ulje kleke Cesto
se koristi u aromaterapiji zbog svog osvjezavajuéeg mirisa, koji se pripisuje stimulativnim i
umiruju¢im ucincima. Dodavanje ekstrakta kleke u kupku moZze imati opustajuci uc¢inak na tijelo

.....

Treba ista¢i da, iako kleka ima svoje potencijalne ljekovite ucinke, trebalo bi se
konsultovati sa stru¢njakom prije nego S$to se pocne koristiti bilo koji oblik biljnih lijekova,
posebno ako se ve¢ uzimaju drugi lijekovi ili imaju postojeci zdravstveni problemi.

Podruc¢ja na kojima raste ova biljka mogu biti zagadena odredenom koli¢inom teskih
metala, kao Sto su zemljiSta u okolini Termoelektrane u Pljevljima. Upravo sa tog podrucja, sa
lokacije u blizini saobracajnice i sa pretpostavljenog Cistog podrucja izvrSeno je uzorkovanje ove
biljne vrste, kako bi se ispitalo u kojoj mjeri su teSki metali prisutni u plodu kleke i njenim
ekstraktima, u zavisnosti od udaljenosti izvora zagadenja. Ekstrakcijom plodova kleke sa ovih
stani$ta zeli se utvrditi u kojoj mjeri teSki metali mogu uticati na kvalitet ekstrakta ploda biljke
Juniperus communis L., zavisno od izvora zagadenja, blizine zagadivaca, kao i tehnike ekstrakcije
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bioaktivnih materija koja se koristi. Predmet ovog rada je ispitivanje sadrzaja odabranih teskih
metala u plodu kleke i ekstraktima ploda kleke (Juniperi fructus).
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2. PREGLED LITERATURE

Emisije razli¢itih zagadivaca uzrokuje visestruke ekoloSke posljedice u svim sferama
ekosistema (voda, vazduh, zemljiste, vegetacija). Zagadivaci prvenstveno poticu iz industrijskih
postrojenja, motornih vozila, kao i od sagorijevanja fosilnih goriva. Da bi primjenili neki postupak
ili mjeru u cilju zastite Zivotne sredine, prvo se mora izvrsiti analiza zagadivaca. U literaturnom
pregledu dati su neku primjeri istrazivanja zagadenja biljnih vrsta teSkim metalima.

Olovo, kao teski metal je glavni zagadivac zivotne sredine i svakodnevno ugrozava Zivi
svijet. Za razliku od nekih organskih zagadivaca, u Zivotnoj sredini se ne moze razgraditi. Olovo
se obi¢no zadrzava u blizini povrSine tla a njegova akumulacija u zemljiStu zavisi od sadrzaja 1
vrste drugih metala, hemijskih reakcija, sadrzaja organske materije i drugih faktora. Olovo ima
sposobnost atmosferske distribucije na podru¢jima oko izvora kontaminacije. Cilj istrazivanja koju
su radili Crnki¢ i saradnici (2009) bio je pracenje prostorne distribucije olova u urbanom i ruralnom
tlu na podrucju Tuzle. Uzorci su uzeti sa dvadeset lokacija. Sadrzaj olova je odreden atomskom
apsorpcionom spektroskopijom (AAS). Neki od osnovnih hemijskih parametara zemljista (pH,
sadrzaj organske materije) su takode odredeni. Analizom karte prostorne distribucije detektovana
su podrucja sa visokim sadrzajem olova, posebno u blizini saobrac¢ajnica. Zbog ¢ega je zakljuceno
da je pracenje teSkih metala na ovom podrucju veoma vazno zbog visokog rizika za biljke,
zivotinje 1 ljude zbog prisustva olova u zemljistu.

Povrée je bogato vaznim hranljivim materijama, antioksidansima i metabolitima koji
funkcioniSu kao puferi za kisela jedinjenja stvorena tokom varenja. Povrée, s druge strane, moze
da apsorbuje i vitalne, nutritivne ali i toksi¢ne materije iz zemljiSta. Postoji zabrinutost zbog uticaja
na ljudsko zdravlje, ukljucujuéi pojavu tumora i1 oSteCenje bubrega, koja je povezana sa
konzumiranjem povréa kontaminiranog teSkim metalima. TeSki metali se unose preko korijena
biljaka iz zagadenog zemljista 1 ekoloskog otpada, ulazeéi u jestive dijelove biljnih tkiva ili se
akumuliraju na povrSini povréa.U istrazivanju koje su radili Manwani 1 saradnici (2022) teSki
metali poput Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Cd, Pb 1 Hg pronadeni su u visokim koncentracijama u povréu
kao $to su Amaranthus tricolor L., Chenopodium album L., Spinacia oleracea, Coriandrum
sativum, Solanum licopersicum i Solanum melongena. Zaklju¢eno je da uzgajano povrée U
podruc¢jima zagadenim opasnim metalima ili u blizini izvora zagadenja teSkim metalima moze
akumulirati vece koli¢ine teskih metala.

Potrosnja ratarskih usijeva kontaminiranih teskim metalima predstavlja glavni izvor ovih
toksikanata u lancu ishrane. U studiji koju su radili Khan i saradnici (2008) ispitivani su
zdravstveni rizici nastali zbog unosa prehrambenih proizvoda koje su navodnjavane otpadnom
vodom iz fabrike koja u sebi sadrzi teSke metale. Rezultati su pokazali da postoji zna¢ajan broj
teSkih metala koji zagaduje zemljiste koje se navodnjava otpadnim vodama.
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Koncentracije teskih metala u biljnim vrstama uzgajanim na ovom zemljistu bile su
znacajno vece nego u biljnim vrstama uzgajanim u referentnom zemlji$tu i premasile su dozvoljene
granice koje su postavili kineska Drzavna uprava za zastitu Zivotne sredine 1 Svijetska zdravstvena
organizacija (SZO). Ova studija naglasava da i odrasli i djeca koji konzumiraju prehrambene
usijeve uzgajane u zemljistima navodnjavanim otpadnim vodama unose znac¢ajnu koli¢inu teskih
metala.

U istrazivanju koje su sproveli Shen i saradnici (2019) utvrdeno je da teski metali u lancu
ishrane imaju Stetan uticaj na zdravlje lokalnog stanovniStva. Naime, dijagnosticirano je trovanje
teSkim metalima kod ovaca koje Zive na pasnjacima u blizini topionice cinka u planinskoj oblasti
Vumeng u Kini. Nivoi bakra, cinka, kadmijuma i olova u vodi za navodnjavanje, zemljistu, sto¢noj
hrani i Zivotinjskim tkivima mjereni su u uzorcima uzetim iz okoline topionice i kontrolnim
uzorcima. Utvrdena je i koncentracija metala u hrani (kukuruz, pirina¢ i pSenica), kao i u ljudskim
tkivima (krv i kosa) dobijenih od lokalnog stanovniStva. Koncentracije kadmijuma i olova bile su
177,82 1 16,61 puta vece u hrani odnosu na kontrolni uzorak, odnosno 68,71 i 15,66 puta vece u
zemljiStu nego u kontrolnom uzorku. Koncentracija metala u hrani (kukuruz, pirina¢ i pSenica) sa
zagadenog zemljista bio je znacajno veci nego u kontrolnim uzorcima. Koncentracija kadmijuma
i olova u tkivima oboljelih ovaca bio je znacajno veci nego kod kontrolnih Zivotinja, dok su
koncentracije kadmijuma i olova u uzorcima tkiva lokalnog stanovnistva bile viSe u poredenju sa
kontrolnim uzorcima. Stoga je zaklju¢eno da kontaminacija teSkim metalima nanosi Stetu ovcama,
a takode predstavlja znacajan rizik za ljude koji zive blizu topionice cinka.

U istrazivanju (Rashed, 2010) analizirana je jalovina iz rudnika zlata, u oblasti Allaki Vadi
Asvan, Egipat. Jalovina, zemljiste i samonikle biljke (Acia Raddiena i Aerva javanica) su
uzorkovane 1 analizirane na toksi¢ne metale (Hg, Cd, Pb i As) i povezane teSke metale (Cr, Ag,
Ni, Au, Mo, Zn, Mn i Cu) koris¢enjem ICP—MS- (induktivno spregnuta plazma - masena
spektrometrija plazme), ICP-AES (induktivno spregnuta plazma - atomska emisiona
spektroskopija) i CVAAS (atomska apsorpciona spektrometrija — tehnika hladne pare). Ova
studija se bavila distribucijom i pokretljivos¢u ovih metala od jalovista do okolnog zemljista 1
divlje flore. Zakljuceno je da su se Cr, Cu, Zn, Ni, Ag, Au, Mn, Hg, As, Ag, Au i Pb u zemljiStu
smanjuju kako se udaljenost od jalovine povecava. Biljka Acia raddiena je akumulirala As, Cd i
Pb u vec¢im koli¢inama u poredenju sa biljkom Aerva javanica. Rezultati ove studije pokazuju da
su zemljiste, kao 1 biljke, u blizini jalovista rudnika zlata sa visokim sadrzajem teSkih metala, te
da se biljke ne smiju koristiti za ispasu a zemljiSte za poljoprivredne aktivnosti. Akumulacija
toksi¢nih metala u zemljiStu je veoma vazan problem za biljke, Zivotinje i ljude.

Cilj istrazivanja Sayadi i Rezai (2014) je bio da se ispita uticaj namjene zemljiSta na sadrzaj
1 distribuciju Pb, Cu, Ni, Cr, Zn i Cd na podrucju grada Birjand, Iran. Proucavano je zemljiSte
koris¢eno za potrebe farme mlijeka, za poljoprivredne aktivnosti, kao put, kao i za potrebe
stambeno-poljoprivrednog i obrazovnog centra.
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Rezultati su pokazali da najvecu koncentraciju Pb (166,64 mg/kg) ima zemljiSte u
stambeno-putnoj upotrebi. Najvecu koncentracija cinka (346,50 mg/kg) ima zemljiste kori$¢eno
za farmu mlijeka. Maksimalna koncentracija kadmijuma (8,57 mg/kg) bila je na zemljistu koje je
koris¢eno za stambeno-putnu infrastrukturu. Srednje koncentracije elemenata su pokazale visoke
vrijednosti, §to ukazuje da je zemljiste koriS¢eno za farmu mlijeka kontaminirano i da ¢e u bliskoj
buduénosti koncentracija toksicnog metala biti iznad grani¢nih vrijednosti. Tako se ulazak
toksi¢nih elemenata u ljudski lanac ishrane znatno povecava.

Koksovanje je proces termi¢ke obrade ugljenika, obi¢no na visokim temperaturama (oko
1000-1200 °C), u odsustvu vazduha ili kiseonika. Ovaj proces ima ucestalu korist u rafinerijama
nafte 1 metalurSkim postrojenjima za proizvodnju koksa, ¢vrstog ugljeni¢nog materijala koji ima
razli¢ite primjene. Koksovanje je vazan proces jer omogucava pretvaranje ugljenicnih materijala
u Cvrste oblike koji se mogu koristiti u razli¢itim industrijama. Takode, koks ima visoku
energetsku gustinu, $to ga ¢ini efikasnim gorivom za visoko-temperaturne procese.

Koksovanje uti¢e na kvalitet zivotne sredine 1 predstavlja veliki rizik po ljudsko zdravlje
jer se velike koli¢ine teSkih metala i metaloida emituju u Zivotnu sredinu iz uglja tokom procesa
koksovanja. U studiji Cao i saradnika (2014) proucavani su rizici po zdravlje djece i nivoi
izloZenosti As, Se 1 teSkim metalima (Pb, Cd, Cr, Ni, Co, Zn, Cu, Mn, V 1 Sb) koji su prisutni u
vodi, zemlji$tu, praSini, vazduhu i lokalno proizvedenoj hrani. IstraZivanje je sprovedeno na
osnovu uzorkovanja na terenu i anketa zasnovanih na upitnicima koje je popunjavalo lokalno
stanovni$tvo sa podrucja najintenzivnije proizvodnje koksa u Kini. Uzorci ljudske krvi su
prikupljeni i analizirani da bi se ukazalo na nivoe izloZenosti teskih metala. Nekancerogeni rizici
za djecu bile su koncentracije Mn, Pb, As i Sb u hrani, ¢iji su nivoi bili od tri do deset puta veéi od
prihvatljivih. Kancerogeni rizici za djecu bili su 30 do 200 puta ve¢i od bezbjednog nivoa, §to se
moze pripisati prisutnim koncentracijama Cr, As i Ni. Visoki rizici koji su detektovani u ovoj
studiji su naveli na zakluCak da se mora posvetiti mnogo vise paznje zdravlju djece koja zive u
blizini pogona gdje se vrsi koksovanje 1 da je vazna kontrola bezbjednosti lokalno proizvedene
hrane kao i procjena rizika po zdravlje lokalnog stanovnistva.

Rezultati istrazivanja i uticaja teskih metala na biljke i njihove mehanizme je prikupljeno
iz kineskih naucnih 1 univerzitetskih Casopisa, uglavnom objavljenih u poslednjoj deceniji.
Zakljuceno je da teSki metali negativno uti¢e na biljke i da dolazi do inhibicije rasta, oStecenja
strukture, opadanja fizioloSkih i1 biohemijskih aktivnosti, kao i disfunkcije biljaka. Efekti i
biodostupnost teskih metala zavise od mnogih parametara, a to su uslovi zivotne sredine, vrste
elementa, dubrenja, biljne vrste (Cheng, 2003).

Svrha istrazivanja Kebira 1 Bouhadjera (2011) je bila da se utvrdi stepen kontaminacije
zemlji$ta u blizini deponije industrijskog otpada teskim metalima Pb, Zn, Ni, Cu, Cd, Mn, Cr, Fe
1 As, kao kontaminacija biljaka koje rastu na i u blizini ovog podrucja. U radu je analiziran sadrzaj
teskih metala u periodu od 2 godine u zemljiStu kao 1 u biljkama na pocetku vegetacionog perioda.
Mjerenje sadrzaja teSkih metala vrSena su na tri lokacije i u vegetativnim dijelovima biljaka tokom
ljeta. Uzorci biljaka iz neposrednog okruzenja deponije bili su kontaminirani visokim
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koncentracijama Zn, Cd i Mn. Tri biljne vrste: grozde, arti¢oka i paprika, posebno grozde, ispunilo
je neke od uslova da se svrsta u akumulatore metala i to: Zn, Cu, Cd i Fe, pa je samim tim otkriven
zdravstveni rizik za lokalno stanovnistvo.

