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SAZETAK

Sjeme je vazan dio ishrane sitnih glodavaca. FT-IR tehnikom snimljeni su spek-
tri uzoraka ljuske i jezgre zdravoga i oboljeloga Zira hrasta luznjaka (Quercus robur
L.) od gljive Ciboria batschiana (Zopf) Buchwald, sjemena Civitnjace (Amorpha
fruticosa L.) te, za usporedbu, uzorci celuloze i lignina izoliranih iz jezgre Zira. Ke-
mijskom analizom odabranih uzoraka Zira utvr| eno je kako je u njima najveéi udio
celuloze i lignina i to iznad 5 % pa su i u FT-IR spektrima izrazene vrpce koje od-
govaraju tim spojevima. U spektrima svih uzoraka zamjec¢uju se uske vrpce u po-
drugju frekvencija nizih od 1750cm™. U prilog moguénosti pracenja biodegradaci-
je u uzorcima, govori promjena intenziteta vrpce kod oko 1740cm™, u FT-IR
spektrima uzorka jezgre zdravog i bolesnog Zira s iste lokacije.
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UvVOD
INTRODUCTION

Vedéina sitnih glodavaca su polifagne iivotinje Iako su tipi¢ni biljojedi konzu-
miraju i hranu Zivotinjskoga porllekla Poznata je Cinjenica kako je sjeme vazan
dio njihove ishrane (WATTS 1968 i 1970; HOLISOVA 1971; HOLISOVA i
OBRTEL 1979). U nizinskim Sumama Zir hrasta luznjaka im je Cest izvor hrane.
Ostecwan]em sjemena i mladih biljaka glodava otezavaju obnovu Suma, a samim
tim 1 potrajnost gospodaren]a (GLAVAS i dr. 1996, MARGALETIC 1998). U go-
dinama kada se prenamnoze, glodavci mogu potpuno unistiti cjelokupni urod Zira
u luznjakovim sastojinama (SPAIC i GLAVAS 1988). Stetno djelovanje osobito im
je naglaSeno u godinama manjeg uroda Zira. Poznavanje kemijske strukture i sasta-
va Sumskog sjemena vazno je pri istrazivanju i tumacenju biokemijskih i fizio-
loskih procesa u Zivom sjemenu, ali je isto tako vazno za kvalitetnije sagledavanje
prehrambenog odnosa izme|u sjemena i sitnih glodavaca. IstraZivanja na una-
pre|enju spoznaja o kemijskom sastavu temeljena su na suprotnostima u konzu-
miranju zdravog i bolesnog Zira te izbjegavanju sjemena nekih biljnih vrsta u ishra-
ni glodavaca (npr. Amorpha fruticosa L.).

Brojnost kemijskih tvari te nacin povezivanja prirodnih polimernih lanaca u
koji su uklopljene akcesorne tvari cine strukturu sjemena vrlo sloZenom
(MOHACEK 1959). Organske tvari u biljnim dijelovima opéenito se dijele na ce-
lulozu, hemicelulozu, lignin i pektin. Isti autor isti¢e kako su celuloza, hemicelulo-
za i pektin ugljikohidrati s odre}enom kemijskom strukturom, dok je lignin u
osnovi aromatske strukture. Akcesorne tvari osim pektina sadrze i druge organske
spojeve (smole, terpeni, voskovi, tanini, kiseline, bjelancevine, §krob, mineralne
tvari i dr.). Nakon spaljivanja mineralne tvari u pepelu se nalaze kao oksidi i kar-
bonati. Pored navedenih kemijskih tvari koje su s razli¢itim udjelom zastupljene u
pojedinoj vrsti biljnog materijala (drvo, sjeme, list), zbog oneci$éenja okolisa, spo-
menuti materijal moZe sadrZavati i nebiogene elemente te dugopostojane ra-
dio-izotope (cezij 137, plutonij) (HUS 1993).

