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Izvod

Teški metali se nalaze u raznim materijalima i često mogu biti zagađivači životne sredine, avo 
predstavlja sve veći problem širom sveta koji može uticati na zdravlje ljudi. Fitoremedijacija je  altema- 
tivna metoda za remedijaciju zagađenih zemljišta, sedimenata i podzemnih voda zagađenih teškim met- 
alima uz pomoć biljaka Vrba je  biljka koja maze da raste u sredinama koje su zagađene teškim met- 
alima i može apsorbovati određene teške metale kroz koren i na taj način ih eliminisati iz životne sredi­
ne. U ovom istraživanju je  rađen eksperiment sa deset genotipova vrbe (7 rumunskih i 3 švedska geno- 
tipa) koji su uzgajani u suplementovanim solucijama sa četiri teska metala (Cu, Ni, Cd i Pb) i odredene 
enzimske aktimosti iz horenja istih radi procenjivanja eflkasnosti ove biljke u procesu remedijacije 
životne sredine. Iz klonova vrbe kolorimetrijski su testirane aktimosti peroksidaze (POX) i katalaze 
(CAT) na talasnimim dužinama 1=470 nm i 1=570 nm, redom. Dobijeni rezultatipokazuju da enzimske 
aktimosti variraju u zavisnosti od genotipa vrbe i koncentracije metala sitplementovane sohicije u kojoj 
je  biljka bila uzgajana, svakako eksperiment je  pokazao da je  vrba eflkasna u procesu jitoremedijacije.

K ljučne теа: jitoremedijacija, vrba, tesla metali, peroksidaza, katalaza

Abstract

Heavy metals are found in various materials and can often be environmental pollutants, this is a 
growing problem all around the world that can affect human health. Phytoremediation is an alternative 
approach fo r remediation o f soils, sediments and groundwater polluted by heavy metals with the help 
o f plants. Willow is a plant that grow in areas contaminated by heavy metals, it absorbs certain heavy 
metals through the roots and thus eliminates them from  the environment. In order to evaluate the effi­
ciency o f willow in process ofphytoremediation an experiment was performed In the laboratory, ten 
genotypes o f willow (7 Romanian and 3 Swedish genotypes) were grown in media supplemented with 
four heavy metals (Cu, Ni, Cd and Pb) and certain enzymatic activities from their roots were analyzed 
Peroxidase (POX) and catalase (CAT) activities were assayed through the colorimetric method at wave- 
lenght 1=470 nm and 1=570 nm, respectively. The obtained results show that enzymatic activities vary 
depending on the analyzed willow genotype and the metal concentration o f the supplemented solution in 
which the plant was grown. The experiment showed that willow is efficient in the process o f phytoreme­
diation.
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1 . UVOD

Teški metali su grupa elemenata sa metalnim osobinama (provodljivost, 
duktilnost, stabilnost katjona, itd.), koji imaju atomski broj veći od 20 i gustinu 
veću od 5 g/cm3. Ovi metali mogu dospeti u životnu sredinu kako iz prirodnih 
tako i iz antropogenih izvora [1, 2, 3]. Neki teški metali su esencijalni za rast i 
razvoj biljaka, međutim u prekomemim količinama mogu biti toksični [2]. 
Prekomema količina teških metala u životnoj sredini, koja potiče iz antropoge- 
nih izvora, najčešće rudarstvo i industry a, je sve češće prisutna širom sveta [4, 
5]. Ovi zagađivači iz životne sredine mogu uticati na žive organizme i ući u 
lanac ishrane bioakumulacijom i biomagnifikacijom [6].

Iz tog razloga je remedijacija životne sredine veoma važna, međutim kon- 
vencionalne metode remedijacije su skupe i mogu takode biti destruktivne po 
životnu sredinu [7]. Nasuprot konvencijalnim metodama, fitoremedijacija pred- 
stavlja relativno jeftinu tehniku za remedijaciju životne sredine i zadnjih godina 
se sve vise upotrebljava širom sveta [8, 9]. Različite biljke su testirane, i u la- 
boratoriji i u polju, kao potencijalni organizmi za remedijaciju životne sredine i 
mnogo vrsta se pokazalo dobro u tome [10-13]. Jedna od biljaka efikasna u 
fitoremedijaciji jeste i vrba [14-18].

