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1. UVOD 

1.1.Kadmij u okolišu 

Kadmij (Cd) je srebrnasti metal koji se u okolišu vrlo rijetko pronalazi kao samostalna 

ruda. Otkriven je 1817. godine u Njemačkoj, kada ga je njemački profesor Friedrich Stromeyer 

otkrio kao nečistoću u cinkovom karbonatu. U periodnom sustavu elemenata kadmij nosi simbol 

Cd te se nalazi u sredini periodnog sustava, između cinka i žive, s kojima pokazuje velike 

sličnosti (Friberg 1971). Također kadmij ubrajamo u skupinu teških metala te je on ujedno i 

jedan od najotrovnijih elemenata i jedan od najvećih onečišćivaća okoliša (Kubota i sur. 2001). 

Prisutnost teških metala u tlu posljedica je različitih prirodnih ali i antropogenih procesa. U 

prirodi se kadmij rijetko može naći kao samostalna ruda te se najčešće pojavljuje kao primjesa 

u sulfidnim rudama cinka i olova (sfaleritu i galenitu), koje ga u prosjeku sadrže oko 0.3% 

(Friberg 1971). U tlo kadmij dolazi uglavnom putem industrijskog otpada ili iz rudnika (Cordero 

i sur. 2004). Od svih teških metala, kadmij izaziva najveće zanimanje stručnjaka koji se bave 

tlom. Razlog tome je njegova velika toksičnost za žive organizme. Prvi znanstvenici, koji su 

iskazali zabrinutost zbog akumulacije kadmija u hranidbenom lancu, bili su Schroeder and 

Balassa (1963). Ciklus kruženja kadmija u tlu vrlo je složen, te većinu procesa može kontrolirati 

čovjek kako bi smanjio njegovu akumulaciju u hranidbenim lancima. Koncentracija kadmija u 

tlu iznosi između 0.06 -1.1 mg/kg, dok je najveća zabilježena vrijednost iznosila 2.7 mg/kg 

(Holmgren i sur. 1993). Povećanjem koncentracije kadmija u tlu, povećava se i koncentracija 

kadmija u biljkama uslijed čega dolazi do njegove akumulacije u biljojedima pa se kadmij 

prenosi hranidbenim lancem (Kubota i sur. 2001). Kadmij oponaša metale, koji u živim 

organzmima imaju vrlo važnu biološku funkciju, stoga se vrlo lako prenosi kroz staničnu 

membranu. Teški metali poput kadmija otpuštaju se u zrak kada se otpad, iz domaćinstva ili 

industrijski, spali. Zagađenje zraka podrazumijeva i zagađenje vode i tla, pa tako i hrane koju 

jedemo, te vode koju pijemo. Maksimalna dopuštena koncentracija kadmija u vodi za piće je 

0.005 mg/L.         
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1.2. Toksičnost kadmija  

Kadmij se smatra sedmom najopasnijom tvari za ljudsko zdravlje. Posljednjih godina 

onečišćenje kadmijem ubrzano raste. Biološka funkcija kadmija u orgaizmu još nije povrđena 

te se smatra da u organizmu ima samo štetno djelovanje (Jarup 2003). Brojna istraživanja 

ukazuju na toksični učinak kadmija na biološke sustave te je, upravo iz toga razloga, onečišćenje 

okoliša ovim metalom svjetski problem (Hutton 1983). U zraku je prisutan u obliku malih 

čestica koje su  pogodne za lak ulazak u respiratorni sustav. Respiratornim se putevima puno 

veća količina kadmija apsorbira, u odnosu na apsorpciju probavnim sustavom, no istraživanja 

su pokazala da sam učinak i toksičnost ovoga metala ne ovisi o načinu unosa u organizam 

(Friberg i sur. 1975). Naročito su otrovne pare kadmijevog oksida, koje, nakon kratkog vremena 

i u malim koncentracijama (~1mg/m3), uzrokuju smetnje poput povišene tjelesne temperature, 

mučnine a već nakon dvanaest sati  može doći i do smrti (Fassett i sur. 1975). Kadmijev oksid, 

u obliku prašine, nešto je manje otrovan, no njegovo udisanje može dovesti do gubitka osjeta za 

miris. Maksimalna dozvoljena koncentracija para kadmijevog oksida u radnim prostorijama je 

0.15 mg/m3 za maksimalnu izloženost od 15 minuta (Friberger i sur. 1975). Ljudska koža ne 

apsorbira kadmij, no u organizam može ući na različite načine, najčešće kroz probavni i 

respiratorni sustav.  Neposredno nakon ulaska u krvotok, kadmij se krvlju raznosi po organizmu  

i zatim raspodjeli po tkivima i organima. Za samu raspodjelu kadmija vrlo su važni  

metalotioneini (Pan i sur. 1994). Metalotioneini su proteini koji na sebe vežu kadmij u mnogim 

tkivima. Najveća zastupljenost ovih proteina je u nefronima koji su osnovna gradivna jedinica 

bubrega. Upravo se u bubrezima akumulira najveća količina kadmija (Friberg i sur. 1975) koji 

se iz organizma vrlo sporo izlučuje. Jedan od razloga sporog izlučivanja je vezanje za proteine, 

ali i  činjenica da se kadmij prirodno ne nalazi u organizmu te ga tijelo ne troši uslijed čega 

dolazi do njegove akumulacije. U slučaju kratkotrajnog izlaganja kadmiju pojavljuju se blagi 

simptomi, ali duljim izlaganjem posljedice mogu biti smrtonosne.  