Sjeme za analize (Quercus robur L. i A. fruticosa) sakupljano je u jesen 2000.
god. na podrucju kojim gospodari Sumarski fakultet Sveucilista u Zagrebu (NPSO
“Zagreb” - GJ ¢ “Sasinovecki lug”, odjel/odsjek 16a), te Sumarije “Remetinec” (GJ
“Siljakovacka dubrava I” od]el/odSJek 11ai GJ “Stupnicki lug”, odjel/odsjek 12a)
i “Stara Gradiska” (G] “L]eskovaée”, odjel/odsjek: 14b).

METODA RADA
WORK METHOD

Za odre|ivanje zdravstvenog stanja sjemena na prisustvo gljiva koriStene su
makroskopska metoda i metoda fitopatoloske analize sjemena. Oboljeli Zir s pojedi-
nih lokaliteta izdvajan je u posebni uzorak i ozna¢avan. Stupanj zaraZzenosti sjemena
gljivama utvr}ivan je okularno ili binokularom. Svakom Ziru u uzorku odvojene su
supke od ljuske Zira. Supke su prerezane uzduzno na dva jednaka dijela, kako bi se
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lakse uocilo oboljenje. Uzorci Zira obra}ivani su stimuliranjem razvoja gljiva u Pet-
trijevim posudama na vlaznom filter-papiru i izolacijom u &iste kulture. Dinamika
pregleda Zira na vlazi bila je svakodnevna u razdoblju od dva tjedna. Rast micelija
izoliranih gljiva praen je 7-14 dana, s tim da je presa|ivan u slu¢aju zaga| enja kako
bi se dobile ¢iste kulture gljive. Na miceliju su se formirala plodna tijela sa sporama,
nuzna za kvalitetnu determinaciju. Determinacija gljiva obavljena je prema simpto-
mima bolesti, morfologiji micelija, plodnih tijela i spora (BARNETT i BARRIN
1972; DENNIS 1976 i GLAVAS 1999). U ovome radu istraZivan je kemijski sastav
oboljelog Zira od gljive Ciboria batschiana (Zopf) Buchwald.

Mnoge danasnje instrumentalne tehnike omoguéuju analizu bez destrukcije
uzorka. Uz odgovarajuée prire | en uzorak, ove se tehnike mogu koristiti i za analizu
strukture i sastava Sumskog sjemena. Prednost je takvih tehnika u tome $to se mala
koli¢ina uzorka moZe uzeti za analizu i §to se u takvom uzorku analizirane kemijske
tvari nalaze u prirodnom obliku (HUS 1996). IR analiza (Infra Red) je nedestruktiv-
na i lako primjenjiva analiticka metoda kemijske analize. Karakteristi¢ne vrpce i nji-
hov intenzitet u dobivenom IR spektru daju podatke o sastavu i koli¢ini pojedine
kemijske vrste u analiziranom uzorku. Uobi¢ajena primjena IR tehnike je me}utim
Cesto ogranifena za analizu uzorka koji se sastoji od vi$e razli¢itih spojeva, zbog ne-
mogucénosti dobivanja vrpci u IR spektru zbog niske koncentracije pojedinih spoje-
va koji se analiziraju i prekrivanja tih vrpci u matriksu. Transformacijom IR spek-
troskopije, tj. primjenom interferometrijskih metoda na dobivene IR spektre i mate-
matickom obradom interferograma brzim Fourier transformacijskim algoritmima
za poboljsanje frekventnih spektara (HUS 1996), razvijena je FT-IR spektroskopij-
ska tehnika (Fourier Transform Infrared Spectroscopy Technique). FT-IR tehni-
kom mogude je dobiti spektre i onih materijala &iji se spektri ne mogu dobiti kla-
si¢nom IR-tehnikom, kao §to je to slucaj s uzorcima 7ira i sjemenki. Uobicajeno se
za snimanje FT-IR spektara ¢vrstih uzoraka mala koli¢ina fino usitnjenog materijala
homogeno izmije$a s materijalom koji ne apsorbira u IR podrudju (kalijev bromid -
KBr) i ispresa u tanku okruglu plocicu (“pellet”). Ovako prire| eni uzorak stavlja se
u mjerni ure | aj odgovarajuéim nosacem. Uzorci luznjakovog Zira i sjemena A. fruti-
cosa pripremljeni su za analizu na sljedeéi nacin: ljuska Zira odvojena je od jezgre,
zatim su zasebno ljuska i jezgra Zira te sjemenke A. fruticosa suseni na 105 °C do
konstantne mase. Tako dobiveni suhi materijal samljeven je u laboratorijskom mli-
nu. Odgovarajuda, uvijek ista masa, usitnjenog materijala izmije$ana je i homogeni-
zirana s KBr te su od tako dobivene smjese ispresane plocice za mjerenje. Uzorci ce-
luloze i lignina iz supki zdravog Zira dobiveni su standardnim kemijskim metodama
(SKORIC 1961; SJOSTROM i RAIMO 1999). Kemijska analiza obavljena je zaseb-
no na ljusci (prije odvojena od jezgre) i supkama svakog uzorka (ukupno Sest podu-
zoraka). Po dva poduzorka odnose se na ljusku i jezgru zdravog Zira, dok se po je-
dan poduzorak odnosi na ljusku i jezgru Zira zarazenog gljivom C. batschiana.
Uzorci su Zira posuseni i samljeveni, a takav materijal prosijan kroz sito otvora
0,4mm i potom analiziran. Za snimanje FT-IR spektra koristen je Perkin-Elmer
spektrometar model 2000 vezan uz osobno racunalo koje sadrZi IR Data Manager
(IRDM) program TENEZ-LSNM.
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REZULTATI RADA
RESULTS

