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STRUKTURA RIBLJIH ZAJEDNICA U HVARSKOM KANALU

Lucija Glavici¢ Marovic, 8. razred

Osnovna $kola Josipa Josipa Jurja Strossmayera, Zagreb
Mentor: Ivana Buljan

SAZETAK

Ovim istrazivanjem su opisane riblje zajednice Hvarskog kanala ukljucujuci brojnost vrsta i jedinki. Istrazivanje je
provedeno na dubinama od 5 do 20 metara pomocu metode vizualnog cenzusa i koristenjem autonomne ronilacke
opreme. Na sve Cetiri ronilacke lokacije identificirana je prisutnost samo 18 vrsta, od kojih jedna vrsta (Chromis
chromis) prevladava sa 60,8%. Smanjenje prirodnih predatora radi izlova ribolovnih vrsta utjecalo je na povecanje
brojnosti vrste Chromis chromis. Vecina jedinki (98,6%), prema kategoriji ugroZenosti od izumiranja, pripada
kategoriji najmanje zabrinjavajucih svojti (LC) i ne-ribolovnim vrstama (83,7%). Ribolovna aktivnosti dodatno
ugrozava bioraznolikost te, osim smanjenog broja ribolovnih vrsta, pronalazimo ve¢inom juvenilne jedinke ribolovnih
vrsta. Utvrdena je velika sli¢nost izmedu prisutnosti vrsta na Cetiri ronilacke lokacije, a ona je najveca izmedu dvije
ronilacke lokacije, koje imaju skoro identi¢ne biocenoze.

Klju€ne rijeci: riblje zajednice; bioraznolikost; brojnost jedinki; dominantnost vrsta; slicnost populacija

UuvoD

Hvarski kanal je jedno od prometnijih podrucja Jadrana, te se odlikuje visokom razinom turisticke i
ribolovne aktivnosti. More Hvarskog kanala ne spada u zasti¢eno podrucje, a ribolovne aktivnosti odvijaju
se slobodno i bez zapreke unutar ribolovne zone G unutarnjih voda RH. Buduci da se radi o podrucju gdje
je pritisak ljudskih aktivnosti velik, moZe se ocekivati da su riblje zajednice Hvarskog kanala veoma
ugrozene.

Jardas i sur. (2008) navode da su glavni uzroci ugroZenosti vrsta ribolov, degradacija stanista, onecisc¢enje,
uznemirivanje, invazivne vrste i klimatske promjene.

Jedan od nacina na koji ¢ovjek utjece na strukturu i brojnost ribljih zajednica je kroz ribolovne aktivnosti.
Jardas i sur. (2008) navode da je populacija jadranskih riba otvorenog i priobalnog mora danas znatno
prorijedena zbog dugotrajnog i nerazumnog iskoristavanja. Autori navode da je u razdoblju od 30 godina,
izmedu 1960. i 1990., koli¢ina ulova smanjena za 60% te da je velik problem S$to se love sve manji i manji
primjerci riba. Kruschel i sur. (2012) procjenjuju strukturu i brojnost ribljih zajednica usporedujudi
ribolovno zasticena podrucja (NP Kornati) s ostalim okolnim nezasticenim podrucjima te nalaze da
povecani ribolovni napor dovodi do smanjenja populacije predatorskih vrsta riba, Sto dovodi do promjena
u sustavu ribljih zajednica.

Cilj ovog istraZivanja je detaljno opisati riblje zajednice Hvarskog kanala ukljucujuéi brojnost vrsta i jedinki.
Istrazivanje ribljih zajednica Hvarskog kanala provedeno je prikupljanjem video materijala na dubinama od
5 do 20 metara pomodéu metode vizualnog cenzusa i koristenjem autonomne ronilacke opreme. Pri
ostvarivanju cilja istrazivanja, identificirat ¢e se prisutnost i brojnost ribljih vrsta te ¢ée se navesti
kvalifikacija vezana uz rizicnost od izumiranja sukladno hrvatskoj (Jardas i sur., 2008) i medunarodnoj
metodologiji (IUCN, 2019).

Posebna pozornost obratit ¢e se na klasifikaciju riba u ribolovne i ne-ribolovne vrste. Pod ribolovhom
vrstom podrazumijevaju se sve one koje uobicajeno ¢ine ulov za ljudsku konzumaciju te imaju gospodarsku
iskoristivost. One vrste koje se ne smatraju ribolovnim vrstama, spadaju u gospodarski nevaZzne svojte, a u
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slu¢aju da budu ulovljene ¢ine prilov. Jedan od podciljeva ovog istrazivanje je opisati i na koji nacin

ribolovne i ostale ljudske aktivnosti utjeCu na raznolikost i brojnost ribljih zajednica. Posebna pozornost
posvetit ¢e se i opazanjima vezano uz veli¢inu jedinki, kako bi se utvrdilo radi li se o juvenilnim ili odraslim
jedinkama. Dodatni podcilj je utvrditi slicnosti i razliCitosti izmedu ronilackih lokacija.

Provodenje ovog istrazivanja ukljucuje postavljanje sljedecih hipoteza, za koje se ocekuje da ée se potvrditi
rezultatima:
H1: Smanjen broj vrsta i jedinki, narocito onih vrsta koje ne spadaju u ribolovne vrste.
H2: Dominantna prisutnost vrsta i vec¢a brojnosti jedinki koje prema kvalifikaciji rizinosti od
izumiranja sukladno hrvatskoj (Jardas i sur., 2008) i medunarodnoj (IUCN, 2019) metodologiji
spadaju u najmanje ugroZene svojte (LC).
H3: Prevladavanje juvenilnih jedinki ribolovnih vrsta radi izlova odraslih jedinki.
H4: Velika slicnost u prisutnosti vrsta na razli¢itim ronilackim lokacijama, narocito onima koji dijele
iste biocenoze.
Podrucje istrazivanja
Hvarski kanal je morski kanal, koji se nalazi u Jadranskom moru izmedu otoka Braca i Hvara koji
predstavljaju sjevernu i juznu medu. Na isto¢noj strani meda je glavno suhozemlje, a na zapadnoj strani
nema prave mede, odnosno moze se uzeti crta koja povezuje Zamorski rat na otoku Bracu i rt Kabel na
Hvaruili otvoreno more. Za podrucje istrazivanja odabrane su Cetiri ronilacke lokacije: dvije na otoku Hvaru
(Smociguzica (1) i Tatinja (2)) i dvije na otoku Bracu (Golublja Spilja (3) i Zlatni rat (4)) prikazane na slici 1:
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Terenski rad

Terensko istraZivanje je provedeno u listopadu 2019. Voden je terenski dnevnik u kojemu su za svaku od
ronilackih lokacija izmjerene i zabiljeZene koordinate pomodu GPS uredaja; temperatura mora na povrsini
i dubini od 20 metara, jacina vjetra i morske struje na povrsini mora ronilackih lokacija te pocetak i
zavrSetak urona.

Metode istraZivanja

U istraZivanju su se koristile sljede¢e metode:

- Ronjenje s autonomnim ronilackim aparatom (SCUBA ronjenje);

- Metoda vizualnog cenzusa i snimanje video i foto materijala na dubinama od 5 do 20 metara;
- Mjerenje dubine i duZine transekta pomodu ronilackog kompjutora i konopa;

- ldentifikacija vrsta, odredivanje brojnosti i kvalifikacija biocenoza transekta;

- Statisticka analiza podataka.

Bioznalac 6:1-17 Drzavno natjecanje iz biologije 2020. | 2
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Ronjenje s autonomnim ronilackim aparatom

Ronjenje s autonomnim ronilackim aparatom (SCUBA ronjenje) je zahtjevno i opasno te u prvom redu
mora biti sigurnost ronioca koji je prosao ronilacki tecaj. Ronjenje se iz sigurnosnih razloga uvijek izvodi u
paru i grupi. U ovom istraZivanju, sudjelovala su dva ronioca koja su oba pratila brojnost i razli¢itost vrsta
pazedi da vizualnim cenzusom snimanjem video kamerom obuhvate sve ribe koje se nalaze u predmetnom
transektu. Osobno sam bila zaduZena za snimanje video materijala, dok je sa mnom u paru bio jo$ jedan
ronilac zaduZen za mjerenje dubine transekta i ostalih parametara vaznih za ronjenje (potrosnja zraka,
praéenje dekompresijskog rezima).

Metoda vizualnog cenzusa

Labrosse i sur. (2002) opisuju metodu vizualnog cenzusa pri ronjenju s autonomnim ronilackim aparatom
koja je detaljno proucena i primijenjena u terenskom radu. Pri metodi vizualnog cenzusa podaci se mogu
uzimati na terenu zapisivanjem na posebnu plocu za pisanje pod vodom, fotografiranjem i snimanjem
video materijala. Svaka metoda prikupljanja podataka o ribljim zajednicama ima svoja ogranicenja, a jedno
od ogranic¢enja ove metode ukljucuje podcijenjenost broja predatorskih vrsta i velikih jedinki, koje ronioci
ne uspiju uociti u slucaju lose vidljivosti ili brzog prolaska ribe (Bozec i sur., 2011).

Metoda vizualnog cenzusa ukljucuje podjelu ronilacke lokacije na transekte duzine 50 metara i Sirine 5
metara. Za odredivanje toc¢ne duZine transekta koristen je prethodno izmjereni konop od 50 m zamotan u

kolut koji se lako moZe odmotati i ponovo zamotati. Slika 2 prikazuje metodu vizualnog cenzusa kako je
primijenjena u ovom istraZivanju.
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Na svakoj lokaciji snimljeni su video materijali na ukupno osam transekta i ¢etiri dubine: dva na pocetnoj
dubini od 20 metara (T1 i T2), zatim dva na dubini od 15 metara (T3 i T4), potom dva na dubini od 10
metara (T5 i T6), te naposljetku dva na dubini od 5 metara (T7 i T8). Svaki transekt oznacen je na nacin da
prva dva slova predstavljaju oznaku za ronilacku lokaciju (Smociguzica (SM), Tatinja (TA), Golublja Spilja
(GS), Zlatni rat (ZR)), te oznaku transekta. Tako na primjer prvi transekt na dubini 20 metara na lokaciji
Smociguzica ima oznaku SMT1, a posljednji transekt na dubini od 5 metara na lokaciji Zlatni rat oznaku
ZRT8. Za snimanje video materijala koristena je GO-PRO kamera.

Bioznalac 6:1-17 Drzavno natjecanje iz biologije 2020. | 3
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Analiza podataka

Identifikacija vrsta i odredivanje brojnosti jedinki pojedine vrste
Nakon terenskog rada, pristupilo se radu u kabinetu gdje je izvrSena identifikacija vrsta i odredivanje

brojnosti jedinki pojedine vrste. Za identifikaciju vrsta koriStena je prethodno proucena literatura: Jardas
(1996), Jardas i sur. (2008), Froese i Pauly (2019), IUCN (2020).

Kod brojanja je koristen princip procjene brojnosti riba na nacin da se zapisuje toc¢an broj jedinki iste vrste
ukoliko je maniji od deset, a ukoliko se radi o jatu riba onda se vrsi procjena u odnosu na veli¢inu grupe
riba. Princip brojanja riba kod pregleda transekta ukljucuje:

Pojedinacno 1-10 kom;

Grupa 11-20 kom;

Grupa 21-50 kom;

Grupa 51-100 kom;

Grupa 101-200 kom;

Grupa 201-500 kom;

Grupa vise od- 500 kom.
Za procjenu ukupnog broja jedinki koji se nalazi u jatu, koristena je metoda zaokruZivanja prosjecne
vrijednosti broja riba u grupi zaokruzene na cijeli broj. Na primjer, za grupu 11-20 riba procijenjen broj
jedinki iznosi 16, a za grupu od 21-50 riba procijenjen broj jedinki iznosi 36.

Prilikom pregleda pojedinog transekta nerijetko se ista vrsta pojavila pojedinacno i u grupi. Procijenjeni
broj jedinki iste vrste izracunat je tako da predstavlja ukupan broj jedinki koje su metodom vizualnog
cenzusa identificirane unutar transekta. Procijenjen broj jedinki za svaki transekt ronilackih lokacija
koristen je za procjenu dominantnosti vrsta.

Klasifikacija vrsta prema stupnju ugroZenosti
Svaka vrsta kvalificirana je prema stupnju ugroZenosti vrsta sukladno hrvatskoj (Jardas i sur., 2008) i

medunarodnoj (IUCN, 2019.) metodologiji. Najprije je provjereno nalazi li se vrsta na popisu Crvene knjige
morskih vrsta Hrvatske (Jardas i sur., 2008). U slucaju da vrsta nije pronadena na tom popisu, za
kvalifikaciju stupnja ugroZenosti vrsta koristena je medunarodna (IUCN, 2019) metodologija. Dodatno je
proucen Pravilnik o strogo zasti¢enim vrstama (NN 144/2013).

Prema kvalifikaciji stupnja ugrozenosti vrsta razlikujemo izumrle svojte (Extinct, EX), izumrle u prirodi
(Extinct in the Wild, EW), kriticno ugroZene (Critically Endangered, CR), ugroZzene (Endangered, EN),
osjetljive (Vulnerable, VU), gotovo ugroZene svojte (Near Threatened, NT), najmanje zabrinjavajuce svojte
(Least Concern, LC) i nedovoljno poznate svojte (Data Deficient, DD).

Klasifikacija vrsta u ribolovne i ne-ribolovne vrste
Prilikom kvalifikacije vrsta u ribolovne i ne-ribolovne vrste, koriSten je popis riba naveden u Prilogu I

Uredbe vijeéa br. 1967/2006 od 21. prosinca 2006. (EZ, 2016) o mjerama upravljanja za odrzivo
iskoristavanje ribolovnih resursa u Sredozemnom moru, koji osim ribolovnih vrsta navodi i najmanje
veli¢ine morskih organizama za ribolov. Dodatno je koriStena strucna literatura (Jardas, 1996, Jardas i sur.,
2008).

Bioznalac 6:1-17 Drzavno natjecanje iz biologije 2020. | 4
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lako se u ovom radu ne procjenjuju veli¢ine svake pojedine jedinke, u raspravi se osvréemo na opaZanja

veli¢ine ribolovnih i ne-ribolovnih vrsta i procjeni u kojoj mjeri se radi o juvenilnim ili odraslim primjercima.

Dominantnost vrsta
Za svaki od 32 transekta i 4 ronilacke lokacije izraCunato je koje riblje vrste su dominantne koristeci

koeficijent dominantnosti jedne vrste koji je izracunat kao postotni udio procijenjenog broja jedinki jedne
vrste u ukupnom broju jedinki svih vrsta.

n;
D; = —x 100
n

gdje je

D; — dominantnost vrste i na transektu / ronilackoj lokaciji

n; — procijenjeni broj jedinki vrste i na transektu / ronilackoj lokaciji

n — procijenjeni ukupni broj jedinki svih vrsta na transektu / ronilackoj lokaciji

Prema stupnju dominantnosti, vrste smo podijelili na eudominantne (>=70%), dominantne (50%-69%),
subdominantne (25%-49%), recedentne (10-24%) i subrecedentne vrste (<=9%) oznacene redom od
najveceg do najmanjeg postotka ucestalosti u ukupnom broju svih jedinki pojedinog transekta odnosno
ronilacke lokacije.

Sérensenov indeks sliénosti
Sérensenov indeks sli¢nosti koriSten je kako bismo usporedili slichosti izmedu brojnosti vrsta (S) ili broja

jedinki (N) za dvije razlic¢ite ronilacke lokacije:

2c

CC,=———
S5 +S,

gdje je:

CCs — Sorensenov indeks sliénosti

C — broj zajednickih vrsta na dvije razlicite lokacije
S; — broj vrsta samo na prvoj lokaciji

S; — broj vrsta samo na drugoj lokaciji

Za usporedbu sli¢nosti i razlicitosti vise lokacija koriste se metode multivarijatne analize, koja nije predmet
ovog istrazivanja.

Klasifikacija biocenoza
Riblje zajednice Zive unutar morskih zajednica (biocenoza), a na Cetiri ronilacke lokacije i ukupno 32

transekta pronadene su razliCite biocenoze. Biocenoze su klasificirane sukladno metodologiji koju je razvila
Bakran-Petricioli (2011) za Nacionalnu kvalifikaciju stanista i ukljucuju:

- G.3.4.1. Biocenoza infralitoralnih Sljunaka;

- G.3.5.1. Biocenoza naselja vrste Posidonia oceanica;
- G.3.6.1. Biocenoza infralitoralnih alga;

- G.4.3.1.Koraligenska biocenoza;

- G.4.3.2. Biocenoza polutamnih Spilja.

Bioznalac 6:1-17 Drzavno natjecanje iz biologije 2020. | 5
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REZULTATI
Analiza strukture ribljih zajednica

U Prilogu | prikazani su prisutnost i brojnost vrsta za svaku od 4 ronilacke lokacije i ukupno 32 transekta.
Takoder su detaljno kvalificirane biocenoze za svakih transekt. U Prilogu Il prikazane su snimke terenskog
rada.

Ukupno je identificirano 18 vrsta i procijenjena brojnost istih na 4833 jedinke. Za 29 jedinki ili 0,6% od
ukupnog procijenjenog broja riba nije se moglo identificirati pripadnost vrsti. Ogromna veéina (98,6%)
jedinki pripada kategoriji najmanje zabrinjavajuce svojte (Least Concern, LC), a svega 41 (0,8%) jedinki
pripadala je kategoriji gotovo ugroZene svojte (Near Threatened, NT) ponajviSe vrsti Diplodus sargus
(Sarag), alii vrstama Diplodus puntazzo (pic) i Scorpaena notata (Skarpinica). Ronilacka lokacija Smociguzica
ima najveci broj procijenjenih jedinki (1592), koju slijede Golublja spilja (1369) i Tatinja (1359), a najmanji
broj jedinki procijenjen je za Zlatni rat (542). Slika 3 prikazuje procjenu broja jedinki na ronilackim
lokacijama prema kategoriji rizi€nosti od izumiranja.
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Slika 3 Procjena broja jedinki na ronilackim lokacijama prema kategoriji rizicnost od izumiranja

Velika vecina jedinki pripada kategoriji ne-ribolovnih vrsta, no pronalazimo i one ribolovne. Najveci udio u
ukupnom broju jedinki koje pripadaju ribolovnoj vrsti pronalazimo na Tatinji (22,5%). Zanimljivo je da Zlatni
rat, koja je lokacija s daleko najmanjom brojnosti ribljih zajednica, ima visok postotak jedinki koje pripadaju
ribolovnim vrstama (18,3%). Slika 4 prikazuje strukturu ukupnog broja jedinki prema pripadnosti
ribolovnim i ne-ribolovnim vrstama za sve Cetiri ronilacke lokacije.
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Slika 4 Struktura ukupnog procijenjenog broja jedinki prema kategoriji ribolovne vrste (%)
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Na sve cCetiri lokacije, ukupno procijenjen broj jedinki ne-ribolovnih vrsta iznosi 4069, a onih ribolovnih
764. Od ne-ribolovnih vrsta najviSe su zastupljeni Chromis chromis (crnej) sa 72,7% od ukupnog broja
jedinki ne-ribolovnih vrsta i Spicara smaris (girica) sa 19,0%. Od ribolovnih vrsta najviSe su zastupljeni
Diplodus annularis (Spar) sa 39,5% od ukupnog broja jedinki ribolovnih vrsta, Diplodus vulgaris (fratar) sa
29,5% i Sparus aurata (komarca, orada) sa 20,8%. Slike 5. i 6. prikazuju zastupljenost najceséih ne-

ribolovnih i ribolovnih vrsta na sve Cetiri lokacije.

Zastupljenost ne-ribolovnih vrsta u ukupnom
procijenjenom broju jedinki ne-ribolovnih vrsta

8,3%

19,0%
= Chromis chromis (crnej)
= Spicara smaris (girica)

= Ostale

Zastupljenost ribolovnih vrsta u ukupnom
procijenjenom broju jedinki ribolovnih vrsta

10,2%

= Diplodus annularis (Spar)
20,8% 39,5%
= Diplodus vulgaris (fratar)

= Sparus aurata (komaréa, orada)

Ostale
72,7%

29,5%

Slika 5 Zastupljenost ne-ribolovnih vrsta u ukupnom
procijenjenom broju jedinki ne-ribolovnih vrsta

Slika 6 Zastupljenost ribolovnih vrsta u ukupnom
procijenjenom broju jedinki ribolovnih vrsta

Chromis chromis (crnej) je eudominantna vrsta na tri lokacije: Smodiguzica (71,5%), Zlatni rat (69,2%) i
Golublja spilja (63,7%). Na Tatinji pronalazimo dvije subdominantne vrste: Chromis chromis (crnej) (42,1%)
i Spicara smaris (girica) (29,4%). MoZemo izdvojiti joS i dvije recedentne vrste, a to su Spicara smaris (girica)
na lokacijama Smociguzica (12,9%) i Golublja spilja (12,2%), Diplodus annularis (Spar) na lokaciji Tatinja
(10,3%). Sve ostale vrste su subrecedentne, a slike 7 — 10 navode sve vrste prema dominantnosti na sve
Cetiri lokacije koje su zastupljene sa barem 1% od ukupnog procijenjenog broja jedinki.

Dominantnost vrsta na lokaciji
Smociguzica (SM) 1,2%

Dominantnost vrsta na lokaciji
Tatinja (TA)
2,3%

2,3% 3 co, 2,4% 1,0% ,1,5%
1270 3,5%
2,5%& | o 5,1%\ | /

29,4%

s Chromis chromis (crnej)

® Chromis chromis (crnej) s Spicara smaris (girica)

® Spicara smaris (girica) » Diplodus annularis (3par)

= Diplodus vulgaris (fratar) Diplodus vulgaris (fratar)
Diplodus annularis (3par)
= Sparus aurata (orada, komarca)
= Diplodus sargus (Sarag)

Sarapa sarpa (salpa) Corisjulis (knez, vladika)

Ostale Serranus scriba (pirka)

Gobius auratus (glavog, glamac
zlatac)

Slika 8 Dominantnost vrsta na lokaciji Tatinja (TA)

Slika 7 Dominantnost vrsta na lokaciji Smociguzica (SM)
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Dominantnost vrsta na lokaciji
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\ 3,4%
3,1% = Chromis chromis (crnej)
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Gobius auratus (glavot, glamac Diplodus vulgaris (fratar)
zlatac)

Symphodus tinca (lumbark) Ostale

Slika 9 Dominantnost vrsta na lokaciji Golublja Spilja (GS)  Slika 10 Dominantnost vrsta na lokaciji Zlatni rat (ZR)

Na sve Cetiri lokacije nalazimo ukupno 18 vrsta, s time da je najveci broj vrsta identificiran na lokaciji
Golubinja spilja (14), zatim Tatinja (13), Smociguzica (11) i Zlatni rat (9). Vecina vrsta zajednicka je svima ili
nekima od lokacija. Tri vrste identificirane su samo na Smociguzici: Diplodus puntazzo (pic), Diplodus sargus
(Sarag) i Sarpa sarpa (salpa). Dvije vrste identificirane su samo na Golubljoj Spilji: Serranus cabrilla (klanjac)
i Symphodus tinca (lumbark). Jedna vrsta identificirana je samo na Tatinji: Tripterygion tripteronotum
(pjevcic).

Prema Sérensenovom indeksu sli¢nosti vrsta izmedu ronilackih lokacija, najveca slicnost u prisutnosti vrsta
je izmedu lokacija Tatinja (TA) i Golublja Spilja (GS) te iznosi 81,5%. Najmanja sli¢nost u prisutnosti vrsta je
izmedu lokacija Smociguzica (SM) i Zlatni rat (ZR) te iznosi 60,0%. Slika 11 prikazuje Sérensenov indeks
slicnosti vrsta izmedu ronilackih lokacija.
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Slika 11 Sorensenov indeks sli¢nosti vrsta izmedu ronilackih lokacija
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. Kategorija L
Lokacija R'b""m v nziéngsti Iod Smogiguzica (SM) | Tatinja (TA) G°'“b('éa§p"'a Zlatni rat ZR)
izumiranja
Chromis chromis {Linnaeus, 1768) - LC +
Coris julis (Linnaeus, 1758) - LC +
Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758) + LC
Diplodus annularis {Linnaeus, 1758) s LC i T i i
Diplodus puntazzo {Cetti, 1777) + NT +
Diplodus sargus sargus (Linnaeus, 1758) + NT +
Diplodus vulgaris {Geoffroy St Hilaire, 1817) + LC + + + +
Gobius auratus (Risso, 1810) - LC i 1 i
Gobius geniporus (Valenciennes, 1837) - LC - i + +
Gobius vittatus (Vinciguerra, 1883) - LC
Mullus surmuletus (Linnaeus, 1758) - LC
Parablennius rouxi {Cocco, 1833) - LC
Sarapa sarpa {Linnaeus, 1768) + LC + - - +
Serranuscabrilla {Linnaeus, 1768) - LC - - i
Scorpaena notata (Rafinesque, 1810) + NT - + +
Scorpaena scrofa (Linnaeus, 1768) + NT -
Serranusscriba {Linnaeus, 1768) - LC +
Sparus aurata {Linnaeus, 1758) + LC +
Spicara maena (Linnaeus, 1758) - LC +
Spicara smaris {Linnaeus, 1758) - LC + + o
Spondyliosoma cantharus {Linnaeus, 1768) - NT
Symphodus mediterraneus (Linnaeus, 1758) - LC - + +
Symphodus ocellatus (Linnaeus, 1758) - LC
Symphodus doderleini Jordan, 1890 - DD - - -
Symphodus tinca {Linnaeus, 1768) - LC - - +
Thalassoma pavo (Linnaeus, 1758) - LC - - - -
Thorogobius ephippiatus {Lowe, 1839) - LC - - + +
Scorpaena scrofa (Linnaeus, 1768) - LC
Tripterygion tripteronotum {Risso, 1810) - LC - + -
Ukupno broj identificiranih vrsta po fransekduflokaciji 11 13 14 9

RASPRAVA
Istrazivanjem ribljih zajednica u Hvarskom kanalu identificirano je ukupno samo 18 vrsta, od ¢ega 15

pripada kategoriji najmanje ugroZenih svojti (LC) prema stupnju ugrozenosti, a 3 pripadaju kategoriji
gotovo ugrozZene svojte (NT). Nije pronadena niti jedna jedinka ostalih kategorija koje su prema stupnju
ugrozenosti u veéem riziku od izumiranja. S obzirom da je u Jadranskom moru popisano ukupno 442 vrste
riba (Jardas, 2008), ovo istraZivanje je obuhvatilo tek mali dio vrsta prisutnih u Jadranskom moru i opaza
se da je raznolikost promatranih ribljih zajednica Hvarskog kanala koje su obuhvaéene ovim istraZivanjem
izrazito mala.

Vrsta Chromis chromis (crnej) je eudominantna na tri ronilacke lokacije i subdominantna na jednoj
ronilackoj lokaciji. U saZetku svog znanstvenog rada, Pinnegar (2018) navodi da je ta vrsta tipicno
najbrojnija u stjenovitom priobalnom okruzenju Mediteranskog mora. Chromis chromis hrani se
zooplanktonom i jajascima riba, a predatori koji se hrane vrstom Chromis chromis ukljucuju galebe i ostale
priobalne ptice, te predatorske ribolovne vrste. Pinnegar (2018) navodi da su populacije vrste Chromis
chromis izrazito brojne na onim lokacijama gdje su smanjene koli¢ine predatorskih ribolovnih vrsta radi
ribolovnog iskoriStavanja covjeka. Kruschel i sur. (2012) takoder zakljucuju da povecani ribolovni napor
dovodi do smanjenja populacije predatorskih vrsta riba, sto dovodi do promjena u sustavu zajednica riba.
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IzraCunate vrijednosti Sorensenovog indeksa sli¢nosti vrsta izmedu ronilackih lokacija se kreé¢u izmedu
81,5% (izmedu lokacija Tatinja (TA) i Golublja Spilja (GS)) i 60,0% (izmedu lokacija Smociguzica (SM) i Zlatni
rat (ZR)), Sto ukazuje da su sve Cetiri ronilacke lokacije vrlo sliéne prema prisutnim vrstama. S jedne strane,

veliku slicnost izmedu vrsta na ronilackim lokacijama moZemo objasniti njihovom blizinom i ¢injenicom da
su pronadene vrste sSiroko rasprostranjene. No, s druge strane, ronilacke lokacije imaju razlicite biocenoze
stoga smo mogli olekivati i drugaciji rezultat. Cinjenica da je vrijednost Sérensenovog indeksa sli¢nosti
najveca upravo izmedu lokacija Tatinja (TA) i Golublje Spilje (GS) mozZe se objasniti na nacin da su te dvije
lokacije izrazito sli¢cne i po biocenozi. Na Tatinji, u 7 transekta prevladava G.3.6.1. Biocenoza infralitoralnih
alga, te samo jedan transekt na 5 m dubine je G.3.4.1. Biocenoza infralitoralnih Sljunaka. Na Golubljoj Spilji
(GS) takoder prevladavaju G.3.6.1. Biocenoza infralitoralnih alga na 6 transekta te nalazimo G.3.4.1.
Biocenozu infralitoralnih Sljunaka na 5 m dubine. Razlika u biocenozama izmedu te dvije lokacije je samo
u jednom transketu u kojem se nalazi Golublja $pilja i to je G.4.3.2. Biocenoza polutamnih 3Spilja.

U svrhu zastite ribljih zajednica, Hrvatska je donijela niz pozitivnih propisa, pocevsi od proglasenja
zasticenog ekolosko-ribolovnog pojasa (ZERP) 2003. godine. Jedan od takvih zakona je i Uredba vijeca br.
1967/2006 koja u Prilogu Ill propisuje najmanju veli¢inu riba koje se mogu loviti (EZ, 2006). Tako je na
primjer za vrstu Sparus aurata (orada, komarca) propisana najmanja velicina 20 cm. No upravo na primjeru
vrste Sparus aurata mozemo istaknuti da su postojeci propisi nedovoljni u zastiti te vrste, koja je jedna od
izrazito cijenjenih ribolovnih vrsta. Naime, riba Sparus aurata je dvospolac, koja svoju spolnu zrelost
dostiZze kada napuni otprilike 2 godine i naraste u veli¢inu od 20 cm (Jardas i sur., 2008). Nakon prvog
mrijestenja i izmedu 2. i 6. godine, kada naraste na veli¢inu oko 30 cm i mase preko 0,5 kg, vecina jedinki
promjeni spol u Zenski. Zbog velikog izlova potencijalnih Zenki, promijenila se prirodna ravnoteza izmedu
spolova, sto nepovoljno utjece na obnavljanje populacije. U ovom terenskom istraZivanju, identificirali smo
ukupno 159 jedinki vrste Sparus aurata na Cetiri ronilacke lokacije: Tatinja (69), Golublja Spilja (44), Zlatni
rat (43) i Smociguzica (3). Vecina identificiranih primjeraka procijenjena je na veli¢inu manju od 20 cm,
dakle radi se o pretezito juvenilnim jedinkama koje jos nisu spolno sazrele i ne mogu doprinijeti obnavljanju
populacije. Dodatno, moZzemo se osvrnuti da ostale ribolovne vrste koje smo identificirali u ovom
terenskom istraZivanju, a kojima je propisana najmanja veli¢ina izlova: Diplodus annularis (12 cm), Diplodus
puntazzo (18 cm), Diplodus sargus (23 cm), Diplodus vulgaris (18 cm). lako ovim terenskim istrazivanjem
nismo u mogucnosti precizno mjeriti veli¢ine jedinki, pazljivim pregledom video materijala uoceno je da se
pretezito radi o juvenilnim jedinkama koje u najvecem broju slu¢ajeva ne dostizu propisanu najmanju
veli¢inu izlova.

Osim ribolovne aktivnosti, utjecaj Covjeka na riblje zajednice mijeri se i u razvoju turizma, ponajvise
nautickog turizma i ronilackog turizma. Hvarski kanal je jedan od najvise posjecenih turistickih dijelova
Jadrana, a svaka od ronilackih lokacija svake godine privlaci veliki broj ronilaca. Terensko istrazivanje
provedeno je u listopadu 2019., na kraju turisticke sezone, i moZe se ocekivati da uznemirivanje ¢ovjeka
ima velik utjecaj na riblje zajednice. Za postizanje objektivnijeg uvida u raznolikost i brojnost ribljih
zajednica Hvarskog kanala, istraZivanje bi trebalo provesti tijekom duljeg vremenskog perioda i svakako u
proljece, prije pocetka turisticke sezone.

Dodatno, oneciS¢enje mora moze izrazito nepovoljno utjecati na riblje zajednice. Tijekom provedenog
terenskog istrazivanja nismo opazili nikakve znakove oneciséenja mora.
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Od invazivnih algi pronadena je Caulerpa racemosa na dvije ronilacke lokacije: Tatinja i Zlatni rat. Invazivne

alge jedan su od uzrocnika narusene bioraznolikosti ribljih zajednica u Jadranskom moru. Radi se o algama
koje su prirodno i Siroko rasprostranjene u tropskim morima, a u Sredozemno more unesene su brodovima
u proslom stoljecu (Jardas i sur., 2008). Invazivne alge djeluju na nacin da se agresivno Sire pri ¢emu
istiskuju zavicajne vrste i time narusavaju prirodnu ravnotezu stanista ribljih zajednica u izvorima hrane i
mjestima za reprodukciju.

Klimatske promjene su takoder jedan od vaznih ¢imbenika koje bi u buduénosti moglo nepovoljno utjecati
na riblje zajednice. Svjedoci smo povecanja temperature zraka i mora, a Jardas i sur. (2008) navode da
izostanak hladnih zima nepovoljno utjeCe na opstanak nekih vrsta riba u Jadranu. Prilikom provedbe
terenskog istrazivanja, izmjerena temperatura vode na povrsini mora na svim lokacijama bila je 22°C, a na
dubini od 20 metara iznosila je 20°C. Takve su temperature vrlo ugodne za ronilacku aktivnost, no nisu
uobicajene za dubine od 20 metara.

ZAKUUCCI
Na temelju provedenog istrazivanja ribljih zajednica Hvarskog kanala, potvrdili smo sve Cetiri hipoteze
navedene u uvodu.

H1: Smanjen broj vrsta i jedinki, narocito onih vrsta koje ne spadaju u ribolovne vrste

U ovom istrazivanju identificirana je prisutnost samo 18 vrsta na Cetiri ronilacke lokacije, od kojih je jedna
vrsta (Chromis chromis) prevladava. MoZemo zakljuciti da je smanjenje prirodnih predatora utjecalo na
povecanje brojnosti vrste Chromis chromis, a nadalje svojim djelovanjem na iscrpljivanja zaliha
zooplanktona i hranjenjem jajascima drugih riba, Chromis chromis dodatno doprinosi u smanjenju
brojnosti i prisutnosti ostalih vrsta riba.

H2: Dominantna prisutnost vrsta i brojnosti jedinki koje prema kvalifikaciji rizicnosti od izumiranja spadaju
u najmanje zabrinjavajuce svojte (LC).

Rezultatima istraZivanja potvrdeno je da ogromna vecina jedinki (98,6%) pripada jednoj od 15 vrsta u
kategoriji najmanje zabrinjavajuce svojte (LC), te da samo 41 jedinka (0,8%) pripada jednoj od 3 vrste koje
su gotovo ugrozene svojte (NT).

H3: Previadavanje juvenilnih jedinki ribolovnih vrsta radi izlova odraslih jedinki.

Opazanjem je potvrdeno da procijenjena veli¢ina jedinki prisutnih ribolovnih vrsta svojom veli¢inom
veéinom spada u juvenilne vrste. Odrasle jedinke ribolovnih vrsta nisu gotovo uopée prisutne na ronilackim
lokacijama radi ribolovne aktivnosti odredene zakonima i propisima u kojima se juvenilne jedinke Stite od
izlova, ali ne i odrasle jedinke. Nadalje, utvrdeno je da kod jedne vrste (Sparus aurata) izlov juvenilnih
jedinki narusuje prirodnu ravnoteZzu medu spolovima, buduéi da je da vrsta dvospolac koja svoj Zivot
zapocinje kao muZjak i zavrsava kao Zenka,

H4: Veliku sli¢nosti izmedu prisutnosti vrsta na razli¢itim ronilackim lokacijama narocito onima koji dijele
iste biocenoze.

Rezultatima istraZivanja potvrdena je velika sli¢nost izmedu prisutnosti vrsta na Cetiri ronilacke lokacije s
vrijednosti Sorensenovog indeksa slicnosti izmedu 81,5% i 60,0%, te da je slicnost najveca izmedu dvije
ronilacke lokacije koje imaju skoro identi¢ne biocenoze (u sedam od ukupno osam transekata). Slicnost
izmedu prisutnosti vrsta Cetiri ronilacke lokacije moZzemo objasniti blizinom lokacija i prisutnoscu Siroko
rasprostranjenih vrsta. Takoder, slicnosti izmedu prisutnosti vrsta doprinosi podudarnost u biocenozama.
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Hrvatsko biolosko drustvo .
Glavici¢ Marovic L. 8. razred OS

Mentor:

Struktura ribljih zajednica u Hvarskom kanalu .
Buljan I.

Lokacija Smociguzica Smociguzica Smociguzica Smociguzica Smociguzica Smociguzica Smociguzica Smociguzica

Datum 19/10/2019 19/10/2019 19/10/2019 19/10/2019 19/10/2019 19/10/2019 19/10/2019 19/10/2019
Oznaka transekta SM_T1 SM_T2 SM_T3 SM_T4 SM_T5 SM_T6 SM_T7 SM_T8
Vrijeme (pocetak urona) 11h 11h 11h 11h 11h 11h 11h 11h
Dubina (m) 20 20 15 15 10 10 5 5
Biocenoza™* G4.3.1. G4.3.1. G4.3.1. G4.3.1. G4.3.1. G4.3.1. G4.3.1. G4.3.1.
skupina 11-20, .
tri skupine 21-50,|  skupina21-50, | skupina 101-200, ::ES:::;};S
pojedinacno 3 | skupina 51-100, pojedinacno 6 !
S skupina 51-100
pojedinacno 2
Coris julis (Linnaeus, 1758) 3 1 1 1 2 1 4 2
Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758)
Diplodus annularis (Linnaeus, 1758) 2 2 skupina 21-50
Diplodus puntazzo (Cetti, 1777) 1
skqpma 1‘1-20, 2 5
pojedinacno 3
Diplodus vulgaris (Geoffroy St Hilaire, 1817) 8 13 skupina 21-50 8 9 6
Gobius auratus (Risso, 1810) 3 1
Gobius geniporus (Valenciennes, 1837)
Gobius vittatus (Vinciguerra, 1883)
Mullus surmuletus (Linnaeus, 1758)
Parablennius rouxi (Cocco, 1833)
Sarapa sarpa (Linnaeus, 1758) skupina 21-50

Serranus cabrilla (Linnaeus, 1758)
Scorpaena notata (Rafinesque, 1810)
Scorpaena scrofa (Linnaeus, 1758)
Serranus scriba (Linnaeus, 1758) 1 1 1 4 5
§garusaurata Linnaeus, 1758) 3

icara maena (Linnaeus, 1758)

skupina 101-200,

skupina 201-500 skupina 101-200 skupina 11-20 16

Chromis chromis (Linnaeus, 1758)

Diplodus sargus sargus (Linnaeus, 1758) 6 4

skupina 11-20,

skupina 21-50 3 skupina 101-200

Spicara smaris (Linnaeus, 1758)

ondyliosoma cantharus (Linnaeus, 1758)

mphodus mediterraneus (Linnaeus, 1758)

mphodus ocellatus (Linnaeus, 1758)
&mghodusdoderleiniJordan,1890
Symphodus tinca (Linnaeus, 1758)
Thalassoma pavo Linnaeus, 1758)
Thorogobius ephippiatus (Lowe, 1839)
Scorpaena scrofa (Linnaeus, 1758)
Tripterygion tripteronotum (Risso, 1810)
Jedinke neidentificiranih vrsti 5 4 6 2 1 2

Ukupno broj identificiranih vrsta po transektu/lokaciji 6 5 8 7 4 4 4 5

* Kategorija rizicnosti od izumiranja: izumrle svojte (Extinct, EX), izumrle u prirodi (Extinct in the Wild, EW), kriticno ugroZene (Critically
Endangered, CR), ugroZene (Endangered, EN), osjetljive (Vulnerable, VU), gotovo ugroZene svojte (Near Threatened, NT), najmanje
zabrinjavajuce svojte (Least Concern, LC) i ne dovoljno poznate svojte (Data Deficient, DD).

** Nacionalna kvalifikacija stanista (Bakran-Petricioli (2011)): G.3.4.1. Biocenoza infralitoralnih sljunaka; G.3.5.1. Biocenoza naselja vrste

Posidonia oceanica; G.3.6.1. Biocenoza infralitoralnih alga; G.4.3.1.Koraligenska biocenoza; G.4.3.2. Biocenoza polutamnih Spilja.
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Hrvatsko biolosko drustvo

Glavici¢ Marovic L. 8. razred OS
e . . Mentor:
Struktura ribljih zajednica u Hvarskom kanalu .
Buljan I.
Lokacija Tatinja Tatinja Tatinja Tatinja Tatinja Tatinja Tatinja Tatinja
Datum 20/10/2019 20/10/2019 20/10/2019 20/10/2019 20/10/2019 20/10/2019 20/10/2019 20/10/2019
Oznaka transekta TA_T1 TA_T2 TA_T3 TA_T4 TA_T5 TA_T6 TA_T7 TA_T8
Vrijleme (pocetak urona) 11h 11h 11h 11h 11h 11h 11h 11h
Dubina (m) 20 20 15 15 10 10 5 5
Biocenoza* G.3.6.1. G.3.6.1. G.3.6.1. G.3.6.1. G.36.1. G.3.6.1. G.3.6.1. G.3.4.1.

tri skupine 11-20,
tri skupine 11-20, skupina 11-20, dvije skupine 51-
pojedinacno 28 pojedinacno 26 | 100, pojedinacno
32

Coris julis (Linnaeus, 1758) 6 2 5 2 7 4 7

Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758)

dvije skupine 11-
Chromis chromis (Linnaeus, 1758) 12 dvije skupine 11-20| 20, skupina 21-50,
pojedinaéno 24

tri skupine 11-20,
skupina 21-50,
pojedinacno 11

dvije skupine 11-
20, pojedinacno 17

skupina 21-50,
skupina 11-20, skupina 11-20
pojedinacno 11

dvije skupine 11-

Diplodus annularis (Linnaeus, 1758) 8 1 1 20, pojedinaéno 35

Diplodus puntazzo (Cetti, 1777)
Diplodus sargus sargus (Linnaeus, 1758)

skupina 11-20,

Diplodus vulgaris (Geoffroy St Hilaire, 1817) 5 2 5 3 skupina 21-50, 1 6 17
pojedinacno 5

Gobius auratus (Risso, 1810) 2 1 4 4 2

Gobius geniporus (Valenciennes, 1837) 2 1 2

Gobius vittatus (Vinciguerra, 1883)
Mullus surmuletus (Linnaeus, 1758)
Parablennius rouxi (Cocco, 1833)
Saragasarga Linnaeus, 1758)
Serranus cabrilla (Linnaeus, 1758)
Scorpaena notata (Rafinesque, 1810) 1
Scorpaena scrofa (Linnaeus, 1758)
Serranus scriba (Linnaeus, 1758) 3 1 2 10
skupina 21-50,
pojedinacno 7

Sparus aurata (Linnaeus, 1758) 14 1 1"

Spicara maena (Linnaeus, 1758) 5
skupina 21-50,
dvije skupine 51-
100, skupina 101-
200

tri skupine 11-20,
skupina 21-50, 1
pojedinaéno 8

Spicara smaris (Linnaeus, 1758)

Spondyliosoma cantharus (Linnaeus, 1758)
Symphodus mediterraneus (Linnaeus, 1758) 1
| Symphodus ocellatus (Linnaeus, 1758)
mphodus doderleini Jordan, 1890
gmghudustmca Linnaeus, 1758)
Thalassoma pavo (Linnaeus, 1758)
Thorogobius ephippiatus (Lowe, 1839)
Scurgaena scrofa (Linnaeus, 1758)

Tripterygion tripteronotum (Risso, 1810) 1
Jedinke neidentificiranih vrsti 3 4
Ukupno broj identificiranih vrsta po transektu/lokaciji 4 4 6 7 7 9 8 7

* Kategorija rizicnosti od izumiranja: izumrle svojte (Extinct, EX), izumrle u prirodi (Extinct in the Wild, EW), kriticno ugroZene (Critically
Endangered, CR), ugroZene (Endangered, EN), osjetljive (Vulnerable, VU), gotovo ugroZene svojte (Near Threatened, NT), najmanje
zabrinjavajuce svojte (Least Concern, LC) i ne dovoljno poznate svojte (Data Deficient, DD).

** Nacionalna kvalifikacija stanista (Bakran-Petricioli (2011)): G.3.4.1. Biocenoza infralitoralnih sljunaka; G.3.5.1. Biocenoza naselja vrste
Posidonia oceanica; G.3.6.1. Biocenoza infralitoralnih alga; G.4.3.1.Koraligenska biocenoza; G.4.3.2. Biocenoza polutamnih Spilja.
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Glavici¢ Marovic L.

8. razred OS

Struktura ribljih zajednica u Hvarskom kanalu

Mentor:
Buljan I.

Lokacija

Golublja $pilja

Golublja $pilja

Golublja $pilja

Golublja $pilja

Golublja 8pilja

Golublja $pilja

Golublja 8pilja

Golublja $pilja

Datum

211102019

2110/2019

2110/2019

21/10/2019

21/110/2019

21/10/2019

211102019

21/10/2019

Oznaka transekta

GS_T1

GS_T2

GS_T3

GS_T4

GS_T5

GS_T6

GS_T7

GS_T8

Vrijeme (pocetak urona)

11h

11h

11h

11h

11h

11h

11h

11h

Dubina (m)

20

20

15

15

10

10

5

5

Biocenoza™

G36.1.

G36.1.

G.36.1.

G36.1.

G.36.1.

G36.1.

G432

G34.1.

Chromis chromis (Linnaeus, 1758)

skupina 100-200,
pojedinacno 20

dvije skupina 11-
20, skupina 21-50,
pojedinacno 11

Cetiri skupine 11-
20, pojedinacno 12

Cetiri skupine 11-
20, pojedinaéno 19

skupina 100-200,
skupina 31-50,
skupina 11-20,
pojedinaéno 21

skupina 51-100,
skupina 21-50,
skupina 14

tri skupine 21-50,
skupina 51-100,
pojedinacno 38

Coris julis (Linnaeus, 1758)

6

4

17

3

10

12

Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758)

Diplodus annularis (Linnaeus, 1758)

skupina 11-20,
skupina 51-100,
poijedinacno 7

Diplodus puntazzo (Cetti, 1777)

Diplodus sargus sargus (Linnaeus, 1758)

Diplodus vulgaris (Geoffroy St Hilaire, 1817)

Gobius auratus (Risso, 1810)

Gobius geniporus (Valenciennes, 1837)

Gobius vittatus (Vinciguerra, 1883)

Mullus surmuletus (Linnaeus, 1758)

Parablennius rouxi (Cocco, 1833)

Sarapa sarpa (Linnaeus, 1758)

Serranus cabrilla (Linnaeus, 1758)

Scorpaena notata (Rafinesque, 1810)

Scorpaena scrofa (Linnaeus, 1758)

Serranus scriba (Linnaeus, 1758)

4

4

Sparus aurata (Linnaeus, 1758)

skupina 11-20

skupina 11-20,
poijedinacno 2

Spicara maena (Linnaeus, 1758)

Spicara smaris (Linnaeus, 1758)

skupina 11-20,
skupinna 21-50,
pojedinacno 15

dvije skupine 11-
20, pojedinacno 16

skupina 11-20

skupinan 21-50

skupina 11-20

Spondyliosoma cantharus (Linnaeus, 1758)

Symphodus mediterraneus (Linnaeus, 1758)

Symphodus ocellatus (Linnaeus, 1758)

Symphodus doderleini Jordan, 1890

Symphodus tinca (Linnaeus, 1758)

Thalassoma pavo (Linnaeus, 1758)

Thorogobius iatus (Lowe, 1839)

Scorpaena scrofa (Linnaeus, 1758)

Tripterygion tripteronotum (Risso, 1810)

Jedinke neidentificiranih vrsti

2

Ukupno broj identificiranih vrsta po transektu/lokaciji 6

11

10

* Kategorija rizicnosti od izumiranja: izumrle svojte (Extinct, EX), izumrle u prirodi (Extinct in the Wild, EW), kriticno ugroZene (Critically
Endangered, CR), ugroZene (Endangered, EN), osjetljive (Vulnerable, VU), gotovo ugroZene svojte (Near Threatened, NT), najmanje
zabrinjavajuce svojte (Least Concern, LC) i ne dovoljno poznate svojte (Data Deficient, DD).
** Nacionalna kvalifikacija stanista (Bakran-Petricioli (2011)): G.3.4.1. Biocenoza infralitoralnih sljunaka; G.3.5.1. Biocenoza naselja vrste
Posidonia oceanica; G.3.6.1. Biocenoza infralitoralnih alga; G.4.3.1.Koraligenska biocenoza; G.4.3.2. Biocenoza polutamnih Spilja.
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Hrvatsko biolosko drustvo

Glavici¢ Marovic L. 8. razred OS
e . . Mentor:
Struktura ribljih zajednica u Hvarskom kanalu .
Buljan I.
Lokacija Zlatnirat Zlatnirat Zlatnirat Zlatnirat Zlatnirat Zlatnirat Zlatni rat Zlatnirat
Datum 24/10/2019 25/10/2019 26/10/2019 27/10/2019 28/10/2019 29/10/2019 30/10/2019 31/10/2019
Oznaka transekta ZR_T1 ZR_T2 ZR_T3 ZR_T4 ZR_T5 ZR_T6 ZR_T7 ZR_T8
Vrijeme (pocetak urona) 11h 11h 11h 11h 11h 11h 11h 11h
Dubina (m) 20 20 15 15 10 10 5 5
Biocenoza™ G.35.1. G.35.1. G.35.1. G.35.1. G.35.1. G.36.1. G.36.1. G34.1.

tri skupine 21-50,
dvije skupine 11-

skupina 11-20, skupina 11-20, dvije skupine 21-

Chromis chromis (Linnaeus, 1758) pojedinacno 2 pojedinaéno 19 18 50, pojedinacno 6 20,|e5d1n_e;§;\11p|na
pojedinaéno 10

Coris julis (Linnaeus, 1758) 4 3 2 2 16 9 10 4

Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758)

Diplodus annularis (Linnaeus, 1758) 1 2 3 4 3 skupina 21-50

Diplodus puntazzo (Cetti, 1777)

Diplodus sargus sargus (Linnaeus, 1758)

Diplodus vulgaris (Geoffroy StHilaire, 1817) 1 3 2

Gobius auratus (Risso, 1810)

Gobius geniporus (Valenciennes, 1837) 1 2 1 3

Gobius vittatus (Vinciguerra, 1883)

Mullus surmuletus (Linnaeus, 1758)

Parablennius rouxi (Cocco, 1833)

Sarapa sarpa (Linnaeus, 1758) 1

Serranus cabrilla (Linnaeus, 1758)

Scorpaena notata (Rafinesque, 1810)

Scorpaena scrofa (Linnaeus, 1758)

Serranus scriba (Linnaeus, 1758) 1 1 2 4 1

Sparus aurata (Linnaeus, 1758) skupina 21-50 7

Spicara maena (Linnaeus, 1758)

Spicara smaris (Linnaeus, 1758)
Spondyliosoma cantharus (Linnaeus, 1758)
Symphodus mediterraneus (Linnaeus, 1758)
Symphodus ocellatus (Linnaeus, 1758)
Symphodus doderleini Jordan, 1890
Symphodus tinca (Linnaeus, 1758)
Thalassoma pavo (Linnaeus, 1758)
Thorogobius ephippiatus (Lowe, 1839) 2
Scorpaena scrofa (Linnaeus, 1758)
Tripterygion tripteronotum (Risso, 1810)
Jedinke neidentificiranih vrsti

Ukupno broj identificiranih vrsta po transektu/lokaciji 3 5 4 3 5 3 4 8

* Kategorija rizicnosti od izumiranja: izumrle svojte (Extinct, EX), izumrle u prirodi (Extinct in the Wild, EW), kriticno ugroZene (Critically
Endangered, CR), ugroZene (Endangered, EN), osjetljive (Vulnerable, VU), gotovo ugroZene svojte (Near Threatened, NT), najmanje
zabrinjavajuce svojte (Least Concern, LC) i ne dovoljno poznate svojte (Data Deficient, DD).

