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1ZVOD

Biljke i biljni ¢ajevi su jo$ od davnina koris¢eni kao ljekovi u narodnoj medicini. Kopriva
(Urtica dioica L.) je biljka koja ima Siroku primjenu i koristi se za pravljenje razli¢itih
preparata. U sastavu koprive se nalaze razli¢ita bioaktivna jedinjenja (terpeni, masne kiseline,
fenolna 1 polifenolna jedinjenja, aminokiseline, hlorofil, vitamini, ugljeni hidrati, kao i
minerali). Mineralni elementi su vrlo bitni za normalno funkcionisanje organizma. NekKi
elementi su potrebni u manjim (mikroelementi) a neki u ve¢im koli¢inama (makroelementi).
Nedovoljan unos ovih elemenata moze dovesti do razli¢itih oboljenja. Predmet istrazivanja
ovog master rada su makroelementi (Ca, Mg) i mikroelementi (Cu, Zn) elementi u listu koprive
i njenom vodenom ekstraktu. U istrazivanju su kori$teni uzorci lista koprive sa tri razlicita
geografska podrucja Crne Gore (sjevernom, centralnom i juznom) i u dvije razliite sezone
rasta (jesen i proljece). Elementi su odredeni pomocéu opticke emisione spektrofotometrije sa
induktivno spregnutom plazmom (ICP-OES). Nadeno je da je najzastupljeniji esencijalni
makroelement u biljci Ca i njegova koncentracija se kretala od 36105 do 83494 mg/kg suvog
lista koprive (SLK). Drugi po zastupljenosti u koprivi je makroelement Mg (5273 - 33767
mg/kg SLK). Manje zastupljeni su mikroelementi i to redom Zn (13,73 - 19,72 mg/kg SLK)
zatim Cu (3,16 - 10,42 mg/kg SLK). U ekstraktima sadrzaj elemenata varira u sljede¢em
rasponu, Ca (6032 - 14220 mg/kg SLK ), Mg (2200 - 27200 mg/kg SLK), Zn (2,26 - 11,2 mg/kg
SLK) i Cu (1,82 - 3,74 mg/kg SLK). 1z biljnog materijala, sa nekih lokaliteta, ekstrahovan je
znacajan procenat metala u vodeni infuz (Cu do 82%, Mg do 81% i Zn do 66%). Korelacionom
analizom po sezonama je nadena pozitivna korelacija izmedu Ca i Mg i negativna izmedu Ca i
Zn; medutim, zbirnom korelacijom (nezavisno od sezone i lokaliteta) utvrdena je statisti¢ka
znacajnost samo negativne korelacije izmedu Ca i Zn (p=0,004< 0,05). U ovom radu je, takode,
odreden sadrzaj hlorofila spektrofotometijskom metodom. Obzirom da sadrzaj hlorofila varira
u zavisnosti od klimatskih uslova, naden je razli¢it sadrzaj hlorofila u uzorcima sa razli¢itih
podrucja Crne Gore. U jesen je najveci sadrzaj ukupnog hlorofila naden u koprivi uzorkovanoj
na lokalitetu L3 (0,317 mg/kg) a najmanji na lokalitetu L1 (0,147 mg/kg). U prolje¢noj sezoni
je najviSe ukupnog hlorofila nadeno na lokalitetu L1 (0,241 mg/kg) a najmanje na lokalitetu
L3 (0,052 mg/kg). Odnos hlorofila a/b se kre¢e od 1,94 do 4,2 u ispitivanim uzorcima.

Kljucne rijeci: kopriva, bioelementi, makroelementi (Ca, Mg), mikroelementi (Cu, Zn), ICP-

OES, spektrofotometrija, hlorofil.



ABSTRACT

Plants and herbal teas have been used as medicines in folk medicine since ancient times. Nettle
(Urtica dioica L.) is widely used herb with extensive tradition in making various care products.
Nettle contains numerous compounds (terpenes, fatty acids, phenolic and polyphenolic
compounds, amino acids, chlorophyll, vitamins, carbohydrates, as well as minerals). Mineral
elements are very important for the normal functioning of the human organism. Some elements
are needed in smaller amounts (microelements) and some in larger amounts (macroelements).
Insufficient intake of these elements can lead to various diseases. The subject of this master
thesis is the determination of some macroelements (Ca, Mg) and microelements (Cu, Zn) in
the nettle leaf and its water extract. Nettle leaf sample, used in this research, were collected
from three different geographical areas of Montenegro (northern, central and southern), during
two growing seasons (autumn and spring). The elements amount in nettle leaf and its water
extracts were determined wusing inductively coupled plasma optical emission
spectrophotometry (ICP-OES). It was determined that the most abundant essential
macroelement in the plant is Ca and its concentration ranged from 36105 mg/kg to 83494
mg/kg of dry nettle leaf (DNL). The second most abundant element in nettle is the
macroelement Mg (from 5273 mg/kg to 33767 mg/kg DNL). Microelements are less abundant,
namely Zn (from 13,73 mg/kg to 19,72 mg/kg DNL) and Cu (from 3,16 mg/kg to 10,42 mg/kg
DNL). For nettle water extracts, the situation is different, so the content of elements varies in
the following range: Ca (from 6032 mg/kg to 14220 mg/kg), Mg (from 2200 mg/kg to 27200
mg/kg), Zn (from 2,26 mg/kg to 11,2 mg/kg) and Cu (from 1,82 mg/kg to 3,74 mg/kg).
Significant solubilty of investigated elements in the water extracts was found (Cu up to 82%,
Mg up to 81% and Zn up to 66%). Correlation analysis by season revealed a positive correlation
between Ca and Mg and a negative correlation between Ca and Zn; however, while the
aggregate correlation (regardless of the season and locality) revealed the statistical significance
only in negative correlation between Ca and Zn (p=0,004< 0,05). In this work, the chlorophylI
content was determined by the spectrophotometric method. Considering that the chlorophyll
content varies depending on the climatic conditions, different chlorophyll content was found
in samples from different areas of Montenegro. In autumn, the highest amount of total
chlorophyll in nettle leaves was found in samples collected in location L3 (0,317 mg/kg) and
the lowest chlorophyll content in samples from location L1 (0,147 mg/kg). In spring season,

the highest total chlorophyll content was found in nettle leaves in location L1 (0,241 mg/kg)



while the lowest content was found in samples from location L3 (0,052 mg/kg). The ratio of
chlorophyll a/b ranges from 1,94 to 4,2 in the examined samples.

Keywords: nettles, bioelements, macroelements (Ca, Mg), microelements (Cu, Zn), ICP-OES,
spectrophotometry, chlorophyll
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1.UvOD

U poslednje vrijeme daje se veliki znacaj ljekovitom bilju. To proizilazi iz vjerovanja da su
preparati od ljekovitog bilja bezopasni za razliku od sinteti¢ki dobijenih preparata. Biljke su
bogate razli¢itim klasama jedinjenja, npr. terpenima, masnim kiselinama, aminokiselinama,
fenolnim i polifenolnim jedinjenjima, hlorofilom, vitaminima, ugljenim hidratima, kao i
mineralima. Mineralni elementi koji su prisutni u biljkama igraju vitalnu ulogu u metabolickim
procesima i neophodni su za opSte dobro ljudi. Zbog toga je jako bitno odredivanje makro i
mikroelementa jer njihov nedostatak moze dovesti do raznih oboljenja (Basgel i Erdemoglu,
2006; Arceusz i sar., 2011; Popov i sar., 2020).

Sa aspekta korisnosti za zivi svijet kalcijum (Ca), magnezijum (Mg), bakar (Cu) 1 cink (Zn)
spadaju u esencijalne elemente, pri ¢emu Ca i Mg spadaju u makroelemente a Cu i Zn u
mikroelemente. Kalcijum je komponenta cCelijskog zida i aktivator velikog broja enzima
(adenozin trifosfat-aze, a-amilaze, fosforilaze itd.). Magnezijum ucestvuje u biosintezi
proteina. Bakar je sastojak velikog broja enzima iz grupe oksidaza (citohrom-oksidaze,
superoksid-dizmutaze, polifenol-oksidaze itd.). Cink je poznati aktivator enzima u biosintezi
ribonukleinske kiseline, triptofana i skroba (Popovi¢, 2005). Nivo elemenata u biljkama zavisi
od razlicitih faktora kao §to su starost biljke kada se bere, genetika biljaka, stanje zemljista,
padavine i nadmorska visina (Malik i sar., 2008). Moguc¢nosti primjene biljaka i njihovih
ekstrakata su vrlo Siroke, pocevsi od farmaceutske industrije, preko hrane i pi¢a do
svakodnevne primjene u poljoprivredi i mnoge druge. Minerale treba “izvu¢i” iz biljnog
materijala $to je vise moguce kako bi se zadovoljile dnevne potrebe ljudskog organizma
(Purovic i sar, 2018; Popov i sar., 2020).

Kopriva (Urtica dioica L.) je visegodi$nja biljka iz botanic¢ke porodice Urticaceae. Ova biljka
je Siroko rasprostranjena. Kopriva je poznata po primjeni u narodnoj medicini, gdje se koristi
za lijeCenje raznih bolesti i poremecaja. Razlicite klase jedinjenja su prisutne u ovoj biljci, sto
objasnjava Sirok spektar njene bioloske aktivnosti. Poznato je da ova biljka djeluje
antioksidativno, antimikrobno, antiinflamatorno i ima citotoksi¢na i analgeticka svojstva
(Purovic i sar, 2018; Popov i sar., 2020).

Osnovni cilj ove master teze jeste odrediti koncentraciju navedenih biometala (Ca, Mg, Cu i
Zn) u listu koprive i njenom vodenom ekstraktu sa razli¢itih lokaliteta u Crnoj Gori iz razlicitih

sezona rasta (proljece/jesen).



Ovim radom je utvrdeno da li uzorci lista koprive sa razli¢itih geografskih podrucja iz razlicitih
vegetacionih perioda (sezona) sadrze istu ili razli¢itu koli¢inu navedenih biometala. Odreden
je procenat zadovoljenja dnevnih potreba za ispitivanim biometalima pri konzumiranju lista
koprive i njenog vodenog ekstrakta pozanatog u narodu kao “Caj”. Dobijeni rezultati su

uporedeni sa dosadasnjim istrazivanjima slicnog tipa.
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2. TEORIJSKI DIO

2.1. BIOELEMENTI

Neorganski elementi su neophodni za bioloske procese $to je predmet istrazivanja
bioneorganske hemije. Bioneorganska hemija obuhvata proucavanje uloge prirodnih
neorganskih elementa u bioloskim sistemima. Ova naucna disciplina se bavi istrazivanjem
neorganskih elemenata u ishrani, ispitivanjem njihove toksi¢nosti kao i transporta i1 skladiStenja
metalnih jona (Lippard and Berg, 1994). Poznato je da nisu svi elementi podjednako zastupljeni
u bioloskim sistemima. Neki neorganski elementi, kao npr. natrijum i kalijum, kalcijum i
magnezijum, prisutni su u prili¢no velikim koncentracijama (makroelementi) dok drugi, kao
Sto su kobalt, bakar, gvozde i cink su prisutni u manjim koncentracijama (mikroelementi). U
ljudskom tijelu su najvisSe zastupljeni slede¢i elementi (redom po zastupljenosti: vodonik,
kiseonik, ugljenik i azot) (Crichton, 2007). Za izgradnju svih vaznih molekula i biomolekula
prisutnih u zivim sistemima (proteina, nukleinskih kiselina i biomembrana) koristi se Sest
elemenata (vodonik, ugljenik, azot, kiseonik, fosfor i sumpor) (Sigel i sar., 2013; Jomova i sar.,
2022). U esencijalne metale pored natrijuma, kalijuma, magnezijuma i kalcijuma spadaju i
mangan, gvozde, kobalt, bakar, cink i molibden (slika 1a) (Jomova i sar., 2022). Na slici 1b
dat je odnos izmedu makro- i mikro-elemenata ili korisnih elemenata u biljkama kao odgovor
na individualni nedostatak odredenih metala. Interakcije koje su rezultat nedostatka jednog
elementa (bilo koji od 16 elemenata) dovode do pojacanog (pune linije) ili smanjenog

(isprekidane linije) unosa drugih minerala (Fan i sar., 2021).

H

Li Be

Na | Mg

K Ca Sc | Ti V|C |Mn| Fe | Co| Ni | Cu| Zn
Rb | Sr Y Zr | Nb | Mo | Tc | Ru | Rh | Pd | Ag | Cd
Cs Ba lu | Hf | Ta | W | Re | Os Ir Pt | Au | Hg

Slika la. Esencijalni elementi (zelena) (Jomova i sar., 2022).
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Slika 1b. Odnos izmedu makro- i mikro-elemenata ili korisnih elemenata u biljkama (Fan i
sar., 2021).

Metalni joni imaju vaznu biolosku ulogu ali ako su prisutni u visku, mogu imati toksi¢ne efekte.
Nedostatak ili visak esencijalnih metala je povezan sa mnogim bolestima. Mnogobrojne studije
se bave ispitivanjem mehanizama ovih bolesti. Shodno tome sprovode se istrazivanja koja bi
bila znacajna sa aspekta dizajna ljekova (Palermo i sar, 2021; Jomova i sar., 2022).
Esencijalni metal je onaj koji je neophodan za kompletan Zivotni ciklus organizma, Cije
odsustvo proizvodi specificne simptome nedostatka koje ublazava samo taj metal i ¢iji efekat
treba da se izrazi na osnovu njegove krive “doza-odgovor”. Cesto se na pogresan nadin koristi
termin “esencijalan” jer bi po pravilu trebalo naznaciti koji organizmi pokazuju potrebu za tim
elementom. Ali opet, koristi se slobodno za oznacavanje i elemenata i njegovih jedinjenja
(Zoroddu i sar., 2019).

Biolosko funkcionisanje deset esencijalnih metala je povezano sa njihovim fizicko-hemijskim
svojstvima. Narocito je znacajano svojstvo vezivanja liganda i mobilnost (tabela 1). Mobilnost
metala je u obrnutoj korelaciji sa vezivanjem liganda. Joni metala, Na*, Mg?*, K* i Ca?*, vezuju
ligande slabo do umjereno i posjeduju visoku mobilnost u bioloskim sistemima. Nasuprot

tome, Fe, Cu, Zn, Co, Mn i Mo su d-metali (sadrze d-elektrone), koji formiraju metalne

12



komplekse u kojima su ligandi snazno vezani i imaju Sirok spektar na¢ina koordinacije (Jomova

i sar., 2022).

Tabela 1. Esencijalni metali i njihova oksidaciona stanja, svojstva vezivanja liganda,

mobilnost, funkcija u bioloskim sistemima i Koli¢ine koje se prirodno javljaju u ljudskom tijelu

(Jomova i sar., 2022).

Vezivanje Masa u
Metalni jon : J Mobilnost | Bioloska funkcija ljudskom tijelu
liganda
(9)
Na* Slabo Velika | Regulatorna funkcija 65-115
K* Slabo Velika | Nervno djelovanje, 155-195
osmotski pritisak
Energetski
Semi metabolizam
Mg?* Srednje . adenozin trifosfat — 30
mobilan L
adenozin difosfat
hlorofil
Signalizacija,
Ca?* Srednje Sem regulacija enzima, 1100
mobilan kontrakcija miSica,
skeletni sistem
712+ Srednje/Ja Srednja Luisova kiselina, 25
ko strukturna uloga
Co23 Jako Velika Vitamin BI2 0,003
koenzim
Prenos elektrona,
Cu™2* Jako Velika skladistenje 0,075
kiseonika
Prenos elektrona,
Fe?*3* Jako Velika skladistenje 4,2
kiseonika
Mn2+3+4+ Jako Velika Enzim 0,013
Mo?2+3+4+5+6+ Jako Velika Enzim 0,005
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2.2. FIZICKO-HEMIJSKE OSOBINE | BIOLOSKI ZNACAJ METALA

2.2.1. Kalcijum (Ca)

Kalcijum je hemijski element koji pripada grupi zemnoalakalnih metala. Nalazi se u drugoj
grupi i Cetvrtoj periodi Periodnog sistema elemanata i njegov atomski broj je 20. Kalcijum je
po masi tre¢i metal u zemljinoj kori, gdje se najéesce javlja u obliku sedimentnih stijena.
Njegova ukupna koncentracija u morskoj vodi je znatno ve¢a u odnosu na slatkovodnu sredinu
(5 do 50 puta veca). Koncentracija kalcijuma u obi¢noj vodi iz slavine varira u zavisnosti od
lokacije. U serumu odraslih ljudi koncentracija kalcijuma obi¢no iznosi 2,45 mM (Perrone i
Monteiro, 2016).

Ime je dobio po latinskoj rijeci ,,calk" Sto znaci kre€. Jo§ od antickog doba ljudi su koristili
jedinjenja koja u sebi sadrze kalcijum. Spoljni poklopac piramide u Gizi je u potpunosti
napravljen od kre¢njaka (kalcijum-karbonata, CaCOz). Rimljani su pripremali beton tako §to
su mijesali kre¢ (kalcijum-oksid, CaO) sa vulkanskim stijenama. Kalcijum ima elektronsku
konfiguraciju ([Ar] 4s?). Dva elektrona u valentnoj ljusci se lako gube i time se poveéava
stabilnost i omoguéava formiranje jonskih veza sa anjonima. Radijus Ca®* jona iznosi 99 ppm.
Kalcijum formira bezbojne neorganske soli koje su obi¢no rastvorljive u vodi (osim kalcijum-
sulfata, CaSQOs, kalcijum-karbonata, CaCOsz i kalcijum-fosfata, Cas(POa).). Rastvorljivost
kalcijumovih kompleksa, helata, zavisi od pH vrijednosti. pH ima veliki uticaj na apsorpciju
kalcijuma u ljudskom organizmu (Perrone i Monteiro, 2016).

Ca?* je tvrda Luisova kiselina $to znagi da ¢e se prije vezivati za tvrde Luisove baze. Zbog toga
kalcijum srednje jako vezuje organske ligande i ima manju pokretljivost od jona natrijuma i
kalijuma (Jomova i sar., 2022). Za jon Ca?* se najcesée koordinuju atomi kiseonika koji potic¢u
od glutaminske i asparaginske kiseline, karbonil-grupe i vode. Koordinacioni broj Ca?* je
obi¢no od Sest do osam (Linse i Forsen,1995; Jomova i sar., 2022).

Pored koordinacije sa donorskim atomima koji poti¢u iz proteina, Ca* je ¢esto koordinovan sa
jednim ili dva molekula vode. Postoje primjeri kordinacije i sa tri ili ¢etri koordinovana
molekula vode (npr. proteinaza K) (Linse i Forsen,1995; Jomova i sar., 2022).