Klasi¢nim metodama kvantitativne kemijske analize Zira dobiveni su podaci o
sadrZaju celuloze i lignina. Glede sloZenosti i potrebnog vremena izvo|enja svake
takve pojedine analize, njihova primjena za analizu velikog broja uzoraka nije prak-
ti¢na. Brze i jednostavnije analize su snimanje FT-IR spektara uzoraka, ¢ijom se in-
terpretacijom mogu dobiti podaci o vrsti i koli¢ini organskih kemijskih vrsta u uzor-
ku. Uzorci za analizu pripremljeni su kako je ranije opisano. FT-IR tehnikom snim-
ljeni su spektri uzoraka ljuske i jezgre zdravog i oboljelog Zira hrasta luznjaka od
gljive C. batschiana, sjemena A. fruticosa te za usporedbu, uzorci celuloze i lignina
izoliranih iz jezgre Zira. FT-IR spektri prikazani su na Grafikonima 1.-13.
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Grafikon 1.: FT-IR spektar jezgre zdravog Zira
hrasta luznjaka, sakupljenog u Sumariji
"Remetinec" (GJ "Siljakovatka dubrava I")
Graph 1. FT-IR spectrum of healthy acorn core in
peduncled oak, collected in the "Remetinec" Forest
Office (Management Unit "Siljakovacka dubrava I')
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Grafikon 2.: FT-IR spektar jezgre bolesnog (C. bat-

schiana) ¥ira hrasta luznjaka, sakupljenog u Sumariji

"Remetinec" (GJ "Siljakovacka dubrava I")
Graph 2. FT-IR spectrum of diseased (C. batschiana)
acorn core in peduncled oak, collected in the
"Remetinec" Forest Office (Management Unit
"Siliakovacka dubrava I')
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Grafikon 3.: FT-IR spektar sjemena od
A. fruticosa, sakupljenog u Sumariji

"Stara Gradigka"

Graph 3. FT-IR spectrum of seed of A. fruticosa,

collected in the Forest Office "Stara Gradiska"
Forest Office
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Grafikon 4.: FT-IR spektar jezgre zdravog Zira
hrasta luznjaka, sakupljenog u NPSO "Zagreb"
(GJ "Sasinovecki lug")

Graph 4. FT-IR spectrum of healthy acorn core of
peduncled oak, collected in the NPSO "Zagreb"

(Management Unit "Sasinovecki lug")
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Grafikon 5.: FT-IR spektar celuloze jezgri zdravog
Zira hrasta luZnjaka, sakupljenog u Sumariji
"Remetinec" (GJ "Siljakovacka dubrava I')
Graph 5. FT-IR spectrum of the pulp in healthy
acorn core of peduncled oak, collected at the
"Remetinec" Forest Office (Management Unit
"Siliakovacka dubrava I')
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Grafikon 6.: FT-IR spektar lignina jezgri zdravog
zira hrasta luznjaka, sakupljenog u Sumariji
"Remetinec" (GJ "Siljakovaéka dubrava I")

Graph 6. FT-IR spectrum of lignin in the healthy

acorn core of peduncled oak, collected at the

"Remetinec" Forest Office (Management Unit

"Siljakovacka dubrava I')

Relative transmittance

3441

7A

Relative transmittance

! ! ! ! ! ! !