** Nacionalna kvalifikacija stanista (Bakran-Petricioli (2011)): G.3.4.1. Biocenoza infralitoralnih sljunaka; G.3.5.1. Biocenoza naselja vrste
Posidonia oceanica; G.3.6.1. Biocenoza infralitoralnih alga; G.4.3.1.Koraligenska biocenoza; G.4.3.2. Biocenoza polutamnih Spilja.
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Societas biologorum croatica iz biologije
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ZUCENJE SMOKVE

Karmen Jelovic¢ i Dora Sovulj, 7. razred

Osnovna $kola Josip Pupaci¢, Omis
Mentor: Tamara Banovic¢

SAZETAK

Tijekom posljednjih pet godina motrimo i biljeZimo fenoloske promjene na jedinki smokve (Ficuc carica L.) koja se nalazi na
juznoj strani skolskog dvorista i koja je izloZzena sunc¢evom zracenju tijekom cijeloga dana. IstraZivanje je obavljeno tijekom
razdoblja Zucenja lis¢a, u razdoblju od listopada do prosinca 2019. godine. Cilj rada bio je odrediti prisutnost biljnih pigmenata
u razli¢ito obojenim listovima smokve tijekom Zuéenja. Promjene su se pratile na tri razine: (i) vizualna promjena boje li¢a,
(ii) uocCavanije biljnih pigmenata u stanicama lista koristenjem mikroskopa i pametnog telefona te (iii) odjeljivanje i odredivanje
pigmenata metodom kromatografije na papiru. Rezultati kromatografije na papiru pokazuju da su u zeleno obojenim
listovima, osim dvije vrste klorofila, uvijek prisutni i ksantofili i karotenoidi, odnosno Zuti i narancasti pigmenti. Takvi pigmenti
vidljivi su i mikroskopom, ali samo u svijetlo zeleno obojenim listovima, dok su u tamno zelenim listovima mikroskopom vidljivi
samo zeleni pigmenti. U smedim i Zutim listovima izostaje prisutnost zelenih pigmenata te se moze zakljuciti da se u tako
obojanim listovima klorofil razgraduje i nestaje.

Klju€ne rijeci: biljni pigmenti; klorofil; Zucenje lis¢a; kromatografija
UuvoD

Tijekom pet posljednjih godina, u okviru GLOBE programa koji djeluje u nasoj skoli, motrimo i biljeZimo
fenoloske promjene smokve (Ficus carica L.). Smokva je listopadna biljka, prirodno rasprostranjena na
podrucju starog svijeta Sirom toplijih krajeva te je nezaobilazna biljka mediteranskog podrucja. O dugoj
tradiciji uzgoja smokve u Dalmaciji svjedoci edikt cara Dioklecijana iz 301. godine koji potvrduje da se
u ovim podrucjima smokva uzgajala jako davno (GVA, 2018). Smokva je otporna na susu i ne zahtijeva
bogato, plodno tlo. Zivotni vijek joj je oko 200 godina. Naj¢e$ce dolazi u obliku grma, iznimno joj stablo
moze narasti i do 10 m visine, tvoredi Siroku krosnju s jako razvijenim, dugim no slabo razgranatim
granama. Listovi su naizmjenicni, rastu na vrhovima grana, na peteljci dugoj 3 — 6 cm, jednostavni su,
duZine 10 — 25 cm, duboko usjeceni ¢ime su podijeljeni na 3 — 5 reZnjeva. Pri osnovi su srcoliki ili ravni,
na rubovima cjeloviti, koZasti, na licu tamnozeleni i hrapavo dlakavi, a nali¢je im je svijetlozeleno i malo
dlakavo (Priroda i biljke, 2020).

Jedinka smokve na kojoj pratimo fenoloske promjene u okviru GLOBE programa visoka je 7,2 m,
razgranjena, Sirine kroSnje promjera oko 3 m. Raste na tlu kojega smo, prema GLOBE protokolu,
odredili kao pjeskovitu ilovacu. Vrsta tla na kojem smokva raste odredivana je prije pocetka fenoloskih
motrenja, u ozujku 2016. godine i to dvjema metodama: sedimentacijom u menzuri i metodom probe
prstima (feel metoda). Promatrano stablo smokve smjesteno je na juznoj strani Skolskog vrta,
nezaklonjeno i izloZeno sunéevom zracCenju tijekom citavoga dana. Koristeéi GLOBE protokole, tijekom
godine, biljezZimo pojavu prvih pupova i mjerimo prirast duljine lista u centimetrima te pojavu Zucenja
i otpadanja listova. Pupanje i ozelenjavanje pratimo od pocetka oZujka, dok Zuéenje lista pratimo od
pocetka listopada. Ovisno o vremenskim uvjetima, vrijeme fenoloskih promjena razlikuje se od godine
do godine.

Pigmenti ili bojila su tvari razli¢itog kemijskog sastava koji daju boju razli¢itim tvorevinama u Zivom
svijetu jer selektivno apsorbiraju i reflektiraju svjetlost odredenih valnih duljina. Tako, primjerice, tvar
plave boje upija (apsorbira) zeleni i crveni spektar sunevog zracenja, a odbija (reflektira) plavi dio
spektra te ju zato i vidimo plavo obojenu (Radié¢ i Pongrac Stimac, 2016).

Jelovi¢ K., Sovulj D. 2020. Zuéenje smokve. Bioznalac 6: 18-26 18



Hrvatsko biolosko drustvo

Jelovic K., Sovulj D. 7. razred O%
‘ \ Zuéenje smokve Mentor:
: Banovic¢ T.

Zeleni pigmenti u biljnoj stanici nazivaju se klorofili, u najveéoj koncentraciji su zastupljeni klorofil a i

klorofil b. Klorofili apsorbiraju valne duljine crvene i plave boje pa stoga naSem oku izgledaju zelene
boje. Molekule klorofila nisu stabilne te ih jaka sunceva svjetlost lako unisti. Zbog toga biljna stanica
mora proizvoditi nove molekule klorofila. Osim klorofila, u biljnoj stanici postoje i drugi pigmenti.
Veliku skupinu pigmenata tvore karotenoidi koje dijelimo u dvije skupine: Zute pigmente ksantofile i
narancaste pigmente karotenoide (Vrtlarija Kaliéi, 2010).

Priblizavanjem jeseni, pokrece se Citav niz metabolic¢kih procesa kod biljaka, a najuocljivija promjena
kod listopadnih stabala je promjena boje liséa i njihovo opadanje. Buduci da biljke u svojim listovima
sadrzZe zeleni biljni pigment klorofil, koji je vazan za proces fotosinteze i opstanak biljaka, zanimalo nas
je nestaje li klorofil iz lis¢a nakon Sto zapocne njihovo Zuéenje. IstraZivacka pitanja koja smo si postavili
su: Je li klorofil prisutan u listu smokve nakon sto ono pocne Zutiti? Jesu li u zelenom listu prisutni i neki
drugi biljni pigmenti osim klorofila?

Cilj je ovoga rada odrediti prisutnost biljnih pigmenata u razli¢ito obojenim listovima smokve tijekom
Zuéenja. Nasa je pretpostavka da u zelenom listu smokve, osim klorofila, postoje i neki drugi biljni
pigmenti. Takoder, pretpostavljamo da tijekom Zuéenja iz lista nestaje klorofil i da su u Zuto, narancasto
i smede obojenim listovima prisutne druge vrste pigmenata.

METODE
Podrucje i razdoblje istrazivanja

IstraZzivanje se provodilo od pocetka listopada do polovine prosinca 2019. godine na jedinki smokve
(Ficus carica L.), koja je samonikla biljka, smjestena u juznom dijelu Skolskog dvorista (geografska Sirina:
43.44309 sjeverno, geografska duZina: 16.6921 isto¢no, nadmorska visina: 2 m n.m.).

Koncem je oznadeno 30 listova smokve na kojima se prate promjene. OpaZanja su obavljana na tri
razine: makroskopski - vizualno opaZanje Zucenja (green down), mikroskopski - uo€avanje pigmenata
u stanicama listova pomoc¢u mikroskopa i pametnog telefona te odjeljivanje pigmenata iz alkoholnog
ekstrakta metodom kromatografije na papiru.

Zucenje lis¢a (green down)

Zucenje (green down) se prati na 30 oznadenih listova. Promjena boje biljezi se na prvih deset
oznacenih i numeriranih listova prema priloZenoj karti boja (slika 1). Ostalih dvadeset listova koristi se
za izradu mikroskopskih preparata i odvajanje biljnih pigmenata metodom kromatografije na papiru.

Koristeéi GLOBE protokole za Zucenje lis¢a usporedivana je boja oznacenih i numeriranih listova s
kartom boja. Boja lista je odredena na nacin da se najveéi dio povrsSine lista bojom preklapa s
odredenom bojom na karti te mu je pridruZzena odgovarajuca Sifra s karte boja (GLOBE, 19944, b).
Opazanja su obavljana dva do tri puta tjedno, pocevsi od 1. listopada 2019. godine i motrenje za svaki
list traje do njegovog opadanja sa stabla. Vodena je evidencija za svaki od deset oznacenih listova, tako
da se u pripremljenu tablicu uz datum upisivala odredena oznaka boje s karte za svaki od promatranih
listova.
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Mikroskopiranje stanica lista smokve

Tijekom Zucenja lista smokve, izradeni su mikroskopski preparati tankih presjeka razli¢ito obojenih
listova. Na predmetno stakalce stavlja se kapljica vode. List se prereze tako da se razdvoji tanka koZica.
Tanki, gotovo prozirni dio lista stavi se u pripremljenu kapljicu vode na predmetnom stakalcu i pokrije
pokrovnim stakalcem. Tako pripremljeni uzorci promatraju se mikroskopom za pametni telefon
povecanja 60 x. Za promatranje se u radu koristio pametni telefon Samsung Galaxy S10, kojim se
fotografira slika uveéanog mikroskopskog preparata. Na fotografijama se uocavaju biljne stanice koje
sadrzavaju pigmente razli¢itih boja. lzradena su po tri mikroskopska preparata od svih listova
oznacenih razli¢itom oznakom s karte boja. Za izradu mikroskopskih preparata koristeni su koncem
oznaceni, ali ne numerirani listovi koji se bojom preklapaju s ozna¢enim numeriranim listovima.

Odvajanje biljnih pigmenata metodom kromatografije

Kako bi se ispitala i prisutnost pigmenata koji se ne mogu uociti okom ili mikroskopom, koristila se
metoda odvajanja biljnih pigmenata metodom kromatografije. Kromatografija je metoda razdvajanja
tvari iz homogenih smjesa koja se temelji na razli¢itoj brzini putovanja molekula ili iona nosenih
otapalom po nepokretnoj fazi. Pojedini sastojci smjese putuju razli¢itom brzinom i na taj nacin se
odijele (Rudarska, 2018).

List odredene boje, kojem se odreduju pigmenti, usitni se Skarama, izrezujuéi tanke, kratke trake.
Usitnjenim liS¢em napuni se tarionik, doda 5 ml 96%-tnog alkohola etanola te bati¢em usitnjava i
mijesa sadrzaj desetak minuta. Sadrzaj se ostavi mirovati te se nakon 30 min profiltrira. Filtrat je
otopina alkohola i biljnih pigmenta ekstrahiranih iz listova te je otopina uglavhom zeleno, a ponekad i

Bioznalac 6:18-26 Drzavno natjecanje iz biologije 2020. | 20



Hrvatsko biolosko drustvo

Jelovic K., Sovulj D. 7. razred O%
‘ \ Zuéenje smokve Mentor:
: Banovic¢ T.

Zuckasto ili smede obojana. Filtrat se profiltrira u laboratorijsku ¢asu, koja se uroni u vru¢u vodenu

kupelj, kako bi se omogucilo hlapljenje alkohola. Nakon 30 minuta, ¢asa s alkoholom se izvadi iz vodene
kupelji i ohladi. Pripremi se filter papir za kromatografiju, tako da se izrezu trake 1 cm Siroke i 12 cm
dugacke. Na visini 2 cm od dna papira, olovkom se oznadi tzv. startna linija. Rubom kovanice se prijede
preko ohladene smjese alkohola i biljnih pigmenata te se kovanicom prijede preko startne linije i
priceka da se naneseni sadrzaj osusi. Zatim se papir s uzorkom stavi u epruvetu, u koju se prethodno
ulije 1 ml 96%-tnog alkohola etanola (Radi¢ i Pongrac Stimac, 2016). Razina alkohola, koja je inicijalno
bila ispod startne linije, nakon kratkog vremena se pocinje uzdizati na papiru za kromatografiju, prelazi
preko nanesenog uzorka i sa sobom nosi boju. Biljna boja je homogena smjesa razli¢itih pigmenata koji
se krecu razlicitom brzinom noSeni otapalom alkoholom. Kromatografija na papiru zasniva se na
razdiobi tvari koju razdjeljujemo (npr. ekstrakt pigmenata) izmedu otapala kao teku¢e mobilne faze
(alkohol etanol) i stacionarne faze krutog adsorbensa (filtar-papir). Kod ovakve kromatografije, otapalo
se uspinje uz papir zbog kapilarnih sila, prenoseci bolje topljive tvari iz smjese dalje od startne linije.
Slabije topljive tvari u smjesi otapalo ¢e sporije otopiti te samim time i prenijeti kraéi dio puta. Tesko
topive tvari ¢e s otapalom prevaliti najmanji dio puta. Mjesto na koje nanosimo uzorak naziva se start,
a fronta je mjesto najvece udaljenosti mobilne faze (otapala) od starta. Brzina prolaska tvari po papiru
proporcionalna je prijedenom putu. O brzini prelaska tvari moZemo zakljuciti iz omjera prijedenog puta
tvari od starta i udaljenosti fronte od starta (Lisjak i sur., 2009). Kada je otapalo zaustavilo svoje
kretanje, papir za kromatografiju se izvadi iz epruvete i pusti da se osusi kroz nekoliko minuta. Nakon
susenja, na papiru za kromatografiju vidljivo je onoliko tragova boje koliko pigmenata ima u listu biljke.
Ravnalom se mijeri udaljenost koju je doseglo otpalo i udaljenost koju je dosegao pigment te se
izraCunava faktor zaostajanja za pojedine pigment . Faktor zaostajanja (Rf) jednak je omjeru udaljenosti
koju je dosegao pigment i udaljenosti koju je doseglo otapalo.

REZULTATI

U razdoblju od 1. listopada 2019. godine, zabiljeZene su promjene boja deset listova jedinke smokve
(Ficus carica L.) tijekom Zuéenja. Promjene su biljeZzene sve do trenutka otpadanja lis¢a. Rezultati su
prikazani u tablici 1. Listovi oznaceni brojevima 1, 2, i 3, koji su se nalazili na najnizem poloZaju u krosnji,
ujednaceno su mijenjali boju od pocetka pracenja do 4. studenoga 2019., kada se pocinje uocavati
razlika u boji prilikom Zuéenja. Ovi listovi su otpali medu posljednjima, u razdoblju od 2. do 16. prosinca
2019. Listovi oznaceni brojevima od 4 do 7 nalazili su se u srednjem dijelu kro$nje stabla, mijenjali su
boju nejednako, otpali su medu prvima te su i otpadali s ve¢im vremenskim odmakom, od 18. listopada
do 25. studenoga 2019. Listovi koji su se nalazili najviSe u krosnji, oznaceni brojevima 8, 9 i 10 mijenjali
su boju uglavnom jednoliko i svi su otpali sa stabla u jednom danu, 19. studenog 2019. godine.

Datum List 1 List 2 List 3 List 4 List 5 List 6 List 7 List 8 List 9 List10
1.10.19. 5GY 5GY 5GY 5GY 5G 5GY 5GY 5G 5GY 5GY
3/2 3/2 3/2 3/2 4/2 3/2 3/2 4/2 3/2 3/2
4.10.19. 5GY 5GY 5GY 5GY 5G 5GY 5GY 5G 5GY 5GY
3/2 4/8 3/2 3/2 4/2 3/2 4/8 4/2 3/2 3/2
9.10.19. 5GY 5GY 5GY 5GY 5G 5GY 5GY 5GY 5GY 5GY
3/2 4/8 3/2 3/2 4/2 3/2 4/8 4/8 3/2 3/2
11.10.19. 5GY 5GY 5GY 5GY 5GY 5GY 5GY 5GY 5GY 5GY
3/2 4/8 3/2 4/8 3/2 3/2 4/8 4/8 3/2 3/2
14.10.19. 5GY 5GY 5GY 5GY 5GY 5GY 5GY 5GY 5GY 5GY
3/2 4/8 3/2 4/8 3/2 3/2 4/8 4/8 3/2 3/2
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16.10.19. 5GY 5GY 5GY 2.5Y 5GY 5GY otpao 5GY 5GY 5GY
3/2 4/8 4/8 8/12 3/2 3/2 4/8 3/2 3/2
18.10.19. 5GY 5GY 5GY 2.5Y 5GY 5GY 5GY 5GY 5GY
3/2 4/8 4/8 8/12 3/2 3/2 4/8 3/2 3/2
21.10.19 5GY 5GY 5GY 2.5Y 5GY 5GY 5GY 5GY 5GY
3/2 4/8 7/12 8/12 3/2 3/2 5/10 4/8 3/2
23.10.19. 5GY 5GY 5GY 2.5Y 5GY 5GY 5GY 5GY 5GY
6/10 4/8 7/12 8/6 3/2 3/2 5/10 4/8 3/2
25.10.19. 5GY 5GY 5GY 2.5Y 7.5YR 5GY 5GY 5GY 5GY
6/10 4/8 7/12 8/6 3/4 3/2 5/10 4/8 3/2
28.10.19. 5GY 5GY 5GY 2.5Y 7.5YR 7.5YR 5GY 5GY 5R
6/10 4/8 7/12 8/6 3/4 3/4 5/10 5/10 %
31.10.19. 5GY 5GY 5GY otpao 7.5YR 7.5YR 5GY 5GY 5R
6/10 5/10 7/12 % 3/4 5/10 5/10 %
4.11.19. 5GY 5GY 2.5Y otpao 7.5YR 5GY 5GY 5R
6/10 5/10 6/6 3/4 6/10 5/10 %
6.11.19. 5GY 5GY 2.5Y 7.5YR 5YR 5YR 5R
6/10 5/10 6/6 3/4 7/12 7/12 %
8.11.19. 5R 5GY 2.5Y 7.5YR 5YR 5YR 5R
3/4 5/10 6/6 3/4 7/12 7/12 %
11.11.19. 5R 5GY 2.5Y 5R 5YR 5YR 5R
3/4 5/10 6/6 3/4 7/12 7/12 %
13.11.19. 5R 2.5Y 2.5Y 5R 2.5Y 2.5Y 5R
3/4 8/12 8/12 3/4 8/12 8/12 %
15.11.19. 5R 2.5Y 2.5Y 5R 2.5Y 2.5Y 5R
3/4 8/12 8/12 3/4 8/12 8/12 %
19.11.19. 5R 2.5Y 2.5Y 5R otpao otpao otpao
3/4 8/12 8/12 3/4
22.11.19. 5R 2.5Y 2.5Y otpao
3/4 8/12 8/12
25.11.19. 5R 2.5Y 2.5Y
3/4 8/12 8/12
27.11.19. 5R 2.5Y 2.5Y
3/4 8/12 8/12
29.11.19. 5R 2.5Y 2.5Y
3/4 8/12 8/12
2.12.19. otpao 2.5Y otpao
8/12
4.12.19. 2.5Y
8/12
6.12.19 2.5Y
8/12
9.12.19. 2.5Y
8/12
12.12.19. 2.5Y
8/12
16.12.19. otpao

Za svaki list kojem je pridruzena Sifra s karte boja, pronaden je isto ili vrlo slicno obojani list i napravljen
je mikroskopski preparat tankog prereza lista i za isti list ekstrahirani su biljni pigmenti te je napravljena
koromatografija na papiru. Faktor zaostajanja za pojedini pigment izracunat je kao omjer udaljenosti
koju je presao pigment (b) i udaljenosti koju je preslo otapalo (a). Rezultati su prikazani u tablici 2.

Iz tablice 2 vidljivo je da se na mikroskopskim preparatima tamno obojanih listova, koji su na koristenoj
karti boja oznaceni Siframa 5GY 3/2, 5G 4/2 i 5GY 4/8, uocavaju samo zeleni pigmenti, dok se
kromatografijom odvajaju ¢ak Cetiri pigmenta: dvije nijanse zelenih pigmenata, Zuti i Zuto-narancasti
pigment. Iz listova svijetlo zelenih boja (5GY 7/12, 5GY 5/10, 5GY 6/10i 2.5Y 6/6), kromatografijom se
takoder odvajaju Cetiri vrste pigmenata na papiru, dok se na mikroskopskom preparatu mogu uociti
dvije nijanse zelenih pigmenata i Zuti pigmenti. Zuto obojani list (2.5 Y 8/12) pod mikroskopom ima
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vidljive dvije vrste pigmenata: svijetlo Zuti i tamno Zuti odnosno Zuto-narancasti. Kromatografijom na

papiru takoder se izdvajaju Zuti i narancasti pigmenti, dok zelenih pigmenata nema. U smede obojanim

listovima (7.5Y 3/4 i 5R 3/4) na mikroskopskom preparatu uodava se i smede obojani pigment, a uz

smedi, kromatografijom se odvajaju i Zuti i Zuto-narancasti pigmenti, dok zeleni pigmenti nisu uocljivi.

Tablica 2 Usporedni prikaz rezultata praéenja promjene boje lis¢éa smokve tijekom Zuéenja: promjena boje prema karti
boja, fotografija mikroskopskog preparata i rezultat kromatografije na papiru

Datum i Sifra Fotografija filtar- Udaljenost
boje lista . Fotografija mikroskopskog papira nakon u cm koju Udalje:gst Rf - faktor
prema karti preparata kromato-grafije Pigmenti su presli uem ?IJU zaostajanja
boja pigmenti Je presio Rf=b/a
(b) otapalo (a)

1.10.19. klorofil b 2,7cm 6 cm 0,45
klorofil a 4,0cm 6cm 0,66

5GY ksantofil 4,3 cm 6cm 0,71
karoten 5,4cm 6cm 0,90

3/2

1.10.19. klorofil b 2,6 cm 6. cm 0,43
klorofil a 3,8cm 6 cm 0,63

5G ksantofil 4,3cm 6 cm 0,71
karoten 5,5cm 6cm 0,92

4/2

4.10.19.

5GY klorofil b 2,8 cm 6,2cm 0,45

4/8 klorofil a 3,9cm 6,2cm 0,63
ksantofil 4,5cm 6,2 cm 0,72
karoten 5,6cm 6,2 cm 0,90
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2.5Y ksantofil 4,6 cm 6,5cm 0,71
karoten 5,9cm 6,5 cm 0,91
8/12
21.10.19.
5GY klorofil b 2,8cm 6,1cm 0,46
klorofil a 4,0cm 6,1cm 0,65
7/12 ksantofil 4,4 cm 6,1cm 0,72
karoten 5,7cm 6,1cm 0,93
23.10.19.
5GY klorofil b 2,9cm 6,5cm 0,46
klorofil a 4,2 cm 6,5cm 0,65
6/10 ksantofil 4,6 cm 6,5cm 0,71
karoten 6,1 cm 6,5cm 0,94
23.10.19.
5GY klorofil b 2,8 cm 6,2cm 0,45
klorofil a 4,0cm 6,2cm 0,64
5/10 ksantofil 4,4 cm 6,2 cm 0,72
karoten 5,7cm 6,2 cm 0,92
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25.10.19
7.5YR ksantofil 4,5cm 6,1cm 0,72
3/4 karoten 5,6 cm 6,1cm 0,91
antocijan 59cm 6,1cm 0,97
25.10.19
2.5Y klorofil b 2,8cm 6,5cm 0,43
8/6 klorofil a 4,2 cm 6,5cm 0,65
ksantofil 4,6 cm 6,5cm 0,71
karoten 6,1 cm 6,5cm 0,94
28.10.19
5R ksantofil 4,7 cm 6,4 cm 0,73
3/4 karoten 58cm 6,4 cm 0,91
antocijan 6,2cm 6,4 cm 0,97
6.11.19
2.5Y klorofil b 2,8 cm 6,1cm 0,46
klorofil a 4,0cm 6,1cm 0,65
6/6 ksantofil 4,4 cm 6,1cm 0,72
karoten 5,7cm 6,1 cm 0,93
RASPRAVA

Pracenjem Zucenija liS¢a smokve (Ficus carica L.), smjeStene na juznoj strani Skolskog dvorista uocava
se pojava Zucenja lis¢a od sredine listopada, a proces odbacivanja lis¢a traje do polovice prosinca.
Prema rezultatima provedenog istraZivanja utvrdeno je da na mikroskopskim preparatima vizualno
zeleno obojanih listova, dominiraju zeleni pigmenti. Na pojedinim mikroskopskim preparatima mogu
se uociti svijetlo zeleni i tamno zeleni pigmenti, dok se u jako tamno obojanim listovima ne uocava
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takva razlika ve¢ dominira tamno zeleni pigment. Na mikroskopskim preparatima nacinjenim od

svijetlozeleno obojanih listova mogu se uociti i Zuti pigmenti koji okom nisu vidljivi. Metodom
kromatografije na papiru u zelenim listovima, uz tamniji klorofil a i svjetliji klorofil b, u zelenim listovima
izdvojeni su i Zuti pigmenti ksantofili i Zuto-narancasti pigmenti karotenoidi. Takvi rezultati u skladu su
s nasom pretpostavkom, ali i s dosadasnjim saznanjima (Lisjak i sur., 2009; Radi¢ i Pongrac Stimac,
2016). Promjenom boje lis¢a, mijenja se i sastav biljnih pigmenata na nacin da zeleni pigmenti klorofil
a i b propadaju pa Zuti i narancasti pigmenti postaju vidljivi mikroskopom te se izdvajaju i na filtar-
papiru metodom kromatografije. Tom metodom potvrduje se nedostatak klorofila u Zuto obojenom
liS¢u, Sto je u skladu s nasom pretpostavkom. U smedim listovima, uz ksantofile i karotenoide,
metodom kromatografije izdvajaju se i smedi pigmenti koji nastaju procesom Zucenja lis¢a, a isti su
vidljivi mikroskopom. Prema Lisjak i sur. (2009), na papiru za kromatografiju prvo se odvajaju pigmenti
kojim imaju najmanju topljivost u otpalu. U nasem slucaju prvo se odvajao svijetlo zeleni pigment
klorofil b, a potom i klorofil a, koji ima tamno zelenu boju. Bolju topljivost ima Zuti pigment ksantofil
koji se izdvaja tredi, a Cetvrti po redu se izdvaja narancasti pigment karoten. U uzorcima sa smedim
pigmentom, smedi pigment se izdvojio posljednji Sto znaci da je najbolje topljiv u alkoholu etanolu od
svih prisutnih pigmenata. Da se radi o istoj vrsti pigmenata u razli¢ito obojanim listovima pokazuju
podjednaki faktori zaostajanja za svaki od pigmenata u svim uzorcima.

ZAKUUCCI

Na osnovu provedenog istrazivanja, moze se zakljuciti da su Zuti i narancasti pigmenti sastavni dio svih
listova, ali u zeleno obojanim listovima nisu vidljivi okom jer ih prekriva velika koli¢ina zelenog
pigmenta klorofila. Zuéenjem li$¢a u biljnim stanicama klorofil propada, dok su ksantofili i karotenoidi
i dalje prisutni u biljnim stanicama. Tijekom Zucenja, u smedim listovima takoder propada klorofil, a uz
Zute i narancaste pigmente mogu se uociti i smede-crveni pigmenti koji se tijekom Zucenja stvaraju u
listovima biljaka.
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SAZETAK

Aditive E 620 — E 625, poznatih kao ,poboljsSivaci i pojacivaci okusa“ (kratica MSG) konzumiramo u razli¢itim
namirnicama (grickalice, pastete, hrenovke, salame,...). IstraZivanje je provedeno na uzorku od 140 ucenika.
Rezultati su usporedivani kod ucenika visih i nizih razreda. Ciljevi istrazivanja su bili ispitati koliko se ucenici
zdravo hrane i razmisljaju o kvaliteti namirnica koje konzumiraju, postoji li mogucnost ovisnosti ucenika o
namirnicama obogadéenim aditivima na bazi glutaminata (E 620 — E 625), kolika je preferencija namirnica koje
sadrze aditive E 620 — E 625 kod ucenika visih i nizih razreda te u kojem su odnosu indeks tjelesne mase (BMI)
ucenika i konzumacija namirnica obogacenih aditivima na bazi glutaminata (E 620 — E 625). Dokazano je da je
svijest o Stetnosti pojedinih namirnica s aditivima E620 — E625 medu ucenicima nizih razreda vrlo niska. U¢enici
viSih razreda pokazuju vec¢u sklonost prema hrani s glutaminatima. Duljim vremenom konzumiranja takvih
namirnica, povecéava se i moguca ovisnost o glutaminatima.

Kljucne rijeci: aditivi E620 — E625; preferencija ucenika; zdrava i nezdrava prehrana; tjelesna masa
UuvoD

Vrlo se rijetko razmislja o ¢injenici zasto su namirnice poput razliCitih vrsta grickalica, gotovih juha i
umaka, zacina, suhomesnatih proizvoda, hrenovka i mnogih drugih proizvoda prijatnog i
primamljuju¢eg okusa, kojeg smatramo tzv. petim elementom okusa, tzv. umami. Mnogi restorani
koriste takve proizvode u svojoj ponudi. Ne radi se o kvaliteti namirnica, ve¢ o aditivima koji se u
Europskoj uniji vode kao E620 — E625, ,,poboljsivadi i pojadivadi okusa“. Cesto se spominje kratica E621
aditiva — MSG (eng., monosodium glutamate).

C5H3NO4Na (E621)
https://hu.wikipedia.org/wiki/N%C3%A1trium-glutam%C3%A1t

Po kemijskom su sastavu aditivi E620 — E625 soli glutaminske aminokiseline (slika 1). MSG je izumio
japanski znanstvenik Kikunae Ikeda 1908. godine, izolirajuci ga iz alge kombu. MSG moZe biti biljnog ili
Zivotinjskog podrijetla. E621 prirodno se nalazi i u mesu, mlijeku, rajéici no tada ne predstavlja
opasnost za organizam.

Povedanje tjelesne mase na Stakorima uzrokovano hranjenjem Stakora mononatrijevim glutaminatom
proucavao je Zachary Sexton. Stakori imaju dobru prirodnu regulaciju tjelesne teZine i u normalnim se
okolnostima nece lako udebljati no kada se tretiraju glutaminatom, znatno im se poveca tjelesna masa
(slika 2).
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Slika 2 Zdravi Stakor i Stakor hranjen mononatrijevim glutaminatom (Sexton, 2014)

Glutaminat nema nikakvu pozitivhu hranidbenu vrijednost, medutim djeluje na mozak te povecava
apetit. Stoga se konzumiranje hrane s aditivom E621 Cesto povezuje i s pretilosti, jer MSG iskljucuje
,prekida¢” u mozgu koji regulira nasu potrebu za hranom te bi zato taj aditiv mogao dovesti do
povecanja mase osobe, zbog pretjeranog unosa hrane. Na temelju velike potrosnje i niske dobi osoba
koje konzumiraju hranu s navedenim aditivima, moZzemo zakljuciti da je svijest o Stetnosti ovih aditiva
u Hrvatskoj vrlo niska. Ti su aditivi zabranjeni u Europi kao dodatak djecjoj hrani no prehrambena
industrija dodaje ih u mnostvo proizvoda. Na taj se nacin poti¢e kupnja nezdravih proizvoda. Ovi se
problemi prvi put spominju kao ”sindrom kineskog restorana”, jer su osobe koje su cesto jele kinesku
hranu, u kojoj se koriste velike kolicine glutaminata, upravo nakon jela dobivale reakcije poput
migrene, nervoze Zeluca, proljeva, nepravilnosti rada srca, pogorsanja astme ili nagle promjene
raspolozenja.

Prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije, ovisnost je dusevno, a ponekad i tjelesno stanje,
koje nastaje medudjelovanjem Zivog organizma i sredstva ovisnosti. ObiljeZzavaju ga ponasanje i drugi
dusevni procesi, koji ukljucuju povremeno ili redovito uzimanje sredstva ovisnosti, u namjeri da se
dozivi ucinak tog sredstva na dusevne procese ili da se izbjegne nelagoda zbog odsutnosti sredstva.
Uskradivanje sredstva ovisnosti dovodi do kriza sli¢nih kao i kod fizicke ovisnosti. Pojam ovisnosti ne
odnosi se samo na psihoaktivne droge. Covjek moze biti ovisan, primjerice, o hrani, igrama na srecu,
televiziji, internetu, poslu, a zajednicka je znacajka da aktivnosti vezane uz te ovisnosti postaju srediste
Zivota, Sto Cesto moZe dovesti do zanemarivanja osnovnih Zivotnih potreba. Razli¢ite ovisnosti imaju i
razli¢it znacaj, utjecaj i posljedice te ovisnost ne mora nuzno biti posve negativna pojava, iako se
najcesce takvom smatra (Kuzman, 2003). Ovisnost o hrani je pojam koji se koristi za pretjeranu Zudnju
za hranom. lako drustvo i zdravstvene ustanove nenormalan unos hrane ne tretiraju kao ovisnost, ona
to uistinu jest. Ukoliko se bez neke namirnice ne moze, odnosno ukoliko je osoba treba kako bi se
suocila s emocijama, znaci da je ovisna (Centar zdravlja, 2012). Znanstvenici Centra za znanost i politiku
hrane na Sveucilistu Yale razvili su upitnik o ovisnosti o hrani.

Ovisnost o aditivima u hrani ne moZe se usporedivati s teskim ovisnostima kao Sto je narkomanija,
alkoholizam ili pusenje. S obzirom na to da se aditivi od E620 do E625 primjenjuju veé dugi niz godina,
u Siroj populaciji ljudi vjerojatno postoji navika kupovanja takve hrane. Roditelji djeci, ve¢ od malih
nogu, nesvjesno kupuju namirnice s aditivima. Razvijanjem svijesti o Stetnosti ovakvih spojeva u
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prehrani i promjenom prehrambenih navika, lako se moZze rijesiti ovisnost o ovakvoj hrani. Najvedi je

problem aditiva to Sto ih zdravstvene ustanove i prehrambena industrija jo$ uvijek vode kao bezopasne
dodatke hrani, a ne kao Stetne.

Znakovi koji mogu upudivati na ovisnost o hrani su, na primjer:
a) dase jede utajnosti
b) da se nakon jela osjeca krivnja
c) dase o hranirazmislja vise od jednog sata dnevno i takvo razmisljanje usrecuje osobu
d) jede se nakon Sto osoba dozivi stresan trenutak, gdje hrana postaje tvar koja stiti od
negativnih emocija
e) osoba ne moze prestati jesti ¢ak ni kada nije gladna
f) kad ne jede neku namirnicu, osoba doZivljava razne simptome, kao Sto su vrtoglavica,
drhtanje ili znojenje.
Ukoliko se kod osobe mogu prepoznati 3 ili viSe simptoma, postoji velika vjerojatnost da pokazuje
povecanu preferenciju prema hrani koja sadrZi glutaminate ovisna (Centar zdravlja, 2012). Ovi su
simptomi u skladu s upitnikom za ovisnost o hrani koji su sastavili znanstvenici s Yalea.

Istrazivanja tri skupine srednjoskolskih ucenika celjske Skole u Sloveniji na uzorku od 322 ucenika
pokazala su da ucenici svjesno uzimaju hranu s natrijevim glutaminatom kao Sto su cips, krekeri,
hrana s vegetom, konzervirana hrana jer im je hrana ukusnija, a ¢ak 56% ispitanika uzima ovakvu
hranu bez razloga, $to se mozZe pripisati moguénosti ovisnosti u€enika o takvim namirnicama (Gulin i
Podgorsek, 2014).

Ideja za ovo istraZivanje potekla je od ucenika koje svakodnevno vidamo na hodnicima kako jedu
hranu koja sadrzi aditive E 620 — E 625, ali i iz vlastitog iskustva s takvim namirnicama. Naime,
cak i pomisao na neke namirnice kao Sto su Cips, smoki, razni fast food proizvodi, hrenovke,
pasteta, razlicite vrste salama, kod vecine budi apetit i Zelju za jelom. Osim toga, vecina ucenika
za vrijeme velikog odmora, umjesto zdravog obroka, bira neku nezdravu grickalicu ili namirnicu
s navedenim aditivima.

Ciljevi istrazivanja su bili:

1. ispitati koliko se u€enici zdravo hrane i razmisljaju o kvaliteti namirnica koje konzumiraju;

2. ispitati postoji li mogucnost ovisnosti u¢enika o namirnicama obogacenim aditivima na
bazi glutaminata (E 620 — E625);

3. ispitati kolika je preferencija namirnica koje sadrze aditive E620-E625 kod ucenika visih i
nizih razreda;

4. ispitati u kojem su odnosu indeks tjelesne mase (BMI) ucenika i konzumacija namirnica
obogacenih aditivima na bazi glutaminata (E 620 — E 625).

Pretpostavke su bile:
1. Ucenici visih razreda manje ¢e razmisljati o Stetnosti hrane koju konzumiraju te ée imati
nezdravije prehrambene navike od uéenika niZih razreda.
2. Ucenici nizih razreda manje ¢e preferirati hranu s pojaciva¢ima okusa u odnosu na ucenike
visih razreda.
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3. Ucenici veéeg indeksa tjelesne mase (BMI), bilo da su pretili ili imaju prekomjernu tjelesnu

masu, vise ¢e preferirati hranu s E620-E625 aditivima i nece voditi brigu o zdravim
namirnicama.

Za potrebe ovog rada pronasli smo samo jedno istraZzivanje djelovanja glutaminata na Skolsku djecu
(Gulin i Podgorsek, 2014).

METODE

U istraZivanju sudjeluju ucenici niZih razreda (1., 3. i 4. razredi - 70 ucenika) te visih razreda (6. i 8.
razredi — 70 ucenika).

Anketna pitanja

Kod pisanja i sastavljanja upitnika, vodila se briga da ucenici razumiju o ¢emu se radi, da upitnik nije
predug, da su pitanja smislena, jezgrovita i po mogucnosti kratka. Anketnim upitnikom (slika 3)
ispitivala se dob ucenika, tjelesna masa, visina, prehrambene navike, raspored namirnica koje bi tog
trena ispitivanja ucenik htio konzumirati, pitanja kojima se htjelo istraziti u kojoj mjeri ucenici
preferiraju namirnice u Cijem se sastavu nalaze aditivi E620 — E625 i koja upuéuju na moguénost
ovisnosti o tim aditivima, postoji li veza izmedu pretilih ucenika i preferencije namirnica s aditivima
E620-E625 i svjesnost ucenika o namirnicama koje unose u tijelo.

ANKETA JE ANONIMNA, ODGOVARAJ POTPUNO ISKRENO.

1. Koliko imas godina?

2. Koliko iznosi tvoja tjelesna masa? Visina:

3. Koliko Cesto jedes voce nadan? 0 1 2 3 4 5i vise

4. Koliko Cesto jedes grickalicenadan? 0 1 2 3 4 i viSe

5. Odaberi redom prve Ccetiri ponudene namirnice koje bi ovog trena

konzumirao/la.
1. 2. 3. 4.
6. Jedes li ponekad grickalice u tajnosti? DA NE
7. Osjecas li nakon $to pojedes grickalice krivnju? DA NE
8. Jedes li grickalice kada si pod stresom? DA NE
9. Jedes li grickalice ¢ak i kad nisi gladan/la? DA NE
10. Usrecuje li te pomisao na npr. ¢ips, smoki i sl.? DA NE
11. Jesi li ikad razmisljao/la o Stetnosti hrane koju svakodnevno konzumiras ?

DA NE

Odabir namirnica za demonstraciju pred ucenicima

Odredene su dvije kategorije namirnica (slike 4 — 6):
1. namirnice koje sadrze aditive E620-E625: Cips, Kroki Kroket, salama, pasteta
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2. namirnice bez dodanih aditiva E620-E625: VOCE: jabuka, naran¢a; POVRCE: mrkva, rajcica

) ORI KROKET
ip‘s okusom ketchupa

Slika 4 Sastojci Cipsa s aditivom E621 Slika 5 Kroki Kroket s aditivom E621

Vodila se briga da odabrane namirnice voli vecina ucenika. Takoder da imaju i dobar izbor vrsta
namirnica kako bi rezultati bili Sto tocniji. Odabrane zdrave namirnice moraju biti vizualno i okusno
privlacne obzirom da boja moZe privuéi viSe paznje ucenika na odabir namirnica. Namirnice s
aditivima birane su tako da je njihova boja gotovo podjednaka, jer se njihov odabir temelji upravo
na zapamcéenom okusu u mozgu, pa ¢e ovdje osjetilo okusa imati presudnu ulogu, a to ¢e dodatno
potvrditi utjecaj aditiva na organizam. Odabrane namirnice su posloZene u jednake posudice, kako
bi se izbjeglo privlaenje neke namirnice obzirom na vanjski izgled, pakiranje, reklamu i sl.

Slika 6 Odabrane namirnice spremne za istraZivanje

Ispitivanje ucenika
Ispitivani uzorak je bio 140 ucenika.

Ucenici su bili podijeljeni u 2 kategorije:
1. u€enici niZih razreda ispitivani s pladnjem s namirnicama (70 ucenika)
2. ucenici visih razreda ispitivani s pladnjem s namirnicama (70 ucenika)

U dogovoru s razrednicima i uciteljicama, ispitivani su u€enici pod satovima razrednika. Anketiranje je
provedeno pojedinacno i bilo je nenajavljeno, kako bi se izbjegla dogovaranja izmedu ucenika i kako bi
rezultati ankete bili Sto vjerodostojniji. IstraZivanje je provedeno u kabinetu iz biologije te u kabinetu
razredne nastave.

70 ucenika nizih razreda i 70 viSih razreda ispitivano je sa svjezim namirnicama na sljedeéi nacin:
Nakon ulaska uc¢enika u kabinet, ucenike se zamoli da se opuste i prezentira im se pladanj sa svjezim
namirnicama. Svakom uceniku je izmjerena visina i masa (slike 7 i 8). Ucenike se zamoli da pailjivo
¢itaju anketna pitanja i iskreno odgovaraju (slika 9). U slucaju nekih nejasnoca, ucenicima se pruzaju
dodatne informacije.
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Analiza rezultata anketa

Obzirom da je analiza ankete zahtjevna i zahtijeva neka strucnija znanja, podaci su analizirani na
jednostavan matematicki nacin. Nakon anketiranja, dobiveni podaci razvrstavani su prema dolje
navedenim skupinama.

Potreban postotak izracunavan je svaki put pomocu sljedeée jednadzbe npr. :

% (X) = broj ucenika koji se nezdravo hrane

ukupan broj ucenika u toj skupini (70)
Dobiveni se podaci unose u Excel tablicu i graficki prikazuju s podacima izrazenim u postocima.

Prema zadanim ciljevima podatci su razvrstavani u 12 skupina i potom analizirani pomodu gore
navedene jednadzbe.

Koliko se ucenici zdravo hrane i razmisljaju o kvaliteti namirnica koje konzumiraju, praceno je kod
sljededih skupina:

1. skupina — Koliko se ucenici niZih razreda hrane (ne)zdravo (uzorak od 70 ucenika) — taj je
podatak dobiven analizom 3. i 4. pitanja ankete, a rezultati su graficki prikazani (slika 10)

2. skupina — Koliko se ucenici viSih razreda hrane (ne)zdravo (uzorak od 70 ucenika) — taj je podatak
dobiven analizom 3. i 4. pitanja ankete, a rezultati su graficki prikazani (slika 10)

3. skupina — Koliko su ucenici nizih razreda svjesni Stetnosti hrane koju svakodnevno konzumiraju
(uzorak od 70 ucenika) — rezultat je dobiven analizom 11. anketnog pitanja, a rezultati su graficki
prikazani

4. skupina — Koliko su u€enici viSih razreda svjesni Stetnosti hrane koju svakodnevno konzumiraju
(uzorak od 70 ucenika) — rezultat je dobiven analizom 11. anketnog pitanja, a rezultati su graficki
prikazani

Mogucnost pojave ovisnosti ucenika o namirnicama obogacenim aditivima na bazi glutaminata
(E620 — E625) praceno je kod sljedecih skupina:

5. skupina — Mogu¢a ovisnost ucenika nizih razreda o hrani s aditivima E620-E625 (uzorak od
70 ucenika) — taj je podatak dobiven analizom 6. — 10. anketnog pitanja
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6. skupina — Moguca ovisnost ucenika visih razreda o hrani s aditivima E620-E625 (uzorak od
70 ucenika) — taj je podatak dobiven analizom 6. — 10. anketnog pitanja

Koliko ¢esto ucenici biraju namirnice koje sadrze aditive E620-E625 kod ucenika visih i niZih praceno
je kod sljedecih skupina:

7. skupina — Kolika je sklonost prema namirnicama s E620-E625 kod ucenika niZih razreda (uzorak
od 70 ucenika) — taj je podatak dobiven analizom 5. pitanja ankete

8. skupina - Kolika je sklonost prema namirnicama s E620-E625 kod ucenika visih razreda (uzorak
od 70 ucenika) — taj je podatak dobiven analizom 5. pitanja ankete

U kojem su odnosu indeks tjelesne mase (BMI) ucenika i konzumacija namirnica obogacenih
aditivima na bazi glutaminata (E 620 — E 625) praceno je kod sljedecih skupina:

9. skupina — Koliko pretili ucenici visih i niZih razreda preferiraju namirnice s E620-E625 aditivima
— rezultati su dobiveni izraCunavanjem BMI ucenika, a potom su ankete pretilih ucenika stavljane
na stranu te je promatrano 5. anketno pitanje, kao u 7. i 8. skupini

10. skupina — Moguca sklonost pretilih ucenika visih i niZzih razreda o namirnicama s aditivima
E620 — E625 — rezultati su dobiveni izraunavanjem BMI uéenika, a potom su ankete pretilih u¢enika
stavljane na stranu te su promatrana 6. — 10. anketna pitanja, kao u 5. i 6. skupini

11. skupina — Koliko ucenici s prekomjernom tjelesnom masom visih i nizih razreda preferiraju
namirnice s E620-E625 aditivima? — rezultati su dobiveni izracunavanjem BMI ucenika, a potom su
ankete ucenika s prekomjernom tjelesnom masom stavljane na stranu te je promatrano 5. anketno
pitanje, kao u 7. i 8. skupini, graficki su prikazani

12. skupina - Moguéa ovisnost ucenika s prekomjernom tjelesnom masom visih i niZih razreda o
namirnicama s aditivima E620 — E625 — rezultati su dobiveni izracunavanjem BMI ucenika, a potom
su ankete ucenika s prekomjernom tjelesnom masom stavljane na stranu te su promatrana 6. — 10.
anketna pitanja, kao u 5. i 6. skupini, graficki su prikazani.