Kao tvrda Luisova kiselina preko O-donorskih atoma nekih biomolekula, gradi rastvorna
kompleksna jedinjenja koja su prisutna u razliitim bioloskim te¢nostima i tkivima.
Preporuceni dnevni unos kalcijuma za odrasle osobe iznosi 700-800 mg po danu. Za muskarce

1 zene starije od 50 godina se preporucuje veca koli¢ina ovog elementa odnosno 1200 mg
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dnevno kalcijuma. Najve¢im dijelom, oko 99% se nalazi u kostima i zubima, i to u obliku
minerala hidroksiapatita, Cas(PO4)3(OH)2, i karbonata (Zoroddu i sar., 2019). U kostima je

hidroksiapatit povezan sa matriksom kojeg najvise izgraduje kolagen (slika 2).
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Slika 2. Hidroksiapatit vezan za kolagen (Grguri¢-Sipka, 2014)

Preostali dio od 1% kalcijuma se nalazi u ¢elijama i tkivima i ima zna¢ajnu ulogu u regulaciji
Citavog niza celijskih odgovora (Crichton, 2007). Kalcijum je ekstracelularni katjon jer je
njegova koncentracija van éelije 10* puta veéa nego unutar nje. Ekstracelularni kalcijum je
neophodan za mnogobrojne procese (formiranje skeletnih tkiva, prenos impulsa nervnog tkiva,
ekscitacija kontrakcije skeletnih i sréanih misi¢a i zgruSavanje krvi) (Moreira i sar., 2016).
Postoje djelovi u ¢eliji u kojima je najviSe prisutan a to su mitohodrije, endoplazmaticni
retikulum i GolzZijev aparat (Grguri¢-Sipka, 2014). Za odrzavanje koncentracije Ca u serumu
na konstantnom nivou odgovorna su tri hormona (paratiroidni hormon, vitamin D i kalcitonin).
Ovi hormoni su odgovorni za pravilnu crijevnu apsorpcija Ca, bubreznu reapsorpciju,
izluéivanje Ca i upotrebu zaliha Ca u kostima (Maud i sar., 2009; Saad i sar., 2016).

Moguénost Ca?* jona da se koordinuje sa Sest ili osam kiseonikovih atoma, omoguéava mu da
se veze na razlicite segmente proteina I tako indukuje znacajne konformacijske promjene u
proteinima. Jedan od primjera gdje je Ca?* jon koordinovan sa 6 atoma kiseonika koji poti¢u
iz karboksilnih grupa proteina, i sa jednim kiseonikovim atomom koji poti¢e od molekula vode,
jeste kalmodulin (CaM) (slika 3a). Vezivanje Ca za kalmodulin dovodi do konformacionih
promjena koje omogucavaju kalmodulinu da se veZe za enzim Ciji supstrat onda biva aktiviran
(slika 3b). Kalmodulin je protein koji veze 4 Ca?* jona. Vezanje Ca®* na CaM se desava kada

je koncentracija Ca®* u citoplazmi ve¢a od 500 nmol/dm?®. U prisustvu visoke koncentracije
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Mg?* jona, priroda ovih koordinacionih mjesta obezbjeduje selektivnost ka Ca?* jonu zbog

njegovog veéeg polupreénika u odnosu na Mg?* (Grguri¢-Sipka, 2014).
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Slika 3a. Vezivanje kalcijuma u kalmodulinu (Grguri¢-Sipka, 2014)
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Slika 3b. Aktivacija kalmodulina (Beghi i sar., 2022)

Ako ishranom ne mogu da se obezbjede dovoljne koli¢ine ovog elementa, organizam cCe
mobilisati kalcijum iz kostiju §to uzrokuje povecan nivo cirkulacije hormona paratiroidne
zlijezde (PTH). Kosti su u stanju da odrze nivo kalcijuma u krvi stabilnim (Zoroddu i sar.,
2019). U organizmu Covjeka se odvija intenzivan promet kalcijuma pa se moze govoriti o
njegovom bilansu. Visoka koncentracija kalcijuma (hiperkalcijemija) pogada neuromisicni,

gastrointestinalni, bubrezni, skeletni i kardiovaskularni sistem. Povecan unos kalcijuma
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mineralnog porjekla (vise od 2000 mg dnevno) moze da izazove kardiovaskularne i nefroloske
probleme (Moreira i sar., 2016).

Hipokalcijemija (pojava manjka kalcijuma) se moze javiti usled hipoparatiroidizma, akutne ili
hroni¢ne bubrezne insuficijencije, niskog unosa vitamina D, genetske anomalije ili terapeutskih
razloga vezanih sa nekim ljekovima za antiosteoporozu ili helaciju (Fong i Khan, 2012;
Zoroddu i sar., 2019).

2.2.1.1. Kalcijum u biljkama

Kalcijum igra vaznu ulogu u rastu i razvoju biljaka. Ovaj metal predstavlja esencijalnu
hranljivu materiju za brojne biljne vrste (posebno za njihov korijen i vrh izdanka). Dvovalentni
katjon Ca®" ima strukturnu ulogu u éelijskom zidu i membranama, kao protivkatjon za
neorganske i organske anjone u vakuoli i kao intracelularni glasnik u citosolu (Marschner H.,
1995; White i Broadley, 2003).

Biljne vrste se razlikuju po sadrzaju Ca?* jona. Sadrzaj Ca?* jona se kreée izmedu 0,1 i 5,0%
suve mase za razli¢ite biljne vrste 1 organe. Koncentracija kalcijuma u zemljistu varira od
<0,01% kalcijuma u kiselim zemljiStima do veoma velike koncentracije u kre¢njackim
zemljistima (Burstrom, 1968; Tuteja i Mahajan, 2007).

Ca?* jon ulazi u biljne ¢éelije kroz Ca®" propustljive jonske kanale u njihovim plazma
membranama. Prisustvo visokog nivoa Ca®" jona moZe ublaziti toksi¢ne efekte koji se
prouzrokuju uzimanjem nekih drugih katjona iz zemljista (kao npr. Sr?*, AI**). Tako usled
nedostatka kalcijuma moze da dode i do apsorpcije stroncijuma iz zemljista. Zbog hemijske
sli¢nosti Ca sa Sr moze da dode do zamjene Ca sa Sr. Tako, ako je u zemljistu prisutan Sr-90
(radioaktivni) biljka moze da apsorbuje radioaktivni Sr ¢ime se on dalje prenosi kroz lanac
ishrane do Zivotinja i Covjeka. Postoje istrazivanja koja potvrduju prisutstvo Sr-90 u zubima,
kostima kao i bubreznim kamencima ¢ovjeka. Ugradnjom Sr-90 u kosti one se ostec¢uju kao i
obliznja tkiva usled zraCenja tokom vremena (vrijeme poluraspada Sr-90 je 29 godina)
(Greger, 2004).

Nedostatak kalcijuma je rijedak slucaj ali se u odredenim slucajevima moze javiti na
zemljiStima sa visokim nivoom kiselog taloZenja ili sa niskom baznom zasi¢enoséu (Mc
Laughlin i Wimmer, 1999). Poremecaji nedostatka Ca se javljaju zbog nedostupnosti kalcijuma
za tkiva koja su u razvoju. Kod biljaka nedostatak kalcijuma dovodi do usporavanja rasta

korijena i izmjenjenog izgleda listova (slika 4).
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Slika 4. Vizuelni izgled zdravih listova jagode a—c i listova sa nedostatkom kalcijuma d-f
(Hariri i Avsar, 2022).

Dok visok sadrzaj kalcijuma ograni¢ava biljne zajednice na kre¢njacka zemljista (White i
Broadley, 2003).

2.2.2. Magnezijum (Mg)

Magnezijum pripada grupi zemnoalkalnih metala. Elektronska konfiguracija magnezijuma Mg
je [Ne] 3s2. Po zastupljenosti u Zemljinoj kori ovaj element je osmi. Magnezijum se nalazi u
preko 60 minerala. Magnezijum je uglavnom vezan za mineralna nalazista kao npr. magnezit,
MgCOz i dolomite, CaMg(COzs).. Pored minerala, magnezijum i magnezijumova jedinjenja se
proizvode iz morske vode (Kramer, 2013). Medutim, hidrosfera (okeani i rijeke) su najbogatiji
izvor bioloski raspolozivog magnezijuma. Koncentracija magnezijuma u morskoj vodi iznosi
~55 mmol/L. Kao ekstreman primjer navodi se koncentracija magnezijuma u Mrtvom moru
koja iznosi 198 mmol/L (Jahnen-Dechent i Ketteler, 2012).

Magnezijum je drugi najzastupljeniji element u ¢elijskim sistemima i ¢etvrti najzastupljeniji
element u ljudskom tijelu (posle kalcijuma, kalijuma i natrijuma). Ukupna koli¢ina
magnezijuma u ljudskom tijelu varira izmedu 20 i 28 g. Oko 99% od ukupnog magnezijuma se
nalazi u intracelularnom prostoru, uglavnom u kostima (50-65%), gdje zajedno sa kalcijumom

.....

(Fiorentini i sar., 2021).
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Sadrzaj magnezijuma u kostima se smanjuje sa godinama i magnezijum koji se skladisti na
0vaj nacin nije u potpunosti biodostupan. U krvi i ekstracelularnim te¢nostima se nalazi manje
od 1-2% Mg #* jona. Magnezijum u serumu moze biti kategorisan u tri frakcije. Javlja se kao
slobodan/jonizovan, vezan za protein ili kompleksiran sa anjonima kao S$to su fosfati,
bikarbonati i citrati ili sulfati. Jonizovani magnezijum ima najvecu biolosku aktivnost (Jahnen-
Dechent i Ketteler, 2012).

Odredivanje koncentracije magnezijuma u serumu (SMC) je glavni medicinski test koji se
koristi za procjenu statusa magnezijuma kod pacijenata (Zoroddu i sar., 2019). Koncentracija
magnezijuma u eritrocitima je tri puta vec¢a nego u plazmi (Ismail i sar., 2018).

Magnezijum je element sa jonskim karakterom $to dokazuje njegova niska energija jonizacije.
Karakterise ga tipi¢an jonski radijus od 0,72 A ili 72 pm i teznja za heksakoordinacijom. Mg?*
jon se vezuje za druge molekule uglavnom preko kiseonika mada u odredenim slucajevima
vezivanje se moze ostvariti i preko azota npr. u hlorofilu. Mg?" se ne moze vezati preko
sumpora, za razliku od vecine drugih katjona (Maguire, 2006).

Magnezijumove soli su poznate po vrlo dobroj rastvorljivosti u vodi, mnogo bolje se rastvaraju
0 odnosu na kalcijumove soli. Kao rezultat toga magnezijum je lako dostupan oragnizmima.
Ovaj element igra vrlo vaznu ulogu i kod biljaka i kod zivotinja. Kod biljaka je magnezijum
vrlo vazan jer je on centralni jon u biljnom pigmentu hlorofilu. Kod ki¢menjaka je neophodan,
posebno unutar celija, jer je drugi najceséi intracelularni katjon posle kalijuma. Kada je u
rastvorenom stanju poznato je da magnezijum ima ve¢i afinitet prema vodi nego kalcijum,
kalijum i natrijum. Hidratisani magnezijum katjon tesko dehidrira i njegova zapremina je 400
puta vec¢a od jonske zapremine , dok je taj odnos za Na* i Ca?* oko 25 a za K* oko 5 (Jahnen-
Dechent i Ketteler, 2012). Jedna od vaznijih uloga Mg je u metabolizmu fosfata a samim tim
u energetskim procesima. Vezuje se za difosfate i fosfate, kao i karboksilate i na taj nacin
pokreée aktivacione procese (npr. kKinaze, adenozin trifosfat-aze, enolaze i dr.). Sadrzaj
magnezijuma u tijelu se reguliSe mehanizmima crijevne apsorpcije, bubrezne
reapsorpcije/izlu¢ivanjem i razmjenom magnezijuma iz tijela (tj. kostiju) (Rude i Gruber,
2004).

Magnezijum je kofaktor za vise od 300 enzimskih reakcija. Tu igra bitnu ulogu u prenosu
nervnih impulsa i sinteze masnih kiselina i proteina. Mnogi procesi zavise od magnezijuma
kao npr. metabolizam adenozin trifosfata, kontrakcija i opustanje misi¢a, normalna neuroloska
funkcija kao i oslobadanje neurotransmitera. Magnezijum doprinosi regulaciji vaskularnog
tonusa, sr€anog ritma, tromboze aktivirane trombocitima 1 formiranju kostiju. Neke od ovih

funkcija su prikazane u tebeli 2 (Jahnen-Dechent i Ketteler, 2012).
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Tabela 2. Magnezijumove funkcije u organizmu (Swaminathan, 2003; Jahnen-Dechent i

Ketteler, 2012).

i . Membranska Antagonist Strukturna
Enzimska funkcija £ - > .
unkcija kalcijumu funkcija
( :?é'rpﬂsgk' élfl_pstlr\jg) Adhezija ¢elija Kontrakr(;:g;/cf?usmnje Proteini
Kinaze B
(Heksokinaza Oslobadanje Poliribozomi
Kreatin kinaza Transmembranski neurotransmitera
Protein kinaza) tok elektrolita
ATPaze ili GTPaze Provodenje akcionog
(Nal /K1-ATPaza potencijala u Nukleinske kiseline
Ca21-ATPaza) nodalnom tkivu
Ciklaze i S
(Adenilat ciklaza, Vlsef(tmkl Ierliz{mSkl
Gvanilat ciklaza) Omplest
Direktna gktlvacua Mitohondrije
enzima

U kontrakciji miSi¢a magnezijum stimuliSe ponovni unos kalcijuma pomocu ATP-aze.

Magnezijum je vazan za Celijsku adheziju 1 transmembranski transport ukljucujuéi transport

jona kalijuma i kalcijuma (Jahnen-Dechent i Ketteler, 2012).

Mg?* ima ulogu u jednoj od faza primarnog aktivnog transporta (jona K i Na) kada se vrsi

fosforilacija enzima (Ei1), odnosno vezivanje ATP-aze. Za fosforilaciju enzima (Ei-

fosforilovana tj. Na* osjetljiva) neophodno je prisustvo Mg?* sa unutra$nje strane membrane
(slika 5) (Grguri¢-Sipka, 2014).
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Slika 5. Uloga Mg?* u transportu kroz éelijske membrane (Grguri¢-Sipka, 2014).
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Mnogi enzimi ukljuéeni u puteve intermedijarnog metabolizma su Mg?* zavisni, kao i veliki
broj enzima uklju¢enih u metabolizam nukleinskih kiselina. Od ukupno 10 enzima uklju¢enih
u glikoliti¢ki put, 5 su Mg?* zavisni od ¢ega su &etiri ukljudena u prenos fosfata-kinaze. Kinaze
katalizuju uvodenje fosforil grupe u organske molekule, kao $to je glukoza-6-fosfat u glikolizi.
Donor fosforil grupe je Mg>*—ATP kompleks. Heksokinaza katalizuje transfer fosforil grupe
od Mg**—ATP na glukozo—6—fosfat i Mg?*—~ADP (sl. 6a) (Grguri¢-Sipka, 2014). Na slici 6b su

prikazane konformacione promjene heksokinaze pri vezivanju ADP-POs-Mg?*.
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Slika 6a. Nukleofilni napad Cs-OH grupe glukoze na y-fosforni atom Mg - ATP (Grguri¢-
Sipka, 2014).

ADP-PO-Mg**

Heksokinaza

Slika 6b. Vezivanje ADP-POs-Mg?* za heksokinazu (He i sar., 2019)
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SadrZzaj magnezijum jona je odlucuju¢i faktor imunog sistema (Van Niekerk i sar., 2018).
Preporuceni dnevni unos magnezijuma za odrasle osobe iznosi 100 mg po danu. Za muskarce
je preporucen veéi unos nego za zene (oko 300 mg po danu) i on iznosi oko 400 mg
magnezijuma dnevno (Jahnen-Dechent i Ketteler, 2012).

Usled nedostatka Mg mogu nastati poremecaji u organizmu kao S$to su: kardiovaskularne
bolesti, migrene, astma, nedostatak energije u organizmu. Ozbiljan nedostatak magnezijuma
moze dovesti do hipomagnezijemije (Jahnen-Dechent i Ketteler, 2012). Hipomagnezijemija je
stanje u kome je nivo magnezijuma u serumu manji od 1,7-1,8 mg/dL (0,75 mmol/L)
(Witkowski i sar., 2011).

2.2.2.1. Magnezijum u biljkama

Magnezijum je jedan od devet esencijalnih makronutrijenata biljke. Poznato je da je
magnezijum sastavna komponenta molekula hlorofila i da je ukljucen u vise procesa koji su
neophodni za rast i razvoj biljaka. Pored toga magnezijum ima ulogu i u asimilaciji ugljen-
dioksida, CO2, ponasa se kao kofaktor za brojne enzime i ¢ini strukturnu komponentu ribozoma
(Chaudhri i sar., 2021; Bakshi i Gilroy, 2022). Mg ucestvuje u formiranju biljnog pigmenta
hlorofila i neophodan je element za normalnu strukturu hloroplasta. Oko 2,7% molekulske
tezine hlorofila ¢ini magnezijumov jon. Magnezijum je biljni aktivator mnogih enzima. Skoro
sve fosforilaze i kinaze zahtjevaju aktiviranje Mg?* jona. Mg?* podsti¢e hidrolizu adenozin
trifosfata ili adenozin difosfata i oslobada fosfornu kiselinu i energiju. Magnezijum je potreban
za osnovne procese prenosa energije kao sto su npr. fotosinteza, glikoliza i disanje (Yan i Hou,
2018).

Koli¢ina magnezijuma koja je potrebna za optimalan rast biljke je 1,5-3,5 g po kg u
vegetativnim dijelovima biljke, i oko 125 mmol L™ i 8,5 mmol L™ u zemlji$nim rastvorima.
Velika koli¢ina padavina u tropskim podruc¢jima dovodi do luZenja magnezijuma. Iscrpljivanje
magnezijuma se javlja i usled dugotrajnog neuravnotezenog dubrenja usjeva (Guo i sar., 2016).
Koncentracije magnezijuma u biljci i tlu zavise od brojnih unutrasnjih i spoljasnjih faktora
(npr. tipa zemljista, pH vrijednosti, konkurentnih katjona, vlage, aeracije, temperature,
svjetlosti, dubrenja itd.). Razli¢ite biljne vrste sadrze razli¢it sadrzaj Mg?* jona. To je posljedica
genotipske varijacije, heterogenih uslova uzgoja, razli¢itog stadijuma rasta i starosti
analiziranih tkiva. U mnogim biljkama, optimalna koncentracija Mg iznosi 0,15-0,50% suve
mase lista. Koncentracija Mg u listovima uveliko varira u zavisnosti od biljne vrste (Ishfaq i
sar., 2022).
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Pojava nedostatka magnezijuma u biljkama je vazan faktor koji ograni¢ava prinos i kvalitet
biljaka (Yan i Hou, 2018). Nedostatak magnezijuma u biljkama obi¢no dovodi i do odredenih
vizuelnih promjena (kracih korijena, manjih izdanaka i mrlja na listovima). Ove promjene se
desavaju usled poremecaja fizioloskih procesa koji se ogledaju poremec¢ajem metabolizma
ugljenika, smanjenjem biljnog pigmenta hlorofila i fiksacijom ugljenika (Hermans i sar., 2010;
Guo i sar., 2016).