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wave number / cm’'

Grafikon 7.: FT-IR spektar ljuske zdravog Zira
hrasta luznjaka, sakupljenog u NPSO "Zagreb"
(GJ "Saginovecki lug")

Graph 7. FT-IR spectrum of scale in healthy acorn
of peduncled oak, collected in the NPSO "Zagreb"
(Management Unit "Sasinovecki lug")
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Grafikon 8.: FT-IR spektar jezgre bolesnog
(C. batschiana) Zira hrasta luznjaka, sakupljenog u
NPSO "Zagreb" (GJ "Sasinovecki lug")
Graph 8. FT-IR spectrum of scales in diseased
(C. batschiana) acorn of peduncled oak, collected
in the NPSO "Zagreb" (Management Unit
"Sasinovecki lug")

Kemijskom analizom odabranih uzoraka Zira utvr| eno je kako je u njima naj-
vedi udio celuloze i lignina i to iznad 5 % pa su i u FT-IR spektrima izraZzene vrpce

koje odgovaraju tim spojevima.

U spektrima svih uzoraka zamjecuju se uske vrpce u podrudju frekvencija

nizih od 1750cm™. Prema literaturnim podacima (HARRINGTON i dr. 1964) za
karakteristi¢ne vrpce celuloze i lignina mogu se navesti: 1601 i 1506cm™ za li-
gnin, 1453cm™ za lignin i celulozu, 1369, 13301 1315cm™ za celulozu, 1263cm’™
za lignin, 895, 870 i 809cm™ za lignin. Iz FT-IR spektara celuloze i lignina (Grafi-
koni 5.1 6.), vrpce kod 1465cm™ za celulozu i 1455cm™ za lignin koje odgovaraju
vrpci 1453cm™, pojavljuju se oko tih vrijednosti u spektrima svih uzoraka. Vrpca
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Grafikon 9.: FT-IR spektar ljuski bolesnog
(C. batschiana) Zira hrasta luznjaka, sakupljenog u
NPSO "Zagreb" (GJ "Sasinoveeki lug")
Graph 9. FT-IR spectrum of scales in diseased
(C. batschiana) acorn of peduncled oak, collected
in the NPSO "Zagreb" (Management Unit
"Sasinovecki lug")

4000 3500 3000

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wave number / cm’'

4000

Grafikon 10.: FT-IR spektar jezgri zdravog Zira
hrasta luznjaka, sakupljenog u Sumariji
"Remetinec" (GJ "Stupnicki lug")

Graph 10. FT-IR spectrum of cores in healthy
acorn of peduncled oak, collected in the
"Remetinec" Forest Office (Management Unit
"Stupnicki lug ")
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Grafikon 11.: FT-IR spektar ljuski zdravog Zira
hrasta luznjaka, sakupljenog u Sumariji

"Remetinec" (GJ "Stupnicki lug")