Anketna pitanja bitna za 1. i 2. skupinu (3. i 4. anketno pitanje), analizirana su na sljedeci nacin:

ANKETA JE ANONIMNA, ODGOVARAJ POTPUNO ISKRENO.
1. Koliko imas godina?

2. Koliko iznosi tvoja tjelesna masa? Visina:

3. Koliko c¢esto jedeS voéenadan? 0 1 2 3 4 5i vise
4. Koliko cesto jedes grickalicenadan? 0 1 2 3 4 i viSe

Od broja koji je ucenik zaokruZio u 3. pitanju, oduzimao se broj koji je ucenik zaokruzio u 4. pitanju.
Ako je razlika pozitivna zakljuceno je da se ucenik hrani zdravo, a ako je razlika negativna ucenik se
hrani nezdravo. Potom se izracunava postotak ucenika koji se hrane zdravo, odnosno nezdravo
pomocu veé navedene jednadzbe za izracunavanje postotka.

3.i 4. skupina analizirane su prema jednadzbi za izracunavanje postotka.

Kako bi se ispitala pretpostavka kolika je ovisnost uéenika niZih i viSih razreda, a koja se ispituje u
5.1 6. skupini, te usporedili kod kojih je ovisnost veca, analizirana su anketna pitanja pod brojem
6.—10 (slika 11).
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6. Jedes li ponekad grickalice u tajnosti? DA NE
7. Osjecas li nakon $to pojedes grickalice krivnju? DA NE
8. Jedes li grickalice kada si pod stresom? DA NE
9. Jedes li grickalice ¢ak i kad nisi gladan/la? DA NE
10. Usrecuje li te pomisao na npr. ¢ips, smoki i sl.? DA NE

Izdvajani su svi odgovori u anketama u kojima je zaokruzeno tri ili viSe potvrdnih odgovora, buduci
da takvi odgovori mogu upucivati na mogucu sklonost ovisna (Centar zdravlja, 2012). Rezultat je
prikazan graficki u odnosu na ukupan broj ucenika koji su sudjelovali u istraZivanju (70 ucenika).

Obzirom na postavljenu hipotezu koliko ucenici preferiraju namirnice s E620 — E625 aditivima,
izdvajano je pitanje broj 5 ankete koje se ispituje u 7. i 8. skupini (slika 12).

5. Odaberi redom prve Cdetiri ponudene namirnice koje bi ovog trena
konzumirao/la. 1. 2. 3. 4.

Ako su ucenici, od Cetiri ponudena mjesta upisali tri ili Cetiri namirnice s aditivima (npr. €ips, smoki,
naranca, pasteta), zakljuéeno je da ucenici vise preferiraju namirnice s MSG-om. Na temelju
ukupnog broja ucenika nizih odnosno visih razreda izraCunavan je postotak, a rezultati su prikazani
graficki.

Prilikom ispitivanja kolika je veza povecane tjelesne mase s ovisnos¢u o glutaminatima racunala

se BMI vrijednost (kg/m?2). S obzirom na visinu, masu i dob uéenika dobivena je BMI vrijednost —
indeks tjelesne mase. IzraCunava se iz djetetove mase i visine.

BMI = masa(kg)
visina x visina(m)

Na temelju podataka iz anketa i uz pomoc¢ internetskog kalkulatora (Pliva zdravlje, 2001), odredeno
je u koju skupinu spada pojedini ucenik. Ako je vrijednost bila ispod 5, u¢enik je pothranjen; ako je
bila od 5-85, normalne je tjelesne mase; ako je bila 85 — 95, ucenik ima prekomjernu tjelesnu masu,
a ako je vrijednost veca od 95, ucenik je pretio. Potom su izdvajani anketni listi¢i temeljem kojih se
izraCunavan je postotak onih koji su odabrali tri ili Cetiri ponudene namirnice s aditivima E620 —
E625. Na taj nacin ispitan je podatak kolika je veza pretilih ucenika s preferencijom namirnica s
MSG-om. Osobito vazna pitanja za ovo istraZivanje su ona od 6. do 10. pitanja. Ako je kod pojedinih
ucenika prisutno tri i viSe potvrdnih odgovora, smatra se da kod njega postoji ovisnost o
grickalicama s aditivima E620 — E625.

REZULTATI

Na graficki prikazanim rezultatima 1. i 2. skupine (slike 13 i 14), uocava se da se od 70 ucenika
nizih razreda, njih 67% hrani zdravo, a 33% se hrani nezdravo, dok se od 70 ispitanih ucenika visih
razreda, njih 64% hrani zdravo, a 36% nezdravo. 67% ucenika nizih, odnosno 64% ucenika visih
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razreda tijekom dana jede viSe voca, nego li grickalica, a 33% ucenika nizih razreda, odnosno 36%
ucenika visih razreda tijekom dana jede vise nezdravih grickalica, nego vodéa.

Koliko se ucenici niZih razreda, u
uzorku od 70 ucenika, hrane
(ne)zdravo

M hrane se zdravo

M hrane se
nezdravo

Slika 13 rezultati 1. skupine

Koliko su ucenici viSih razreda, u
uzorku od 70 ucenika, svjesni Stetnosti
hrane koju svakodnevno konzumiraju

M svjesni su
Stetnosti hrane
koju
svakodnevno
konzumiraju

Slika 15 Rezultati 3. skupine

Koliko se ucenici visih razreda, u
uzorku od 70 ucenika, hrane
(ne)zdravo

M hrane se
zdravo

M hrane se
nezdravo

Slika 14 Rezultati 2. skupine

Koliko su ucenici nizih razreda, u
uzorku od 70 ucenika, svjesni
Stetnosti hrane koju svakodnevno
konzumiraju

16% o -
M svjesni su

Stetnosti hrane
koju
svakodnevno
konzumiraju

Slika 16 Rezultati 4. skupine

Na slici 15 vide se rezultati 3. skupine. Samo 16% ucenika niZih razreda, od njih 70, na 11. anketnom
pitanju zaokruZilo je da razmisljaju o Stetnosti hrane koju svakodnevno konzumiraju, dok je njih 84%
na tom pitanju zaokruzilo da ne razmisljaju o Stetnosti hrane koju svakodnevno konzumira. Slika 16
prikazuje rezultate 4. skupine te iz grafa vidimo da je 66% ucenika viSih razreda svjesno Stetnosti
hrane koju svakodnevno konzumiraju, dok njih 34% ne razmislja o Stetnosti hrane koju svakodnevno

konzumira.

Moguca ovisnost ucenika visih razreda o
hrani s aditivima E620-E625 (uzorak od
70 ucenika)

B nema naznaka
ovisnosti

B moguca ovisnost

Slika 17 Rezultati 5. skupine

Moguca ovisnost ucenika niZih razreda o
hrani s aditivima E620-E625 (uzorak od
70 ucenika)

B nema naznaka
ovisnosti

B moguca ovisnost

Slika 18 Rezultati 6. skupine
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Kolika je sklonost prema namirnicama s Kolika je sklonost prema namirnicama
E620-E625 kod ucenika visih razreda s E620-E625 kod ucenika niZih razreda
(uzorak od 70 ucenika) (uzorak od 70 ucenika)

. B manja

H manja preferencija
preferencija namirnica s
namirnica s E620 E620 - E625
- E625 aditivima aditivima

Slika 20. Rezultati 8. skupine

Prema rezultatima 5. skupine (slika 17), opaZa se da je 63% ucenika niZih razreda u anketnim pitanjima
pod brojevima 6. — 10. zaokruzilo vise od dva negativna odgovora, a njih 37% tri ili viSe pozitivnih
odgovora, $to upucuje na moguénost ovisnosti tih u¢enika o hrani s aditivima E620 — E625. Na slici 18
su prikazani rezultati 6. skupine, iz kojih se ocitava da 71% ucenika visih razreda nema naznaka
ovisnosti, dok je kod 29% ucenika visih razreda moguca ovisnost.

Rezultati 7. skupine prikazani su na slici 19. 80% ucenika nizih razreda manje preferira namirnice s E620
— E625 aditivima, dok ih 20% preferira visSe od namirnica bez tih aditiva. Slika 20 prikazuje rezultate 8.
skupine. Manje od polovice ispitanih ucenika visih razreda, njih 40%, manje preferira namirnice s E620
— E625 aditivima, dok ih ¢ak 60% preferira vise od namirnica bez tih aditiva.

Izracunavanjem indeksa tjelesne mase ucenika, utvrdeno je da niti jedan ispitivani ucenik nizih i visih
razreda nije pretio te zato nismo dobili rezultate 9. i 10. skupine.

Dva ucenika nizih razreda ima prekomjernu tjelesnu masu, a od ispitivanih ucenika visih razreda, Cetiri
ucenika imaju prekomjernu tjelesnu masu.

Slika 21 prikazuje rezultate 11. skupine. 33% ucenika s prekomjernom tjelesnom masom (dva uéenika)
ima manju preferenciju prema namirnicama s E620 — E625 aditivima, dok 67% ucenika (Cetiri ucenika)
viSe preferira namirnice s tim aditivima.

Kolika je preferencija namirnica s E620- Moguca ovisnost ucenika s
E625 kod ucenika s prekomjernom prekomjernom tjelesnom masom o
tjelesnom masom hrani s aditivima E620-E625 (uzorak od
(uzorak od 3 ucenika) 6 ucenika)

B nema naznaka

B manja ) .
preferencija ovisnesh
namirnica s E620 H moguca
- E625 aditivima ovisnost

Rezultati 12. skupine, prikazani su slikom 22. Cetiri u¢enika s prekomjernom tjelesnom masom (67%)
nemaju naznaka ovisnosti o namirnicama s aditivima E620 — E625, dok dva ucenika s prekomjernom
tjelesnom masom (33%) upucéuje na mogucu ovisnost.
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RASPRAVA

lako postoje brojni radovi koji upucuju na Stetnost glutaminata, koji su ispitivani najéesc¢e na pokusnim
Zivotinjama, nismo mogli pronaci radove znanstvenika s kojima bismo usporedivali nase rezultate.
Smatramo da su rezultati ovog rada vazni, jer su pokazatelj koliko se ucenici lose hrane te bi se trebala
posvetiti ve¢a paznja o kvaliteti prehrane i zdravim navikama djece, ali i odraslih.

Prva pretpostavka bila je da ¢e tijekom istrazivanja ucenici visih razreda za razliku od ucenika nizih
razreda manje razmisljati o Stetnosti hrane koju konzumiraju te ¢e imati nezdravije prehrambene
navike. Rezultati 1. i 2. skupine pokazuju da se vecina ucenika i nizih i viSih razreda hrani zdravo te se
ne vidi velika razlika izmedu ucenika visih i niZzih razreda u tim skupinama. Ucenici viSih razreda se za
3% ucenika vise hrane nezdravo od ucenika nizih razreda, sto potvrduje zadanu pretpostavku. Ipak,
postotci ucenika nizih razreda (33%) i viSih razreda (36%), koji tijekom dana jedu viSe grickalica nego
voca nisu zanemarivi niti mali te bi trebalo pripaziti da se kod tih ucenika ne razvije veca sklonost ili
zdravstvene teskoce uzrokovane takvom hranom koja sadrZi aditive E620 — E625. Rezultati 3. i 4.
skupine ne potvrduju prvu hipotezu, jer samo 16% ucenika niZih razreda razmislja o Stetnosti hrane
koju svakodnevno konzumira, a kod ucenika visih razreda stetnosti hrane svjesno je 66% ucenika.

Rezultat je zabrinjavajuci jer ucenici niZih razreda tek trebaju uci u razdoblje poja¢anog rasta i razvoja.
Trebalo bi ih educirati o pravilnoj i zdravoj prehrani. Kod ucenika visih razreda s obzirom da vise uce o
zdravlju i pravilnoj prehrani vjerojatno postoji vecéa svijest o Stetnosti neke hrane pa je taj rezultat bolji.

Druga postavljena hipoteza je bila da ¢e ucenici niZih razreda imati manju sklonost prema hrani s
pojacivacima okusa, dok ce stariji u€enici imati vecu. Nakon $to su odgovorili na 6. — 10. pitanje,
pokazalo se da je kod 37% ucenika niZih razreda prisutna moguca ovisnost o E620 — E625 aditivima, a
kod ucenika viSih razreda moguéa je kod 29% ucenika. Ova pretpostavka takoder nije potvrdena.
Ovakvi bi se rezultati mogli povezati s rezultatima iz 3. skupine, jer ucenici niZih razreda, koji nisu
upuceni u Stetnost odredenih namirnica, vise konzumiraju te namirnice te to moZe dovesti do veéeg
konzumiranja hrane s glutaminatima.

Treca hipoteza bila je da ¢e ucenici viSih razreda vise odabirati namirnice koje sadrze aditive E620 —
E625 od ucenika nizih razreda. 60% ucenika visih razreda, a 20% ucenika nizih razreda vise preferira
takve namirnice. Ova hipoteza je potvrdena. Ovakvi rezultati u skladu su s time da dulje vrijeme
uzimanja namirnica s navedenim aditivima utjeCe na veéu preferenciju prema namirnicama s
glutaminatima kod ucenika visih razreda. Ovakvim rezultatima se potvrduje i da se moguca ovisnost o
namirnicama s navedenim aditivima moZe lako sprijeciti edukacijom o njihovoj Stetnosti, jer ucenici
visih razreda, iako vise preferiraju takvu hranu (ukusnija im je i radije ju izabiru od hrane bez aditiva),
ipak ju zbog svjesnosti o njihovoj Stetnosti izbjegavaju te se nije stvorila velika ovisnost. Rezultati
pokazuju kako vedi broj ucenika bira hranu losije kvalitete, Sto je u skladu s podacima autora Gulin i
Podgorsek (2014).

Cetvrtu hipotezu nismo mogli sigurno provjeriti zbog premalenog broja ispitanika, ali uo¢avamo da je
ipak i u tako malom slu¢ajnom uzorku od Sestero uc¢enika dvoje od njih pokazivalo znakove ovisnosti o
hrani s glutaminatima, a Cetvero ih je viSe preferiralo takvu hranu. lpak ova hipoteza ostaje
neprovjerena zbog premalog broja ispitanika.
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ZAKUUCCI

Na temelju dobivenih rezultata, zakljuCujemo da je svijest o Stetnosti pojedinih namirnica s
aditivima na bazi glutaminata medu ucenicima niZih razreda niska Sto dugoro¢no moze dovesti do
nepozeljnih posljedica za zdravlje ucenika u kasnijoj Zivotnoj dobi. Ucenici i odrasli koji brinu o
njima trebali bi se viSe educirati o njihovoj Stetnosti. Time bi se smanjila moguéa preferencija
prema njima. Zakljucujemo i da se sa sve duljim vremenom konzumiranja takvih namirnica
povecava sklonost prema namirnicama s glutaminatima Sto se vidi po prehrambenim navikama
ucenika visih razreda. Zato je bitno na vrijeme pouciti u¢enike nizih razreda o opasnostima aditiva
E620 — E625 te upozoravati Siru javnost o njihovoj Stetnosti.

ZAHVALA

Zahvaljujemo se uciteljicama Branki Perinci¢, Juliji Rogar, ucitelju Mariu Klju€evi¢u i njihovim uéenicima te svim
ucenicima visih razreda koji su nam pomogli u nasem istrazivanju.
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SAZETAK

Za istrazivanje utjecaja neuroaktivnih tvari sadrzanih u lijekovima Indometacin (Belupo), Dramina (JGL) i
Tramadol (Farmal) na oblik paukove mreZe, zbog svoje sposobnosti pletenja pravilne mreZe, odabrana je vrsta
pauk krizar (Araneus diadematus Clerck, 1758). Cetrdeset jedinki paukova, podijeljenih u &etiri skupine po deset
jedinki, stavljeno je u drvene okvire. Svi pauci ostavljeni su sedam dana da ispletu mreze kojima su izmjereni
sljedeci parametri: najvedi i najmanji promjer mreze, najveéi i najmanji razmak izmedu susjednih radijalnih niti
na Cetvrtini promjera mreze, najvedi i najmanji razmak izmedu susjednih poprecnih niti na Cetvrtini promjera
mreZze te broj polja na mrezi. Nakon toga svaka od tri eksperimentalne skupine tretirana je jednim od navedenih
lijekova te su na mrezama ponovno izmjereni odabrani parametri i usporedeni s prosjecima mjerenja prije
primjene lijekova. Cetvrta skupina je kontrolna skupina koja je ostavljena da tijekom trajanja istraZivanja plete
mreze bez primjene lijekova. Cilj istraZzivanja je usporedba izgleda paukove mreze u uvjetima bez prisustva
djelatnih tvari s izgledom paukove mreze uz djelovanje djelatnih tvari sadrzanih u trima odabranim lijekovima.
Dobivenim rezultatima potvrdena je pocetna hipoteza da ce lijek Tramadol izazvati najveée promjene u obliku
mreze (prosjecna vrijednost odstupanja svih mjerenih parametara nakon primjene lijeka je 86,98%), a Dramina
najmanje (prosjecna vrijednosti odstupanja svih mjerenih parametara nakon primjene lijeka je 39,04%).
Prosje¢no odstupanje svih parametara nakon primjene lijeka u skupini tretiranoj Indometacinom je 78,06%.
Zanemarivo mala odstupanja u obliku mreZe i mjerenim parametrima kod kontrolne skupine (1,75%) u vrijeme
prije i nakon primjene lijekova u ostalim skupinama dokazuju da su promjene u drugim skupinama izazvane
lijekovima, a ne nekim drugim ¢imbenikom. Odabrani lijekovi svojim djelovanjem uzrokuju znacajne promjene u
obliku mreze pauka krizara.

Kljucne rijeci: pauk krizar; neuroaktivni lijekovi; oblik mreZe

UVOD | OBRAZLOZENJE TEME
U modernom drustvu, porast prekomjerne uporabe lijekova sve je ¢eS¢a tema rasprava strucnjaka.

Podaci Hrvatskog zavoda za zdravstveno osiguranje (HZZO) u razdoblju od 2001. do 2005. godine
ukazuju na nagli porast broja recepata za lijekove u Hrvatskoj s 29,1 na 34,8 milijuna godiSnje s
tendencijom daljnjeg porasta (Gajski, 2009). Svaka primjena lijeka unosi promjene u normalna
fizioloska zbivanja i uz pozitivan u¢inak moze izazvati i negativne promjene ili nuspojave, narocito pri
ucestaloj i nepravilnoj upotrebi. Potaknute ovom problematikom i zanimljivim rezultatima istrazivanja
Witta (1971) i Noevera i sur. (1995) o djelovanju kofeina, benzedrina i kloral hidrata na Zivcani sustav
pauka kriZzara (Araneus diadematus Clerck, 1758) i sposobnost pletenja mreze u ove vrste, prvi je put
provedeno istrazivanje koje testira utjecaj lijekova iz triju razliCitih skupina (protuupalni lijek
Indometacin, antihistaminik Dramina i opiodni analgetik Tramadol) na oblik i formu mreZe pauka
krizara.

Indometacin (Indometacin, 25 mg/kapsula, Belupo, Koprivnica, Republika Hrvatska) pripada skupini
nesteroidnih protuupalnih lijekova, a sadrzi djelatnu tvar indometacin (slika 1), derivat indoloctene
kiseline. Primjenjuje se u odraslih i djece starije od 14 godina u lijeCenju upalnih reumatskih bolesti,
artritisa, gihta, bolnih stanja i slicno. Izdaje se u ljekarnama samo na recept. Optimalna dnevna doza je
individualna, a prilikom predoziranja i nepravilne upotrebe ¢esto se mogu pojaviti neke od nuspojava
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koje su ve¢inom rezultat djelovanja indometacina na sredisnji Ziv€ani sustav ¢ovjeka, na koji djeluje i u
slu€aju koristenja u preporuc¢enim dozama: teski umor, dezorijentiranost, preosjetljivost na svjetlost,
ostecenja perifernih Zivaca, halucinacije, konvulzije (nenamjerno, naglo skupljanje misic¢a), depresija i
nervoza (Belupo, 2015).

Dramina (Dramina, 50 mg/tableta, JGL, Rijeka, Republika Hrvatska) je lijek iz skupine antihistaminika,
izdaje se bez recepta, a primjenjuje se za prevenciju mucnine, povracanja i vrtoglavice vezane za bolest
putovanja. Djelatna tvar je dimenhidrinat (slika 1) koji potice inhibiciju acetilkolina (prijenosnika
Ziv€anih impulsa u ljudi). Nuspojave koje se ocituju zbog utjecaja na sredisnji Ziv€ani sustav ¢ovjeka su
pospanost, tjeskoba, poremecaji ravnoteze, manjak koordinacije, vrtoglavica i halucinacije (JGL, 2011).

Tramadol (Tramadol Farmal retard, 100 mg/tableta, Farmal, Ludbreg, Republika Hrvatska) s
produljenim oslobadanjem sadrzi djelatnu tvar tramadol (slika 1) i pripada skupini jakih (opioidnih)
analgetika s ucinkom na sredisnji Zivcani sustav covjeka. UblaZzava bol djelujuc¢i na centar za bol u
mozgu. Primjenjuje se u lije€enju umjerenih do jakih bolova. Uocene nuspojave su omaglica,
glavobolja, umor te rjede poremecaji osjeta (trnci, obamrlost), gubitak svijesti, epilepti¢ki napadaj,
halucinacije, zamucen vid i psiholoske poteskoce Cija teZina i priroda ovise o samom bolesniku i duzini
lijecenja (Yumpu, 2013).
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https://bit.ly/3kNDFDW, https://bit.ly/30LK6d2

https://bit.ly/37Xpn03

Izlaganjem paukova krizara (Araneus diadematus, slika 2) kofeinu, benzedrinu i kloral hidratu, Namazi
(2017) je prvi put dokazao povezanost izgleda paukove mreZe i signala mozga pauka ¢ime je u korelaciju
doveo izgled paukove mrezZe s djelovanjem navedenih tvari na Ziv¢ani sustav pauka.
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U svom radu, Namazi (2017) potvrduje rezultat prethodnih istrazivanja Witta (1971) i Noevera i
suradnika (1995) prema kojima tvar s najsnaznijim neuroaktivnim ucinkom (kloral hidrat) uzrokuje
najvece deformacije paukove mreZe (slika 3). Kloral hidrat je bezbojna prozirna kristalna tvar uvedena
u medicinsku praksu kao zamjena za opijum i alkohol. Daje se za umirenje dojencadi i djece svih dobi,
a kako djeluje i kao antikonvulziv (lijek s u¢inkom na Ziv€ani sustav, prvenstveno na mozdanu koru),
rabi se u hitnoj primjeni za umirivanje grceva. Pri primjeni ovog lijeka mogu se pojaviti nuspojave poput
mentalne zbunjenosti, halucinacija, vrtoglavice, pospanosti, no¢nih mora i druge. Kloral hidrat vise se
ne primjenjuje u vecini europskih zemalja, dok je u SAD-u jo$ uvijek u upotrebi (HE, 2011).

normalna mreza kloral hidrat

Zbog svoje sposobnosti pletenja vrlo simetricne mreZe, pauci iz porodice krizara (Araneidae), kojoj
pripada i pauk krizar (Araneus diadematus), pokazali su se vrlo pogodnim organizmima za ovo
istrazivanje. Tijelo je podijeljeno na prosomu (prednji dio tijela) i opistosomu (straznji dio tijela). Na
prosomi se isticu ¢lankoviti privjesci: klijesta, celjusne noZice i Cetiri para nogu. Spektar boja tijela
proteZe se od svijetlih nijansi smede do gotovo crne, a na opistosomi su izrazene bijele pjege koje
podsjecaju na oblik kriza, po kojima je i dobio ime. Muzjaci su izduZeni i manjih dimenzija (od 5 do 13
mm) dok su Zenke okruglaste i veli¢ine od 6 do 20 mm. Sredisnji Ziv€ani sustav Cini im mozak (slika 4,
oznaceno brojem 4), koji se sastoji od protocerebruma i tritocerebruma te trbusna zZivéana vrpca (slika
4, oznaceno brojem 17) duZ koje su nanizani gangliji. Svi gangliji prosome, a ¢esto i opistosome, spajaju
se u veliki podzdrijelni ganglij (Matonic¢kin, 1981). Cetiri para dugackih ¢lankovitih nogu, sastavljenih
od sedam ¢lanaka, prekrivene su dlacicama koje sluze kao primatelji podrazaja. Vecina pauka ima osam
jednostavnih ociju, medutim neke vrste, koje grade mreZe i nisu aktivni ,lovci“ svog plijena, imaju
slabije razvijen vid te mogu imati manji broj ociju. Pauk krizar ima dva para sredisnjih i dva para vanjskih
okasSaca, a slabije razvijen osjet vida nadomjesSta usavrSenim sustavom primanja vibracija iz mreze
kojim se koriste prilikom lova (Arnold, 2014). MreZe veéinom pletu Zenke, a promjer mreze moze biti i
do 40 centimetara. Pletu ih poglavito u no¢nim satima, izmedu 2 i 5 sati ujutro. Hrane se uglavnom
kukcima (muhe, pcele, ose, komarci) u koje klijestima ubrizgavaju otrov, nakon ¢ega u plijen ispustaju
probavne sokove koji rastope unutrasnjost plijena u kasastu smjesu pogodnu za usisavanje u probavilo
(Rainer, 2011). Pauk krizar je rasprostranjen u Europi i Sjevernoj Americi, a staniSta su mu uglavnom
rubovi $uma, grmlje, kora drveca, voénjaci itd. Zivotni vijek mu je dvije godine, a prezimljava ispod kore
drveca ili pod suhim lis¢em (Habdija i sur., 2004, 2011). Prede svilenu paucinu koju koristi za izgradnju
ghijezda i mrezZa u koje mami i hvata plijen, za stvaranje sigurnosnih niti te za izradu kokona (zapretka
koji stiti i grije paukova jaja). Pauk kriZar plete raznovrsne niti, ovisno o potrebi. U slu¢aju izrade mreze
za hvatanje plijena, svila se oblaZe ljepljivom tvari koju luce Zlijezde blizu predljivih bradavica (slika 4,
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oznaceno brojem 12 i 13) smjestenih na kraju opistosome (Kerovec, 1998). Oblik mreze ove porodice
pauka (Araneidae) karakteristi¢nog je kruznog oblika sa simetri¢nim uzorkom.

https://bit.ly/2TDpkhp
. 1-klijesta
STRAZNJI DIO TIJELA (OPISTOSOMA) 2-otrovna Flijezda

3-mozak

4-predniji dio probavila
S-prednja krvna Zila
6-izbocine srednjeg crijeva
7-srce

8-srednje crijevo
9-Malpigijeve cjevcice
10-straZnje crijevo
11-straznja krvna Zila
12-predljiva bradavica
13-predljiva Zlijezda
14-traheja

15-jajnik

PREDNJI DIO TIJELA (PROSOMA) 16-disni sustav

17-trbusna Zivéana vrpca

18-¢lankovite noge
19-Celjusne nozice

Cilj ovog rada je usporedba izgleda paukove mreZe u uvjetima bez prisustva djelatnih tvari
(indometacin, dimenhidrinat i tramadol) s izgledom paukove mreZe uz djelovanje navedenih djelatnih
tvari sadrzanih u trima odabranim lijekovima (Indometacin, Dramina i Tramadol) te povezati utjecaj
navedenih lijekova sa sposobnos¢u pletenja mreZze pauka krizara koje je ostvareno koordinacijom
lokomotornog i Ziv€éanog sustava (Namazi, 2017).

Glavna hipoteza jest da Ce lijekovi utjecati na oblik mreze ispletene nakon primjene odredenog lijeka.
Takoder, prouc¢avanjem nuspojava i posljedica koriStenja odabranih lijekova te sukladno s rezultatima
Wittovog (1971) rada i rada Noevera i sur. (1995), prema kojima je tvar s najsnaznijim neuroaktivnim
ucinkom (kloral hidrat) prouzrocila najvecu promjenu u obliku mreze pauka krizara, pretpostavljamo
da ¢e najizraZenije odstupanje mjerenih parametara (promjer mreZe, razmak izmedu susjednih
radijalnih niti na Cetvrtini promjera mreze, razmak izmedu susjednih poprecnih na Cetvrtini promjera
mrezZe te broj formiranih polja) prije i nakon primjene veé¢ spomenutih lijekova biti prisutno kod
paukova tretiranih Tramadolom jer od ispitivanih lijekova ima najsnazniji u¢inak na Ziv¢ani sustav
Covjeka popraéen najveéim brojem nuspojava. Nadalje, pretpostavljamo da ¢e najmanje odstupanje
biti vidljivo na mreZi paukova tretiranih Draminom ciji je ucinak na Ziv¢ani sustav covjeka najslabiji i
broj nuspojava najmaniji.

Statisticki dokazano znacajno odstupanje prosjecne vrijednosti mjerenih parametara u izgledu mreze
pauka krizara nakon primjene lijekova u odnosu na onaj prije primjene lijekova, zbog povezanosti
djelovanja Ziv€anog sustava pauka i organa za pletenje mreZe, moze ukazivati da je uzrok tih promjena
djelovanje aktivnih tvari lijekova na Ziv¢ani sustav pauka, i posljedi¢no, na oblik i uzorak paukove
mreze.
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Ovim radom Zeli se istaknuti vaznost pravilne primjene lijekova u strogo definiranim dozama i sto je
viSe moguce izbjegavanje primjene ispitivanih lijekova za manje zdravstvene tegobe povezane s
njihovom indikacijom jer velik broj osoba koristi razlicite lijekove, posebice za bolove manjih
intenziteta, i onda kada nije neophodno uzimati lijek.

METODE RADA

Prikupljanje pauka krizara

Istrazivanje djelovanja triju razli¢itih aktivnih tvari sadrzanih u odabranim lijekovima (Indometacin
(Belupo), Dramina (JGL) i Tramadol (Farmal)) provedeno je na ¢etrdeset jedinki pauka krizara (Araneus
diadematus Clerck, 1758) u trajanju od dva tjedna. Pauci su sakupljeni ispod zastitnih trski mladog
drveca zasadenog u novim drvoredima grada Karlovca, ispod lisc¢a ili ispod kore gdje se uobicajeno
skrivaju u kasnu jesen (slika 5). Prikupljeni su u jutarnjim satima kada se mreZe lak$e razaznaju jer se
na njima nalaze kapljice rose. Nakon $to je uocena njihova mreza karakteristicno pravilnog oblika,
pazljivim promatranjem njene okolice, u blizini su ¢esto pronadena i jajasca ovijena zapretkom, a
daljnjim temeljitim pretraZivanjem drveta pronadena je i Zenka koja se skriva u blizini i ¢uva jaja
(Kerovec, 1998). Vrstu pauk krizar (Araneus diadematus) lako je razlikovati od ostalih vrsta paukova na
istom staniStu zbog bijelih mrlja na smedoj opistosomi koje podsjecaju na oblik kriZza. Za istraZivanje su
odabrane Zenke zbog vecée brojnosti u populacijama, jer ¢esée pletu mreze i vecih su dimenzija od
muzjaka koji se rjede pronalaze jer ih u doba parenja (jesen) Zenke najces¢e pojedu (Habdija i sur.,
2004). Jedinke su potom njezno pincetom unesene u epruvete i zatim prebacene u okvire u kojima ce
isplesti mreze.

Eksperimentalni period

Uzgoj pauka u eksperimentalnim uvjetima
Svaka jedinka premjestena je u za tu priliku izraden zasebni drveni okvir od jelovine (slika 6), obostrano

obloZen crnom mrezicom za kukce, dimenzija preuzetih iz Namazijevog (2017) istrazivanja (50 cm x 50
cm x 10 cm) koje nadmasuju maksimalne vrijednosti dimenzija promjera mreze (40 cm) kako bi se
mogla pratiti eventualna povecanja istih. MreZica za kukce odabrana je zbog velicine otvora koji su
dovoljno veliki da propustaju zrak, no premaleni da bi se pauk uspjesno kroz njih provukao, a zbog crne
boje mreZice, paukova mreza je dobro vidljiva i lako mjerljiva. Okviri su potrebni zbog eliminiranja
nepravilnosti koje bi eventualno nastale zbog razlika uvjeta i prostora u kojima bi mrezZe bile oblikovane
bez okvira. Pauci nisu hranjeni kako bi bili potaknuti da pletu mrezu za lov, a tijekom trajanja
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eksperimenta svaki drugi dan dana im je vata natopljena vodom (Namazi, 2017). Temperatura
prostorije u kojoj je istrazivanje provedeno tijekom eksperimentalnog perioda bila je 21°C (+1 °C).

0"‘; ' .
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U prvom dijelu istraZivanja jedinke su sedam noci ostavljene u okvirima kako bi isplele mreze koje ¢e
biti usporedene s mrezama nakon primjene odredenog lijeka u drugom dijelu istraZivanja. Pauci su u
okvire stavljeni navecer kako bi preko noci ispleli mrezu jer je uobicajeno vrijeme pletenja mreze od 2
do 5 sati ujutro. MrezZa je potom fotografirana na kartonskoj crnoj podlozi fotografskim aparatom
(Nikon) D3500 DSLR s objektivom velicine 55 mm, pomodéu metra je na nekoliko mjesta izmjeren
promjer mreze (duljina duZine koja spaja dvije tocke krajnje kruznice, a prolazi sredistem mreze),
razmak izmedu susjednih radijalnih niti na Cetvrtini promjera i razmak izmedu susjednih poprecnih niti
na Cetvrtini promjera (slika 7) te je za svaki parametar odredena najveca i najmanja vrijednost.
Izbrojana su i polja formirana na mrezi (tablica 1). Zbog specificnog oblika mreZe, koja nije pravilna
kruZnica, potrebno je izmjeriti najvece i najmanje vrijednosti parametara kako bi promjene oblika bile
jasnije vidljive u rezultatima jer ukoliko bi se promatrao prosjek vrijednosti veli¢ina promjera i razmaka
izmedu niti, deformacije ne bi bile toliko uocljive (porast veée vrijednosti i smanjenje manje vrijednosti,

.....

parametri odabrani su za Sto precizniju usporedbu mreza i statisticko dokazivanje nastalih deformacija.

I Razmak izmedu Razmak izmedu Broi polia
£ . . susjednih radijalnih niti susjednih poprecnih ].p ].
- Promjer mreZe (u cm) o _” . .y L. formiranih
K na Cetvrtini promjera niti na cetvrtini -
= R na mrezi
3 (ucm) promjera (u cm)

o najvedi najmanji najveci najmanji najvedi najmanji

Mjerenje prije
primjene lijeka
Mjerenje nakon
primjene lijeka

Od ukupnih rezultata izracunat je prosjek za svaki parametar mreZe svakog pojedinog pauka po

X1+Xg.HXp

formuli: x,, = gdje je x, prosje¢na veli¢ina odabranog parametra, n ukupan broj dana

mjerenja, a od x; do x,, veliine parametara izmjerene odredenog dana.
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1-promjer

2-razmak izmedu susjednih
radijalnih niti na cetvrtini
promjera

3-razmak izmedu susjednih
popretnih niti na etvrtini
promjera

4-jedno polje na mreZi

https://bit.ly/2Ge6TNi

Tretman lijekovima
Pauci su potom podijeljeni u Cetiri skupine po deset jedinki. Tri skupine su bile eksperimentalne,

odnosno jedinkama je dan jedan od odabranih lijekova razli¢it za svaku skupinu (Indometacin, Dramina
i Tramadol), a jedna je skupina ostavljena kao kontrolna, odnosno navedeni parametri u oba su perioda
mjereni bez primjene lijeka. Svim paucima nakon primjene lijeka mjereni su isti, ranije navedeni
parametri kao i prije primjene lijeka. Paucima u prvoj skupini dana je vodena otopina Indometacina
koncentracije indometacina od 10 ug/mL, paucima u drugoj skupini dana je vodena otopina Dramine
koncentracije dimenhidrinata od 10 pg/mL, a paucima u trec¢oj vodena otopina Tramadola
koncentracije tramadola od 10 ug/mL. Posljednjoj, kontrolnoj skupini, nisu dani lijekovi. Koncentracije
vodenih otopina odredene su prema koncentracijama navedenim u literaturi (Namazi, 2017). Vodene
otopine aktivnih tvari lijekova u koncentracijama od 10 pg/mL dobivene su otapanjem tablete
odabranog lijeka u jednoj litri destilirane vode, a nakon njena otapanja i dobivanja homogene vodene
otopine uzet je 1 mL otopine lijeka u koji je ovisno o masi aktivne tvari u tableti dodana odgovarajuca
koli¢ina destilirane vode da bi se dobila Zeljena koncentracija aktivne tvari u otopini (10 pg/mL). Za
izraCunavanje razrjedenja otopina koristena je formula: y1 x V1 = y2 x V2 (y1 = masena koncentracija
prije razrjedenja, V1 = volumen otopine prije razrjedenja, y2 = masena koncentracija nakon razrjedenja,
V, = volumen otopine nakon razrjedenja).

Vodena otopina odredenog lijeka volumena 1 mL injektirana je svakom pauku iz pojedine skupine
direktno u usta u pono¢ (slika 8) kako bi se osiguralo da su pauci u trenutku pletenja mreze (izmedu 2
i 5 sati ujutro) bili pod utjecajem lijeka (Namazi, 2017). lako je svakom pauku injektiran jednak volumen
otopine, bitno je naglasiti da ovom metodom primjene lijekova nije moguce utvrditi to¢an volumen
koji je svaki pauk primio upravo zbog njihove malene veli¢ine i malog volumena same otopine. Sljedece
jutro, mreze su fotografirane, izmjereni su ranije spomenuti parametri, nakon ¢ega su mreze unistene
kako bi ih pauk probavio (Benfoardo i Kistler, 1973).
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Obrada rezultata

Rezultati mjerenja mreZe iste jedinke prije i poslije davanja lijeka usporedeni su u programu Microsoft
Office Excel 2018 (Microsoft) i SPSS-u (Statistical Package for the Social Sciences, IBM), programu za
statisticku obradu podataka. UnoSenjem podataka u tablice omoguéena je jednostavna analiza
vrijednosti parametara (program SPSS nudi opciju izrade razli¢itih tablica za prikaz odnosa odabranih
parametara te jednostavno izracunavanje standardne devijacije) te izrada grafickih prikaza i dijagrama
pomocu kojih su razlike u odstupanju izgleda mreze pauka krizara prije i nakon davanja odredenog
lijeka jasno vidljive ¢ime je omoguceno preciznije i brze izvodenje zakljuaka. Za odredivanje statisticke
znacajnosti rezultata proveden je t-test. T-test je statisticki test koji definira znacajnost rezultata
pomocu t-vrijednosti koja je odredena kao kvocijent razlike izmedu aritmeti¢kih sredina u dvije
situacije mjerenja (prije i poslije apliciranja lijeka) Mp i standardne statisticke pogreske aritmeticke

sredine gy, . Razlika izmedu aritmetickih sredina zadana je formulom M, = W pri ¢emu je x;

aritmeticka sredina svih mjerenja za odredenu jedinku prije primjene lijeka, x, aritmeticka sredina svih
mjerenja za istu jedinku nakon primjene lijeka, a N veli¢ina uzorka. Standardna pogreska aritmeticke

. . v . . g . v . .. .. . eve
sredine izracunata je po formuli oy, = \/—% pri éemu je g, standardna devijacija razlika, a N veli¢ina

uzorka. Nakon izra¢unavanja t-vrijednosti iz Tablice za t-test oCitana je znacajnost pomocu navedenih
razina rizika i stupnja slobode df koji je definiran kao df = N — 1. Prema Tablici za t-test, za stupan;j
slobode 9 (stupanj slobode u ovome istraZivanju) kao znacajno je definirano svako odstupanje cija je
apsolutna vrijednost t-vrijednosti ve¢a od 1,83. Radi provjere pravilnosti distribucije podataka
izraCunat je i koeficijent varijacije podataka za svaku grupu koji je definiran kao kvocijent aritmeticke
sredine i standardne devijacije. Slike paukovih mreZa obradene su u programu Adobe Photoshop
Express (Adobe) kako bi niti mreze bile sto bolje vidljive.

REZULTATI
Nakon provedenih mjerenja odabranih parametara mreza pauka krizara (najveci i najmanji promjer,

najveci i najmanji razmak izmedu susjednih radijalnih niti na Cetvrtini promjera, najveci i najmanji
razmak izmedu susjednih poprecnih niti na etvrtini promjera te broj polja mreze) dobiveni rezultati
obradeni su po skupinama.

Kontrolna skupina

Prva mjerenja kontrolne skupine provedena su u razdoblju prije primjene lijekova u eksperimentalnim
skupinama (period mjerenja 1), a druga mjerenja kontrolne skupine provedena su u razdoblju primjene
odabranih lijekova u eksperimentalnim skupinama (period mjerenja 2). Kao sto je vidljivo u tablici 2,
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prosjecna vrijednost najveceg promjera mreze izmjerenog u prvom periodu mjerenja veca je od
prosjecnog najveéeg promjera izmjerenog u drugom periodu mjerenja za 0,12%, a prosjecna vrijednost
najmanjeg manja je za 0,66%. Prosje¢an razmak izmedu susjednih radijalnih niti na ¢etvrtini promjera
u drugom periodu mjerenja smanjen je za 1,21% za najvece vrijednosti, a za najmanje vrijednosti
povecan za 4,87%. Prosjecan razmak izmedu susjednih poprecnih niti na ¢etvrtini promjera u drugom
je periodu mjerenja u odnosu na prvi period mjerenje za najvece vrijednosti smanjen za 2,35%, a za
najmanje vrijednosti smanjen za 2,52%. Prosjecan broj polja formiranih na mreZi u drugom je periodu
mjerenja za 0,54% manji nego u prvom periodu mjerenju. U tablici 2 jasno je vidljivo da odstupanja
veli¢ine mjerenih parametara u prvom i drugom mjerenju nisu statisticki znacajna.

RAZMAK IZMEDU RAZMAK IZMEDU
PERIOD PROMJER MREZE SUSJEDNIH RADIJALNIH SUSJEDNIH POPRECNIH
MJERENJA (ucm) NITI NA CETVRTINI NITI NA CETVRTINI
PROMIERA (u cm) PROMIERA (u cm) BROJ POUA
BROJ PERIOD FORMIRANIH
JEDINKE MJERlENJA ’ ’ ’ NA MREZI
PERIOD NAJVECI | NAJMANIJI | NAIJVECI NAJMANJI NAJVECI NAJMANJI
MIJERENJA
2
1 41,1 36,8 10,1 5,4 5,4 3,1 206
42,3 36,6 9,8 5,6 5,6 3,4 200
5 40,9 37,1 11,4 5,7 6,1 2,8 197
42,7 35,2 10,3 4,9 51 3,3 185
3 40,6 36,3 9,6 5,8 4,9 3,1 169
41,3 36,7 12,1 6,1 5,2 2,7 173
A 43 35,9 10,6 7,1 5,8 3,6 187
39,6 37,3 9,7 4,3 4,9 3,4 193
5 41,4 34,9 11,5 5,2 5,7 2,7 181
42,2 35,2 919 6,4 5,5 2,9 185
6 41,5 35 12,3 5,7 5,9 4,1 164
41,8 36,3 10,7 5,9 4,7 3,4 172
7 40,6 36,1 9,8 4,3 51 2,7 176
40,3 35,6 10,5 5,5 5,6 2,9 182
8 41,7 35,3 11,7 6,3 5,2 3,3 189
40,6 36,2 11,9 6,1 6,1 2,4 171
9 39,5 37,4 10,5 5,8 5,8 2,9 194
42,5 34,6 11,6 51 6,3 3,2 197
10 43,1 36,7 10 6,2 5,4 3,5 181
40,6 35,4 9,7 4,8 5 3,4 176
41,34 36,15 10,75 5,75 5,53 3,18 184,4
PROSIEK 41,39 35,91 10,62 5,47 5,4 3,1 183,4
ODSTUPANIJE 0,1209% 0,6639% 1,2093% 4,8696% 2,3508% 2,5157% 0,5423%
T-VRUUEDNOST 0,09 -0,56 0,18 -0,83 -1,15 -0,57 -0,39
ZNACAINOST nvijei njjei nvijei njjei nvijei nvijei nvije.
znacdajno znacajno znacdajno znacajno znacdajno znacdajno znacdajno

Eksperimentalna skupina paukova tretirana Indometacinom
Kao sto je vidljivo u tablici 3, prosjecan promjer mreZze nakon primjene lijeka u odnosu na onaj prije

primjene za najvede se vrijednosti povecao za 46,95%, a za najmanje vrijednosti za 36,31%. Prosjecan
razmak izmedu susjednih radijalnih niti na Cetvrtini promjera nakon primjene lijeka u odnosu na onaj
bez primjene lijeka za najvece vrijednosti uveéan je za 69,86%, a za najmanje vrijednosti smanjen za
36,92%. Prosjec¢an razmak izmedu susjednih poprecnih niti na ¢etvrtini promjera nakon primjene lijeka
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u odnosu na onaj bez primjene lijeka za najvece vrijednosti povecao se za 328,76%, a za najmanje
vrijednosti smanjio za 11,18%. Prosjecan broj polja formiranih na mrezama nakon primjene lijeka u
odnosu na onaj prije primjene lijeka manji je za 16,47% (tablica 3). Navedene promjene u veli¢ini
mjerenih parametara mreZe su statisticki znacajne uz rizik pogresnog zaklju¢ka manji od 2% (tablica 3).