Kontaminacija povrtarskih usijeva teSkim metalima predstavlja veliku opasnost po zdravlje
ljudi. U studiji Souri i saradnika (2019) ispitivani su uzorc izdanakia i korijena bastenske krese i
slatkog bosiljka prikupljenih sa zemljiSta zagadenih teSkim metalima. Koncentracije kadmijuma
(Cd), olova (Pb), nikla (Ni), arsena (As), hroma (Cr), kobalta (Co), bakra (Cu), mangana (Mn) i
cinka (Zn) u biljnim tkivima odredivani su atomskom apsorpcionom spektroskopijom. U drugoj
studiji baStenska kresa je bila izlozena odredenim koncentracijama kadmijuma i olova u
laboratorijskim uslovima, u hidroponskoj kulturi pijeska tokom 5 dana. Rezultati su pokazali da
su koncentracije razli¢itih teskih metala u korijenu, posebno Cd, As, Ni, Co, Cu, Mn i Zn, ali ne i
Pb, bile zna¢ajno vece od koncentracija njihovih izdanaka. Rezultati ove studije ukazuju na to da
uprkos tome Sto mlade biljke imaju veci potencijal za usvajanje 1 akumulaciju teSkih metala, mala
razlika u mladim 1 zrelim biljkama na zagadenim poljima ukazuje na posljedice duzeg perioda
izlaganja zagadenom vazduhu 1 taloZenju prasSine koja sadrzi visoke nivoe teSkih metala tokom
biljnog rasta.

TeSki metali su znacajni zagadivaci zivotne sredine, a njihova toksicnost je ozbiljan
problem iz ekoloskih, nutritivnih i toksikoloskih razloga. Metali mogu uticati na niz fizioloskih 1
biohemijskih procesa u biljkama i njihova toksi¢nost se mijenja u odnosu na vrstu biljaka, vrste
metala, koncentracije metala i njegovog hemijskog oblika.

Ocigledna je potreba za intenziviranjem istrazivac¢kih programa za bolje razumijevanje
toksi¢nosti teskih metala, Sto je neophodno ako se Zeli posti¢i efekat za poboljSanje dobrobiti
biosfere (Ackova, 2018). Kontaminacija zemljiSta i vode raznim teskim metalima kao $to su olovo,
srebro i kadmijum raste svakodnevno kao rezultat razli¢itih aktivnosti, posebno industrijalizacije
iurbanizacije. Olovo (Pb) je primjer teSkog metala koji nije esencijalni element niti ima bilo kakvu
ulogu u procesu Celijskog metabolizma, ali se lako apsorbuje i akumulira u razlic¢itim dijelovima
biljke. Unos olova je uglavnom regulisan veli¢inom cestica, pH vrijedno$¢u i kapacitetom
katjonske razmjene zemljista, ali i drugim fizickim i hemijskim parametrima.

Visoka koncentracija teSkih metala kao $to je olovo moze izazvati niz toksi¢nih simptoma
kod biljaka: usporavanje rasta, negativni efekti na proces fotosinteze (hloroza), crnjenje korijena
itd. Olovo ima sposobnost da u biljkama inhibira fotosintezu, remeti ishranu i ravnotezu vode,
mijenja hormonski status i utiCe na strukturu i propustljivost celijske membrane. Olovo nije
esencijalni element za biljku, iako se akumulira u razli¢itim dijelovima biljke i negativno utice na
razliite fizioloSke procese. Akumulacija olova u zemljiStu inhibira klijanje sjemena i usporava
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rast rasada, smanjuje procenat klijanja, indeks klijavosti, duzinu korijena/mladka, indeks
tolerancije i suvu masu korijena i izdanaka (Nas i Ali, 2018).

2.1. Teski metali

Problem zagadivanja sredine teSkim metalima ima globalni karakter. Iako u razli¢itoj mjeri, on
je svuda prisutan i specifican za pojedine dijelove biosfere. Stoga, nakupljanje pojedinih
elemenata, posebno teskih metala sa pretezno toksi¢nim dejstvom moze da izazove u biosferi
nepozeljne promjene sa nesagledivim posljedicama. Biljke mogu da posjeduju i tolerantnost prema
jednom metalu ili prema ve¢em broju metala. Tolerantnost biljaka prema teSkim metalima ima
genetsku osnovu, ali moze da bude modifikovana adaptacijom na uslove sredine (Kastori, 1983;
Blagojevic, 2003).

Biljke teske metale prvenstveno usvajaju iz zemljiSta, a pri odredenim uslovima i preko
nadzemnih organa. Na usvajanje i nakupljanje teSkih metala utice vise faktora, npr. temperatura,
intenzitet svjetlosti, kiselost zemljiSta i mnogi drugi. Biljke se prema nacinu nakupljanja teskih
metala mogu podijeliti na:

» Akumulatore — vrste koje u nadzemnim dijelovima nakupljaju znacajne koli¢ine teskih
metala, nezavisno od njihovog udjela u zemljistu;

» Indikatore i one koje teske metale nakupljaju u malim koli¢inama — kod njih usvajanje
teskih metala ta¢no odrazava njihovu koncentracijuu spoljasnjoj sredini;

> Biljke u kojima je nivo teskih metala u dijelu iznad zemlje uglavnom konstantan i
nezavisan od prisustva metala u tlu (Kastori, 1995; Blagojevic¢, 2003).

Olovo (Pb) - glavni izvori olova su motorna vozila. Mjerenjima u istrazivanju (Borisov, 2008) je
utvrdeno da se na 50 metara udaljenosti od autoputa kojim dnevno prolazi oko 10 000 vozila
koncentracija olova u zemljiStu se godiSnje povecava za 3 mg/kg, Sto znaci da ¢e sadrzaj ovog
metala u zemljiStu za 50 godina iznositi od 100 do 200 mg/kg zemljista. Sadrzaj olova pored
autoputeva u biljkama i zemljistu moze da iznosi i 100 mg/kg. Olovo, koje se nalazi u tlu, za biljke
je najéescée tesko pristupacno, tako da ga one usvajaju u relativno malim koli¢inama.

Kontaminacija biljaka olovom pored autoputeva pretezno je povrSinska. Olovo se kao
zagadivac javlja i iz drugih izvora, kao $to su fabrike boja, prerada ruda, upotreba raznih pesticida
i herbicida. Olovo je jedan od najrasprostranjenijih teskih metala u tlu, veoma je toksican za zive
organizme. (Kastori, 1995; Kadovi¢ i Knezevi¢, 2002).

Olovo nema biolosku funkciju, ali moze izazvati morfoloske, fizioloske i biohemijske
disfunkcije u biljkama. Biljke su razvile sirok spektar mehanizama tolerancije koji se aktiviraju
kao odgovor na izlaganje Pb. Pb utice na biljke prvenstveno kroz njihov korijenov sistem. Korijen
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biljke brzo reaguje i/ili sintezom i talozenjem kaloze, stvarajuci barijeru koja sprec¢ava ulazak Pb i
njegovu sekvestraciju u vakuoli, pracenu promjenama u rastu korijena i obrascu grananja i/ili
translokacijom Pb u nadzemne dijelove biljke u slu¢aju biljaka koje su hiperakumulatori (Fahr i
saradnici, 2013). Nacin na koji biljke usvajaju teske metale iz zemljista i prenose ih u svoje
nadzemne organe prikazan je naslici 1.

Teski metali

Mikrobi Kapacitet pH Organska Plodnost e
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Usvajanje biljkama
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Slika 1. Mehanizam djelovanja i put toksicnosti metala u zemljistu i biljakama
Izvor (Rascio i Navari-1zzo, 2011)

Bakar (Cu) — jedinjenja na bazi bakra, kao npr. CuSO4, koriste se kao fungicidi u
vocarstvu, kao aditivi za sto¢nu hranu, dok se bakar koristi pri dobijanju mesinga, zice, raznih
legura, bakarnih cijevi i sliéno. Sto se ti¢e biljaka, negativan uticaj bakra na njihov rast javlja se
pri koncentracijama bakra ve¢im od 0,1 ppm (Kusan, 1967; Brki¢ i sar., 1999). Toksi¢ne koli¢ine
bakra za biljke su oko 400 ppm i iznad, za Zivotinje preko 1000 ppm (Brki¢ i sar., 1999; Blagojevic,
2003). Bakar je esencijalni mikronutrijent za biljke jer uéestvuje u nekoliko redoks reakcija i
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strukturnoj konstituciji Fe-Cu klastera. Cu izaziva fizioloske i biohemijske poremecaje koji
usporavaju rast biljaka. S obzirom na rastucu poljoprivrednu i industrijsku aktivnost kao glavnih
izvora akumulacije Cu u prirodi, razumijevanje fizioloskih i biohemijskih mehanizama toksi¢nosti
Cu u biljkama predstavlja vazan korak u selekciji tolerantnijih genotipova na stresove izazvane
teSkih metalima (Cruz i saradnici, 2022).

Cink (Zn) - je sastavni dio cijevi koje ¢ine vodovodne sisteme, pa se zato zapaza povecan
sadrzaj cinka u otpadnim vodama iz industrije. Cink je jako vazan za biljni i zivotinjski svijet.
Medutim, zabiljeZena je i njegova toksi¢nost, mada samo pri veoma visokim koncentracijama
(Drini¢, 2020).

Cink je prirodna komponenta zemljista u kopnenim sredinama i vitalni je element za rast
biljaka, jer obavlja vazne funkcije u brojnim metabolickim putevima. Medutim, potencijalno stetni
nivoli Zn u zemljistu mogu dovesti do razlicitih promjena u biljkama kao $to su usporena
fotosinteza i brzina disanja, neuravnotezena mineralna ishrana i pojac¢ano stvaranje reaktivnih vrsta
kiseonika. Zn ulazi u zemljiste kroz razlicite izvore, kao $to su trosenje stijena, sumski pozari,
vulkani, rudarske i topionicke aktivnosti, zatim preko stajnjaka, kanalizacionog mulja i primjene
fosfatnih dubriva. Relativno mala razlika izmedu esencijalnosti Zn i toksi¢nosti u biljkama skrenuo
je paznju naucne zajednice na njegove efekte na biljke i klju¢nu ulogu u odrzivosti poljoprivrede
(Kaur i Garg, 2021).

Mangan (Mn) - se aktivno usvaja i brzo transportuje kroz biljke, gdje posebno mjesto
zauzima pasivna apsorpcija. Biljkama je mangan neophodan, i njegova vjerovatno najvaznija
funkcija je ucesce u oksido-redukcionim reakcijama. Zbog brzog prenosa kroz biljku najvise ga
ima u mladim organima biljaka, a slabije u korijenu i ksilemu (Kastori, 1983). Mangan je
esencijalni element za biljke, u¢estvuje u nekoliko metaboli¢kih procesa, uglavnom u fotosintezi i
kao koenzim antioksidant. Ipak, visak ovog mikronutrijenta je toksic¢an za biljke.

Fitotoksi¢nost Mn se manifestuje u smanjenju biomase i fotosinteze i biohemijskim
poremecajima kao sto je oksidativni stres. Istrazivanja o toksi¢nosti Mn i translokaciji Mn iz
zemljista u biljne ¢éelije u obliku Mn?* pokazala su njegov put u uslovima niskog pH i redoks
potencijala u zemljistu (Stankovié, 2016).

Kada je Mn unutar ¢elija, takode se primjecuju mehanizmi koji mogu da tolerisu ovu
toksi¢nost, §to je vazno za razdvajanje ovog metala u razli¢itim organelama biljnih ¢éelija izdanaka
i lista. Klju¢na uloga antioksidativnih sistema u biljkama u odnosu na visoke koli¢ine Mn takode
je prijavljena kao odbrambeni mehanizam (Millaleo i saradnici, 2010).

Gvozde (Fe) - je esencijalni element, neophodan u vaznim biohemijskim, kao i fizioloskim
procesima i najzastupljeniji oligoelement (0,006%). Biljke gvozde usvajaju kao fero-jon, feri-jon
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i sa helatima. Prisustvo gvozda u zemljiStu ima veliki uticaj na usvajanje drugih teskih metala od
strane biljnih vrsta (Kadovi¢ i Knezevi¢, 2002; Blagojevi¢, 2003). Gvozde je cetvrti element u
zemljinoj kori. O toksi¢nosti gvozda se ne govori ¢esto u nauci o biljkama, iako uzrokuje ozbiljne
morfoloske i fizioloske poremecaje, ukljucuju¢i smanjeni procenat klijanja, ometanje enzimske
aktivnosti, nutritivni disbalans, ostecenje membrane hloroplasta. Takode, nepovoljno djeluje na
biomolekule, sto dovodi do uginuc¢a celija i indukuje strukturne promjene u fotosintetskom
aparatu, sto dovodi do usporavanja metabolizma ugljenika. Medutim, neke agronomske prakse kao
Sto je remedijacija zemljista hemikalijama, hranljivim materijama, kao i geneticke modifikacije
sjemena mogu dati dobre rezultate u povecanju proizvodnje usijeva na zemljistu zagadenom Fe
(zahra i saradnici, 2021).

Nikal (Ni) - je metal koji se prirodno pojavljuje, ali antropogene aktivnosti kao s§to su
industrijalizacija, upotreba dubriva, hemikalija i odlaganje kanalizacionog mulja su povecale
njegovu koncentraciju u zivotnoj sredini do nepozeljnih nivoa. Nikal je neophodan za rast biljaka
pri niskoj koncentraciji. Medutim, sadrzaj nikla u Zivotnoj sredini se povecava, pa je stoga vazno
razumjeti njegovu funkcionalnu ulogu i toksi¢ne efekte na biljke. Nikal uti¢e na razvoj biljaka i
pozitivno i negativno, u zavisnosti od koncentracije prisutne u medijumu za rast. Nikal je
neophodan za normalan rast, enzimske aktivnosti (npr. ureaza), metabolizam azota, unos gvozda i
specificne metabolicke reakcije. Sa negativne strane, nikal smanjuje klijavost sjemena, rast
korijena i izdanaka, akumulaciju biomase i kona¢nu proizvodnju. Stavise, nikal moze da izazove
hlorozu i nekrozu i inhibira razli€ite fizioloSke procese (fotosintezu, transpiraciju) i izaziva
oksidativna ostec¢enja u biljkama. Prijetnja povezana sa uticajem nikla na biljke, Zivotinje i ljude
se povecava kako koncentracija nikla raste svakim danom u zivotnoj sredini, posebno u zemljistu.
(Hassan i saradnici, 2019).

2.2. Opste karakteristike vrste Juniperus communis

Kleka (Juniperus) je ¢etinarska biljka iz porodice cempresa (Cupressaceae). Postoji od 50
do 67 vrsta ove biljke. Rasprostranjena je na cijeloj sjevernoj polulopti, od Arktika, juzno do
Afrike, pa sve do vrhova Centralne Amerike. Kleka raste na velikom dijelu sjeverne hemisfere, od
Sjeverne Amerike, preko juznog Grenlanda, Evrope, istocne Azije do sjeverne Afrike, gdje postoje
reliktne populacije. Raste po krSevitim i kraskim terenima, na sun¢anim i suvim mjestima (Hampe
i Petit, 2010).