Nedostatak magnezijuma smanjuje fotosintetski sadrzaj pigmenta, kapacitet apsorpcije
svjetlosti hloroplasta, prividni kvantni prinos i efikasnost karboksilacije (Yan i Hou, 2018).
Nedostatak magnezijuma u biljci moze da izazove i velika koli¢ina kalcijuma u zemljistu koji

je antagonist magnezijumu.

2.2.2.2. Hlorofil

Hlorofili spadaju u grupu najvaznijih bioorganskih molekula. Odgovorni su za zelenu boju
listova jer apsorbuju svjetlost u plavom (430-490 nm) i crvenom (630-760 nm) dijelu spektra
a zelenu svjetlost propusta (reflektuju). Postoji nekoliko razli¢itih vrsta hlorofila (hlorofil a, b,
c i d). Glavni pigmenti koji se nalaze u biljkama su hlorofil a i b. Hlorofil a je primarni
fotosintetski pigment koji omogucuje pretvaranje svijetlosne energije u hemijsku. Svi ostali
hlorofili su sekundarni zbog pomo¢ne i zastitne uloge (Taiz i Zeiger, 2010).

Strukturu hlorofila ¢ini porfirinski prsten koji je sastavljen od Cetiri povezana pirolova prstena
1 petog prstena koji nastaje reakcijom ciklizacije bo¢nog lanca na tre¢em prstenu. U sredini
molekula se nalazi magnezijumov jon (Mg?*) (Von Wettstein i sar., 1995).

Na ¢etvrtom prstenu je estarskom vezom vezan fitol. Hlorofil a i b se razlikuju po tome jer je
kod hlorofila a na tre¢em prstenu vezan metan (-CHs) a kod hlorofila b aldehidna grupa
(-CHO). Naslici 7 je prikazana struktura hlorofila a i hlorofila b (Von Wettstein i sar., 1995).
Na sadrzaj hlorofila uticu; starost i polozaj listova, intenzitet svijetla, uporedni procesi sinteze

i razgradnje hlorofila, mineralna ishrana, temperatura, vlaga, genotip i drugo.
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Slika 7. Struktura hlorofila a (lijevo) i hlorofila b (desno) (Grguri¢-Sipka, 2014)

2.2.3. Bakar (Cu)

Latinski naziv za bakar je ,,cuprum”. Bakar je bio jedan od prvih pronadenih metala. Bakar je
vazan element za sve poznate Zive organizme 1 u prirodi se javlja u svim biljkama i Zivotinjama.
Njegova prosje¢na koncentracija u zemljinoj kori iznosi 55 ppm. U morskoj vodi se javlja u
koncentraciji od 3107 mg/L (Theophanides i Anastassopoulou, 2002). Bakra vise ima u
ekstracelularnoj te¢nosti nego unutar ¢elija. Kroz krv se prenosi proteinom ceruloplazminom.
Ceruloplazmin sadrzi ¢ak osam atoma bakra po jednom molekulu (Grguri¢-Sipka, 2014).
Ceruloplazmin sadrzi oko 95% bakra koji se nalazi u serumu (Jomova i Valko, 2011).

Bakar je tre¢i mineral po zastupljenosti u ljudskom tijelu. Ukupna koli¢ina bakra kod
normalnih odraslih osoba je 50-150 mg, od ¢ega je 50%-70% u misi¢ima i kostima, 20% u jetri
i 5%-10% u krvi. U tijelu ima veoma malo slobodnih Cu jona (Wang i sar., 2020).

Prema americkom institutu za medicinu, odgovarajuc¢a doza Cu za odrasle je 0,9 mg/dan dok
Evropska agencija za bezbjednost hrane preporucuje 1,6 mg/dan za muskarce i 1,3 mg/dan za
zene. Gornja granica unosa za odrasle iznosi 10 mg/dan (Jacobs i sar., 2020).

Njegova elektronska konfiguracija je 3d*°4s®. To znaci da Cu(l) ima elektronsku konfiguraciju
3d%i popunjene d orbitale dok Cu(Il) gubi 2 elektrona i ima 3d® konfiguraciju pa se zbog toga
ponasa kao prelazni element sa djelimi¢no popunjenim d-orbitalama (Theophanides i

Anastassopoulou, 2002).
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Cinjenica da bakar u redukovanom, a Fe u oksidovanom obliku grade nerastvorna jedinjenja,
imala je vrlo vazne posledice na biogenezu, odnosno razvoj zivota iz neorganskog materijala,
prije skoro 3 milijarde godina. Naime, u to doba, okeani su bili potpuno bez kiseonika, ali s
velikim udjelom sumporovodika. Kao posledica toga, vecina raspolozivog bakra bila je vezana
u obliku veoma nerastvornog sulfida (Cu.S, Ks=2-10"*). Kako je kiseonik nastajao u ranoj
evoluciji tako se gvozde taloZilo u obliku Fe(III)-hidroksida (Ks=410") a nerastvorni sulfid
se oksidacijom pretvarao u rastvorni bakar(I1)-hidroksid (Ks=2-10"°) i postao biodostupan.
Tako, za mnoge proteine koji sadrze Fe postoje analogni proteini koji sadrze Cu sa sli¢nim
funkcijama. Posto se kasnije pojavio u biodostupnom obliku, Cu viSe ima u ekstracelularnoj
te¢nosti dok Fe ima vise unutar éelije (Grguri¢-Sipka, 2014).
Bakar je u enzimima zaduzen za prenos, aktivaciju i upotrebu kiseonika, te za prenos elektrona,
odnosno za reakcije oksidoredukcije u kojima bakar kao centralni jon oksiduje ili redukuje
supstrat, a pri tome i sam mijenja oksidaciono stanje oksidujuci se iz Cu(I) u Cu(II), odnosno,
redukujuci se iz Cu(II) u Cu(l) (Grguri¢-Sipka, 2014).
Na osnovu njihove funkcije bakarni proteini se mogu podijeliti u tri grupe:

1. Proteine za prenos molekula kiseonika,

2. Enzime za aktivaciju i ugradnju kiseonika u supstrat, koji se jo§ zovu i oksigenazama,

3. Enzime koji katalizuju razilCite reakcije oksidoredukcije, i koji se jo§ zovu oksidazama.
Ovim trima grupama mogu se dodati i heteronuklearni enzimi koji uz bakar sadrze i neki drugi
metal u aktivnom centru — heteronuklearni metaloenzimi npr. superoksid-dismutaza (SOD) i
citohrom C oksidaza (Grguri¢-Sipka, 2014).
Superoksid je reaktivni kiseonikov radikal koji nastaje jednoelektronskom redukcijom
molekula kiseonika. Njega u organizmu, u normalnim uslovima, ne moze biti puno. Celije
sisara svojim vrlo sofisticiranim sistemom za odbranu od Stetnih superreaktivnih slobodnih
radikala (poput Cu, Fe, Mn- enzima) koji sadrzi dva medudjelujuca redoks centra, sprovode
dvoelektronsku redukciju kiseonika u molekul vode. Pri tome nastaju uvijek i male kolicine
nepozeljnog superoksida. Kljuéni faktor u njegovoj neutralizaciji je enzim superoksid-
dizmutaza (SOD) koji katalizuje disproporcionisanje superoksida, gdje kiseonik ima
oksidacioni broj -1/2, na peroksid, gdje je kiseoniku oksidacioni broj -1 i molekulski kiseonik
s oksidacionim brojem nula. Kako ni peroksid nije bezopasan, u igru ulazi enzim gvozda,
katalaza, koji disproporcionise peroksid na vodu i molekulski kiseonik (Lipard, 1994).
Cu/Zn superoksid-dismutaza, je enzim koji detoksikuje superokside, pretvarajuci ih u kiseonik

i vodonik peroksid prema rakciji: 2HO2 — H202 + Oo.

25



Tokom reakcije peroksid se oksiduje do kiseonika, a Cu(ll) se redukuje do Cu(l), koji onda
redukuje drugi superoksid do peroksida a sam se oksiduje do Cu(ll):

Cu**ZnSOD + Oy — Cu*ZnSOD + O

Cu*ZnSOD + Oy + H*— Cu**ZnSOD + H202 (Grgurié-Sipka, 2014).

SOD ubrzavaju disproporcionisanje superoksida 10000 puta, $to je dovoljno da onemoguci
brzu reakciju superoksida sa bioloskim tkivom. Na slici 8 je dat prikaz oksidovanog i

redukovanog oblika Cu/Zn superoksid dismutaze.
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J
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>
Slika 8. Cu, Zn —Superoksid dismutaza A-oksidovani oblik, B- redukovani oblik (Rakhit i
Chakrabartty, 2006).
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Slika 9. Sema mehanizma djelovanja SOD (Pierre, 2000).

SOD je opremljena binuklearnim aktivnim mjestom koje sadrzi bakar i cink. Svaka od dvije

podjedinice sadrzi isto aktivno mjesto u kojem su dvovalentni bakar i cink povezani preko
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deprotonovanog histidina, odnosno njegove imidazolne jedinice iz proteinskog lanca.
Koordinaciona sfera se u oba slu¢aja moze opisati kao tetraedarska, iako je u sluc¢aju bakra taj
tetraedar snazno a u slu¢aju cinka samo lagano izobli¢en (Pierre, 2000).

Vezivanjem superoksida, koordinaciona sfera bakra postaje kvadratno piramidalna s
koordinacionim brojem 5. Cu(ll) oksiduje superoksid u molekul kiseonika, a bakar se redukuje
do Cu(l), te se povlaci iz koordinaciione sfere zajedni¢kog, veznog imidazola gdje biva
zamijenjen protonom. To omogucuje formiranje normalne, energetski relaksirane energetske
sfere cinka, ali i Cu(l) (slika 9).

Organizam, u okviru imunoloskog odgovora na infekciju, sam proizvodi reaktivne kiseonikove
vrste namijenjene eliminisanju bakterija. Ovaj mo¢ni imunoloski alat moze se pretvoriti u svoju
suprotnost, 1 tada nastaju autoimune bolesti, poput reumatoidnog artritisa, uzrokovane
prevelikom koncentracijom reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. U tim slu¢ajevima SOD moze da se
prepisuje kao lijek (Younus, 2018).

Bakar kao centralni jon se moze na¢i i u oskigenazama — enzimima koji su sposobni da
aktiviraju inace vrlo inertni molekul kiseonika, odnosno da raskinu vezu izmedu dva atoma
kiseonika unutar tog molekula, te atome da ugradi u specifi¢ne supstrate. Jedna od takvih
oskigenaza je i tirozinaza. Tirozinaza se nalazi i u biljkama i u Zivotinjama. Aktivno mjesto u
tirozinazi je s dva Cu(I) centra u deoksiobliku, i s dva Cu(Il) centra i premos¢ujuc¢om, bocno
vezanim molekulom kiseonika u oksidovanom obliku (slika 10) (Agarwal i sar., 2016).
Tirozinaza katalizuje reakcije formiranja pigmenta melanina, karakteristicne tamnosmede boje,
koji se nalazi u kozi, kosi, perima, ali uzrokuje i karakteristicno tamnjenje voca koje ostane da

stoji na vazduhu, tj. u prisustvu kiseonika (Lipard, 1994).

Slika 10. Cu centri u tirozinazi (Agarwal i sar., 2016).
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Pored toga Sto je bakar esencijalan element, u ve¢im koli¢inama on moze biti toksi¢an. U ve¢im
koncentracijama bakar je u stanju da zamijeni manje konkurentne metalne jone iz
metaloproteina, kao $to su cink i gvozde (Zoroddu i sar., 2019). Vilsonova bolest je patoloski
poremecaj koji se javlja usled poremecaja koncentracije bakra. Javlja se usled veéih
koncentracija kada se on taloZi, vezan za ceruloplazmin u jetri i mozgu (Grgurié-Sipka, 2014).
Povecan unos bakara moze dovesti do nekoliko toksi¢nih efekata kao i nedostatak bakra koji
moze imati teSke ishode Cesto povezane sa neurodegeneracijom. Pravilna ravnoteza izmedu
unosa bakra i njegove eliminacije se mora posti¢i na ¢elijskom nivou kao i na skali tkiva i
organa (Jomova i sar., 2022).

Precizna regulacija bakra se postiZze proteinima (metaloproteinima) koji su odgovorni za

ocuvanje bakra i njegovu isporuku proteinskim receptorima (Jomova i sar., 2022)

2.2.3.1. Bakar u biljkama

Biljkama su neophodni mineralni hranljivi elementi koji se uglavnom dobijaju iz zemlje kako
bi odrzale normalan rast i razvoj i obezbjedile zavrSetak Zivotnih ciklusa (Yruela, 2009). Bakar
je esencijalni redoks-aktivan prelazni metal koji je uklju¢en u mnoge fizioloske procese u
biljkama. Bioloska funkcija bakra se zasniva na njegovoj funkciji strukturnog elementa u
regulatornim proteinima i ucestvovanju u fotosintetskom transportu elektrona. Takode, ovaj
element ucestvuje i u procesima mitohondrijskog disanja, odgovorima na oksidativni stres,
metabolizmu ¢elijskog zida i hormonskoj signalizaciji (Yruela, 2005).

U vegetativnim biljnim tkivima koncentracija bakra varira u zavisnosti od biljnih vrsta ili
ekotipova, razvojne faze i faktora zivotne sredine kao §to su snabdjevanje azotom i hemijska
svojstva zemljista. Biljke koje se uzgajaju u uslovima visokog snabdjevanja azotom zahtjevaju
znatno vise bakra od biljnih vrsta koje su manje snabdjevene azotom. Zemljiste je bitan faktor
od kojeg zavisi koncentracija bakra u biljnoj vrsti 1 obi¢no su kisela zemljista ta koja raspolazu
sa ve¢om koli¢inom ovog elementa. Koncentracija bakra u biljnim tkivima obi¢no varira
izmedu 11 5 mg g suve teZine, a prosje¢an sastav u listovima je 10 mg g suve tezine. Ove
koncentracije su podlozne varijacijama medu biljnim vrstama i sortama. Ovaj element je
izuzetno toksi¢an s obzirom na svoja visoka redoks svojstva pa je preporucljivo da se njegova

koncentracija u ¢elijama odrzava u niskim nivoima (Yruela, 2009).

28



Korjeni biljaka apsorbuju dvovalentni oblik bakra (Cu?") i mogu ga lako redukovati u
monovalentni oblik. Bakar pomaze u formiranju lignina u ¢elijskim zidovima, koji pruzaju
podrsku za drzanje biljaka uspravno. Posebno je za biljku vazno formiranje odrzivog polena,
sjemena i otpornost na stres (Havlin i sar., 2014).

Dvovalentni bakrov jon (Cu?") ugestvuje u zastiti biljke djelujuéi protiv gljivica i bakterija.
Usled djelovanja jona bakra dolazi do denaturacije strukturnih i enzimskih proteina i promjene
polupropustljivosti membrane. Joni bakra rastvoreni u slojevima vode na povrsini biljke mogu
uci u celijsku protoplazmu gljive i bakterije. Joni bakra unutar ¢elije ometaju brojne enzimske
reakcije i blokiraju respiratorne aktivnosti. Bakar se koristi kao zastitnik, §to znaci da joni bakra
moraju biti prisutni na povrsini biljaka prije javljanja bolesti (La Torre i sar., 2018).

Medutim, u biljkama visak bakra negativno uti¢e na metabolicke aktivnosti korijena i
apsorpciju hranljivin materija. Glavni simptomi viska bakra su poremeceni rast korijena i
izdanaka (Miotto i sar, 2014), nedostatak hranljivih materija, hloroza i u teskim slu¢ajevima
nekroza tkiva i smrt biljaka. Postoje i biljke koje su tolerantne na teske metale uprkos rastu u

veoma zagadenim okruzenju (Xiong i Wang, 2005).

2.2.4. Cink (Zn)

Cink je metal sa atomskim brojem 30 i prosje¢ne atomske mase 65,38. Cink je prirodni element
koji se nalazi u stijenama na zemljinoj povr$ini. Ukupan sadrzaj Zn u tijelu ljudi je 2-4 g.
Medutim, Zn Se naziva elementom u tragovima jer njegova koncentracija u plazmi iznosi samo
12-16 mM (Rink i Gabriel, 2000).

Cink je drugi najzastupljeniji element u tragovima u ljudskom tijelu odma posle gvozda
(Crichton, 2007). Kod ljudi je ovaj element prisutan u svim organima, tkivima, te¢nostima i
sekretima (Jomova i Valko, 2011). Visoka koncentracija Zn se moze naéi U vezikulama u
mozgu, u kostima i misi¢ima (Vasak i Hasler, 2000). U serumu i plazmi koli¢ina cinka iznosi
oko 14 mmol/L (0,1% od ukupnog cinka). Tu je cink pretezno vezan za albumin, dok je vecina
cinka u tijelu vezana za proteine cinka u citosolu. Slobodan cink je prisutan u pikomolarnim
koncentracijama i mora biti strogo kontrolisan (Krezel i Maret, 2006).

Oko 95% cinka je intracelularno. Najcesce oksidaciono stanje cinka je +2. Zn +2 je u rastvoru
redoks stabilan pod fizioloskim uslovima a to je rezultat popunjene d elektronske ljuske

(Tsonev i Lidon, 2012).
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Jon Zn (I1) ima elektronsku konfiguraciju 1s?, 2s?, 2p®, 3d'°. Cink +2 jonu samim tim nedostaju
nepopunjene d podljuske, Sto je neophodan kriterijum za prave prelazne metale. Zn(ll) je
bezbojan, za razliku od pravih prelaznih metala koji ¢esto formiraju jedinjenja i komplekse
jarkih boja. Cink se jedini sa drugim elementima i gradi sulfide, sulfate, okside, karbonate,
fosfate i silikate. Postoji oko 55 mineralizovanih oblika cinka. Veéina od njih sadrzi
tetraedarske ili oktaedarske koordinacije poliedara sa apikalnim S ili 0 (Barak i Helmke, 1993).
Cink se nalazi u velikom broju enzima (vise od 300) i u velikom broju proteina. Sastavni je dio
proteina koji vezuju nukleinske kiseline pa je ukljuen u procese transkripcije 1 translacije
genetskih informacija. Poznate su tri vrste vezuju¢ih mjesta kod Zn enzima i proteina:
kataliticko, kokataliticko 1 strukturno. Strukturna uloga se ispoljava kroz stabilizaciju
tercijarnih struktura proteina (npr. kod Cu/Zn-SOD, citohrom c oksidaze) kao i kvaternarne
strukture (npr. heksamerno skladiStenje hormona insulina kod koga su monomeri povezani sa
[Zn(His)3(H20)3]?*). Enzimi mogu da budu mononuklearni i polinuklearni. Prvi otkriveni
mononuklearni enzim Zn je bio karboanhidraza (CA) a ubrzo posle je otkriven i
karboksipeptidaza A. Karboanhidraza je znacajan jer katalizuje jedan od najprostijih procesa,
nastajanje i razlaganje hidrogenkarbonata/ugljene kiseline (Grguri¢-Sipka, 2014).