RAZMAK IZMEDU RAZMAK IZMEDU
- SUSJEDNIH RADUJALNIH SUSJEDNIH POPRECNIH
MF;EE::IEoleA PRON(I:E:mI\)AREZE NITI NA CETVRTINI NITI NA CETVRTINI BROJ
PROMIJERA PROMIJERA
BROJ (ucm) (ucm) POLIA
JEDINKE MIJERENJE PRUE FerMl\:iA
PRIMJENE LIJEKA >
MIJERENJE NAJVECI NAJMANIJI NAJVECI NAJMANIJI NAJVECI NAJMANIJI MREZI
NAKON
PRIMJENE LIJEKA
1 40,8 37,1 9,7 4,9 5 3,1 167
60,3 49,3 16,3 3,5 22,4 2,9 143
40,6 37,2 9,4 5,3 5,6 2,7 187
2 59,4 48,6 16,4 2 23,3 2 157
3 41,5 35,9 11,5 5,6 5,3 2,4 192
62,1 50,1 19 3,9 24,3 2,3 149
4 39,8 36,3 12,1 4,7 5,5 3,6 206
58,7 51,3 17,9 3,7 21,9 3,1 238
42,3 36,4 10,3 5,1 5,1 2,4 193
> 60,9 49,3 17,3 4,1 23 3,4 129
6 43 38,7 10,7 5,5 4,9 3,7 195
61,3 49,7 18,4 3,5 23,8 2,6 164
7 39,5 34,8 9,4 4,3 5,8 3,2 172
62,4 50,1 18,1 3,9 22,7 2,8 156
41,5 35,1 10,1 5,6 5,4 3,4 186
8 58,7 49,4 17,4 3,2 22,1 2,1 154
9 42,2 36,2 10,6 6,1 5,7 2,9 169
59,4 49,6 16,9 2,9 24,1 3,2 132
10 41,4 36,4 9,4 6,8 5,6 3 209
63,1 48,9 17,6 33 23,5 2,6 145
41,26 36,41 10,32 5,39 5,39 3,04 187,6
PROSIEK 60,63 49,63 17,53 3,4 23,11 2,7 156,7
ODSTUPANIE 46,9462% 36,3087% 69,8643% 36,9202% 328,7570% 11,1842% 16,4712%
T-
VRIEDNOST 18,83 29,89 27,5 -6,13 66,43 -3,65 -2,8217
ZNACAINOST 99,9% 99,9% 99,9% 99,9% 99,9% 99% 98%

Eksperimentalna skupina paukova tretirana Draminom

Prosjecan promjer mreZe paukova u drugoj skupini nakon primjene lijeka veci je u odnosu na onaj prije
primjene lijeka: najvece vrijednosti porasle su za 23,13%, a najmanje vrijednosti za 11,92%. Prosjecan
razmak izmedu susjednih radijalnih niti na Cetvrtini promjera nakon primjene lijeka u odnosu na onaj
prije primjene lijeka za najveée vrijednosti povecao se za 4,74%, a za najmanje vrijednosti smanjio za
44,20%. Prosjecan razmak izmedu susjednih poprecnih niti na ¢etvrtini promjera nakon primjene lijeka
u odnosu na onaj prije primjene lijeka za najvece vrijednosti uvecan je za 116,79%, a za najmanje
vrijednosti porastao je za 40,07%. Prosjecan broj polja formiranih na mrezi nakon primjene lijeka u
odnosu na onaj prije primjene lijeka manji je za 32,42% (tablica 4). Promjene veli¢ine svih mjerenih
parametara mreZe osim najveéeg razmaka izmedu susjednih radijalnih niti na ¢etvrtini promjera (koja
nije znacajna) nakon primjene lijeka Dramine znacajne su s rizikom od pogreSnog zakljucka manjim od
0,1% (tablica 4).
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Tablica 4 Rezultati mjerenja parametara mreZe pauka krizara eksperimentalne skupine jedinki kojima je dana Dramina

RAZMAK IZMEDU RAZMAK IZMEDU
- SUSJEDNIH RADIJALNIH SUSJEDNIH POPRECNIH
MPJE’;'E?\I[; N PRO"’('iE:m")"REZE NITI NA CETVRTINI NITI NA CETVRTINI BROJ
PROMJERA PROMJERA POLA
JEBD’:ﬁlj(E (ucm) (ucm) FORMIRA
MJERENJE PRUE NIH NA
PRIMJENE LUEKA ; ; ; MREi|
NAJVECI | NAIMANJI | NAIVECI | NAJIMANJ | NAIVECI | NAIMANII
) 41,3 36,3 10,1 5.2 5,3 2
2
3
4
5
6
7
8
9
10
PROSJEK
116,791
ODSTUPANJE 23,131% | 11,915% | 4,7438% | 44,1980% o 40,0651% | 32,4223%
0
T.
VRUEDNOST 30,32 11,98 1,75 22,71 27,71 6,51 -19,91
ZNACAINOST 99,9% 99,9% e 99,9% 99,9% 99,9% 99,9%
znacajno

Eksperimentalna skupina paukova tretirana Tramadolom

ProsjeCan promjer mreze nakon primjene lijeka za najvece vrijednosti uvecan je za 67,01%, a za
najmanje vrijednosti smanjio se za 25,77%. Prosje¢an razmak izmedu susjednih radijalnih niti na
Cetvrtini promjera nakon primjene lijeka u odnosu na onaj prije primjene lijeka za najvece se vrijednosti
povecao za 67,33%, a za najmanje vrijednosti smanjio za 84,40%. Prosje¢an razmak izmedu susjednih
poprecnih niti nakon primjene lijeka u odnosu na onaj prije primjene lijeka za najveée vrijednosti
povecan je za 298,33%, a za najmanje vrijednosti za 10,26%. Prosjecan broj polja formiranih na mrezi
nakon primjene lijeka u odnosu na onaj prije primjene lijeka manji je za 53,73% (tablica 5). Promjene
veli¢ine mjerenih parametara nakon primjene Tramadola statisticki su znacajne s rizikom pogresnog
zakljucka manjim od 1% (tablica 5).
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Tablica 5 Rezultati mjerenja parametara mreze pauka krizara eksperimentalne skupine jedinki kojima je dan Tramadol

RAZMAK IZMEDU su;l:znhrf:ﬁ-ll(;(z)'r::éunm
PERIOD PROMJER MREZE SUSJEDNIH RADUALNIH < BROJ
NITI NA CETVRTINI
MJERENJA (ucm) NITI NA CETVRTINI PROMJERA POLIA
JEDINKE (ucm)
MJERENJE PRIJE NIH NA
) . P MREZI
PRIMJENE LLIEKA NAJVECI | NAJIMANJI | NAJVECI | NAJMANII NAJIVECI NAJMANJI
1 40,3 36,8 9,7 5,7 5,6 3 187
5 42,1 35,8 10,2 5,6 5,7 3,7 165
3 39,8 37,7 11,4 4,9 4,9 2,9 203
4 41,1 35,3 9,7 6 5,1 3,1 167
5 42,3 35 9,3 6,3 5,8 3,5 198
6 41,6 37,2 10,5 5,8 5,3 3,4 196
7 39,5 37,8 9,5 6,3 5 2,9 173
g 42,7 37,1 10,3 4,7 5,6 2,7 194
9 43 35,3 10,6 5,1 5,9 3,4 171
10 39,9 34,8 9,2 5,5 51 2,6 183
PROSJEK ghe 36,28 10,04 5,59 54 3,12 183,7
ODSTUPANIJE 67,0143% | 25,7718% | 67,3307% | 86,4043% | 298,3333% | 10,2564% | 53,7289%
T-
VRUEDNOST 64,91 -9,64 19,18 -22,37 73,73 4,55 -21,06
ZNACAINOST 99,9% 99,9% 99,9% 99,9% 99,9% 99% 99,9%

Rezultati mjerenja razmaka izmedu susjednih radijalnih niti na cCetvrtini promjera nakon primjene

lijekova kod svih eksperimentalnih skupina pokazuju u prosjeku za najvece vrijednosti povecanje, a za

najmanje vrijednosti smanjenje vrijednosti (slika 10). Primjena svih lijekova utjeCe na smanjenje

prosjec¢nog broja polja (slika 11), dok u promjeru mreZe za najvecu vrijednost u prosjeku sve skupine

imaju povecanje, ali u najmanjoj vrijednosti za Tramadol ima pad, a Indometacin i Dramina imaju

porast prosjecne vrijednosti (slika 9). U razmaku izmedu susjednih poprecnih niti na ¢etvrtini promjera

u prosjecnim vrijednostima Tramadol i Dramina biljeZze porast, a Indometacin smanjenje vrijednosti

(slika 10).
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Odstupanje u prosjecnoj veli¢ini promjera mreZe pauka
krizara

80,00% m kontrolna skupina

60,00%
M Indometacin

40,00%
20,00% I I m Dramina
0,00% n
I M Tramadol
-20,00%
-40,00%
najveé¢i  najmanji
promjer  promjer
Slika 9 Odstupanje u prosjecnoj veli¢ini najveéeg i najmanjeg promjera mreze pauka krizara prije i nakon primjene
odredenog lijeka
Odstupanje u prosjecnoj veli¢ini razmaka izmedu susjednih
radijalnih niti na cetvrtini promjera mreze te prosjecnoj velicini
razmaka izmedu susjednih poprecnih niti cetvrtini promjera mreze
pauka krizara

400,00%

300,00%

200,00%

100,00% I lI m kontrolna skupina

0,00% B -y — - ® Indometacin
-100,00% )
-200,00% W Dramina
najveci razmak najmanji razmak najvedi razmak najveci razmak M Tramadol
izmedu izmedu izmedu izmedu
susjednih susjednih susjednih susjednih

radijalnih niti  radijalnih niti  poprecnih niti  poprecnih niti

Slika 10 Odstupanje u prosjecnom izmjerenom razmaku izmedu susjednih radijalnih niti na ¢etvrtini promjera mreze
pauka krizara prije i nakon primjene odredenog lijeka te prosjecnoj vrijednosti razmaka izmedu susjednih poprecnih niti
na Cetvrtini promjera mreze pauka krizara prije i nakon primjene odredenog lijeka

Odstupanje u prosjecnom broju polja mreze pauka krizara

0,00% _—
-10’00% .

B kontrolna skupina

-20,00% B Indometacin
-30,00%

-40,00% ® Dramina
-50,00%

-60,00% B Tramadol

broj polja mreze

Slika 11 Odstupanje u prosjecnom broju polja mreZe prije i nakon primjene odredenog lijeka

Prosjecno apsolutno odstupanje svih mjerenih parametara u kontrolnoj skupini iznosi 1,75%, u prvoj
eksperimentalnoj skupini (tretiranoj Indometacinom) 78,06%, u drugoj eksperimentalnoj skupini
(tretiranoj Draminom) 39,04%, a u trecoj eksperimentalnoj skupini (tretiranoj Tramadolom) 86,98%
(slika 12). Odstupanje svih mjerenih parametara mreze u skupinama tretiranima lijekovima
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Indometacinom, Draminom i Tramadolom, osim najveceg razmaka izmedu susjednih radijalnih niti na
Cetvrtini promjera (koje nije znacajno) statisticki su znacajna s rizikom od pogresnog zaklju¢ka manjim
od 2%.

Prosjecno apsolutno odstupanje svih mjerenih parametara mreze
pauka krizara

100,00%
80,00% B kontrolna skupina
60,00% B Indometacin
40,00% Dramina
20,00% B Tramadol
0,00%

Deformacije mreze pauka krizara (Araneus diadematus) nakon primjene lijeka jasno su vidljive na slici
13 usporedbom mreZe kontrolne skupine kojoj nije apliciran lijek s ostalim skupinama kojima je
apliciran odredeni lijek svojstven svakoj skupini.

KONTROLNA SKUPINA EKSPERIMENTALNA SKUPINA
TRETIRANA INDOMETACINOM

EKSPERIMENTALNA SKUPINA EKSPERIMENTALNA SKUPINA
TRETIRANA DRAMINOM TRETIRANA TRAMADOLOM
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Graf na slici 14 prikazuje malu disperziju podataka, koja prati Gaussovu krivulju, sto dokazuje da su
podaci pri svakoj skupini mjerenja parametara za razliite jedinke paukova koncentrirani oko
aritmeticke sredine istih, odnosno nema znacajnog odstupanja pri mjerenju istog parametra u istoj
skupini jedinki.

Koeficijent varijacije podataka

80%
60%
40%
20% /
0%
-30 -20 -0 vl o 20 30
== ontrolna skupina  e====|ndometacin Dramina  e====Tramadol
RASPRAVA

Analizom rezultata istrazivanja ucinka neuroaktivnih tvari sadrzanih u odabranim lijekovima
(Indometacin, Dramina, Tramadol) na izgled mreZe pauka kriZzara (Araneus diadematus) i promjene u
veli¢inama pojedinih parametara utvrden je njihov znacajan utjecaj. Najmanja odstupanja u svim
mjerenim parametrima pokazuje kontrolna skupina sto potvrduje tvrdnju da je na izgled mreZe pauka
u ostalim skupinama utjecao aplicirani lijek.

IstraZzivanje je pokazalo da je najvec¢a promjena vrijednosti mjerenih parametara vidljiva u skupinama
tretiranim Tramadolom i Indometacinom s nesto izraZenijim utjecajem Tramadola (za 8,91% veca
odstupanja od Indometacina) Sto je u skladu s utvrdenim nuspojavama u primjeni istih lijekova kod
Covjeka te potvrduje rezultate Namazijevog (2017) istraZivanja prema kojemu tvar s najsnaznijim
neuroaktivnim ucinkom (U Namazijevom (2017) istraZivanju nazvana najtoksi¢nijom) uzrokuje najvece
promjene u obliku i uzorku mreZe zbog izravne povezanosti Ziv€éanog sustava pauka i izgleda njegove
mreze.

Promjena veliCina prosje¢nog najveéeg i najmanjeg promjera mreza, prosje¢nog najveceg i najmanjeg
razmaka niti te prosjec¢nog broja polja formiranih na mrezi nakon primjene lijekova moZze ukazivati na
poremecaje u prostornoj koordinaciji jer su udaljenosti izmedu radijalnih niti i razmak izmedu
poprecnih niti kao i njihova duZina veée, ¢ime se smanjuje broj polja te preciznost i pravilnost pletenja
mreze. To moZze ukazivati na pogorsanje fine motorike (smetenost), sto su ucinci sliéni nuspojavama
primjene istih lijekova kod ljudi (Belupo, 2015; JGL, 2011; Yumpu, 2013). Promjenu lokomotornih
sposobnosti u ¢ovjeka nakon uzimanja Tramadola implicira i istrazivanje koje su proveli Symeon i sur.
(2017) na dvije vrste laboratorijskih miseva u kojemu je uporabom vruce ploce i mjerenjem vremena
reakcije miSeva dokazan utjecaj tramadola na povecdanje razine stresa, psihomotoriku i hiperaktivnost
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miSeva kao rezultat djelovanja ovog lijeka na Ziv€ani sustav koji je, zbog slicnosti s ljudskim, miseve

ucinio povoljnim za vrienje farmakoloskih testiranja. S druge strane, u istraZivanju utjecaja
indometacina na motoriku zeceva koje su proveli Pantovicisur. (2005) nije utvrden utjecaj samog lijeka
na motoricku aktivnost zecCeva Sto je u suprotnosti s nuspojavama koje indometacin mozZe izazvati kod
ljudi i rezultatima ovoga rada prema kojima indometacin uzrokuje znacajnu promjenu obliku mreze
pauka krizara (Araneus diadematus).

Potvrdena je pocetna hipoteza da ¢e tvar s najveéim utjecajem na promjenu oblika i uzorka mreze biti
Tramadol koji ima najjaci utjecaj na Ziv€ani sustav Covjeka, Sto je u skladu s rezultatima istrazivanja
Witta (1971) i Noevera i sur. (1995) kod kojih je tvar s najsnaznijim neuroaktivnim djelovanjem (kloral
hidrat) najvise utjecala na deformaciju mreze.

Kako bi se utvrdio izravan utjecaj apliciranih lijekova na Ziv¢ani sustav pauka, potrebno je promatrati
aktivnost Ziv€anog sustava pauka za vrijeme pletenja mreze, a ne samo oblik mreZe, kako bi se
eliminirala moguénost da je promijenjen izgled mreZe rezultat djelovanja lijeka na neki drugi organski
sustav, Sto u ovom radu nije bilo mogucée provesti. Za daljnje istraZivanje predlazemo ponavljanje
istrazivanja u mracnoj, zvucno izoliranoj prostoriji, kako bi se osiguralo da svi podraZaji dolaze iskljucivo
od lijekova, i usporedbe rezultata odstupanja istih parametara mreze u novom istraZzivanju s
rezultatima ovog istrazivanja. Nadalje, za jednostavnije provodenje pokusa valja izraditi prozirne okvire
od akrilnog stakla (Namazi, 2017) koji bi olaksali provodenje istraZivanja. Takoder, predlazemo
apliciranje vode kontrolnoj skupini na nacin koji se eksperimentalnim skupinama aplicirala vodena
otopina lijekova (injektiranjem), ¢cime bi se uklonio utjecaj stresa pri samom injektiranju lijekova kao
faktor u oblikovanju mreZze, kao i pronalazak preciznije i prakti¢nije metode primjene vodenih otopina
lijekova jedinkama pauka kako bi se osigurala veéa tocnost i lakSe doziranje volumena lijeka koji je svaki
pauk primio. Za jasnije slike potrebno je koristiti fotografski aparat vece kvalitete i bolje svjetlosne
uvjete te profesionalno obraditi slike.

Ovo istraZzivanje utjecaja lijekova na oblik mreZze pauka krizara doprinos je farmakologiji i arahnologiji
te otvara mogucnost brojnim dodatnim istraZivanjima na slicnu tematiku uz koja bi rezultati ovoga
istrazivanja imali veliku prakticnu primjenu. Jedna od mogucnosti za daljnje istraZivanje jest
promatranje dugotrajnog utjecaja lijekova na oblik mreZe pauka krizara promatranjem promjena
izgleda mreZe i vrijednosti parametara u duzem vremenskom razdoblju primjene lijekova kako bi se
ustvrdila eventualna trajna osSteéenja Ziv€anog sustava pauka. Takoder, mogude je ponovno provesti
ovakvo istraZivanje uz praéenje aktivnosti pauka tijekom pletenja mreZe te vremena potrebnog za
pletenje. Nadalje, ukoliko bi se daljnjim istrazivanjima direktno dokazao utjecaj neuroaktivnih lijekova
na Zivcani sustav pauka, paukovo pletenje mreze moglo bi posluZiti kao jednostavan test za utvrdivanje
neuroaktivnosti uzoraka nepoznatih tvari.

ZAKUUCCI
Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti:

u kontrolnoj skupini nema statisticki znacajnog odstupanja mjerenih parametara mreze pauka
krizara u periodu aplikacije lijekova u eksperimentalnim skupinama i mjerenja u periodu prije
aplikacije lijekova u eksperimentalnim skupinama (prosjecno odstupanje iznosi 1,75%)
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Ucinak neuroaktivnih tvari na oblik mreZe pauka krizara (Araneus Mentor:
diadematus Clerck, 1758) Milinkovié A.

odabrani lijekovi (Indometacin (Belupo), Dramina, Tramadol (Farmal)) imaju znacajan utjecaj
na oblik i dimenzije mreZe pauka kriZara

najvece prosjecno odstupanje u obliku i dimenzijama mreZe prije i nakon aplikacije lijeka
prisutno je u skupini tretiranoj Tramadolom (86,98%), zatim u skupini tretiranoj
Indometacinom (78,06%), a najmanje je prisutno kod skupine tretirane Draminom (39,04%).
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SAZETAK

Nanotehnologija je u posljednje vrijeme vrlo popularna u svijetu, a najéesée se u svakodnevnom Zivotu koriste
nanocestice srebra (AgNP). S obzirom na to da se nanosrebro Cesto koristi kao antimikrobno sredstvo u
kucanstvima, cilj ovog istrazivanja bio je istraziti kako ono djeluje na populaciju lucerne (Medicago sativa, L.).
Tema ovog istrazivanja znacajna je zato Sto se nanosrebro sve ceSce koristi u industriji i moze lako dospjeti u
okolis. Istrazen je utjecaj na klice lucerne zato Sto se lucerna smatra tzv. ,super hranom” i pretpostavlja se da c¢e
se sve cesSce koristiti u prehrambenoj industriji. U ovom istrazivanju, lucerna je tretirana razli¢itim
koncentracijama nanosrebra te je VIS spektrofotometrijom odredivana koli¢ina ukupnih proteina i koli¢ina
prolina, a UV/VIS spektrofotometrijom odredivana je aktivnost katalaze. Istrazivanje je pokazalo da nanocestice
srebra nemaju utjecaj na postotak klijavosti klica i na njihove morfometrijske parametre no utje¢u na ekspresiju
stani¢nih proteina. Deseti dan nakon Sto su biljke proklijale, razlika u ekspresiji proteina izmedu negativne
kontrole i eksperimentalnih skupina vrlo je velika. Razlika u ekspresiji proteina izmedu eksperimentalnih skupina
statisticki nije znacajna, pa bi daljnja istrazivanja trebalo provesti s ve¢im koncentracijama nanosrebra u otopini.
Prolin je neesencijalna aminokiselina koju biljka stvara u uvjetima oksidacijskog stresa. Mjerenja pokazuju da je
najvisa koncentracija prolina u negativnoj kontroli, a najmanja na koncentraciji od 200 ppm $to nije u skladu s
ocekivanjima. Odredivanje aktivnosti katalaze bilo je neuspjesno te bi se daljnjim istrazivanjima trebala istrazivati
aktivnost katalaze i sinteza vlastitog nanosrebra.

Kljucne rijeci: nanosrebro, lucerna, oksidacijski stres, spektrofotometrija
UuvoD

Danas, razvojem znanosti i napretkom tehnologije, nanotehnologija i njezini proizvodi sve cesée
pronalaze put u svakodnevni Zivot Covjeka. Nanotehnologija je skup disciplina koje se bave
istrazivanjem materijala i njihovih svojstava na nano-skali (Yan i Chen, 2019). Takvi materijali
poprimaju potpuno nova fizicka, kemijska, elektronicka i bioloSka svojstva od istih makromaterijala
zato Sto je usitnjavanjem na velicine ispod 100 nm doslo do povedanja njihove dodirne povrsine
(Rezvani i sur., 2012). Nanomaterijali imaju Siroku primjenu u svim podrucjima, posebice u medicini,
elektrotehnici, fizici, kemijskoj i prehrambenoj industriji (Bajan, 2017). S obzirom na to da danas
nanotehnologija ima Siroku primjenu u znanosti i industriji, a pretpostavlja se da ¢e se proizvodnja
nanomaterijala u buducnosti znatno povedati, postavlja se pitanje jesu li nanomaterijali dovoljno
istrazeni i kakav ¢e utjecaj imati na organizme i ekosustave dospiju li u okoli$ (Yuan i sur., 2018). O
tome da vecina nanomaterijala nema pozitivan, veé potencijalno negativan utjecaj na Zivi svijet, govori
podatak da Danska ima vlastitu bazu podataka u kojoj se nalazi popis svih proizvoda koji sadrze
nanomaterijale. Svaki proizvod koji sadrZi nanomaterijale oznacen je pomocu 5 tockica razlicite boje s
obzirom na rizik koji on predstavlja za okolis i ljude (Jgrgensen, 2013). Prve tri toc¢ke uvijek se odnose
na potencijal izloZenosti profesionalnih korisnika, potrosaca i okolisa (tim redoslijedom), a posljednje
dvije boje odnose se na potencijal opasnosti za ljude i okolis. (Jérgensen, 2013). Boje oznacavaju jesu
li indikacije izloZenosti ili u¢inaka visoke (crvena), srednje (Zuta), niske (zelena) ili nepoznate (siva) —
npr. eejes,
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Nanocestice srebra jedan su od komercijalno najrasirenijih i u industriji najvaznijih nanomaterijala.
Dobro su poznate po svojem antibakterijskom i antimikoznom djelovanju (Pixel-Industry, 2014). Jos od
davnina ionsko srebro koristilo se kao antiseptik protiv razliCitih infekcija. Iz tog razloga, nanocestice
srebra Cesto se koriste kao sastojak u pesticidima i umjetnim gnojivima u poljoprivredi (Cramer i sur.,
2011). Zbog sve vece otpornosti bakterija na antibiotike, nanocestice srebra danas se upotrebljavaju
kao antibakterijsko sredstvo, jer je dokazano da djeluju Stetnije na bakterije od antibiotika i ionskog
srebra (Pixel-Industry, 2014). Nanosrebro u kontaktu s bakterijama i gljivicama nepovoljno ée utjecati
na stani¢ni metabolizam i inhibirati rast stanica jer oteZzava disanje, smanjuje bazalni metabolizam i
Stetno djeluje na sustav za prijenos elektrona i transport tvari kroz membranu mikrobnih stanica
(Sadeghi i sur., 2012). Nanosrebro inhibira diobu i rast onih bakterija i gljivica koje izazivaju infekciju,
miris, svrbeZ i ¢ireve (Cramer i sur., 2011). Takoder, zbog gore navedenih svojstava, nanosrebro se sve
cesce koristi kao antialergijsko sredstvo (Pixel-Industry, 2014). lako nanocestice srebra danas imaju
Siroku primjenu, one jo$ uvijek nisu dovoljno dobro istrazene, te postoji mnogo nepoznanica o
njihovom potencijalno Stetnom kratkoro¢nom i dugoro¢nom djelovanju na Zivi svijet.

Biljke su sesilni organizmi te su tijekom evolucije zadrZali obiljeZja koja su im omogucila prezivljavanje
u promjenjivim uvjetima okolisa. Kao posljedica promjenjivih tj. stresnih uvjeta rasta, u biljnom
organizmu vrlo cesto dolazi do pojave oksidacijskog stresa koji ¢e rezultirati aktivacijom
antioksidativnog odgovora tj. obrambenog mehanizma biljke. Oksidacijski stres pojava je neravnoteze
oksidansa (slobodnih radikala) i antioksidansa s tendencijom stvaranja oksidansa, S$to uzrokuje
ostecenja bioloski vaznih makromolekula u stanici, ali i samih stani¢nih struktura (Yasur i Usha Rani,
2013). Oksidansi nastaju u biljnoj stanici procesom aerobnog metabolizma, kao meduprodukti
oksidacije vode u molekularni kisik u fotosintetskom transportnom lancu elektrona. Pojava
oksidacijskog stresa uglavnom je uzrokovana utjecajem raznih abiotickih ¢imbenika kao Sto su susa,
obilje vode, visoka ili niska temperatura, utjecaj razlicitih tvari, teski metali itd. (Bajan, 2017). U takvim
uvjetima stvaraju se reaktivne kisikove jedinke (ROS) koje osteéuju molekule lipida, proteina i molekulu
DNA sto moZe dovesti do stani¢ne smrti (Luksi¢, 2019). U ROS se ubrajaju vodikov peroksid (H,0,),
superoksidni radikal (O,), hidroksilni radikal (OH?) i perhidroksilni radikal (HO;). Indikator
oksidacijskog stresa je prolin zato Sto ga biljka stvara u stresnim uvjetima (Bonassin L, 2018). Prolin za
biljke ima vise Zivotno vaznih funkcija kada se one nadu u uvjetima oksidacijskog stresa. Najranije
uocena i najvise istrazivana funkcija prolina u stresnim uvjetima je uloga kompatibilnog osmolita. Prolin
je molekula topljiva u vodi koja stanici omogucéava odrZavanje volumena jer joj omogucuje primanje
vode (Chen i Jiang, 2010). Osim toga, prolin odrzava enzime peroksidazu i katalazu funkcionalnima.
Prolin mozZe reagirati s hidroksilnim radikalima i potencijalno sa singletnim kisikom te ih neutralizirati.
Kaul i sur. (2008) dokazali su da prolin reagira s vodikovim peroksidom te da pritom nastaju molekule
hidroksiprolina.

Ova je tema odabrana zato Sto se smatra da je vrlo vazno istraZiti potencijalno negativni utjecaj
donedavno nepoznatih tvari, a koje su u vrlo kratkom vremenu usle u Siroku komercijalnu upotrebu.
Zbog nagle trzisne ekspanzije, nije ostavljeno dovoljno vremena kako bi se istraZile eventualne
negativne posljedice upotrebe nanocestica, posebice one dugorocne. NaZalost, nanocestice nisu
izolirani slucaj gdje ,,nova tehnologija“ osvaja komercijalno trZiste brze nego $to znanost i medicina
mogu donijeti zakljucke o njezinoj sigurnosti za zdravlje organizama i odrzivost ekosustava (Butt i sur.,
2019). Ovim istrazivanjem Zeli se ukazati na potencijalnu opasnost prekomjerne upotrebe nanocestica
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srebra na rast i razvoj biljaka, koristeéi lucernu kao modelni organizam u eksperimentu zbog njezine
Siroke primjene i lake dostupnosti. Ako ¢e se nanomaterijali u buduénosti sve vise proizvoditi i
komercijalno upotrebljavati, zasigurno ¢e mngo njih zavrsiti u okolisu.

Cilj ovog istraZzivanja uvidjeti je kakve ¢e se morfoloske i fizioloske promjene dogoditi na jedinkama
lucerne pod utjecajem razlicitih koncentracija nanosrebra te kako ono utjece na razinu oksidacijskog
stresa u biljke.

S obzirom na to da je nanosrebro vrlo reaktivni materijal te ima vrlo jaka antimikrobna svojstva (Pixel-
Industry, 2014), ocekuje se da ¢e se poveéanjem koncentracije nanosrebra, povecavati i razina
oksidacijskog stresa koji ¢e imati utjecaj i na same morfoloske karakteristike biljke. Poznato je da na
korijenu lucerne Zive bakterije koje obavljaju proces fiksacije dusSika i tako opskrbljuju biljku nitratima,
potrebnima za normalan rast i razvoj jer je dusSik u sastavu mnogih bioloski vaznih molekula poput
proteina i nukleinskih kiselina. Kako ¢estice nanosrebra imaju antimikrobna svojstva, moglo bi dodi do
uniStenja mutualistickog odnosa lucerne i bakterija, zbog ¢ega bi bio otezan ili onemogucen rast biljaka.
Pretpostavka je da ¢e duljina klice i duljina korijena biljke pod utjecajem nanosrebra biti manja od one
biljke koja ¢e rasti u normalnim uvjetima (negativna kontrola). Takoder, o¢ekujemo da ¢e molekularne
metode pokazati promjenu na stani¢noj razini izmedu eksperimentalne i kontrolne skupine.
Pretpostavka je da ¢e eksperimentalna skupina u svojim stanicama, zbog povecanog stresa
uzrokovanog Cesticama nanosrebra, imati nizu stopu genske ekspresije pa time i nizu koncentraciju
ukupnih stani¢nih proteina u usporedbi s kontrolnom skupinom. Takoder, vrijednosti ,markera”
oksidacijskog stresa u biljkama, poput koncentracije enzima katalaze i aminokiseline prolina u
eksperimentalnoj skupini bit ¢e poviseni u usporedbi s kontrolnom skupinom.

Na temelju svega navedenog iznose se sljedecée hipoteze:

1. Povecanjem koncentracije nanosrebra ocekuje se porast razine oksidacijskog stresa,
odnosno povecanje koncentracije prolina te veca razlika u koncentraciji prolina izmedu negativne
kontrole i eksperimentalnih skupina.

2. Poveéanjem koncentracije nanosrebra ocekuje se smanjenje ukupne ekspresije stani¢nih
proteina i velika razlika u ekspresiji stani¢nih proteina.

3. Ocekuje se da ¢e biljke u eksperimentalnim skupinama s ve¢com koncentracijom nanosrebra
biti manje veli¢ine od onih s manjom koncentracijom nanosrebra.

4. Ocekuje se razlika u ekspresiji ukupnih proteina 2. dan nakon klijanja i 10. dan nakon klijanja.
5. Ocekuje se veda aktivnost katalaze u skupinama s ve¢im koncentracijama nanosrebra.

METODE

Cijelo istraZivanje podijeljeno je u pet faza te je u cijelosti napravljeno u skoli:
1. istraZzivanje literature i izrada plana istraZivanja
2. priprema materijala i klijanje klica
3. priprema bazdarnih krivulja, reagensa i ostalih komponenata
4. mjerenja
5. analiza i statisticka obrada podataka
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U svrhu ovog istraZivanja uzgajale su se klice biljke lucerne (Medicago sativa L.) te se ispitivao utjecaj

Cestica nanosrebra na pojavu oksidacijskog stresa, odnosno ekspresiju proteina 2. i 10. dan nakon sto

su klice proklijale, morfometrijska obiljezja, koncentraciju prolina i aktivnost katalaze.

val:Ii-jI:bIe Ime varijable Raspon varijabli, nacin njihovog mjerenja i kontroliranja
§ § EZ::)(Z:tsﬁcce?irebra u gg(r)ié;s;o(iﬁkp;e;ao)topina nanosrebra koncentracija 25 ppm, 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm i
hranjivom mediju ’
duljina klicinog Mjerenje duljine klicinog izdanka uz pomoc¢ ravnala s najmanjom podjelom od 1 mm (+ 0,5
izdanka mm).
duljina klicinog Mjerenje duljine klicinog korjenci¢a uz pomo¢ ravnala s najmanjom podjelom od 1 mm (+
g korjenciéa 0,5 mm).
= koncentracija Mjerenje apsorbancije ekstrakata stani¢nih proteina uz pomo¢ spektrofotometra pri valnoj
N stani¢nih proteina duljini od 595 nm koristeci Bradfordov reagens.
. . Mjerenje apsorbancije prolina spektrofotometrom nakon inkubacije stani¢nog ekstrakta s
koncentracija prolina R . e
ninhidrinskim reagensom pri valnoj duljini od 520 nm.
. T U pripremi svih koncentracija nanosrebra koristena je ista mati¢na otopina (Vitabay Med,
izvor nanocestica ) . R . ) . o
srebra Colloidal Silver Concentrate 1200 ppm). Na taj nacin osigurana je uniformnost Cestica tj.
jednaka velicina.
Tijekom cijelog istraZivanja posebna paznja posvecena je osiguravanju sterilnih uvjeta rada.
Koristenjem ekspres lonca (autoklaviranje) sterilizirana je destilirana voda koja je koristena
@ o za pripremu svih otopina te plasti¢ni nastavci za mikropipete (slika 2b). Metodom suhe
< sterilni uvjeti rada e I . . Lo ) - . -
o sterilizacije steriliziran je sav metalni i stakleni pribor te filtar papir koji je koristen kao
*g' podloga za klijanje sjemenki. Priprema sjemenki za klijanje, kao i njihovo sadenje u Petrijeve
~ zdjelice radeno je u trokutu s tri upaljena plinska plamenika (tzv. sterilni trokut).
uvjeti rasta Sve sjemenke u Petrijevim zdjelicama rasle su u jednakim uvjetima s minimalnom
promjenom u temperaturi i osvijetljenosti prostorije (slika 1b).
Sve eksperimentalne grupe sadene su u deset ponavljanja (Petrijevih zdjelica) s po 10
broj replikanata sjemenki kako bi se osigurao statisticki znacajan uzorak ¢ak i u slu¢aju kontaminacije nekih
od Petrijevih zdjelica. Kontrolne grupe sadene su u sedam ponavljanja s po 10 sjemenki.

Priprema biljnog materijala i postavljanje klijalista
Sjemenke su dezinficirane u 1 %-tnoj otopini izosana (20 minuta) i nakon toga isprane sterilnom

destiliranom vodom. Eksperimentalne sjemenke stavljene su u otopine nanosrebra odgovarajudih
koncentracija (25 ppm, 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm i 200 ppm) na 8 sati kako bi nabubrile. Sjemenke
pozitivne kontrole stavljene su na bubrenje u otopinu natrijeva klorida koncentracije 0,25 M, a

sjemenke negativne kontrole u sterilnu destiliranu vodu kroz isto vremensko razdoblje. Po 10 je
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sjemenki preneseno u sterilne Petrijeve zdjelice u koje je prethodno stavljen sterilni filtar papir. Prije

nego Sto su Petrijeve zdjelice bile stavljene na ormar na klijanje zalivene su s 5 mL odgovarajucih

otopina (iste one u kojima su bile namakane). Ovisno o potrebi (ukoliko je filtar papir bio suh) sjemenke

su dodatno zalijevane sve do 10. dana, odnosno zavrsetka istraZzivanja. Tijekom klijanja senzorima je

mjerena kolic¢ina svjetlosti i temperatura zraka (slika 1b).

| 2l e

7L »
) b A

Mjerenja provedena dva dana nakon klijanja lucerne

Drugog dana nakon Sto su klice proklijale mjerena je koncentracija ukupnih proteina. Razlog tome su

istrazivanja koja sugeriraju da je u pocetnim stadijima rasta koncentracija stanicnih proteina povisena,

kao odgovor stanice na stanje stresa i pokusaj obrane (Yan i Chen, 2019). Koncentracija ukupnih

proteina odredivana je pomocu Bradfordovog reagensa. Tijek mjerenja je ukljucivao:

1
2
3

(91

10

Priprema PBS pufera

Priprema Bradfordovog reagensa

Izrada baZdarne krivulje za spektrofotometrijsko odredivanje ekspresije stanicnih proteina
pomocu otopina PBS pufera i pileceg albumina

Vaganije klica iz Petrijevih zdjelica

Maceriranje klica te razrjedivanje s PBS puferom (za 0,1 g tkiva dodan je 1 mL PBS pufera)
Dobivene otopine PBS pufera i maceriranih klica prebace se u Falcon epruvete volumena 15
mL i stave u centrifugu na 5 minuta (3 500 okretaja po minuti)

Nakon prvog centrifugiranja, supernatant je potrebno preliti iz Falcon epruveta u Eppendorf
epruvete te ponovno centrifugirati 15 minuta (12 000 okretaja po minuti)

Nakon drugog centrifugiranja, supernatant iz Eppendorf epruveta ponovno se vrati u Falcon
epruvete te se u njih doda Bradfordov reagens u omjeru 1:10 (volumen reagensa:volumen
biljnog ekstrakta) i izolira od svjetlosti na 5 minuta (slika 6k)

Mililitar sadrzZaja iz Falcon epruvete prenese se pomocu mikropipete u kivetu te se napravi 5
spektrofotometrijskih mjerenja pri valnoj duljini 595,2 nm za svaku kontrolnu i
eksperimentalnu skupinu

Preko prethodno eksperimentalno izradene baZzdarne krivulje pile¢eg albumina i dobivenih
mjerenja apsorbancije izracuna se ukupna masa proteina u lucerni (slika 3).
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Priprema PBS pufera

Za litru PBS pufera potrebno je: 8 g natrijevog klorida, 200 mg kalijevog klorida, 1,78 g natrijeva
hidrogenfosfata dihidrata i 240 mg kalijeva dihidrogenfosfata. Sve to valja otopiti u odmjernoj tikvici
volumena 1 L. Nakon toga potrebno je pH pufera podesiti na 7,4. To je napravljeno pomoc¢u pH senzora.
Pocetni pH pufera iznosi oko 7,8. Pomodu 0,1M klorovodiéne kiseline pH je spusten na 7,4.

Priprema Bradfordovog reagensa

U 50 mL metanola otopi se 50 mg Coomassie Blue G-250 boje u odmjernoj tikvici volumena 1L. Tome
se doda 100 mL 85%-tne fosforne kiseline i 500 mL deionizirane vode. SadrZaj je potrebno dobro
promijesati, a zatim deioniziranom vodom dopuniti do oznake. Nakon gotove sinteze, otopinu je
potrebno filtrirati pomocu naboranog filter papira kako bi se otklonile vece Cestice necistoce. Boja je
podloZna fotolizi te ju je potrebno zastititi aluminijskom folijom i drzati u hladnjaku na 4 °C.

Izrada bazdarne krivulje pile¢eg albumina

Najprije se pripreme otopine PBS pufera i razli¢itih koncentracija pile¢eg albumina (25, 50, 100, 200,
400, 600, 800 i 1000 ug/mL). U otopine se doda BSA reagens u omjeru 1:10. Otopine se stave u prostor
bez svjetlosti na 5 minuta. Nakon toga 1 mL svake otopine potrebno je prenijeti u kivetu i staviti na
spektrofotometar. Na apscisu korisnik unosi koncentracije, a na ordinati se ispisuju apsorbancije koje
je spektrofotometar na valnoj duljinu 595,2 nm izmjerio. Na kraju je potrebno tocke spojiti pravcem te
ispisati jednadzbu pravca pomocu koje ¢e se kasnije racunati koncentracije proteina (slika 3).

Bazdarna krivulja pile¢eg albumina
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Mjerenja provedena 10 dana nakon klijanja lucerne

Desetog dana nakon sto su klice proklijale ponovno je mjerena koncentracija ukupnih proteina, ali su i
ravnalom mjerena morfometrijska obiljeZja klica (duljina korijena, duljina stabljike i broj listova) te je
spektrofotometrijski odredivana koncentracija prolina.

Koncentracija proteina odredivana je na isti nacin kao i 2. dan nakon sto su klice proklijale.

Odredivanje koncentracije prolina

Prvi korak u odredivanju koncetracije prolina je eksperimentalna izrada baZzdarne krivulje. Bazdarna
krivulja radena je pomocu reakcijske smjese ninhidrina i otopina razli¢itih koncentracija prolina (20,
50, 100, 150, 200, 250, 400, 500, 600, 800, 1000 ug/mL) (slika 4). Ninhidrin je otopljen u 100 %-tnoj
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octenoj kiselini i 20 %-tnoj sulfosalicilnoj kiselini na temperaturi od 70 °C tako da se dobije reakcijska
smjesa ninhidrina. Kasnije je 50 uL otopine biljnog tkiva i PBS pufera stavljeno u 1 mL rekacijske smjese
ninhidrina. SadrZaj je kvantitativno prenesen u epruvete i zagrijavan u vodenoj kupelji 15 minuta.
Nakon 15 minuta otopine su dobile crveno-narancastu boju. Otopina s ve¢om koncentracijom prolina
poprimila je jace crvenu boju. Nakon zagrijavanja epruvete su na 5 minuta stavljene u led kako bi se
zaustavila reakcija. Kasnije je spektrofotometrijski ispitivana apsorbancija na valnoj duljini od 520 nm.
Za svaku je skupinu napravljeno 5 spektrofotometrijskih mjerenja kao kontrola. Nakon ocitanih svih
apsorbancija prema jednadzbi pravca bazdarne krivulje izracunate su vrijednosti koncentracije prolina
eksperimentalnih skupina.

Logaritmirana bazdarna krivulja prolina
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Slika 4 Graf ovisnosti koncentracije Cistog prolina o apsorbanciji pri 519,9 nm (baZdarna krivulja za
odredivanje koncentracije prolina)

1|1

Slika 5 Klju¢ni koraci u provodenju istraZivanja: a) Selekcija sjemenki pod lupom te stavljanje istih na klijanje u sterilnim
uvjetima; b) Namjestanje pH vrijednosti PBS pufera; c) Maceriranje klica; d) Otopine lucerne i PBS pufera nakon
1. centrifuge; e) Otapanje ninhidrina na magnetnoj mijesalici uz zagrijavanje; f) Zagrijavanje otopina ninhidrina
i macerirane lucerne te PBS pufera; g) BSA reagens te otopine lucerne
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Statisticke metode

U ovome istraZivanju koriStene su sljedece deskriptivne statisticke metode: standardna devijacija,
ANOVA test, Pearson test te Tukey test. Standardna devijacija matematicka je metoda koja govori o
pouzdanosti rezultata i njihovoj rasprsenosti oko aritmeticke sredine (preciznost i to¢nost mjerenja).
Ona prati Gaussovu krivulju. Ako je standardna devijacija mala to znaci da su mjerenja jako grupirana
jedna oko drugoga — preciznost mjerenja i metode je velika. ANOVA test je utvrdio postoji li ili ne
znacajna razlika izmedu testiranih grupa (tj. koja je vjerojatnost da se takav ili bolji rezultat dogodi Cisto
slu¢ajno). Ukoliko ima znacajne razlike, provodi se daljnja analiza (Pearson i Tuckey test) kako bi se
utvrdilo izmedu kojih grupa zapravo postoji razlika (uz preduvjete, alfa 0,05 = znaci da je vjerojatnost
da se takav ili bolji rezultat pojavi manja od 5 %).

REZULTATI
Rezultati su analizirani u skladu s postavljenim hipotezama.

Postotak klijavosti

Odredivanjem postotka klijavosti lucerne utvrden je priblizno jednak postotak klijavosti u negativnoj
kontrolnoj skupini i ostalim eksperimentalnim skupinama. Niti jedna klica u pozitivnoj kontrolnoj
skupini (otopinu natrijeva klorida koncentracije 0,25 M) nije proklijala. Napravljen je ANOVA test koji
je pokazao da nema statisticki znacajne razlike izmedu negativne kontrole i bilo koje od
eksperimentalnih skupina (F vrijednost = 1,685, F crit vrijednost 2,286, p vrijednost = 0,144).

Morfometrijska mjerenja

U tablici 2 prikazane su morfometrijske vrijednosti 10 dana starih klica lucerne. ANOVA testom
utvrdeno je da nema statisticki znacajne razlike u duljinama korijena izmedu negativne kontrolne
skupine i eksperimentalnih skupina. S druge strane, ANOVA test je pokazao da postoji statisticki
znacajna razlika u duljinama stabljike izmedu negativne kontrole i eksperimentalnih skupina. Tukey
testom utvrdeno je da je najveca razlika postoji izmedu eksperimentalne skupine s koncentracijom
nanosrebra 25 ppm i skupine s koncentracijom nanosrebra 150 ppm (p vrijednost = 0,0002). Takoder,
utvrdene su i manje znacajne razlike izmedu skupine koncentracije 25 ppm i skupina koncentracije 200
ppm (p vrijednost = 0,0005) te negativne kontrolne skupine (p vrijednost = 0,0023). ANOVA testom je
potvrdeno da postoji i znacajna razlika u broju listova. Najveca razlika u broju listova klica lucerne je
izmedu grupe koncentracije 25 ppm i grupe koncentracije 150 ppm (p vrijednost = 0,0001).
Pearsonovim testom dokazano je da ne postoji korelacija izmedu duljina korijena i stabljike unutar
skupina (r vrijednosti < 0,3).

Ekspresija stanic¢nih proteina

Tretmani klica destiliranom steriliziranom vodom negativne kontrole 2. dan pokazali su gotovo jednaku
ekspresiju stani¢nih proteina kao i eksperimentalne skupine tretirane nizim koncentracijama AgNP (25
ppm i 50 ppm). Na slici 7 vidljivo je da porastom koncentracija AgNP iznad 50 ppm masa stanicnih
proteina pada. Takoder, utvrdeno je da izmedu koncentracija stani¢nih proteina razli¢itih skupina (F
vrijednost = 544,052, F crit vrijednost = 2,445, p vrijednost = 0,018) postoji statisti¢ki znacajna razlika.
Dodatnom analizom (Tukey test) utvrdeno je da postoje znacajne razlike izmedu negativne kontrolne
skupine i svih eksperimentalnih skupina, a najveca razlika postoji izmedu negativne kontrolne skupine
i eksperimentalne skupine koncentracije 200 ppm (p vrijednost = 0).

Bioznalac 6: 56-68 DrZavno natjecanje iz biologije 2020. | 63



Hrvatsko biolosko drustvo . .
Spiclin J. 2. razred SS
‘ \ Utjecaj nanocestica srebra na oksidacijski stres u obicne lucerne Mentor:
(Medicago sativa L.) Safran M.
Testna skupina Duljina korijena / cm Duljina klice / cm Broj listova
Kontrolne Negativna kontrola 2,46 3,11 1,65
skupine Pozitivna kontrola nije proklijalo (sve vrijednosti = 0)
c(AgNP) = 25 ppm 2,09 2,65 1,52
. c(AgNP) = 50 ppm 2,39 3,03 1,84
Eksperimentalne
. c(AgNP) =100 ppm 2,29 3,05 1,94
skupine
c(AgNP) = 150 ppm 2,26 3,18 1,63
c(AgNP) = 200 ppm 2,44 3,15 1,78

Na slici 6 vidljiv je nagli porast masa proteina u negativnoj i pozitivnoj kontrolnoj skupini 10. dan, ali i
u svim eksperimentalnim skupinama. Najveci porast mase proteina u eksperimentalnim skupinama
ima grupa koja je tretirana koncentracijom 50 ppm AgNP. Usporedujuci s negativnom kontrolnom
skupinom, u svih eksperimentalnih skupina mnogo je manji porast mase proteina. Statisticki znac¢ajna
razlika izmedu negativne skupine i eksperimentalnih skupina utvrdena je i ANOVA testom, a Tukey
testom ponovno je utvrdeno da najveda razlika postoji izmedu negativne kontrolne skupine i
eksperimentalne skupine koncentracije 200 ppm (p vrijednost = 0).

Takoder, napravljen je t-test kako bi se utvrdilo postoji li znacajna razlika izmedu koncentracija
stani¢nih proteina 2-og i 10-og dana nakon klijanja u eksperimentalnim skupinama. Rezultati testa
potvrduju da su razlike u koncentracijama proteina znacajne (F vrijednost = 7,461, F crit vrijednost
4,747, p vrijednost = 0,018).

Koncentracija prolina

Na slici 7 vidljivo je da je najveca koncentracija prolina u negativnoj kontrolnoj skupini, a najmanja u
skupini koncentracije 200 ppm AgNP. U svim eksperimentalnim skupinama koncentracije prolina
priblizno su jednake, osim u skupini koncentracije 50 ppm gdje je koncentracija prolina znatno visa,
nego u ostalih eksperimentalnih skupina. ANOVA testom utvrdeno je da postoje statisticki znacajne
razlike izmedu negativne kontrolne skupine i svih ostalih skupina. Najveca razlika je izmedu negativne
kontrolne skupine i eksperimentalne skupine koncentracije 200 ppm (p vrijednost = 0).

Ovisnost mase stani¢nih proteina o koncentraciji nanosrebra u
vodenoj otopini u kojoj su klice proklijale
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Slika 7 Utjecaj AgNP na koncentraciju prolina u klica lucerne

Na slici 8 vidljiva je promjena temperature i koli¢ine svjetlosti koja je mogla utjecati na rezultate, a na
slici 9 moguca pogreska koja je mogla utjecati na same rezultate.
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Slika 8 Svjetlost i toplina na stalku na kojem su bile klice tijekom svih 10 maceriranja (primjer pogresne
dana metodologije)

RASPRAVA

Rezultati dobiveni ovim istraZivanjem ne poklapaju se u potpunosti s hipotezama iznesenim na temelju
znanstvenih Cinjenica pronadenih u literaturi, no istraZzuje se bioloski sustav koji je vrlo nepredvidiv te
postoji mnogo parametara koji mogu utjecati na konacni rezultat dobiven nekim mjerenjem. Npr.
Bajan je 2017. godine dobila negativnu korelaciju izmedu masa prolina i koncentracija nanocestica
srebra.
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Postotak klijavosti eksperimentalnih skupina gotovo je jednak postotku klijavosti klica negativne
kontrole sto ukazuje na to da nanosrebrno na utje¢e na parametar klijavosti. Klice pozitivne kontrolne
skupine nisu proklijale $to znaci da je visok salinitet biljkama mnogo vise Steti, nego nanocestice srebra
(AgNP). Pretpostavlja se da su male razlike koje ipak postoje u klijavosti klica izmedu negativne kontrole
i eksperimentalnih skupina izazvane mehanickim osStecenjima sjemenki, premalom kolicinom
svjetlosti, premalom ili prevelikom koli¢cinom vode ili nekim drugim abiotickim ili biotickim ciniteljem,
a ne djelovanjem nanosrebra. Ne iskljucuje se niti ljudska pogreska pri izvodenju istrazivanja.

Morfometrijska obiljezja takoder pokazuju da AgNP ne djeluje negativno na klice lucerne. Vecina
rezultata vrlo je slicna rezultatima negativne kontrolne skupine. ANOVA test pokazuje da ima statisticki
znacajnih razlika u vrijednostima, no te vrijednosti su premale da bi se moglo tvrditi da je to zbog
utjecaja nanosrebra na klice. Jedina skupina koja odskace od ostalih je eksperimentalna skupina
koncentracije nanosrebra 25 ppm. S obzirom na to da je rije¢ o jednoj skupini, moguce da je na razlike
u rezultatu, odnosno na manje morfometrijske vrijednosti utjecao neki vanjski faktor (npr.
kontaminacija Petrijevih zdjelica sporama plijesni ili bakterijama). Standardne devijacije u mjerenjima
unutar skupina su male Sto znaci da su sva mjerenja grupirana vrlo blizu srednjih vrijednosti.