 

1.3. Utjecaj kadmija na biljke  

Biljke su svojim korijenom vezane za tlo te su vrlo podložne toksičnom djelovanju 

kadmija ali i drugih teških metala, stoga se moraju prilagoditi njihovim povišenim količinama 
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u tlu kako bi preživjele. Prema Corderu i sur. (2004) kadmij u tlo dolazi iz antropogenih izvora 

kao što su industrijski otpad, Ni-kadmijevih baterija, korištenjem fungicida, iz rudnika itd. 

Biljke korijenom apsorbiraju kadmij iz tla, pri čemu kadmij u biljku ulazi putem 

transmembranskih nosača zaduženih za unos Ca2+, Mg2+, Fe2+, Zn2+, and Cu2+ iona. Njegova 

apsorpcija, može dovesti do genetičkih, biokemijskih i fizioloških promjena koje rezultiraju 

inhibicijom rasta (Gallego i sur. 2012). Česti simptom trovanja kadmijem je kloroza, 

najizraženija u području lisnih žila (Das i sur. 1997). Ostali simptomi uključuju skraćenje 

internodija, stanjivanje stabljike te izbjeljivanje listova. Istraživanja Kahlea (1993) pokazala su 

da povećane koncentracije kadmija dovode do inhibicije rasta izdanka i korijena, promjena u 

aktivnosti enzima, narušavanja homeostaze što, u konačnici, može dovesti do uvenuća biljke. 

Kadmij oštećuje fotosustave I i II uslijed čega dolazi do inhibicije fotosinteze i do redukcije 

količine klorofila (Khan i sur.2006). Također, inhibira otvaranje stanica zapornica u puči te 

dovodi do promjena u sintezi RNA. Osim toga može doći do nekontrolirane oksidacije, što za 

posljedicu ima smanjenje aktivnosti antioksidacijskih obrambenih mehanizama (Hippler i sur. 

2015).  

Toksičnost teških metala očituje se i u prekomjernom nastanku reaktivnih kisikovih tvari 

(engl. Reactive Oxygen Species, ROS) i metilglioksala (MG) autooksidacijom ili modifikacijom 

antioksidacijskog i glioksalaznog sustava (Hossain i sur. 2012). Teški metali vežu se za tiolne, 

histidilne i karboksilne skupine proteina, uslijed čega može doći do oštećenja strukture enzima. 

Kadmij ima vrlo veliki afinitet za tiolne skupine te se veže za strukturne proteine i enzime, koji 

ih sadrže, smanjujući njihovu katalitičku aktivnost (Furini 2012). Kod biljaka česti uzrok 

oksidacijskog stresa je apsorpcija kadmija koji nije esencijalan za rast i razvoj biljke. Ulaskom 

u stanicu povećava količinu ROS-a i reaktivnih dušikovih tvari (RNS) u stanici (Mittler 2002). 

Kadmij je nereducirajući metal koji nije u mogućnosti izvesti reakciju prijenosa elektrona i ne 

sudjeluje direktno u sintezi ROS-a, međutim izaziva oksidacijski stres zbog modifikacije 

antioksidacijskog odgovora. Njegova apsorpcija uzrokuje brzu akumulaciju peroksida i trošenje 

glutationa (GSH) te narušava redoks ravnotežu. Iz navedenih razloga dolazi do pojave 

oksidacijskog stresa. Oksidacijski stres javlja se kao posljedica prekomjerne proizvodnje i 

akumulacije ROS-a, odnosno dolazi do narušavanja ravnoteže između oksidansa i antioksidansa 

(Inzẻ i Montagu, 2003). ROS se uglavnom oslobađaju svakom biokemijskom redoks reakcijom 

koja uključuje kisik te se može raditi o slobodnim radikalima poput hidroksilnog (OH-), 
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peroksilnog (RO2
-), superoksidnog (O2

•-) ili reaktivnim neradikalima poput singletnog kisika 

(1O2) ili vodikovog peroksida (H2O2; Sies, 1997). Kada u stanicama ne nastaje dovoljna količina 

antioksidancijskih enzima, nespareni elektroni ROS-a putuju organizmom u potrazi za drugim 

nesparenim elektronom. Njihovo spajanje pokreće niz lančanih kemijskih reakcija koje dovode 

do oštećenja DNA, lipida, proteina, te u konačnici uzrokuju oštećenje stanica (Arora i sur. 2002). 

Napadnute i oštećene stanične strukture više ne mogu izvršavati svoju funkciju, a ukoliko se 

oštećenja ne poprave dolazi do razvoja bolesti.  

 

1.4. Biljni detoksikacijski mehanizmi 

Biljke su razvile brojne prilagodbe kojima se nastoje oduprijeti promjenama u okolišu. 

Jedna od prilagodbi su i antioksidacijski obrambeni mehanizmi koji se sastoje od 

antioksidacijskih enzima te neenzimskih antioksidansa. Porastom količine ROS-a aktiviraju se 

antioksidacijski enzimi, kao što su katalaza (CAT), superoksid-dismutaza (SOD), askorbat-

peroksidaza (APX), pirogalol-peroksidaza (PPX) i dr. koji smanjuju štetne učinke oksidacijskog 

stresa (Mittler 2002). Osim navedenih antioksidacijskih enzima, ulogu u zaštiti imaju i 

neenzimski antioksidansi kao što su prolin, GSH, askorbinska kiselina, tokoferol, karotenoidi, 

flavonoidi i brojni drugi. Antioksidansi su kemijske tvari koje imaju sposobnost donirati 

elektrone slobodnim radikalima. Oksidiraju se i tako neutraliziraju ROS bez utjecaja na 

fiziološke funkcije organizma. Djelotvornost antioksidansa ovisi o njihovoj koncentraciji, 

afinitetu prema reaktivnim tvarima ali i prisutnosti drugih antioksidansa.  