Graph 11. FT-IR spectrum of scales in healthy

acorn of peduncled oak, collected in the
"Remetinec" Forest Office (Management Unit
"Stupnicki lug ")
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Grafikon 12.: FT-IR spektar supki bolesnog
(C. batschiana) Zira hrasta luznjaka, sakupljenog u
Sumariji "Remetinec” (GJ "Stupnicki lug")
Graph 12. FT-IR spectrum of cotyledons in disea-
sed (C. batschiana) acorn of peduncled oak, collec-
ted in the "Remetinec" Forest Office (Management
Unit "Stupnicki lug ")
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kod 1210cm™ u FT-IR spektru lignina (Grafikon 6.) javlja se u spektrima svih uzo-
raka jezgre zira (Grafikoni 1., 2., 4., 8., 10.1 12.). Vrpca kod 1165cm™ u spektru
celuloze (Grafikon 5.) javlja se, s manjim pomakom, u spektrima svih uzoraka zira
i sjemena A. fruticosa (Grafikoni 1.-4. i 7.-13.). Vrpca kod 867cm™" u FT-IR spek-
tru lignina (Grafikon 6.) javlja se s pomakom u spektrima svih uzoraka jezgre Zira
(Grafikoni 1., 2., 4., 8., 10. i 12.). Ostale nespomenute vrpce u spektrima svih
uzoraka nije moguce interpretirati bez boljeg poznavan]a i dubljeg ulazenja u IR
spektroskopiju. Prikazom FT-IR analize uzoraka Zira i sjemena od A. fruticosa,
zeljelo se usporediti tu metodu s drugim upotrijebljenim metodama kemijske ana-
lize.
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U prilog moguénosti pracenja biodegradacije u uzorcima, govori promjena in-
tenziteta vrpce kod oko 1740cm™, u FT-IR spektrima uzorka jezgre zdravog i bo-
lesnog Zira s iste lokacije. Te vrpce odgovaraju karboksilnim ili karbonilnim gru-
pama (HORN i dr. 1992).

U spektrima uzoraka jezgri zdravog Zira iz Sumarije “Remetinec” (GJ “§an-
kovacka dubrava I” - Grafikon 1. i GJ “Stupnicki lug” - Grafikon 10.) i NPSO
“Zagreb” (GJ “Sasinovecki lug” - Grafikon 4.), vidi se kako su vrpce kod 1744,
1747, odnosno 1744cm™ znacajno veéeg intenziteta nego odgovarajuée vrpce u
spektrima uzorka jezgre bolesnog Zira s iste lokacije (Grafikoni 2., 8.1 12.), §to se
moZe tumaditi biodegradacijom spoja od kojeg potjecu te vrpce.

RASPRAVA
DISCUSSION

FT-IR tehnikom snimljeni su spektri uzoraka ljuske i jezgre zdravog i bole-
snog Zzira, sjemena A. fruticosa te, za usporedbu, uzorci celuloze i lignina izolira-
nih iz jezgre zira (Grafikoni 1.-13.). Kemijskom analizom odabranih uzoraka Zira
utvr| eno je kako je u njima najvedi udio celuloze i lignina i to iznad 5 % pasuiu
FT-IR spektrima izraZene vrpce koje odgovaraju tim spojevima. Obzirom da ana-
lizirano Sumsko sjeme sadrzi znac¢ajan udio celuloze i lignina, a da do sada nisu
ra}ene analize sjemena FT-IR tehnikom, promjene u sastavu sjemena utvr|ene
ovom tehnikom stoga su uspore|ivane s promjenama istih tvari u drvu koje su
analizirane istom metodom. FT-IR spektroskopiju su za pracenje kemijskih prom-
jena na drvu nakon izlaganja vremenskim utjecajima primjenjivali mnogi autori
(HARRINGTON i dr. 1964; HON i CHANG 1984; HORN i dr. 1992; EVANS i
dr. 1992a; EVANS i dr. 1992b; JIROUS-RAJKOVIC 1997). HON i CHANG
(1984) koristili su IR spektroskopiju za istrazivanje destruktivnih promjena na
povrsini borovine (Pinus sp.). Istrazivanjem su utvrdili kako na povrSini drva,
zbog UV-zraenja dolazi do povecanja karboksilnih i karbonilnih kromofornih
grupa i smanjenja broja aromatskih funkcionalnih grupa koje potje¢u od lignina.
Ispitivanjem kemijskih promjena na tankim listi¢ima borovine za vrijeme prirod-
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nog izlaganja, utvr|eno je znatno smanjenje intenziteta vrpci pri frekvenciji
1505cm™, a koja odgovara aromatskim C=C vezama u ligninu (EVANS i dr.
1992a). U istrazivanjima ovoga rada u FT-IR spektrima uzoraka jezgre zdravog i
bolesnog Zira s iste lokacije, uo¢ava se promjena intenzitata vrpce kod 1740cm’™,
koja odgovara celulozi.