Ekspresija stani¢nih proteina koja je mjerena 2. i 10. dan nakon sto su klice proklijale potvrduje neke
od pocetnih hipoteza istrazivanja. Drugi dan mase stanicnih proteina u klicama bile su mnogo manje
nego nakon desetog dana. Jedina skupina koja odstupa je pozitivna kontrolna skupina, ali to moZzemo
objasniti ¢injenicom da klice nisu proklijale pa su u mjerenjima koristene Citave sjemenke zajedno sa
sjemenom lupinom koje su bogatije proteinima. Zbog Cinjenice da sjemenke nisu proklijale rezultat ne
mozZemo usporedivati s ostalim skupinama. Porastom koncentracije AgNP dolazi do padanja masa
stani¢nih proteina. Deseti dan rezultati su izraZeniji i mogu se analizirati. NajviSe proteina ponovno ima
pozitivha kontrolna skupina, ali to je ponovno zato Sto niti jedna klica nije proklijala pa su koristene
sjemenke. Sve skupine koje su bile tretirane nanosrebrom imaju znatno manju masu proteina od
skupine koja nije bila tretirana nanosrebrom. Kao sto je i ofekivano najmanju masu ima skupina
tretirana najvecom koncentracijom nanosrebra. Na grafu se mogu vidjeti dvije anomalije, a to su
povecane mase kod skupina tretiranih s 50i 150 ppm. lako su sve biljke bile na istoj sobnoj temperaturi
i priblizno jednako izloZene svjetlu, ne iskljuCuje se moguénost utjecaja abiotickog faktora na
neuskladenosti masa tih skupina s ostalim skupinama. Takoder, prilikom mjerenja 10. dan doslo je do
ljudske pogreske. Klice su najprije izmjerene, a zatim su stavljane na papire i oznacavane su brojkama.
Kako je mjerenje trajalo oko 2 sata, klice su se djelomi¢no osusile i time se smanjio udio vode u
njihovom tkivu $to je direktno uzrokovalo i smanjenje u masi biljnog materijala, a time indirektno i
mase stani¢nih proteina zbog Cinjenice da su one mjerene u mg/g tkiva. Kako bi se to izbjeglo, u
buducim istrazivanjima, klice obavezno nakon obavljenog morfometrijskog mjerenja treba vratiti u
Petrijeve zdjelice u kojima ¢e se odrzavati stalna vlaznost. Yasur i Usha Rani (2013) su dobili slicne
rezultate u masama stanicnih proteina klica tretiranih razli¢itim koncentracijama nanosrebra.

Zbog predvidanja moguénosti pogreske u mjerenju masa proteina i utjecaja vanjskog faktora u ovom
je istrazivanju mjerena i koncentracija prolina desetog dana nakon sto su klice proklijale. Skupine koje
imaju najveéu masu proteina imaju i najvecu koncentraciju prolina sto je neobi¢no zato Sto biljke
sintetiziraju prolin u stanju oksidacijskog stresa, odnosno povecane koncentracije oksidansa, no biljke
u tom stanju mogu pojacano stvarati antioksidativne enzime i proteine zaduZene za stanicni popravak
te na taj nacin dovesti do poveéanja mase stani¢nih proteina po gramu tkiva. S obzirom na to da su
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duljine stabljika, korijena i brojnost listova negativne kontrole i eksperimentalnih skupina gotovo
jednake, mozemo zakljuciti da AgNP ne uzrokuje veliki oksidacijski stres na lucernu $to nije u skladu s
nekim prethodnim istraZivanjima (Bajan, 2013; Yasur i Usha Rani, 2013).

Daljnja istrazivanja na tu temu svakako bi trebala uzeti u obzir navedene pogreske i nacine kako te
pogreske u buducim istrazivanjima sprijeciti. Osim toga, mogli bi se mikroskopski proucavati korijeni i
stabljike klica kontrolnih skupina i eksperimentalnih skupina kako bi se vizualno vidjelo ima li oStec¢enja
u biljnim tkivima i ako da, kakva su ta ostecenja. Ukoliko moguénosti i opremljenost laboratorija
dozvoljavaju, bilo bi korisno napraviti SDS-PAGE elektroforezu kako bi se s vecom sigurnoséu mogle
utvrditi razlike u sastavu i kolicini stani¢nih proteina te Comet test s ciljem utvrdivanja dolazi li do
ostecenja na nasljednoj uputi. Preporuka je svakako pripremiti vlastito nanosrebro.

ZAKUUCCI

Na temelju dobivenih rezultata donose se sljededi zakljucci:
Rezultati pokazuju da je postotak klijavost svih testnih skupina visok. U svim skupinama iznosi
gotovo 100 %, izuzev 2. i 3. skupina (50 i 100 ppm) koje imaju klijavost od 88 % i 94 % u
usporedbi s negativhom kontrolom,
Ne moZe se sa sigurnoscu tvrditi utjecu li rastu¢e koncentracije nanosrebra u mediju (25 —
200 ppm) na morfometrijske parametre (duljinu korijena, stabljike i brojnost listova) klica
lucerne. Izmedu nekih eksperimentalnih skupina (25 i 200 ppm) postoje statisticke znacajne
razlike u vrijednostima, medutim ona je neznatna i do nje je moglo dodi zbog utjecaja neko
drugog okolisnog ¢imbenika,
Kod klijanaca lucerne tretiranih nanosrebrom dolazi do opadanja mase ukupnih stani¢nih
proteina u usporedbi s kontrolnom skupinom $to se poklapa s literaturom (Yasur i Usha Rani,
2013). Takoder, masa ukupnih stanicnih proteina poprima vece vrijednosti u klicama desetog
dana nakon klijanja u usporedbi s klicama nakon drugog dana Sto se poklapa s iznesenim
hipotezama,
U svim testnim skupinama koncentracija prolina niZa je od koncentracije u negativnoj kontroli
Sto je u potpunosti suprotno s rezultatima pronadenim u stru¢noj literaturi (Bajan, 2017).
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SAZETAK

Cilj istraZivanja je bio odrediti koje od koriStenih sredstava ima antibakterijska svojstva te koje najucinkovitije
inhibira rast bakterija. U tu svrhu provedeno je istraZivanje u kojem je usporedeno djelovanje komercijalnih
dezinficijensa (sapun, antibakterijski sapun, antibakterijski gel za ruke) i prirodnih dezinficijensa (vodeni ekstrakt
klin¢i¢a, vodeni ekstrakt ¢esnjaka, ulje lavande, ulje smilja) na rast i razvoj bakterija. Uzorci su uzeti s kvaka
ucionica. Brisevi su nacijepljeni u tripton soja bujon, nakon inkubacije napravljena su decimalna razrjedenja koja
su zatim nacijepljena na hranjivi agar. Nakon inkubacije hranjivog agara, izbrojene su kolonije. U pokusima su
mijenjani sljedeci parametri: vrijeme inkubacije tripton soja bujona i hranjivog agara, vrsta dezinficijensa te
volumen dezinficijensa. Rezultati su pokazali da je ulje lavande najucinkovitije inhibiralo rast bakterijskih kolonija,
dok je najmanje ucinkovit antibakterijski gel za ruke. Dezinficijensi su ucinkovitiji kad su stavljeni u vecem
volumenu (1 mL) nego u manjem (0,2 mL) te antibakterijski sapun na bazi pentanola bolje inhibira rast bakterija
od obi¢nog sapuna na bazi natrijeva benzoata.

Klju€ne rijeci: dezinficijensi; mikroorganizmi; sapun; biljni ekstrakti

uvoD
Jeste li se ikada zapitali djeluju li antibakterijski sapun i obi¢an sapun jednako na bakterije? Je li bolje

koristiti ,,prirodne tvari“ ili komercijalne tvari za dezinfekciju? Zasto naj¢esée peremo ruke vodom i
sapunom, a ne gelom za suho pranje ruku?

Bakterije mozemo podijeliti na dvije velike skupine: sporogene i nesporogene. Sporogene bakterije, za
razliku od nesporogenih, u nepovoljnim uvjetima (kao Sto je djelovanje dezinficijensa) imaju
moguénost stvaranja spora koje su metabolicki neaktivne i otporne stanice koje Cuvaju geneticki
materijal dok uvjeti ponovno ne postanu povoljni. U¢inkovitost nekog dezinficijensa ovisi o njegovim
svojstvima kao i o vrsti bakterija na koje se primjenjuje (Hajsig i Delas, 2016). Za uzgoj bakterija koriste
se hranjive podloge koje sadrie vodu i hranjive tvari te specificne dodatke, ovisno o potrebama
pojedinih vrsta bakterija. Hranjive podloge za uzgoj bakterija prema konzistenciji moZzemo podijeliti na:
¢vrste, polucvrste i tekuce (bujoni). Uzgoj bakterija provodi se u inkubatoru na stalnoj temperaturi
tijekom odredenog vremenskog razdoblja (Hajsig i Delas, 2016).

Dezinficijensi su sredstva Cija je svrha uniStavanje mikroorganizama, usporavanje njihova rasta i
razmnoZzavanja ili njihovo uklanjanje. Sam proces dezinfekcije primjena je razli¢itih metoda (kemijskih,
mehanickih i fizikalnih) i sredstava kojima se broj mikroorganizama smanjuje na razinu koja nije opasna
za ljude. To je unistavanje svih bakterija koje nemaju sposobnost stvaranja spora (Hajsig i Delas, 2016).
Dezinficijensi mogu djelovati na bakterije denaturacijom proteina, oSte¢enjem citoplazmatske ovojnice
ili blokiranjem enzimskih sustava. Za ucinak dezinficijensa, uz temperaturu i vrijeme djelovanja,
odgovorna je i njegova aktivna tvar (Durakovi¢, 1996). Komercijalni dezinficijensi se sastoje od
sintetiziranih kemijskih tvari dok su prirodni dezinficijensi oni na bazi biljnih ekstrakta te nemaju
pridodanih aktivnih tvari.
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U ovom istraZivanju, sapun je na bazi natrijeva benzoata, koji je dokazani antiseptik, ali moze
potencijalno biti opasan u velikim kolicinama (Healthline, 2019), dok je antibakterijski sapun na bazi
pentanola, koji je takoder dokazani antiseptik (NCBI, 2014). Aktivna tvar antibakterijskog gela za ruke
je etanol ¢iji je udio 70% kako bi bio ucinkoviti antiseptik (Koronavirus, 2020). Klin¢i¢ ima razlicita
svojstva, izmedu ostalog i antisepticko. Njegov glavni sastojak je eugenol, za koji je dokazano da djeluju
antisepticki, $to implicira da i klin¢i¢ sadrZi antisepti¢ko svojstvo (Viduka, 2018). Ce$njaku su takoder
dokazana antibakterijska svojstva, a jedan od sastojaka koji mu daje ta svojstva je biljni antibiotik
fitoncid alicin (Franji¢, 2017). Lavandina aktivna tvar je terpinene-4-ol, kojemu su dokazana
antibakterijska svojstva, ali i za samo ulje lavande postoje razli¢ita istraZivanja u kojima se spominje
njegovo antibakterijsko svojstvo na cak i neke vrste bakterija koje su rezistentne na antibiotike
(Wilkinson i Cavanagh, 2005). Aktivna tvar smilja je linalool, kojemu su dokazana antibakterijska

svojstva (Herman i sur., 2015).

U projektu, s drzavnog natjecanja biologije iz 2014. godine, koji je naslovljen ,Ulinkovitost prirodnih i
sintetskih antimikrobnih tvari na mikroorganizme u svakodnevici“, istrazen je utjecaj dezinficijensa na
bakterije s razli¢itih predmeta kojima se svakodnevno koristimo. Od prirodnih tvari, jedino su se
eteri¢no ulje lavande i ruZmarina pokazali u¢inkovitim. Koristen je i ,antibakterijski gel za ruke 48" te
je zakljueno da gelovi za suho pranje ruku ne mogu ucinkovito zamijeniti pranje ruku sapunom i
vodom (Vidovi¢, 2014).

Poticaj za ovo istraZivanje bila je spoznaja da veéina mojih vrinjaka prije uZine ne opere ruke ili, ukoliko
ih opere, higijenu obavi uglavnom razli¢itim gelovima za suho pranje unatoc ¢injenici da je kupaonica
u neposrednoj blizini ucionice. Na moje upite o razlozima njihovog postupka i ponasanja, uslijedili su
odgovori koji su svedeni pod zajednic¢ku recenicu: ,,Ma pusti, nece mi se nista dogoditi“. Upravo me taj
pristup potaknuo na ovo istraZivanje. Odlucila sam osvijestiti svoje vrSnjake o potencijalnim
opasnostima nepranja ruku te promovirati u¢inkovitost higijenskih navika.

Cilj istrazivanja je bio odrediti koje od koristenih sredstava ima antibakterijska svojstva te koje
najucinkovitije inhibira rast bakterija. Time sam htjela skrenuti paZnju ucenicima i prijateljima na
ucinkovitost dezinficijensa. Kako bih ispunila cilj, istraZila sam i usporedila djelovanje komercijalnih i
prirodnih dezinficijensa na razmnoZavanje bakterija te utvrdila postoji li razlika u djelovanju izmedu
obi¢nog sapuna i antibakterijskog sapuna.

Moje hipoteze su:

1. Antibakterijski sapun ¢e najbolje inhibirati razvoj kolonija bakterija jer mu je to ciljana namjena.

2. Vecim volumenom dezinficijensa ucinak inhibiranja kolonija ¢e biti bolji tj. veci broj kolonija ¢e biti
inhibiran.

3. Komercijalni dezinficijensi ¢e jacCe inhibirati razvoj kolonija bakterija nego oni koji sadrze prirodne
ekstrakte biljaka.

METODE

Materijali

Za provedbu istraZzivanja koristeni su materijali i uredaji za standardne mikrobioloske tehnike
nasadivanja bakterija te komercijalni i prirodni dezinficijensi (tablica 1, slika 1).
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Tablica 1 Koristeni materijali u istraZivanju
[E] I eV G e glJ Il sterilni brisevi mikrobioloske eze Petrijeve zdjelice pipete
Uredaji tresilica inkubator na 36°C Suxpa 3 povecanjem /
Mikrobioloske L . Tripton soja bujon o
fizioloSka ot F h HA
e izioloska otopina (FO) (TSB) ranjivi agar (HA) /
K iialni
on‘mer‘c!j.a m. sapun / natrijev antibakterijski sapun antibakterijski gel za
CErniEl ) benzoat / pentanol ruke /etanol /
aktivna tvar P
Prirodni . B deni ekstrakt . . s
r|r_o n| . vodeni ekstrakt klinci¢a Yov e.nl exs .ra . ulje lavande / ulje smilja /
dezinficijensi/ ¢eSnjaka / fitoncid . .
X / eugenol L. Terpinene-4-ol linalool
aktivna tvar alicin
Kontrolni uzorak Sterilna fizioloSka otopina odgovarajuceg volumena (ovisno o volumenu dezinficijensa)

Antibakterijski gel za ruke

f-.—‘

Antibakterijski sapun

Klinéié (aq)

Cesnjak (aq
Ulje lavande !!

Ulje smilja

Slika 1 Koristeni dezinficijensi

Postupak istraZivanja

Postupak istrazivanja je prikazan shematski na slici 2 i opisan detaljno u tablici 2. U sedam odvojenih
pokusa promijenjen je jedan od parametara (volumen dezinficijensa, vrijeme inkubacije i vrsta
dezinficijensa), tako da je dobivena mogucénost istrazivanja ucinka svakog pojedinog parametra. Svaki
od ovih pokusa ponovljen je sa svakim pojedinim dezinficijensom. U svakom pokusu postojala je i
kontrolna skupina u kojoj je umjesto dezinficijensa dodana odgovarajuca koli¢ina sterilne fizioloSke

otopine.
. inkubacija 3i i inkubacija 3i i
Decimalna
razriedenja
Bris kvake Tripton soja bujon Hranijivi agar Kolonije bakterija

+ dezinficijensi

Slika 2 Shematski prikaz postupka istraZivanja

U svrhu istraZzivanja uzeti su brisevi kvaka, koji su stavljeni u epruvete s fizioloSkom otopinom. Dobiveni
uzorak (bakterije brisa u fizioloskoj otopini) nacijepljen je na tripton soja bujon (TSB) zajedno s
dezinficijensom. Tako nacijepljeni TSB inkubiran je na 36°C tijekom 24 ili 48 sati. Nakon inkubacije TSB
je precijepljen na hranjivi agar (HA) i stavljen na inkubaciju pri temperaturi od 36°C tijekom 24 ili 48
sati. U 3.,4.,5,,6.i7. pokusu napravljena su decimalna razrjedenja TSB-a te su ona nacijepljena na HA
(tablica 2, slika 3, prilog 1).
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Tablica 2 Plan istrazZivanja
Pokus broj  Volumen Volumen Volumen TSB Vrijeme Vrijeme

nasijanog dezinficijensa inkubacije TSB
uzorka brisa

inkubacije HA

1mL

0,2 mL

0,5mL

0,5 mL 8 mL

Uzimanje briseva i nacjepljivanje na Tripton soja bujon (TSB)

Uzeti su brisevi s triju kvaka (ucionica matematike (M), informatike (I) te vanjska kvaka toaleta) i
stavljeni u tri razli¢ite epruvete s fizioloSkom otopinom (slika 3). Brisevi su uzimani tako da je sterilni,
suhi Stapi¢ s pamukom na vrhu, prvo namocen uranjanjem u epruvetu s fizioloSkom otopinom i lagano
ocijeden uz stijenku epruvete. Tako navlaZzenim Stapi¢em temeljito je prebrisana svaka kvaka
pojedinacno, a zatim je svaki Stapi¢ vraden u svoju epruvetu s 10 mL fizioloSke otopine. Uzorci su
pomijesani i nacijepljeni u 8 mL tripton soja bujona (TSB) (Biolife, Italija), zajedno s pojedinim
dezinficijensom. Nacijepljeni bujoni su stavljeni u inkubator na 36 °C tijekom 24 odnosno 48 sati.

Za svaki dezinficijens su napravljena po Cetiri decimalna razrjedenja te je mijenjano vrijeme inkubacije
hranjivog agara. Sveukupno je nasadeno 196 petrijevih zdjelica.

Precjepljivanje na hranjivi agar (HA) i izrada decimalnih razrjedenja

Nakon inkubacije su uzorci iz svih bujona precijepljeni na hranjivi agar (slika 3). Kako bi dobili Sto tocniji
broj poraslih kolonija, napravljena su decimalna razrjedenja TSB-a u sterilnoj fizioloSkoj otopini.
Decimalna razrjedenja su radena tako da je, nakon inkubacije, uzet po 1 mL TSB-a i stavljen u 9 mL
fizioloske otopine, pri éemu se dobilo razrjedenje od 10%. Potom je uzet po 1 mL fiziolodke otopine iz
razrijedenja od 107 i stavljen u 9 mL fiziolo3ke otopine, pri éemu se dobilo razrjedenje od 102. Postupak
je ponovljen do razrjedenja od 10°. Epruvete s bujonom su se tijekom izrade razrjedenja prislanjane
na treskalicu kako bi se sadrZaj dobro homogenizirao. Po 1 ml svakog razrijedenja stavljen je u Petrijevu
zdjelicu i preliven s 20 mL otopljenog hranjivog agara. Nacijepljeni hranjivi agar stavljen je jo$ jednom
u inkubator na 36 °C te su rezultati ocitani nakon 24 odnosno 48 sati (slika 3, prilog 1).

Slika 3 a) Uzimanje brisa; b) péecjepljivanje na HA; c) rezultati, d) nacjepljivanje u TSB; e)homogeniziranje TSB-a; f)
brojanje kolonija
Brojenje kolonija i izrazavanje rezultata
Za brojenje kolonija koristeni su lupa i flomaster kojim su oznacavane izbrojane kolonije (HRN EN 1SO
6222: 2000). Rezultati su izrazeni kao broj kolonija u svakoj Petrijevoj zdjelici. Uzgojene kolonije u
Petrijevoj zdjelici promatrane su pod lupom uz poveéanje 5x. Svaka je kolonija na poklopcu oznacena

Bioznalac 6: 69-77 DrZavno natjecanje iz biologije 2020. | 72



Hrvatsko biolosko drustvo .
Kovacic b. 1. razred SS

‘ | Utjecaj prirodnih i komercijalnih dezinficijensa na rast i razvoj bakterija Mentor:
lecal p ) ) ) ) Dobronic V.

to¢kom pomocu vodootpornog markera (slika 4f). Petrijeve zdjelice na kojima je naraslo vise od 300
kolonija oznacene su kao ,,bb” jer ih zbog velike brojnosti kolonija nije bilo moguée prebrojati. U slu¢aju
izrade decimalnih razrjedenja procijenjeni broj bakterija u 1 mL (cfu/mL) izraunat je formulom broj
bakterija u decimalnom razrjedenju x 10 "l gdje n oznacava potenciju decimalnog razrjedenja.
Dobiveni broj bakterija je izrazen kao cfu ili ,,colony forming unit” sto oznacava broj bakterija koje su
sposobne stvoriti kolonije, tj. sposobne su za Zivot (Sciencing, 2017).

Statisticka obrada podataka

Za bolju razlucivost rezultata koristena je statisticka metoda logaritmiranja kako bi se istaknula razlika
u brojéanim vrijednostima grafa. Formula koja je koristena: ako vrijedi da je x¥ = z, onda vrijedi da je
log,z = y pod uvjetom da je z >0, a x > 0 i razlicit od 1. x =(0,0) /{1}, y € R, z=<0,0 >
(Dakic i Elezovi¢, 2009). Rezultati su graficki prikazani.

REZULTATI
U pokusu 1 (tablica 2, slika 4) ulje lavande, antibakterijski sapun za ruke i vodeni ekstrakt klin¢i¢a u

potpunosti su inhibirali rast i razvoj kolonija. Vodeni ekstrakt cesnjaka je takoder inhibirao rast i razvoj
kolonija, ali ne u potpunosti kao ulje lavande, vodeni ekstrakt klin¢i¢a i antibakterijski sapun. Kod
sapuna, antibakterijskog gela za ruke i ulja smilja nije bilo vidljive razlike u broju kolonija u usporedbi s
kontrolnom skupinom.

U pokusu 2 (tablica 2, slika 4), u usporedbi s pokusom 1, doslo je do porasta broja kolonija sa svim

dezinficijensa, osim s uljem lavande i antibakterijskim sapunom gdje kolonije nisu narasle.

Broj uzgojenih kolonija s 1 mL dezinficijensa

I I Najbolji uginak
X

X - 24 sata (TSB)

sapun Af antibak.\antibak. klin¢i¢  cesSnjak ulje ulje  kontrola ™ 48 sati (TSB)
Sapun B/ gel C (ag) D  (aq) E \avande F}smilja G

Dezinficijensi

Logaritmirani broj
kolonija
ON B OO

x —nema kolonija

U pokusu 3 i 4 (tablica 2, slika 5) nijedan dezinficijens nije u potpunosti inhibirao kolonije.
U pokusu 3 svi dezinficijensi su djelovali inhibitorno, a najbolje je djelovalo ulje lavande.

U pokusu 4, s produzenim vremenom inkubacije HA, doslo je do porasta bakterijskih kolonija sa svim
dezinficijensima osim sa sapunom i uljem lavande gdje broj kolonija nije narastao (slika 4).
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Broj uzgojenih kolonija s 0.2 mL dezinficijensa

BA
S3
e 7
-~
o8
a2
= 3
c 2
€ (1) B 24 sata (HA)
4
© \s NS 2 Q N W 48 sati (HA
g & & & S & (\be S &"o o
3 2 & e Y (.\{3{- < . q,"é\ O

{o’sb (\\t\o \{B\ JOQ," \Q/ \)\\

6\- >

>

Dezinficijensi

Slika 5 Rast bakterijskih kolonija s obriska kvake u prisutnosti 0.2 mL 7 razli¢itih dezinficijensa tijekom 24 i 48 sati
inkubacije na hranjivom agaru (HA)

U pokusu 5 i 6 (tablica 2, slika 6) nijedan dezinficijens nije u potpunosti inhibirao kolonije. U pokusu 5
najbolje su djelovali ulje lavande, vodeni ekstrakt ¢eSnjaka, antibakterijski sapun i sapun dok je vodeni
ekstrakt klinciéa sprijecio rast kolonija, ali ne podjednako dobro. Ulje smilja i antibakterijski gel za ruke
su pokazali minimalna inhibitorna svojstva.

Broj uzgojenih kolonija s 0.5 mL dezinficijensa

BA

53

c7

z6

58

5 § NajbO|JI ucinak
=90

£ . 5 3 M 24 sata (HA)
c . N

> 3 (I\'bo‘\ : & M 48 sati (HA)
3 (1(' . \{_0

Dezinficijensi

Slika 6 Rast bakterijskih kolonija s obriska kvake u prisutnosti 0.5 mL 7 razlic¢itih dezinficijensa tijekom 24 i 48 sati
inkubacije na hranjivom agaru (HA)

U pokusu 7 (tablica 1, slika 7) ulje lavande i antibakterijski sapun su djelovali najbolje te u potpunosti
inhibirali rast kolonija. Vodeni ekstrakt klinci¢a je inhibirao rast kolonija ali ne podjednako dobro kao
ulje lavande i antibakterijski sapun. Sapun, antibakterijski gel za ruke, vodeni ekstrakt ¢esSnjaka i ulje
smilja uopce nisu inhibirali rast i razvoj kolonija u usporedbi s kontrolnom skupinom.
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Broj uzgojenih kolonija s 0.5 mL dezinficijensa

27

c6

o5

2 ‘31 Najbolji u¢inak
51

20

= .

© P W 48 sati (TSB)
i $

£ &

5 x — nema kolonija
0o

o)

-

Dezinficijensi

RASPRAVA
Cilj istraZzivanja je bio odrediti koje od koristenih sredstava ima antibakterijska svojstva te koje

najucinkovitije inhibira rast bakterija (slika 1). Koriste¢i metode uzimanja briseva, nacjepljivanja na
tripton soja bujon, precjepljivanja na hranjivi agar, izrade decimalnih razrjedenja, brojanja kolonija i
logaritmiranja te mijenjanjem vremena inkubacije TSB-a i hranjivog agara kao i volumen dezinficijensa
dobiveni su zanimljivi rezultati (slike 2 i 3).

Dezinficijensi

Sapun je smanjio rast bakterija u svim pokusima osim u 7., gdje je TSB bio inkubiran 48 sati (slika 7).
MoZda bi sapun pokazao antibakterijska svojstva da je stavljen u volumen od 0,5 ml, uz inkubaciju TSB
tijekom 24 sata. Sapun je manje inhibirao rast bakterijskih kolonija od antibakterijskog sapuna, unato¢
istrazivanjima da sapun djeluje jednako dobro kao antibakterijski sapun (FDA, 2019). Smatram da je to
zbog drugacije baze jer je koriSteni sapun u mojem pokusu bio na bazi natrijevog benzoata dok su
sapuni koriSteni u istrazivanju bili na bazi tricoclarbana (CDC, 2015). Tricoclarban je od 2016. zabranjeni
sastojak u sapunima SAD-a jer nije dokazana njegova ucinkovitost u usporedbi s obi¢nim sapunom i
potencijalno je opasan kad se koristi kroz duze razdoblje (International Bussines Times, 2016).

Antibakterijski sapun je inhibirao rast bakterijskih kolonija, ali ne podjednako dobro koliko i ulje
lavande. lako je americki Center for Disease Control and Prevention (CDC) rekao da nema dokazane
razlike u antibakterijskoj ucinkovitosti izmedu obi¢nog i antibakterijskog sapuna, ipak su dobiveni
razliciti rezultati (slika 7). U mom istraZivanju je antibakterijski sapun bolje djelovao, a razlog moze biti
taj Sto je antibakterijski sapun koji sam ja koristila na bazi pentanola, a sapun je na bazi natrijevog
benzoata. ViSe je istrazivanja napravljeno o antimikrobnim svojstvima pentanola nego natrijeva
benzoata (Healthline, 2019; NCBI, 2014). Antibakterijski sapun, takoder, u potpunosti je inhibirao rast
i razvoj bakterijskih kolonija u 1., 2. i 7. pokusu (slike 4 i 7), ali u usporedbi s uljem lavande losije je
djelovao u 3. i 4. pokusu (tablica 2; slika 5). S obzirom na to da smo u 3. i 4. pokusu koristili manji
volumen dezinficijensa (0,2 mL) u odnosu na pokus 1 i 2 (1 mL) te pokus 7 (0,5 mL), ovaj rezultat me
navodi na pretpostavku da je za dezinfekcijski ucinak antibakterijskog sapuna potrebna veca
koncentracija, za razliku od sapuna i ulja smilja kod kojih se najvise uoci razlika u odnosu na kontrolnu
skupinu u pokusu 5 kada je kolicina dezinficijensa bila 0,5 mL (slika 6; tablica 2). Za antibakterijski gel
za ruke utvrdena su antibakterijska svojstva samo u 3. pokusu gdje je pokazan minimalni ucinak
dezinficijensa (slika 5). lako je alkohol dokazani dezinficijens i nalazi se u antibakterijskom gelu za ruke,
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on je djelotvoran samo kad je 70 %-tni (Koronavirus, 2020) U trenutku stavljanja antibakterijskog gela
u TSB je doslo do razrjedivanja alkohola i vjerojatno se zbog toga antibakterijski gel za ruke nije pokazao
ucinkovitim dezinficijensom. Ovi rezultati su u skladu s projektom s drzavnog natjecanja iz biologije
gdje je zaklju¢eno da gelovi za suho pranje ruku ne mogu zamijeniti pranje ruku s vodom i sapunom
(Vidovi¢, 2014). Vodeni ekstrakt klinci¢a je najbolje djelovao u 1. pokusu zbog ¢ega zaklju¢ujem da bolje
djeluje u ve¢em volumenu kada je TSB inkubiran 24 sata (slika 4). Dokazano je da cesnjak ima
antibakterijska svojstva. Jedan od sastojaka koji mu daje ta svojstva je biljni antibiotik fitoncid alicin
(Franji¢, 2017). Moji rezultati se podudaraju s navedenim istraZivanjem (slike 5 i 6). Vodeni ekstrakt
ceSnjaka je pokazao antibakterijska svojstva, ali ni u jednom pokusu nije u potpunosti inhibirao rast
bakterija. Postoji mogucénost da ¢esnjaku treba odredena koli¢ina i/ili vrijeme inkubacije pri ¢emu bi
njegova dezinfekcijska svojstva dosla do izrazaja ili su, moguce, na kvaki bili takvi mikroorganizmi koji
su otporni na antibakterijske tvari iz ¢eSnjaka. Ulje lavande se pokazalo najboljim dezinficijensom (slike
4 i 5). Ono je u potpunosti inhibiralo rast bakterija u 1., 2. i 7. pokusu. Ovi rezultati su u skladu s
istraZzivanjem s drZzavnog natjecanja iz biologije gdje je dokazano da lavanda ima antibakterijska
svojstva (Vidovi¢, 2014). Dokazano je da smilje djeluje antimikrobno na odredene vrste bakterija
(Mucalo, 2015) Ovi rezultati su nesto drugaciji jer je ulje smilja minimalno smanijilo rast bakterijskih
kolonija u 3., 4., 5. i 6. pokusu, a u ostalim pokusima nije bilo razlike u odnosu na kontrolu (slike 4, 5, 6
i 7). Sukladno tome zakljucujem da ulje smilja nije ucinkoviti dezinficijens, tj. da nema dobar
dezinfekcijski u¢inak na mikroorganizme preuzete s kvake. U budu¢em istraZivanju bismo mogli ispitati
dezinfekcijski uc¢inak smilja na pojedine vrste mikroorganizama.

Volumen dezinficijensa

U pokusima 1 i 2, za razliku od pokusa 3 i 4 (slike 4 i 5), primjecujemo da su neki dezinficijensi poput
antibakterijskog sapuna i ulja lavande, ali i klin¢i¢a u pokusu 2, u potpunosti inhibirali rast bakterijskih
kolonija dok su u pokusima 3 i 4 slabije inhibirali rast bakterijskih kolonije. Zbog toga zaklju¢ujem da
dezinficijensi bolje djeluju stavljeni u ve¢em volumenu nego u manjem.

Preporuke za poboljSanje

Zahvaljujuci ovom istrazivanju, svojim vrSnjacima mogu razloZiti konkretne informacije o tome koji od
koristenih dezinficijensa najbolje inhibira rast bakterija. Najboljim dezinficijensom se pokazalo ulje
lavande, ali na temelju ovog podatka ne mogu izvesti zakljucak da su svi prirodni dezinficijensi bolje
djelovali. Iz tog razloga bih preporucila ulje lavande kao najbolji od koristenih dezinficijenasa, no
preporucila bih i antibakterijski sapun kao dobar dezinficijens iako u ovom istraZzivanju nije najvise
inhibirao rast bakterijskih kolonija. Svojim vrsnjacima bih savjetovala da redovito peru ruke jer se nikad
ne zna koji je od ovih mikroorganizama potencijalno patogen, a pranjem ruku se znatno smanjuje
moguénost dobivanja razli¢itih bolesti. Ovim istrazivanjem sam postavila temelje i dala smjernice za
buduca istrazivanja. U bududéim istrazivanjima bilo bi poZeljno podrobnije istraZiti dezinfekcijsko
djelovanje ulja lavande na pojedine vrste bakterija te usporediti rezultate s drugim prirodnim
dezinficijensima takoder bi bilo poZeljno izolirati aktivne tvari ovih dezinficijensa i promotriti djelovanje
aktivnih tvari na razlicite vrste bakterije. Otvaraju se i ideje za istrazivanje koji uklju¢uju antibakterijske
sapune i sapune drugacijih baza kako bi se bolje provjerio utjecaj bazi na ucinkovitost sapuna kao i
utjecaj materijala od kojih su napravljene kvake s kojih je uziman bris. Moguénosti su brojne, kao i
primjena. Jedan od prijedloga je i izrada ucinkovitog sredstvo za pranje ruku na prirodnoj bazi gdje bi
Skolske zadruge zasigurno mogle poluciti odli¢ne rezultate.
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Pri ponavljanju ovog istrazivanja bilo bi poZeljno napraviti vise decimalnih razrjedenja i imati
ponavljanja kako bi rezultati bili Sto precizniji.

ZAKUUCCI
Na osnovu provedenog istraZzivanja doneseni su sljedeci zakljucci:

®  Svi koristeni dezinficijensi su pokazali antibakterijska svojstva

¢ Ulje lavande je najucinkovitije inhibiralo rast bakterija — opovrgnuta 1. hipoteza.

e Prirodni dezinficijens je bolje inhibirao rast kolonija od komercijalnog — opovrgnuta 3.
hipoteza.

e Antibakterijski sapun na bazi pentanola je bolje inhibirao rast bakterija od obi¢nog sapuna na
bazi natrijeva benzoata

e Dezinficijensi stavljeni u ve¢em volumenu su bolje inhibirali rast bakterijskih kolonija. —
potvrdena 2. hipoteza.
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SAZETAK

Pali¢njaci su zZivotinje koje se ¢esto uzgajaju u u¢ionicama biologije te se u takvim uvjetima mogu hraniti razli¢itim
vrstama hrane. Istrazivanjem se Zeljelo utvrditi koja vrsta hrane najbolje utjece na porast duljine tijela i mase
vijetnamskog pali¢njaka, a provodilo se s ciljem odredivanja optimalne vrste hrane za uzgoj. Pali¢njaci su tijekom
istrazivanja bili podijeljeni u pet skupina ovisno o vrsti hrane kojom su hranjeni, pri ¢emu je u svakoj skupini bilo
osam pali¢njaka, svaki u zasebnom terariju. Za prehranu pali¢njaka tijekom istrazivanja koristeni su svjezi listovi
maline, kupine, ruze, kupovne salate i brsljana. Tijekom istrazivanja su jednom tjedno, tijekom osam tjedana,
mjerene duljina tijela (pomiénom mjerkom) i masa (analitickom vagom). Rezultati su pokazali da listovi biljaka iz
porodice Rosaceae povoljnije utjeCu na porast duljine tijela i mase u odnosu na listove kupovne salate te brsljana.
Na porast duljine tijela najviSe su utjecali listovi ruze dok su na porast mase najvise utjecali listovi maline, a zatim
listovi ruze. Listovi kupovne salate su u odnosu na ostale vrste hrane uzrokovali najmanji porast duljine tijela i
mase, dok je brsljan uzrokovao smanjenje duljine tijela i mase te ugibanje odredenog broja pali¢njaka, zbog ¢ega
je prehrana lis¢em brsljana prekinuta nakon tri tjedna. Rezultati su pokazali da se duljina tijela i masa
vijetnamskog pali¢njaka ne moraju mijenjati istim intenzitetom pod utjecajem odredene vrste hrane. Biljke ciji
su se listovi pokazali najboljim izborom za prehranu pali¢njaka su ruza, koja je najvise utjecala na porast duljine
tijela i neSto manje na porast mase, i malina koja je najvise utjecala na porast mase. Biljka koja je uzrokovala
smanjenje mase i duljine tijela te ¢ak ugibanje pali¢njaka je bio brsljan.

Kljucne rijeci: duljina; masa; Rosaceae; salata; brsljan
uvoD

U ucionicama biologije Cesto se zbog potreba odrZavanja nastave nalaze razlicite vrste Zivotinja. Medu
tim Zivotinjama vrlo su Cesti pali¢njaci, kukci koji svojim izgledom podsjecaju na grancicu. Navedeni
kukci prikladni su za uzgajanje u ucionici posebno zbog svojeg jednostavnog nacina odrzavanja, a
njihovim promatranjem i proucavanjem ucenici mogu steci znanja o temeljnim obiljezjima Zivotinja pa
tako i kukaca. Neke od karakteristika kukaca koje se mogu proucavati upravo na pali¢njacima su:
presvilacenje, nepotpuna preobrazba, mimikrija, partenogeneza...

Vijetnamski palicnjak, Medauroidea extradentata Brunner von Wattenwyl, 1907 prvi je puta zabiljezen
u mjestu Annam u Vijetnamu po ¢emu je i dobio ime. U Europu je prenesen 1949. te je nakon toga
postao Cesti predmet istrazivanja u laboratorijima (Carlberg, 1987). Navedena vrsta se lako uzgaja te
je u mnogim populacijama muzjak gotovo potpuno nestao ostavivsi tako samo partenogenetske Zenke
(Boucher i Varady-Szabo, 2005). Karakteristicno obiljeZje razmnoZavanja pali¢njaka je upravo
partenogeneza. Partenogeneza je nespolni nacin razmnoZzavanja prilikom kojeg se neoplodena jajna
stanica razvija u jedinku i time nastaju klonovi majke. Navedeni nacin razmnoZavanja se ¢esto naziva i
jednospolno razmnozavanje zbog sudjelovanja samo Zenske spolne stanice. Pali¢njak ima nepotpunu
preobrazbu, bez stadija kukuljice te se iz jaja razvija stadij nimfe (Huten i Culjak, 2018).

ErSegovi¢ A., Strmecki F. 2020. Utjecaj razli¢itih vrsta hrane na rast vijetnamskog pali¢njaka (Medauroidea
extradentata). Bioznalac 6: 78-88
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Karakteristicno obiljeZje kukaca, pa tako i palicnjaka, je presvlacenje. Presvlacenje je proces u kojemu
Zivotinja odbacuje staru kozu i/ili kutikulu u svrhu rasta organizma. Tijekom presvlacenja, pali¢njaci
mogu izgubiti noge, medutim gubitak nije toliko opasan jer ¢e navedeni gubitak najvjerojatnije
nadomjestiti tijekom sljedecih nekoliko presvlacenja (Maginnis, 2009).

Velicina pali¢njaka moZe varirati od velikih do vrlo velikih pri éemu je jedna vrsta nedavno opisana kao
najveca poznata vrsta kukca duzine ¢ak do 570 mm. Usprkos njihovoj velicini, navedeni kukci su vrlo
efikasni u kamuflazi pri ¢emu poprimaju izgled grancice ili lista. To je ujedno i razlog zasto u nekim
dijelovima svijeta do nedavno nije bio poznat veliki broj vrsta pali¢njaka (Aguiar i sur., 2014). Zivotni
vijek mu je od jedne do dvije godine, a tijekom Zivota ima mnogo potomaka (Bradler i Buckley, 2018).

Hrana kojom se vijetnamski pali¢njak hrani u divljini nije u potpunosti poznata (Carlberg, 1987),
medutim u uzgoju se hrani razliCitim vrstama biljaka. Naj¢esée se hrani listovima kupine (Rubus
fruticosus agg. L.) (Casidy, 1978), a takoder u prehrani koristi i listove maline (Rubus idaeus L.), ruze
(Rosa canina L.), oskoruSe (Sorbus spp. L.), jagode (Fragaria vesca L.), vatrenog trna (Pyracantha
coccinea M. Roemer), hrasta (Quercus sp. L.), konéare (Filipendula sp. Mill.), drijena (Cornus sp. L.) i
crvenog ribiza (Ribes rubrum L.) (Boucher i Varady-Szabo, 2005). Vijetnamski pali¢njak najcesce koristi
brsljan (Hedera helix L.) kao biljku penjacicu i rjede ga jede (Vrabec, 2010) dok lis¢ée navedene biljke za
hranu najcesce koristi indijski pali¢njak, Carausius morosus Sinéty, 1901 koji se takoder moze nadi u
uzgoju. Vijetnamski pali¢njak u uzgoju se moze hraniti i zelenom salatom (Lactuca sativa L.) (Olive i
sur., 2016) Sto je osobito korisno za prehranu zimi kada je koli¢ina hrane ograni¢ena. Boucher i Varady-
Szabo (2005) govore da odrZzavanje potrebne koli¢ine hrane za prehranu pali¢njaka tijekom zimskih
mjeseci moZe izazvati probleme u uzgoju te su stoga provedena odredena istraZivanja koja su nastojala
razrijesSiti problem kako uspjeSno nabaviti najprikladniju vrstu hrane za prehranu pali¢njaka zimi.
Boucher i Varady-Szabo (2005) u svojem radu iznose kako su pali¢njaci koji su jeli organski uzgojenu
salatu narasli viSe od pali¢njaka koji su jeli salatu kupljenu u lokalnoj trgovini koja nije bila ekoloski
uzgojena. Odredeni broj pali¢njaka, koji su jeli salatu kupljenu u maloprodaji, je uginuo, a onima koji
su opstali je stopa rasta bila niza u odnosu na one hranjene salatom iz ekoloSkog uzgoja (Boucher i
Varady-Szabo, 2005). SvjeZi listovi ruze su takoder jedna opcija prehrane za pali¢njake, medutim vrsta
hrane koju ée pali¢njak preferirati ovisi o vrsti pali¢njaka. Pali¢njaci koji se hrane lisS¢em kupine najéesce
¢e kao hranu modi koristiti i listove ruze, medutim to se odnosi na listove koji su ubrani u prirodi dok
listovi kupljeni u trgovini najéesce nisu prikladni zbog tretiranja razli¢itim insekticidima. Listovi ruze su
dobar izbor prehrane za pali¢njake zbog izvora potrebnih hranjivih tvari, ali i obrane od predatora u
divljini (trnovi) (Carter, 2019).

Opcenito kukcima, pa tako i vijethamskom pali¢njaku, poveéava se masa tijekom njihovog rasta (Hoh,
2002). Kukci koji se u uzgoju razvijaju u skupini ¢esto su maniji od onih koji se uzgajaju u izolaciji, a osim
na veli¢inu, uvjeti uzgoja utjecu i na masu. Razlika u masi kukaca je uocljivija kod kukaca koji se uzgajaju
u skupini u odnosu na one koji se uzgajaju u izolaciji te je masa kukaca u izolaciji obi¢no veéa. Masa
kukaca osobito je odredena vrstom hrane kojom se kukac hrani. Tijekom vremenskog razdoblja u
kojem kukac ne dobiva hranu naj¢esée dolazi do gubitka mase zbog smanjenja udjela vode i disanja
dok se nakon hranjenja masa povecava (Chapman, 1998).

Cilj ovog istrazivanja je ispitati utjecaj razlicitih vrsta hrane (svjezeg lis¢a) na povecéanje duljine tijela i
mase vijetnamskog pali¢njaka radi otkrivanja najbolje hrane za uzgoj u uc¢ionicama biologije. Najbolja
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vrsta hrane Zeli se otkriti zbog ugibanja pali¢njaka tijekom prethodne godine uslijed nedostatka hrane
zimi, zbog ¢ega su vijetnamski pali¢njaci bili hranjeni salatom kupljenom u lokalnoj trgovini.

Pretpostavka je da ce razli¢ite vrste hrane imati razli¢iti utjecaj na povecanje duljine tijela i mase
pali¢njaka ovisno o njihovom razli¢itom afinitetu prema odredenim vrstama hrane. Prema podacima
iz literature pretpostavlja se da ce pali¢njaci imati najvedi afinitet prema kupini, Sto ¢e se ocitovati u
najveéem porastu duljine tijela i mase, a manji prema ostalim biljkama iz iste porodice Rosaceae
(malinairuza). Takoder, pretpostavlja se da ¢e prehrana lisS¢em brsljana i kupovne salate manje utjecati
na porast duljine tijela i mase u odnosu na biljke iz porodice Rosaceae pri ¢emu bi brsljan trebao
uzrokovati veci porast u odnosu na salatu. Kupovna salata je prema podacima iz literature negativno
utjecala na porast duljine tijela i uzrokovala ugibanje pali¢njaka. Obzirom na negativna iskustva u
hranjenju pali¢njaka kupovnom salatom, u sluéaju njihovog ugibanja postupak ¢e se prekinuti iz etickih
razloga. Takoder, pretpostavlja se da ¢e broj presvucenih pali¢njaka u skupini biti povezan s vec¢im
porastom duljine tijela.

METODE

Za istraZivanje je odabran vijetnamski pali¢njak, Medauroidea extradentata Brunner von Wattenwyl,
1907. Na pocetku istraZivanja iz zajednickog terarija s pali¢njacima izdvojeni su mladunci, stadij nimfe
priblizno iste starosti i veli¢ine. Svaka jedinka smjeStena je u vlastiti terarij.

Terariji su razvrstani u pet skupina ovisno o hrani koja im je bila dostupna: u prvoj skupini nalazilo se
svjeze lis¢e kupine (oznaka K), u drugoj skupini nalazila se malina (oznaka M), u trecoj ruza (oznaka R),
u Cetvrtoj salata (oznaka S) i u petoj brsljan (oznaka B). U svakoj skupini nalazilo se osam terarija s po
jednim pali¢njakom u svakom terariju (slika 1).

Svi terariji su bili izloZeni istim uvjetima i razlikovali se jedino po vrsti biljne hrane koja je stavljena u
njih. Terarij je ¢inila staklenka za zimnicu dovoljne veli¢ine za neometan rast pali¢njaka volumena 720
mL. Na dnu se nalazio sloj zemlje za cvijeée, a biljna hrana se nalazila u plasti¢noj ¢asi u koju je stavljeno
20 mL vode pri ¢emu je svaki tjedan pali¢njacima promijenjena voda. Svaki terarij je imao i grancicu,
koja je omogucavala penjanje u vise dijelove terarija i laksi dolazak do hrane. Vrh terarija bio je
pokriven metalnom mreZicom koja je sluzila kao poklopac i istovremeno omogucdavala prolazak zraka
kroz terarij (slika 2).
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Slika 2 Izgled svakog terarija za vrijeme istraZivanja

Prije nego su stavljeni u terarije, pali¢njacima je izmjerena duljina tijela pomocu digitalne pomicne
mjerke Mitutoyo SR44 od dijela glave na kojem su prihvacena ticala do kraja zatka kao sto je prikazano
na slici 3. Osim Sto je izmjerena duljina tijela, izmjerena je i masa pomocu analiticke vage KERN & SOHN
GmbH (tip: ALS 120-4), sto prikazuje slika 4. U razdoblju od osam tjedana ponavljan je isti postupak u
svrhu prikupljanja rezultata promjene duljine i mase tijela pali¢njaka.

Slika 3 Mjerenje duljine tijela pali¢njaka Slika 4 Mjerenje mase tijela pali¢njaka

Terarij se odrzavao na nacin da su se pali¢njacima svaki tjedan u plasticne c¢ase stavljali svjezi listovi
biljaka mase 5 grama te se pritom voda u ¢asi zamijenila svjezom. Pali¢njaci piju kapljice vode sa stakla
terarija te je stoga terarij bilo potrebno svakodnevno prskati priblizno istom kolicinom vode pomocu
boce strcaljke. Koristena je kupovna voda Jana s ciljem kontroliranja sastava vode kojom se terariji
svakodnevno prskaju, a navedenim postupkom osiguravala se vlaZznost zraka koja je potrebna za
optimalni razvoj. Temperatura u prostoriji u kojoj su smjesteni terariji je bila stalna i iznosila oko 25°C.
Svjeizi listovi kupine, maline, ruZe i brsljana sakupljeni su u prirodi, a salata (endivija) je kupljena u
trgovini Trgocentar d.o.o. Hrana kojom su pali¢njaci hranjeni odgovarala je hrani koja im je bila
dostupna i ranije, osim ruze i brsljana koji su uvedeni zbog otkrivanja optimalne vrste hrane.

Tijekom istraZivanja praéeno je i povremeno presvlacenje pali¢njaka. Slika 5 prikazuje odbaceni
egzoskelet nakon presvlacenja.

Prikupljeni podaci obradeni su u programu Microsoft Excel modelom linearne regresije pri ¢emu su
rezultati analizirani na temelju jednadzbi pravaca y = ax + b. Utjecaj vrste hrane na duljinu tijela i
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masu pali¢njaka kroz osam tjedana je analiziran na temelju koeficijenta smjera pravca (a) koji moze
biti pozitivan (>0), Sto oznacava povecanje duljine tijela i mase, ili negativan (<0) $to oznacava
smanjenje. Odsjecak na osi y (b) nema statisticku znacajnu vaznost i prilikom interpretiranja rezultata
nije uvaZavan. Uz svaku jednadibu pravca je navedena vrijednost R? koja daje informaciju opisuje li
dobivena krivulja s dovoljnom to¢nosti dobivene podatke. Sto je vrijednost R? blize 1, dobivena krivulja
s ve¢om tocénosti opisuje odnos dviju veli¢ina (X i Y) (Matejas i Matejas, 2016).

Slika 5 Pali¢njakov egzoskelet na stjenci staklenke nakon presvia¢enja

Rezultati su prikazani i geometrijskim sredinama veriznih indeksa. Geometrijska sredina oznacava n-ti
korijen nekog skupa i prikladna je za multiplikativna svojstva (kod kojih su mnoZenje i dijeljenje glavne
operacije medu vrijednostima obiljeZja). Jedan od osnovnih ciljeva analize vremenskih nizova je utvrditi
dinamiku kojom se pojava mijenja kroz vrijeme. Verizni indeksi su pokazatelji dinamike vremenskog
niza ili promatrane pojave (Matejas i Matejas, 2016).