U uvjetima stresa uzrokovanim teškim metalima vrlo važnu detoksikacijsku ulogu imaju 

i fitokelatini i metalotioneini. Fitokelatini su enzimski sintetizirani peptidi bogati cisteinom 

(Merlos i sur. 2014). Oni su oligomeri GSH koje sintetizira fitokelatin-sintaza (PCS), cisteinska 

proteaza koja se aktivira u prisutnosti teških metala (Grill i sur. 1989). Fitokelatini imaju 

sposobnost na sebe vezati teške metale, poput kadmija, te tako sudjeluju u detoksikaciji i 

smanjenju štetnog učinka kadmija (Olena i sur. 2001). Na biosintezu fitokelatina utječu različite 

vrste teških metala, no ne mogu sa svima formirati stabilni kompleksni spoj. Liu i sur. (2015) 

utvrdili su da brzina sinteze fitokelatina ovisi o vrsti metala koji uzrokuje stres. Također su 

utvrdili da se kod stresa, induciranim kadmijem i živom, sintetiziraju najveće količine 

fitokelatina. Prvotno su, fitokelatini, otkriveni kod kvasca (Schizosaccharomyces pombe) te se 
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smatralo da su analozi metalotioneinima u biljaka. Metalotioneini su također peptidi bogati 

cisteinom, ali čija je sinteza kodirana genima. Široko su rasprostranjeni kod biljaka i životinja. 

U biljkama se većinom nalaze u membrani Golgijevog aparata. Metalotioneini također imaju 

sposobnost vezanja teških metala pomoću tiolnih skupina cisteinskih ostataka te se njihova 

sinteza inducira prisutnošću teških metala koje vežu (Sigel i sur. 2009).  

Evolucijom razvili su se i brojni drugi detoksikacijski mehanizmi među kojima se izdvaja 

i glioksalazni sustav, koji je jedan oblik antioksidacijskog obrambenog sustava.  

 

1.5. Glioksalazni sustav 

Glioksalazni sustav je antioksidacijski obrambeni sustav koji se sastoji od nekoliko 

enzima koji provode detoksikaciju metilglioksala (MG) ali i ostalih reaktivnih aldehida koji 

nastaju u reakcijama metabolizma. MG je reaktivna molekula α,β-dikarbonil ketoaldehida, koja 

nastaje u nekoliko metaboličkih puteva poput glikolize. Osim toga MG može nastati iz 3-

aminoacetona, koji je intermedijer katabolizma treonina ili lipidnom peroksidacijom (Inoue i 

sur. 1995). Uslijed povećane sinteze MG-a , uzrokovane abiotičkim stresom (Yadav i sur. 2005), 

dolazi do narušavanja različitih staničnih funkcija, ali i integriteta i funkcije biomembrane 

(Chaplen 1998). Osim toga, uzokuje povećanje produkcije ROS-a, inhibira otvaranje puči, 

narušava homeostazu, dovodi do zatvaranja Ca2+ kanala. U normalnim uvijetima, biljne stanice 

sadrže male koncentracije MG-a. Pri niskim koncentracijama, MG-a ima bitnu ulogu kao 

signalna i regulatorna molekula (Hossain i sur. 2009). Veliki dio MG-a iz organizma odstranjuje 

se glioksalaznim sustavom prisutnom kod sisavaca, plijesni, bakterija i biljaka. Enzimi 

glioksalaznog sustava djeluju koordinirano kako bi MG pretvorili u netoksične produkte 

koristeći GSH kao kofaktor. Zbog ovisnosti glioksalaznog sustava o GSH naziva se još i GSH-

ovisni glioksalazni sustav (Kaur i sur. 2014). Ovaj obrambeni sustav sastoji se od dva enzima, 

glioksilaze 1 (GLO1) te glioksilaze 2 (GLO2; Thornalleyi sur. 1993).  

GLO1 katalizira reakciju izomerizacije hemitioacetala prilikom koje dolazi do nastanka 

S-D-laktoilglutationa (SLG). Hemitioacetal nastaje kao produkt reduciranog GSH i MG-a, 

spontanom reakcijom (Mannervik i sur. 2008). GLO2 zatim hidrolizira nastali SLG u D-laktatnu 

kiselinu te regenerira reducirani GSH za sljedeći ciklus reakcija ((Slika 1; Thornalley i Paul 
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1990). Glioksalazni sustav prisutan je u citosolu svih stanica i staničnih organela, posebice u 

mitohondrijima što upućuje na važnost ovoga obrambenog sustava za normalno odvijanje 

osnovnih staničnih funkcija. Stoga, povećana ekspresija gena za enzime glioksalaznog sustava 

(posljedično i porast aktivnosti glioksalaznih enzima) dovode do smanjivanje štetnog učinka 

MG-a ali i do povećane tolerancije na stres (Kaur i sur. 2004). Mnoga istraživanja potvrdila su 

da, u većini slučajeva, prilikom duljeg trajanja i većeg intenziteta stresa dolazi do smanjenja 

aktivnosti enzima glioksalaznog sustava. Stoga, aktivnost samih enzima ovisi o intenzitetu i 

duljinji trajanja stresa na biljku (Hossain i sur. 2004).   