ZAKLJUCCI
CONCLUSIONS

Kemijskom analizom odabranih uzoraka Zira utvr| eno je kako je u njima naj-
vedi udio celuloze i lignina itoiznad 5 % pasuiuFT-IR spektrima izrazene vrpce
koje odgovara]u tim spolev1ma U prllog moguénosti pradenja b10degradac1]e u
uzorcima govori najvise izra¥ena promjena intenziteta vrpce kod oko 1740cm™ u
FT-IR spektrima uzorka jezgre zdravog i bolesnog Zira s iste lokacije, koja odgova-
ra celulozi.
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CHEMICAL ANALYSES OF FOREST SEED AS A
SOURCE OF FOOD FOR SMALL RODENTS BY FT-IR
SPECTROSCOPIC TECHNIQUE

Summary

Seed is an important part of the nutrition of small rodents. Knowledge of chemical
structure and composition of forest seed is important for the investigation and explanation
of biochemical and physiological processes in live seed. However, it is equally important for
acquiring a better insight into the nutritional relation between seed and small rodents. Inve-
stigations with the object of improving knowledge of the chemical composition are based on
contrasts occurring in the consumption of healthy and diseased acorn, and avoidance of the
seed from particular plant species in the nutrition of rodents (e.g. Amorpha fructicosa). The
large number of chemical substances and the linking of natural polymer chains, which in-
corporate accessory substances, result in a very complex seed structure. Seed for analyses
(Quercus robur and A. fruticosa) was collected in the autumn of 2000 in a region under the
management of the Faculty of Forestry University of Zagreb (NPSO “Zagreb”) and the Fo-
rest Offices of “Remetinec” and “Stara Gradiska”.

Macroscopic and phytopathological seed analysis methods were used for determination
of the seed health state with regard to the presence of fungi.

For recording FT-IR spectra of firm samples a small amount of finely fragmented mate-
rial homogeneously was mixed with a material which is not absorbed in the IR region (KBr)
and pressed into a thin round platelet and placed in the measuring device with a correspon-
ding support. FT-IR technique was used to record the spectra of scale and core samples of
healthy and diseased peduncled oak acorn (Quercus robur L.) infected by the fungus Cibo-
ria batschiana (Zopf) Buchwald, from wild indigo seed (Amorpha fructicosa L.), and for
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comparison, samples of pulp and lignin isolated by standard chemical methods from the
acorn core. By chemical analysis of the selected acorn samples it was determined that they
contained the highest share of pulp and lignin, amounting to 5%, and consequently in the
FT-IR spectra expressed in bands which correspond to these compositions.

Narrow bands in the area of frequencies lower than 1750 cm™ are noticeable in the
spectra of all samples. The band at 1210 cm™ in

FT-IR lignin spectrum (Graph 6) appears in the spectra of all samples of acorn core
(Graphs 1, 2, 4, 8, 10 and 12).

The band at 1165 cm™ in the pulp spectrum (Graph S) appears with a small shift in the
spectra of all acorn and seed samples A. fructiosa (Graphs 1- 4 and 7-13). The band at 867
cm’™' in FT-IR spectrum of lignin (Graph 6) appears with a shift in the spectra of all acorn
and seed samples (Graphs 1, 2, 4, 8, 10 and 12). The possibility of recording biodegradation
in the samples is indicated by changes in the band intensity at approximately 1740 cm™, in
the FT-IR spectra of core samples of healthy and diseased acorn from the same location
which corresponds to the pulp. In the spectra of the core samples in healthy acorn from the
Forest Office “Remetinec” (Graphs 1 and 10) and NPSO “Zagreb” (Graph 4) can be seen
that the bands at 1774, 1747, and 1744 cm™ are of significantly higher intensity than the
corresponding bands in the spectra of the core samples of diseased acorn from the same lo-
cation (Graphs 2, 8 and 12), which can be explained by biodegradation of the compositions
from which these bands originate.

Key words: small rodents, forest seed, chemical analysis, FTIR-spectroscopic techni-
que
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