Formule geometrijske sredine i veriznih indeksa :

X ev ..
Ve =—t (verizni indeks)
Xt-1

G="/x1 %X ...-x, (geometrijska sredina)

Cjelokupni plan istrazivanja prikazan je shemom u tablici 1.

Tablica 1 Plan istrazivanja
LISTOPAD/STUDENI 2019.
eformiranje problema
edefiniranje ciljeva istrazivanja
epostavljanje istrazivackog pitanja i hipoteze
epronalazak odgovaraiuce literature
STUDENI/PROSINAC 2019.

epostavljanje eksperimenta (terarija)

esvakodnevno odrzavanje terarija

eperiodi¢no svaki tiedan mierenie duliine i mase pali¢niaka
SIJECANJ/VELIACA 2020.

estatisticka obrada rezultata

eusporedba dobivenih rezultata s prije provedenim istraZivanjima

epotvrdivanje/odbijanje hipoteze

edonosenie zakliu¢aka
OZUJAK - SVIBANJ 2020.

epredstavljanje rezultata Siroj zajednici zainteresiranih mladih biologa i stru¢njaka
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REZULTATI

Rezultati su izneseni prema redoslijedu navedenom u metodologiji, a prikazani su grafovima funkcija
dobivenih modelom linearne regresije, tablicom koeficijenta smjera pravca i stupcastim dijagramima
koji prikazuju verizne indekse za pojedinu vrstu hrane.

Mjerenje duljine tijela

Slika 6 prikazuje prosjecnu duljinu tijela palicnjaka za svaku od pet skupina, ovisno o vrsti hrane,
tijekom mjerenja od osam tjedana. Najvedi porast duljine tijela moZe se uociti u skupini u kojoj su
pali¢njaci hranjeni ruzom, iza ¢ega slijede kupina, malina, salata i na kraju brsljan pod utjecajem kojega
su pali¢njaci poceli ugibati. Mjerenja u skupini u kojoj su vijetnamski pali¢njaci hranjeni brsljanom su
prekinuta nakon tri tjedna. Prema slici 6 pravac porasta prosjecne duljine tijela pod utjecajem prehrane
malinom poloZen je iznad pravca koji prikazuje porast prosjecne duljine tijela pod utjecajem kupine,
medutim koeficijent smjera pravca nam pokazuje da se duljina tijela palicnjaka ipak povecéava vise pod
utjecajem kupine u odnosu na malinu na Sto nam ukazuje tablica 1.

36,00
© 34,00
é y=1,3741x+ 21,881
- R?=0,9827
© 32,00 y =1,4002x + 20,888
= R?=0,9791
'g 30,00 y=1,1814x + 21,661
= R?=0,8679
= 28,00 !
- y =-0,3666x + 25,111
c 2_
S 26,00 R 0,7558
& M Kupina
o
& 24,00 @ Malina
22,00 Ruza
’ 2 9 26 37 10 > 24 37
2 Ny -17. 2 22 12 ) 22 @ Salata
L2079 079 THR07g 019 S20pg TS0g9 Hp 207 .
’ Datumi mjerenja = Brsljan

Tablica 2 prikazuje da je nagib pravca pod utjecajem prehrane kupinom veci u odnosu na nagib pravca
pod utjecajem prehrane malinom. Najmanji i negativan koeficijent smjera imaju pali¢njaci koji su se
hranili brsljanom (- 0,3666) sto pokazuje da su postigli smanjenje veli¢ine.

vrtsa hrane kupina malina salata brsljan

koeficijent

. 1,4002 1,3741 1,1814 -0,3666
nagiba pravca

Slika 7 prikazuje geometrijske sredine veriznih indeksa promjene duljine tijela za pojedine vrste hrane.
Rezultati pokazuju da su verizni indeksi kod prehrane ruzom, kupinom, malinom i salatom veci od 1 sto
pokazuje povecéanje duljine tijela u odnosu na pocetak mjerenja dok pali¢njaci koji su se hranili
brsljanom imaju geometrijsku sredinu veriznih indeksa manju od 1 Sto znaci da su postigli smanjenje
duljine tijela u odnosu na pocetno mjerenje. Najveci verizni indeks nalazimo kod pali¢njaka hranjenih
ruzom (1,0585), nakon cega slijedi kupina (1,0542), malina (1,0470), salata (1,0391) te na kraju brsljan
(0,9849) sto je direktno povezano s porastom duljine tijela pali¢njaka.
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Kupina Malina Ruza Salata Brsljan

Vrsta hrane

Mjerenje mase

Slika 8 prikazuje rezultate dobivene mjerenjem mase vijetnamskog pali¢njaka u obliku aritmeticke
sredine mase kroz osam tjedana za pet skupina hrane. Rezultati ukazuju da se masa pali¢njaka najvise
povecala uslijed prehrane malinom, nakon cega slijede ruza i kupina. Najmanji utjecaj na porast mase
pali¢njaka imala je salata dok je brsljan uzrokovao smanjenje mase tijela. Navedeni rezultati vidljivi su
na temelju funkcije dobivene modelom linearne regresije prikazane u obliku jednadzbe (slika 8) koja je
najbolje opisana koeficijentom nagiba pravca (tablica 2).

0,0900
y =0,0075x + 0,0176
R?=0,9741
0,0800 *
) * ..
— 0,0700
o y = 0,006x + 0,0174
= el R%=0,9926
< 0,0600 i
1%} . ’ . d
g B e y = 0,0047x + 0,0201
4 .-".. ,.-.'.. 2 _
© 0,0500 T R%=0,9273
S L L y = -0,0024x + 0,0303
@ T et e ® ;
30,0400 ol e R?=0,8801
o ’ ACIFLAENE] el
- B Kupina
0,0300 & Malina
Ruza
0,0200 ® Salata
2 29 26, 3 20 > 2 3z
.17 .1 .17 22 1 "1 .1 1 .
.20]3 1.2013 2074 2013 ?.2013 ?.3013 2.3013 22013 —Bréljan

Datumi mjerenja

Tablica 3 prikazuje koeficijente nagiba pravaca dobivenih prikazom promjene mase pri ¢emu veci nagib
pravca ukazuje na brzi rast mase.

vrsta hrane kupina malina salata brsljan
koeficijent 0,0060 0,0075 0,0047 -0,0024
nagiba pravca

Slika 9 prikazuje geometrijske sredine veriznih indeksa promjene mase izracunate za pet vrsta hrane.
Geometrijske sredine veriznih indeksa mase su vece od 1 za malinu, ruzu, kupinu i salatu te pokazuju
povecanje mase u odnosu na pocetak mjerenja dok su geometrijske sredine veriznih indeksa lis¢a
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brsljana manje od 1 Sto ukazuje na smanjenje mase. Najvedi verizni indeks promjene mase nalazimo
kod pali¢njaka hranjenih malinom (1,1701), nakon cega slijedi ruza (1,1538), kupina (1,1435), salata
(1,1100) te na kraju brsljan (0,9159).

Mjerenje mase je takoder prekinuto za skupinu pali¢njaka hranjenih brsljanom zbog ugibanja Zivotinja.
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0,2000
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Kupina Malina Ruza Salata Brsljan

h indeksa

Geometrijska sredina
verizni

Vrsta hrane

Presvlacenje pali¢njaka

Nakon provedenog istraZzivanja izracunat je postotak presvlacenja pali¢njaka u pojedinoj skupini. Slika
10 prikazuje da je u skupinama pali¢njaka koji su se hranili liS¢em ruze i kupine bio najvedi broj
presvucenih palicnjaka. U skupini koja se hranila liSéem maline bio je manji postotak presvucenih
pali¢njaka, dok u skupinama koje su se hranile liséem kupovne salate i brsljana nije bilo presvlacenja.

B R NN W WD
U O Ul O ULl O Ul O

Kupina Malina Ruza Salata Brsljan

o

Postotak presvlacenja (%)

Vrsta hrane

RASPRAVA

U ovom istraZivanju ispitivan je utjecaj razlicitih vrsta hrane na duljinu tijela i masu vijetnamskog
pali¢njaka. RazliCite vrste hrane su razli¢ito utjecale na promjenu duljine tijela i mase vijetnamskog
pali¢njaka.

Rezultati mjerenja duljine tijela su pokazali da su na porast duljine tijela najvise utjecale biljke iz
porodice Rosaceae ovim redom: listovi ruze, zatim listovi kupine i na kraju listovi maline. Manje su na
porast duljine tijela utjecali listovi kupovne salate, a smanjenje duljine tijela su uzrokovali listovi
brsljana. Navedeni rezultati su u skladu s tvrdnjama Boucher i Varady-Szabo (2005), koji navode da
vijetnamskom pali¢njaku najvise odgovara lis¢e biljaka iz porodice Rosaceae. RuZa je dobar izbor hrane
za vijetnamskog pali¢njaka zbog brojnih hranjivih tvari potrebnih za rast koje se nalaze u lis¢u. Osim
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toga, vijetnamske pali¢njake je najbolje hraniti liséem ruze ubrane u divljini buduci da su komercijalno
uzgojene Cesto prskane pesticidima (Carter, 2019). Listovi ruZze kojima su hranjeni pali¢njaci bili su
sakupljeni uz put u ruralnom podrucju. Kupina je, uz ruzu, vrlo povoljno utjecala na porast duljine tijela
pali¢njaka. Naime, kupina, za razliku od drugih vrsta biljaka iz navedene porodice, ne stvara tako veliku
koli¢inu tanina koji imaju insekticidno djelovanje. Kupina je djelomi¢no zasticena od kukaca trnovima
pa koli¢ina tanina u listovima ne mora biti toliko visoka kao kod srodnih vrsta (Tamayo Lorenzo, 2007).
Navedeno se moZe primijeniti i na ruzu koja takoder ima trnove, a koja je najviSe utjecala na porast
duljine tijela. Ruza i kupina prema tome imaju slabije insekticidno djelovanje. Zanimljivo je da je malina
s obzirom na utjecaj na porast duljine tijela vijetnamskog pali¢njaka iza ruZe i kupine dok je na porast
mase najvise utjecala.

Slicno istraZivanje ispitivanja utjecaja razlicite vrste hrane na dugovjec¢nost, rast, polaganje jajasaca i
preZivljavanje vijetnamskog pali¢njaka proveli su Boucher i Varady-Szabo (2005) pri cemu su, uz Spinat,
mrkvu i hrast, ispitivali utjecaj salate iz maloprodaje. Njihovi rezultati se djelomi¢no poklapaju s
rezultatima ovog istraZivanja u smislu da su tijekom njihovog istrazZivanja vijetnamski pali¢njaci kojima
je bila dostupna salata iz maloprodaje poceli ugibati. Navedeno su objasnili ¢injenicom da je salata iz
maloprodaje vjerojatno bila tretirana insekticidima (Boucher i Varady-Szabo, 2005). U ovom
istrazivanju vijetnamski pali¢njaci nisu ugibali pod utjecajem prehrane kupovnom salatom, medutim
pokazali su manji porast duljine tijela u odnosu na biljke iz porodice Rosaceae sto se djelomi¢no
podudara s provedenim istraZivanjem od Boucher i Varady-Szabo (2005).

Smanjenje duljine tijela i mase kod vijetnamskog pali¢njaka je uzrokovala prehrana brsljanom.
Istrazivanja prehane brsljanom nisu provedena kod vijetnamskog pali¢njaka pa rezultati prehrane
brsljanom nisu mogli biti usporedeni s drugim rezultatima. Navedena vrsta hrane je glavni izbor za
indijskog pali¢njaka koji se uglavnom hrani upravo brsljanom (Olive i sur., 2016). Razli¢ite vrste
pali¢njaka razlicito reagiraju na pojedine vrste hrane (Carter, 2019). U sastavu lis¢a brsljana nalazi se
vrsta insekticida naziva falkarinol koji djeluje protiv mikroorganizama i razli¢itih vrsta kukaca (Nirmal
Sinha i sur., 2011) tako da se navedeni rezultat moZe objasniti Stetnim utjecajem sastojaka lis¢a
brsljana na vijetnamskog pali¢njaka.

Dobiveni rezultati mjerenja mase za prehranu lisS¢éem biljaka iz porodice Rosaceae i kupovnom salatom
su u skladu s tvrdnjama Chapman (1998) koji navodi da se masa nakon hranjenja kukaca povecava.
Utjecaj razlicitih vrsta hrane na porast mase kod vijetnamskog pali¢njaka nije u potpunosti u korelaciji
s rezultatima dobivenim mjerenjem porasta duljine tijela. Prilikom mjerenja mase, najveci porast je
uzrokovala prehrana malinom, iza ¢ega je uslijedila ruza. Navedeni rezultati mogu se objasniti slicnim
hranjivim sastojcima u lis¢u maline i ruZe pa pali¢njaci koji preferiraju ruzu, ¢esto jedu i malinu (Carter,
2019). Najmaniji porast mase tijela vijetnamskog pali¢njaka iz porodice Rosaceae je uzrokovala kupina.

Obzirom da rezultati mjerenja mase i duljine tijela nisu u potpunosti u korelaciji, dobiveni rezultati su
u skladu s podacima koje navodi Aleksander (2015) koji objasnjava da masa i duljina tijela ne moraju
rasti istim intenzitetom.

Rezultati pracenja presvlacenja su u skladu s rezultatima mjerenja duljine tijela vijetnamskog pali¢njaka
pri cemu je najveci postotak presvlacenja izraCunat za ruzu i kupinu dok je kod maline taj postotak
manji. Kod pali¢njaka hranjenih liséem kupovne salate i brsljana nije uocen proces presvlacenja.
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Navedeni rezultati su u skladu s rezultatima istraZivanja Wadsworth i sur. (2014) koji su uocili da se pri
svakom presvlacenju duljina tijela indijskog pali¢njaka povedala.

Navedena pretpostavka utjecaja razlicitih vrsta hrane na porast duljine tijela i mase pali¢njaka
djelomicno je potvrdena. Razli¢ite vrste hrane imaju razli¢it utjecaj na porast duljine tijela i mase
pali¢njaka, no na porast duljine tijela najvise je utjecalo liSée ruze, dok je na porast mase najvise
utjecalo lis¢e maline Sto nije u skladu s pretpostavkom da ¢e na oboje najvedi utjecaj imati lis¢e kupine.
Biljke iz porodice Rosaceae pozitivnije su utjecale na porast duljine tijela i mase u odnosu na kupovnu
salatu i brsljan Sto je u skladu s nasim ocekivanjem. Za razliku od ocekivanja kako ¢e brsljan modi
posluZiti kao hrana pali¢njacima, on je uzrokovao smanjenje njihove duljine tijela i mase.

ZAKUIUCCI
Provedeno istrazivanje omogucilo je donosenje slijedecih zaklju¢aka:

Razlicite vrste hrane imaju razli¢it utjecaj na porast duljine i mase tijela vijetnamskog
pali¢njaka.

Biljke iz porodice Rosaceae uzrokuju veci porast duljine tijela i mase vijetnamskog pali¢njaka
u odnosu na kupovnu salatu i brsljan.

RuZa najpovoljnije utjece na porast duljine tijela vijetnamskog pali¢njaka.

Malina najpovoljnije utjeCe na porast mase tijela vijetnamskog pali¢njaka.

Kupovna salata pozitivno utjeCe na porast duljine i mase tijela vijetnamskog pali¢cnjaka, ali
znatno manje od biljaka iz porodice Rosaceae.

Brsljan se ne moZze koristiti kao hrana za vijetnamskog pali¢njaka jer uzrokuje smanjenje mase
i duljine tijela te dovodi do ugibanja pali¢njaka

Najbolja hrana za vijetnamskog pali¢njaka je svjeze liS¢e ruze i maline zbog najvecdeg utjecaja
na porast duljine odnosno mase tijela.

Porast duljine tijela je povezan s ucestalos¢u presvlacenja kukaca.

Duljina i masa tijela vijetnamskog pali¢njaka ne mijenjaju se ravhomjerno.
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SAZETAK

Ovim smo projektom istrazili kako se odabrane vrste kukaca ponasaju na razli¢itim podlogama poput kore drveta,
papira, stakla, stakla premazanog biljnim uljem, stakla premazanog biljnim uljem i posutog solju te podlozi
ukosenoj pod kutom od 45°. IstraZivanje je provedeno na dvjema vrstama pali¢njaka, vijetnamskom i
madagaskarskom ruZicastokrilom (Baculum extradentatum i Sipyloidea sipylus) te unutar vrste vijetnamskog

pali¢njaka na oba spola, i Zenkama i muzjacima. Podlogu, tj. poligon prolazila je jedna po jedna jedinka, ¢iji je hod
i ponasanje praceno uredajem za fotografiranje. Istovremeno je biljezen dodir nogu s podlogom ucrtavanjem
tocaka vodootpornim markerom. Hod je potican dodirivanjem kraja zatka. Utvrdeno je da su na ravnom, glatkom
papiru najbrzi hod imali muzjaci vijetnamskog pali¢njaka, a najsporiji hod imale su Zenke madagaskarskog
ruzicastokrilog pali¢njaka. Iz rezultata dobivenih visestrukim ponavljanjem pokusa zakljuceno je da je vise
¢imbenika utjecalo na brzinu hoda. Analizirana je grada nogu, masa i veli¢ina tijela te starost jedinki. Nijedna od
dviju vrsta pali¢njaka nije uspjela hodati po staklenim podlogama koje su bile premazane biljnim uljem ili dodatno
posute solju. Pali¢njaci su izbjegavali hodanje po brusnom papiru i brzo su s njega prelazili na glatku povrsinu
papira koja se nalazila sa strane. Rezultati istrazivanja pokazali su da ve¢a masa jedinki utjeCe na sporiji hod, a
brze i spretnije su se kretali po podlogama od prirodnih materijala (papir, drvo).

Kljucne rije€i: kukci; hod; brzina; ponasanje; orijentacija

uvoD

U prirodi susre¢emo Zivotinje koje se uspinju ili spustaju niz objekte savladavajuci prirodne prepreke.
Uspinjuci se na neku uzvisinu, zbog postojanja gravitacije, njihova tijela priti$¢u podlogu. Zivéani sustav
prilagodava kretanje tijela preprekama. Kako se kukci penju i spustaju strmim putovima? Pali¢njaci
mogu dati odgovor na to pitanje. Imaju tri para ¢lankovitih nogu, ljestvicasti Zivcani sustav koji ¢ine
parovi ganglija povezanih poprec¢no i uzduzno dvostrukom Zivéanom vrpcom (Dallmann i Schmitz,
2019). Za proucavanje hoda kukaca pogodni su pali¢njaci, zbog svoje veli¢ine i sporog hoda. Jos nije
razjasnjeno kako se kukci koji koracaju prilagodavaju novonastalim okolnostima tijekom hoda.
Pali¢njaci (Phasmatodea) su kukci koji se sporo kreéu i veci dio Zivota provode na drvenastoj vegetaciji
(Habdija i sur., 2011). Rasprostranjeni su po cijelom svijetu, ima ih oko 2000 vrsta, no najraznolikiji su
u tropima, i to posebno u indo-malajskom podrucju (Habdija i sur., 2011). Takoder su rasprostranjeni
i na podrucju Hrvatske, posebice u Dalmaciji, gdje se moZe naci vrsta europski pali¢njak (Bacillius rosii)
(Habdija i sur., 2011). U istraZivanju su proucavane dvije strane vrste pali¢njaka: vijetnamski (Baculum
extradentatum) i madagaskarski ruzi¢astokrili palicnjak (Sipyloidea sipylus) (tablica 1). Ove su vrste
odabrane zbog jednostavne nabave i uzgoja.

Red Phasmatodea Phasmatodea

Rod Baculum Sipyloidea
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Osnovna grada tijela svih palicnjaka je slicna. Tijelo Stapi¢astog oblika sastoji se od glave, prsa i zatka

(abdomena) (slika 1).

Prednje par nogu

Slika 1 Grada tijela vijetnamskog pali¢njaka

Na povrsini je tijelo kukca zasti¢eno viseslojnom hitinskom kutikulom koja ima funkciju egzoskeleta jer
daje potporu i stalan oblik tijelu te oslonac svim misi¢ima tijela (Habdija i sur., 2011). Na glavi se nalaze
¢lankovita ticala, sitnije sloZzene odi, gornja usna i tri para ¢lankovitih usnih organa (Habdija i sur., 2011).
Usni organi pali¢njaka sluze za grizenje i usitnjavanje hrane. Pomocu ticala osjecaju promjenu
temperature i kemijske tvari te istrazuju svoje okruzenje. Njihove sloZene oci sastavljene su od mnogo
pojedinacnih ociju koje mogu vidjeti slike, kretnje i boju. Prsni koluti¢i medusobno se razlikuju po
veli¢ini. Prvi koluti¢ je najkraci, a srednji najduzi. Na svakom prsnom koluti¢u nalazi se jedan par
¢lankovitih uniramnih nogu hodalica koje su podjednake veli¢ine i morfoloske grade (Habdija i sur.,
2011). Noge se sastoje od Sest ¢lanaka: kuk, noZzni prstenak, bedro, gnjat, stopalo i predstopalo (slika
2) (Habdija i sur., 2011). Na predstopalu se nalaze dvije pandzZice s prianjalkom za hodanje po glatkim
povrsinama (slika 2). Neke vrste pali¢njaka mogu na srednjem koluti¢u prsa imati krila.

Slika 2 Grada clankovite noge hodalice vijetnamskog pali¢njaka
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Zadak zauzima cijelu straznju polovicu tijela i na njemu se nalaze zad¢ani privjesci koji obavljaju osjetnu
funkciju. Zadak (abdomen) sadrii probavni i reproduktivni sistem. Palicnjak diSe uzdu$nicama
(trahejama) ciji su otvori (odusci) smjesteni boc¢no na kolutiéima prsa i zatka. Ima nepotpunu
preobrazbu, iz jaja se izleze stadij nimfe (Habdija i sur., 2011). Nakon $to dosegnu spolnu zrelost,
stvaraju velik broj jaja, a jedino Sto zahtijeva pri uzgoju u terariju je visoka vlaga zraka i kupinovo lisc¢e
u prehrani (Boucher i Varady-Szabo, 2005).

Razvoj poprecnoprugastih misiénih vlakanaca udruzenih u snopove koji grade skeletne misice jedno je
od osnovnih obiljeZja koje kukcima omogucuje Zivot na kopnu. Misi¢na vlakanca sastoje se od
kontraktilnih mezodermalnih stanica, mioblasta, koje se ujedinjuju u mnogojezgreni sincicij valjkastog

.....

.....

.....

.....

.....

nacine (Ballantyne i Rathmayer, 1981). Hod je niz ravnomijernih i naizmjeni¢nih koordiniranih pokreta
udova i trupa s ciljem premjestanja s jednog mjesta na drugo u prostoru. Kod gibanja noge se ritmicki
pokrecu dajudi potporu tijelu i ,,pogon” za kretanje. Na tlu se kukci pokreé¢u uz pomoc tri para nogu ciji
su pokreti tripodni i alternirajuci (Habdija i sur., 2011). Kukac se tijekom hoda uvijek trima nogama
oslanja na tlo (prednjom i straznjom s desne strane i srednjom s lijeve), a preostalim trima Cini pokret
(prednjom i straznjom s lijeve strane i srednjom s desne strane) (Habdija i sur., 2011). Korak je interval
izmedu dva kontakta stopala s podlogom (slika 3) (Mikli¢, 2017).

yeldo)oaq
®

yeloy

Tijekom hoda vodoravnim terenom prednje noge pali¢njaka imaju ulogu probijanja, srednji par nogu
ima potpornu ulogu, a straznje noge pruzaju potpornu i pokretacku silu. Uloge nogu razlicite su kada
je tijelo pali¢njaka okrenuto naopacke; tada mu prednje i straznje noge daju podrsku tijelu dok srednje
pruzaju propulzivnu silu. Kod hodanja po okomitoj stazi sve noge pruzaju potpornu i propulzivnu silu
(Cruse, 1976). Obrazac kretanja prednjih nogu je najraznolikiji dok srednje noge vrse jednoli¢ne kretnje
(Burns, 1972). Pali¢njaci su sposobni prianjati na glatke povrsine poput stakla zbog prijanjalke (arolium)
smjestene na predstopalu noge (Endlein, 2010). Prianjalka je fleksibilna, ravna kutikula obloZena
viskoznim tekuc¢inama koje palicnjaku omoguéuju da djeluje poput vakum caSice te omoguduje
pali¢njaku prianjanje za podlogu. Kada kukac postavi nogu na povrsinu, prianjalka se pasivno Siri,
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povecavajuéi povrsinu za prianjanje. Prianjalka zadrZava kukca stabilnim na glatkim povrSinama, ali
usporava njegovo kretanje (Endlein, 2010).

Poveéanjem pritiska noge na staklenu podlogu povecdava se povrsina prianjaljke. Kukac se mozZe brze
kretati na hrapavim podlogama koje ne zahtijevaju koristenje prianjalke. Uz prianjalku nalazi se par
pandZica (ungues). PandZice su bocno smjeStene na predstopalu pa vrsno artikuliraju neravnine na
podlozi prilikom kretanja. Kukci se kre¢u nogama na nacin da povecavaju kut noge prema podlozi kada
je pritis¢u uz podlogu i smanjuju kut noge prema podlozi kada podiZu nogu od podloge. (Endlein, 2010).

Cilj je istrazivanja usporediti kako razlike u gradi tijela vijetnamskog i madagaskarskog ruzicastokrilog
pali¢njaka utje¢u na brzinu hoda i duljinu koraka. Ukazati na razlike u hodu izmedu muZjaka i Zenki
ovisno o podlozi i nagibu podloge. Primarno ¢e istraZivanje biti usmjereno na proucavanju motorike
kretanja pali¢njaka u ovisnosti o razli¢itim podlogama i pod utjecajem razli¢itih vanjskih podrazaja te
pracenje brzine tijekom hoda. Cilj je istrazivanja potvrditi osnovni oblik noZnog kretanja Ciji su pokreti
najc¢esce tripodni i alternirajuci. To znadi da se kukac uvijek trima nogama oslanja na tlo (prednjom i
straznjom s desne strane i srednjom s lijeve strane), a preostalima trima Cini pokret (prednjom i
straznjom nogom s lijeve strane i srednjom s desne strane) (Habdija, 2011.).

Pretpostavka je da ¢e pri hodu na razli¢itim podlogama muzZjaci vijetnamskog pali¢njaka ostvariti vec¢u
brzinu i razmak izmedu koraka od Zenki iste vrste zbog manje mase tijela i veée duljine ¢lankovitih
nogu. Usporedujuci hod Zenki vijetnamskog i madagaskarskog ruzi¢astokrilog pali¢njaka, Zenke druge
vrste manje ce se ljuljati pri kretanju i vise ¢e prijanjati uz podlogu zbog krila koja su dio njihove tjelesne
grade. Zenke vijetnamskog pali¢njaka radit ée vece korake i imati brzi hod zbog manje mase u odnosu
na madagaskarskog ruzicastokrilog palicnjaka. Na ravnoj podlozi ocekuje se stabilno kretanje i
prianjanje uz podlogu dok se pri usponu na vertikalnoj podlozi ocekuje nestabilan hod kod obje vrste
bez obzira na spol. Hod svih vrsta pali¢njaka na staklenim podlogama bit ¢e sporiji u odnosu na kretanje
na papiru i kori drveta jer prilikom hoda vakuum caSice na nogama bolje prianjaju uz podlogu.

METODE
IstraZzivanje je provedeno od listopada 2019. do sije¢nja 2020. godine. Nakon odabira teme proucena

je struc€na literatura o pali¢njacima te su postavljeni ciljevi i hipoteze.

Slika 4 Plan istrazivanja

Jedinke pali¢njaka rasporedene su u tri terarija prema vrsti i spolu. U terariju dimenzija (45 cm x 35 cm
x 50 cm) nalazi se devet Zenki vijethamskog pali¢njaka, dok je pet muZjaka smjesteno u drugi terarij
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priblizno istih dimenzija. Tri Zenke madagaskarskog ruziastokrilog pali¢njaka nalaze se u trecem
terariju dimenzija (40 cm x 30 cm x 45 cm).

Madagaskarski ruzicastokrili palicnjak (Sipyloidea sipylus) vrsta je palicnjaka koji posjeduju krila svijetlo
ruzi¢aste boje, prosjecne duljine 4,5 cm (slika 5). U sluéaju opasnosti koriste ih za let. Na tijelu svijetle
boje nemaju nikakve izrasline. Zadak im je mekan i podsje¢a na mahunu. Zenke narastu u duljinu do
10 cm i imaju krila beZ boje. Nimfe nemaju krila i zelene su.

Slika 5 Zenka madagaskarskog ruzi¢astokrilog pali¢njaka

Veli¢ina Zenki vijetnamskog pali¢njaka u rasponu je od 6 do 10 cm, a muZjaci u u rasponu od 6 do 8 cm.

.....

vijetnamskog pali¢njaka razlikuju se po sekundarnim spolnim karakteristikama na zatku (slika 6 i 7). U
usporedbi s madagaskarskim ruzicastokrilim pali¢njakom, vijetnamski ne posjeduje krila.

Slika 6 Zadak Zenke vijetnamskog Slika 7 Zadak muZjaka vijetnamskag
pali¢njaka pali¢njaka
Starost vijetnamskih pali¢cnjaka je godinu dana, dok su Zenke madagaskarskog ruZic¢astokrilog
pali¢njaka stare jednu godinu i Sest mjeseci. Svi su pali¢njaci pogodni za istraZivanje jer su u stadiju
odraslih jedinki. Obiljezja tijela svih jedinki pali¢njaka iskazani su u tablici 2 kao prosjecne vrijednosti.

Tablica 2. 1zmjereni podaci pali¢njaka

ki pali¢njak — Vijetnamski pali¢njak — muzjak Madagaskarski ruzicastokrili
Zenka (Baculum (Baculum extradentatum) pali¢énjak — Zenka (Sipyloidea
extradentatum) sipylus)

1,3 0,4 0,8
11 8 10
13 23 3,9
7 8 55
5 5.2 38
66 7 6
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Slika 8 Duljina pojedinih dijelova tijela muzjaka vijetnamskog palicnjaka i madagaskarskog ruzicastokrilog

Terariji su smjesSteni u bioloskom laboratoriju u dijelu prostorije koji nije bio izloZzen direktnoj Suncevoj
svjetlosti (slika 9). Fotoperioda je bila konstantna, izmjenjivala se kao u prirodnim uvjetima stanista te
je bila kontrolirana umjetnim osvjetljenjem, 14 sati svjetla i 10 sati tame. Za podlogu u terariju
korisStena je vrtna zemlja. Unutar terarija postavljene su grancice breze, jabuke, ruze i brsljana kako bi
okolina bila sto sli¢nija prirodnom okruzenju. Pali¢njaci se hrane ruZinim i kupinovim listovima, a listovi
brsljana sluZe im za penjanje. Terarij se svakodnevno Cisti uklanjanjem suhog lis¢a i izmeta. Prostorija
u kojoj su terariji smjesteni ima temperaturu oko 25 °C, a visoka vlaznost zraka odrZava se prskanjem
vode svaka 24 sata.

Slika 9 Terarij s pali¢njacima

Determinacija spola

Spol palicnjaka odreden je na temelju morfologije zatka (abdomena), odnosno na temelju grade
vanjskih spolnih organa. Mobilnim uredajem fotografirani su abdomeni pali¢njaka (slika 6 i 7). Za
odredivanje spola koristen je slikovni prilog u publikaciji Wilbert (1953), (slika 10).

Slika 10 Izgled trbusne (ventralne) strane zatka ovisno o spolu; slika lijevo Zenka nakon prvog presvlacenja, slika desno
mutziak nakon prvog presvlacenia (preuzeto iz: Wilbert 1953).

Promatranje hoda palicnjaka

Hod palicnjaka proucavan je na devet Zenki i pet muZjaka vijetnamskog palicnjaka te tri Zenke
madagaskarskog ruzicastokrilog pali¢njaka na dnevnom svjetlu i sobnoj temperaturi (22 — 25 °C).
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Motorika kretanja promatrana je na tri razli¢ita poligona. Prvi je poligon staza u vodoravnom poloZaju,
drugi je poligon uko$ena staza pod kutom od 45°, a tredi je poligon vodoravna staza po kojoj pali¢njak
hoda s donje strane. Staze su izradene od uskih traka papira Sirine 30 cm i duljine od 50 cm. U drugom
dijelu istraZivanja praéen je hod palicnjaka po razli¢itim podlogama: kori drveta, glavicama cavlié¢a
zabijenih u drvo, brusnom papiru, cistom staklu, staklu premazanom biljnim uljem i staklu
premazanom biljnim uljem i posutom solju (slika 11). Kontrolna podloga je kora drveta jer je najslicnija
prirodnom okruzenju pali¢njaka.

Tijekom gibanja pali¢njaka Stopericom na mobilnom uredaju mjeren je interval izmedu dva uzastopna
dodira iste noge s podlogom. Dodir noge s podlogom zabiljeZen je toc¢kom. Hod pali¢njaka fotografiran
je mobilnim uredajem. Tijekom kretanja pali¢njaka biljezeno je vrijeme koje je potrebno da prijede
stazu i tocke koje je palicnjak dotaknuo nogama. Na mjesta koje je pali¢njak dotaknuo nogom
ucrtavane su tocke pripadajuce boje. Mjesta na poligonu koja su dotaknule prednje noge oznacena su
crvenim tockama, srednje noge zelenim tockama, a straznje noge plavim tockama. Tocke su biljezene
vodootpornim markerima (slika 13). Na istraZivanju motorike kretanja pali¢njaka na ravnoj podlozi od
papira, palicnjacima su vrsci nogu bili umoceni u prehrambene boje. Vrici prednjih nogu umoceni su u
crvenu prehrambenu boju, srednje u zelenu, a zadnje u plavu. Vrijeme koje je pali¢njak proveo na
poligonu mjereno je Stopericom. Nakon Sto je jedna jedinka zavrsSila hod na poligonu, mjerena je
duljina koraka odredene noge spajanjem tocaka na koje su pali¢njaci poloZili stopalo. Isti postupak
ponovljen je i za ostale jedinke. Nakon jednog sata ponovljen je pokus s istom jedinkom. Sve jedinke
su poslije pokusa izvagane na digitalnoj vagi toc¢nosti 0,1 g. Ravnalom je mjerena duljina tijela i duljina
nogu. Kutomjerom su mjereni kutovi nogu i zglobova pali¢njaka. Podaci iste vrste i spola zbrojeni su i
podijeljeni brojem jedinki kako bi se dobila aritmeticka sredina. Podatci o duljini koraka, smjeru i brzini
kretanja analizirani su u programu Microsoft Office Excel 2016.

Na koji se nacin doslo do podataka prikazano je na sljede¢im slikama: A) Mjerenje mase tijela pali¢njaka

na digitalnoj vagi (slika 12) i B) BiljeZenje koraka tockama pomodéu markera (slika 13).
| 7l

Sve slike izradili su autori osim slike 10.

Bioznalac 6: 89-103 Drzavno natjecanje iz biologije 2020. | 95



Hrvatsko biolosko drustvo

(

| Brozovic J., Katic P. 2.razred G

Mentor:

Motorika pali¢njaka u ovisnosti o razlic¢itim podlogama i smjeru kretanja Fisa )

REZULTATI
Tijekom istraZivanja uocena su tri karakteristiCna poloZaja tijela na vodoravnoj podlozi u ovisnosti o

situaciji u kojoj se pali¢njak nalazi te su oznaceni na slici 14 slovima A, B, C. Pali¢njak se nalazi u poloZaju
A kada je u stanju mirovanja te se u njegovu vidnom polju ne nalazi objekt u pokretu. Kada osjeti dodir
na zatku postavlja se u poloZaj B u kojem podize zadak. U poloZaju C pali¢njak se nalazi kada mu se s
prednje strane tijela prilazi objektom. Podizanje prsa i prednjih nogu za poloZaj C zapocinje dolaskom
objekta u njegovo vidno polje na udaljenosti od 20 cm. ZabiljeZene su i najces¢e radnje koje su
potaknule pali¢njaka na kretanje: dodir ticala, nogu ili nastavaka na zatku, Spricanje vode i primicanje
objekta s prednje strane tijela. Primije¢eno je da se pali¢njaci u terariju uvijek pokrenu tijekom

Spricanja vodom.

Slika 14 Polozaji vijetnamskog palicnjaka: A — stanje mirovanja, B — podignuti zadak, C - podig-nuta prsa
Pali¢njak se u poloZaj mirovanja, postavlja oslanjanjem na sva tri para ¢lankovitih nogu (slika 15).
Prednje noge otvaraju se s unutarnjim kutom od 10° do 180° te kutom izmedu bedra i gnjata od 120°.
Srednje noge postavljaju se pod 90° u odnosu na prsa, a kut izmedu bedra i gnjata je 95°. Zadnje noge
postavljaju se prema straznjoj strani tijela s obzirom na zadak od 50°, a stabilnost srednjim nogama
odrzava se kutom zgloba od 100°. Provedeno mjerenje objasnjava razliku izmedu dviju vrsta s obzirom
na duljinu tijela.

Slika 15 Unutarnji kutovi zglobova pali¢njaka: a — Zenka vijetnamskog pali¢njaka, b — Zenka madagaskarskog
ruzicastokrilog palicnjaka, c — muzjak vijetnamskog pali¢njaka

Hod po ravnoj podlozi (papir)

A) Madagaskarski ruzicastokrili pali¢njak na vodoravnoj podlozi (listu papira) duljine 50 cm. Pali¢njak

potaknut doticanjem zatka gibao se pravocrtno (slika 16).

Slika 16 Hod madagaskarskog ruzicastokrilog pali¢njaka na papiru
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B) Zenka vijetnamskog pali¢njaka na listu papira kretala sa takoder pravocrtno (slika 17).

Slika 17 Hod Zenke vijetnamskog pali¢njaka na papiru

C) MuZjak vijetnamskog pali¢njaka na listu papira kretao se isto pravocrtno (slika 18).

Slika 18 Hod muZjaka vijetnamskog pali¢njaka na papiru

Prosjec¢na duljina koraka prednjih nogu dviju vrsta pali¢njaka na papiru
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e ijetnamski pali¢njak @ =====vijetnamski pali¢njak & =====madagaskarski ruzi¢astokrili pali¢njak @

Slika 19 Prosjecna duljina koraka prednjih nogu dviju vrsta pali¢njaka na papiru

Prosjecna duljina hoda prednjih nogu koju su odabrani pali¢njaci presli nacinivsi pet koraka predstavlja
prosjec¢nu duljinu hoda iskazanu u centimetrima (slika 19). Najduzi hod biljezi muzjak vijetnamskog
pali¢njaka (36 cm) te ga slijedi Zenka vijethamskog pali¢njaka (34,7 cm) sa zanemarivom razlikom od
1,3 cm. Hod Zenke madagaskarskog ruzi¢astokrilog pali¢njaka ima duljinu od 26,4 cm.
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Prosjecna duljina koraka srednjih nogu dviju vrsta pali¢njaka na papiru
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Prosjecna duljina hoda srednjih nogu muzjaka vijetnamskog pali¢njaka (slika 20) kao i prednjih nogu
(slika 19) prednjaci pred Zenkom, ali i pred Zenkom madagaskarskog ruzicastokrilog pali¢njaka. Tijekom
pet koraka najkraci hod ostvarila je Zenka madagaskarskog ruzicastokrilog pali¢njaka (19,5 cm).

Prosje¢na duljina koraka straznjih nogu dviju vrsta pali¢njaka na papiru
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MuZjak vijetnamskog pali¢njaka zadnjim nogama ostvario je najduzi hod (36 cm) s obzirom na ostale
jedinke (slika 21). U prosjec¢noj duljini hoda straznjih nogu slijedi ga Zenka vijetnamskog pali¢njaka (34,3
cm), a najmanju prosjecnu duljinu hoda ostvarila je Zenka madagaskarskog ruzi¢astokrilog pali¢njaka
(27,3 cm) kao i s prednjim (slika 19) i srednjim nogama (slika 20). Hod straznjih nogu Zenke
madagaskarskog ruzi¢astokrilog pali¢njaka pokazuje prekide u hodu zbog naglih pokreta i stanki
kretanja straznjih nogu. Razlika u prosjecnoj duljini hoda izmedu muzjaka vijetnamskog pali¢njaka i
Zzenke madagaskarskog ruzicastokrilog pali¢njaka je 8,7 cm, a to je ujedno i najmanja razlika s obzirom
na prednje i srednje noge.

Prosjecna duljina koraka prednjih, srednjih i zadnjih nogu odabranih
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Prosjec¢ne duljine koraka pojedinih nogu oba spola vijetnamskih pali¢njaka podjednake su, dok su u
Zzenki madagaskarskog pali¢njaka one razlicite. (slika 22).

Usporedba brzine hoda vijetnamskog pali¢njaka po spolu na papiru

60
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g Q

Prosjecna brzina hoda vijetnamskog palicnjaka mjerena je na listu papira duljine 50 cm. Muzjaci
vijetnamskog pali¢njaka najbrze su prosli stazu u prosje¢cnom vremenu od 19.21 sekunde, dok je za isti
put Zenkama vijetnamskog palicnjka bilo potrebno 26.10 sekundi (slika 23). MuZjaci su se od
Zenki razlikovali impulzivnijom kretnjom na pocetku jer nakon poticaja naglo pocinju hodati te tijekom
prvih 13 sekundi mogu postiéi brzinu od 3 cm/s. Nakon prijedenih 34 cm usporavaju do potpunog
zaustavljanja. Prosje¢na brzina hoda muzjaka na stazi od 50 cm je 2,63 cm/s. Hod Zenki vijetnamskih
pali¢njaka ujednaceniji je s malim promjenama brzine, a njihova prosjecna brzina hoda iznosila je 2,09
cm/s. Zenke madagaskarskog ruZi¢astokrilog pali¢njaka nisu uspjele prije¢i put od 50 cm ni nakon
nekoliko ponavljanja te su napravile premaleni put da bi bilo moguce izracunati njihovu prosje¢nu
brzinu.

Hod po ravnoj povrsini (staklo)

Hod pali¢njaka na Cistoj staklenoj povrsini ne razlikuje se od hoda po papiru. Medutim po staklu
premazanom biljnim uljem pali¢njaci se nisu kretali ni nakon poticaja ve¢ su se prednjim nogama
pokusavali odrZati na staklu. Pali¢njaci se nisu kretali ni po staklu posipanom solju veé su nepomicno
stajali.

Prosjec¢na duljina hoda muzjaka vijetnamskog pali¢njaka na staklu

oda (cm)
= N w By
o o © & ©

duljina h

broj koraka
e==prednja noga e===srednja noga =====zadanja noga

Hod pali¢njaka testiran je na staklenoj podlozi ukoSenoj pod kutom od 45°. Svi pali¢njaci hodali su na
isti nacin kao i po ravnoj podlozi. Kada je staklo premazano biljnim uljem i ukoseno, muzjak i Zenka
vijetnamskog pali¢njaka nisu se kretali prema gore ve¢ su samo pruzali otpor fiksiranjem zadnjih nogu.
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Za razliku od vijetnamskih, madagaskarski ruzic¢astokrili palicnjak pokusavao se odrzati na staklu svim
nogama dok nije na kraju skliznuo sa stakla. Kada su pali¢njaci stavljeni na vrh nagnutog stakla, svi su
klizili prema dolje ne pokusavajuéi micati nogama na podlozi. Isti postupak napravljen je na staklenoj
podlozi posutoj solju i rezultati su bili identi¢ni.

Usporedba prosjecne duljine koraka muZjaka vijetnamskog pali¢njaka na

Pg ravnim podlogama papira i stakla
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Prosjecna duljina koraka svih nogu muzjaka vijetnamskog pali¢njaka na staklenoj podlozi kraéa je nego
na papiru (slika 26). Najdulje korake na obje podloge pali¢njak je uradio sa srednjim nogama. Kod
zadnjih nogu uocena je najveca razlika prosje¢nog koraka izmedu navedenih podloga (1,2 cm).

Hod po ravnoj hrapavoj povrsini (brusni papir)

Pali¢njaci stavljeni na brusni papir kao podlogu ponasali su se potpuno drugacije nego $to su to Cinili
na ravnoj glatkoj podlozi papira. Zenka vijetnamskog pali¢njaka ne hoda po brusnom papiru i nakon
poticaja (dodirom zatka). Prednjim nogama ispitivala je podlogu te napipavsi glatku podlogu papira u
blizini napravila je nekoliko koraka i presla na papir (slika 27). MuZjak vijetnamskog pali¢njaka nije
poput Zenke napipavao hrapavu podlogu brusnog papira, nego je odmah skrenuo na glatku podlogu
papira i tamo se zadrZzao. Taj postupak ponovljen je vise puta tijekom €ega su se pali¢njaci ponasali
isto. Zenka ruZicastokrilog madagaskarsog pali¢njaka nije se kretala, ostala je stajati nepomi¢no na
brusnom papiru sve dok nije prenesena na glatku podlogu.
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Hod po glavicama ¢avli¢a

Sve jedinke pali¢njaka prosle su kroz poligone od cavlica zabijenih u komad drveta. Vijetnamski
pali¢njaci nogama su birali glavice ¢avli¢a, dok je madagaskarska ruzi¢astokrila Zzenka nogama birala
mjesta izmedu cavli¢a (slika 28). Njegove srednje noge prilikom hoda uvijek su bile pod kutom od
devedest stupnjeva i davale mu potrebnu ravnotezu, dok su prednje i straznje noge svaki put bile pod
kutom vecim od devedeset stupnjeva kako bi se mogao pokretati. Na taj nacin uspjesno je i s lako¢om
prosao poligon. Zenka vijetnamskog pali¢njaka nije bila toliko brza kao muzjak, ali njezin se hod nije
razlikovao od njegova, bio je gotovo identican.

Slika 28 Hod pali¢njaka po ¢avlicima

Hod po neravnoj podlozi (kora drveta)

Sve vrste pali¢njaka prohodale su po neravnoj podlozi na kori drveta (slika 29). Stazu je najbrZe prosao
muzjak vijetnamskog pali¢njaka, a slijedila ga je Zenka vijetnamskog pali¢njaka. Najvise vremena za
prolazak staze bilo je potrebno Zenki madagaskarskog ruzic¢astokrilog pali¢njaka.

Hod palicnjaka po podlogama s donje strane stakla i kore od drveta

Hod pali¢njaka po podlogama s donje strane bio je mogué na grancici, kori od drveta i na ¢istom staklu.
Pali¢njaci nisu hodali ni s donje strane papira, ni s donje strane stakla premazanim biljnim uljem, ni po
glavicama cavlica. Kretanje s donje strane grancice ili kore drveta bilo je sporije od kretanja pali¢njaka
po ravnim podlogama Cistog stakla ili kore drveta s gornje strane. Pali¢njak se na grancici svim nogama
prihvatio za grancicu pokusavajuci odrzati ravnotezu (slika 30). Pri hodu s donje strane Cistog stakla
pokusavao je pronaci put do rubnog dijela stakla kako bi se popeo na gornju stranu stakla.

Slika 30 Hod pali¢njaka s donje strane grancice
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Tripodno kretanje palicnjaka

Sve odabrane vrste pali¢njaka su se tripodno kretale na podlogama. Pali¢njak se uvijek trima nogama
oslanjao na podlogu (slika 31). Prvi korak napravio je srednjom nogom s lijeve strane i prednjom i
straznjom nogom s desne strane. Drugi korak je napravio prednjom i straznjom nogom s lijeve strane i
srednjom nogom s desne strane.

|

) I pocetni korak
( zavrsni korak

RASPRAVA

Ovim istrazivanjem proucena je motorika dviju vrsta palicnjaka u ovisnosti o razli¢itim podlogama i
smjeru kretanja. Ispitujuéi ponasanje i hod pali¢njaka na razli¢itim podlogama uocene su razlike izmedu
dviju vrsta pali¢njaka, vijetnamskog i madagaskarskog ruZicastokrilog pali¢njaka. Zbog odredene razlike
u gradi tijela, a narocito u gradi nogu, razlikuje se kretanje na ispitivanim podlogama kao i smjer
kretanja. Vijetnamski pali¢njak prilikom hoda pokazao je vecu snalaZljivost u odabiru puta i brzi hod,
za razliku od madagaskarskog ruzicastokrilog Ciji je hod usporen Cestim zastajkivanjima. Razlika izmedu
muzjaka i Zenki vijetnamskog pali¢njaka nije velika koliko je zamjetna razlika izmedu vrsta. Treba
istaknuti da muzjaci sve podloge prolaze brze za razliku od Zenki. Prosje¢na masa Zenki vijetnamskog
pali¢njaka za jedan je gram veéa od prosjecne mase muZjaka. Tijela s ve¢com masom imaju manju
akceleraciju tijekom ubrzavanja te su zbog toga Zenke sporije hodale od muZjaka. Razlike unutar vrste
madagaskarskog ruzicastokrilog palicnjaka nije bilo mogudée pratiti zbog nemogucénosti nabave
muZjaka, stoga su podloge prolazile samo Zenke.

Endlein (2010) je istraZivao pali¢njake i njihovu sposobnost prianjanja na glatke povrsine poput stakla
zbog prianjalke (arolium) smjestene na predstopalu noge. Hod po staklu premazanom biljnim uljem za
pali¢njake bio je veliki izazov koji su ,,odbijali“ izvesti. Zenka ruzi¢astokrilog madagaskarskog pali¢njaka
nije se htjela kretati, a takoder na isti nac¢in ponasali su se i vijetnamski pali¢njaci. Takva podloga njima
nije bila poznata. Pri promatranju kretanja palicnjaka na staklu potvdeni su rezultati Endleinovog
istrazivanja jer se pali¢njaci kod kretanja na staklenoj podlozi koriste prianjalkama (arolium)
smjestenim na predstopalu noge.
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Pri odabiru ovih podloga u samom istrazivanju Zeljeli smo dokazati snalazljivost pali¢njaka u novim,
umjetno odabranim podlogama i ekstremnim situacijama suprotno njihovom stvarnom okruzZenju. S
obzirom na gradu ¢lankovitih nogu razvili su odredene prilagodbe na prirodno staniste i tesko se mogu
prilagoditi na neke ekstremne uvjete (podloga premazana biljnim uljem i podloga premazana biljnim
uljem i posuta solju).