Cilj ovog rada je ispitivanje ponašanja deset genotipova vrbe koji su uzga- 
jani u suplementovanim solucijama sa 4 teška metala (Cu, Ni, Cd i Pb), ispiti­
vanje njihovog metaboličkog odgovora, koji se vezuje za enzimske aktivnosti 
peroksidaze (POX) i katalaze (CAT), i njihova efikasnost u procesu fitoremedi- 
jacije. Peroksidaza je enzim koji se uglavnom nalazi u ćelijskom zidu. Poznato 
je da je ovaj enzim uključen u kontrolu razvoja biljaka, lignifikaciju i odbranu 
od patogena [19]. Katalaza je enzim koji se nalazi u mitohondrijama i pero- 
ksizomima. Ovaj enzim katališe redukciju vodonik-peroksida oslobodenog 
tokom fotosinteze i pretvara ga u vodu i kiseonik [10]. Peroksidaza i katalaza 
spadaju u najizučivanije enzime koji se nalaze u biljkama.

2. FITOREMEDIJACIJA

Termin fitoremedijacija potiče od grčke reči phyto, koja znači „biljka", i 
latinskog sufiksa remedium, značenja ,,u stanju da izleči" ili ,,lek" [20]. 
Fitoremedijacija podrazumeva korišćenje živih biljaka u tretmanu remedijacije 
zagađenih zemljišta, sedimenata i podzemnih voda. Ovaj proces remedijacije 
predstavlja relativno mladu i novu isplativu tehnologiju, koja se pokazala efi- 
kasno u otklanjanju, kako neorganskih, tako i organskih zagađivača iz životne 
sredine [2,21],

Na mestima zagadenim neorganskim zagađivačima, biljke mogu stabilizova- 
ti ili eliminisati ove zagađivače sledećim mehanizmima: 1) fitostabilizacije, 2) 
fitoekstrakcije, i 3) rizofiltracije. Na mestima zagadenim organskim jedinjenjima,
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biljke mogu razgraditi ili eliminisati ove zagađivače sledećim mehanizmima: 1) 
fitodegradacije, 2) rizodegradacije, i 3) fitovolatizacije [2, 17, 22-24]. Prefiks 
„fito" u nazivu mehanizma sugeriše da je cela biljka uključena u proces 
fitoremedijacije (zagađivač biva transportovan od korena do drugih delova 
biljke), dok prefiks „rizo" sugeriše da se remedijacija odvija samo u rizosferi, tj. 
samo u korenu biljke (zagađivači se ne transportuje do drugih delova biljke) 
(si. 1.) [25],

Fitovolatizacija

Rizodegradacija 

SI. 1. M ehanizm i fito rem ed ija cije  [25]

3. MATEMJALIIMETODE

Ovo istraživanje je urađeno kako bi se utvrdio metabolički odgovor vrbe na 
teške metale i na taj način videla efikasnost ove biljke u procesu fitoremedijacije. 
Biološki materijal se sastojao od 10 genotipova vrbe, 7 rumunskih (892, 1077, 
1082, Cozia, Fragisal, Pesred i Robisal) i 3 švedska genotipa (Inger, Olof i 
Tordis). Korišćene su sadnice (klonovi) od jedne godine (oko 10 cm dužine i oko 
1 cm u prečniku) sa prosečno 2-5 izdanka, koje su uzgajane u in vitro laboratoriji 
sa kontrolosanim atmosferskim uslovima (slika 2). Svaki klon je bio uzgajan u 
devet različitih suplementovanih solucija, po dve koncentracije Cu (250 mg/L i 
500 mg/L), Ni (200 mg/L i 500 mg/L), Cd (5 mg/L i 10 mg/L), Pb (250 mg/L i 
1000 mg/L) i jedna blank solucija.
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SI. 2. F otogrqfije M onova vrbe i laboratorije u  ko jo j su  uzgajani isti

Za utvrđivanje metaličkog odgovora klonova vrbe određene su enzimske 
aktivnosti peroksidaze (POX) i katalaze (CAT). Enzimske aktivnosti svih geno- 
tipova vrbe su odredene iz korenja klonova. Sveže tkivo korena je  bilo homoge- 
nizovano sa 0.1M fosfatnog pufera (pH=7.5) koji sadrži 0.1 mM EDTA. Ho- 
mogenati su zatim bili centrifugirani 20 minuta na 6000 obrtaja po minutu 
(r.p.m.), nakon čega su supematanti bili korišćeni za enzimski test. Enzimske 
aktivnosti peroksidaze određene su kolorimetrijski na talasnoj dužini A,=470 nm 
i izražene kao varijacija apsorpcije po minutu usled oksidacije gvajakola 
(C7H80 2) u prisustvu vodoirik-peroksida (H20 2) ekstraktom iz jednog grama 
sveže supstance (AA/min/g) [26, 27].