 

 

Slika 1. Shema glioksalaznog sustava. Metilglioksal (MG) reagira sa reduciranim glutationom 

(GSH) kako bi nastao hemitioacetal. GLO1 koristi hemitioacetal kao supstrat za nastanak S-D-

laktoilglutationa. GLO2 katalizira rekaciju u kojoj iz S-D-laktilglutationa nastaje D-laktat. U 

ovom se koraku također reducira GSH te se on reciklira za novi krug reakcija.  
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Uz glioksalazni sustav, detoksikacija MG može se odvijati i uz pomoć aldoza/aldehid-

reduktaze (ALR) ili aldo-keto-reduktaze (ARK). Ghosh i sur. (1998) govore o još jednom načinu 

detoksikacije MG-a uz pomoć glioksalaze 3 (GLO3) koja pretvara MG u D-laktat bez GSH kao 

kofaktora. Hegedüs i sur. (2004) primjetili su da transgeni duhan s povećanom ekspresijom 

ALR-a reducira količinu nastalog MG te da dolazi do povećanja tolerancije na hladnoću i stres 

uzrokovan kadmijem.  

 

1.6. Soja (Glycine max L.) 

Soja (Glycine max L.) pripada biljkama porodice mahunarki (lat. Fabaceae). Ova porodica 

bogata je vrstama velike ekonomske važnosti. Soja, točnije njezin korijen, živi u simbiozi sa 

baterijama roda Rhizobium koje na korijenu mahunarki razvijaju čvoriće - kvržice u kojima žive 

bakterije koje fiksiraju dušik. Simbioza korijena soje sa bakterijama povećava otpornost biljaka 

na niske i visoke temperature, bolesti i patogene, utječe na metabolizam biljke od koje ovisi 

ishrana uzročnika bolesti odnosno patogena.  

 Soja potječe iz Azije te je njezino zrno vrlo bogato uljima i bjelančevinama, te je ujedno 

i jedna od značajnih poljoprivrednih kultura u svijetu. Sojino zrno sadrži više od 50% 

bjelančevina i nešto manji postotak ulja, ovisno o vrsti soje ali i uvjetima uzgoja (Barać i sur. 

2005). Bogata je vitaminima te može nadomjestiti meso zbog velike hranjive vrijednosti. Zrno 

je bogato i elementima poput  kalcija, željeza, magnezija, fosfora, kalija, natrija, cinka, bakra, 

mangana i selena a sadrži i velike količine masnih kiselina, posebice linolne kiseline (Enders 

2001). Linolna i linolenska kiselina su esencijalne masne kiseline koje imaju važnu ulogu u 

pravilnom rastu i razvoju. Osim toga soja je bogata spojevima, za koje se smatra da mogu 

smanjiti rizik od raka dojke i prostate (Diers i sur. 1992). Bogata je i lektinom koji posjeduje 

antitumorska svojstva jer smanjuje diobu stanica te povećava količinu makrofaga koji uništavaju 

tumorske stanice. Osim lektina, saponini  i fitosteroli iz soje također posjeduju antitumorska 

svojstva (Barać i sur. 2005). Prehrana bogata sojom smanjuje učestalost upalnih procesa zbog 

bogatstva spojeva poput kolina i njegovih metabolita (Calder 2002). Soja ima veliku važnost i 

u industriji proizvodnje biodozela, koji se najčešće se dobiva transesterifikacijom triglicerida iz 

biljnih ulja (Thomas i sur. 2004). Tako je, ulje soje jedna od osnovnih sirovina za proizvodnju 
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biodizela u Europi. Soja je vrlo bitna i u prehrani stoke jer sadrži bjelančevine najsličnije 

životinjskima što nije slučaj kod ostalih biljaka. 

 

1.7. Cilj istraživanja 

Za obranu od stresa uzrokovanog teškim metalima biljke su razvile različite 

antioksidacijske i detoksikacijske mehanizme u kojima glioksalazni sustav ima važnu ulogu. 

Budući da je soja značajna poljoprivredna kultura vrlo je važno poznavati detoksikacijske 

mehanizme koji mogu doprinijeti zaštiti od teških metala kao što je kadmij, čija sve veća 

prisutnost u okolišu ugrožava razvoj i prinos biljaka. Cilj je ovog istraživanja bio odrediti učinak 

različitih koncentracija kadmija na glioksalazni sustav, odnosno na aktivnost enzima GLO1 u 

izdanku i korijenu tri kultiavara soje koji se međusobno razlikuju u stupnju akumulacije kadmija 

u zrnu (Korana > Lucija > Ika). Potrebno je utvrditi postoje li sortno i tkivno specifične razlike 

u biokemijskom odgovoru na tretman različitim količinama kadmija.  
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MATERIJALI I METODE 

2.1. Biljni materijal 

U istraživanju je korišteno sjeme tri hrvatska kultivara soje, Korana, Lucija i Ika, 

proizvedena na Poljoprivrednom institutu u Osijeku. Navedeni su kultivari odabrani na temelju 

preliminarnih istraživanja kojima je utvrđeno kako se ova tri kutivara razlikuju po stupnju 

akumulacije kadmija u zrnu. Tako je Korana akumulirala najviše kadmija u zrnu, zatim Lucija 

s nešto manje, te je Ika pokazala najmanji akumulacijski kapacitet. 