Motorika pali¢njaka u ovisnosti o razli¢itim podlogama koje smo obuhvatili ovim radom samo je mali
dio onoga Sto bi se jo§ moglo istraziti. Bilo bi interesantno prouciti, uz odredene instrumente
(elektromiograf), kontrakciju pojedinih misic¢a ili provesti preciznije praéenje kretanja na ovim i jo$
nekim drugim podlogama.

ZAKUUCCI
Istrazivanje o motorici palicnjaka u ovisnosti o razli¢itim podlogama i smjeru kretanja potvrdilo je neke

rezultate prethodnih istraZzivanja:
MuZjaci vijetnamskog pali¢njaka ostvarili su veéu brzinu i veéi razmak koraka od Zenki iste
vrste zbog manje mase tijela i veée duljine ¢lankovitih nogu.
Zenke vijetnamskog pali¢njaka radile su vece korake i imale su brii hod od Zenki
madagaskarskog ruzi¢astokrilog pali¢njaka zbog oblika tijela i kuta koji su noge zatvarale pri
oslanjanje na podlogu.
Sve vrste imale su stabilno kretanje po ravnoj podlozi zbog dobrog prianjanja uz podlogu.
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SAZETAK

Zbog rezistencije koju bakterije mogu razviti na antibiotike, sve viSe vaznosti pridodaje se prirodnim antibakterijskim tvarima
koje takoder mogu pomodi u borbi protiv bakterija, poput eteri¢nih ulja ljekovitog bilja. Cilj je istraZivanja utvrditi razlike u
antibakterijskom djelovanju prirodnih eteri¢nih ulja navedenih biljaka, ima li razlike u antibakterijskom djelovanju kupovnog
i samostalno izradenog ulja lavande iste vrste, utjece li prisustvo flavonoida u uljima na antibakterijsko djelovanje te sadrze li
sva koristena ulja flavonoide. Koristeni nepatogeni soj bakterije Staphylococcus aureus ATCC® 29213™ vrsta je bakterije
rezistentne na mnoge antibiotike koja moZe uzrokovati ozbiljne bolesti. Zato se sve viSe paznje posvecuje otkrivanju
antibakterijskog djelovanja u drugim tvarima. U ovom je istrazivackom projektu istrazeno antibakterijsko djelovanje razlicitih
lako dostupnih biljnih ulja Kirby-Bauer metodom. To su kupljena ulja engleske lavande, divljeg origana, ¢ajevca, crnog kima,
muskatne kadulje, prave majcine dusice, sredozemnog smilja i anisa. Ta su ulja izabrana zbog aktivnih tvari koje sadrze,
prvenstveno flavonoida koji su dokazani metodom tankoslojne kromatografije (TLC), a mogu se dobiti i parnom destilacijom.
Koristeno je jedno takvo samostalno dobiveno ulje engleske lavande i usporedeno s kupovnim. Analizom dobivenih rezultata
utvrdeno je da sve biljke koje sadrze flavonoide imaju antibakterijsko djelovanje. Najsnaznije djelovanje imaju ulje divljeg
origana i ulje prave majcine dusice. Najslabije djelovanje imaju ulja anisa, muskatne kadulje i sredozemnog smilja. Kupovno i
samostalno dobiveno ulje engleske lavande razlikuju se u djelotvornosti na bakteriju S. aureus. Antibakterijsko djelovanje
imaju biljke u ¢ijim su uljima dokazani flavonoidi te sva koristena ulja sadrze flavonoide.

Kljuéne rijeéi: flavonoidi; Staphylococcus aureus ATCC® 29213™; Kirby-Bauer metoda; tankoslojna
kromatografija; parna destilacija

uvoD

Otkri¢e antibiotika mnogo je pridonijelo razvoju medicine te su oni postali neizbjeznim nacinom
lijeCenja infekcija, upala i bolesti uzrokovanih bakterijama (na primjer kuge, tuberkuloze, gonoreje,
sifilisa i tetanusa). Antibiotici su lijekovi koji sprecavaju rast bakterija te pomazu suzbijanju razlicitih
oblika bakterijskih infekcija. Danas je otkrivena rezistencija na mnoge antibiotike, a brzina nastanka te
otpornosti ovisi o razli¢itim ¢imbenicima medu kojima je najvaZznija ucestalost potrosnje antibiotika
(Musa, 2017). Rezistencija je pojava kada neki antibiotik ne djeluje ucinkovito na bakteriju, a razlikuju
se prirodna i steCena. Kod prirodne rezistencije ne dolazi do promjena u nasljednom materijalu
bakterije, veé¢ odredeni antibiotik zbog veli¢ine molekula ne mozZe prodi kroz stanicnu membranu.
Stecena rezistencija bakterija na antibiotike nastaje genetskim promjenama na bakteriji prilikom ¢ega
nastaju novi proteini koji mogu inaktivirati antibiotik ili ga mogu transportirati van bakterije (Aigner i
sur. 2011). Prema izvjeScu Svjetske zdravstvene organizacije o globalnom statusu antimikrobne
rezistencije na najcesce rabljene lijekove iz 2014. godine S. aureus jedna je od bakterija koja je razvila
rezistenciju na najvi$e antibiotika (Ceri¢, 2015). Iz tih se razloga danas pokusavaju pronadi alternative
te istrazivaci sve viSe poseZu za tradicionalnim ljekovitim biljnim vrstama kao izvorom novih molekula
s antibakterijskim i antisepticnim djelovanjem. Antiseptici inaktiviraju mikrobe, primarno bakterije,
redukcijom broja mikroba ili sprijecavanjem njihove multiplikacije u Sto duzem razdoblju. Oni se bez
Stetnih posljedica mogu primijeniti na Zivom tkivu, za razliku od dezinficijensa koji se primjenjuju za
tretiranje nezive tvari (Boban i Grga, 2016).

Bakterija S. aureus je Gram-pozitivni kok koji istodobno moze biti komenzalni i patogeni organizam.
Raste u velikim kuglastim kolonijama na hranjivim podlogama. Vrlo dobro uspijeva na krvnom agaru
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koji je iz tog razloga koriSten u ovom istraZzivackom projektu. Optimalna temperatura za rast je 37 °C,
no moze rastii na temperaturama od 10 °C do 46 °C. Ona je fakultativni anaerob, medutim, uz prisustvo
kisika i ugljikova dioksida njezin je rast pojacan. Hrani se lipidima i proteinima te moze fermentirati
razlicite Secere. Medu patogenima koji ne tvore spore smatra se najrezistentnijim patogenom. Vrlo
dobro podnosi slanu podlogu od 7,5 % do 10 %, pH ekstreme i visoke temperature (60 minuta moZe
biti na temperaturi od 60 °C). Patogen proizvodi koagulazu — enzim koji zgrusava plazmu i krv. Sadrzi i
enzime penicilinazu te hijaluronidazu koja razgraduje hijaluronsku kiselinu koja ¢ini medustani¢nu tvar
vezivnih tkiva domadina. Proizvodi toksine krvnih stanica (hemolizine i leukocidine), crijevne
(enterotoksine) i epitelne toksine. S. aureus u kozu najéescée ulazi kroz rane i koZne Zlijezde. Sistemske
infekcije bakterijom S. aureus utjeCu na razne organe. Bakterije naseljavaju nosnu Supljinu te se
udisajem mogu prosiriti na pluc¢a i uzrokovati upalu pluca. Rizicna su skupina kronicni pacijenti koji
koriste katetere i druge materijale kojima se bakterija moZe prosiriti u organizam. Time dolazi do
bakterijemije — prisustva bakterije u krvi. Ona cirkuliranjem tijelom bakteriju prenosi do organa.
Infekcije zgloba mogu dovesti do deformirajuceg artritisa, a ulaskom bakterije u lubanju moze se razviti
teski oblik upale mozdane ovojnice. Zato je vazno boriti se protiv S. aureusa.(Park Talaro i Talaro, 2002).

Liekovite biljke najéesée se primjenjuju u obliku eteri¢nih ulja. Etericna ili esencijalna ulja smjese su
jace ili slabije hlapivih lipofilnih sastavnica izoliranih iz biljaka. Za njih je vazno svojstvo hidrofobnosti
zbog ¢ega se mogu ugraditi u lipide bakterijske stani¢ne i mitohondrijske membrane. Membrana je
stoga propusnija i dolazi do gubitka molekula i iona iz stanice Cija posljedica mozZe biti i stani¢na liza
(raspad stanice). Bakterije ne uspijevaju razviti rezistenciju na eteri¢na ulja zato Sto su ona smjese tvari
razli¢itih mehanizama djelovanja, naspram antibioticima koji sadrZe jednu aktivnu tvar protiv koje
bakterija lako razvije rezistenciju (Ceri¢, 2015). lako su u ovom istrazivackom projektu ulja kupovna,
koristeno je i eteric¢no ulje lavande izolirano parnom destilacijom u Skolskom laboratoriju kako bi se
usporedilo djelovanje kupovnog i samostalno dobivenog ulja. Antibakterijski u¢inak biljnih ulja proveo
se Kirby-Bauer metodom.

Za istrazivacki projekt odabrano je 8 ljekovitih biljaka. Lavanda (Lavandula angustifolia M.) sadrzi
eteri¢no ulje, estere (treslovina i linilacetat), glikozide (saponin i kumarin), alkohole (linalol, borneol,
cineol), ketonkamfor i dr. Origano (Origanum vulgare L.) sadrZi eteri¢no ulje, alkohole (karvakrol, timol
i borneol), gorke tvari, treslovinu tanin, keton kamfor, glikozid triterpeni mineralne soli. Cajevac
(Melaleuca alternifolia / Maiden & Betche / Cheel) sadrii eteri¢no ulje, glikozidterpen, alkohole
(teroinen-4-ol i cineol). Crni kim (Nigella sativa L.) sadrzi 4 diterpenska alkaloida, ulja (timokinon i
timohidrokinon) i alkohol timol, ugljikohidrate, masti, vitamine, minerale, proteine, kalcij, Zeljezo i kalij.
Liekovita Kadulja (Salvia officinalis L.) sadrzi eteri¢no ulje, smolu, flavonoide, treslovinu, gorke tvari,

ketone (tujon i kamfor), alkohole (cineol i borneol), i ester bornil acetat. Prava majcina dusica (Thymus
vulgaris L.) sadrzi etericno ulje, alkohole (borneol, karvakrol i timol), glikozide (saponin i tanin),
vitamine A, C, D i B-kompleks, magnezij, fosfor, kalij i cink. Sredozemno smilje (Helichrysum italicum

L.) sadrzi etericno ulje, gorke tvari, treslovinu i bioflavonoide. Anis (Pimpinella anisum L.) sadrZi
eteri¢no ulje, bjelancevine, Secer, masna ulja, Zeljezo, alkohole (anetol, estragol i anisov alkohol),
anisovu kiselinu i anis keton te aldehide. (Ceri¢, 2016; Greblo, 2009; Lovri¢, 2014; Palfi, 2017).

Bioznalac 6:104-114 Drzavno natjecanje iz biologije 2020. | 105



Hrvatsko biolosko drustvo .
Stampar L., Tuksar D. 2.razred G
‘ \ Antibakterijski ucinak biljnih ulja na nepatogeni soj bakterije Mentor:
Staphylococcus aureus ATCC® 29213™ Kralj L.

Prvo znanstveno istraZzivanje baktericidnih svojstava para eteri¢nih ulja proveo je De la Croix 1881.
godine (Paradikovi¢, 2015). Ekstrakti liS¢a biljaka Bryophyllum pinnatum i Kalanchoe crenata testirana
su na antimikrobno djelovanje (Akinsulure i sur., 2007) na Gram-pozitivhe organizme S. aureus,
Enterococcus faecalis i Bacillus subtilis. Hannan i sur. 2008. godine dokazali su antibakterijsko
djelovanje crnog kima na S. aureus. Prema Rapis (2018) divlji origano (Origanum minutiflorum O.
Schwarz & P. H. Davis) djeluje antibakterijski na S. aureus. Cerié¢ (2015) je u svom istraZivanju napravila
sustavni pregled i usporedbu kemijskog sastava i antimikrobnog djelovanja eteri¢nih ulja velikog broja
biljnih vrsta rodova Salvia i Thymus. Eteri¢na ulja roda Salvia pokazala su se iznimno ucinkovitim
antibakterijskim sredstvima prema Gram-pozitivhim bakterijama. Najcesée ispitivane Gram-pozitivne
vrste bakterija su S. aureus, Bacillus cereus, B. subtilis te Staphylococcus epidermidis, a najrezistentnije
su Streptococcus pyogenes i S. aureus. Najvecu zonu inhibicije rasta bakterije S. aureus od 17 mm
ostvarilo je eteri¢no ulje Salvia cedronella te etericno ulje Thymus pubescens koje je ostvarilo zonu
inhibicije rasta od 75 mm.

Djelovanje navedenih biljaka na mikroorganizme temelji se na medudjelovanju razli¢itih tvari, no
glavna se uloga mozZe pripisati odredenim aktivnim tvarima. Od glavnih skupina aktivnih tvari u
biljkama baktericidno djelovanje imaju: glikozidi, alkaloidi, eteri¢na ulja, flavonoidi, treslovine, saponini
i gorke tvari (Paradikovi¢, 2015). Fenolne sastavnice u etericnim uljima smatraju se glavnima
odgovornima za antibakterijsko djelovanje eteri¢nih ulja (Ceri¢, 2015).

Flavonoidi pripadaju skupini polifenolnih spojeva — sastoje se od vise aromatskih prstenova od kojih
svaki ima barem jednu hidroksilnu skupinu. Sastoje se od 15 ugljikovih atoma tipa Cs-Cs3-Cs. Dijele se na
13 podskupina od kojih su glavne: flavoni, flavanoni, flavonoli, izoflavoni i antocijanidini. Oni su aktivne
tvari u mnogim biljkama te imaju farmakoloska svojstva: protuupalna, antioksidacijska, antimikrobna i
dr. (Morovié, 2018). S obzirom na to da ih ljudski organizam ne mozZe sintetizirati, unose se
konzumacijom voca i povrca te razli¢itih biljaka. Postoji viSe metoda dokazivanja flavonoida, a u ovom
je istrazivackom projektu koristena metoda tankoslojne kromatografije (TLC).

S obzirom na dosadasnja istraZivanja koja dokazuju da je S. aureus jedna od bakterija koja je razvila
rezistenciju na najvie antibiotika (Ceri¢, 2015) i da su flavonoidi aktivne tvari u biljkama koje imaju
baktericidno djelovanje (Morovi¢, 2018), ovim istrazivackim projektom pokusala su se pronaci ulja
ljekovitih biljaka koje imaju najbolji antibakterijski u¢inak djelovanjem flavonoida.

Cilj je istraZzivanja utvrditi razlike u antibakterijskom djelovanju prirodnih eteri¢nih ulja navedenih
biljaka, ima li razlike u antibakterijskom djelovanju kupovnog i samostalno izradenog ulja lavande iste
vrste, utjece li prisustvo flavonoida u uljima na antibakterijsko djelovanje te sadrzZe li sva koristena ulja
flavonoide. Glavni motiv istraZivanja bio je utvrditi mogu li ulja djelovati antibakterijski na bakteriju S.
aureus.

Na temelju napisanog istrazivacke pretpostavke su:
Sva ulja djeluju antibakterijski.
Ne postoje razlike u djelovanju prirodnog kupljenog i izoliranog ulja lavande.
Antibakterijsko djelovanje imaju biljke u cijim su uljima prisutni flavonoidi.
Sva koristena ulja ne sadrze flavonoide.

Bioznalac 6:104-114 Drzavno natjecanje iz biologije 2020. | 106



Hrvatsko biolosko drustvo .
Stampar L., Tuksar D. 2.razred G
‘ | Antibakterijski ucinak biljnih ulja na nepatogeni soj bakterije Mentor:
Staphylococcus aureus ATCC® 29213™ Kralj L.
METODE

Od listopada 2019. do sijecnja 2020. godine proveden je teorijski dio istrazivanja koji se sastoji od
postavljanja problema i proucavanja literature. Na temelju toga postavljene su hipoteze i odabrane
metode istraZzivanja. Laboratorijski dio istraZivanja proveden je u sije¢nju i veljaci ove godine u
MikrobioloSkom laboratoriju Zavoda za javno zdravstvo Medimurske Zupanije te u Skolskom
laboratoriju.

Dobivanje ulja engleske lavande (Lavandula angustifolia M.) parnom destilacijom

Eteri¢na se ulja iz biljaka dobivaju parnom destilacijom koja omogucava vrenje komponenata ulja pri
nizim temperaturama. Njihovo je vreliste na otprilike 160 °C, no vodena para povecéava ukupni tlak u
destilacijskom sustavu koji omogucava da zajedno s njom destiliraju tvari koje imaju vreliste vise od
100 °C. Njezin produkt je hidrolat iz kojeg se isparavanjem razdvajaju voda i ulje.

Parna destilacija provedena je u Skolskom laboratoriju. Usitnjeni listiéi svjeZe ubrane lavande stavljeni
su u troglavu tikvicu. Lavanda je zagrijavana do 160 °C tako da je kroz tikvicu prolazila vodena para
temperature 100 °C te je dodatno zagrijavana plamenikom, ¢adavim plamenom. Tikvica je omotana
folijom kako bi se sprijecio gubitak topline. Upareno ulje s vodenom parom provedeno je Liebigovim
hladilom. Opisana aparatura prikazana je na slici 1. Provedena je destilacija dobivenog hidrolata tako
da je zagrijavan ¢adavim plamenom na 100 °C sve dok voda nije u potpunosti isparila i ostalo samo
ulje. Postupak je ponovljen Sest puta i dobivena su ulja pomijesana u jedno koristeno u daljnjem
istrazivanju.

Slika 1. a) Postupak parne destilacije; b) hidrolat engleske lavande dobiven parnom destilacijom; c) dobiveno ulje

IstraZivanje antibakterijskog ucinka biljnih ulja na bakteriju S. aureus Kirby-Bauer metodom

U mikrobioloskom laboratoriju koridten je uzorak nepatogenog soja S. aureus ATCC®29213™. Uzorak
je dobiven iz sjedista Microbiologics Inc.-a u Minnesoti. lzbor mikroorganizama u skladu je s
preporukama Microbiology Societyja za siguran rad s ucenicima u srednjoj Skoli. S obzirom na to da
nepatogeni soj S. aureus moze postati patogen, poduzete su sve mjere zastite i osigurani sterilni uvjeti
rada. Koristene su jednokratna kuta i maska za lice te rukavice, a siguran rad osiguran je temeljitim
pranjem i dezinficiranjem ruku i radne povrsine. Koristena su ulja: divljeg origana, ¢ajevca, crnog kima,
muskatne kadulje, prave majéine dusSice, sredozemnog smilja, anisa te kupovnog i destilacijom
dobivenog ulja engleske lavande.

Difuzijskom Kirby-Bauer metodom odreden je antibakterijski ucinak eteri¢nih ulja iz biljaka navedenih
na slici 2. na bakteriju S. aureus. Za svaku je od 6 serija odreden McFarland standard. Taj se standard
koristi u Europi, a zapravo je otopina barijeva klorida i sumporne kiseline. Njime se odreduje
koncentracija bakterija te je njegov standard 0.5, prihva¢a se od 0.46 do 0.54 (EUCAST, 2020).
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Vrijednosti McFarland standarda za svaku seriju prikazane su u tablici 1. 1z te je otopine S. aureus
brisom nanesen na povrsinu krvnih agara u koncentri¢nim kruznicama. Nakon $to je bakterija nasadena
na agare, busene su rupice od 6 mm koje su oznacene brojevima uzoraka. Na jednu su podlogu
nanesena 4 uzorka, a na drugu pet kako se ne bi preklapali. Na jedan agar nasadena je samo bakterija
¢ini kontrolnu skupinu. U rupice je automatskom mikropipetom fiksnog volumena aplicirano 50 pL
uzoraka ulja. Agari s nasadenom bakterijom inkubirani su u termostatu na 37 °C tijekom 3 dana.
Mijerenje je provedeno tri puta u razmaku od 24 h kada je mjeren promjer zone inhibicije rasta bakterija
u milimetrima i to nakon prva 24 sata dva puta ru¢no i uredajem Sirscan micro, a nakon 48 sati dvaput
i nakon 72 sata samo jednom rucno. Postupak Kirby-Bauer metode prikazan je slikom 3.

kupljeno izolirano
Divlji origano Cajevac
Eps e hv:," d.a (Origanum minutiflorum (Melaleuca alternifolia
(Lavandula angustifolia M.) 5 5
0. Schwarz & P. H. Davis) (Maiden & Betche) & Cheel)
Crni kim Muskatna kadulja Prava majéina dugica Sredozemno smilje Anis
(Nigella sativa L.) (Salvia sclarea L.) (Thymus vulgaris L.) (Helichrysum italicum L.) (Pimpinella anisum L.)

Slika 2. Koristena etericna ulja
Tablica 1. Vrijednosti McFarland standarda za svaku seriju

Serija 1 2 3 4 5 6 Kontr9|na
skupina
Vrijednost 0,50 0,47 0,52 0,52 0,52 0,53 0,50
McFarlanda

Odredivanje McFarland Nanoienje bakterije 5. aureus na Buienje rupica na agarima
{ povrEinu agara

Apliciranje 50 uL ulja u rupice na | Mijerenje smanjenja zane
agarima g inhibicije rasta bakterije nakon

Slika 3. Shematski prikaz postupka Kirby-Bauer metode
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Dokazivanje flavonoida u ljekovitim biljnim uljima metodom tankoslojne kromatografije (TLC)
Tankoslojna kromatografija temeljena je na separaciji sastojaka izmedu dviju faza: stacionarne
(nepokretne) i mobilne (pokretne). Odredeni sastojci smjese topljivi u otapalu putuju nepokretnom
fazom, a linija do koje je otapalo stiglo naziva se fronta otapala. Glavni je cilj te metode kvalitativna
analiza smjesa — dokazivanje flavonoida u biljnim uljima u istraZzivackom projektu.

Ona je provedena u Skolskom laboratoriju. Kao stacionarna faza koristen je silikagel na staklu. Linija 1
cm od ruba i izmedu ulja oznacena je grafitnom olovkom. Okomite oznake na donjoj crti oznacavaju
mjesta na kojima je aplicirano 2 pL svih ispitivanih eteri¢nih ulja. Menzurom je odmjereno 54 mL
otopine etanola i metanola te 6 mL koncentrirane klorovodic¢ne kiseline. Te su otopine pomijesane u
viSoj laboratorijskoj ¢asi i ¢ine mobilnu fazu. U laboratorijsku ¢asu s mobilnom fazom okomito je
uronjena stacionarna faza (silikagel na staklu). Ona je zatvorena manjom laboratorijskom ¢asom kako
bi se zadrZale pare otapala. Sustav je tako ostavljen 2 sata kako bi svi flavonoidi do kraja otputovali
joda i tako ostavljen par sati dok se nije u potpunosti posusio. Kraj tamnijeg obojenja oznacava mjerenu
frontu otapala, a kraj svjetlijeg doseg samog otapala (klorovodi¢ne kiseline otopljene u mjesavini
etanola i metanola). Ravnalom je u centimetrima mjerena fronta otapala. Postupak je ponovljen 3 puta
te je prikazan na slici 4.

Apliciranje ulja na
silikagel na staklu

| Stacionarna faza uronjena
u mabilnu fazu u

: | Mijerenje fronte
izeliranom sustavu naken — | otapala u cm
2 sata

Slika 4. Shematski prikaz kvalitativne analize smjesa metodom tankoslojne kromatografije

Statisticka analiza rezultata

Dobiveni rezultati obradeni su u programu Excel Microsoft Office. Rezultati antibakterijskog ucinka
biljnih ulja na bakteriju S. aureus difuzijskom Kirby-Bauer metodom dobiveni su racunanjem prosjecnih
vrijednosti zona inhibicije rasta svakog od 3 dana. Od svake izmjerene vrijednosti oduzet je promjer
rupica u agarima (6 mm) jer se tamo nije nalazila bakterija, ve¢ samo ulje. Ti su rezultati prikazani
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linijskim grafom te je za tu metodu izracunan i racun pogreske. Rezultati tankoslojne kromatografije

kvalitativno su statisticko analizirani racunanjem prosjecne vrijednosti dvaju ponavljanja jer su rezultati

trecée serije pokazali velika odstupanja.

REZULTATI

Ispitivanje antibakterijskog ucinka biljnih ulja na bakteriju bakterije S. aureus difuzijskom Kirby-

Bauer metodom

Rezultati su prikazani na slici 5. te linijskim grafom na slici 6. Dobiveni su analizom 6 serija

usporedivanjem s jednom kontrolom. NajsnaZnije antibakterijsko djelovanje imao je divlji origano, a

sredozemno smilje pokazuje najslabija antibakterijska svojstva.

12,00

10,00

Smanjenje zoneinhibidje rasta(mm)

s,co

4,00

2,00

LEGENDA

Slika 5. Antibakterijsko djelovanje ulja na bakteriju S.

1. Engleska lavanda

2. Divlji origano

3 Eajeua(

4. Crni kim

5. Muskatna kadulja

6. Prava majcina dusica
7. Sredozemno smilje
8. Anis.

S. Ekstrakt lavande

aureus nakon 24 sata

25,67
25,25
22,83
20,25
- - 18,92 18,83
——— T
9,17 9,00
- - 8,50
SFerT 7,67
7,00
6,22
NZ
- 5,00

c,54
G,30
7

25. 2. 26. 2.
Datum mjeranja(25.2.-27.2)

e Enzleska lavanda — Cajevac

Divlji orizano

Cmi kim MuZkatna kadulja

Sredoczemno smilje  e—Anis

— Ekstrakt lavande

27. 2.

e P rava majinaduiica

Slika 6. Antibakterijsko djelovanje biljnih ulja tijekom 72 sata
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Racun pogreske difuzijske Kirby-Bauer metode
Racun apsolutne relativne pogreske pri mjerenju smanjenja zona inhibicije djelovanjem pojedinih ulja

prikazan je u tablici 2. Rezultati su sortirani od najmanje apsolutne relativne pogreske prema najveco;j.

Vidljivo je da su rezultati ve¢inom precizni, no jako odstupa muskatna kadulja s pogreskom od 76,6 %.

Tablica 2. Racun pogreske difuzijske Kirby-Bauer metode

. .y Maksimalna Aritmeticka Apsolutna
Aritmeticka . . oy S [ q
- . o Odstupanje od aritmeticke apsolutna sredina (x) + relativna
Vrsta biljnog ulja sredina X . Y .
(vt sredine Ax (mm) pogreska standardna pogreska
AX i (Mm) devijacija () Eaps [ %
Divlji origano 25,25 0,42 0,00 -0,42 0,42 25,25+ 0,42 1,66
Anis 0,54 0,00 0,00 0,01 0,01 0,54 + 0,01 1,85
Cajevac 8,89 -0,28 -0,11 0,39 0,39 8,89+ 0,35 4,39
Engleska lavanda 7,33 0,00 -0,34 0,33 0,34 7,33+0,34 4,63
Prava majcina dusica 19,33 -0,92 0,41 0,50 0,92 19,33 £ 0,80 4,76
Crni kim 4,44 -0,06 -0,56 0,61 0,61 4,44 + 0,59 13,74
Ekstrakt engleske lavande 5,61 -0,81 0,19 0,61 0,81 5,61+0,73 14,44
Sredozemno smilje 0,34 -0,08 0,04 0,04 0,08 0,34 + 0,07 23,53
Muskatna kadulja 0,47 0,05 0,30 -0,36 0,36 0,47 £ 0,33 76,60

Dokazivanje flavonoida u ljekovitim biljnim uljima metodom tankoslojne kromatografije (TLC)
Rezultati su dobiveni mjerenjem fronte otapala na slici 7., a vrijednosti u centimetrima prikazane su

stupcastim dijagramom na slici 8.

- 5
u‘ i " :
e

L]

1 2.3 4 5 6 7.8 9

LEGENDA

1. Engleska lavanda

2. Divlji origano

3. (:a]evac

4. Crni kim

5. Muskatna kadulja

6. Prava majcina dusica
7. Sredozemno smilje
8. Anis

9. Ekstrakt lavande

Slika 7. Rezultati tankoslojne kromatografije par sati nakon Skropljenja otopinom joda

Dokazivanje flavonoida u biljnim uljima metodom
tankoslojne kromatografije (TLC)

54

5,2

£
)

-
o

Fronta otapala (cm)

S
'y

42

a4

1. Engleska lavanda -
kupljeno ulje
m 2. Ulje divljeg origana

m 3. Cajevac
4. Crni Kim

m 5. Muskatna kadulja

W 6. Prava majcina
dusica

M 7. Sredozemno
smilje

m 8. Anis

M g. Engleska lavanda -
dobiveno destilacijom

Slika 8. Vrijednosti fronte otapala za koristena biljna ulja
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RASPRAVA

Najjace antibakterijsko djelovanje na bakteriju S. aureus pokazalo je ulje divljeg origana s prosje¢nom
zonom inhibicije rasta od 25,25 mm. To je mjerenje ujedno i najpreciznije s apsolutnom relativnom
pogreskom od 1,66 %. Fronta otapala postigla je ¢ak 5,3 cm. Uz flavonoide, moguce je djelovanje
alkohola i terpena te je zbog jakog antibakterijskog svojstva djelovanje ulja uoceno i tre¢eg dana
mjerenja.

Drugi najveci promjer zone inhibicije rasta izmjeren je za etericno ulje prave majcine dusice ciji je
prosje¢ni promjer iznosio 19,3 mm, a relativna pogreska 4,76 %. Ceri¢ (2015) u svojem istraZivaniju
navodi da su ulja roda Thymus takoder pokazala odlicno djelovanje protiv rezistentnih bakterija. Ovo
je ulje dostiglo relativno visoku frontu otapala, vrijednosti 4,9 cm. Uz flavonoide, mogude je da su
djelovanju pridonijele i aktivne tvari borneol, timol, karvakrol i saponin. Moguce je i da se nakon prvog
dana zona inhibicije bakterije ponovno povecava jer je bakterija uspjela stvoriti rezistenciju te se moze
nesmetano umnoZavati.

Ulje cajevca djeluje na bakteriju sa zonom inhibicije rasta prosjecnog promjera 8,89 mm i tocnosti
mjerenja 95,61 %. Palfi (2017) spominje da se ¢ajevac veé od 18. stoljeca koristi u medicinske svrhe te
da sadrzi terpinen-4-ol, y-terpinen, p-cimen, 1,8-cineol i mnoge druge spojeve kljucne za
antibakterijsko djelovanje. Tankoslojnom kromatografijom postignuta je fronta otapala od 4,8 cm sto
je tredi najbolji rezultat.

Kupovno ulje engleske lavande pokazalo je umjereno antibakterijsko djelovanje te prosje¢na vrijednost
promjera zone inhibicije rasta iznosi 7,33 mm. Bogata je fenolnim spojevima, a fronta otapala postize
vrijednost 4,5 cm. Ulje lavande proizvedeno u Skolskom laboratoriju metodom parne destilacije ima
slicno, no malo slabije antibakterijsko djelovanje nego kupovno ulje, iako je fronta otapala 4,9 cm
postigla veéu vrijednost. Prosje¢ni promjer smanjena zone inhibicije rasta iznosi 5,61 mm te se od
kupovnog ulja razlikuje za 1,72 mm. Apsolutna relativna pogreska kupovne engleske lavande iznosi
4,63 %, dok pogreska ekstrakta engleske lavande iznosi 9,81 % vise. Kupljena engleska lavanda
pokazuje vrlo sli¢na, no nesto jaca svojstva u usporedbi s ekstraktom izoliranim parnom destilacijom,
suprotno ocekivanjima temeljenima na literaturi.

Umjereno antibakterijsko djelovanje pokazuje i ulje crnog kima sa zonom inhibicije rasta bakterija za
prosjecno 4,4 mm. Taj rezultat iznenaduje s obzirom na pronadene mnoge podatke o njegovoj Sirokoj
potrosnji i djelovanju. Na odstupanje utjece i iznos apsolutne relativne pogreske od 13,74 %. Utvrdena
fronta otapala za ulje crnog kima iznosi 4,7 cm. Moguce je da ulje sadrZi neki spoj na koji je bakterija
vec stvorila rezistenciju te iz tog razloga ima slabije djelovanje.

Izrazito slabo antibakterijsko djelovanje pokazuju anis, muskatna kadulja i sredozemno smilje.

Ulje anisa ostvarilo je zonu inhibicije rasta za prosjec¢no 0,54 mm. Taj rezultat pokazuje relativno slabo
antibakterijsko djelovanje ¢emu pridonosi i apsolutna relativna pogreska iznosa 1,85%. Razlog takvog
odstupanja vjerojatno je nagrizajuée svojstvo tog ulja. Ono sadrZi anisovu kiselinu koja je unistila donji
dio plasticne Petrijeve zdjelice s agarom te je sve ulje ve¢ prvi dan iscurilo iz zdjelice i nije uspjelo
djelovati. U ulju su dokazani flavonoidi, a fronta otapala je iznosila 5 cm.
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U svom istraZivanju Ceri¢ (2015) takoder dokazuje da ulja roda Salvia djeluju antibakterijski na
multirezistentne bakterije medu kojima je i bakterija S. aureus, iako je na neke vrste ulja tog roda
rezistentna. Ulje muskatne kadulje u naSem istraZivanju je postiglo zonu inhibicije rasta od 0,47 mm,
Sto je relativno mala vrijednost. Vrlo vjerojatan razlog loSeg rezultata proizlazi analizom racuna
pogreske Cija apsolutna relativna pogreska iznosi vrlo nepreciznih 76,60 %. Muskatna kadulja od
fenolnih spojeva sadrzi samo flavonoide (Ceri¢, 2015), a ulje je dostiglo najnizu frontu otapala od 4,5
cm.

Sredozemno smilje takoder ima slabo djelovanje. Ulje je u prva dva dana ostvarilo zonu inhibicije rasta
za prosjecno 0,47 mm, a treci dan za ukupno 0,87 mm. Moguce je da ima sastavnice kojima treba vise
vremena da djeluju na bakteriju S. aureus. Ti rezultati takoder nisu dovoljno precizni zbog apsolutne
relativne pogreske od 23,53 %. Fronta otapala postigla je 4,7 cm dok je antibakterijsko djelovanje
najslabije od svih ispitanih uzoraka.

Opcenito na antibakterijsko djelovanje utje¢u i drugi faktori: izloZenost temperaturi, svjetlost i
zemljopisno porijeklo biljke (Greblo, 2009). Moguce je da utjece i koncentracija zasi¢enosti parama ulja

u Petrijevim zdjelicama jer su na jednom agaru s bakterijom bila ispitana djelovanja vise razlicitih ulja.

Tankoslojnom kromatografijom dokazano je prisustvo flavonoida u svim uzorcima ulja jer su sve fronte
otapala postigle neku vrijednost. Moguce je da su vrijednost fronte otapala i udio flavonoida u uljima
medusobno ovisni, i to proporcionalno. Dakle, visa fronta otapala — veci udio flavonoida. Tome u prilog
idu rezultati visoke fronte otapala i jakog antibakterijskog djelovanja ulja divljeg origana, prave majc¢ine
dusice i ¢ajevca. Zbog neuskladenosti rezultata fronte otapala i antibakterijskog djelovanja muskatne
kadulje i sredozemnog smilja to se ne moze tvrditi bez kvantitativne analize ulja. Pri proizvodnji
eteri¢nog ulja nehlapivi fenoli vjerojatno zaostaju u otpadu (Greblo, 2009).

Razliciti rezultati od ocekivanih uvjetovani su i preciznoséu mjerenja. Osim slucajnih pogresaka
obradenih statistickom analizom i analiziranih raunom pogreske, uocene su i grube pogreske. Slucajne
su pogreske uzrokovane nedovoljno preciznim mjernim instrumentima te su zasigurno glavni uzrok
velikog odstupanja rezultata pri mjerenju minimalnih inhibicijskih zona. Grube pogreske uzrokuju
ljudski propusti poput krivog mjerenja, zapisivanja krivog rezultata i slicno. One su uo¢ene u metodi
tankoslojne kromatografije te su zbog velikih odstupanja izostavljene iz analize.

Istrazivanje bi se moglo unaprijediti koriStenjem podloge za uzgoj bakterija na koje ulje anisa nema
negativan ucinak, nanosenjem po jednog uzorka ulja na svaki agar kako bi se izbjeglo djelovanje para
drugih ulja i usporedivanjem svih kupovnih sa svim destilacijom dobivenim uljima. Takoder, moZze se
izvesti kvalitativna analiza ulja postupkom plinske kromatografije. Moguce je i koristiti iskljucivo
racunalne mjerne uredaje kako bi se velike apsolutne relativne pogreske svele na minimum.

ZAKUUCCI
Na temelju dobivenih rezultata mozemo zakljuditi:

Sva koriStena ulja djeluju antibakterijski.
Postoje razlike u antibakterijskom djelovanju izoliranog i kupljenog ulja engleske lavande.
Slabiji antibakterijski uc¢inak ima ulje dobiveno parnom destilacijom.
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Antibakterijsko djelovanje na bakteriju S. aureus imaju biljke u ¢ijim su uljima dokazani
flavonoidi.
Sva ulja sadrze flavonoide.
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SAZETAK

Istrazivana je koli¢ina monomernih antocijana dobivenih iz vo¢nih sokova i kasa (aronije, borovnice, maline)
izoliranih iz plodova uzgojenih u Hvatskoj, te je prema provedenoj usporedbi sadrzaja antocijana odreden oblik
voca najpogodniji za konzumaciju. Antocijani su odredivani iz ekstrakata uzoraka, koji su pripremljeni primjenom
pH-diferencijalne metode, uz pomo¢ spektrofotometra modela UV/Vis Unicam Helios B , a pH-vrijednost
uzoraka je odredivana pomocu univerzalnih indikatorskih papiri¢a. Najvecéa koli¢ina antocijana nadena je u aroniji
i borovnici, za razliku od maline gdje je prisutan u manjim koncentracijama. Tijekom prerade koli¢ina se
antocijana nije podjednako mijenjala, ali je u svim uzorcima odredena u ve¢im koncentracijama u posljednjem
obliku obrade (pasterizirani sokovi). Pasterizacija uzoraka, zbog termicke obrade (80 °C/5 min), je pripomogla i
promovirala ekstrakciju i tako doprinijela ve¢em sadrZaju monomernih antocijana. Pasterizirani sokovi
istrazivanih crvenih voénih vrsta, kao brz, jednostavan i pristupacan vocni obrok, izvrstan su izvor monomernih
antocijana, suprotno uvrijezenom misljenju da je voéna kasa bogatija sadrzajem bioaktivnih spojeva u odnosu na
proizvod.

Kljucne rijeci: monomerni antocijani; pasterizirani sokovi; pH-diferencijalna metoda ekstrakcije

uvoD
Antioksidansi imaju kljuénu ulogu u zastiti stanice i organizma od oSteéenja neutralizirajuéi slobodne

radikale koji nastaju kao posljedica izloZenosti dimu cigarete, razli¢itim toksi¢nim tvarima, Stetnom
Suncevom zracenju, itd. Veliki dio antioksidansa unosi se hranom koju konzumiramo, stoga je sve veci
interes za istrazivanjem ovih spojeva medu znanstvenicima, ali i u industriji, koja dizajnira funkcionalnu
hranu prema nutritivnim interesima potrosaca (Granato i sur., 2020).

Voce kao prehrambena namirnica, osim izvora vlakana, brojnih vitamina i drugih hranjivih tvari,
predstavlja jedan od najvecih izvora antioksidansa. Antioksidativni spojevi nalaze se u razli¢itim
vrstama voca, a njihova koli¢ina i kvalitativan sastav ovise o brojnim ¢imbenicima poput agro-tehnickih
mjera uzgoja, klimatskih prilika, sortimentu, preradi, pa tako i o skladistenju svjezih i/ili gotovih
proizvoda (Toli¢, 2015; Bursac i sur., 2015). Medu voéem, a prema udjelu antioksidansa, posebno se
isticu vrste bobicastog voca, u kojima su identificirani brojni bioaktivni spojevi sa dokazanim
antioksidacijskim djelovanjima poput sastavnica polifenola, osobito flavonoida. Antocijani se ubrajaju
u grupu flavonoidnih spojeva koji su glavni nosioci prirodne boje plodova voca i povréa koje ima crvenu,
ljubicastu i plavu boju. Biljni su pigmenti topljivi u vodi i stani¢nom soku. Flavilijum struktura antocijana,
nacinjena od dva benzenska prstena povezana centralnim piranskim prstenom, a koja je prikazana na
slici 1., deficitarna je na elektronu i zato je vrlo reaktivna. Iz tog razloga je i boja proizvoda koja potjece
od sadrZaja antocijana prilicno nestabilna i promjene koje nastaju uglavnom su rezultat oksidacije,

OH
®
HO. 0 O
I
ZoH
OH

hidrolize ili ih uzrokuje dodatak soli ili metala.
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Stabilnost antocijana ovisi o mnogim ¢imbenicima, a naroditi utjecaj ima pH-vrijednost, upravo iz
razloga Sto je antocijan u kemijskoj strukturi kation. Svojstvo antocijana da promjenom pH-vrijednosti
mijenja strukturu i obojenost pigmenta, posluZilo je u razvijanju metoda za njihovo odredivanje pa se
tako danas kvantitativno odredivanje monomernih antocijana najéesée provodi primjenom
spektrofotometrijske pH diferencijalne metode (Fennema, 1985). Monomeri su manje molekule koja
se medusobno povezuju formirajuéi polimere. Monomerni antocijani se u voc¢u cesto nalaze kao
polimeri. Monomerni antocijani imaju znacaj u zdravoj prehrani jer se mogu probaviti u organizmu
zbog jednostavnijeg strukturnog oblika (Repaji¢ i sur., 2015).

Medu glavnim predstavnicima trenda zdrave i funkcionalne prehrane u posljednje vrijeme istice se
takozvano bobicasto voce. Botanicki gledano plodovi nekih od biljaka koje nutricionisti ubrajaju u
bobicasto voce nisu bobe vec zbirni plodovi (na primjer maline, kupine, jagode) no u ovom radu
koriSten je ovaj opisni izraz za koristene uzorke. Biljni pigmenti antocijani najznacajniji su za bobicasto
voce gdje se, u usporedbi sa ostalim polifenolnim spojevima, nalaze u znacajno vecem udjelu. U
plodovima razli¢itih biljnih vrsta nalazimo razliite vrste i udjele antocijana. Osim Sto su razliCite
strukture antocijana razlic¢ito obojene, razlicito su i stabilne tijekom prerade, stoga se posebna pazZnja
uslijed prerade treba posvetiti zastiti njihove stabilnosti kako bi dobiveni proizvod i dalje bio nutritivho
vrijedan (Repajic¢ i sur., 2015).

Bobicasto voce privuklo je paZnju istrazivaca zbog potencijalnog pozitivhog utjecaja na zdravlje i
sposobnosti prevencije kronicnih oboljenja. Danas se medu voéem bogatim antioksidansima istice i
cesto spominju borovnica i aronija. U skorije vrijeme, aronija je pobudila veliki interes, no rijetko se
konzumira kao svjeZa, te mnogo ¢e$ce preradena u sok ili Zelirani proizvod. Sumske borovnice, koje
nisu monokultivirane, su danas pak sve manje zastupljene te su potro$acima sve vise pristupacne tzv.
americke borovnice, vece i kultivirane, vidno krupnijih bobica te sa sadrZajem antocijana tek u pokoZici
(Varazdinske vijesti, 2017). Malina se puno cesc¢e spominje u kontekstu voca s idealnim omjerom
vitamina, minerala i vlakana, a pokazano je da je odli¢an izvor elaginske kiseline i njezinih derivata.

Borovnica (Vaccinium myrtillus L.) se u Velikoj Britaniji od davnina koristila za brojne zdravstvene svrhe,
poput lijecenja probavnih smetnji. Ekstrakti bobica bogati polifenolnim kompleksima, osim vezanja i
neutraliziranja slobodnih radikala, djeluju inhibiraju¢e na rast enteropatogenih bakterija, kao i
bakteriostatski na tri stanicne linije Staphylococcus aureus. Takoder imaju sposobnost da inaktiviraju i
kratkotrajno imobiliziraju parazite bakterija ili prazivotinja (Wang i sur., 2010).

Crna aronija (Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott), podrijetlom je iz isto¢nog dijela Sjeverne Amerike,
gdje je koristena za lijeCenje zdravstvenih stanja poput prehlade. Danas se aronija uzgaja i u
istocnoeuropskim zemljama, ukljucujuéi Hrvatsku, i Rusiji, gdje se koristi za proizvodnju domacih ili
komercijalnih sokova, dZzemova, voénog €aja, vina i prirodnih prehrambenih boja. Pokazuje visoku
otpornost na mraz, ostecenja tijekom transporta i skladistenja u hladnom, zbog cega ima visoki
potencijal za mehaniziranu berbu. Takoder, ima vrlo visoki sadrzaj polifenola, i to fenolnih kiselina,
proantocijanidina, antocijana, flavonola i flavanona. Zbog navedenih prednosti, u posljednje vrijeme
povecana je popularnost aronije kao superiornog izvora antioksidansa (Tomic i sur., 2016).

Malina (Rubus sp.) koja se ¢esto konzumira se zbog svoje atraktivne boje i posebnog okusa, smatra se
jednim od najbogatijih izvora prirodnih antioksidansa (Manganaris i sur., 2013). Malina se spominje jos
u kameno i broncano doba, a potjece iz Sjeverne Azije i Isto¢ne Europe. Vjeruje se da je prvo pronadena
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na planini Ida u Grckoj, tako su joj Rimljani dali i ime Idaeus Sto u prijevodu znadi "sa planine Ida". U
vrijeme Rimljana i Grka upotrebljavana je kao lijek. Smatra se da su upravo Rimljani zasluzni za njeno
pojavljivanje u Europi. Maline su se intenzivnije pocele uzgajati u XIX stoljecu. U XX stolje¢u dogodila
se masovna proizvodnja kultiviranih sorti (VolCevi¢, 2005). Kultivirane sorte, uglavhom potjecu od
europske crvene maline (R. idaeus vulgatus Arrh.), americke crvene maline (R.idaeobatus strigosus
Michx.) i crne maline (R.idaeobatus occidentalis) (Pritts, 2003).

Danasniji stil Zivota, koji se najcesée opisuje kao stresan i ubrzan, zbog velikog broja obaveza, prisilio je
Covjeka da u svakodnevnu prehranu sve viSe ukljuuje brzo pripremljena jela koja su nutritivno
deficitarna sto dugoro¢no moze imati negativne posljedice po zdravlje (Krsmanovi¢, 2020). Kako bi sto
viSe izbjegli nezdrave namirnice, a i dalje koristili brzo pripremljene obroke, ljudi poseZu za zdravim
vocnim sokovima i ve¢ ociséenim, narezanim i pripremljenim obrocima voéa i/ili povréa (Tomic i sur.,
2016). U takvim obrocima ljudi najcesce izabiru voce bogato vitaminima i antioksidansima, pri cemu je
jedan od najboljih izbora bobicasto voée, kao sto je borovnica, malina i aronija. (Bori¢, 2015.)

Aronija, borovnice i maline su prepoznate kao vrlo vrijedne vo¢ne vrste za kojima se kontinuirano biljezi
rast potraznje na domaéem i inozemnom trzistu. 1z tog razloga one postaju sve ucestalije u ponudi
brojnih obiteljskih poljoprivrednih gospodarstava u Republici Hrvatskoj $to je istrazio Simi¢ Z. za
Jutarniji list (2018. godine.

Cilj ovog istraZivanja je utvrditi i usporediti sadrZzaje monomernih antocijana u uzorcima kasa i vo¢nih
sokova dobivenih iz plodova aronije, borovnice i maline, te odrediti vrstu voc¢a i nacin obrade
najpogodniji za konzumaciju. Time Zelimo utvrditi i je li aronija doista s razlogom favorizirana kao
najbolji izvor monomernih antocijana. Takoder, istrazivanjem ¢emo provijeriti ovisnosti koncentracije
antocijana o pH- vrijednosti voéa.

Pretpostavljamo da aronija u svim oblicima sadrZi viSe antocijana od borovnice i maline, da je najvedi
maseni udio antocijana prisutan u kasi zbog minimalne meanicke i ne termicke obrade te da je maseni
udio antocijana vedi $to je pH — vrijednost uzorka manja.

METODE

U ovom projektu eksperimentalno su odredene pH-vrijednosti i maseni udjeli monomernih antocijana
u kasama i sokovima aronije, maline i borovnice. Borovnice, maline i aronije, priblizno 0,6 kg svake
vocne vrste, nabavljene su ranije na trznici od hrvatskih proizvodaca te su skladistene u polietilenskim
vredicama na -18 °C do provedbe analiza. Neposredno prije provedbe analiza, svi uzorci odmrznuti su
na sobnoj temperaturi te je dio uzoraka svake voéne vrste homogeniziran u kase pomocu Stapnog
miksera.