Vrste kleke se razlikuju, ima visokog drveca, kao i niskih zbunova sa duguljastim krivim
granama. Kleka je zimzelena biljka sa igli¢astim liséem. Sisarke Zenske vrste su prepoznatljive,
nalik strukturi poput "bobice" (slika 2), od 4 do- 27 mm duZine, sa jednim od dvanaest odvojenih
tvrdoljuskastih sjemena. Obi¢no imaju aromu i koriste se kao zacin. Vrijeme sazrijevanja sjemena
se razlikuje od vrste do vrste, od 6 do18 mjeseci nakon oprasivanja (Ogren, 2015).

21



Slika 2. Plod kleke (Juniperus communis)
Izvor (Kostova, 2005)

Muske Sisarke imaju slicnosti sa ostalim iz familije Cupressaceae. Nekoliko vrsta kleke
cvjeta kada je jesenje doba godine, dok neke vrste stvaraju polen ve¢ po¢etkom zime, do kasnog
proljeca (Ogren, 2015). Neke vrste kleke (npr. Juniperus chinensis, Juniperus virginiana) imaju
dvije Klasifikacije listova: listovi koji se sade, i gran¢ice mladih stabljika koje imaju iglicast tip
lis¢a. Kada se mlado lis¢e pojavi na biljkama koje su zrele, ono se obi¢no nalazi na sijenovitim
stani$tima, uz lis¢e koje je odraslo na sunc¢anim stanistima. Kod J. communis i J. squamata lisce
je u potpunosti u obliku mladih iglica i ne sadrzi ljestvice.

Kleke su golosjemenice i zavisno od vrste, sjeme sazrijeva od 1 do 3 godine. Nepropusna
sjemenjafa sprijeava ulazak vode i1 razmjenu gasova, a embrion ima izraZenu viSestruku
dormantnost sjemena (kada klijavo sjeme, tj. sjeme sa sposobnoscu da proklija i razvije se u biljku,
ne uspijeva u povoljnim uslovima sredine). Jaka sjemenja¢a omogucava prolazak kroz crijevni
trakt zivotinja tako da sjeme moze da bude prenijeto na velike udaljenosti (Chamber i sar., 1999;
Grbi¢, 2003). Primjer stanista biljke kleke na prostoru Crne Gore prikazan je na slici 3.
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Slika 3. Kleka na podrucju Durmitora
Izvor (Roganovié, 2015)

Kleka moze da uspijeva u razli¢itim okruZenjima i moze da sluzi kao ispasa za stoku
(Rawat i Everson, 2012). Kleka je biljna vrsta poznata da kisa pogoduje njenom rastu i zato se
javlja na otvorenom prostoru (Chamber i sar., 1999). Invazija kleke, koja se javlja zboh nedostatka
sto¢ne ispase, uti¢e na promjenu cijelog ekosistema (Belsky, 1996).

Povecanje populacije kleke dovodi do smanjenja zastupljenosti drugih drvenastih vrsta.
Posljedica povecanja populacije dovodi do smanjenja produkcije bobica (Miller i sar., 2000).

Ipak, ova redukciona faza ne vodi do smanjenja Sansi prezivljavanja nekih divljih Zivotinja.
Za manje sisare je vazno da imaju mogucénost pristupa malim klekinim stablima (Bombaci i
Pejchar, 2016; Gallo i sar., 2016).
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2.3. Klasifikacija vrste Juniperus

Kleka kao biljka ima veliki broj vrsta u svome ciklusu, od kojih su sledece:

1. Vrsta Juniperus - Juniperus u koju spadaju: Juniperus communis — obi¢na kleka, Juniperus
conferta — kleka u priobalnom tlu (slika 4), Juniperus rigida — kleka sa iglicama.

Slika 4. Juniperus conferta
Izvor (Ruter, 2018)

2. Vrsta Juniperus - Oxycedrus (Slika 5).

Slika 5. Primjer ploda vrste Juniperus oxycedrus
Izvor (Mazza, 2020)

3. Vrsta Juniperus - Caryocedrus, kojoj priprada Juniperus drupacea — kleka sirijska (slika
6).
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Slika 6. Sjeme sisarke vrste Juniperus drupacea
Izvor (Turland, 2010)

4. Vrsta Juniperus Sabina, kojoj pripada jedna od najc¢escih vrsta kleke u svijetu — fenicka
borovica (slika 7).

Slika 7. Plod vrste Juniperus phoenicea
Izvor (Mazza, 2020)

Svi dijelovi kleke (Juniperus communis) su ljekoviti, a naro¢ito aromati¢ni i
gorkosladunjavi plodovi. Zeleni plodovi su neljekoviti, dok ljekovitost ispoljavaju sazreli
ljubicasti plodovi kleke. Suse se na provjetrenom mjestu. Osuseni dijelovi ¢uvaju se na suvom
mjestu. Plod u zavidnim koli¢inama sadrzi i smole, tanin, vosak, organske kiseline i njihove soli.
Posjeduje i brojne minerale, a posebno kalcijum, kalijum, mangan, sumpor. U stotinu grama
mladih klekinih izdanaka ima vitamina C - 97 miligrama (Zikri, 2020).
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Kleka djeluje kao diuretic — Koristi se protiv zadrzavanja mokrace, kao i za dezinfekciju.
Takode njena uloga je i kao stomahik (uti¢e na poboljSanje apetita, varenja, smirivanju bolova i
ublazavanju nadimanja — kao i kod ostalih disfunkcija gastroenteroloskog trakta), dobra je protiv
prehlade, nazeba, kaslja, kod artritisa, reumatizma i sli¢nih zglobnih bolova (Rudolf, 1983).

Plodovi kleke sadrze razne korisne hemijske materije. U hemijski sastav kleke ulaze:
etericno ulje, flavonoidi 1 tanini. Plodovi kleke su bogati etericnim uljem koji, kao glavne
komponente, sadrzi monoterpene terpinen-4-0l i sabinen. Kleka takode sadrzi flavonoide, koji su
poznati po svojim antioksidativnim svojstvima. Tanini su prisutni u plodovima kleke i doprinose
njihovom adstrigentnom djelovanju. Ekstrakti ploda kleke imaju razli¢ite primjene, ukljucujuéi:
aromaterapiju, u kuhinjskim potrebama i u ljekovite svrhe. Eteri¢no ulje kleke ima ucestalu korist
u aromaterapiji zbog svog osvjezavajuceg i opustajuceg mirisa (Ferencak, 2012).

Plodovi kleke se ponekad koriste kao zacin u kulinarskim jelima i alkoholnim napicima,
posebno u proizvodnji dzina. Ekstrakti ploda kleke se koriste za ublaZavanje problema sa
probavom 1 kao antiseptik. Takode, imaju 1 djelovanje na organizam kao Sto su diureticko,
probavno i antisepti¢ko djelovanje. Ekstrakti ploda kleke se Cesto koriste za podsticanje izlu¢ivanja
mokrace, §to pomaze u eliminaciji toksina iz organizma i podrzava funkciju bubrega.

Kleka se koristi za ublazavanje problema sa probavom, kao $to su nadimanje i gréevi.
Ekstrakti ploda kleke mogu imati antisepticko djelovanje (Crnki¢ i saradnici, 2009).

Treba spomenuti da ekstrakte ploda kleke treba koristiti s oprezom i prema uputstvima
struénjaka, jer mogu imati kontraindikacije i1 interakcije sa lijekovima. Takode, uvijek se
preporucuje konsultacija sa doktorom ili struénjakom na polju farmacije prije koris¢enja bilo kojeg
prirodnog proizvoda u svrhu lijecenja ili prevencije.
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2.4. Pregled dosadasnjih istraZivanja o sadrZaju teSkih metala u rodu Juniperus

Od davnina kleka predstavlja izuzetno zanimljivu ljekovitu biljnu vrstu za proucavanje, a
literaturi su prisutna i istraZivanja o povezanosti teSkih metala sa klekom.

Juniperus phoenicea L. je vazna aromati¢na ljekovita biljka koja pripada porodici
Cupressaceae. Lisc¢e i bobice se u Jordanu koriste za lije€enje raznih bolesti kao §to su dijabetes,
reumatizam i kao sredstvo protiv dijareje. Zato su istrazivaci ispitivali i dosli do zakljucka da li
Juniperus. phoenicea L. akumulira teSke metale (Fe, Mn, Zn, Cu, Pb, Cd) (Abu-Darwish i Ofir,
2014).

Cilj istrazivanja (Binxhija i Y1li, 2021) je bio da se procjeni da li se Juniperus communis
L. i Juniperus oxicedrus L. mogu koristiti kao ekoloski indikatori. Obje vrste se Siroko koriste kao
ljekovite biljke zbog svog terapeutskog dejstva. U pet ispitivanih staniSta pomenutih biljnih vrsta
utvrdeno je da zemljiSte ima visok nivo gvozda, olova, nikla i cinka, $to je u vecini slucajeva
uzrokovalo 1 visok sadrzaj ovih metala u 1iS¢u 1 u plodu obje vrste kleke.

U studiji Sevika 1 saradnika (2020) cilj je bio utvrditi promjenu akumulacije teSkih metala
u nekim pejzaznim biljkama, pri tome uzimajuci u obzir vrstu biljke i gustinu saobrac¢aja. U tu
svrhu kori$¢eni su uzorci grana i listova od jedinki Ligustrum vulgare L., Euonimus japonica
Thunb., Biota orientalis L., Juniperus sabina L., Berberis thunbergii DC., Mahonia akuifolium
(Pursh) Nutt. i Bukus sempervirens L. Zanimljivo je da je koncentracija Pb bila veca u granama
nego u listovima za sve biljne vrste.

Uticaj rudarskih aktivnosti na Zivotnu sredinu su dobro poznati, posebno degradacija na
lokaciji, ali su dugoro¢ni efekti manje poznati. Zato je 1 ispitivan sadrzaj zive u uzorcima vise
biljnih vrsta sa deponije rudnika Tlalpujahua, Michoacan, Meksiko, i okolnih Suma da bi se
razumjela sudbina ovog elementa u lokalnom okruzenju (Osuna-Vallejo i sar., 2019). Najveca
koncentracija Hg je utvrdena kod vrste Juniperus deppeana (16,05 £ 2,3 ppm).

U istrazivanju Fuentesa i saradnika (2007) ispitivane su Cetiri biljke, obi¢no koris¢ene u
ekoloskoj restauraciji, Pinus halepensis, Pistacia lentiscus, Juniperus okicedrus i Rhamnus
alaternus, uzgajane u hranljivim rastvorima koji sadrze niz koncentracija bakra, nikla i cinka.
Utvrdeno je da se za sve cCetiri vrste, koncentracija teSkih metala povecava u biljkama sa
povecanjem koncentracije rastvora i uvijek je veéa u korijenu nego u izdancima.

Koncentracije pet metala (Cd, Cu, Mn, Fe, Zn) su odredene u listovima drveca sakupljenim
sa podruéja gdje se nalazi veliki rudnik uglja Ptolemais, Makedonija, Gr¢ka (Sawidis i saradnici,
2001). Prosjecan nivo metala u listovima drveca je u redosledu, Fe>Mn>Zn>Cu>Cd. Povisene

27



koncentracije su imali i Pinus nigra i Juniperus arizona, koji imaju hrapavu lisnu povrsinu.
Interesantno je da su plodovi akumulirali manje teskih metala od odgovarajucih listova.

Juniperus virginiana, dvodomna vrsta, ipitivana je kako bi se izvrSila procjena stepena
zagadenja teSkim metalima 1 uticaja teSkih metala na status mineralnih hranljivih materija biljke
(Severoglu i saradnici, 2015). Koris¢ene su standardne procedure i utvrdivanje koncentracije
teSkih i esencijalnih elemenata (Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Pb i Zn). Zaklju¢eno je da J.
virginiana ima sposobnost da akumulira zna¢ajnu koli¢inu metala i da je obrazac unosa mineralnih
hranljivih materija izmjenjen zbog teskih metala u biljci, $to je pokazalo rizik od kontaminacije.

Svrha istrazivanja Borisova (2008) bila je odredivanje koncentracija teskih metala Ni, Pb,
Cd, Co, Zn, Cu i Mn u povrsinskim zemljistima rezervata Boatin, Bugarska. Uzorkovane su listovi
i gran€ice Juniperus sibirica Burgsd., takozvane "patuljaste kleke". Rezultati su pokazali da je
kleka akumulirala svaki od navedenih teskih metala i u listovima i u gran¢icama, neke u veéim,
neke u manjim koli¢inama. Najvecu koncentraciju imao je mangan.

Da bi se istrazila interakcija izmedu nekoliko elemenata teskih metala i biljaka, ispitani su
listovi tri zimzelene vrste drveéa — Kineske kleke (Juniperus chinensis L.), zmajeve kleke
(Juniperus chinensis L. 'Kaizuca') i kedra (Cedrus deodara). Listovi su sakupljeni sa raskrsnica
glavnih puteva u urbanoj oblasti Tjendina, Kina. Zaklju¢ujno je da nivo teskih metala u obje vrste
kleke ima rang Mn > Zn > Cu > Cd, a vrijednost indeksa akumulacije metala (MAI) je najveca za
zmajevu kleku (Liu i saradnici, 2021).

Svrha istrazivanja Paske i saradnika (2017) je bila usvajanje procedure za odredivanje
sadrzaja olova, kadmijuma, bakra, cinka, zive metodom atomsko-apsorpcione spektrometrije i
odredivanje sadrzaja toksi¢nih elemenata u so¢ivu, maj¢inoj dusici i kleki. Pronadeno je da plodovi
kleke sadrze bakar u koli¢ini 6,10 mg/kg, kao i cink (11,42 mg/kg), sto je manje od drugih
ispitivanih biljaka.

U istrazivanju Abualhasan i saradnika (2020) ispitivani su nasumi¢no prikupljeni uzorci
zelenog Caja i klekinog ¢aja i ispitana je koncentracija metala. Osamnaest uzoraka zelenog i
klekinog caja testirano je na kontaminaciju teSkim metalima. Rezultati su pokazali da 7 uzoraka
caja od kleke sadrzi toksicne teSke metale kao S§to su hrom (Cr) i olovo (Pb), a njihove
koncentracije su bile iznad dozvoljenih granica propisane od strane Svjetske zdravstvene
organizacije (SZO).

Ziva (Hg) je zagadiva¢ koji se moZe precizno izmjeriti u prstenovima drveéa na
jednostavan 1 pragmati¢an nacin, koriS¢enjem postupka termalne dekompozicije, amalgamacije 1
ispitivanjem uzoraka atomskom apsorpcionom spektrofotometrijom. Metoda je primijenjena na
pet vrsta drveca: isto¢ni crveni kedar (Juniperus virginiana), bor (Pinus taeda), kratkolisni bor
(Pinus echinata), bijeli hrast (Kuercus alba) i lala topola (Liriodendron tulipifera). Koncentracije
Zive, u ovom istrazivanju, nadene su u kedru (Arslan, 2020).
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Kontaminacija zemljiSta Zivom predstavlja potencijalni rizik po ljudsko zdravlje zbog
konzumaciju voca i povrca, §to je dokazano u istrazivanju Kimakove i saradnika (2020). Cilj
istraZivanja je bio mjerenje koncentracije zive u dijelovima odabranih biljnih vrsta 1 drveca koje
rastu u krugu od 100 metara od nekadasnjeg pogona za preradu rude. Sto se ti¢e drveca, najveée
koncentracije zive su nadene u grancicama kleke (Juniperus communis).