Sa hemijske strane gledano cink djeluje kao Luisova kiselina, elektrofilni agens, $to ima za
posledicu da je voda vezana za njega kiselija tj. lakSe otpusta proton i tako Zn kompleks postaje
izvor OH" grupe ¢ak i ispod neutralnog pH. Sa obzirom da se cink vezuje za neutralne ligande
javlja se visak pozitivnog naelektrisanja pa se lakse i otpusta proton. OH™ jon vezan za cink
vr$i napad na CO2 i prevodi ga u HCOs™ anjon (slika 11) (Grguri¢-Sipka, 2014).

U karboanhidrazi Zn?* jon je koordinovan sa tri atoma azota iz histamina dok &etvrto mjesto
zauzima molekul vode (neaktivno stanje enzima) ili hidroksidna grupa (aktivno stanje enzima).
Dakle Zn?* jon u karboanhidrazi ima tetraedarsku koordinaciju (slika 12).

Karboanhidraza je izolovana iz mnogih biljaka i Zivotinja 1 u vecini sluc¢ajeva odredena je
sekvenca aminokiselina. U ljudskim eritrocitima je karboanhidraza najces¢i protein posle
hemoglobina. Ima vaznu ulogu u fotosintezi, respiratornom lancu, (de) kalcifikaciji i pH

kontroli (Lipard, 1994; Grguri¢-Sipka, 2014).
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Slika 12. PoloZaj Zn u karboanhidrazi (Lipard, 1994).

Zn ucestvuje u mnogim biohemijskim procesima i mehanizmima. Cink ima mnoge vazne
funkcije ljudskom tijelu, npr. u regulaciji djelovanja insulina i koncentracije glukoze u krvi, za
zarastanje rana, zdravlje zubi, normalan odgovor ukusa i ima antioksidativno i antiinflamatorno
dejstvo. Mehanizmi koji su odgovorni za antioksidativno dejstvo cinka su vezivanje i zastita-
SH grupa proteina i enzima protiv napada reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i takmicenje sa redoks
metalima kao $to su gvozde i bakar (Jomova i sar., 2022). Redovan unos cinka moze aktivirati
stvaranje mo¢nih antioksidanata (npr. metalotionein). Jedan molekul metalotioneina moze da
veze Cak sedam atoma cinka (Powell, 2000).

Tioneini takode obavljaju i detoksikaciju organizma od $tetnih jona kao §to su Hg?* i Cd?*. Na
slici 13 je prikazan primjer tioneina koji se sastoji od dva domena, jednog M3S3 klastera i
drugog M4S5 klastera (Grguri¢-Sipka, 2014).
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Slika 13. Aktivno mjesto tioneina (Grguri¢-Sipka, 2014).

Preporuceni dnevni unos cinka za odrasle iznosi oko 15 mg po danu. Dnevno potreban unos za
muskarce je 11 miligrama 1 8 miligrama za Zene. Nizak sadrzaj cinka moZze da izazove
usporavanje rasta i razvoja ¢elija kao i apoptozu u nekim ¢elijama. Nedostatak cinka dovodi do
razli¢itih oboljenja jer usled nedostatka ovog metala dolazi do smanjenja otpornosti protiv
infekcija. U teSkim slucajevima nedostatak Zn moze dovesti do hipogonadizma 1 patuljastosti
(Zoroddu i sar., 2019). Obilan unos cinka je dobar jer izaziva sintezu proteina koji vezuje metal,
metalotionein, i na taj na¢in Se moze zastititi organizam od toksi¢nog dejstva bakra (npr. kod
Vilsonove bolesti) (Horn i sar., 2019, Zoroddu i sar., 2019).

2.2.4.1. Cink u biljkama

Cink je esencijalna hranljiva materija za biljke (Broadley i sar., 2007). Zn ulazi u sastav
razli¢itih enzima koji katalizuju mnoge metabolicke reakcije u biljkama (Rudani i sar., 2018).
Biljni enzimi aktivirani cinkom su uklju¢eni u metabolizam ugljenih hidrata, odrZavanje
integriteta celijskin membrana, sintezu proteina, regulaciju auksina (hormona rasta) potom
sintezu i formiranje polena (Hafeez i sar., 2013).

Unos cinka varira u zavisnosti od biljne vrste. Translokacija Zn do korjena ksilema se vrsi
preko simplasta i apoplasta (Tsonev i Lidon, 2012).

Koncentracije Zn u biljkama koje rastu na nezagadenim zemljistima variraju izmedu 0,02-0,04
mg/g? suve tezine. Nezagadena zemljista sadrze manje od 125 ppm cinka (Tsonev i Lidon,
2012).

U zemljistu Zn moze formirati nerastvorljive taloge sa fosfatima, hidroksidima i karbonatima.

Sa povecanjem pH vrijednosti smanjuje se rastvorljivost cinka u zemljistu. Pod visokim pH
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vrijednostima, negativno naelektrisana ¢estica zemljista (npr. karbonati) moze jako adsorbovati

pozitivno naelektrisani joni Zn (Stanton i sar., 2022).

Na koli¢inu cinka i njegovu dostupnost u zemljiStu mogu uticati razli€iti faktori:

pH: povecana pH vrijednost smanjuje dostupnost cinka,

Fosfor: visoki nivoi fosfora smanjuju dostupnost cinka,

Organska materija: organska materija moze povecati dostupnost cinka,

Azot: nizak nivo azota moze smanjiti potraznju biljke za cinkom,

Vlaga: previse vlazna zemljiSta smanjuju sposobnost biljake za apsorpcijom cinka,
Bakar: biljke preuzimaju cink i bakar putem istog mehanizma pa kada je jedan u visku,
biljke ne upijaju dovoljno drugog elementa,

Magnezijum: magnezijum pomaze u unosu cinka,

Arsen: visoki nivoi arsena mogu inhibirati unos cinka.

Nedostatak cinka predstavlja ozbiljan problem i jedno je od glavnih ograni¢enja u svjetskoj

proizvodnji hrane. Posljedica je niskog sadrzaja cinka u Kulturi koja se gaji na zemljistima sa

nedostatkom cinka (Rudani i sar., 2018). Vizuelne simptome nedostatka Zn u biljkama je

veoma lako prepoznati. Najées¢i simptomi nedostatka Zn su usporavanje rasta, skracene

internodije i peteljke i mali deformisani listovi (slika 14) (Hafeez i sar., 2013).

Takode moze doci i do hloroze odnosno promjene boje listova iz normalne zelene boje hlorofila

u blijedozelene i zute, ili ¢ak bijele (Rudani i sar., 2018).

Na listovima je uocljiv i razvoj crvenkasto-braon ili bronzane nijanse (bronzovanje).

Nedostatak Zn karakteriS§e nekroza vrha korjena (odumiranje) (Broadley i sar., 2007).

Nedostatak cinka nije ujednacen i obi¢no zavisi od stepena stresa (Hafeez i sar., 2013).

Slika 14. Izgled biljke pirina¢ usljed nedostatka cinka. Tipi¢ni simptomi ukljucuju visoku

smrtnost biljaka, zakrzljalost, bronzovanje lista i odlaganje cvjetanja (Broadley i sar., 2007).
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2.3. KOPRIVA (Urtica dioica L.)

Kopriva (Urtica dioica L.) je zeljasta visSegodi$nja korovska jednodomna ili dvodomna biljka
(Ghimire i sar., 2022). Ime roda ,,Urtica“ poti¢e od latinskog glagola ,,urere”, $to znaci
,gorjeti, zbog svojih dlaka koje peckaju. Naziv vrste ,,dioica” znaci ,,dvije kuce* jer biljka
obi¢no sadrzi musko ili Zensko cvjece (Tabasum i sar., 2018; Upton, 2013).

Biljka potice iz hladnijih krajeva sjeverne Evrope i Azije. Obi¢no naraste od 2 do 4 m, i dobro
uspjeva na zemljistu koje je bogato azotom. Biljka cvjeta u periodu izedu juna i septembra
svake godine. Sastoji se od stabljike koja je uspravna i zelena, duguljastih sitno zbijenih listova
koji su odozgo tamno zeleni a odozdo blijedi i cvijetova koji su bijeli do zu¢kasti. Biljka ima
ili muske ili Zenske cvjetove u odvojenim cvastima (Tabasum i sar., 2018).

Listovi i stabljika biljke su prekriveni peckavim trihomima (zljezdane dlacice), ponekad
poznatim i kao spikule (Ghimire i sar., 2022). Zljezdane dlagice sadrze izmedu ostalih
jedinjenja i acetilholin, mravlju kiselinu, 5-hidroksitriptamin i histamin. Na listovima se nalaze
dlacice. Ako se dodirne bez rukavica ova biljka izaziva iritaciju koze upravo zbog ovih dlacica.
List koprive se prodaje u svjezem, osuSenom i zamrznutom obliku (Tabasum i sar., 2018).

U poslednje vrijeme Urtica dioica L. se svrstava i u klasu ljekovitih biljaka zbog svojih
pozitivnih efekata na zdravlje ljudi u mnogim zemljama Sirom svijeta (Ahmed i Parasuraman,

2016). Na slici 15 je prikazan spoljasnji izgled biljke.

Slika 15. Kopriva - cijela biljka (Urtica dioica L.) (Asgarpanah i Mohajerani, 2012).
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2.3.1. List koprive

Listovi koprive su jednostavni, suprotni i grubo nazubljeni. Lamina je 1,5-20 cm duzine i 0,6-
12 cm Sirine. Donja povr$ina lista se sastoji od vena sa nekoliko peckavih dlacica koje su
svijetlije boje dok je gornja povrSina uglavnom bez dlaka. Peteljke su duge 0,7-7 cm,
uzljebljene iznad i uz stranu peckavih dlacica. Listovi biljke su prekriveni bodljikavim
trihomima. Svjezi listovi su svijetlo zelene boje. Na popreénom presjeku lista uocava se sloj
gornjeg i donjeg epidermisa izgraden od stomata. Stomati su prisutni vise na donjoj strani.
Listovi se sastoje od tecnosti koja je bogata acetilholinom, aminokiselinom, odnosno

histaminom i serotoninom (Joshi i sar., 2014). Na slici 16 je prikazan izgled lista koprive.

Slika 16. List Urtica dioica L. (Asgarpanah i Mohajerani, 2012).

2.3.2. Cvijet koprive

Cvijetanje se deSava u sezoni proljeée-ljeto. Tokom avgusta biljka proizvodi plodove kremaste
ili zlatne boje koji se koriste u lije¢enju (Joshi i sar., 2014). Naslici 17 je prikazan izgled cvijeta

koprive.

Slika 17. Cvijet koprive (Asgarpanah i Mohajerani, 2012)
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2.4. HEMIJSKI SASTAV KOPRIVE

Listovi koprive se sastoje od Sirokog spektra hemijskih sastojaka. Poznata fitohemijska
jedinjenja u biljci Urtica dioica L. su flavonoidi, tanini, isparljiva jedinjenja i steroli
(Asgarpanah i Mohajerani 2012). Za iritaciju (peckanje) koze kada dode u kontakt sa dlac¢icam
na listovima Kkoprive odgovorna su slede¢a jedinjenja: acetilholin, histamin, 5-
hidroksitriptamin (serotonin) kao i male koli¢ine leukotriena (Devkota i sar., 2022).

Biljka je i1 bogat izvor nutritivnih komponenti, kao $to su aminokiseline, vlakna, fenolna
jedinjenja, vitamini i minerali (Devkota i sar., 2022).

Listovi koprive su bogati jedinjenjima kao §to su polisaharidi, ugljeni hidrati, esencijalne
aminokiseline, masne kiseline, vitamini poput sterola A, B i C, hlorofil, karotenoidi, minerali
kao $to su gvozde, kalijum, kalcijum i magnezijum, tanini, izolektini. Nadzemni djelovi su
bogati i polifenolima, dok podzemni djelovi sadrze isparljiva jedinjenja poput steril glikozida,
sterola i oleanolne kiseline, izolektina i flavonoida (Ghimire i sar., 2022). Hemijski sastav

koprive je prikazan u tabeli 3.

Tabela 3. Hemijski sastav koprive (Urtica dioica L.) (Upton, 2013; Joshi i sar., 2014;
Tabasum i sar., 2018).

Hemijski sastav Glavna jedinjenja
patuletin, kempferol, izorhamnetin,

Flavonoidi L e o
kvercetin i 3-rutinozidi i 3-glikozidi
derivati Sikimicne kiseline fenil propani,
Fenoli kafeinska kiselina, estri ove kiseline kao S§to

su hlorogenska kiselina 1 kafeoilmali¢na
kiselina (do 1,8%)

estri (14,7%), slobodni alkoholi (2%) i
ketoni (38,5%) identifikovani kao 2-metil-2-
hepten-2-on, acetofenon i etilketon, i tragovi

azotnih supstanci, fenola i aldehida

6,8% palmitinske kiseline, 1,1% stearinske
Masne kiseline kiseline, 3,6% oleinske kiseline, 20,2%
linolne Kiseline i 12,4% linolenske kiseline

B-karoten, hidroksi-a-karoten (0,9%),
Karoteni lutoksantin (10,3%), lutein epoksid (13,1%)

i violaksantin (14,7%)
askorbinska kiselina,vitamin B2-laktoflavin,
pantotenska kiselina, vitamin-K1
silikati (1-4% SiO»), kalcijum, gvozde,
magnezijum, fosfor, kalijum i natrijum

Esencijalno ulje

Vitamini

Minerali
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2.5. UPOTREBA KOPRIVE

Kopriva je biljka koja je od davnina kor$¢ena u tradicionalnoj medicini U lije¢enju reumatizma
i artritisa i kao tonik, adstringent i diuretik. Smatra se da su stari Egipéani znali za benefite ove
biljke i koristili njen infuz za olaksanje problema sa artritisom i lumbagom (Tabasum i sar.,
2018).

Ova biljka se tradicionalno i danas koristi u Maroku, Turskoj, Brazilu, Jordanu i veoma ¢esto
u sjevernom Iranu. Kopriva se koristi za lijeCenje bolova u stomaku u turskoj narodnoj
medicini. Balkanske zemlje koriste infuz koprive za lijeCenje dijareje kao i unutrasnjeg i
spoljasnjeg krvarenja. Infuz i dekokti koprive se Cesto koriste za lijeCenje anemije. Primjena
koprive povecava nivo gvozda, kao i nivo folata i vitamina B12 u krvi (Tabasum i sar., 2018).
Pored medicinske, vazna je i dijetetska primjena koprive u ishrani kao veoma vazne nutritivne
komponente. Listovi i stabljike se koriste za salatu i kao povr¢e ili kao ekstrakt poznat u narodu
kao ,,¢aj” (Kirtikar i Basu, 2008).

Kopriva je specifi¢na po tome jer je svaki njen dio upotrebljiv i ljekovit (korjen, stablo, list i
cvijet). Moze se i kuvati sa drugim biljkama, kao $§to su kukuruz, proso, ili pSeni¢no brasno.
Koristi se i kao nutritivni tonik i za mnoge druge preparate (supe i te¢ne ekstrakte). Inhalacijom
uz pomo¢ ove biljke se ublazava astma i sliéne bronhijalne tegobe (Kirtikar i Basu, 2008).
Kopriva se upotrebljava i kao dodatak u ishrani Zivotinja odnosno kao aditiv za sto¢nu hranu
(Palka i sar., 2022).

U literaturi postoje podaci o uticaju dodatka lista koprive i ekstrakta lista koprive na hemijski
profil hljeba. Istrazivanja Purovi¢ i saradnika, 2020. su pokazala pobolj$anje nutritivnih
svojstava proizvoda (hljeba) pri dodatku listova i ekstrakta koprive, pri ¢emu se dobija hljeb sa
dodatom vrijednos¢u. Hemijska analiza je pokazala da je ekstrakt lista koprive odli¢na zamjena
za same listove, jer ekstrakt obezbeduje dovoljno bioloski aktivnih jedinjenja u hljebu, koji su
potrebni ljudskom organizmu (Purovic i sar. 2020).

Evropska komisija - Direktorat za zdravlje i bezbjednost hrane je svrstala koprivu u biljke koje
ispunjavaju sve kriterijume potrebne za koris¢enje u ljudskoj ishrani (Uredba (EC)
No178/2002). Ovo misljenje je podrzano od strane Evropske agencije za bezbjednost hrane
(EFSA). Zaklju¢eno je da kopriva nema ni trenutno ni produZeno S$tetno dejstvo na zdravlje

ljudi i Zivotinja kao ni negativan uticaj na zivotnu sredinu (European Commission, 2017).
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2.6. FARMAKOLOSKA AKTIVNOST KOPRIVE

Ljekovite biljke su znacajne upravo zbog svojih bioloski aktivnih komponenti koje biljkama
daju antioksidativna svojstva. Antioksidansi se pojavljuju kao profilaktic¢ki i terapeutski agensi.
Oni uklanjaju slobodne radikale ili reaktivne kiseoni¢ne vrste i spre¢avaju njihovo Stetno
dejstvo (Gozum i sar., 2007; Tabasum i sar., 2018).

Slobodni radikali izazivaju poremecaje kao $to su rak, dijabetes, kardiovaskularne bolesti,
autoimune bolesti i neurodegenerativni poreme¢aji. Kopriva je medu najzastupljenijim biljnim
komplementarnim i alternativnim ljekovima koje koriste pacijenti koji su oboljeli od kancera
(Gozum i sar., 2007; Tabasum i sar., 2018).

Urtica dioica se moze koristiti za lije¢enje benigne hiperplazije prostate (BHP). Efekat korijena
koprive na BPH izazvan testosteronom proucavan je U in-vitro studijama za procjenu
inhibitornog potencijala 5a-reduktaze. Istrazivanja su pokazala da je kopriva efikasna za
ublazavanje urinarnih tegoba (Nahata i Dixit, 2012; Tabasum i sar., 2018).

Preparati od koprive su sposobni da inhibiraju agregaciju trombocita. Sirovi vodeni ekstrakt
koprive inhibira agregaciju izazvanu trombinom u zavisnosti od doze. Lipofilniji rastvaraci
ekstrahuju vise bioaktivnih komponenti iz koprive i pokazuju jac¢i efekat. Etil-acetatni ekstrakt
koprive pokazuje najveci efekat protiv agregacije. Istrazivanja su pokazala da bioaktivne
komponente iz koprive imaju znac¢ajan efekat u spre¢avanju hipertenzije, §to se moze povezati
sa visokim sadrzajem kalijuma u koprivi. Jedna od primarnih upotreba biljke koprive je kao
nutritivni tonik za lijeCenje anemije. Radene su studije za odredivanje akutne i hroni¢ne
toksi¢nost biljke koprive. Intravenske doze vece od 500 mg/kg izazivaju prolaznu hipotenziju

i sréane aritmije (Tabasum i sar., 2018).