 

 2.2. Sterilizacija sjemena soje i postavljanje eksperimenta 

Prije naklijavanja, sjeme soje je dobro isprano u dH2O te potom sterilizirano 5 minuta u 

75%-tnom etanolu uz miješanje. Nakon etanola, postupak sterilizacije je nastavljen držanjem 

sjemena 10 minuta u 1%-tnoj otopini Izosana s dodatkom Tweena (u konačnoj koncentraciji od 

0.001%), uz stalno miješanje. Tween je deterdžent koji smanjuje površinsku napetost te 

omogućava bolji sterilizacijski učinak Izosana na sjeme soje. Nakon sterilizacije, sjeme je 

temeljito isprano u sterilnoj dH2O, u kojoj je i ostavljeno preko noći u hladnjaku, na temperaturi 

od +4 °C, zbog procesa bubrenja. Sjeme triju sorti soje naklijavano je u plastičnim posudama s  

sterilnim kvarcnim pijeskom natopljenim s 100 mL hranjive otopine po Hoaglandu, jakosti  1/4 

(pH 6.0, Tablica 1; Hoagland i Arnon 1950). Hoaglandova otopina sadrži sve mikro i makro 

nutrijente koje su biljci potrebni za rast. Sjemenke su klijale 7 dana u tami, u klima-sobi na 

temperaturi od 23 °C (Slika 2a).  

Nakon klijanja, klijanci soje su postavljeni na hidroponski uzgoj. Hidroponskim uzgojem 

smanjuje se dodir između štetnika i biljke, a time i sama oboljenja biljke, jer je hranjiva otopina 

za uzgoj sterilna. Biljke uzgajane na ovaj način pokazuju bolji prinos te vrlo skraćeno vrijeme 

uzgoja. Hidroponski se sustav za uzgoj soje sastojao od plastičnih posuda sa stalkom u koji su  

postavljene čaše mrežaste srukture za hidropon (Ø 5 cm), punjene sterilnom ekspandiranom 

glinom u koju je postavljen po jedan klijanac soje. Plastične su posude punjene hranjvom 

otopinom po Hoaglandu (3.5 L), te je u svaku posudu postavljen zračni kamen povezan sa 

zračnom pumpom koja raspršuje zrak i tako korijenu koji je uronjen u hranjivu otopinu 
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osigurava dostupnost kisika. Hidroponski sustav sa sojom postavljen je u klima-sobu na 

temperaturu od 23 °C, s fotoperiodom 16h dan/8h noć (Slika 2b).   

Tijekom uzgoja soje u trajanju 3 tjedna, hranjiva otopina po Hoaglandu redovito je 

mijenjana svaki tjedan, pri tome je prvi tjedan korištena otopina jakosti 1/3, drugi tjedan 1/2 i  

treći tjedan otopina pune jakosti. Nakon 2. tjedna klijanci soje tretirani su kadmijem. Tretman 

je vršen sa stock otopinom kadmijeva acetata (Cd(CH3COO)2 × 2H2O), pri čemu su konačne 

koncentracije kadmija u hranjivoj otopini bile 25, 50 i 100 μM, dok su kontrolne biljke tretirane 

istim volumenom dH2O u trajanju od 7 dana.  

 

Tablica 1. Sastav hranjive otopine po Hoaglandu. 

 

Makronutrijenti 

– stock otopine

Mr 

(g/mol)
c (M) γ (g/L)

Volumen 

za 1L 

(mL)

Element

Koncentracija 

elementa u 1 L 

otopine (mM)

NH 4 H 2 PO 4 115,03 1 115,03 1 P 1

KNO 3 101,11 1 101,11 6 K 6

Ca(NO 3 ) 2 236,16 1 236,16 4 Ca 4

MgSO 4 *7H 2 O 246,47 1 246,47 2 Mg 2

Mikronutrijenti 

– stock otopine

Mr 

(g/mol)
c (mM) γ (g/L)

Volumen 

za 1 L 

(mL)

Element

Koncentracija 

elementa u 1 L 

otopine (μM)

H 3 BO 3 61,84 46,25 2,86 B 46,25

MnCl 2 *4H 2 O 197,91 9,15 1,81 Mn, Cl 9,15

ZnSO 4 *7H 2 O 289,55 0,77 0,22 Zn 0,77

CuSO 4 *5H 2 O 249,71 3,2 0,8 Cu 3,2

Na 2 MoO 4 *2H

2 O
241,97 1,03 0,25 Mo 1,03

Fe-EDTA 346,08 20 6,92 0,25 Fe 5

1
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Slika 2. a) Naklijavanje soje na kvarcnom pijesku natopljenom otopinom po Hoaglandu. 

 b) Hidroponski uzgoj soje (Fotografirala Josipa Ćosić). 

 

2.3. Priprema proteinskih ekstrakata 

Korijen i izdanak soje usitnjavani su tekućim dušikom uz pomoć tarionika i tučka uz 

dodatak polivinil-polipirolidona. Usitnjenom tkivu (oko 0.2 g) dodan je hladni ekstrakcijski 

pufer (100 mM kalij-fosfatni pufer, pH 7.0, 1 mM EDTA) nakon čega su uzorci homogenizirani 

vorteksiranjem. Proteini su ekstrahirani stajanjem 10 min na ledu te centrifugiranjem 15 min pri 

20 000 g i na +4 °C. Talog izdanka je nakon odvajanja dobivenog supernatanta, reekstrahiran 

ponovnim dodatkom ekstrakcijskog pufera i centrifugiranjem. Pulirani proteinski ekstrakti 

izdanka pročišćavani su gel-filtracijskom kromatografijom pomoću PD-10 kolonica punjenih sa 

Sephadex G-25 medijem. Prije upotrebe kolona je ekvilibrirana s 25 mL ekstrakcijskog pufera, 

nakon čega je na kolonu dodano 2 mL proteinskog ekstrakta i 0.5 mL ekstrakcijskog pufera. 