Predmet istrazivanja (Atanasova i saradnici, 2001) bila je kleka (Juniperus communis L.)
koja raste na i van rudnog nalaziSta koja sadrZi polimetale koji su izvor Fe, Ni, Pb, Co, Ag, Cu,
Zn, V. Utvrdeno je da prisustvo Pb, Fe i Ni elemenata u zemljistu dovodi do njihovog unosa i
akumulacije u izbojcima kleke, gdje su nadeni u visokim koncentracijama. Smanjen je intenzitet
fotosinteze, indeks rasta, kao 1 sadrzaj pigmenta izdanaka ovih biljaka. Odlozeni rast i inhibirani
fotosintetski parametri su simptomi koji pokazuju hormonske poremecaje u samoj biljci.

Kurbaniyazov i saradnici (2021) izvrsili su vizuelnu procjenu vitalnog stanja odabranih
drvenastih biljaka koje uspijevaju na zemljistu koji sadrzi oko 30 teskih metala (Cd, Cr, Hg, Pb,
Jn, Mn, Ni, Co i dr.). Pokazano je da se razli¢ite biljne vrste razlikuju po sposobnosti akumulacije
teSkih metala. Uporedno proucavanje karakteristika rasta i razvoja biljaka pokazalo je da su neke
izloZene drvenaste biljke promijenile naviku i da rastu kao nisko drvece i Zbunje. Takve biljke
ukljucuju Fraxinus excelsior L., Fraxinus pensilvanica March., Salik alba L., Populus alba L.,
Ulmus pumila L., Juniperus communis L. Utvrdeno je da se prilagodavanje biljaka na susu i
zaslanjenost zemljiSta manifestuje u sporijem rasta, sSmanjenju visine biljaka, smanjenju brzine
razvoja itd. Kao rezultat toga, drvenaste biljke dobijaju zakrzljali oblik 1 smanjuje im se Zivotni
vijek.

U istrazivanju Atanasova i saradnika (2004) uporeden je rast i sadrzaj endogenih citokinina
(CK) u listovima i plodovima kleke koje rastu na i van rudnog mjesta. Izbojci kleke sa rudnog
nalazi$ta imali su veci sadrzaj metala §to je uzrokovalo usporen rast biljke.

Broj metala upotrijebljenih u industrijske svrhe — elektrotehnika, solarni paneli, baterije —
znacajno se povecao u poslednjih dvadeset godina. Neki od ovih metala su predmet geopolitickog
sukoba 1 smatraju se kriticnim jer ih njihova jedinstvena svojstva ¢ine nezamjenljivim. Mnogi od
ovih elemenata su slabo proucavani 1 njihovi biogeohemijski ciklusi i1 dalje postavljaju mnoga
pitanja (Fehlauer i saradnici, 2022). Cilj ove studije je bila analiza prenosa nekih od ovih hemijskih
elemenata iz zemlje u biljku i pokusSaj razumijevanja puteva njihove translokacije.

U tu svrhu izabrano je geoloSko nalaziste Jas Rouk (Francuska), jer je ovo alpsko podrucje
prirodno bogato kriti€énim 1 potencijalno toksi¢nim elementima kao Sto su As, Sb, Ba 1 T, a 1
staniSte velikog broja raznovrsnih biljaka. Koncentracije elemenata su analizirane u povrSinskom
sloju zemljiSta u 12 odabranih vrsta alpskih biljaka uzorkovanih in situ.

Analize su otkrile akumulaciju rijetkih zemnih elemenata kod biljaka Sakifraga paniculate,
selektivnu apsorpciju oksianiona kod Hippocrepis comosa, akumulaciju Tl kod vrsta Biscutella
laevigata i Galium corrudifolium i strategiju isklju¢ivanja od Juniperus communis. Juniperus
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communis, poznat kao kleka, ima mehanizme koji mu omogucuju selektivnu apsorpciju materija
iz okoline, omogucuju¢i mu da se prilagodi specificnim uslovima rasta. Ovo moze biti vazno za
odrzavanje ravnoteze nutrijenata i sprje¢avanje unosenja Stetnih materija. Ovi rezultati doprinose
razumijevanju ponasanja kriticnih metala i metaloida V, As, I, Sb, Ce, Ba i Tl u Zivotnoj sredini 1
mogu predstavljati dragocijene informacije za primjenu fitoremedijacije. Ispitivane su nadzemne
koncentracije Cd i Zn u razli¢itim biljkama za ispaSu u tri faze vegetacije (Brekken i Steinnes,
2004). Biljke su sakupljene na prirodnom staniStu izloZenom ekstenzivnom atmosferskom
taloZzenju teSkih metala. Koncentracije oba metala znacajno su varirale medu vrstama, takode medu
morfoloSki slicnim vrstama koje rastu na istom tlu. Medu istraZivanim biljnim vrstama, vrste
Populus i Salik bile su daleko najvazniji akumulatori Cd. Medu biljnim vrstama kao akumulator
Cd bila je i Juniperus communis. Sezonske varijacije u koncentracijama biljnih metala komplikuju
procjenu izloZenosti metalu Zivotinjama kroz ishranu. Koriste¢i informacije o ishrani, grubo je
procjenjen dnevni unos od 1-2 mg Cd za losa (Alces alces) u jesen.

Serpentinska tla imaju relativno visoke koncentracije potencijalno toksi¢nih elemenata
(PTE), (kobalt, hrom, bakar, gvozde, nikl), ali i generalno niske koli¢ine hranljivih materija. Cesto
nose karakteristi¢nu vegetaciju, sa specificnom tolerancijom na PTE, a koristi se hemijska analiza
zemlji$ta i biljaka za razumijevanje ekologije serpentina i povezanih opasnosti po Zivotnu sredinu.
U istrazivanju Bini i saradnika (2017), vrSeno je ispitivanje serpentina tla i serpentinofita iz
razli¢itih izdanaka u centralnoj Italiji, medu kojima je i Juniperus communis. Elementi u tragovima
u serpentinskoj vegetaciji se uglavnom akumuliraju u korijenu, ali neke bilkne vrste (npr. Alissum
bertolonii) su u stanju da (hiper)akumuliraju metale u nadzemnim dijelovima, bez karakteristi¢nih
znakova propadanja, zahvaljuju¢i mehanizmu tolerancije na veoma visoke koncentracije metala.

Cilj istrazivanja Mussina 1 saradnika (2018) je proucavanje anatomskih i morfoloskih
promjena kleke u uslovima zagadenja zivotne sredine teSkim metalima. Procjena uticaja nekih
teSkih metala na kleku je izvrSena nakon sadnje uzoraka sjemena u zemljiSte i dobijanja dobre
klijavosti. Kleka je tretirana rastvorima teskih metala u laboratoriji 4 mjeseca. Otkrivene su
negativne anatomske i morfoloske promjene: znacajno poveéanje debljine iglica, primjecena je
uvecana debljina provodnog snopa i epidermisa, $to, po svemu sudeci, pruza vecu otpornost na
zagadenje.
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2.5. Metode ekstrakcije fitohemikalija

Procesima ekstrakcije se dobijaju znacajne fitohemikalije iz aromati¢nih i ljekovitih
biljaka, koje se upotrebljavaju u farmaceutskoj, prehrambenoj i industriji parfema.

Ekstrakcija je nacin da se odvoji Zeljena supstanca kada je pomijeSana sa drugim
supstancama. Smjesa se dovodi u kontakt sa rastvara¢em u kome je suptanca od interesa (analit)
rastvorljiva, ali su ostale prisutne supstance nerastvorljive. U ekstrakciji se koriste dvije faze koje
se ne mijesaju (poput ulja i vode) da bi se supstanca odvojila iz jedne faze u drugu. Odabirom
najprikladnije metode moze se smanjiti potro$nja uzoraka i rastvaraca (Borisov, 2008).

Soxhlet ekstrakcija - uglavnom se Koristi za ekstrakciju lipofilnih jedinjenja, a prednosti
Soxhlet ekstracij je to $to se uzorak vise puta ekstrahuje rastvaraem. Soxhlet aparat (slika 8) je
slozen 1 mnogo tezi za rukovanje od ostalih uredjaja za ekstrakciju. Ekstrakcija je dugotrajna, a
zbog povisene temperature ekstrakcije dolazi do razgradnje termolabilnih supstanci (Castro i
Priego-Capote, 2010). Koristi se za izdvajanje jedne ili viSe komponenti iz ¢vrste faze rastvaranjem
u te¢noj fazi. Prednost ove metode jeste u Cinjenici da se velike koli¢ine droge mogu ekstrahovati
sa mnogo manjom koli¢inom rastvarac¢a. Ovo uti¢e na veliku ekonomicnost u smislu vremena,
energije i finansijskih inputa (Handa i saradnici, 2008; Popsavin i saradnici, 2018; Zhang i
saradnici, 2018).
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Slika 8. Soxhlet aparatura
lzvor (Ferencak, 2012)

Digestija podrazumijeva izlaganje smjese odabranog rastvaraca i biljnog materijala
temperaturama od oko 40 °C do 50 °C, pri ¢emu temperatura doprinosi efikasnosti ekstrakcije
(Stankovi¢, 2016). Digestija je oblik maceracije u kojoj se vrsi zagrijavanje do 40 °C tokom
procesa ekstrakcije i koristi se kada visoka temperatura nije pozeljna. Time se povecava efikasnost
rastvaraca. U ovom procesu biljni materijal se tretira rastvara¢ima koji imaju nisku tacku kljucanja,
kako bi se povecala rastvorljivost slabo rastvorljivih materija (Handa i saradnici, 2008).

Maceracija je tehnika ekstrakcije bioaktivnih materija iz biljaka koja se izvodi na sobnoj
temperaturi. Predstavlja jednokratnu ekstrakciju gdje se vrsi ekstrakcija usitnjenog biljnog
materijala uz natapanje biljnog materijala u posudi sa odgovarajuéim rastvaratem na sobnoj
temperaturi. Ova metoda ima prednost zbog moguénosti smanjenja razgradnje termolabilnih
bioaktivnih materija (Singh, 2007; Gupta, 2012; Poljarec, 2017).
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Infuzi i dekokti koriste isti princip kao i maceracija. U ovim metodama izolovanja
bioaktivnih materija iz biljnog materijala koristi se hladna ili vruca voda, u koje se biljni materijal
potopi. Infuzi ili ¢ajevi, pripremaju se od listova, cvjetova, cijelih nadzemnih djelova zeljaste
biljke, a ponekad i od plodova. Hladni infuzi pripremaju se hladnom vodom i ostave preko no¢i.
Kod pripreme ovakvih infuza potrebno je obratiti paznju na €istocu 1 stabilnost, pogotovo ako se
koriste biljke koje sadrze sluzi, a za koje se najéesSée preporucuje ovaj nacin pripreme (Poljarec,
2017).

U procesu dekokcije aktivne materije iz biljaka se ekstrahuju vru¢om vodom, tako §to se
osuSena 1/ili usitnjena biljka prelije zagrijanom vodom do kljucanja i ostavi poklopljena 5 do 15
minuta. Talog se zatim odvoji od te¢nosti (Dragovi¢-Uzelac, 2016; Poljarec, 2017).

Ultrazvuéna ekstrakcija je alternativna metoda ekstrakcije bioaktivnih supstanci iz biljnog
materijala (slika 9) 1 predstavlja koris¢enje ultrazvuka u opsegu od 20 kHz do 2000 kHz u procesu
ekstracije. Mehanicki efekat ultrazvucéne akusti¢ne kavitacije povecava povrsinski kontakt izmedu
rastvaraca 1 uzoraka, kao 1 propustljivosti ¢elijskih zidova. Procedura je jednostavna a tehnologija
relativno jeftina, moZe se koristiti i u maloj i u vecoj skali prilikom fitohemijske ekstrakcije.
Prednosti ove tehnike su smanjenje vremena ekstrakcije i smanjena potro$nja skupih rastvaraca.
Upotreba ultrazvucne energije vise od 20 kHz mozZe uticati na denaturaciju aktivnih fitohemikalija
(Handa i saradnici, 2008; Azwanida, 2015).

Slika 9. Aparat za ultrazvucnu ekstrakciju
Izvor (Antiteck Life Sciences Limited, 2021 )
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3. MATERIJALI I METODE ISTRAZIVANJA
3.1. Uzorkovanje biljnog materijala

Biljni materijal (plod kleke) je sakupljen sa 3 razlicita stanista: 500 metara sa istocne
strane Termoelektrane Pljevlja, 300 metara od magistralnog puta Pljevlja-Zabljak i sa
pretpostavljenog Cistog staniSta u selu Zabrde, opstina Pljevlja. Biljni materijal je cuvan u Cistoj
prostoriji i nije bio u dodiru sa isparljivim i praskastim materijalom koji je mogao uticati na
promjenu sastava ploda kleke. Plod kleke je sakupljen u novembru 2022. godine, u period pune
zrelosti. Uzorci su prikupljeni sa pretpostavljenog Cistog stanista u selu Zabrde, opstina Pljevlja,
300 metara od magistralnog puta Pljevlja-Zabljak i 500 metara sa istoéne strane Termoelektrane
Pljevlja).

Uzorak 1 predstavlja uzorak koji je prikupljen sa pretpostavljenog Cistog podrucja, u selu
Zabrde, opstina Pljevlja (tabela 1, mapa 1), blizu kojeg se nalazi Borovnicko jezero.

Uzorak 2 predstavlja uzorak koji je prikupljen sa pretpostavljenog srednjeg zagadenog
podrudja, u okolini magistralnog puta (tabela 1, mapa 2).

Uzorak 3 predstavlja uzorak koji je prikupljen sa pretpostavljenog zagadenog stanista, u
okolini Termoelektrane Pljevlja (tabela 1, mapa 3).

Tabela 1. Koordinate mjesta uzorkovanja ploda kleke

Geografska Sirina Geografska duZina
Uzorak 1 43.311097 19.339493
Uzorak 2 43.353610 19.368747
Uzorak 3 43.334118 19.322243
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Mapa 1. Mapa lokacije sa koje je uzorkovana biljna vrsta u selu Zabrde, Pljevalja
Izvor (Google maps)
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Mapa 2. Mapa lokacije sa koje je uzorkovana biljna vrsta u blizini magistralnog puta
Izvor (Google maps)
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Mapa 3. Mapa lokacije sa koje je uzorkovana biljna vrsta u okolini Termoelektrane Pljevlja

Izvor (Google maps)

3.2. Potrebna oprema

Eksperimenatini dio master rada izvoden je u laboratoriji za Organsku hemijsku tehnologiju,
laboratoriji za Analiti¢ku hemiju i u laboratoriji za Instrumentalne analize na MTF-u u Podgorici.
Pri vrSenju analiza koriS¢ena je sljedeca oprema:

Blender,

Soxhlet aparatura,

Reso,

Ultrazvucno kupatilo Sonic,

Pec¢ za Zarenje,

Susnica,

Atomski apsorpcioni spektrometar Perkin EImer PinAAcle 900 T.