Preostali dio svakog voca podvrgnut je hladnom presanju pomocéu sokovnika modela Hurom Gl
horizontalan sokovnik kako bi se od navedenih voénih vrsta dobili sokovi. S ciljem utvrdivanja utjecaja
toplinske obrade kao klasicne metode za produljenje roka trajnosti voc¢nih sokova, svi pripremljeni
sokovi su hermeticki zatvoreni u staklene bocice i pasterizirani u vodenoj kupelji na temperaturi od 80
°C trajanju od 5 min.

Istrazivanje je provedeno na ukupno 9 uzoraka kako je prikazano na slici 2., od ¢ega po 3 uzorka za
svako ispitivano voce.
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Voéna vrsta

(aronija, malina,
borovnica)

Homogenizacija u voénu
kasu —

(UZORAK 1)

Hladno pre$anje voéne Pasterizacija vo¢nog soka
kase u voéni sok 80 °C/5 min
(UZORAK 2) (UZORAK 3)

Odredivanje ph -vrijednosti

U svakom uzorku, vo¢nim kasama svake voéne vrste kao i svim pripremljenim sokovima, svjezim i
pasteriziranim, odredena je pH-vrijednost u tri ponavljanja pomocu univerzalnih indikatorskih listi¢a
prikazanih na slici 3.

N /=
W ==

Odredivanje udjela monomernih antocijana

Za odredivanje antocijana koristena je pH-diferencijalna metoda. pH-diferencijalna metoda zasniva na
strukturnoj transformaciji kromofora antocijana u ovisnosti o promjeni pH. Antocijani podlijezu
reverzibilnoj strukturnoj transformaciji s promjenom pH koja se manifestira promjenom spektra
absorbancije. pH-diferencijalna metoda za odredivanje antocijana omoguéava brzo i to¢no mjerenje
ukupnih antocijana, bez obzira na prisutnost polimeriziranih, degradiranih pigmenata i drugih tvari koje
bi mogle smetati. Antocijani su odredivani metodom prema Giusti i Wrolstadu (2001).

Postupak ekstrakcije
Uzorci su uzimani pipetom i odvagan je po 1 g uzorka (1-3 mL, ovisno o gustoc¢i uzorka) na analiti¢koj

vagi modela Mettler Toledo MS-TS Analytical Balances. Odvagani uzorak stavljen je u tikvicu i
pomijesan s 20 mL ekstrakcijskog otapala (1 % mravlje kiseline u 50 % otopini etanola). Tikvica je potom
spojena na reflux hladilo i provodena je ekstrakcija pri 80 °C tijekom 15 min (vrijeme se mjeri od
trenutka uspostavljanja 8 =80 C). Nakon toga uzorak je profiltriran (kroz obican filter papir) u odmjernu
tikvicu volumena 25 mL te kad se malo ohladio nadopunjen je sa ekstrakcijskim otapalom do oznake.
Ovaj dio eksperimenta obavljen je u Skolskom kemijskom laboratoriju.

Postupak odredivanja antocijana
Po 1 mL ekstrakta svakog uzorka otpipetiran je u dvije kivete. U jednu je kivetu dodano 4 mL pufera pH

1.5 (jer taj medij najviSse odgovara svim antocijanima), a u drugu 4 mL pufera pH 4 (jer taj medij
odgovara svim antocijanima u ravnotezi). Uzorcima se pomocu spektrofotometra modela UV/Vis
Unicam Helios B prikazanog na slici 4. mjerila apsorbancija pri valnim duljinama od 520 nm - na toj
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valnoj duljinu antocijani najbolje apsorbiraju i 700 nm - na toj se valnoj duljini najbolje apsorbiraju
pigmenti koji ne dolaze od monomernih antocijana (Katalini¢, 2006). Provjera uzoraka je radena
paralelno. Ispitivanje se provedeno u Laboratoriju za procese konzerviranja i preradu voca i povrca
Zavoda za prehrambeno-tehnolosko inZenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog SveuciliSta u Zagrebu.

U izraCunu apsorbancije oduzimaju se te dvije vrijednosti dobivene mjerenjem u razli¢itim puferima
kako bi se korigirala vrijednost monomernih antocijana, te da se oduzme onaj dio apsorbiranog
pigmenta koji se odnosi na apsorpciju pri 520 nm, a ne potjece od monomernih antocijana. Ovo se
provodi u svrhu preciznijeg izracuna udjela monomernih antocijana, jer se njihova struktura i boja
izravno mijenja u ovisnosti o pH sredine (Katalini¢, 2006).

Koncentracija antocijana racuna se prema slijedecoj formuli:

- mg (A-M-FR-1000)
c (antoczjana)(E) =

-1l
pri ¢emu su:
A - apsorbancija uzorka racunata prema
A = (As20 - Az00) PP 15 - (As20 - Azoo) PH40
M — molarna masa (za cijanidin-3-glukozid 449,2 [(gmol) A(-1))
FR - faktor razrjedenja
€ - molarna absorptivnost, 26 900
| - duljina kivete, 1 cm
(M i € su uzeti za dominantnu vrstu antocijana odnosno za cijanidin-3-glukozid).

Vrijednosti dobivene mjerenjem apsorbancije pri dvije valne duljine te u dva pufera razli¢itih pH-
vrijednosti kao i koncentracije antocijana dobivene racunanjem prethodnom formulom prikazat ¢e se
tablicno. Maseni udjeli antocijana za uzorke svakog pojedinog voca bit ¢e prikazani graficki. Ovisnost
koncentracije antocijana o pH vrijednosti takoder ée se prikazati tabli¢no. Koncentracija je izraZzena kao
mg antocijana po L ekstrakta, a maseni udio je izraZzen kao mg antocijana po 100 g voca.

Vrijednosti dobivene ra¢unanjem postotnih gubitaka/dobitaka masenih udjela antocijana prikazat ¢e
se graficki iz Cega ¢e se moci vidjeti povecanje ili smanjenje ekstrakcije antocijana ovisno o nacinu
mehanicke/termicke obrade. Postotni gubitci/dobitci masenih udjela antocijana izra¢unavaju se prema
slijedecoj formuli:
N2 N3
X=(1= /5= — 100)*100

N1’/ N2
pri ¢emu su:
X-postotni gubitci/dobitci masenih udjela antocijana
N1-maseni udio antocijana kase

N2- maseni udio antocijana soka
N3- maseni udio antocijana pasteriziranog soka.
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REZULTATI

U svim pripremljenim uzorcima aronije i borovnice izmjerena je vrijednost od pH 4, a u svim uzorcima

maline izmjerena je vrijednost od pH 3 (tablica 1). U tablici 1. prikazane su vrijednosti apsorbancije za

mjerene uzorke pri 520 i 700 nm, u puferima pH- vrijednosti 1.5 i 4.0. Iz tablice je vidljiva najveca

apsorbancija antocijana pasteriziranog soka aronije na 520 nm i kase borovnice na 700 nm. Minimalna

apsorbancija je u oba slucaja kod maline, gdje se na 520 nm minimalno apsorbirao sok, a na 700 nm

pasterizirani sok.

Vrsta vo¢a | Oblik voca

Kasa

Aronija Sok
Pasterizirani sok
Kasa

Borovnica | sok
Pasterizirani sok
Kasa

Malina Sok
Pasterizirani sok

Apsorbancija pri 520 nm

1,205

1,111
1,598

1,500

1,072
1,506

0,286

0,257
0,328

Asz0nm

(PH 1,5 -

pH 4,0)
0,228 0,997
0,129 0,982
0,180 1,418
0,125 1,375
0,104 0,968
0,138 1,368
0,071 0,215
0,042 0,215
0,051 0,277

Apsorbancija pri 700 nm

0,045

0,042
0,020

0,008
0,004
0,006
0,010
0,001
0,011

0,034

0,017
0,003

0,07
0,008
0,001
0,027
0,080
0,011

A700nm

(PH1,5-

pH 4,0)
0,011

0,025
0,017
0,062
0,004
0,005
0,017

0,079
0

Slika 5. prikazuje izracun masenih udjela antocijana u kasi, soku i pasteriziranom soku za svaku

istrazivanu vrstu voca. Pasterizirani sok aronije sadrzi najvec¢i maseni udio antocijana, a neznatno

manje pasterizirani sok borovnice. Najmanji maseni udio antocijana primjec¢ujemo u soku maline.

350

300
250

200

150
100 +—

50 T+—1 —

o

Kasa

Sok

Aronija

Pasterizirani sok

Kasa

Sok

Borovnica

Pasterizirani sok

Malina

Pasterizirani sok ‘J

U tablici 2. prikazana je ovisnost masenog udjela antocijana u odredenog uzorku o pH-vrijednosti

uzorka. Iz podataka je vidljivo da uzorci s visim masenim udjelima imaju i visi pH dok je kod maline ¢iji

svi uzorci imaju nizu pH-vrijednost zabiljeZzen znatno manji udio antocijana.

Uzorak

Aronija kasa

Aronija sok

Aronija pasterizirani sok
Borovnica kasa

Borovnica sok

Borovnica pasterizirani sok
Malina kasa

Malina sok

Malina pasterizirani sok

T
I

W wws bbb DbdDp

Masenih udjela antocijana

¢ (mg/100 g)

201,637
199,760
292,437
274,070
201,220
284,505
41,327
28,387
57,817

Bioznalac 6:115-124

Drzavno natjecanje iz biologije 2020. | 120



Hrvatsko biolosko drustvo
Nemcic¢ T. 2.razred G

iy " . . s . Mentor:
Usporedba kolic¢ine antocijana u uzorcima borovnice, aronije i maline . .
Halapir Frankovic R.

Slika 6. Prikazuje postotak dobivenih ili izgubljenih antocijana u ovisnosti o mehanickoj i termickoj
preradi. Tako npr. zbog mehanicke prerade, sok aronije sadrzi 0.931 % manji udio antocijana od kase,
a pasterizirani sok sadrzi 46.394 % veci udio antocijana od soka koji nije termicki obraden.

== HKasa
+41.3900%

mSok

+46.3942% ==

—> -26.5808% || Pasterizirani sok
-0.9309%
313112% +103.6742%
B
Aronija Borovnica Malina

RASPRAVA
Postupak analize sastava neke tvari podloZan je pogreskama koje mogu nastati zbog nepreciznosti u

radu, opreme, necistoca, a osobito ako svi postupci pripreme uzorka i mjerenja nisu provedena po vrlo
visokim kriterijima. Kako bi se umanjila mogucnost pogreske, provode se ponovljena mjerenja, no zbog
tocnosti spektrofotometra, ponovljena mjerenja nisu bila potrebna.

Nasi rezultati apsorbancije, su za sve uzorke pokazali najbolju apsorbanciju pri 520 nm i pH-vrijednosti
1,5. U skripti dr. sc. Katalini¢ (2006) tabli¢no prikazani oblici antocijana u medijima koji se razlikuju po
pH- vrijednosti. Antocijani koji se nalaze u mediju kojem je pH < 2 kation antocijana je crveno obojen
te svoj maksimum apsorbancije pokazuje upravo pri 520 nm Sto se u podudara s nasim rezultatima.

Prikazana ovisnost udjela antocijana o vrsti voca na slici 5. djelomi¢no potvrduje nasu hipotezu da od
tri ispitivane vrste voca aronija doista ima najveci izmjereni udio antocijana, no to vrijedi samo za
pasterizirani sok sto je djelomi¢no u skladu s istrazivanjima Tomi¢ i sur. (2016), Wang i sur. (2010) koji
su svojim istraZivanjima pokazali da aronija ima veci udio. Udio antocijana u malinama je najmanji u
svim oblicima i znatno koli¢inski odudara od udjela antocijana u aroniji. Borovnica ima slicne vrijednosti
udjela antocijana kao aronija u oblicima soka i pasteriziranog soka. U obliku pasteriziranog soka udio
antocijana u borovnice je manji za 7,932 mg/100 g nego u aronije no u obliku soka i kase borovnica
ima vedi udio antocijana. U soku borovnica ima samo 1,46 mg/100 g vise antocijana od aronije, dok u
obliku kase znatno nadmasuje aroniju, za 72,433 mg/100 g. Mogudi razlog tome je vela osjetljivost
antocijana borovnice na mehanicku obradu koja moZe utjecati na promjenu oblika i stabilnost
antocijana. Mehanicka obrada opéenito lose utjece na stabilnost antocijana jer se kod sve tri vrste voca
opaza pad masenog udjela antocijana u preradi kase u sok.

U istraZivanju Katalini¢ (2006) objasnjeno je kako pod utjecajem povisene temperature u kiseloj sredini
dolazi do hidrolize antocijana i nastajanja aglikonskog oblika - antocijanidina i Secera. Antocijanidin je
nestabilniji od antocijana, slabije topljivosti i boje, a visa temperatura negativno djeluje na stabilost i
apsorpciju antocijana. Nasi rezultati nisu u skladu s ovim istrazivanjem buduci da je vrijednost
apsorpcije antocijana u pasteriziranom soku nasih uzoraka svih vrsta bila ve¢a od ostalih oblika.
Smatramo da je razlog tome to Sto je pasterizacija u nasem slucaju pomogla ekstrakciji pa u
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pasteriziranom soku ima vise pigmenata (antocijana). Sli¢an nalaz dobio je i Marsicisur. (1948) u svom
istrazivanju. U istraZivanju Bursaé¢ Kovacevi¢ i sur. (2016) u sokovima aronije uslijed provedenog
postupka pasterizacije 80 °C /2 min takoder je doslo do povecanja sadrzaja antocijana u usporedbi s
kontrolnim netretiranim sokovima.

Iz rezultata prikazanim u tablici 2. koja prikazuje ovisnost udjela antocijana o pH-vrijednostima uzoraka,
mozemo zakljuciti kako se pH vrijednost razli¢itih uzoraka istog voéa ne mijenja prilikom mehanicke i
termicke obrade. Tomié i suradnici u svom radu (2016) navode kako preradom sirovina dolazi do malih,
gotovo neznatnih promjena pH-vrijednosti Sto je naSe istraZivanje takoder i pokazalo, to jest nije se
promijenila pH-vrijednost u uzorcima kase, soka i pasteriziranog soka iste vrste.

Istrazivanje Tomicaisur. (2016.) ukazuje kako smanjenjem pH-vrijednosti raste udio antocijana no nasi
rezultati nisu u skladu s njihovim istraZivanjem. Nase istrazivanje pokazuje da je u uzorcima sa visim
pH (aronija i borovnica) veéi maseni udio antocijana a u nizem pH (malina) znatno nizi maseni udio.

Antocijani pokazuju Siroki spektar boja zbog ionske prirode koja omogucava promjenu strukture
antocijana s obzirom na pH, Sto rezultira razlicitim bojama i nijansama boja pri razlicitim pH-
vrijednostima. U kiselom mediju antocijani se nalaze u obliku kationa i imaju crvenu boju, dok
porastom pH antocijani prelaze iz obojenog u bezbojni-hidratizirani oblik. Utjecaj koncentracije H+ iona
na stabilnost boje objasnjava se uspostavljanjem ravnoteze razli¢itih tautomernih oblika kod razli¢itih
pH. Sto je pH niZi to je stabilnost boje veca jer je veéi udio antocijana kation (Katilini¢, 2006).

Moguce objasnjenje nasih rezultata je najvjerojatnije pogreska pri mjerenju pH-vrijednosti pomocu
indikatorskih papirica, sto ste u ovom slucaju pokazalo nedovoljno preciznim. Izmjerene pH-vrijednosti
bile bi puno preciznije i ne bi doslo do odstupanja da smo bili u moguénosti odredivati pH pomodu
elektrode za mjerenje pH $to je svakako potrebno pa ¢emo u nastavku istraZivanja koristit precizniju
metodu. Takoder, moramo uzeti u obzir kako smo odredivali pH-vrijednost ekstraktima koji su osim
uzorka sadrzavali i 0.1 % mravlje kiseline u 50 % vodenoj otopini etanola Sto je utjecalo na povisenu
vrijednost pH uzoraka. U Cistom uzorku tesko bismo indikator papiri¢cima odredili pH jer nisu dovoljno
osjetljivi.

ZAKLJUCCI
Provedeno istrazivanje sadrzaja monomernih antocijana u uzorcima kasa i vo¢nih sokova dobivenih iz

plodova aronije, borovnice i maline u svrhu odredivanja vrste voca i nacina obrade najpogodnijeg za
konzumaciju iznijelo je slijedeée zakljucke:
Mehanicka obrada lose utjece na stabilnost antocijana jer se kod sve tri vrste voéa opaZa pad
masenog udjela antocijana u preradi kase u sok.
Pasterizirani sok imao je najveéi maseni udio antocijana u usporedbi s kaSom i sokom kod sve
tri vrste voca.
Aronija u usporedbi s borovnicom i malinom ima najveci maseni udio antocijana samo u
pasteriziranom soku, dok u soku i kasi borovnica ima veci maseni udio.
Aronija je zbog najveceg masenog udjela u pasteriziranom soku, najpogodnija za termicku
obradu i koristenje.
Malina, iako ima relativno mali maseni udio antocijana, pogodna je za termicku obradu jer
ima najveci postotni dobitak masenog udjela antocijana u preradi soka u pasterizirani sok.
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Metoda odredivanja pH-vrijednosti indikatorskim papiricima pokazala se nedovoljno
preciznom za ovaj tip uzoraka

MozZe se zakljucCiti da su pasterizirani sokovi istrazivanih crvenih vocénih vrsta, kao brz,
jednostavan i pristupacan vocni obrok, izvrstan izvor monomernih antocijana, unato¢ tome
Sto je uvrijeZzeno misljenje da je voéna kasa bogatija sadrzajem bioaktivnih spojeva u odnosu
na proizvod.
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SAZETAK

Cilj ovog istrazivanja je uzgojiti bakterije uzorkovane brisom povrsina u tramvaju te testirati u¢inak maloprodajnih
dezinfekcijskih/antiseptickih sredstava (kupovnog dezinficijensa za ruke, antibakterijskog sapuna i medicinskog
alkohola, tj. 70%-tonog etanola) na rast kolonija bakterija iz uzorka. Prva hipoteza je da etanol najucinkovitije
sprjecava razvoj bakterijskih kolonija. Druga hipoteza je ta da antibakterijski sapun i maloprodajni dezinficijens
imaju slican utjecaj na bakterije. Pretpostavljalo se i da zona djelovanja dezinficijensa, tj. antiseptickih sredstava
na hranjivoj podlozi, nece biti vidljiva golom oku. Uzorci bakterija uzeti su iz niskopodnih tramvaja ZET-a sa
gumenih rukohvata vatenim Stapi¢ima te naneseni na krutu hranjivu podlogu (agar) u Petrijevim zdjelicama, koje
su bile prethodno. Povrsina Petrijevih zdjelica je bila podijeljena na Cetiri dijela. U tri dijela je postavljena spuzvica
(promjera 1x1 cm) natopljena: 70%-tnim medicinskim alkoholom, maloprodajnim dezinficijensom za ruke,
antibakterijskim sapunom, a zadnja Cetvrtina je bila ostavljena kao kontrola (bez spuzvice). Petrijeve zdjelice su
potom ostavljene da miruju tri dana u Skolskom laboratoriju (na oko 22°C), nakon ¢ega su sve razvijene kolonije
vidljive golim okom bile popisane, a vidljivi promjer oko natopljenih spuzvica bez bakterija je izmjeren ravnalom.
Zatim su uzeti uzorci svih kolonija te je provedeno bojenje po Gramu, radi razlikovanja uzgojenih kolonija. U
svakoj je Petrijevoj zdjelici izbrojen broj razli¢itih kolonija bakterija. Istrazivanjem su potvrdene prva i druga
hipoteza. 70%-tni medicinski alkohol dokazao se djelotvornijim od kupovnih dezinfekcijskih sredstava i
antibakterijskih sapuna, a koristena kupovna sredstva za dezinfekciju nisu pokazala statisticki znacajnu razliku u
ucinkovitosti pri dezinfekciji.

Klju€ne rijeci: biocid; dezinficijensi; bakterijske kolonije; mikroorganizmi; mikrobioloska analiza
uvoD

Biocidi su kemijski spojevi koji deaktiviraju mikroorganizme. Biocide dalje dijelimo ovisno o tome imaju
li ,—statski“ ucinak (sprjecavaju rast i sazvoj mikroorganizama — bakteriostatski, fungostatski i
sporostatski) ili ,—cidni“ u¢inak (ubijaju odredene mikroorganizme — baktericidni, virocidni i sporicidni)
(McDonner i Denver Russel, 1999). Antibiotici su biocidi koji ubijaju tocno odredene bakterije unutar
tijela pri niskim koli¢inama (McDonner i Denver Russel, 1999), dok su dezifincijensi i antiseptici biocidi
koji imaju isto djelovanje, no drugaciju uporabu. Dezinficijensi se koriste za onesposobljavanje moguce
patogenih mikroorganizama na povrSinama predmeta, dok se antiseptici koriste za onesposobljavanje
moguce patogenih organizama na Zivom tkivu, na primjer, unutar rana. Ti mikroorganizmi su najcesce
bakterije (Senior, 2018). Biocidi ubijaju bakterije na razli¢ite nacine, ovisno o sastojcima od kojih su
napravljeni. Na primjer, vodikov peroksid (H,02) oksidira razli¢ite spojeve na povrsini bakterija, Sto
izaziva raspadanje njihovih stani¢nih membrana (Senior, 2018). Alkoholi mogu izazvati Stetu na
stani¢noj membrani i ubrzanu denaturaciju proteina, na taj nacin ometajuci stani¢ne procese. Aldehidi,
posebno glutaraldehidom, djeluju tako da u potpunosti uniste stani¢nu stijenku, dok formaldehid moze
i probiti bakterijske spore. Smatra se da analidi djeluju tako da upiju u sebe citoplazmatsku membranu
te na taj nacin uniste bakteriju, a ve¢inom se koriste u sapunima. Klorheksidin se uglavnom koristi u
antisepticima, a djeluje tako da prvo unisti gornje slojeve stanice, zatim prijede putem pasivne difuzije
unutar same bakterije i napadne njezinu unutrasnju membranu (McDonner i Denver Russel, 1999).

Bakterije se uzgajaju na hranjivoj podlozi, agaru. Web stranica Enciklopedija.hr navodi da je hranjiva
podloga , prirodni ili umjetni medij za uzgoj organizama ili njihovih dijelova (tkiva, stanica), u kojem oni
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rastu, troSeci tvari potrebne za sintezu stani¢nih sastojaka i za proizvodnju energije.” Mogu se koristiti
za uzgoj kompleksnih i jednostavnih vrsta tkiva ili stanica, a razlikuju se, izmedu ostaloga, po tome jesu
li tekuée ili ¢vrste. Tekuce podloge su, na primjer, mlijeko ili bujon, a ¢vrste Zelatina i agar. Sve one
sadrzZe razli¢ite hranjive sastojke. Temeljni sastojci koje sadrze su voda, ugljik i izvori dusika i fosfora.

U ovome istraZivanju cilj je uzgojiti bakterije iz tramvaja na krutoj hranjivoj podlozi te testirati uc¢inak
maloprodajnih dezinfekcijskih/antiseptickih sredstava na njima — kupovnog dezinficijensa za ruke,
antibakterijskog sapuna i medicinskog alkohola (etanol, 70 %-tni). Utjecaj ¢e se gledati prema vidljivom
radijusu oko spuzvice natopljene biocidnim sredstvom unutar kojeg ne rastu bakterije. Takoder ce se
provesti Gram test, kojim c¢e se procijeniti koliko razli¢itih vrsta bakterija je prisutno na mjestu
uzorkovanja. Odabrane su bakterije iz tramvaja, bududi da se tramvajima voze stotine ljudi svakoga
dana te su radi toga savrSena mjesta za Sirenje zaraza. Da bi se to sprijecilo, mnogi ljudi posezu za
maloprodajnim biocidnim sredstvima, najéesée medicinskim alkoholom te raznim dezinficijensima,
uklju€ujuci i antibakterijske sapune. Moja prva hipoteza je da etanol najucinkovitije sprjecava razvoj
bakterijskih kolonija (tj. na hranjivoj podlozi za uzgoj bakterija rezultira najveé¢im radijusom bez
bakterija). Druga hipoteza je ta da antibakterijski sapun i maloprodajni dezinficijens imaju slican utjeca;j
na bakterije. Ovi proizvodi su uglavnom razrijedene verzije alkohola sa dodanim tvarima, ne bi li bili
njezniji prema kozi te stoga smatram da ée imati slican utjecaj. Pretpostavlja se i da zona djelovanja
dezinficijensa, tj. antiseptickih sredstava na hranjivoj podlozi, nije vidljiva golom oku.

METODE

Uzorci bakterija su bili uzeti iz niskopodnih tramvaja ZET-a sa gumenih visilica (koje bolje zadrzavaju
bakterije od metalnih drzaca) (Van Beek, 2011) vatenim Stapi¢ima te naneseni na krutu hranjivu
podlogu (agar) u Petrijevim zdjelicama (koje su bile prethodno sterilizirane na 190 °Ci agar je bio uliven
u sterilnim uvjetima radi sprje¢avanja kontaminacije). PovrsSina Petrijevih zdjelica je bila podijeljena na
Cetiri dijela, u jedan je bila stavljena spuzvica (promjer 1x1 cm) natopljena 70 %-tnim medicinskim
alkoholom, u jedan maloprodajnim dezinficijensom za ruke, u jedan antibakterijskim sapunom, a
zadnja Cetvrtina je bila ostavljena za kontrolnu skupinu, to jest, spuZvica nije bila postavljena. Petrijeve
zdjelice su potom bile ostavljene da miruju tri dana u Skolskom laboratoriju (na oko 22°C), nakon ¢ega
su sve razvijene kolonije vidljive golim okom bile popisane, a vidljivi promjer oko natopljenih spuzvica
bez bakterija je bio izmjeren ravnalom (slika 1). Zatim su bili uzeti uzorci svih kolonija, fiksirani
provlacenjem kroz plamen, a bojanjem po Gramu je odredena debljina njihove stijenke (slika 2)
(Steward, 2019) te stavljeni pod povecanje od 1000x na svjetlosnom mikroskopu, radi razlikovanja
uzgojenih kolonija. U svakoj je Petrijevoj zdjelici izbrojen broj razli¢itih kolonija bakterija. Svaka je
kolonija opisana te je odreden oblik njihovih stanica i debljina stani¢ne stjenke, kako bismo bili sigurni
da se ne radi o istim bakterijskim vrstama.
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Po jednoj vozZnji tramvajem je bilo iskoristeno deset Petrijevih zdjelica, a proces je bio ponovljen
ukupno tri puta. Ukupno je koristeno 30 Petrijevih zdjelica (tablica 1), a u svakoj je odreden radijus bez
rasta batkerija za sva tri uzorka: 1. 70%-tni alkohol, 2. dezinficijens za ruke, 3. antibakterijski sapun
(slika 1, tablica 1). Zadnja Cetvrtina Petrijeve zdjelice bila je bez ikakvog sredstva. Ukoliko bi se u toj
Cetvrtini pokazale zone bez rasta bakterija, rezultati te Petrijeve zdjelice bili bi odbaceni zbog mogudéih
pogresaka prilikom pripreme uzorka.

Skupina 1 Skupina 2 Skupina 3 Kontrolna skupina
70%-tni medicinski alkohol Dezinficijens za ruke Antibakterijski sapun Bez sredstva

Za rezultate su bile prikazane srednje vrijednosti podrucja djelovanja biocida unutar svake grupe.
Izraunata je aritmeticka sredina radijusa inhibicije rasta bakterija za svaku skupinu uzoraka u sva tri
pojedinacna ponavljanja ukupno.

Koristen je Studentov t-test za nesparene uzorke s razinom sigurnosti od 0,95. Ukupno su izradena tri
statisticka testa. Prvi test odreduje je li razlika u vrijednostima radijusa inhibicije rasta razli¢ita izmedu
70%-tnog alkohola i dezinficijensa za ruke, a drugi odreduje statisticku razliku pri koriStenju 70%-tnog
alkohola i antibakterijskog sapuna.

Tredi statisticki test usporeduje zonu inhibicije pri usporedbi dezinficijensa za ruke i antibakterijskog
sapuna kako bi se odredila moguca statisticki znacajna razlika izmedu dva kupovna sredstva za
dezinfekciju ruke.

REZULTATI

Radijus djelovanja biocida bio je izmjeren po duzini i Sirini Cistog podrucja oko svake spuzvice u
centimetrima. Kako podrucja nisu bila savrSeno kruznog oblika, izraCunat je prosjek podrucja
djelovanja kao radijus (npr., duzina 2 cm i Sirina 2,1 cm su bile racunate kao radijus 2,05 cm). Rezultati
su prikazani ukupno kroz sva tri ponavljanja (slika 3.) te su prikazani i rezultati svakog ponavljanja
zasebno (slike 4,5 6).
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Rezultati statistiCkog testa ukazuju na sljedece ukupne rezultate prilikom usporedivanja pojedinih
skupina testiranih uzoraka:

1. alkohol — antibakterijski sapun: razlika u radijusima ove dvije skupine je statistic¢ki znacajna (p =
0,002489)

2. alkohol - drogerijski dezinficijens: razlika u radijusima ove dvije skupine je statisticki znacajna (p =
0,000065)

3. antibakterijski sapun — drogerijski dezinficijens: razlika u radijusima ove dvije skupine nije statisticki
znacajna (p = 0,4552)

Iz toga slijedi da postoji statisti¢ki znacajna razlika medu alkoholom i antibakterijskim sapunom, te
alkoholom i kupovnim dezinficijensom, no nema iste medu antibakterijskim sapunom i kupovnim
dezinficijensom.

Za sva je tri ponavljanja pokusa odreden ukupni broj razli¢itih kolonija bakterija. Uzorak svakog tipa
kolonija bakterije je pripremljen za mikroskopiranje i usporedivan (slika 7). Ukupno je pronadeno 8
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razli¢itih bakterijskih kolonija/vrsta u uzorcima. Svih 8 je pronadeno u prvom ponavljanju, dok je u
drugom i tre¢em ponavljanju pronadeno samo 4 razlicitih bakerijskih kolonija (tablice 2 i 3).

Opisane bakterijske kolonije prvog ponavljanja
Vrsta bakterije | Gram Opis kolonije
bacili negativno Mutnobijela, svjetlucava, okruglog, pravilnog oblika, uzdignuta, razli¢itih veli¢ina
bacili negativno Sitna, ovalna, blijeda, pravilnog oblika, mat, ravna, jednake veli€ine
bacili negativno Mutnobijela, mat, nepravilnog oblika, ravna, Siroka, razli¢itih veli¢ina
diplobacili pozitivho Jedna kolonija, sitna, okruglog oblika, svjetlucava, uzdignuta, tamnoZzuta
diplokoki negativno SvjetloZuta, sitna, uzdignutog kruznog pravilnog oblika, mat
bacili/diplokoki | negativno/pozitivho | Jedna kolonija, Zuta, sitna, mat, uzdignutog nepravilnog oblika
streptobacili pozitivho Jedna kolonija, mutnobijela, mat, velika, nepravilnog oblika, ravne hrapave
povrsine

tetrade negativno Jedna kolonija srednje veliine, nepravilnog oblika, mutnobijela, mat, ravna
Opisane bakterijske kolonije drugog i treceg ponavljanja
Vrsta bakterije | Gram Opis kolonije
koki negativno Mala, okrugla, bijela, svjetlucava, uzdignuta pravilna oblika, jednake veli¢ine
streptobacili pozitivho Sitna, okrugla, mutnobijela, mat, ravna, razlicitih veli¢ina, nepravilnog oblika
bacili pozitivho Sitna, zvjezdasta, blijedoZuta, mat, jednakih veli¢ina
diplobacili negativno Sitna, okruglasta, blijeda, pravilnog oblika, razli¢itih veli¢ina

RASPRAVA

Moja prva hipoteza bila je potvrdena (,,... etanol ima najveci radijus bez bakterija, posto se dezinficijensi
za ruke i antisepticki sapuni baziraju na alkoholu.”). Prema p-vrijednostima, postojala je znacajna
statisticka razlika izmedu alkohola i ostalih biocidnih sredstava.

Moja druga hipoteza bila je potvrdena (,... i antibakterijski sapun i drogerijski dezinfcijens imaju
statisticki slican utjecaj na bakterije.”). Prema p-vrijednostima, izmedu kupovnog dezinficijensa i
antibakterijskog sapuna nema statisticki znacajne razlike.

Ima nekih stvari koje valja napomenuti. Svi uzorci nisu bili uzeti iz istog tramvaja, niti su svi bili istoga
soja bakterija, Sto je dovelo do znacajne razlike u utjecaju biocida na njih, no svi uzorci su bili
promatrani tri dana nakon prikupljanja te su se sve bakterije razvijale u istim uvjetima unutar digestora
u Skolskome laboratoriju, ne bi li uvjeti bili kontrolirani. Ovaj eksperiment je bio proveden prije
pandemije novog korona virusa te bi, ukoliko bi se provodio u trenutac¢nim okolnostima, rezultati

zasigurno bili drugaciji, radi mjera sigurnosti koje ukljucuju stalno ciséenje i dezinficiranje vozila javnog
prijevoza.

Ucinkovitost razlicitih vrsta antiseptickih sredstava veé je testirana (Patel, 2019), no u ovome radu sam
Zeljela pomnije istrazZiti usporedbu iste s 70%-tnim medicinskim alkoholom koji, unatoc¢ vecoj
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ucinkovitosti, mozda nije idealno koristiti svaki dan, posto nema nikakve spojeve dodane za zastitu
koZe te ju lako moze iziritirati tijekom dugotrajne upotrebe (de Haan i sur., 1996).

Vidljivo je da je u prvom ponavljanju bilo prisutno viSe vrsti bakterija nego u drugom i tre¢em. To je
mogudi razlog zasto je razlika mnogo veca u ucinkovitosti koristenog alkohola i kupovnih sredstava
(slika 4.). Alkohol ocito djeluje negativno na Siri spektar bakterijskih kolonija. U drugom i tréem
ponavljanju mogudée nisu bile prisutne kolonije koje bi bile otpronije na djelovanje kupovnih sredstava
za dezinfekciju (slike 5 i 6). Ipak, kad se uzmu sva tri ponavljanja zajedno, alkohol se pokazao
djelotvornijim na Sto je ukazao statisticki test.

Trenutacno nije sigurno kako bi se ovaj eksperiment ponovio s obzirom na sadasSnje mjere sigurnosti,
no ukoliko bi u skoroj buduénosti bilo ponavljanja, predlazem nekoliko poboljSanja. Za pocetak,
smatram da bi bilo dobro, ukoliko bi postojala moguénost, identificirati bakterije, za razliku od samo
testiranja po Gramu. Takoder, pomoglo bi ukoliko bi svi uzorci bili uzeti iz istog tramvaja, da se smanje
varijacije. Bilo bi zanimljivo testirati razli¢ite koncentracije biocida, ne bi li se utvrdilo koja je optimalna
za ubijanje bakterija.

ZAKUIUCCI
70%-tni medicinski alkohol djelotvorniji je od kupovnih dezinfekcijskih sredstava i antibakterijskih

sapuna pri istoj koristenoj kolic¢ini pri dezinfekciji. KoriStena kupovna sredstva za dezinfekciju ne
prikazuju statisticki znacajnu razliku u ucinkovitosti pri dezinfekciji.
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SAZETAK

Mitarenje papigica tigrica je proces odbacivanja starog perja i njegova zamjena novim, koji se odvija dva puta
godisnje. Tijekom mitarenja, papigice tigrice uobi¢ajeno budu loSijeg raspolozenja, povucenije su, manje su
sklone socijalnoj interakciji i razdrazljivije su. Takvo ponasanje povezano je sa neugodom koju mitarenje za
papigicu predstavlja, prvenstveno stoga Sto izbijanje novog perja svrbi, a papigica si u tome tesko moze olaksati.
Jedan od osnovnih regulatora ponasanja ptice svakako je njena prehrana, te danas na trziStu postoji velik broj
vitaminsko-mineralnih dodataka prehrani, od kojih se pojedini preporucuju upravo za pomo¢ u periodu mitarenja
te olaksavanje simptoma istoga. S ciljem testiranja utjecaja vitaminskih dodataka prehrani na simptome
mitarenja papigice tigrice osmisljeno je istrazivanje. Kako bi se ostvario taj cilj, mjeren je broj otpalog perija,
socijalne interakcije te vrijeme provedeno izvan kaveza na primjeru mog kuénog ljubimca, papigice tigrice Ci¢ija,
s i bez vitaminskih dodataka prehrani, u periodu od 14 dana. Cici je zdrav muzjak, starosti 5 godina, koji od svojeg
tre¢eg mjeseca zivota Zivi s mojom obitelji. Pitom je, druzeljubiv, razigran i rado provodi vrijeme s poznatim
ljudima i igrackama van krletke. Mitari se najcesce u jesen i proljece, pri ¢emu se u tom periodu vise osamljuje,
nerado leti ili igra. Rezultati provedenog istrazivanja ukazuju na znacajan pozitivan utjecaj vitaminskog dodatka
prehrani promatranim elementima Ci¢ijeva ponasanja. U prosjeku mu je otpalo 6 komada velikog perja manje,
provodio bi 40 minuta dnevno vise u socijalnoj interakciji i 76 minuta viSe van kaveza u periodu u kojem su mu
dodavani vitaminski preparati. Ovo istraZivanje doprinosi boljem razumijevanju prehrane papigica tigrica te
procesa mitarenja, kao i boljem stanju mog kuénog ljubimca.

Klju€ne rijeci: mitarenje; raspoloZenje; papigica tigrica; perje; vitaminski dodaci

UuvoD
Danas su ptice rado uzgajani i uzdrzavani kuc¢ni ljubimci, Sto je praksa koja svoje korijene pronalazi u

Egiptu, oko 2250. godine prije Krista (Strasser, 2007). Najveci broj ptica koje ljudi drze kao kuéne
ljubimce su papige, od tigrica do hijacintnih ara (Strasser, 2007). Papige tigrice su razigrane, vesele,
znatiZeljne, vole svoje gospodare, jednostavne su i zabavne. lznimno su drustvene papigice, mogu
nauciti oponasati rijeci, pjesme ili ponasanja (Feldman i sur., 2019). Ipak, ima jedno doba kada su lose
volje i nervozni. To doba se zove mitarenje. Tijekom mitarenja papige odbacuju staro perje, te ga
zamjenjuju novim. Vrijeme mitarenja je raznoliko i ovisi o vrsti, veli¢ini, spolu, dobi, zdravstvenom
stanju i uvjetima u kojima ptica Zivi. Ono je svakako sezonsko, ¢esto uskladeno s reproduktivnim
ciklusima (Moslavac, 2017) i dogada se najces¢e dva puta godiSnje. Postoji proljetno, popularno
nazvano "svadbeno presvlacenje" i jesensko, toplinsko, mimikrijsko mitarenje, koje je mnogo uocljivije
(Husadzi¢, 2016).

Ovo je period u kojem je pozZeljno korigirati prehranu tigrica, obzirom da je mitarenje jedna od varijabli
koja utjece na definiranje adekvatne prehrane za ptice (uz vrstu, dob, spol, genetiku, sezonu, smjestaj,
razinu aktivnosti, polaganje jaja, podizanje mladih, oporavak od operacije, bolesti ili stresa) (Katic,
2018), imajuci na umu kako se tigrice hrane biljem, mahom sjemenkama (Vlasi¢, 2019). Razlog poZeljne
korekcije prehrane u mitarenju je Sto perje ¢ini najvedi dio proteinske mase ptica - 5,7% u tigrica, Sto
je 28% ukupnog proteina organizma. Prehrana samo sjemenkama dovodi do nedostatka vitamina
topljivih u mastima i glavnih minerala (Ca, P, Na, Mn, Zn, Fe, |, Se), sadrzi veliku koli¢inu masti i
neuravnotezene aminokiseline (Kati¢, 2018) te je potrebno educirati vlasnike o Stetnosti prehrane
samo na sjemenkama (Orosz, 2014).
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Cilj ovog rada je istraZiti utjecaj vitaminskih dodataka prehrani tigrice na elemente mitarenja,
konkretno - duljinu trajanja mitarenja, socijalnu interakciju, vrijeme provedeno izvan kaveza, te
koli¢inu otpalog perja.

Hipoteze rada su sljedece:
' Dodavanje vitaminskog dodatka u prehranu tigrica skratiti ¢e vrijeme mitarenja.
" Dodavanje vitaminskog dodatka u prehranu tigrica smanijit ée koli¢inu otpalog perja.
/" Dodavanje vitaminskog dodatka u prehranu tigrica povecat ée socijalnu interakciju u periodu
mitarenja.
" Dodavanje vitaminskog dodatka u prehranu tigrica poveéat ée vrijeme provedeno izvan
kaveza u periodu mitarenja.
Ovo istrazivanje ¢e pomoci boljem razumijevanju ponasanja tigrica i utjecaju dodataka prehrani na
njihovo ponasanje u periodu mitarenja.

METODE

Postavljene hipoteze testirane su na uzorku mog kuénog ljubimca Ci¢ija (slika 1). Ci¢i je muzjak, star 5
godina, koji od svojeg treceg mjeseca Zivota Zivi s mojom obitelji. U svom dosadasnjem Zivotu nije patio
od ozbiljnijih zdravstvenih problema. Pitom je, druZeljubiv, znatiZeljan i rado provodi vrijeme u igri
izvan krletke. Mitari se najcesce u jesen i proljece, pri ¢emu se u tom periodu vise osamljuje, nerado
leti ili igra. Mitari se dva puta godiSnje — u proljece i jesen.

Slika 1 Istrazivacki uzorak Cici
Ci¢ijevo mitarenje je praéeno u periodu od 1.5.2020. (pocetak mitarenja) do 15.5.2020. (zaklju¢no s

14.5.2020.) u mom stanu u Zagrebu.

Za potrebe testiranja hipoteza mjerene su tri vrste podataka: broj otpalog, velicinom znacajnijeg perja
tokom dana; vrijeme provedeno u igri s ukué¢anima ili uobic¢ajenim igrackama; vrijeme provedeno izvan
kaveza.

Broj otpalog perja mjeren je metodom vizualnog pregleda na kraju svakog dana, pri cemu je u obzir
uzeto samo perje koje je veli¢inom i strukturom bilo znacajnije, odnosno malena, mekana i iznimno
lagana otpala paperja nisu usla u proucavan broj. Vrijeme provedeno u igri (bilo s ukuéanima ili
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igrackama) mjereno je Stopericom tijekom dana. Vrijeme je na razini svakog dana zbrojeno i prikazano
u minutama interaktivno provedenog vremena. Vrijeme provedeno izvan kaveza mjereno je
svakodnevno, Stopericom, u periodu od 15 do 23 h. Naime, ovo je period u kojem je uzorku uvijek
otvorena krletka, te ima slobodu odlucivanja Zeli li letjeti/igrati se van nje, ili provesti vrijeme pasivno,
unutar krletke. Kao i vrijeme provedeno u igri, vrijeme provedeno van krletke je na razini svakog dana
zbrojeno i prikazano u minutama aktivno provedenog vremena.

Prvih 7 dana podaci su mjereni bez dodavanja vitaminskih preparata u Ci¢ijevu prehranu, a od 8. dana
nadalje uzorku je dodavan multivitaminski dodatak pti¢joj prehrani Vitakraft, sve dok su postojali
simptomi pojaanog opadanja perja. Vitakraft je dodavan prema preporucenoj dozi proizvodaca za
tigrice, po 3-4 kapi dnevno u 50ml vode za piée. 14. dan istraZivanja bio je ujedno i zadnji dan, obzirom
da taj dan nisu zabiljeZeni simptomi pojacanog opadanja perja.

Prikupljeni podaci su potom sistematizirani u bazi podataka u Excel formatu, te je nad njima
napravljena statisticka analiza. Primijenjene su deskriptivne statistike (srednja vrijednost, minimum,
maksimum, standardna devijacija).

REZULTATI
U nastavku su prikazani rezultati istrazivanja. U tablici 1 su prikazane vrijednosti deskriptivnih statistika

prikupljenih podataka u periodu istrazivanja, a na slikama 2-4 su prikazana kretanja pojedinih varijabli

uvremenu.
Varijabla KoIiEina(t:(';pI:I)og perja Socijaln(an:ir:)erakcija Vrijeme prove(:::? izvan kaveza

Aritmeticka sredina 36,0000 104,4286 163,2857

Standardna pogreska 2,8128 7,2761 15,6351
Medijan 36,5000 100,0000 144,0000
Mod 24,0000 100,0000 180,0000

Standardna devijacija 10,5247 27,2247 58,5011
Varijanca uzorka 110,7692 741,1868 3422,3736

Kurtoza -0,3501 -0,9608 0,8369

Iskrivljenost -0,0074 0,5020 0,9977
Raspon 38,0000 80,0000 210,0000

Minimum 17,0000 70,0000 90,0000
Maksimum 55,0000 150,0000 300,0000
Zbroj 504,0000 1462,0000 2286,0000

Broj 14,0000 14,0000 14,0000

Nivo ‘(’gzgf;)mos t 6,0768 15,7191 33,7775
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Vrijednosti koli¢ine otpalog perja u promatranom periodu
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Slika 2 Kolic¢ina otpalog perja u promatranom periodu

Vrijednosti socijalne interakcije u promatranom periodu
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Slika 3 Socijalna interakcija u promatranom periodu

Vrijednosti vremena provedenog izvan kaveza u promatranom
periodu
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Slika 4 Vrijeme provedeno izvan kaveza u promatranom periodu

Prvenstveno je moguce ustanoviti kako se vrijeme mitarenja skratilo. Uobi¢ajeno vrijeme mitarenja
traje do mjesec dana, dok se uzorak do sada mitario u prosjeku oko 20 dana. Uvodenjem vitaminskih
dodataka, to se vrijeme skratilo na 14 dana, kada vise nije bilo primjetno znacajno opadanje perija.

Vitaminski dodaci znacajno su utjecali na pozitivhe promjene svih promatranih elemenata. Uzroku je
otpadalo manje perja od trenutka dodavanja vitaminskih dodataka prehrani, te je povecan njegov
interes za socijalnom interakcijom i potreba za vremenom provedenim izvan kaveza. U prosjeku mu je
otpalo 6 komada perja manje, provodio bi 40 minuta dnevno vise u socijalnoj interakciji i 76 minuta

Bioznalac 6:131-136 Ugenicko istrazivanje | 134



Hrvatsko biolosko drustvo

Sjekavica M. |. 7. razred OS

‘ \ Utjecaj vitaminskih dodataka prehrani na mitarenje papigice tigrice Mentor:
jecay P Je paplg g Bilogrevic Gatolin V.

vise van kaveza u periodu u kojem su mu dodavani vitaminski preparati, Sto ¢ini smanjenje koli¢ine
otpalog perja za 16%, povedéanje interakcije za 47% te povecanje aktivhog vremena za 61% (tablica 2).

Vrijeme provedeno izvan

Koli¢ina otpalog perja (kom) Socijalna interakcija (min) kaveza (min)

Bez vitaminskog dodatka 39,14 84,71 125,14
Sa vitaminskim dodatkom 32,86 124,14 201,43
Razlika -6,29 39,43 76,29
Razlika (%) -16% 47% 61%
RASPRAVA

Na temelju izloZenih rezultata zakljuc¢eno je kako vitaminski dodaci pozitivno utje€u na skracenje
vremena mitarenja i na sve promatrane elemente — koli¢inu otpalog perja, socijalnu interakciju i
aktivno provedeno vrijeme.

lako je dodavanje multivitaminskih dodataka prehrani tigrica u periodu mitarenja generalno
preporucljivo (Pet Network International, 2020; Tomasek, 2013), nije pronaden ni jedan rad na ovom
podrucju koji se bavio mjerenjem istovjetnih varijabli u tigrica, a s kojim bi se dobiveni rezultati mogli
usporediti. Stovide, da je iznimno tegko, i u odredenim sluajevima nemoguce, pronaéi znanstvene
recenzirane ¢lanke na temu utjecaja prehrane i ponasanja te razvoja odredenih bolesti potvrdeno je i
u istrazivanju od Clark (2018).

Medutim, pronadena su istraZivanja koja su pokazala porast nivoa cirkulacije i intenziteta boje novog
perja pri dodavanju luteina u prehranu (Giraudeau i sur., 2013), vezu izmedu produljenja vremena
mitarenja i hormonalnog disbalansa (Cornelius i sur., 2011), te adekvatne prehrane i generalnog
raspolozZenja (Clark, 2018),

Iz danog presjeka literature moguce je zakljuciti kako se radi o podrucju koje tek valja temeljito istrazZiti
ovakvim i slicnim istraZivanjima.

Glavno ogranicenje rada predstavlja Cinjenica da je istraZivanje radeno na uzorku od 1 papigice. Kako
bi se hipoteze mogle potvrditi s veé¢im stupnjem sigurnosti, bilo bi potrebno povedati uzorak.

Ovo istrazivanje je doprinijelo boljem stanju mog kuénog ljubimca, kao i znanju na ovom podrucju, ali
i podrucju prehrane papigica tigrica opcenito.

ZAKUIUCCI
Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata zaklju¢eno je kako dodavanje vitaminskog

dodatka prehrani papigice tigrice:

skraduje trajanje mitarenja

smanjuje koli¢inu otpalog perja za 16%

povecaje socijalnu interakciju u periodu mitarenja za 47%

povecaje vrijeme provedeno izvan kaveza u periodu mitarenja za 61%.
Daljnje istrazivanja na podrucju su potrebna radi stvaranja sveobuhvatnije baze podatak i boljeg
razumijevanja utjecaja vitaminskih dodataka prehrani na mitarenje tigrica.

ZAHVALA
Zahvaljujem svojoj mentorici, profesorici Vidi Bilogrevi¢ Gatolin na poticanju mog interesa za istrazivacki rad te
svojoj dragoj sestri Marieli Sjekavici Klepo na vrijednim smjernicama pri njegovoj izradi.
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