Proteinska frakcija skupljena je u 3.5 mL eluensa.  

a
) 

b
)
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Dobiveni proteinski ekstrakti korijena i izdanka pohranjen su na -80 °C do daljnjih analiza, 

a korišteni su za spektrofotometrijsko određivanje aktivnosti enzima GLO1, te određivanje 

koncentracije proteina. 

 

2.4. Mjerenje aktivnosti enzima glioksalaze 1 

Aktivnost enzima GLO1 određena je spektrofotometrijski mjerenjem porasta apsorbancije 

pri 240 nm. GLO1 katalizira izomerizaciju hemitioacetala u SLG. Hemitioacetal se za potrebe 

mjerenja enzimske aktivnosti dobiva neenzimski inkubacijom 2 mM MG-a i 2 mM reduciranog 

GSH u 50 mM kalij-fosfatnom puferu (pH 6.6), 10 minuta na 37 °C. Nakon inkubacije 

reakcijskoj je smjesi dodan proteinski ekstrakt čime je započela reacija pri kojoj je porast 

apsorbanije praćen na 240 nm tijekom 3.5 minuta. Specifična aktivnost GLO1 računata je 

koristeći molarni ekstinkcijski koeficijent (ε = 2.86 mM/cm) a izražena je u jedinicama 

aktivnosti GLO1 po gramu proteina (U/g proteina, U = μmol/min).  

 

2.5. Mjerenje koncentracije topljivih proteina 

Koncentracija topljivih proteina određena je metodom po Bradfordu (1976). U 

mikrotitarsku pločicu s 96 jažica pipetirano je 10 μL proteinskog ekstrakta u triplikatu, kojem 

je dodano 200 μL komercionalnog Bradfordova reagensa (Sigma). Nakon miješanja smjese, 

inkubacija se odvijala pri sobnoj temperature oko 5 minuta. Apsorbancija je mjerena pomoću 

čitača mikrotitarskih pločica Tecan pri valnoj duljini 595 nm. Kao standard upotrijebljen je 

albumin goveđeg seruma (BSA) te je na temelju vrijednosti apsorbancije poznatih koncentracija 

BSA dobivena standardna krivulja iz koje se ekstrapolira koncentracija proteina u uzorku. 

 

2.6. Statistička obrada podataka 

Dobiveni podaci obrađeni su u statističkom softverskom paketu STATISTICA ver 13.3 

(StatSoft Inc). Rezultati su izraženi kao srednje vrijednosti  ± standardna devijacija. 

Jednofaktorska analiza varijance (eng. one-way ANOVA) korištena je kako bi se odredilo postoji 

li razlika između različitih skupina istog kultivara. Nakon što je utvrđeno postojanje razlike 
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korišten je post hoc test Tukey kako bi se utvrdila značajna razlika između pojedinih skupina 

unutar određenog kultivara. Svi testovi provedeni su na razini značajnosti od 5% (p < 0,05).  
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3. REZULTATI 

3.1. Utjecaj kadmija na aktivnost glioksalaze 1 u izdanku tri kultivara soje  

U izdanku kultivara Korana tretman svim koncentracijama kadmija uzrokovao je 

statistički značajno povećanje aktivnosti enzima GLO1, u odnosu na kontrolnu skupinu. Tako 

su tretmani s 25, 50 i 100 µM kadmijem uzrokovali porast aktivnosti enzima GLO1 redom za 

213.71%, 255.65% i 183.22% u odnosu na kontrolu (Slika 3). 

 

 

 

Slika 3. Specifična aktivnost glioksalaze 1 (GLO1) u izdanku kutivara Korana nakon tretmana 

s različitim koncentracijama kadmija (25, 50 i 100 µM). Rezultati su prikazani kao srednja 

vrijednost ± standardna devijacija. Različita slova označavaju statistički značajne razlike 

između pojedinih skupina. 
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U izdanku kultivara Lucija, do statistički značajnog povećanja aktivnosti enzima GLO1 

došlo je kod tretmana sa svim primijenjenim koncentracijama kadmija, s tim da je povećanje 

aktivnosti enzima bilo u korelaciji s količinom primijenjenog kadmija. Tako je tretman 25 µM 

kadmijem uzrokovao povećanje aktivnosti enzima za 48%, tretman 50 µM kadmijem povećanje 

za 54.92%, te je najveća količina kadmija (100 µM) povećala aktivnost enzima za 126.47% u 

odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 4). 

 

 

 

Slika 4. Specifična aktivnost glioksalaze 1 (GLO1) u izdanku kutivara Lucija nakon tretmana s 

različitim koncentracijama kadmija (25, 50 i 100 µM). Rezultati su prikazani kao srednja 

vrijednost ± standardna devijacija. Različita slova označavaju statistički značajne razlike 

između pojedinih skupina. 
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U izdanku kultivara Ika tretman kadmijem je uzrokovao sličan trend kao i u kutivara 

Korana. Svi tretmani kadmijem su uzrokovali statistički značajno povećanje akticnosti GLO1, 

u odnosu na kontrolnu skupinu. Tako su tretmani s 25, 50 i 100 µM kadmijem uzrokovali porast 

aktivnosti enzima GLO1 redom za 142.03%, 198.68% i 93.15% u odnosu na kontrolu (Slika 5). 