Pri vrSenju analiza koriS¢eni su sljedeci rastvori:

Etanol,

Hlorovodonicna kiselina,
Nitratna kiselina,
Vodonik-peroksid.
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3.3. Odredivanje sadrzaja teSkih metala u plodu kleke i ekstraktima ploda kleke dobijenih
razli¢itim metodama ekstrakcije

Priprema uzoraka je najvazniji korak u analitickom postupku pri bilo kojoj analizi. To je
ogranic¢avajuci faktor u hemijskoj analazi jer je dugotrajan i potencijalno moze dovesti do greSaka.
Efikasna prethodna obrada uzorka je neizbjezno potrebna jer se radi o sofisticiranom i veoma
osjetljivom osjetljivom instrumentu. Stoga analiti¢ari moraju da razviju i primjene odgovarajuci
protokol za pripremu uzorka koji obezbjeduje da sastav uzorka ostane nepromijenjen, da se tokom
rukovanja ne unose necisto¢e, da nema smetnji, da se koncentracija analita moze kvantifikovati
precizno i ta¢no, kao i da je matrica uzorka kompatibilna sa analitickom tehnikom. Tehnike
ekstrakcije su najmoc¢nije orude u rukama tehnologa, analitiCara i laboratorijskih prakticara
(Samanidou, 2020).

3.3.1. Odredivanje sadrZaja teSkih metala u plodu kleke postupkom mokre digestije

Odmijeri se po 2 g od sva tri samljevena uzorka ploda kleke. Princip se bazira na razgradnji
uzoraka dodavanjem koncentrovane nitratne kiseline, kao i dodavanjem vodonik-peroksida.
Nakon tog vremena vrsi se uparavanje uzoraka do suva. Uzorci ostaju preko no¢i u susnici na 30
°C 1 zatim se rastvaraju destilovanom vodom u normalnom sudu od 50 ml do crte, nakon ¢ega su
spremni za analizu.

Neophodno je da uzorci budu odmjereni izuzetno precizno, kao i u prethodnoj metodi.
Metode vlazne digestije za elementarnu analizu ukljucuju hemijsku degradaciju matrica uzoraka
u rastvoru, obi¢no sa kombinacijom kiselina da bi se povecala rastvorljivost. Razli¢iti tretmani
kiselinom i fluksom se sprovode na visokim temperaturama u specijalno dizajniranim posudama
koje pomazu da se minimizira kontaminacija uzorka supstancama u vazduhu, lokalnoj sredini i sa
zidova posuda. Gubici iz uzorka u ovom postupku mogu nastati usljed adsorpcije na zidove
posuda, isparenja i koekstrakcije. Upotreba zatvorenih sistema, gde je proces digestije potpuno
izolovan od okoline, smanjuje i moguénost kontaminacije i gubitak uzorka (Twyman, 2005).

Razgradivanje uzoraka dodavanjem koncentrovane nitratne kiseline i vodonik peroksida
vr$i se u digestoru. Na samom pocetku uparavanja na vrhu se izdvaja para od svih pomijeSanih
materijala, nakon ¢ega pocinje intenzivniji i dinamicniji proces uparavanja. Kada je uparavanje
jaceg intenziteta moze da dode do povecéanja reaktivnosti rastvora, kao i do zamucivanja tecnosti.
U tom slucaju dodaje se destilovana voda u cilju smanjenja reaktivnosti rastvora, i kako bi
uparavanje moglo dalje nesmetano da se odvija. Ukoliko uzorci nisu dovoljno bistri posle faze
uparavanja, neophodno je iste profiltrirati, nakon ¢ega idu u susnicu. Nakon faze suSenja, uzorci
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se rastvaraju destilovanom vodom u normalnom sudu od 50 ml do crte i vr$i se odredivanje
koncentracije metala AAS metodom.

3.3.2. Odredivanje sadriaja teskih metala u plodu kleke postupkom mineralizacije

Uzorci ploda kleke se melju u blenderu. Sto su sitniji uzorci ploda kleke proces
mineralizacije je bolji i kompletniji. Odmjereno je po 2 g samljevenog ploda kleke od sva 3
ispitivana uzorka, i stavljaju na zarenje u porcelanskom loncic¢u (3 sata na 450 °C.) Poslije Zarenja
dobija se pepeo bijele boje, i to je znak da je uzorak spreman za rastvaranje.

Posto se ohladi u lon¢i¢ se dodaje 5 ml HCI (6 mol/l). Rastvor se prenosi u normalnom
sudu zapremine 50 mL, a lon¢i¢ se ispere rastvorom HNO3 (0,1 mol/l) koji se dodaje u isti
normalni sud. Sud se dopuni do crte 0,1 mol/ll rastvorom HNO3. Radni rastvori se prave od
osnovnog rastvora i razreduju 0,1 mol/l rastvorom HNO3.

Ako je pepeo uzorka bijele boje (slika 10) ili svjetlozut, dobijeni pepeo je spreman za
rastvaranje. Ukoliko je pepeo uzorka siv ili sadrzi nesagorjele Cestice crne boje, uzorci se doraduju
spaljivanjem na plameniku, zagrijavanjem i suSenjem na resou, kao i dodatnim spaljivanjem u peci
za zarenje. Nakon spaljivanja pepeo se rastvara sa 5 ml HCI dok se ne rastvori, a potom se dopuni
do crte 0,1 mol/l rastvorom HNO3. Rastvaranje se vr$i za sva 3 uzorka i tako pripremljeni uzorci
su spremni za analizu.

Slika 10. Dobijanje pepela u postupku mineralizacije
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3.3.3. Soxhlet ekstrakcija ploda kleke

Soxhlet ekstrakcija - uglavnom se Koristi za ekstrakciju lipofilnih jedinjenja, a prednosti
Soxhlet ekstracije je to Sto se uzorak viSe puta ekstrahuje Cistim rastvaracem. Ekstrakcija je
dugotrajna, a zbog povisene temperature ekstrakcije dolazi do razgradnje termolabilnih supstanci
(Castro i Priego-Capote, 2010).

Visekratna kontinuirana ekstrakcija ploda kleke vrSena je u Soxhlet aparaturi sa 70%
etanolom kao rastvarac¢em. 20 g usitnjenog ploda kleke se stavlja u hilznu, sipa se 70% etanol u
Soxhlet aparaturu (slika 11), tako da hilzna sa biljnim materijalom bude natopljena rastvaracem.
Ekstraktor se spoji sa balonom i u njega se ulije rastvarac. Zatim se postavi uspravni hladnjak sa
kuglama. Ostavlja se preko no¢i i zatim se uklju¢uje dovod vode za kondenzator i zagrijava
rastvara u balonu pomocu grejnog tijela. Pri zagrijavanju, nastale pare rastvaraca prolaze kroz
bocnu cijev, kondenzuju se u hladnjaku 1 slivaju u ekstraktor. Kapi natapaju biljni materijal u hilzni
i pri tome se vrsi ekstrakcija. Tec¢nost se sakuplja u ekstraktoru sve dok njen nivo ne dostigne
najvisu tacku cijevi. Tada te¢nost pocinje da sifonira u balon, nose¢i sa sobom ekstrahovanu
supstancu. Ekstrakt se sakuplja u balonu, jer mu je isparljivost znatno manja od isparljivosti
rastvaraca. Nakon zavrSetka ekstrakcije, ohladeni rastvor se prenosi u ¢asu, a balon u kome je
vrSena ekstrakcija ispere se sa 70% etanolom (V/v) (3x10ml). Odmijeri se tara balona od 50 ml i u
njemu sukcesivno uparava vodeno-etanolni ekstrakt na vakuum uparivacu. Balon sa uparenim
ekstraktom ostavlja se u susnici na 30 °C da se ekstrakt susi.

Slika 11. Soxhlet aparatura
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U ovom master radu izvrSeno je tri sifoniranja tecnosti preko natege za sva 3 biljna uzorka. Jedno
sifoniranje u prosjeku traje oko 2 sata.

Uparavanje uzoraka u lon¢i¢ima se smatra gotovim kada pokretanjem i pomjeranjem lon¢ica,
uzorci ostaju nepomicni. Nakon uparavanja uzorci se ostavljaju u susnici, nakon ¢ega se rastvaraju
destilovanom vodom u normalnom sudu od 50 ml do crte i vr$i se odredivanje koncentracije metala
AAS metodom.

3.3.4. Ultrazvucna ekstrakcija ploda kleke

Ultrazvucna ekstrakcija je jedna od novijih tehnika koje omoguéavaju ekstrakciju Zeljenoih
bioaktivnih materoija iz ljekovitih i aromati¢nih biljaka u kra¢em vremenu. Prednosti ove metode
su 1 jednostavnije rukovanje, niZe temperature ekstrakcije 1 koriS¢enje manjih koli¢ina rastvaraca.
Prilikom koris¢enja ultrazvuka, bubrenje celija je izazvano od strane kavitacije, i probijanje
¢elijskih zidova, $to omogucava poprili¢no velike difuzione brzine kroz ¢elijski zid, i jednostavnije
ispiranje sastojaka (Savi¢, 2014).

U danasSnje vrijeme ultrazvuéno istrazivanje se u velikoj mjeri povecalo zbog njegove
moguce primjene u prehrambenoj industriji, kao i za modifikaciju prehrambenih proizvoda, i
njihovu analizu. Ako je primjenjena visoka frekvencija, rije¢ je 0 ultrazvuku sa niskom energijom,
a ukoliko je frekvencija niska, rije¢ je 0 ultrazvuku sa visokom energijom. Ultrazvuk niskog
intenziteta djeluje u frekventnom opsegu od 2 MHz i viSe. On ne izaziva fizicke niti hemijske
promjene, pa se podrazumijeva kao neinvazivna tehnika, dok je njena upotreba u svrhu analiticke
tehnike kod odredivanja sastava, viskoznosti, kontrolu pakovanja, koncentracije materije u hrani
itd (Stankovi¢, 2016).

U postupku ultrazvuéne ekstrakcije ploda kleke u ovom master radu kori¢en je 70% etanol.
Usitni se po 10 g od sva 3 uzorka ploda kleke, nakon ¢ega se u ultrazvu¢nom kupatilu (slika 12),
vrsi ekstrakcija sa 50 ml rastvaraca, 30 minuta na 50 °C. Dobijeni rastvor se profiltrira se u tarirani
balon od 50 ml i uparava.
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Slika 12. Ultrazvucno kupatilo

Uparavanje uzoraka, kao i u prethodnom sluc¢aju mora biti postepeno, bez naglih promjena
temperatura, koje moze izazvati nekontrolisane temperature kljucanja i moguce isparavanje teSkih
metala. Ukoliko se to slucajno desi, neophodno je skinuti loni¢e sa uzorcima, smanjiti
temperaturu na reSou, 1 vratiti lon¢i¢e na uparavanje.

Prije faze susenja, upareni uzorci se ostavljaju u pe¢ za zarenje, nakon ¢ega se sledece jutro
prenose u susnicu na 30 °C. Nakon $to se izvade iz su$nice, neophodno je provjeriti da li su se u
potpunosti osusili. Ako to nije slucaj, neophodno je uzorke vratiti u susnicu sve dok se potpuno ne
osu$e, kako bi bili spremni za rastvaranje i analizu. Nakon faze suSenja, uzorci se rastvaraju
destilovanom vodom u normalnom sudu od 50 ml do crte i vr$i se odredivanje koncentracije metala
AAS metodom.
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3.3.5. Odredivanje sadrZaja teSkih metala u infuzu ploda kleke

Ekstrakcija vodom, pripremanje dekokta i infuze predstavlja dobijanje ekstrakta kuvanjem
biljke u destilovanoj vodi i potapanjem biljke u toplu destilovanu. Metode kako se aromati¢ne
biljke i ljekovite biljne vrste najcesce koriste u tradicionalnoj medicini (Blagojevi¢ 1 sar., 2009).

Kod ove metode ekstragens je voda, nacin pripreme odgovara pripremi ¢ajeva (WHO,
2011). Usitni se po 10 g od sva 3 uzorka, prelije se sa 150 ml proklju¢ale vode, pokrije se sahatnim
staklom 1 ostavi se da kljuc¢a 2 minuta. Nakon tog vremena uklanja se posuda sa grejnog tijela,
poklapa se i ostavlja da odstoji 30 minuta. Nakon tog vremena profiltrira se u tarirani balon od 50
ml i uparava se do suva. Filtriranje moZe da teCe malo sporije, zavisno od ispitivane kako ne bi
doslobiljke. Nakon §to se svi uzorci profiltriraju do kraja, sledeca faza jeste uparavanje do suva.
Rastvori ne smiju da klju¢aju nekontrolisano i potrebno ih je stalno nadgledati. Balon sa uparenim
infuzom treba ostaviti u suSnicu na 30 °C da se infuz susi preko no¢i. Nakon faze susenja, uzorci
se rastvaraju destilovanom vodom u normalnom sudu od 50 ml do crte i vr$i se odredivanje
koncentracije metala AAS metodom.

3.3.6. Odredivanje sadrZaja teskih metala u maceratu ploda kleke

Maceracija predstavlja konvencionalnu i jednokratnu ekstrakciju propisano usitnjene droge
sa odabranim rastvara¢em na sobnoj temperaturi. Ekstrakcija se vrsi po principu difuzije aktivnih
jedinjenja u esktrakcioni medijum (Drini¢, 2020).

Za ovaj proces usitni se 10 g uzorka koji se sipa u ¢asu sa 50 ml rastvarac¢a — vode. Nakon
toga ¢aSa stavlja se u vodeno kupatilo 30 minuta, temperatura 50 °C. Zatim se uzorci profiltriraju
i kao kod ostalih metoda, neophodno je da cjelokupan materijal uzoraka bude profiltriran
kompletno, tako da sve sto moze prodje kroz filter papir. Filtriranje kod ove metode je veoma brzo.
Neophodno je da filter papir bude dobro napravljen, da ne dode do njegovog pucanja i moguceg
oticanja neprofiltriranog dijela materijala u ¢asu. U tom slucaju, neophodno je opet ponoviti proces
filtriranja, uparavaju do suva i ostavljaju u susnici na 30 °C preko no¢i. Nakon faze susenja, uzorci
se rastvaraju destilovanom vodom u normlanom sudu od 50 ml do crte i vrsi se odredivanje
koncentracije metala AAS metodom.
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3.3.7. Odredivanje sadrZaja teskih metala AAS metodom

Atomska apsorpciona spektrometrijska metoda (slika 13) koristi se za brzo i vrlo
reproduktivno odredivanje elemenata, naj¢eS¢e u rastvorima, ali i u ¢vrstim uzorcima razlicite
prirode i porijekla (MiSovi¢, 1994).