2.7. METODE ANALIZE HEMIJSKOG SASTAVA LISTA |
EKSTRAKATA KOPRIVE

Za odredivanje metala u biljkama se koriste razli¢ite instrumentalne tehnike. NajceSce se
sadrzaj metala odreduje pomocu atomske apsorpcione spekrofotometrije (AAS), masene
spektrometrije sa induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS) i uz pomo¢ opticke emisione

spektrofotometrije sa induktivno spregnutom plazmom (ICP-OES).
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2.7.1. Optic¢ka emisiona spektrofotometrija sa induktivno spregnutom

plazmom (ICP-OES)
2.7.1.1. Osnovne karakteristike

ICP-OES je analiti¢ka tehnika koja se pokazala kao jedna od najce$ce koris¢enih metoda za
odredivanje elemenata u tragovima u razli¢itim tipovima uzoraka (Hou i Jones, 2000).
Pomocu ove tehnike se moze istovremeno odrediti ¢ak i do 70 elemenata, Sto je Cini jako
popularnom (Hou i Jones, 2000).
Ovu tehniku karakteriSe veca temperatura atomizacije i inertnija sredina u odnosu na druge
analiticke tehnike. Tehnika se zasniva na spontanoj emisiji fotona iz pobudenih atoma i jona.
Cvrsti uzorci se prvo na odgovarajuéi nagin pripreme, prevode u teéno stanje a potom se vrsi
analiza. Uzorci te¢nosti 1 gasa ne moraju biti prethodno pripremljeni ve¢ se mogu direktno
ubrizgati u instrument. Rastvoreni uzorci se pretvaraju u aerosol i usmjeravaju u centralni kanal
plazme. Temperatura se odrzava na priblizno 10 000 K, tako da aerosol brzo ispari. Analiti se
oslobadaju kao slobodni atomi u gasovitom stanju. Dalje se vr$i pobudivanje unutar plazme,
atomi dobijaju dodatnu energiju i prelaze u visa - pobudena stanja. Pobudeni atomi i joni
emituju svoje karakteristicno zrac¢enje koje prikuplja uredaj koji sortira zracenje po talasnoj
duzini. Zracenje se detektuje i pretvara u elektronske signale. Ti signali se potom pretvaraju u
informacije o koncentraciji (Boss i Fredeen, 1997; Hou i Jones, 2000).
Neke od najvaznijih prednosti ICP-a su:

1. visoka temperatura (6000-8000 K);

2. visoka elektronska gustina (1014-1016 cm3);

3. znacajan stepen atomizacije i pobudivanja aerosola ispitivanog rastvora, koji se uvodi

strujom argona kroz centralnu kvarcnu cijev;
moguc¢nost istovremenog odredivanja vise elemenata (preko 70);

niska pozadinska emisija i relativno niske hemijske smetnje;

odli¢ni limit detekcije za vec¢inu elemenata (0,1-300 mgL™);

4
5
6. visoka stabilnost koja dovodi do odli¢ne tacnosti i preciznosti,
7
8. Siroki linearni dinamicki opseg (Cetiri do Sest redova veli¢ine);
9

primjenljivost na vatrostalne elemente i

10. isplative analize (Thompson i Barnes, 1992; Hou i Jones, 2000).
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Obi¢no se kod ove instrumentalne tehnike argon koristi kao gas plazme. Dodavanje drugih
gasova (Hz, N2, O2i dr.) na sastav pomo¢nog gasa ili na gasa za rasprsivanje moze poboljsati
karakteristike plazme (toplotnu provodljivost, gustinu broja elektrona i temperaturu plazme).
Ove modifikacije olakSavaju atomizaciju, jonizaciju i pobudivanje elemenata (Hou i Jones,
2000; Chirinos i sar, 2002; Fisher i Hill, 2007).

Broj elemenata koji se mogu odrediti uz pomo¢ ICP-OES je nekad i vise od 70 od ukupno 92
elementa koja se javljaju u prirodi (tabela 4) (Mermet i Poussel, 1995; Hou i Jones, 2000).

Tabela 4. Elementi koji se mogu odrediti pomo¢u ICP-OES metode (Mermet i Poussel, 1995;
Hou i Jones, 2000)

Alkalni i
zemnoalkalni Rijetke zemlje Prelazni metali Drugi
metali
Sc, V, Ti, Cr, Mn,
Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, | Fe, Co, Ni, Cu, Zn, | B,C, N, Al, Si, P, S,
Li, Na, K, Rb, Cs, | Gd, Th, Dy, Ho, Er, | Y, Nb, Zr, Mo, Ru, Cl, Ga, Ge, As, Se,
Be, Mg, Ca, Sr, Ba Tm, Yb, Lu, Th, Pd, Ag, Cd, La, | Br,In, Sn, Sb, Te, I,
Th, U Hf, Ta, W, Re, Os, TI, Pb, Bi
Ir, Pt, Au, Hg

Iz tabele se moze uoditi da se skoro svi prirodni elementi, izuzev vodonika, kiseonika, fluora i
inertnih gasova mogu odrediti uz pomo¢ ICP-OES analiti¢ke tehnike. Ovom metodom se ne
mogu odrediti slede¢i elementi:

1. Elementi koji se javljaju kao zagadivaci u tragovima u argonu (C iz CO»),

2. Elementi koji zahtjevaju visoku energiju pobudivanja (halogeni),

3. Kiratkotrajni radioaktivni elementi (Mermet i Poussel, 1995; Hou i Jones, 2000).

Sematski prikaz tipiénog ICP-OES instrumenta je prikazan na slici 18 (Boss i Fredeen, 1997).
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Slika 18. Glavne komponente i raspored tipicnog ICP-OES instrumenta (Boss i Fredeen, 1997).

U optickoj emisionoj spektrofotometriji sa induktivno spregnutom plazmom (ICP-OES)
uzorak se obi¢no transportuje u instrument kao mlaz te¢nog uzorka. Nebulizacijom se tecnost
pretvara u aerosol. Ovaj proces se odvija u unutraS$njosti instrumenta. Aerosol se zatim

transportuje u plazmu gdje se rastvara i isparava (Boss i Fredeen, 1997).

2.7.2. UV-VIS spektrofotometrija

U analitickoj hemiji se apsorpcija svjetlosti koristi za kvantitativno odredivanje i
karakterizaciju supstanci. Spektrofotometrija je analiticka tehnika kojom se mjeri interakcija
molekula sa elektromagnetnim zrac¢enjem (Schmid, 2001).

U UV-VIS spektrofotometriji je uzorak osvjetljen elektromagnetnim zracima talasnih duzina
iz vidljivog i ultravioletnog dijela spektra. U zavisnosti od supstance svjetlost ¢e se dijelimi¢no
apsorbovati. Preostala svjetlost se snima kao funkcija talasne duzine odgovarajuc¢im
detektorom. Na ovaj nacin se formira UV-VIS spektar uzorka. Svaka supstanca apsorbuje
svjetlost na drugaciji na¢in i ima jedinstven UV-VIS spektar. Samim tim, spektar se koristi za
identifikaciju ili kvantifikaciju supstance Uz pomo¢ UV-VIS spektrofotometrije se odreduje
Sirok spektar uzoraka (organski molekuli, neorganski joni, kompleksi u rastvorima, ¢vrsti

materijali itd.) (Cosimo i Haller, 2015).
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UV oblast zracenja odgovara opsegu talasnih duzina od 100 nm do 380 nm. Dijeli se na blisko
i daleko UV podrugje. Oblast od 200 nm do 380 nm se naziva blisko ultraljubi¢asto podrucje a
ispod 200 nm se nalazi daleko ultraljubicasto podrucje. Vidljivo zracenje odgovara opsegu
talasnih duzina od 380 nm do 780 nm. Talasna duzina u UV i VIS oblasti se izrazava u
nanometrima ili u angstremima. Apsorpcijom elektromagnetnog zracenja iz UV-VIS oblasti
spektra dolazi do elektronskih prelaza koji su u molekulima i njihovim jonima, kombinovani
sa nizom vibracionih i rotacionih prelaza. Svaki prelaz prati pojava jedne apsorpcione trake u
spektru, a sistem traka saCinjava UV-VIS apsorpcioni spektar nekog jedinjenja (Lakshmi,
2018).

2.7.2.1. Lambert-Berov zakon

Spektrofotometrijski se mjeri intenzitet svjetlosti koja prolazi kroz rastvor uzorka u Kiveti.
Koliko ¢e rastvor apsorbovati svjetlosti zavisi od koncentracije uzorka. I duzina kivete utice na
apsorpciju pa ¢e duza kiveta dovesti do vece apsorpcije svjetlosti (Cosimo i Haller, 2015).
Dakle, apsorpcija svjetlosti (A) se moze izraziti kao funkcija koncentracije i duzine Kivete (slika
19) (Cosimo i Haller, 2015).

1o

—

Slika 19. Slabljenje intenziteta svjetlosti je proporcionalno koncentraciji rastvora uzorka kao i

duzini kivete (Cosimo i Haller, 2015)

Apsorbancija A je jednaka proizvodu koeficijenta apsorpcije &, koncentracije ¢ i duzine putanje
d, (jednacina 1):

A=e-c-d 1)
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Ovaj odnos se naziva Lambert- Berov zakon, gdje je ¢ - koncentracija uzorka (mol/L ili g/mL),
d- duzina puta, Kivete (cm), &- koeficijent apsorpcije (epsilon) (L/(molcm) ili mL/(g.cm)
(Cosimo i Haller, 2015).

Pomo¢u Lambert-Berovog zakona se moze odrediti koncentracija uzorka iz izmjerene

vrijednosti apsorpcije.
Ako je poznato ¢ i d, koncentracija se izracunava iz jednacine 2:

_ 4 2
C—S_d (2)

’ D
{ [iaad) )
% 0.368 i

Rekorder

Sistem za

Izvor Kiveta sa rastvorom detekciju

svijetlosti uzorka

Slika 20. Sema UV-VIS spektrofotometra (Cosimo i Haller, 2015).

Na slici 20 je prikazana je Sema UV-VIS spektrofotometra. Princip rada spektrofotometra se
zasniva na odredivanju apsorbancije slijepe probe a potom i apsorbancije uzorka. Prilikom
prolaska svjetlosti kroz kivetu, dio svijetlosti se apsorbuje od strane molekula uzorka u
rastvoru. Propusteno svijetlosno zraenje se mjeri detektorom. Detektor mijeri intezitet

propustene svijetlosti (1) i njegova vrijednost je niza od inteziteta upadne svjetlosti, lo.

Odnos ova dva intenziteta I/1o se definise kao transmisija (T) (jednacina 3):

T=— @3)

Transmisija se izrazava u procentima (%). Apsorbancija se moze izraziti preko transmisije,

(jednacina 4):

= - log(T) @

Apsorbancija A je bezdimenzionalna vrijednost (Cosimo i Haller, 2015).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

Eksperimentalni dio ovog rada je raden u Laboratoriji za opstu u neorgansku hemiju na MTF-

u i u Laboratoriji Centra za ekotoksikoloska ispitivanja — Podgorica.

3.1. MATERIJAL | METODE

3.1.1. Materijal

Uzorci koprive (Urtica dioica L.) koji su koris¢eni u ovom radu su sakupljani sa razli¢itih
lokaliteta na podru¢ju Crne Gore. Uzorkovanje je vrSeno u razli¢itim sezonama rasta biljke
(proljece/jesen). Biljka je uzorkovana sa tri razlicita lokaliteta Crne Gore:

1. L1- sjeverni region (selo Virak - opitina Zabljak)

2. L2- centralni region (naselje Kujava - opstina Danilovgrad)

3. L3- juzni region (naselje Igalo - opstina Herceg Novi).
Lokacije su bile udaljene od velikih saobracajnica i industrijskih objekata. Na slici 21 je

prikazana mapa Crne Gore sa ozna¢enim lokacijama na kojima je vrSeno uzorkovanje.

L3

Slika 21. Mapa Crne Gore sa ozna¢enim lokalitetima uzorkovanja (autor: Boskovi¢ N.)
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Za sezonu jesen uzorkovanje je izvrSeno tokom novembra 2022. godine. Dakle uzorkovanje je
izvrSeno na Kraju vegetacionog perioda biljke. Za prolje¢nu sezonu uzorkovanje je izvr§eno
tokom juna 2023. godine. Faza cvijetanja biljke je od maja do septembra i obi¢no se u tom
periodu vrsi uzorkovanje (Stesevic, 2013). Dio biljke koji je uzorkovan za ispitivanja u ovom
master radu je list. Listovi su sortirani i osuseni u zatvorenoj prostoriji. U tabeli 5 je dat prikaz

geografskih karakteristika lokaliteta.

Tabela 5. Geografska duzina, Sirina i nadmorska visina opstina u kojima je kopriva uzorkovana

Lokacije Geografska Sirina | Geografska duzina | Nadmorska visina
L1
. 43.1555° N 19.1226° E 1456 m
(Zabljak)
L2
] 42.5538° N 19.1077° E 48 m
(Danilovgrad)
L3
_ 42.4572° N 18.5315°E Om
(Herceg Novi)

Ova biljka uspjeva u razlicitim krajevima Crne Gore uprkos razli¢itim klimatskim
karakteristikama. Na jugu je klima mediteranska sa karaketristi¢cnim suvim i toplim ljetima i
blagim zimama. Dok su u planinskim oblastima na sjeveru ljeta relativno hladna i vlazna, a

zime duge i oStre, sa Cestim mrazevima i niskim temperaturama, koje naglo opadaju sa visinom.

3.1.1.1. Karakteristike lokaliteta L1

Podrugje opstine Zabljak nalazi se na sjeverozapadu Crne Gore i zahvata povr§inu od 445 km?.
Oko 30% teritorije Opstine se nalazi na nadmorskoj visini iznad 1 500 m. Geografski ovo
podrucje pripada jugoisto¢nim dinaridima. Durmitor je dominantni planinski masiv ove oblasti.
Selo Virak je udaljeno 5 kilometara od Zabljaka na juznoj strani Durmitora, u &ijoj blizini se
nalaze vrhovi Savin kuk, Meded i Sljeme. Nalazi se na nadmorskoj visini 1 470 m. Klima se
kre¢e od subplaninske do tipi¢ne alpske. Zime su duge i hladne, ljeta relativno kratka i svjeza.
Jeseni su toplije od proljeca. Srednja godi$nja relativna vlaznost je 75-80%. Godisnje je oko
120 dana pod snijegom. Na ovom prostoru raste vise od 1 500 biljnih vrsta i podvrsta (medu
njima 500 vrsta ljekovitog bilja) (Spasic, 2016; Jovanovi¢ i sar., 2019). Na slici 22 je prikazan

lokalitet uzorkovanja L1.
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» @ Virak

Kopriva- jesen Kopriva-proljece

Slika 22. Selo Virak na mapi Crne Gore, tacan satelitski prikaz lokaliteta i uzorkovana kopriva

(autor: Boskovi¢ N.)

3.1.1.2. Karakteristike lokaliteta L2

Danilovgrad je grad koji se nalazi u sredisnjem dijelu Crne Gore (u centralnom dijelu
Bjelopavlié¢ke ravnice) i zahvata povrsinu od 501 km?. Gradsko naselje je u ravnici, uglavnom
na 50-60 m nadmorske visine. Rijeka Zeta je glavni vodotok Sireg podrucja. Kujava je naselje
u opstini Danilovgrad, gdje je uzorkovana kopriva. Klima je mediteransko- kontinentalna sa
dominantnim uticajem mediteranske klime, $to znaci da to podru¢je karakteriSu duga, vrela i
suva ljeta, a zime su relativno blage i kiSovite. Procjenjuje se da suma padavina iznosi 2 300-
2 500 mm prosjecno godisnje. Opstina Danilovgrad orjentaciono ima preko 2 000 biljnih vrsta
(Buri¢ i sar, 2019).

Na slici 23 je prikazan lokalitet uzorkovanja L2.
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@Kujava

Kopriva
Slika 23. Naselje Kujava na mapi Crne Gore, tacan satelitski prikaz lokaliteta i uzorkovana

kopriva (autor: Boskovi¢ N.)

3.1.1.3. Karakteristike lokaliteta L3

Opstina Herceg Novi nalazi se na krajnjem jugozapadnom dijelu Crnogorskog primorja.
Prostire se na povrsini od 235 km? i obuhvata veliki broj naselja. Igalo predstavlja prigradsko
naselje urbanog tipa (veoma naseljeno) (Luki¢ i Luki¢, 2020).

Grad ima specifiécnu mikroklimu koja je uslovljena juznom ekspozicijom, blizinom mora,
kre¢njackom podlogom i planinskim zaledem koje sprje¢ava prodor hladnih vazdu$nih masa.
Klima je mediteranska: suva i topla ljeta, a blage zime. Godisnje je u prosjeku oko 200 dana
suncano. Zahvaljuju¢i mnogobrojnim prirodnim ljepotama Herceg Novi je stekao naziv grada
sunca, cvijeca i zelenila. U gradu i okruZenju raste nekoliko stotina raznih biljnih vrsta sa svih
meridijana svijeta. Takode, uspjeva i veliki broj ljekovitih biljaka koje se koriste kao ¢ajevi,
kao npr. lavanda, a izmedu ostalog u uslovima ovako blage klime uspjeva i kopriva (Luki¢ i
Luki¢, 2020).

Na slici 24 je prikazan lokalitet uzorkovanja L3.
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e lgalo

Kopriva

Slika 24. Naselje lgalo na mapi Crne Gore, tacan satelitski prikaz lokaliteta i uzorkovana

kopriva (autor: Boskovi¢ N.)

3.1.2. Metode

3.1.2.1. Odredivanje metala u listu i ekstraktima koprive (Ca, Mg, Cu i Zn) ICP-
OES tehnikom

Reagensi
HNO3

H>02

Postupak

Za odredivanje metala (Ca, Mg, Cu i Zn) u suvim uzorcima lista koprive i vodenim ekstraktima
lista koprive koris¢ena je ICP-OES instrumentalna tehnika (ICP-OES Thermo iCAP 7400).
Nakon §to su uzorci lista koprive ubrani, sortirani i osuSeni vrsena je priprema uzorka za
elementarnu analizu. Osuseni uzorci su homogenizovani mljevenjem u laboratorijskom mlinu
predvidenom za mljevenje uzoraka hrane. Za digestiju uzoraka i referentnog materijala

koriS¢ena je mikrotalasna peénica (Berghof, SV Xpert).
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Prvo je izmjereno ta¢no 200-300 mg uzorka, a potom je vrsena digestija u smjesi od 5 mL
azotne kiseline i 2 mL vodonik peroksida. Nakon digestije, uzorci su kvantitativno prenijeti u
odmjerne sudove koji su dejonizovanom vodom dopunjeni do crte, a sadrzaj elemenata je
analiziran pomocu optickog emisionog spektrometra sa indukovano spregnutom plazmom.

Za dobijanje ekstrakata koris¢ena je vrela dejonizovana voda. Ekstrakti biljke su pripremljeni
tako $to je 1 g homogenizovanog uzorka preliven sa 20 mL vrele dejonizovane vode. Uzorak
(biljka) je stojao u vreloj vodi 10 minuta a potom je filtriran. Za filtraciju je koriséen filter papir
srednje gustine. Mjerenja makroelemenata i mikroelemenata u ispitivanim uzorcima ekstrakta
lista koprive su izvrSena na pomenutim optickom emisionom spektrometru sa indukovano

spregnutom plazmom.