 

 

 

Slika 5. Specifična aktivnost glioksalaze 1 (GLO1) u izdanku kutivara Ika nakon tretmana s 

različitim koncentracijama kadmija (25, 50 i 100 µM). Rezultati su prikazani kao srednja 

vrijednost ± standardna devijacija. Različita slova označavaju statistički značajne razlike 

između pojedinih skupina. 

 

3.2. Utjecaj kadmija na aktivnost glioksalaze 1 u korijenu tri kultivara soje  

U korijenu kultivara Korana tretmani rastućim količinama kadmija uzrokovali su i rastući 

trend povećanja aktivnosti GLO1, s tim da je statistički značajno povećanje aktivnosti prisutno 

kod tretmana s 50 i 100 µM kadmijem. Tretman s 50 µM kadmijem uzrokovao je povećanje 
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aktivnosti enzima za 46.81% u odnosu na kontrolu. Najveće je povećanje aktivnosti GLO1 

prisutno kod tretmana s najvećom količinom kadmija, pri čemu se aktivnost povećala za 

143.12% u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 6). 

 

 

Slika 6. Specifična aktivnost glioksalaze 1 (GLO1) u korijenu kutivara Korana nakon tretmana 

s različitim koncentracijama kadmija (25, 50 i 100 µM). Rezultati su prikazani kao srednja 

vrijednost ± standardna devijacija. Različita slova označavaju statistički značajne razlike 

između pojedinih skupina. 

 

Kao i u kultivara Korana, tretman rastućim količinama kadmija uzrokovao je rastuće 

aktivnosti GLO1 u korijenu kultivara Lucija, s tim da je statistički značajno povećanje aktivnosti 

enzima, u odnosu na kontrolu, prisutno kod primjene 50 i 100 µM kadmija. Nakon tretmana s 

50 µM kadmijem došlo je do porasta aktivnosti od 32.04 % u odnosu na kontrolu, dok je najveće 

povećanje aktivnosti zabilježeno kod tretmana najvećom količinom kadmija, gdje se aktivnost 

GLO1 povećala za  129.10 % u odnosu na kontrolu (Slika 7). 
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Slika 7. Specifična aktivnost glioksilaze 1 (GLO1) u korijenu kutivara Lucija nakon tretmana s 

različitim koncentracijama kadmija (25, 50 i 100 µM). Rezultati su prikazani kao srednja 

vrijednost ± standardna devijacija. Različita slova označavaju statistički značajne razlike 

između pojedinih skupina. 

 

U korijenu kultivara Ika, do statistički značajnog povećanja aktivnosti enzima GLO1 

došlo je kod tretmana sa svim primijenjenim koncentracijama kadmija, s tim da je povećanje 

aktivnosti enzima bilo u korelaciji s količinom primijenjenog kadmija. Tako je tretman 25 µM 

kadmijem uzrokovao povećanje aktivnosti enzima za 50.99%, tretman 50 µM kadmijem 

povećanje za 82.47%, te je najveća količina kadmija (100 µM) povećala aktivnost enzima za 

99.89 % u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 8). 
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Slika 8. Specifična aktivnost glioksalaze 1 (GLO1) u korijenu kutivara Ika nakon tretmana s 

različitim koncentracijama kadmija (25, 50 i 100 µM). Rezultati su prikazani kao srednja 

vrijednost ± standardna devijacija. Različita slova označavaju statistički značajne razlike 

između pojedinih skupina. 
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4. RASPRAVA 

       Teški metali su jedan od čimbenika abiotičkog stresa koji imaju štetan utjecaj na rast 

i razvoj biljaka, i time uzrokuju jako velike gubitke u poljoprivrednoj proizvodnji. S druge 

strane, putem hranjivih dijelova biljke ulaze u hranidbeni lanac i time uzrokuju brojna patološka 

stanja konzumenata. Jedan od najštetnijih teških metala je kadmij, čijem su povećanju u 

poljoprivrednim tlima doprinijele razne antropogene aktivnosti (Sarma  2011; Nouairi i sur. 

2009) . 

 Biljke koje rastu na tlu kontaminiranom velikim količinama kadmija pokazuju različite 

fenotipske, fiziološke i biokemijske promjene kao što su kloroza, nekroza, kovranje lista, 

inhibicija rasta korijena, promijenjena aktivnost puči, smanjen vodni potencijal, efluks kationa, 

promjene u funkciji membrane, inhibicija fotosinteze, promijenjen metabolizam, promijenjene 

aktivnosti važnih enzima i dr (Hasanuzzaman i Fujita M 2011). Budući da je zajednička 

posljedica toksičnosti uzrokovane teškim metalima prekomjerna akumulacija ROS-a i MG-a, 

biljke su razvile različite antioksidacijske i detoksikacijske mehanizme kako bi uklanjale ROS 

i MG, budući da ovi spojevi mogu uzrokovati peroksidaciju lipida, oksidaciju proteina, 

inaktivaciju enzima i oštećenje DNA (Hossain i sur. 2012). Glavni put detoksikacije MG-a je 

glioksalazni sustav koji se sastoji od dva enzima GLO1 i GLO2, a koji za detoksikaciju koristi 