AAS metoda se definiSe kao metoda za odredivanje koncentracije nekog elementa u
uzorku, mjerenjem apsorpcije zracenja u nastaloj atomskoj pari, stvorenoj od uzorka, na talasnoj
duzini koja je specificna i karakteristicna za odredivani element. U ovoj metodi Se Kkoriste
specijalni izvori zraCenja koji daju emisione linije sa vrlo malim poluSirinama zajedno sa
monohromatorom koji sluzi sa izolovanje dijela spektra u kome se javlja emisiona linija 1
odgovarajuca apsorpciona linija odgovarajuceg elementa.

Izvor zracenja predstavlja lampa sa Supljom katodom. Plamen predstavlja najpogodniji
nac¢in za dobijanje atomske plazme — sitno rasprSene kapi rastvora u plamenu odredene
temperature, kroz plazmu se propusta svjetlost jedne od rezonantnih linija, karakteristi¢nih za dati
element. Atomizer je dio pomoc¢u koga se te¢ni uzorak uvodi u plamen. Vazduh prolazi kroz
kapilarnu cijev koja je direktno uronjena u te¢ni uzorak i povlaci ga u vidu kapljica. Kao detektor
u AAS se ranije koristila fotocelija, dok se danas koriste fotomultiplikatori jer AAS detektuje
relativno male energije koje fotocelije, zbog nedovoljne osjetljivosti, nisu mogle registrovati
(Misovi¢, 1994). Kao gorivo koris¢en je acetilen — standardni, komercijalni.
Kao oksidaciono sredstvo upotrijebljen je vazduh.

Slijepe probe su pripremljene kod svih uzoraka istovjetno, sto znaci da su dodate sve
potrebne hemikalije u istom odnosu kao kod postupaka pripreme uzoraka, ali bez dodataka
uzoraka. Na osnovu konstruisane kalibracione krive i o€itanih vrijednosti apsorbancije odredene
su koncentracije teskih metala: Pb, Ni, Cu, Zn, Fe i Mn.
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Slika 13. Sematski prikaz atomskog apsorpcionog spektroskopa
Izvor (Chemistry, 2019)

REZULTATI I DISKUSIJA

Ciljevi ovog master rada su:

>

>

Procijeniti u kojoj mjeri plod kleke (Juniperi fructus) moze akumulirati teSke metale u
zavisnosti od mjesta uzorkovanja, tj. blizine poznatih izvora zagadivanja;

Ispitati kako razli¢ite metode ekstrakcije (konvencionalna maceracija, maceracija
potpomognuta ultrazvukom, Soxhlet ekstrakcija, ekstrakcija kljucalom i toplom
destilovanom vodom) uti¢u na sadrzaj teskih metala u dobijenim ekstraktima;

ispitati koncentracije teSkih metala uzorkovanih plodova kleke sa stanista koja su razli¢ito
izlozena izvorima zagadenja, imajué¢i u vidu ogroman problem koji teski metali mogu
prouzrokovati u Zivotnoj sredini, kao i na biljne vrste;

Danas se koriste razli¢ite metode izolovanja bioloski aktivnih materija, a u ovom radu cilj
je ispitati koliko izbor metode ima uticaja na izolovanje teskih metala.
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4.1. Rezultati odredivanja sadrZaja teSkih metala u plodu kleke dobijenim metodom
mokre digestije

Mokra digestija uzoraka je metod za prevodenje komponenata iz kompleksnog matriksa u
jednostavne hemijske forme. Izvodenje digestije se sprovodi dovodenjem energije - toplota;
primjenom hemijskih reaganasa - kiseline; moguce je i kombinovanje ove dvije metode. Dobra
strana ovog procesa je efikasnost za organske i neorganske susptance. Dolazi u velikom broju
slu¢ajeva do cjelokupnog uniStavanja matrice uzorka, sto pomaze u smanjivanju i/ili otklanjanju
odredenih materija. Rezultati analize koncentracije metala u plodu kleke dobijenih pomocu ove
metode prikazani su u tabeli 2 (grafikon 1). Ispitivana je koncentracija metala u plodu koji su
dobijeni po proceduri standardnoj u mnogim zemljama u kojima se primjenjuje ova metoda, tj.
razgradnjom 2 g biljnog materijala koncentrovanom nitratnom kiselinom, kao i dodavanjem
vodonik-peroksida.

1.148
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Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3

B Zn (ppm) MCu(ppm) M Ni(ppm) Mn (ppm) Pb (ppm) Fe (ppm)

Grafikon 1. Sadrzaj teskih metala u uzorcima ploda kleke dobijenih metodom mokre digestije
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Iz dobijenih rezultata u grafikonu 1, uocava se da je u ispitivanim uzorcima plodova kleke
najvec¢i sadrzaj gvozda, a da su zastupljeni i1 cink 1 mangan. Sadrzaj nikla u sva 3 uzorka je
najmanji. Bakar i olovo su takode zastupljeni u sva 3 uzorka ploda kleke. Hrom 1 kadmijum nisu
detektovani pri ovoj analizi. Sadrzaj cinka raste sa kretanjem od uzorka 1 (1,148 ppm), sa
pretpostavljenog Cistog podrucja, preko uzorka 2, koji je prikupljen sa srednje zagadenog podrucja,
do uzorka broj 3 (1,613 ppm) koji je prikupljen u okolini Termoelektrane Pljevlja. Takode, sadrzaj
bakra raste od uzorka 1 do uzorka 3 (0,543 ppm do 0,801 ppm), kao i sadrzaj nikla, od 0,106 do
0,119 ppm.

Sadrzaj mangana raste od 0,516 ppm u uzorku 1, preko 0,557 ppm u uzorku 2, do 0,670
ppm u uzorku 3. Olovo je u prvom uzorku ploda kleke prisutno u koli¢ini od 0,372 ppm, u drugom
uzorku je detektovano 0,390 ppm, dok je koncentracija u trecem uzorku ploda kleke 0,557 ppm. I
na kraju gvozde, koje je detektovano u najve¢im koli¢inama, od 2,540 ppm koliko iznosi u prvom
uzorku, pa sve do 4,435 ppm u tre¢em uzorku. Dobijeni rezultati pokazuju da koncentracija metala
u plodu kleke raste u od nezagadenog stanista, preko ploda kleke uzorkovane u blizini
saobracajnice, do najvece zagadenosti teSkim meralima plodu kleke ubrane u blizini TE Pljevlja.

Veca zagadenost treceg uzorka lezi u ¢injenici da Termoelektrana Pljevlja redovno emituje
odredene koli¢ine polutanata i da, usljed dominantnih vjetrova u ovom podruéju, ove Stetne
supstance dolaze do stanista sa kog je uzorkovan trec¢i uzorak ploda kleke.

4.2. Rezultati odredivanja sadrZaja teSkih metala u plodu kleke dobijenih metodom
mineralizacije

Mineralizacija predstavlja proces u kome se odmjerena masa uzorka zari u porcelanskom
lonci¢u. Najbitniji korak kod ove metode jeste da se proces zarenja odradi kompletno, da uzorak
poprimi bijelu boju u cjelosti. Metoda nije kompleksna, vremenski nije previse duga, karakteriSe
je preciznost u dobijanju rezultata.

Rezultati analize koncentracije metala u plodu kleke dobijenih metodom mineralizacije
prikazani su u tabeli 3 (grafikon 2).
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Grafikon 2. Sadrzaj teskih metala u uzorcima ploda kleke dobijenih metodom mineralizacije

Iz dobijenih rezultata u grafikonu 2, uocava se najveci sadrzaj gvozda, takode, kao i u
prvom sluc¢aju potom slijede cink i bakar. Posle cinka i bakra, slijede mangan 1 olovo. Sadrzaj
cinka raste od 1,070 ppm koliko ima u prvom uzorku, do 1,254 ppm koliko ima u uzorku 3. Sadrzaj
bakra raste od 0,562 do 0,792 ppm. Sadrzaj mangana se kre¢e od 0,499 do 0,657 ppm. Olovo raste
od 0,350 do 0,490 ppm.

Koncentracija gvozda u uzorcima ploda kleke raste od 2,340 ppm do 4,255 ppm,. I ovaj
put, priprema biljnog materijala za ispitivanje sadrzaja teSkih metala, zakljuCuje da zagadenost
ploda kleke raste od prvog uzorka, preko stanista blizu magistralnog puta pored koga je uzorkovan
drugi biljni materijal do ploda kleke koji je uzorkovan stanista u blizini TE Pljevlja.

Razlika u rezultatima izmedu ove dvije metode pripreme uzorka ploda kleke za ispitivanje
teskih metala ukazuje da je pozeljno koristi obje metode i uporediti dobijene rezultate, zbog
mogucnosti greske u eksperimentalnom radu. Razlika izmedu ove dvije metode je minimalna, na
nivou greske.

Dalje, dobijeni rezultati pokazuju na znacajan uticaj lokalnih faktora i okoline na koncentraciju
teSkih metala u biljnom materijalu. Rezultati pokazuju da je plod kleke uzorkovan u blizini
Termoelektrane Pljevlja (TE Pljevlja) znacajno vise zagaden teskim metalima u poredenju sa
plodom kleke uzorkovanim duz magistralnog puta i uzorkom koji nije direktno izloZzen emisijama
iz TE Pljevlja.
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4.3. Rezultati odredivanja sadrZaja teSkih metala u infuzu ploda kleke

Ovu metodu karakteriSe nacin pripreme koji odgovara pripremi Cajeva. Nije previse
zahtjevna i kompleksna. Metoda ekstrakcije vrelom vodom (infuz) je cesto koriséena tehnika
ekstrakcije u fitoterapiji za pripremu cajeva i biljnih napitaka. Infuza ekstrahuje razlicite
bioaktivne materije iz biljaka, ukljucuju¢i fenolne spojeve, flavonoide, eteri¢na ulja, alkaloidi,
vitamini i minerali, te druge korisne supstance. Ova biljna jedinjenja imaju razlicita dejstva i ¢esto
su odgovorna za ljekovita svojstva biljaka. Infuz se koristi fitoterapiji, kao i u narodnoj medicini,
za lijeCenje razliCitih zdravstvenih problema. Na primjer, ¢ajevi od ljekovitih biljaka se cesto
koriste za ublazavanje gastrointestinalnih smetnji, prehlada, nesanice, anksioznosti i drugih stanja.

Biljni ¢ajevi 1 infuzi su takode popularni zbog njihove hidratantne uloge i doprinose opStem
blagostanju. U infuzima je vazno analizirati sadrzaj specificnih komponenata ili teSkih metala u
ekstraktima kako bi se utvrdilo da li su prisutne nezeljene supstance.

Rezultati analize koncentracije metala u ekstraktima ploda kleke dobijeni pomo¢u metode
pripreme infuza prikazani su u tabeli 4 (grafikon 3).

0036
.
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Grafikon 3. Sadrzaj teskih metala u ekstraktima ploda kleke dobijenih metodom pripremom
infuza

48



Iz dobijenih rezultata u grafikonu 3, najveci sadrzaj od svih elemenata ima gvozde, koje
se kre¢e od 0,547 do 0,709 ppm. Najmanji sadrzaj ima nikal, koji se krece od 0,006 do 0,008
ppm. Cink se kre¢e od 0,152 do 0,181 ppm. Drugi najmanji sadrzaj posle nikla ima bakar, koji se
kre¢e od 0,033 do 0,043 ppm. Tre¢i najmanji sadrzaj ima olovo, koje se kre¢e od 0,035 do 0,123
ppm. Mangan je pribliZzan sa cinkom, ima malo ve¢i sadrzaj, koji se krec¢e od 0,144 do 0,225

ppm.

Metode koje su koriS¢ene za ispitivanje teSkih metala, metode mokre digestije i
mineralizacije su metode koje pokazuju koliko ukupno uzorka ima u plodu kleke. Za ispitivanje
srednje vrijednosti rastvorljivosti metala za primjenjenje metode ekstrakcije ra¢una se srednja
vrijednost za prve dvije metode, kao i srednja vrijednost sadrzaja elemenata u dobijenim
ekstraktima.

Srednje vrijednosti rastvorljivosti metala metodom ekstrakcije vodom (infuz) su: cink 2,53%,
bakar 5,40%, nikal 7,29%, mangan 31,43%, olovo 18,09%, gvozde 18,91%.

4.4. Rezultati odredivanja sadrZaja teSkih metala u maceratu ploda kleke

Maceracija je jedna od metoda ekstrakcije koja se koristi za izdvajanje bioaktivnih
materija, uglavnom korisnih hemijskih suspstanci, iz biljke. Maceracija je postupak u kojem se
biljni materijal, poput susenih ili svezih biljaka, potapa u odgovarajuci rastvarac, obi¢no alkohol
(najcesce etanol) ili ulje, kako bi se ekstrahovali bioaktivni sastojci iz biljke.

Biljni materijal ostaje potopljen u rastvaracu tokom odredenog vremena kako bi se
dozvolilo da se bioaktivne supstance polako izluce u rastvara¢. Maceracija se koristi za ekstrakciju
razli¢itih bioaktivnih materija iz biljaka, ukljucujuci fenolna jedinjenja, flavonoide, tanine, etarska
ulja, alkaloide, glikozide i druge bioaktivne supstance, dobijene maceracijom, cesto se
upotrebljavaju u fitoterapiji i tradicionalnoj medicine za pripremu biljnih lijekova, tinktura i
tonika. Maceracija je efikasan nacin da se izvuce sirok spektar bioaktivnih jedinjenja iz biljaka,
§to moze doprinjeti ljekovitim svojstvima preparata. Rastvaraci koji se koriste u maceraciji, kao
Sto je alkohol, takode mogu produziti rok trajanja i stabilnost ekstrakata.

Rezultati analize koncentracije metala u ekstraktima ploda kleke dobijenih metodom
maceracije prikazani su u tabeli 5 (grafikon 4). Ispitivana je koncentracija metala u ekstraktima
koji su dobijeni klju¢anjem uzoraka u ultrazvuénom kupatilu, nakon ¢ega su uslijedile faze
filtriranja, uparavanja 1 susenja.
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Grafikon 4. Sadrzaj teskih metala u ekstraktima ploda kleke dobijenih metodom maceracije

Iz dobijenih rezultata u grafikonu 4, najveéi je sadrzaj gvozda u ekstraktima od svih
ispitivanih elemenata u ovom master radu. Sadrzaj gvozda raste od 0,530 ppm do 0,692 ppm
koliko iznosi u biljnom materijalu koji je uzorkovan sa stanista u okolini TE Pljevlja.