3.1.2.2. Odredivanje hlorofila u listu koprive UV-VIS spektrofotometrijom

Reagensi
C3HsO (Aceton)

CaCOs

Postupak

Spraseni biljni materijal je odmjeren na analitickoj vagi. Mjereno je taéno po 0,5 g uzorka za
svaki lokalitet. Nakon mjerenja je vrsena homogenizacija sa acetonom. Postepeno je dodavano
10 mL acetona. Da bi se izbjeglo zakiseljavanje rastvora dodata je i mala koli¢ina kalcijum-
karbonata, CaCOz (na vrh kasi¢ice). Homogenizacija je trajala oko 3 minuta (materijal je
sprasen pa se lako homogenizuje). Nakon toga je vrsena filtracija. Dobijeni filtrat predstavlja
ekstrakt pigmenta, koji je prenijet u odmjerni sud od 25 mL. Dopuni se acetonom do crte i
dobro promucka (Smilji¢ i sar, 2018).

Na slici 25 su prikazani dobijeni ekstrakti lista koprive sa razli¢itih podrucja Crne Gore (L1-
L3).
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Slika 25. Dobijeni ekstrakti lista koprive redom Herceg Novi, Danilovgrad, Zabljak (autor:
Boskovi¢ N.)

Apsorbancija ekstrakta se o¢itava na spektrofotometru na talasnim duzinama 662 i 644 nm a

potom vrsi izraGunavanje po obrascu Holma (1954) i Wetstteina (1957):

Hlorofil a = 9,784 Aes2-0,99 Apsa;
Hlorofil b = 21,426Ae644 — 4,65A662 ;
Hlorofil (a+b) = 5,134Ase2+ 20,436A644 ;

gdje je: A- apsorbancija pri odgovarajucoj talasnoj duzini; vrijednosti 9,784; 0,990; 21,426;
4,650; 5,134; 20,436 predstavljaju molarne apsorpcione Koeficijente po Holmu (1954) i
Wetstein-u (1957). Na ovaj nacin se izraGunava koncentracija pigmenta u mg/L. Potrebno je

izraCunati i sadrzaj mg hlorofila/g suvog biljnog materijala.

Proracun se vrsi po obrascu 5:

_ c1'V':R
"~ 61000

[mg hlorofila/g suvog biljnog materijala] (5)
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gdje je:

c- sadrzaj pigmenta mg/g svjezeg ili suvog biljnog materijala;

c1- koncentracija pigmenta izraCunata po obrascu Holma i Wetstteina;

V- prvobitna zapremina ekstrakta (mL)

R- razblaZenje ako ga ima

G- odmjerena svjeza (suva) masa biljnog materijala (g)

1000- faktor za pretvaranje (mg/g)

Dobijeni ekstrakti se sipaju u staklenu kivetu i redom ocitavaju apsorbancije na
spektrofotometru. Za ovo ocitavanje potrebno je podesiti baznu linijju. Prvo se ocitava
apsorbancija za slijepu probu (aceton) a potom redom za uzorke (Smilji¢ i sar, 2018). Na slici

26 je prikazan UV-VIS spektrofotometar na kojem je vrSena analiza.

Slika 26. UV-VIS spektrofotometar (autor: Boskovi¢ N.)
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1. CILJ RADA

Cilj ovog rada je bio da se odredi koncentracija biometala (Ca, Mg, Cu i Zn) u listu koprive sa
razlicitih lokaliteta Crne Gore 1 iz razlicitih sezona rasta (proljeée/jesen). Pored toga cilj je bio
da se odredi koncentracija biometala (Ca, Mg, Cu i Zn) u ekstraktu lista koprive koji je dobijen
pomocu vrele dejonizovane vode na nacin slican dobijanju napitka poznatog u narodu kao
“Caj*. Takode je bilo potrebno odrediti sadrzaj hlorofila a, b i a+b u listovima koprive sa

pomenutih ispitivanih lokaliteta i sezona rasta.

Specifiéni ciljevi ovog rada su bili:

1. da se utvrdi da li uzorci koprive sa razli¢itih geografskih podruéja i iz razli¢itih

vegetacionih perioda (sezona) sadrze istu ili razli¢itu koli¢inu navedenih biometala;

2. da se odredi koji je procenat metala ekstrahovan iz biljke;

3. da se odredi procenat zadovoljavanja dnevnih potreba za ispitivanim biometalima pri

konzumiranju lista koprive (kao dodatak ishrani) i vodenog ekstrakta (“Caja”);

4. da se odrede korelacioni faktori ispitivanih elemenata 1 utvrdi da li postoji statisticka

znacajnost izmedu njih;

5. da se utvrdi kakva je veza izmedu bioelemenata i hlorofila.

U tu svhu je uradeno sljedece:

» Sakupljeni su uzorci lista biljke koprive sa tri razlicita lokaliteta: L.1- sjeverni region
(selo Virak - opstina Zabljak); L2- centralni region (naselje Kujava - opstina
Danilovgrad) i L3- juzni region (naselje Igalo - Herceg Novi). Uzorkovanje je vreno
dva puta. Prvi put u jesen (novembar 2022. godine) a drugi put u proljece (jun 2023.
godine).
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» Osuseni uzorci su fino spraseni u mlinu predvidenom za mljevenje uzoraka hrane a
potom uz pomo¢ tehnike mikrotalasne digestije u pe¢i (Berghof, SV Xpert)

pripremljeni za dalje analize.

» Pripremljeni su vodeni ekstrakti prelivanjem uzorka vrelom dejonizovanom vodom na

nacin sli¢an dobijanju napitka poznatog u narodu kao “Caj”.

» Ekstrahovan je hlorofil.

» Odredeni su metali (Ca, Mg, Cu i Zn) uz pomo¢ tehnike opticke emisione
spektrofotometrije sa induktivno spregnutom plazmom (ICP-OES). Metali su odredeni
u uzorcima lista koprive i u vodenim ekstraktima lista koprive sa tri lokacije i za dvije

sezone (jesenje 1 proljecne).

» Metodom korelacione analize su odredeni korelacioni faktori izmedu metala (Ca, Mg,

Cui Zn).

» QOdreden je hlorofil a, hlorofil b i ukupan hlorofil (a+b) za sve uzorke pomocu
UV- VIS spektrofotometrije.

» Metodom korelacione analize su odredeni korelacioni faktori izmedu metala (Ca, Mg,

Cu i Zn) i ukupnog hlorofila.

» Dobijeni rezultati su poredeni medusobno kao i sa dostupnim literaturnim podacima.

4.2. SADRZAJ METALA U LISTU KOPRIVE SA RAZLICITIH
PODRUCJA CRNE GORE

Mineralni elementi se mogu naci u biljkama u jonskom obliku, kao organske i neorganske soli,
ili se akumuliraju u razli¢itim organskim jedinjenjima (Petrovska, 2012).
U novijim studijama, uz povecanu svijest o znacaju metala na zdravlje, objavljuje se sve veci

broj izveStaja o ulozi ovih metala u biljkama. Mineralni sadrzaj je vazan podatak za
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prehrambenu vrijednost svake biljke pa i koprive. Optimalni unos elemenata kao $to su
magnezijum, kalcijum, bakar i cink moze smanjiti pojedinacne faktore rizika koji se odnose na
neke bolesti (Jabeen i sar., 2010).

Koncentracija metala (Ca, Mg, Cu i Zn) u koprivi ubranoj u jesen (novembar) i proljece (jun)
sa tri pomenuta lokaliteta (L1-L3) je prikazna na grafikonu 1. Analizom je odreden i % vlage

za sve uzorke (tabela P1). Rezultati su preracunati na kg suvog uzorka.

Sadrzaj metala u listu koprive
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Grafikon 1. Graficki prikaz koncentracije metala (Cai Mg, Cu i Zn) u listu koprive uzorkovane

u sezoni jesen/proljece

Sa garfikona 1 i iz tabele P1 (date u Prilogu) moze se uoditi da je distribucija biometala u listu
koprive sa lokaliteta (L1-L3) u slede¢em trendu: Ca > Mg > Zn > Cu $to je u skladu sa
literaturnim navodima (Pliszka i sar, 2011).

Sa grafikona 1 moze se uociti da je skoro duplo veéa koncentracija Ca u uzorcima koji su ubrani
u jesen u odnosu na uzorke koji su ubrani u proljece (osim na lokaciji L3) dok je koncentracija
Mg veéa u prolje¢nim uzorcima (od ~1,3 do ~6,6 puta od L1 do L3). Koncentracija Ca je
najveca na L1 i opada ka L3 §$to je najvjerovatnije uzrokovano razli¢itim sastavom zemljista.
Koncentracija Mg je najve¢a na L3 i opada ka L1. Ovo se moZe objasniti razli¢itom klimom t;.
sa vec¢om osun¢ano$¢u na L3 nego L1. Koncentracija Cu je veéa u prolje¢nim uzorcima nego

jesenjim (na svim lokacijama L1-L3). Takode, posmatrano po lokacijama veci je sadrzaj Cu u
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uzorcima juznih lokaliteta u odnosu na sjeverne. Koncentracija Zn znatno manje varira od
ostala tri elementa i sa sezonom i sa lokacijom.

Iz tabele P1, koja je data u Prilogu ovog rada, vidi se da je sadrzaj Ca (za prolje¢ne uzorke L1
1 L2 )1 Mg (za jesenje uzorke L1 i L2) blizak onim nadenim u literaturi (Darya Kara, 2009;
Durovic i sar., 2017) dok je sadrzaj Ca (za jesenje uzorke L1 1 L2 ) i Mg (za proljeéne uzorke
L1 1L2) znacajno iznad navedenih literaturnih podataka. U istrazivanju Darya Kara, 2009.
pokazano je da je u analiziranom biljnom ¢aju koprive iz marketa u Turskoj odnos Ca i Mg
oko 5 (Ca-38410 mg/kg a Mg-7324 mg/kg).

Listovi koprive analizirani u Srbiji (Purovic i sar., 2017) kao i listovi koprive iz Makedonije
(Rafajlovska i sar., 2013) sadrze vecu koli¢inu Ca od Mg oko 3 puta a manje Cu od Zn 2-3
puta. Rezultati ovog master rada su pokazali da u listovima koprive, sa lokaliteta (L1-L3) u
obje sezone, koli¢ina Ca znatno veéa od Mg (2-8 puta) dok je koncentracija Cu manja od Zn
(2-4 puta).

Maksimalne i minimalne koli¢ine makro i mikroelemenata u brojnim ispitivanjima su
prikazane u tabeli 6. Koli¢ine nadenih biometala (Mg, Cu, Zn) u listovima koprive sa razli¢itih
lokaliteta Crne Gore se nalaze u opsegu brojnih ispitivanja (datih u tabeli 6), dok za Ca nadeni
sadrzaj je blizak maksimalnim literaturnim vrijednostima ili je iznad literaturnih podataka,

posebno jesenji uzorci sa lokaliteta L1 (Zabljak).

Tabela 6. Sadrzaj minerala i elemenata u tragovima mg/100 g suve koprive (Ait Haj Said i

sar., 2015)
Element Min Max
Kalcijum 113,2 5090
Magnezijum 0,22 3560
Bakar 0,52 1,747
Cink 0,9 3,033

Biljke metale uglavnom crpe iz zemljista na kojem se uzgajaju ili su samonikle na njemu. A
preko biljke metali dospjevaju u ljudsko tijelo. S obzirom da se dobijaju znatne koncentracije
kako makroelemenata (Ca, Mg) tako i mikroelemenata (Cu, Zn) u biljci to se moze pretpostaviti
da je njihova koncentracija i u zemljiStu znac¢ajna (Petrovi¢ i sar., 2015). Takode je neophodna
1 ravnoteza izmedu koncentracije pojedinih elemenata u biljci jer previsoka koncentracija
jednog moze smanjiti sadrzaj drugog elementa. Kao npr. prevelika koncentracija Ca u zemljistu

moze dovesti do potpunog gubitka Mg (Sun i sar., 2013). U ispitivanoj koprivi sa razlicitih
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lokaliteta u Crnoj Gori se uocava i znacajna koncentracija Ca i Mg tako da je obezbjedena
potrebna ravnoteza ovih elemenata.

Ishrana biljke zavisi od dostupnosti i usvajanja makro i mikro elemenata koji su prisutni u
zemljistu. Medu glavnim hranljivim sastojcima koprive izdvaja se kalcijum (El Sayed i Faten,
2015). Pregledom literature utvrdeno je da od svih organa biljke, listovi su ti koji sadrze
najvecu koncentraciju ovog elementa. Kalcijum dospjeva u list koprive kao posljedica
formiranja kalcijum-pektata u srednjoj lameli ¢elija (El Sayed i Faten, 2015).

Sadrzaj kalcijuma u listu koprive sakupljene sa tri razli¢ita podru¢ja Crne Gore (L1- L3) u jesen

i proljece prikazan je na grafikonu 2.

Ca
S0000
%, 20000
E 70000
£
S 60000
E
-E-:: 50000
9 40000
o
=< 30000
20000
10000
0
novembar novembar novembar
L1 L2 L3

Grafikon 2. Sadrzaj kalcijuma (mg/kg) u listu koprive sa lokaliteta L1 - L3 sakupljene u jesen
2022. godine i proljece 2023. godine

Sa grafikona 2 (tabela P1) se primjecuje da je najveca koncentracija kalcijuma nadena u
jesenjim uzorcima i to u listu koprive sa lokaliteta L1 (83497 mg/kg) a zatim slijede L2 i L3
(redom 65206 mg/kg, 48849 mg/kg). Za proljece, odnosno list koprive koja je uzorkovana u
junu najveca koncentracija kalcijuma je nadena redom u L3 (61853 mg/kg), L1 (42526 mg/kg)
i L2 (36105 mg/kg). Koncentracija kalcijuma je u jesenjim uzorcima na L1 i L2 skoro duplo
veca nego u proljeénim uzorcima dok uzorak L3 ima vecu koli¢inu Ca u proljeénom uzorku
nego u jesenjem, taj odnos Ca u jesen i prolje¢e u L1 je 1,83 u L2 1,80 dok u L3 je 0,79. Iz
dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je sadrzaj Ca veci kod starije biljke nego kod mlade
(tj. u jesenjiim uzorcima u odnosu na proljeéne uzorke). Dobijene vrijednosti za proljeéne

uzorke (L1-L3), kao i za jesenje sa lokacija L2 i L3 su u skladu sa literaturnim podacima (Kara
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isar. 2009; Rafajlovska i sar, 2013; Purovic i sar. 2017). Jesenji uzorak L1 ima izuzetno visok
sadrzaj Ca §to moze biti izazvano sastavom zemljista kao 1 klimatskim uslovima koji uti¢u na
rast 1 sastav biljke. Zahvaljujuci izuzetno visokom sadrzaju kalcijuma list koprive moze imati
remineralizujuce dejstvo sto je korisno kod osteoporoze.

Sadrzaj magnezijuma u listu koprive sakupljene sa tri razli¢ita podrucja Crne Gore (L1- L3) u

jesen i proljece je prikazan na grafikonu 3.
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Grafikon 3. Sadrzaj magnezijuma (mg/kg) u listu koprive sa lokaliteta L1 - L3 ubrane u jesen

2022. godine i proljece 2023. godine

Sadrzaj bioelemenata u biljci varira u zavisnosti od klimatskih i1 ekoloskih uslova. Na osnovu
ekoloskih faktora (toplota, voda, svjetlost, zemljiste, nadmorska visina itd.) se moze
pretpostaviti da ¢e biljke sa juga Crne Gore imati nesto veci sadrzaj magnezijuma u biljnom
tkivu zahvaljujuci veéoj izlozenosti sunc¢evoj svjetlosti. O¢ekuje se da sa porastom osuncanosti
biljke raste i koncentracija Mg (Cvrtila, 2015). Ovakva tvrdnja je i potvrdena za list koprive
ubran u proljeée (jun). U tom periodu najveca koncentracija magnezijuma je nadena u listu
koprive ubranom na lokaciji L3 (33767 mg/kg), potom slijede L2 (30390 mg/kg) pa L1 (24251
mg/kg) (grafikon 3). Medutim ova istrazivanja za jesenju sezonu (novembar) pokazuju nesto
drugaciji trend. U listu koprive ubrane u novembru na lokaciji L3 sadrzaj magnezijuma je
mnogo manji u odnosu na uzorke sa lokacija L2 i L1 (5273 mg/kg, 8925 mg/kg, 18245 mg/kg,
respektivno) (grafikon 3). Ovakvo ponasSanje moze Se pripisati manjoj osuncanosti koprive iz
juznog regiona koja je uzorkovana sa sjenovitog mjesta do kojeg su slabije dopirali suncevi

zraci. Odnos Mg u proljecnim i jesenjim uzorcima se kretao od 1,3 (za L1); preko 3,4 (za L2)
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do 6,4 (za L3). Dobijeni rezultati pokazuju da je list koprive odli¢an izvor Mg i to najbolji u
prolje¢nom periodu. Upotrebom lista koprive (kao dodatak ishrani) u ljetnjim mjesecima u
ishranu unosi se znacajna koli¢ina Mg. To moze pozitivno uticati na smanjenje ucestalosti svih
oblika stresa a takode ima bitnu ulogu u velikom broju biohemijskih i fizioloskih procesa u
organizmu.

Sadrzaj bakra u listu koprive sakupljene sa tri razli¢ita podrucja Crne Gore (L1- L3) u jesenjoj

i prolje¢noj sezoni je prikazan na grafikonu 4.
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Grafikon 4. Sadrzaj bakra (mg/kg) u listu koprive sa lokaliteta L1 - L3 ubrane u jesen 2022.
godine i prolje¢e 2023. godine

Prosje¢na koli¢ina bakra u listu koprive se krece oko 5-20 ug g suvog uzorka (Baker i Senef,
1995). Na osnovu podataka iz grafikona 4 oucava se da je sadrzaj Cu je veci u prolje¢nim
uzorcima za sve tri lokacije od 1,4 do 2,4 puta u odnosu na jesenje uzorke.

Sa grafikona 4 i iz tabele P1 se moze uociti da je za jesenje i proljecne uzorke najveci sadrzaj
bakra primjecen u listu koprive uzorkovanom na lokaciji L3 (7,33 mg/kg i 10,42 mg/kg), zatim
slijede L2 (4,52 mg/kg i 10,41 mg/kg) pa L1 (3,16 mg/kg i 7,56 mg/kg). Dakle sadrzaj bakra
opada sa povecanjem nadmorske visine.