GSH (Rabbani i sur. 2014). Kako je proizvodnja soje kao vodeće uljne i proteinske kulture često 

ugrožena uslijed abiotičkog stresa uzrokovanog kadmijem, vrlo je važno poznavati 

detoksikacijske mehanizme koji mogu doprinijeti zaštiti od teških metala, čija sve veća 

prisutnost u okolišu ugrožava prinos ove kulture. Kako različite biljne vrste, ali i kultivari iste 

vrste pokazuju razlike u akumulaciji i toleranciji na kadmij cilj je ovog istraživanja bio odrediti 

razlike u biokemijskim mehanizmima detoksikacije u tri hrvatska kultivara soje, koji se 

razlikuju prema sposobnosti akumulacije kadmija u zrnu. Istraživani kultivari su odabrani na 

temelju preliminarnih istraživanja kojima je utvrđeno kako kultivar Korana akumulira najviše 

kadmija u zrnu, zatim Lucija nešto manje, te je Ika pokazala najmanji akumulacijskim kapacitet 

(neobjavljeno istraživanje). U ovom je istraživanju određivan učinak različitih koncentracija 

kadmija na glioksalazni sustav, odnosno na aktivnost enzima GLO1, posebno u korijenu i 

izdanku tri kultivara soje. Utjecaj kadmija na aktivnosti enzima glioksalaznog sustava ovisio je 

o primijenjenoj koncentraciji kadmija i tipu tkiva, ali ne i o kultivaru. 
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 Razlike u genotipovima  omogućavaju nastanak vrsta s povećanom tolerancijom na teške 

metale te njihovu smanjenu akumulaciju. Nekolicina znastvenika (Hinsley i sur.1978; Foy 1995) 

istraživanjem je utvrdila da različiti genotipovi jedne vrste reagiraju različito na teške metale u 

tlu. U našem slučaju je glioksalazni je sustav kao detokskacijski mehanizam pokazao jednak 

odgovor na tretman kadmijem u sva tri kultivara. Bez obzira što je u slučaju ovog mehanizma 

izostao sortno-specifični odgovor, nasa istraživanja drugih detoksikacijskih mehanizama 

pokazala su kako se tri istraživana kultivara ralikuju u drugim istraživanim biokemijskim 

mehanizmima detoksikacije (neobjavljeno istraživanje). Aktivnost enzima GLO1 u izdanku sva 

tri kultivara soje povećana je pri svim primijenjenim količinama kadmija, dok u korijenu soje 

postoji trend povećanja koji nije značajan kod svih koncentracija, ali je u korelaciji s količinom 

primijenjenog kadmija. Istraživanja provedena na rajčici i gorušici pokazala su povećane 

aktivnosti GLO1 uslijed izlaganja ovih vrsta različitim abiotičkim stresovima, uključujući i 

teške metale (Espartero i sur. 1995; Veena i sur. 1999). Hossain i sur. (2009) u svojem su 

istraživanju na klijancima bundeve pokazali kako su količina nastalog MG-a uslijed stresa i 

aktivnost enzima GLO1 u korelaciji. Dobivena korelacija ukazuje na važnost enzima GLO1 u 

porastu tolerancije na stres uzrokovan teškim metalima, te također izdvaja glikosalazni sustav 

kao glavni detoksikacijski mehanizam uklanjanja MG-a u biljaka (Hossain i sur. 2009). Osim 

detoksikacije MG-a, glioksalazni sustav doprinosi toleranciji na stres reciklirajući GSH, te 

održavajući na taj način homeostazu GSH (Creighton  i sur. 1988; Thornalley 1990). Nasuprot 

ovim istraživanjima, mnoga su istraživanja potvrdila da, u većini slučajeva, prilikom duljeg 

trajanja i većeg intenziteta stresa dolazi do smanjenja aktivnosti enzima glioksalaznog sustava. 

Stoga aktivnost samih enzima ovisi o intenzitetu i duljini trajanja stresa (Hossain i sur. 2004). 

Povećana aktivnost enzima GLO1 pri tretmanu kadmijem, u našem istraživanju, očito ima važnu 

ulogu u detoksikacijji i toleranciji istraživanih kultivara na kadmij. Uvid u biokemijske 

mehanizme detoksikacije u kojima važnu ulogu ima i glioksalazni sustav omogućava razvijanje 

strategija za povećanje tolerancije na Cd. 
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5. ZAKLJUČAK 

Na temelju provedenog istraživanja i dobivenih rezultata mogu se donijeti sljedeći zaključci : 

 Utjecaj kadmija na aktivnosti enzima glioksalaznog sustava ovisi o primjenjenoj  

koncentraciji kadmija i tipu tkiva, ali ne i o kultivaru. 

 Aktivnost enzima GLO1 u izdanku sva tri kultivara soje povećana je pri svim 

primijenjenim količinama kadmija, dok u korijenu soje postoji trend povećanja 

koji nije značajan kod svih primijenjenih koncentracija. Osim toga, kod korijena 

postoji korelacija u povećanju aktivnosti s primijenjenom koncentracijom 

kadmija, dok u izdanku korelacija nije prisutna kod svih kultivara. Ove razlike u 

odgovoru glioksalaznog sustava na kadmij između izdanka i korijena triju 

kultivara soje ukazuju na tkivno-specifični odgovor. 

 Uvid u biokemijske mehanizme detoksikacije u kojima važnu ulogu ima i 

glioksalazni sustav omogućava razvijanje strategija za povećanje tolerancije na 

kadmij.  
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