Sadrzaj cinka u maceratima ploda kleke se kre¢e od 0,115 ppm u prvom uzorku do 0,154
ppm koliko iznosi u tre€em uzorku. Sadrzaj bakra u maceratima se kre¢e od 0,010 do 0,071 ppm.
Mangan se kreée od 0,130 do 0,215 ppm. Olovo se krece od 0,024 do 0,045 ppm koliko iznosi u
tre¢em, najzagadenijem uzorku.

Rastvorljivost elemanta metodom maceracije iznosi za: cink 0,37%, bakar 5,11%, nikal 30,2%,
mangan 29,01%, olovo 7,61%, gvozde 18,76%.

4.5. Rezultati odredivanja sadrzaja teSkih metala Soxhlet ekstrakcijom

Ekstrakcija ovom metodom predstavlja proces prenosenja djelimi¢no rastvorljivih
komponenti ¢vrste supstance u tecnu fazu koris¢enjem Soxhlet ekstraktora. Prednosti Soxhlet
ekstraktora su: jednostavan i jasan dizajn, kontinuitet proizvodnog procesa, lakoc¢a vizuelnog
praéenja procesa, nizak protok rastvaraca i moguénost njegove ponovne upotrebe nakon uklanjanja
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idestilacije. Nedostaci Soxhlet ekstrakcije su: upotreba velikih koli¢ina opasnih i zapaljivih te¢nih
organskih rastvaraca, potencijalne toksicne emisije tokom ekstrakcije, potreba za skupim
rastvara¢ima visoke Cistoce, kao i termolabilne supstance.

Rezultati analize koncentracije metala u ekstraktima ploda kleke dobijenih pomocu Soxhlet
ekstrakcije prikazani su u tabeli 6 (grafikon 5).
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Grafikon 5. Sadrzaj teskih metala u ekstraktima ploda kleke dobijenih metodom Soxhlet
ekstrakcije

Iz dobijenih rezultata u grafikonu 5, ekstrakti dobijeni ovom metodom imaju najveéi sadrzaj
gvozda od svih metoda ekstrakcija, sto je prvenstveno uticaj duzeg vremena ekstrakcije i vise
temperature rastvaraca. SadrZaj gvozda u ekstraktima ploda kleke dobijenih Soxhlet ekstrakcijom
kre¢e od 0,987 ppm u uzorku 1, preko 1,350 ppm u uzorku broj 2, pa sve do 1,776 ppm u uzorku
3, u blizini TE Pljevlja.

Sadrzaj nikla je konstantno nizak, i tu nema previSe odstupanja u odnosu na prethodne
metode. Sadrzaj nikla se kre¢e od 0,035 ppm pa sve do 0,046 ppm. SadrZaj cinka u ekstraktima
ploda kleke dobijenih metodom Soxhlet ekstrakcije raste od 0,485 ppm u ekstraktu uzorka 1, do
0,503 ppm u ekstraktu iz uzorka 3. Sadrzaj bakra je znatno uvecan u ekstraktima dobijenih
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primjenom Soxhlet ekstrakcije u odnosu na metodu maceracije, i raste od 0,185 ppm koliko je
izmjereno u ekstraktu iz uzorka 1 do 0,210 ppm u ekstraktu iz uzorka 3.

Sadrzaj mangana se kre¢e od 0,162 ppm u ekstraktu dobijenom Soxhlet ekstrakcijom
uzorka 1 i raste sve do 0,260 ppm u ekstraktu uzorka 3. Sadrzaj olova je detektovan u ekstraktu
uzorka 1 - 0,063 ppm, i raste u ekstraktu uzorka 2 - 0,087 ppm, pa sve do 0,142 ppm koliko iznosi
u ekstraktu uzorka 3.

Rastvorljivost elemenata za Soxhlet ekstrakciju je za: cink 38,15%, bakar 28,50%, nikal
41,66%, mangan 35,40%, olovo 23,09 %, gvozde 41,24 %.

4.6. Rezultati odredivanja sadrzaja teSkih metala ultrazvu¢nom ekstrakcijom

Ultrazvucna ekstrakcija je upotreba ultrazvu¢nog pritiska zracenja proizvedenog snaznim
efektom kavitacije, efektom poremecaja, visokim ubrzanjem, funkcijom lomljenja i mijeSanja
visestepenog efekta, povecanjem frekvencije i brzine molekulskog kretanja materijala,
povecanjem penetracije rastvaraca, povecanjem ciljne komponente u rastvaracu, koji vrSe
ekstrakciju.

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom je inovativna tehnika, koja se smatra ,,Cistom
tehnologijom* koja je postala interesantna poslednjih godina zbog svojih odlicnih prednosti,
ukljucujué¢i upotrebu malih zapremina rastvaraca, kratkog vremena ekstrakcije, niske
ekonomicnosti. Nedostaci ove metode su: primjena ultrazvucnih talasa na te¢ne medije dovodi do
stvaranja sila smicanja na povrSini matrice, izazivaju¢i kasnije pucanje njenih struktura i
ekstrakciju unutrasnjih jedinjenja u rastvaracu.

Rezultati analize koncentracije metala u ekstraktima ploda kleke dobijenih pomo¢u metode
ultrazvucne ekstrakcije prikazani su u grafikonu 6.
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Grafikon 6. Sadrzaj teskih metala u ekstraktima ploda kleke dobijenih metodom ultrazvucne
ekstrakcije

Iz dobijenih rezultata u grafikonu 6, moze se konstatovati da je sadrzaj gvozda u dobijenim
ekstraktima ploda kleke ubjedljivo najveéi. Sadrzaj gvozda u ekstraktima dobijenih metodom
ultrazvucne ekstrakcije se kre¢e od 0,712 ppm u uzorku 1 pa sve do 0,890 ppm za uzorak 3. Sadrzaj
nikla u ultrazvu¢nim ekstraktima se kre¢e 0,020 za uzorak 1, pa sve do 0,023 ppm za uzorak 3.
Sadrzaj cinka u ultrazvu¢nim ekstraktima se kre¢e od 0,488 ppm za uzorak 1pa sve do 0,557 ppm
za uzorak 3. Sadrzaj bakra u ekstraktima dobijenih ultrazvu¢nom ekstrakcijom je 0,125 ppm za
uzorak 1 i raste, tako da za uzorak 3 iznosi 0,176 ppm. Sadrzaj bakra dobijen iz ekstrakata
primjenom ove metode najpriblizniji je sadrzaju bakra dobijenom metodom Soxhlet ekstrakcije.

Sadrzaj mangana je u ultrazvu¢nim ekstraktima raste od 0,147 ppm u uzorku 1 i raste do
0,263 ppm za uzorak 3. SadrZaj olova se krec¢e od 0,055 ppm u ekstraktu iz uzorka 1, preko 0,084
ppm za ekstrakt uzorka 2, do 0,135 ppm u ultrazvu¢nom ekstraktu uzorka 3. Kao i u svim
prethodnim metodama moze se utvrditi da zagadenost svakog elementa raste u ultrazvu¢nim
ekstraktima sa prvog, preko drugog, i tre¢eg biljnog uzorka. Hrom i kadmijum su bili takode
ispitivani, ali su njihove koncentracije bile ispod granice detekcije instrumenta.

Rastvorljivost teskih metala za metodu ultrazvucne ekstrakcije iznose: cink 39,78%, bakar
22,07%, nikal 21,87%, mangan 33,50%, olovo 21,66%, gvozde 25,23%.
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4.7. Korelaciona analiza rezultata

U ovom master radu koriS¢ena je korelaciona analiza kao metoda statisticke analize. Korelaciona
analiza je vrSena izmedu koncentracija metala u plodu kleke i sadrzaja metala u ekstraktima
dobijenim primjenjenim tehnikama ekstrakcije (infuz, maceracija, Soxhlet ekstrakcija i
Ultrazvuéna ekstrakcija).

Korelaciona analiza je radena da se procijeni veza izmedu dvije ispitivane promjenljive -
varijable, pri ¢emu koeficijenti korelacije mogu biti pozitivni i negativni. Veza izmedu dvije
ispitivane promjenljive je veca §to je koeficijent korealcije blizi broju 1 a kada je koeficijent
korelacije blizi broju 0, veza izemdu dvije promjenjive ne postoji ili je veoma slaba (Kara, 2009).

U tabeli 2 prikazani je stepen korelacije ukupnog sadrzaja metala u plodu kleke i ektrahovanih
metala razli¢itim metodama ekstrakcije.

Tabela 2. Stepen korelacije sadrzaja metala u plodu kleke i ektrahovanih metala razli¢itim
metodama ekstrakcije

Infuz ekstrakt Macerat Soxhlet ekstrakt | UZ ekstrakt
Metal
Zn r=0.79355 r=0.971441 r=0.915161 r=0.825644
Cu r=0.913724 r=0.896336 r=0.865347 r=0.99091
Ni r=0.920443 r=0.829988 r=0.939665 r=0.829988
Mn r=0.978453 r=0.9914 r=0.995017 r=0.999754
Pb r=0.951206 r=0.99197 r=0.978357 r=0.962759
Fe r=0.911411 r=0.99798 r=0.924161 r=0.970071

Iz tabele 2 uoceno je da je korelacija izmedu svih ispitivanih metala i ektrahovanih metala u svim
ekstraktima veoma jaka (r>0.91), pri ¢emu je koralcioni faktor kod veze Zn-Infuz ekstrakt
r=0.79355, Zn-UZ ekstrakt r=0.825644, Cu-macerat r=0.896336, i Cu-UZ ekstrakt r=0.829988.
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4.8. Poredenje rezultata sa literaturnim podacima iz drugih studija

Pretragom literature utvrdeno je da zakonska regulativa i generalne granice za sadrzaj u
medicinskim biljkama (cajne droge) nisu precizno definisane. Postoje samo opSta pravila,
doneSena od nekih institucija, koja reguliSu ovu problematiku. Tako, Evropski farmaceutski
standard (Ph. Eur Focus) propisuje dozvoljene sadrzaje olova i kadmijuma za ¢ajne droge: 10
mg/kg (10 ppm) i 4 mg/kg (4 ppm), redom. Njemacka asocijacija farmaceutskih proizvodaca
(BAH) propisala je dozvoljene koncentracije metala u ovim biljkama:

- Zaolovo 10 mg/kg (10 ppm);
- Zakadmijum 1 mg/kg (1ppm);
- Zabakar 40 mg/kg (40 ppm).

Treba napomenuti da pH zemljiSta ima znacajnu ulogu pri apsorpciji olova u bilj, pri ¢emu se iz
kiselih zemljiSta usvaja znatno veca kolic¢ina olova. Medutim, osjetljivost pojedinih biljnih vrsta
na vece koncentracije olova je razli¢ita (Kastori, 1995). Prema dobijenim rezultatima iz svih tabela
u ovom radu, zakljucuje se da sadrzaj olova ne prelazi dozvoljen sadrzaj koji propisuje Ph. Eur
Focus i BAH.

Grupa istrazivaca koja se bavila ovim problemom na nasem podrucju i iskljucivo radila sa
zalfijom dosla je do sljedecih rezultata (Brkic i sar., 1999; Velickovié, 2003):

» Sadrzaj olova u zalfiji je znacajno varirao, i to vise kod samoniklih nego kod gajenih,;

» Pod normalnim smatra se sadrzaj olova od 5 — 10 ppm, dok su vrijednosti od 30 — 300 ppm
toksi¢ne. Iz prirodne flore naden je samo jedan uzorak i to u Petrovcu na moru sa sadrzajem
od 33,4 ppm olova;

» Ostali uzorci imali su daleko ispod 10 ppm, gdje je prosjecan sadrzaj Pb kod spontane flore
iznosio 7,4 ppm, a kod gajene Zalfije 3,5 ppm.

Prema dobijenim rezultatima iz metoda koje su radene u ovom radu, uocava se da je sadrzaj
olova u granicama dozvoljenog, tj. ne prelazi vrijednosti prosjecnog sadrzaja olova u spontanoj
flori prema literaturnim podacima (7,4 ppm). Jugoslovenski pravilnik o kvalitetu ¢ajeva (SL list
SRJ br. 68. 1993), propisuje da kuvanjem ili potapanjem biljne sirovine dobijeni ekstrakt moze
imati sadrzaj Pb do 2 mg/kg (2ppm). Olovo koje je ispitivano u uzorcima u ovom radu, takode ne
prelazi dozvoljeni sadrzaj koji propisuje Jugoslovenski pravilnik o kvalitetu ¢ajeva.

Zagadivanje biljaka bakrom uzrokovano je primjenom bakarnih fungicida, naroCito u
slucajevima kad se ne postuje kadenca, odnosno vrijeme koje mora proteci od primjene pesticida
do upotrebe biljke. Njegova toksicnost se najviSe ogleda na dejstvo mikroorganizama zato se
koristi kao fungicid, a zna se da se soli bakra (oksihloridi i sulfati) same ili u mjesavini sa drugim
jedinjenjima koriste kao fungicidi. Medutim, uprkos njegovoj Sirokoj primjeni akutna trovanja
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ovim supstancama nemaju veéeg znacaja, najcesce trovanja nastupaju prilikom oralnog unosenja
rastvora bakar-sulfata. Pri tome, obi¢no ne dolazi do sistemskih o$tecenja, jer se najveci dio
unijetog bakra odstrani povra¢anjem koje nastupa odmah poslije unosenja otrova. Intezitet
usvajanja bakra od strane biljke u najvec¢oj mjeri zavisi od koncentracije ovog metala u spoljasnjoj
sredini. Na usvajanje bakra mogucnost uticanja ima prisustvo ostalih jona, pogotovo ako se u
spoljasnjoj sredini nalaze u vecoj koncentraciji. Biljke brZze usvajaju bakar u obliku helatnog
kompleksa nego u vidu jona (Blagojevié¢, 2003). Prisustvo Pb u nekim biljnim uzorcima izaziva
zabrinutost. Potro$nja materijala sa jednakim koli¢inama Pb i drugih potencijalno toksi¢nih metala
treba da bude regulisana, jer ovi metali imaju tendenciju da se postepeno bioakumuliraju u
ljudskim tkivima (Carter, 2017).

U pogledu sadrzaja bakra u zalfiji utvrdeni su uobicajeni nivoi ovog elementa u biljci.
Njemacka asocijacija farmaceutskih proizvodaca propisala je dozvoljenu koncentraciju za bakar
za Cajne droge 40 ppm, dok se u literaturnim podacima sadrzaj bakra kre¢e kod samonikle flore
od 5-17 ppm. Prema dobijenim rezultatima iz svih tabela u ovom radu, zakljucuje se da sadrzaj
bakra ne prelazi dozvoljen sadrzaj koji propisuje Ph. Eur Focus i BAH.