Prema literaturnim navodima, 30 uzoraka ljekovitih biljaka u Turskoj (Tokaliog lu, 2012) i
sedam vrsta ljekovitih biljaka iz Poljske (Pytlakowska i sar., 2012) su sadrzavali Cu, redom, u
koli¢ini od 3,3-30,2 pg g*i1,1-3,2 pg g*. Nivo Cu u ispitivanoj koprivi u Crnoj Gori se kreée
od 3,16 do 7,33 mg/kg za jesenje uzorke i od 7,56 do 10,42 mg/kg za prolje¢ne uzorke.
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Tako da list koprive u sezoni proljece/ljeto predstavlja dobar izvor Cu koji ima znacajnu ulogu
u procesu prenosa elektrona u oksidazama (Roat-Malone, 2007).

Sadrzaj cinka u listu koprive sakupljene sa tri razli¢ita podru¢ja Crne Gore (L1- L3) u jesenjoj
i prolje¢noj sezoni je prikazan na grafikonu 5. Na osnovu podataka koji su prikazani na
grafikonu 5 moze se ustanoviti da sadrzaj cinka zadovoljava potrebe biljke za adekvatan razvoj.

Takode je uoceno da nema znacajnih varijacija u sadrzaju Zn sa promjenom lokaliteta 1 sezone.
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Grafikon 5. Sadrzaj cinka (mg/kg) u listu koprive sa lokaliteta L1 - L3 ubrane u jesen 2022.
godine i proljece 2023. godine

lako nije ustanovljena velika razlika u vrijednostima koncentracije cinka ipak se moze uociti
da je u uzorcima lista koprive uzorkovanim u novembru najveca koli¢ina cinka nadena na
lokalitetu L3 (17,45 mg/kg), odmah zatim slijedi lokalitet L2 (17,04 mg/kg) (tabela P1).
Nesto manje vrijednosti cinka su nadene u listu koprive sa lokaliteta L1 (13,73 mg/kg).

U junu je najveca koncentracija cinka odredena u koprivi sa L2 (19,72 mg/kg) a zatim redom
slijede L1 1 L3 (18,33 mg/kg i 15,43 mg/kg).

Dakle, male su varijacije primje¢ene u koli¢ini cinka u listu koprive sa tri pomenute lokacije
ali i pored toga uzorci lista koprive sa lokaliteta L1 i L2 imaju ve¢i sadrzaj Zn u proljece nego
u jesen (za oko 33% odnosno 15%) dok uzorci lista koprive sa lokaliteta L3 imaju manje cinka
u prolje¢nom periodu za oko 12%.

Cink je esencijalni element, cink ¢ini sustinski dio nekoliko tipova enzima kao $to su hidrolaze,
peptidaze i oksidaze. Osim toga, cink ima i protivupalno dejstvo i zna¢ajnu ulogu u ekspresiji

gena (Roat—Malone, 2007).
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Americki institut za medicinu je izvrSio procjenu koli¢ine elemenata koje treba unositi kako bi
se zadovoljile dnevne potrebe za ispitivanim biometalima. Ta koli¢ina za kalcijum i
magnezijum iznosi 1,0 - 1,3 g/d, 240- 420 mg/d, redom. S druge strane, procjenjene koli¢ine
za cink i bakar su 8 - 11 mg/d, 0,7- 1,0 mg/d, respektivno. Procjenjeni iznosi zavise od pola i
starosti (Popov i sar., 2020). Prema ovim podacima, za dnevne potrebe Ca potrebno je 20-30 g
suvog lista koprive, za Mg 20-50 g, za Cu ~100 g a za Zn ~500 g suvog lista koprive analizirane
u ovom radu, $to ukazuje da su listovi koprive analizirani u ovom radu znacajan izvor
odredivanih biometala.

Prema tome list koprive mozZe se smatrati bogatim izvorom Ca i Mg, dobrim izvorom Cu i

izvorom Zn, te moze biti koriSten kao jeftin prirodni izvor navedenih bioelemenata.

4.3. SADRZAJ METALA U EKSTRAKTIMA LISTA KOPRIVE SA
RAZLICITIH PODRUCJA CRNE GORE

Ljudi Cesto unose minerale iz biljaka upotrebom napitka zvanog - ¢aj (vodeni ekstrakti ili
dejstva. Blagotvorno dejstvo ¢ajeva je posljedica raznovrsnih bioloski aktivnih jedinjenja koja
se nalaze u sastavu ljekovitog bilja (Pytlakowska i sar., 2012; Sliburska i Kaczmarek, 2012;
Popescu i sar., 2021).

Upravo zbog toga se danas u brojnim studijama naucnici fokusiraju na odredivanje sadrzaja
bioaktivnih materija i metala u ¢ajevima. Shodno tome, prvi korak je utvrdivanje sadrzaja
bioelemenata u ljekovitom bilju, a potom u vodenim ekstraktima ovih biljaka. Caj je pice koje
se priprema od osusenih listova biljke u kombinaciji sa vrelom ili klju¢alom vodom (Derun i
sar., 2010). S obzirom na sve vecéu potrosnju ¢ajeva vazno je odrediti njihov mineralni sastav
kako bi se procjenili moguci zdravstveni efekti ¢aja na potroSaca (Olivier i sar., 2012).
Studije uglavnom imaju za cilj odredivanje mineralnog sastava ljekovitog bilja za procjenu
pokrivenosti preporu¢enog dnevnog unosa mineralnih elemenata upotrebom raznih napitaka.
Koncentracije bioelemenata u raznim ljekovitim biljkama pokazuju znacajne varijacije
odredene prirodom i vrstom biljke i ispitivanih bioelemenata (Popescu i sar., 2021).

Arceusz i sar., 2011. su proucavali metale u vodenim ekstraktima i bavili su se odredivanjem
sadrzaja makro 1 mikroelemenata koji se nalaze u razli¢itim vodenim ekstraktima.

De Aragao Tannus i sar., 2021. su dokazali da ljekovito bilje, bioloski aktivna jedinjenja,

minerali, itd. doprinose razvoju alternativnih terapijskih strategija. Ove strategije se zasnivaju
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na identifikaciji i izolaciji razli¢itih sekundarnih metabolita kao i makro i mikroelemenata, koji
imaju direktno ili indirektno dijelovanje kroz razli¢ite molekularne i éelijske mehanizme. Caj
sadrzi minerale i elemente u tragovima kao $to su Ca, Mg, Cu i Zn koji su neophodni za ljudsko
zdravlje (Kazi i sar., 2020).

Na grafikonu 6 je dat graficki prikaz koncentracije metala u vodenom ekstraktu lista koprive

sa lokacija L1, L2 1 L3 iz jesenje i proljecne sezone.
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Grafikon 6. Graficki prikaz koncentracije metala (Ca i Mg, Cu i Zn) u vodenom ekstraktu lista

koprive uzorkovane u sezoni jesen/proljece, rezultati su dati u mg/kg suvog lista koprive

Ispitivani ekstrakti lista koprive iz novembra sadrze metale u slede¢em redosledu: Ca > Mg >
Zn > Cu $to je u skladu sa literaturnim podacima. Uzorci koji su uzorkovani u junu pokazuju
nesto drugaciji trend pa je Mg > Ca> Zn> Cu.

Pregledom literature utvrdeno je da su do sada istrazivanja na ovu temu uglavnom pokazivala
veliki koeficijent ekstrakcije mineralnih materija vrelom vodom (Leggett i Westerman, 1973).
U tabeli 7 je prikazan sadrzaj metala izrazen u procentima koji se estrahovao iz lista koprive u

vodeni ekstrakt.
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Tabela 7. Sadrzaj metala (Ca, Mg, Cu i Zn) u %, koji se ekstrahovao iz lista koprive u vodeni

ekstrakt. Rezultati su prikazani za sva tri ispitivana lokaliteta u novembru i junu.

Lokacija Mjesec Ca (%) Mg (%) Cu (%) Zn (%)
novembar 10 42 82,28 62,64
- jun 1 79 31,00 16,60
novembar 22 47 70,80 65,73
- jun 17 67 35,93 19,98
novembar 18 42 29,19 30,94
= jun 11 81 17,47 14,65

Iz jesenjih uzoraka je najvise ekstrahovano Ca (10-22%), Cu (29-82%) i Zn (30-65%). Dok je
iz prolje¢nih uzoraka najvise ekstrahovano Mg (67-81%) (tabela 7).

U tabeli 8 je prikazana preporucena dnevna koli¢ina (RDA) bioelemenata za odrasle a u tabeli
9 procenat zadovoljenja dnevnih potreba konzumiranjem 5 g suvog lista koprive kao dodatka
ishrani i konzumiranjem Soljice napitka poznatog kao ¢aj od lista koprive.

% zadovoljenja dnevnih potreba prema RDA se moze izraunati po obrascu 6:

m(M)r;:—g *5g m(M)T—g x1g

(%) roA=

* 100 (%) rpa=

100 (6)

*
m(M)RDA [mg]+1000 m(M)RDA [mg]+1000

Tabela 8. Preporucena dnevna koli¢ina (RDA) bioelemenata za odrasle (Regulation (EU) no
1169, 2011).

Bioelement Ca Mg Cu Zn
RDA za
odrasle (mg) 800 375 1 10
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Tabela 9. Procenat zadovoljenja dnevnih potreba konzumiranjem 5 g suvog lista koprive kao

dodatka ishrani i konzumiranjem jedne Soljice ¢aja od lista koprive

Bioelement Ca Mg Cu Zn

% ispunjenja RDA za
odrasle konzumiranjem 5 30-52 7-24 1,6-3,6 0,7-0,9
g suvog lista koprive za
sve tri lokacije (L1- L3)

% ispunjenja RDA za
odrasle konzumiranjem 1,1-1,8 0,6-2 0,2-0,3 <0,1
Solje Caja za sve tri
lokacije (L1- L3)

Na osnovu rezultata dobijenih istrazivanjem u ovom master radu, konzumiranjem 5 g suvih
listova koprive kao dodatka ishrani postiZe se najveca ispunjenost dnevnih potreba za Ca i Mg
(do 52% i 24%). Soljica ¢aja od 1 g suve koprive takode sadrzi odredenu koli¢inu Ca i Mg
(1,8% i 2%).

Na grafikonu 7 je prikazan sadrzaj kalcijuma u mg/kg u vodenom ekstraktu lista koprive

sakupljene sa tri razlicita lokaliteta Crne Gore (L1- L3) u sezoni jesen i proljece.
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Grafikon 7. Sadrzaj kalcijuma u mg/kg u vodenom ekstraktu lista koprive sa lokaliteta L1 -
L3 sakupljene u jesen 2022. godine i proljec¢e 2023. godine
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Caj od lista koprive obi¢no sadrzi vise od 0,5 % Ca (Kazi i sar., 2020). Prosje¢na koncentracija
Ca u ¢ajevima od lista koprive u dosadasnjim istrazivanjima iznosi 1141 ug g* (4,74) (Pereira
i Dantas, 2016).

Sa grafikona 7 i iz tabele P2, koja je data u prilogu ovog rada, se primjecuje da je znatno veca
koncentracija kalcijuma nadena u ekstraktu od lista koprive ubrane u jesen na lokalitetu L2
(14220 mg/kg) u odnosu na druge dvije ispitivane lokacije (redom L3 8780 mg/kg i L1 8600
mg/kg). U ekstraktu lista koprive iz proljeéne sezone najveéa koncentracija Ca je nadena od
uzorka sa lokaliteta L3 (7060 mg/kg), zatim slijede (L2 6032 mg/kg) pa (L1 4880 mg/Kkg).

Na grafikonu 8 je prikazan sadrzaj magnezijuma u vodenom ekstraktu lista koprive sakupljene

sa tri razli¢ita lokaliteta Crne Gore (L1- L3) u jesenjoj i prolje¢noj sezoni.
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Grafikon 8. Sadrzaj magnezijuma dat u mg/kg u vodenom ekstraktu lista koprive, sa lokaliteta

L1 - L3 sakupljene u jesen 2022. godine i proljece 2023. godine

Prema Pohl i sar., 2016. koncentracija Mg u razli¢itim biljnim Cajevima (menta, kamilica,
eukaliptus, mati¢njak itd) se kre¢e u rasponu od 1320 do 2280 mg/kg.

U ispitivanom ekstraktu dobijenom od lista koprive koncentracija Mg je vrlo visoka (mg/kg
suvog lista): novembar L1 (7580), L2 (4220), L3 (2200); jun L1 (19520), L2 (20320) i L3
(27200) (grafikon 8).

Znatno veca koncentracija je primjecena u ekstraktu od lista koprive ubranom u proljece u
odnosu na listove ubrane u jesen. To je i ocekivano jer je i list u proljece bogatiji

magnezijumom.
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Pregledom dostupne literature je nadeno da je procenat ekstrakcije Mg iz suvog biljnog
materijala 38% (Pereira i Dantas, 2016).

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je procenat ekstrakcije magnezijuma iz jesenjeg uzorka
lista koprive ubrane na lokalitetu L2 (47%) potom slijede L3 (42%) i L1 (42%). 1z prolje¢nog
uzorka lista koprive procenat ekstrahovanog Mg je na lokaciji L3 (81%), potom na L1 (79%) i
na L2 (67%). Dakle, moze se re¢i da je visok procenat magnezijuma ekstrahovan pomocu vrele
dejonizovane vode iz suvog lista koprive sa sva tri lokaliteta.

Na grafikonu 9 je prikazan sadrzaj bakra u ekstraktu lista koprive sakupljene sa tri razlicita

lokaliteta Crne Gore (L1- L3) u jesenjoj i prolje¢noj sezoni.
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Grafikon 9. Sadrzaj bakra u mg/kg u ekstraktu lista koprive sa lokaliteta L1 - L3 sakupljene
u jesen 2022. godine i proljece 2023. godine

Sa grafikona 9 (tabela P2 koja je data u prilogu ovog rada) se vidi da je najveca koncentracija
bakra nadena u ekstraktu lista koprive ubrane na podru¢ju L2 (novembar 3,2 mg/kg i jun 3,74
mg/kg). Zatim slijedi L1 sa sadrzajem bakra za obje sezone (novembar 2,6 mg/kg i jun 2,34
mg/kg). Najmanji sadrzaj bakra je naden u ekstraktu lista koprive ubrane na lokalitetu L3
(novembar 2,14 mg/kg i jun 1,82 mg/kg).

Dakle, nadeno je da je procenat bakra, ekstrahovan iz suvog lista koprive, u vodenom ekstraktu
najvedi od lista ubranog u novembru sa lokaliteta L1 (82%) a u junu sa lokaliteta L2 (36%). U
ekstraktima lista koprive uzorkovanim u novembru naden je i znatan procenat bakra na L2

(71%), dok je u ekstraktu lista koprive sa lokacije L3 taj procenat znatno manji (30%). U
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ekstraktima lista koprive uzorkovanim u junu nadeno je znatno manje bakra. Redom na L2
(36%), L1 (31%) a potom na L3 (17%).

U literaturnim podacima je poznata srednja koncentracija Cu u ¢ajevima i iznosi 1,8 ug g*
(24%) (Pereira i Dantas, 2016). Srednja koncentracija Cu u ispitivanim ekstraktima od lista
koprive sa podrué¢ja Crne Gore (L1-L3) iznosi 2,64 mg/kg.

Koncentracija bakra u ispitivanim ekstraktima od lista koprive se kre¢e u opsegu 1,82-3,74
mg/kg. Dobijene vrijednosti su u poredenju sa literaturnim podacima za 18 razli¢itih biljnih
ajeva iz Poljske (Kara, 2009), gdje je odredena koncentracija bakra 2,2-17,7 ug g, znatno
nize. Vrijednosti za koncentraciju bakra u ispitivanim ekstraktima u ovom radu mogu se
porediti sa vrijednostima koncentracije bakra u ¢ajevima iz Srbije gdje se koncentracija Cu
krec¢e u opsegu od 0,48-24,2 mg/kg (Razi¢ i Kuntic, 2011).

Na grafikonu 10 je prikazan sadrzaj cinka u ekstraktu lista koprive sakupljene sa tri razlicita

lokaliteta Crne Gore (L1- L3) u jesenjoj i prolje¢noj sezoni.
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Grafikon 10. Sadrzaj cinka u mg/kg u ekstraktu lista koprive sa lokaliteta L1 - L3 sakupljene
u jesen 2022. godine i prolje¢e 2023. godine

Pregledom literature nadeno je da je prosjecna koncentracija Zn u ¢aju od biljke tzv. macije
kandze (U. guianensis) 4,7 ug g (40%) (Pereira i Dantas, 2016). Prosje¢na koncentracija Zn
u 12 uzoraka crnog ¢aja iz Poljske koje su prou¢avali Dambiec i sar., 2013 bila je 21,8 g g™.
U Srbiji je ispitivana koncentracija Zn u razli¢itim biljnim napitcima (zelenom, crnom ¢aju
itd.) i ona se kre¢e u opsegu od 0,07-66,4 mg/kg (Razi¢ i Kuntic, 2011). U ispitivanim
ekstraktima lista koprive u ovom master radu prosjecna koncentracija Zn sa tri razlicita
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lokaliteta Crne Gore iznosi 8,4 mg/kg $to je znatno manje u odnosu na ispitivane Cajeve iz
Srbije.

Sa grafikona 10 (tabela P2 koja je data u prilogu ovog rada) se vidi da je najveca koncentracija
cinka odredena u ekstraktu lista koprive uzorkovanom sa lokaliteta L2 (novembar 11,2 mg/kg,
jun 3,94 mg/kg), zatim slijede L1 (novembar 8,6 mg/kg, jun 3,04 mg/kg), i L3 (novembar 5,4
mg/kg, jun 2,26 mg/kg).

Najveci procenat cinka je ekstrahovan iz lista koprive sa lokaliteta L2 (novembar 66%, jun
20%); potom slijedi L1 (novembar 63%, jun 17%) dok je najmanji procenat naden u ekstraktu

od lista koprive ubrane na L3 (novembar 31%, jun 15%).

4.3.1. Korelaciona analiza

Metoda korelacione analize je koriS¢ena kao statistiCka procedura u ovom radu. Koeficijenti
korelacije mogu imati pozitivne i negativne vrijednosti. Negativni koeficijenti korelacije
pokazuju negativhu korelaciju dok pozitivni koeficijenti korelacije pokazuju pozitivnu
korelaciju izmedu dvije varijable. Sto je ovaj koeficijent blizi 1, to je veza izmedu dvije
varijable veca. Ako je ovaj koeficijent blizu 0, to znaci da postoji veoma slaba ili mozda ¢ak

nikakva veza izmedu dvije varijable (Kara, 2009).

Za uzorke suvog lista koprive uzorkovane u jesen (novembar) je izvrSena korelaciona analiza
odnosno odredeni su korelacioni faktori izmedu metala. Rezultati su prikazani u tabeli 10.
Dobijen je visok pozitivan korelacioni faktor za Ca i Mg, §to je u skladu sa literaturnim
podacima (Kara, 2009).

Isto tako je uradena korelaciona analiza i za uzorke suvog lista koprive uzorkovanih u proljece
(jun). Rezultati su prikazani u tabeli 11. Uocava se visok korelacioni faktor za Cu i Mg.

Medutim ovi visoki korelacioni faktori nemaju statisticku znac¢ajnost (p>0,05)
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Tabela 10. Korelacioni faktori izmedu odredenih metala (Ca, Mg, Cu i Zn) u suvom listu

koprive uzorkovane u jesen 2022. godine.