Ezimske aktivnosti katalaze su takode odredene kolorimetrijski. Metoda se 
zasniva na činjenici da se kalijum dihromat (K2Cr20 7) u kiseloj sredini redukuje 
vodonik-peroksidom (H20 2) do hrom acetata (С4НбСг04) koje se može odrediti 
kolorimetrijski na talasnoj dužini 1=570 nm. Na ovaj način se određuje količina 
vodonik-peroksida koja je ostala nerazgradena posle dejstva enzimskog 
ekstrakta po minutu i po gramu (mM H20 2/min/g) [28].

4. REZULTATIIDISKUSIJA

Kada su biljke izložene stresu koncentracije reaktivnih jedinjenja kiseonika 
(ROS), koje obično nastaju normalnim ćelijskim aktivnostima i imaju korisnu 
ulogu kao signalni molekul i regulator rasta, rastu. Rast reaktivnih jedinjenja 
kiseonika kod živih organizama stvara oksidativni stres. Biljke su razvile od- 
branbene mehanizme protiv stvaranja ovih reaktivnih jedinjenja kiseonika, ali i 
za eliminaciju ovih radikala, tako da u normalnim uslovima njihovo formiranje i 
uklanjanje bude u ravnoteži. Kada se formiranje reaktivnih jedinjenja kiseonika 
povećava pod stresom, biljke efikasno reaguje kroz enzimski sistem koji neu­
tralise ove slobodne radikale i štiti ćelije od oksidativnog stresa. Iz tog razloga 
je aktiviranje enzimskih sistema odgovomih za eliminaciju ovih reaktivnih, 
toksičnih vrsta od najvećeg značaja za upravljanje odbrambenog mehanizma 
biljaka.
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Dobijeni rezultati enzimskih aktivnosti peroksidaze (POX) i katalaze 
(CAT), ispitivanih iz korenja genotipova vrbe su prikazani u tabeli 1. Rezultati 
pokazuju da aktivnost enzima varira u zavisnosti od ispitanog genotipa vrbe i od 
aplikovane doze metala u soluciji u kojoj je biljka uzgajana.
Tabela 1. A ktivnosti enzim a peroksidaze (POX) i katalaze (CAT) određenih u korenju  

rum unskih (892,1077,1082, Cozia, Fragisal, P esred i Robisal) i švedskih 
(Inger, O lo f i Tordis) genotipova vrbe podvrgnutim  tretm anu sa  teškim  m etalim a 
(Cu, C d iP b )

G enotipovi vrbe

Metali
Konc.
(mg/L)

Fnzimi 892 1077 1082 Cozia Fragisal Pesred Robisal Inger Olof Tordis

Blank 51 70 38 39 63 30 37 35 24 32

250 PO X 47 23 19 46 20 25 ПР 23 15 12

C u
500 n.p. HP n-P- n.p. n-P- n.p. n-P- n.p. n-P- n.p.

B lank 1250 1360 1430 1650 1720 1780 1080 990 820 920

250 CA T 1600 1600 2700 2920 1800 2150 n-P- 1850 3030 1860

500 n.p. ii-P a p . n.p. n-P- n.p. n-P- n.p. n-P- n.p.

B lank 51 70 38 39 63 30 37 35 24 32

5 P O X 43 30 16 27 16 7 11 15 32 16

C d
10 31 35 29 n.p. 18 10 30 34 31 12

Blank 1250 1360 1430 1650 1720 1780 1080 990 820 920

5 CA T 1400 2950 1500 6350 3350 2170 6400 2100 3230 2000

10 650 1400 1650 n.p. 2100 1550 3000 1780 3750 2100

Blank 51 70 38 39 63 30 37 35 24 32

250 P O X 32 47 23 6 34 34 22 49 49 35

Pb
1000 49 57 28 11 31 10 13 41 n.p. 11

Blank 1250 1360 1430 1650 1720 1780 1080 990 820 920

250 CA T 1745 1310 870 1080 1740 1745 2500 3155 2900 2350

1000 3820 2950 2670 2450 3150 2670 5240 2720 n-P- 2670

POX-peroksidaza (ДА/min/g), CAT-katalaza (mM H20 2/min/g), n.p.-biljkanije preživela