Cink je metal niske toksi¢nosti. Veliko nakupljanje metala moze dovesti do nedostatka
cinka u organizmu covjeka. Cink ulazi u sastav enzimskih sistema i zahvaljujuc¢i tome, posredno
ili neposredno uti¢e ili ucestvuje u procesima disanja, metabolizma proteina, pa je neophodan za
biljke. Na njegovo usvajanje od strane biljke moze da utice u znacajnoj mjeri prisustvo drugih
katjona, kao 1 ekoloski ¢inioci. Posebno se istice temperatura. Smanjenjem temperature zemljista
smanjuje se i usvajanje cinka. Prema literaturnim podacima variranja sadrzaja cinka nisu velika, a
sadrZaj cinka se kre¢e kod Zalfije od 25-56 ppm. SadrZaj cinka, kao §to je bio slucaj sa olovom i
bakrom, ne prelazi dozvoljene grani¢ne vrijednosti za metode primjenjivane u ovom radu.

Na sadrzaj gvozda u velikoj mjeri utiCe sadrzaj rastvorljivih oblika ovih elemenata u
zemljistu, takode i pH vrijednosti zemljista, kao i drugi faktori. Pretpostavlja se da su izvori
zagadivanja biljnih vrsta i zemlji$ta gvozdem iz drumskog saobracaja proizvodi korozije metalnih
dijelova motornih vozila. Biljke mogu da usvajaju cijeli kompleks Fe-helata, kao i produkte
njegovog razlaganja. Koju ¢e od ove dvije mogucnosti biljke da koriste, zavisi od vrijednosti pH
sredine, stepena obezbjedenosti biljaka gvozdem, vrste helatnog kompleksa. Na usvajanje gvozda
utice veliki broj faktora spoljasnje sredine. Visoka vrijednost pH sredine, pove¢an sadrzaj fosfata
I kadmijumovih jona smanjuju njegovo usvajanje u hranljivoj sredini. Ako dolazi do povecane
vrijednosti pH dobre aeracije, dolazi do oksidacije Fe?* i Fe*" i talozenja Fe (l11)-soli. Sadrzaj
gvozda u suvoj materiji biljnih vrsta varira u Sirokom opsegu, od 50 do 1000 ppm.. U lis¢u ima
najvise gvozda, kada su u pitanju nadzemni organi. (Blagojevi¢, 2003; 1ISO 9909, 1997). Sadrzaj
gvozda, kao i za sve prethodno navedene elemente, na osnovu podataka iz svih tabela u ovom
master radu ne prelazi dozvoljene grani¢ne vrijednosti za metode koje su ispitivane.

Uloga mangana u fizioloSko-biohemijskim procesima biljaka zasniva se na njegovom
visokom redoks-potencijalu i moguénosti promjene valentnosti. Na osnovu njegove uloge u
prometu materija biljke, s pravom se ubraja u teSke metale najznacajnije u zivotu biljke. Koli¢ina
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aktivnog mangana je utoliko veca ukoliko su redoks-potencijal i vrijednost pH zeljiSta manyji, tj.
Sto su uslovi za redukcione procese povoljniji. Mangan se adsorbuje na povrS$ini korijena, odnosno
u “prividno slobodnom prostoru” korijena, a zatim se aktivno, zavisno od metaboli¢kog procesa,
prenosi u unutrasnjost ¢elije (Blagojevic, 2003).

Sadrzaj mangana kod samonikle Zalfije se prema literaturnim podacima krece od 20 do 40
ppm (sa prosje¢nom vrijednos$¢u od 35 ppm) (ISO 9909, 1997). Dakle, ni mangan Kkoji je ispitivan
U uzorcima iz ovog rada nije prisutan u koncentacijama ve¢im od propisima dozvoljene.

U istrazivanju (Abu-darwish & Ofir, 2014) ispitivan je sadrzaj teskih metala u plodu i ekstraktima
biljne vrste Juniperus phoenicea L., koji su uzorkovani sa 2 stanista. Koncentracija metala u
ekstraktima sa prvog stanista iznose: gvozde 4,44-9,25 ppm, bakar 0,46-0,86 ppm, cink 0,60-10,01
ppm, mangan 2,84-10,01 ppm, olovo <0,01. Koncentracija metala u ekstraktima sa drugog stanista
iznose: gvozde 1,81-3,45 ppm, bakar 0,93-1,11 ppm, cink 0,32-0,34 ppm, mangan 4,19-4,53 ppm,
olovo <0,01. Koncentracija metala u plodu sa prvog stanista iznose: gvozde 168,07 ppm, mangan
11,29 ppm, cink 40,71 ppm, 31,51 ppm, olovo nije detektovano. Koncentracija metala u plodu sa
drugog staniSta iznose: gvozde 190,11 ppm, mangan 6,60 ppm, cink 13,72 ppm, bakar 71,86 ppm,
olovo nije detektovano. Na osnovu uporedivanja sadrzaja teSkih metala, zakljucuje se da je sadrzaj
teSkih metala iz ovog master rada znatno manji u odnosu na sadrzaj teSkih metala 1z gore navedene
studije, i u plodu i u ekstraktima, osim u slucaju olova koje nije detektovano u pomenutom
istrazivanju.

U istrazivanju Severoglu i saradnika (2015) biljna vrsta Juniperus virginiana L. je bila podvrgnuta
ispitivanju na teSke metale, zbog velike urbanizacije i industrijalizacije grada BisSkeka, Kirgistan.
Prosjecne najvece i najnize akumulacije olova u dijelovima biljke sa vise lokacija bile: su 26,58
mg/kg i 11,93 mg/kg; za gvozde 227,94 mg/kg i 136,97 mg/kg; za mangan 19,28 mg/kg i 11,29
mg/kg; za cink 84,32 mg/kg i 17,53 mg/kg; za bakar koji je ispitivan u zemljistu na vise lokacija
prosjecne najvece i najnize akumulacije od strane Juniperus virginiana L. bile su 66,38 mg/kg i
44,83 mg/kg. Na osnovu uporedivanja koncentracija metala, zakljuCuje se da je koncentracija
metala iz ovog master rada znatno manja u odnosu na sadrzaj teSkih metala iz gore navedene
studije.
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5. ZAKLJUCAK

U ovom istrazivanju vrSene su ekstrakcije ploda kleke, sa teritorije Crne Gore, razli¢itim
tehnikama sa ciljem odredivanja esencijalnih i toksi¢nih metala metodom AAS. Ekstrakcije koje
su koriS¢ene su maceracija, Soxhlet ekstrakcija, ultrazvuéna ekstrakcija, ekstrakcija vrelom
vodom. Sadrzaj metala u ispitivanim uzorcima kleke, kao biljnom materijalu, opada u nizu
Fe>Zn>Mn>Cu>Pb>Ni. Najvise sadrzaja od svih ispitivanih elemenata u uzorcima kleke
ubjedljivo ima gvozde, dok najmanji sadrzaj od svih ispitivanih elemenata ima nikal. Kadmijum i
hrom su bili ispitivani pri svakoj od gore navedenih metoda, ali nisu detektovani ni pri jednoj od
njih, samim tim nisu uvrs$tani u rezultate. Posle gvozda, cink i mangan su prisutni u znacajnoj mjeri
u ispitivanim uzorcima, bakra i olova takode ima poprili¢no, ali dosta manje u odnosu na mangan
1 cink, dok je nikl skoro u svakoj metodi prisutan u veoma malim koli¢inama.

Metode mokre digestije 1 mineralizacije su prije metoda ekstrakcija koriS¢ene kako bi se
utvrdilo koliko ukupno uzorka ima u plodu biljke. Nakon njih, upotrijebljene su metode ekstrakcije
pomocu kojih se izvla¢i koncentracija teSkih metala, na osnovu prve dvije metode. Rezultati su za
metodu mokre digestije pokazali sledece: cink se krece od 1,148 do 1,613 ppm; bakar od 0,543 do
0,801 ppm; nikal od 0,106 do 0,119 ppm; mangan od 0,516 do 0,670 ppm; olovo od 0,372 do
0,557 ppm, gvozde od 2,540 do 4,435 ppm. Za metodu mineralizacije rezultati su pokazali sledece:
cink se kre¢e od 1,070 do 1,254 ppm; bakar od 0,562 do 0,792 ppm; nikal od 0,070 do 0,090 ppm;
mangan od 0,499 do 0,657 ppm; olovo od 0,350 do 0,490 ppm; gvozde od 2,340 do 4,255 ppm.

Rezultati za metode ekstrakcije su pokazali - Soxhlet ekstrakcija: cink se krece od 0,485 do 0,503
ppm; bakar od 0,185 do 0,210 ppm; nikal od 0,035 do 0,046 ppm; mangan od 0,162 do 0,260 ppm;
olovo od 0,063 do 0,142 ppm; gvozde od 0,987 do 1,766 ppm; za maceraciju: cink se kre¢e od
0,115 do 0,154 ppm; bakar od 0,010 do 0,071 ppm; nikal od 0,028 do 0,030 ppm; mangan od 0,130
do 0,215 ppm; olovo od 0,024 do 0,045 ppm; gvozde od 0,530 do 0,692 ppm; za ekstrakciju vrelom
vodom (infuz): cink se kretao od 0,152 do 0,181 ppm, bakar od 0,033 do 0,043 ppm, nikal od 0,006
do 0,008 ppm, mangan 0,144 do 0,255 ppm, olovo od 0,035 do 0,123 ppm, gvozde od 0,547 do
0,709 ppm; za ultrazvucnu ekstrakciju: cink se kretao od 0,488 do 0,557 ppm, bakar od 0,125 do
0,176 ppm, nikal od 0,020 do 0,023 ppm, mangan od 0,147 do 0,263 ppm, olovo od 0,055 do 0,135
ppm, gvozde od 0,712 do 0,890 ppm.

Rastvorljivost metala za metode ekstrakcije iznosile su: za Soxhlet ekstrakciju: cink 38, 15
%, bakar 28,50 %, nikal 41,66 %, mangan 35,40 %, olovo 23,09 %, gvozde 41,24 %, za
maceraciju: cink 10,37 %, bakar 5,11 %, nikal 30,20 %, mangan 29,01 %, olovo 7,61 %, gvozde
18,76 %); za ekstrakciju vrelom vodom (infuz): cink 12,53 %, bakar 5,40 %, nikal 7,29 %, mangan
31,43 %, olovo 18,09 % i gvozde 18,91 %; za ultrazvuénu ekstrakciju: cink 39,78 %, bakar 22,07
%, nikal 21,87 %, mangan 33,50 %, olovo 21,66 %, gvozde 25,23 %.

Najvecu zagadenost imaju uzorci biljnog materijala koji su prikupljeni u okolini
Termoelektrane Pljevlja, prvenstveno zbog emitovanja zagadujucih i Stetnih materija koje biljka
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akumulira i apsorbuje u svoje podzemne i nadzemne dijelove. Uzorci prikupljeni u okolini
magistralnog puta imaju sljedec¢u najveéu zagadenost posle uzoraka u blizini termoelektrane.

Moze se konstatovati da ekstrakti dobijeni pomoc¢u metode Soxhlet ekstrakcije imaju vecu
koncentraciju metala u poredenju sa druge tri metode ekstrakcije, zbog duzeg vremena ekstrakcije
1 viSe temperature rastvaraca.

Korelaciona analiza pokazuje veoma jak i jak stepen korelacije izmedu ispitivanih metala
u plodu kleke sa razlic¢itih lokacija i metoda ekstrakcije primjenjenih u ovom master radu.

Ovo istraZivanje je pokazalo da kleka moze u zna€ajnoj mjeri da apsorbuje teske metale
kada se nalazi u zagadenoj sredini u kojoj se ispustaju Stetne materije 1 supstance. Generalno,
posebno na nasim prostorima veliki je deficit studija o ovoj biljnoj vrsti, koja ima mnogobrojne
koristi 1 blagodeti za ¢ovje€anstvo od davnina. Dalja istrazivanja mogu se usmjeriti na odredivanje
i pracenje koncentracija metala u razli¢itim biljnim organima ove vrste, kao i uticaju vegetativnog
ciklusa biljke na sadrzaj teskih metala.
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Tabela 3. Sadrzaj teskih metala u uzorcima ploda kleke dobijenih metodom mokre digestije

Uzorak Zn (ppm) Cu (ppm) Ni (ppm) Mn (ppm) | Pb (ppm) Fe (ppm)
Uzorak 1 1,148 0,543 0,106 0,516 0,372 2,540
Uzorak 2 1,538 0,739 0,113 0,557 0,390 2,586
Uzorak 3 1,613 0,801 0,119 0,670 0,557 4,435

Tabela 4. Sadrzaj teskih metala u uzorcima ploda kleke dobijenih metodom mineralizacije

Uzorak Zn Cu Ni Mn Pb Fe

Uzorak 1 1,070 0,562 0,070 0,499 0,350 2,340
Uzorak 2 1,133 0,672 0,080 0,579 0,365 2,652
Uzorak 3 1,254 0,792 0,090 0,657 0,490 4,255

Tabela 5. Sadrzaj teskih metala u ekstraktima ploda kleke dobijenih metodom pripremom infuza

Uzorak Zn (ppm) | Cu(ppm) | Ni(ppm) | Mn (ppm) | Pb (ppm) | Fe (ppm)
Uzorak 1 | 0,152 0,033 0,006 0,144 0,035 0,547
Uzorak 2 | 0,155 0,036 0,007 0,179 0,070 0,627
Uzorak 3 [ 0,181 0,043 0,008 0,225 0,123 0,709

Tabela 6. Sadrzaj teskih metala u ekstraktima ploda kleke dobijenih metodom maceracije

Uzorak Zn (ppm) Cu (ppm) Ni (ppm) Mn (ppm) | Pb (ppm) Fe (ppm)
Uzorak 1 0,115 0,010 0,028 0,130 0,024 0,530
Uzorak 2 0,134 0,026 0,029 0,161 0,027 0,543
Uzorak 3 0,154 0,071 0,030 0,215 0,045 0,692

Tabela 7. Sadrzaj teskih metala u ekstraktima ploda kleke dobijenih metodom Soxhlet ekstrakcije

Uzorak Zn (ppm) | Cu(ppm) | Ni(ppm) | Mn (ppm) | Pb (ppm) | Fe (ppm)
Uzorak 1 [ 0,485 0,185 0,035 0,162 0,063 0,987
Uzorak 2 | 0,491 0,190 0,041 0,195 0,087 1,350
Uzorak 3 | 0,503 0,210 0,046 0,260 0,142 1,766
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Tabela 8 . Sadrzaj teskih metala u ekstraktima ploda kleke dobijenih metodom ultrazvucne

ekstrakcije
Uzorak Zn (ppm) Cu (ppm) Ni (ppm) Mn (ppm) | Pb (ppm) Fe (ppm)
Uzorak 1 0,488 0,125 0,020 0,147 0,055 0,712
Uzorak 2 0,499 0,153 0,021 0,173 0,084 0,772
Uzorak 3 0,557 0,176 0,023 0,263 0,135 0,890
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