Elementi Ca Mg Cu Zn
Ca 0,997 -0,974 -0,925
(0,137) (0,147) (0,249)
Mg 0,997 -0,903 -0,985
(0,137) (0,283) (0,112)
Cu -0,974 -0,903 0,813
(0,147) (0,283) (0,395)
Zn -0,925 -0,985 0,813
(0,249) (0,112) (0,395)

Tabela 11. Korelacioni faktori izmedu odredenih metala (Ca, Mg, Cu i Zn) u suvom listu

koprive uzorkovane u proljece 2023. godine.

Elementi Ca Mg Cu Zn
Ca 0,597 0,281 -0,997
(0,593) (0,819) (0,052)
Mg 0,597 0,938 -0,530
(0,593) (0,226) (0,645)
Cu 0,281 0,938 -0,202
(0,819) (0,226) (0,870)
Zn -0,997 -0,530 -0,202
(0,052) (0,645) (0,870)

U tabeli 12 je prikazana zbirna korelacija nezavisna od sezone i lokaliteta. S obzirom da su
korelacioni odnosi izmedu elemenata slozeni i teSko objasnjivi pojedinacno vrsi Se zbirna
korelacija izmedu elemenata. U korelacionoj analizi se koriste vrijednosti koeficijenata

korelacije vece od 0,5 (Kara, 2009).
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Tabela 12. Zbirna korelacija izmedu

clemenata (Ca, Mg, Cu i Zn) nezavisna od sezone i

lokaliteta.
Elementi Ca Mg Cu Zn
Ca -0,230 -0,723 -0,945
(0,661) (0,104) (0,004)
Mg -0,230 0,668 0,090
(0,661) (0,147) (0,865)
Cu -0,723 0,668 0,549
(0,104) (0,147 (0,260)
Zn -0,945 0,090 0,549
(0,004) (0,865) (0,260)

Iz tabele 12 se vidi da statisticku znacajnost ima samo korelacioni faktor izmedu Zn i Ca (p=
0,004<0,05). Izmedu ovih elemenata postoji statisticki znacajna jaka negativna korelacija

(Pirsonov koeficijent korelacije iznosi — 0,945).

U analiziranoj koprivi iz Turske dobijen je visok korelacioni faktor izmedu Ca i Mg (0,84) dok
je krelacioni faktor Mg sa Zn 0,27 a sa Cu 0,18 (Kara, 2009). U ispitivanom listu koprive sa
lokaliteta (L1-L3), u ovom radu, korelacioni faktor izmedu Mg i Zn je takode nizak (0,09).
Izmedu Ca i Mg je niska negativna korelacija (-0,230) dok je izmedu Mg i Cu ta korelacija

nesto veca i pozitivna (0,668) ali ne pokazuje statisti¢ku znacajnost (p=0,147>0,05).

4.4. SADRZAJ HLOROFILA U LISTU KOPRIVE SA RAZLICITIH
LOKALITETA CRNE GORE

Sadrzaj hlorofilnih pigmenata varira u zavisnosti od vrste biljke. Najveci sadrzaj hlorofila u
biljkama se javlja na pocetku faze cvjetanja. Obi¢no sadrzaj hlorofila u listu biljke iznosi oko
4-5 mg (Morna, 2015).

Sa promijenom spoljasnjeg okruzenja mijenja se i sadrzaj hlorofila kao i fotosintetski kapacitet.
Dakle, sadrzaj hlorofila bi se mogao koristiti kao indikator za prouCavanje rasta biljaka,

stresogenih uslova. Varijacija boje i sadrzaja hlorofila su djelimi¢no pod genetskom kontrolom.
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Ove varijacije je potrebno smanjiti kako bi se osigurala kvalitetna i stabilna boja listova (Li i
sar., 2019).

Procjena sadrzaja hlorofila se zasniva na ekstrakciji hlorofila iz biljnih listova pogodnim
rastvara¢ima. Kao najbolji rastvara¢ za ekstrakciju hlorofila se uzima aceton, zbog pruzanja
veoma oStrih apsorpcionih pikova hlorofila (Li i sar., 2019).

Spektofotometrija je najceSce koriS¢ena analiticka tehnika za odredivanje hlorofila u listovima

biljnih uzoraka.
Koncentracija hlorofila (a,b i a+b) data u mg hlorofila/g suvog lista koprive za tri razlicita

lokaliteta u Crnoj Gori je prikazana graficki (grafikon 11).

Sadrzaj hlorofila a, b, a+b u listu koprive

0.35

0.3

0.25
0.2
0.15
0.1
0

Chla (jesen) Chl.b (jesen) Chl.a+b (jesen) Chl.a (proljece) Chl.b (proljece)  Chl.a+b (proljece)

koncentracija mg/g

HLl mlL2 mL3

Grafikon 11. Graficki prikaz sadrzaja hlorofila a, b i a+b u listovima koprive uzorkovanim na

razli¢itim lokalitetima Crne Gore (L1 - L3) u razli¢itim sezonama rasta jesen/proljece

Efikasnost ekstrakcije hlorofila se razlikuje u zavisnosti od biljnog materijala (Sun i sar., 2021).
Razli¢iti faktori (temperatura, salinitet, suSa, prisutnost ozona u troposferi, promjena godisnjih
doba itd.) mogu uticati na sadrzaj fotosintetskih pigmenata u listovima biljaka. To objasnjava
razli¢it sadrZaj hlorofila za istu biljnu vrstu kao $to je kopriva koja je ubrana sa razli¢itih krajeva
Crne Gore (sjeverni, centralni i juzni region). Svjetlost je najznacajniji faktor koji uti¢e na
fotosintetske pigmente (Cvrtila, 2015).

Koncentracija hlorofila zavisi od intenziteta sun¢evog zracenja koje apsorbuje list (Blackburn,
2007).
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Kopriva koja je viSe osuncana, odnosno veci dio dana boravila ha mjestu gdje su dopirali
intenzivnije suncevi zraci je bogatija hlorofilom a i ima ga oko tri puta viSe od hloforila b. Za
ispitivane uzorke lista koprive koji su ubrani u jesen najosuncanija je kopriva sa juga (L3)
potom slijedi L2 pa L1.

Sa grafikona 11 (tabela P3 koja je data u prilogu ovog rada) se vidi da se koncentracija hlorofila
a u listovima ispitivane koprive se kre¢e od 0,107 mg/kg (L1) do 0,225 mg/kg (L3). Takvo
ponasanje je i ocekivano s obzirom da su listovi koprive koji su uzorkovani na jugu bili vise
izloZeni djelovanju suncevih zraka i vi$oj temperaturi nego listovi koprive koji su uzorkovani
na sjeveru gdje je planinska klima.

Kod koprive ubrane u proljece je obrnuta situacija, veca je koncentracija hlorofila u listovima
koprive Kkoji su uzorkovani na lokalitetu L1 (0,195) u odnosu na koncentraciju hlorofila u
listovima koprive koji su uzorkovani na lokalitetu L3 (0,034). Dakle, sadrzaj hlorofila varira u
zavisnosti od godi$njeg doba.

Medutim, postoje istrazivanja u kojima je nadeno da vise hlorofila i karotena ima u biljkama
koje su ubrane sa sjenovitih mjesta nego sa osun¢anih mjesta (Kregiel i sar., 2018). Zabiljezeno
je da postoje razlike u sadrzaju hlorofila i karotena u listovima razli¢ite starosti. Takode
koncentracija hlorofila u listu raste tokom njihovog rasta, a opada tokom starenja biljke (Kukri¢
i sar., 2012).

Koli¢ina hlorofila se smanjuje pod uticajem stresa (npr. niska i visoka temperatura, hladnoca,
susa itd.) (Fang i sar., 1998).

Jako je bitno odredvanje ukupnog hlorofila kao i hlorofila a i b jer se na taj nacin dobijaju
podaci o interakciji same biljke sa spoljasnjom sredinom (Richardson i sar., 2002).

S obzirom da se usled promjene odredenih abiotic¢kih faktora (intezitet svjetlosti) mijenja odnos
hlorofilaa i b (Fang i sar., 1998) u ovom master radu je odredivan i taj odnos.

Odnos hlorofila a i b za ispitivane uzorke lista koprive sa razli¢itih lokaliteta (L1 - L3) je

prikazan na grafikonu 12.
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Grafikon 12. Graficki prikaz odnosa hlorofila a i hlorofila b u listovima koprive sa svih

ispitivanih lokacija L1- L3 u sezonama jesen/proljece

S obzirom da dobro osvijetljene biljke imaju tri puta vecu koncentraciju hlorofila a od hlorofila
b, to se za vec¢inu uzoraka moze primjetiti da je zadovoljen taj odnos.

Odnos hlorofila a/b se kre¢e se od 1,94 mg/g (L3) do 4,2 mg/g (L1) za listove koprive
uzorkovane u proljece. Za jesenje uzorke taj je odnos u opsegu od 2,11 mg/g (L2) do 2,7 mg/g
(L1) (tabela P3). Manja vrijednost odnosa hlorofila a i b govori o veéem sadrzaju hlorofila b
koji apsorbuje u plavoj oblasti.

Na osnovu dobijenih podataka moze se zakljuciti da je na sva tri lokaliteta kopriva bila
dovoljno izlozena sunéevoj svjetlosti, jer bi u suprotnom koncentracija hlorofila b bila vec¢a od
koncentracije hlorofila a. Takav je slucaj sa biljnim vrstama koje Zive u sijenci, zaklonjene od

sunéevog zracenja.

4.4.1. Korelaciona analiza izmedu odredivanih metala i ukupnog hlorofila

Uradena je i korelacija pojedinih elemenata sa ukupnim hlorofilom. Rezultati su prikazani u
tabeli 13.

72



Tabela 13. Korelacioni faktori izmedu koncentracije odredivanih metala (Ca, Mg, Cui Zn) u

listu koprive i sadrzaja ukupnog hlorofila (a+b).

Ca Mg Cu Zn
Hlorofil (a+b) -0,944 -0,993 0,843 0,999
jesen
Hlorofil (a+b) -0,940 -0,835 -0,592 0,909
proljece
zbirno Ca Mg Cu Zn
Hlorofil (a+b) -0,389 -0,766 -0,284 0,552
Zbirno (0,039) (0,106) (0,563) (0,003)

Dobijeni korelacioni faktori ukazuju jaku vezu izmedu hlorofila u jesenjem uzorku lista
koprive 1 sva Cetiri analizirana metala s tim da Ca 1 Mg imaju negativnu korelaciju dok Cu i Zn
imaju pozitivnu vrijednost korelacionog faktora. Za prolje¢ne uzorke lista koprive nadena je
visoka negativna korelacija Mg i Ca sa ukupnim hlorofilom dok Zn ima visoku pozitivnu
korelaciju sa ukupnim hlorofilom.

Iz tabele 13 se uo¢ava statisti¢ka znacajnost (p<0,05) samo izmedu korelacije zbirne vrijednosti
hlorofila sa Ca (p=0,039) i Zn (p=0,003). U istrazivanjima Sumalan i sar.,2023 je odreden
koeficijent korelacije izmedu hlorofila (a+b) u listu biljke S. perfoliatum i nekih bioelemenata.
Dobijeni korelacion faktori pokazuju slabu pozitivnu korelaciju izmedu ukupnog horofila i
bakra (0,044) dok je za cink dobijena slaba negativna korelacija (-0,272). Za ispitivanu koprivu
sa lokacija (L1-L3) je dobijen znatno drugaciji odnos izmedu ukupnog hlorofila i ispitivanih
metala (bakra i cinka).
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5. ZAKLJUCAK

Ovim radom su dati opS$irni podaci o sadrzaju Cetiri bioelementa (Ca, Mg, Cu i Zn) u listu

koprive i vodenom ekstraktu lista koprive sa razli¢itih lokaliteta Crne Gore. Iz rezultata

dobijenih odredivanjem dva makroelementa (Ca, Mg) i dva mikroelementa (Cu i Zn) u koprivi

1 njenom ekstraktu koriS¢enjem ICP-OES tehnike i1 odredivanjem hlorofila UV-VIS

spektrofotometrijom mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

Nadena je znacajna koli¢ina i makro (Ca, Mg) i mikro (Cu, Zn) elemenata u uzorcima
suvog lista koprive sa svih ispitivanih lokaliteta. Utvrdeno je da uzorci koprive sa
razlicitih geografskih podrucja i iz razliCitih vegetacionih perioda (sezona) sadrze
razli¢itu koli¢inu navedenih biometala. Najveca koncentracija makroelemenata Ca je
nadena u jesenjem uzorku (novembar) lista koprive i to sa L1 (83497 mg/kg) a u
proljetnjem periodu (jun) na L3 (61853 mg/kg). Sadrzaj Mg je najveci u proljecnom
uzorku i to na L3 (33767 mg/kg) dok je u jesenjem uzorku najveéi sadrzaj Mg bio na
L1 (18245 mg/kg). Najveca koncentracija Cu je kako u jesen tako i u prolje¢e nadena
u listu koprive ubranom na L3 (jesen - 7,33 mg/kg i proljece - 10,42 mg/kg). Najvise
cinka je nadeno u jesenjem uzorku sa L3 (17,45 mg/kg) a u prolje¢nom sa L.2 (19,72
mg/kg). List koprive je jeftin i bogat izvor Ca (posebno u jesen) i Mg (posebno u

proljece) a dobar izvor Cu i Zn.

Nadena je znac¢ajna koli¢ina i makro (Ca, Mg) i mikro (Cu, Zn) elemenata u vodenim
ekstraktima lista koprive sa tri ispitivana lokaliteta u Crnoj Gori. Najvise Ca je dobijeno
u ekstraktu koprive sa L2 iz jesenjeg uzorka (14220 mg/kg) a iz prolje¢nog uzorka sa
L3 (7060 mg/kg). Najvise Mg je nadeno u ekstraktu koprive uzorkovane u novembru
sa L1 (7580 mg/kg) a u junu sa L3 (27200 mg/kg). Najveca koncentracija
mikroelemenata (Cu, Zn) u ispitivanim sezonama jesen/proljee je nadena u

ekstraktima lista koprive sa L2 (novembar- 3,2 i 11,2 mg/kg, jun- 3,74 i 3,94 mg/kg).

Dobijeni podaci pokazuju da je 1 znacajan udio metala ekstrahovan iz suvog lista
koprive u ¢aj (u novembru je taj procenat znacajno veci za mikroelemente (Cu, Zn),
dok je u junu Mg znacajno vise ekstrahovan u odnosu na druge ispitivane elemente).

Ovi podaci vaze za sva tri ispitivana lokaliteta.
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Utvrdeno je da razliciti faktori uticu na sadrzaj hlorofila u listovima biljaka. Za list
koprive ubran sa razlicitih lokaliteta Crne Gore (sjeverni, centralni i juzni region) naden
je razlic¢it sadrzaj hlorofila a, b i ukupnog hlorofila (a+b). Za jesenje uzorke najveéa
koncentracija hlorofila je nadena u listu koprive sa L3 (0,225 mg/kg chl.a), a za
proljecne u listu koprive sa L1 (0,195 mg/kg chl. a). Dakle, sadrzaj hlofofila varira u
zavisnosti od godi$njeg doba. Sto je biljka izloZena vie sundevoj svjetlosti to joj je i
veca koncentracija hlorofila pa je u jesen najosuncanija kopriva ubrana na lokalitetu L3

a u proljece sa lokaliteta L1.

Dobro osvijetljene biljke imaju tri puta vecu koncentraciju hlorofila a od hlorofila b.
Za sve ispitivane uzorke je priblizno dobijen taj odnos i u svakom slucaju je
koncentracija hlor. a bila veca od koncentracije hlor. b pa se moze zakljuciti da su

uzorci lista koprive koriséni u ovom radu bili dovoljno izloZeni sunéevoj svjetlosti.

Korelaciona analiza je pokazala visoke korelacione faktore izmedu ispitivanih metala
u razli¢itim sezonama i lokalitetima, medutim zbirna analiza, nezavisno od sezone i
lokaliteta, je pokazala da je statisticki znacajan samo visok negativni faktor za Ca i Zn.
Takode, zbirna analiza korelacije ispitivanih metala i ukupnog hlorofila je pokazala da

je statisti¢ki znacajan odnos Ca i Zn sa ukupnim sadrZajem hlorofila.

Prema literaturnim podacima dodatkom samljevenog suvog lista koprive u pseni¢cnom
braSnu 1 primjenom vodenog ekstrakta za mijeSanje tijesta statisticki se znacajno
povecava sadrzaj svih esencijalnih minerala, medu kojima kalcijum zauzima najveci
udio. U slu¢aju mikroelemenata, znacajno se povecava koncentracija gvozda i bakra.
Ova cCinjenica usmjerava dalja istrazivanja na ispitivanje uticaja zamjene dijela brasna
sa samljevenim suvim listom koprive, kao i upotrebe ekstrakta lista koprive u tijestu,

na povecanje sadrzaja minerala u njemu.
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PRILOG

Tabela P1. Sadrzaj metala (Ca i Mg, Cu i Zn) u listovima koprive uzorkovanim u sezoni

jesen/proljece. Rezultati su dati u mg/kg suvog lista koprive

: . . Ca M Cu Zn %

Lokalitet koprive Mjesec mg/kg mg/gkg mg/kg mg/kg Vlage
L1 Novembar 83494 18245 3,16 13,73 14,00

Jun 42526 24251 7,56 18,33 13,20

L2 Novembar 65206 8925 4,52 17,04 12,00

Jun 36105 30390 10,41 19,72 13,30

L3 Novembar 48849 5273 7,33 17,45 10,60

Jun 61853 33767 10,42 15,43 13,10

Tabela P2. Sadrzaj metala (Ca i Mg, Cu i Zn) u vodenom ekstraktu lista koprive uzorkovane

u jesenjoj i prolje¢noj sezoni. Rezultati su dati u mg/kg ekstrakta.

Lokalitet
] Ca Mg Cu Zn
ekstrakta Mjesec
_ mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
koprive
L1 Novembar 8600 7580 2,6 8,6
Jun 4880 19520 2,34 3,04
L Novembar 14220 4220 3,2 11,2
Jun 6032 20320 3,74 3,94
L3 Novembar 8780 2200 2,14 54
Jun 7060 27200 1,82 2,26

Tabela P3. Sadrzaj hlorofila a, b i a+b (mg/g) u listovima koprive uzorkovane na razli¢itim

lokalitetima Crne Gore (L1- L3) u razli¢itim sezonama rasta jesen/proljece

Hlorofil a b a+b a/b a b a+b alb
L okalits (Jesen) | (jesen) | (jesen) | (jesen) | (proljece) | (proljece) | (proljece) | (proljece)
L1 0,107 | 0,039 | 0,147 2,7 0,195 0,046 0,241 4,2
L2 0,196 | 0,093 | 0,289 2,11 0,171 0,049 0,219 3,5
L3 0,225 | 0,09 0,317 2,48 0,034 0,017 0,052 1,94
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