Biljke uzgajane u soluciji bakra koncentracije 500 mg/L nisu preživele. 
Klonovi rumunskog genotipa Robisal nisu preživeli ni kod jedne aplikovane 
doze bakra (250 mg/L i 500 mg/L). Aktivnost peroksidaze iz korenja biljaka 
uzgajanih u soluciji bakra koncentacije 250 mg/L pada u odnosu na aktivnost 
peroksidaze odredene u korenju biljaka odgajanih u blank soluciji, nasuprot 
tome aktivnost katalaze na prvoj aplikovanoj dozi metala naglo raste što je pri- 
kazano na slici 3.
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SI. 3. V arijacija aktivnosti peroksidaze i katalaze na tretm an genotipova  vrbe bakrom

Kod biljaka uzgajanih u solucijama sa kadmijumom je primećeno da ak- 
tivnost peroksidaze pada kod svih ispitivanih genotipova vrbe pri aplikaciji obe 
doze metala (Cd = 5 mg/L i Cd = 10 mg/L), osim kod švedskog genotipa Olof 
gde je primećen rast aktivnosti ovog enzima kod obe aplikovane doze metala, 
slika 4. Aktivnost katalaze raste naglo kod svih izučavanih genotipova vrbe pri 
aplikaciji prve doze kadmijuma, dok kod druge aplikovane doze aktivnost varira 
u zavisnoti od genotipova. Klon vrbe rumunskog genotipa Cozia nije preživeo u 
soluciji koja sadrži 10 mg/L Cd.

POX (AA/min/g) Blank 1 = 3  POX (AA/min/g) 5 mg/L i= i POX (ДА/min/g) 10 mg/L

CAT(mM H-0:/min/g) Blank CAT(mM H?0 ?/min/g) 5 mg/L CAT(mM H20 2/min/g) 10 mg/L

SI. 4. V arijacija aktivnosti peroksidaze i katalaze na tretm an  
genotipova vrbe kadm ijum om

U slučaju biljaka koje su podvrgnute tretmanu olovom, primećuje se vari­
jacija enzimske aktivnosti u zavisnosti od genotipova. Kod rumunskih genotip-
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ova (osim kod genotipa Pesred) aktivnost peroksidaze opada, dok se kod šved- 
skih genotipova aktivnost povećava kod prve aplikovane doze. Kod druge ap- 
likovane doze olova (1000 mg/L) aktivnost peroksidaze se smanjuje u odnosu 
na aktivnost peroksidaze u korenu klonova uzgajanih u blank soluciji. Aktivnost 
katalaze ima nasumične varijacije u zavisnosti od genotipova i aplikovane doze 
olova što je prikazano na slid 5. Klon vrbe švedskog genotipa Olof nije preživ- 
eo kod druge aplikovane doze olova.

POX (ДА/min/g) Blank « = i  POX (ДА/min/g) 250 mg/L « ■=» POX (ДА/min/g) 1000 mg/L

CAT(mM H ^ m in /g )  Blank CAT(mM H20 2/min/g) 250 mg/L —*— CAT(mM H20,/min/g) 1000 mg/L

SI. 5. V arijacija  aktivnosti peroksidaze i katalaze na tretm an genotipova vrbe olovom

Biljke koje su bile uzgajane u suplementovanim solucijama nikla nisu 
preživele, slika 6.

SI. 6. F otogra flja  b iljaka  koje su  uzgajane u suplem entovanim  solucijam a nikla

5. ZAKLJUČAK

Potrebna su istraživanja kako bi se otkrili načini dekontaminacije i remedi- 
jacije životne sredine. Upotreba biljaka u remedijaciji životne sredine se poka- 
zala kao jako povoljna i efikasna metoda. Fitoremedijacija nudi jeftinu i sigumu 
altemativu konvencijalnim metodama. Upotrebom sposobnosti određenih
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biljaka da uklone zagađivače iz životne sredine smanjuje se rizik od zagadenja. 
Na osnovu rezultata enzimskih aktivnosti peroksidaze i katalaze utvrđenih iz 
korenja deset genotipova vrbe, može se zaključiti da je vrba efikasna u uklan- 
janju bakra, kadmijuma i olova iz životne sredine, dok se u eksperimentu sa ni- 
klom pokazala neefikasno.
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