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Sazetak

Diplomskog rada studenta Filipa Haramije, naslova

PRIMJENA BIOPOLIMERNIH KAPSULA U KONVENCIONALNOM UZGOJU SALATE

Salata (Lactuca sativa L.) sadrzi bioaktivne spojeve koji su korisni za zdravlje ljudi, a povecanje
njihove koncentracije postalo je cilj uzgojnih programa. Biopolimerne mikrocestice jedan su
od nacina kako poboljsati morfoloSka (visina i promjer, biomasa i trZna masa rozete) i
nutritivna svojstva (udjel suhe tvari, ukupni klorofil, ukupni polifenoli i flavonoidi i
antioksidacijska aktivnost) salate. U ovom istrazivanju postavljen je jednofaktorijalni pokus sa
salatom sorte 'Melina' u tipu batavie. Prilikom sadnje presadnica, u tlo je inkorporirano osam
vrsta biopolimernih mikrocestica sastavljenih od nosaca alginata s ili bez dodatnog kitozan
omotaca, s aktivnim tvarima: Ca®*, Cu?¥, Ca*/T. viride, Cu?*/T. viride. Primijenjena je i fizioloska
otopina T. viride spora dok je kontrolna varijanta bila bez aplikacije mikrocestica. Aplikacija
mikroCestica nije rezultirala znacajnim razlikama u morfoloskim svojstvima salate.
Neinkapsuliranim sporama T. viride (u fizioloSkoj otopini) ostvareni su znacajno najvedéi prinos
(6,82 kg m?) i koli¢ina suhe tvari (7,07 %) u listovima salate. Primjena biopolimernih
mikrosfera s aktivnom tvari Ca?* dovela je do znacajnog povecéanja ukupnog klorofila (1862
pg-g1-ST), ukupnih polifenola (4,58 mg EGK-g? ST) i flavonoida (9,65 mg EK-g* ST) te
antioksidacijske aktivnosti (21,92 umol ET g* ST) u odnosu na kontrolnu varijantu.

Kljucne rijeci: Lactuca sativa L., biopolimerne mikrocestice, morfoloska svojstva, prinos,
nutritivna svojstva, antioksidacijska aktivnost



Summary

Of the master’s thesis - student Filip Haramija, entitled

APPLICATION OF BIOPOLYMERIC MICROCAPSULES IN CONVENTIONAL LETTUCE GROWING

Lettuce (Lactuca sativa L) contains several compounds that are useful in human health.
Increasing concentrations of key healing compounds have become the goal of breeding
programs. Application of biopolymeric microcapsules could improve morphologic
characteristics (rosette height, diameter, biomass, and marketable weight) and nutritive
characteristics (dry matter content, total chlorophyll, total polyphenols, total flavonoids and
antioxidant activity) of lettuce. In this research, a one-factorial experiment with the batavia
lettuce 'Melina' was set up. When planting seedlings, eight types of biopolymer microparticles
made of sodium alginate as a carrier with or without chitosan coating with active ingredients
Ca?*, Cu?*, Ca%*/T. viride, Cu®*/T. viride were incorporated into the soil. The physiological
solution of T. viride spore was also applied while control was without applications of the
microparticles. There was no significant difference in the morphological properties of the
lettuce using the microparticles. The nonencapsulated T. viride (in saline solution) yields
significantly highest yield (6,82 kg m) and significantly higher dry matter share (7,07 %). The
application of biopolymer microspheres with the Ca?* active agent resulted in a significant
increase of total chlorophylls (1862 pg-g* dw), total polyphenols (4,58 mg EGK-g* dw), total
flavonoids (9,65 mg EK-g'! dw) and antioxidant activity (21,92 umol ET g dw) in comparison
to the control variant.

Key words: Lactuca sativa L., biopolymeric microcparticles, morphologic characteristics, yield,
nutritive characteristics, antioxidant activity



1. Uvod

Salata je jedna od najrasprostranjenijih vrsta lisnatog povrca. Ubraja se u porodicu glavocika
(Asteraceae syn. Compositae). Kako je vegetacija salate kratka, moguce je tijekom sezone
obaviti 2 do 3 uzgojna ciklusa na istoj povrsini uz uvjet da je pretkultura iz druge porodice.
Listovi salate imaju nisku kalorijsku vrijednost zbog vrlo malog sadrzaja energetskih tvari, ali
su vazan izvor vlakana i minerala, posebice kalcija i Zeljeza (Slamet, 2017). Osim osnovnih
hranjivih tvari, salata sadrZi i bioaktivne spojeve koji su korisni za zdravlje ljudi. Medu njima,
najistaknutiji su spojevi s antioksidacijskom aktivnosti, flavonoidi, polifenoli, klorofil i vitamin
C. Flavonoidi i polifenoli su sekundarni proizvodi metabolizma koji su rasprostranjeni u
biljkama te imaju razlicite uloge. Uklju¢eni su u mehanizme zastite biljke od insekata i
patogena, Sto je od velike ekoloske vaznosti. UCinak bioaktivnih spojeva na ljudski organizam
istraZzuje se u prevenciji i lije¢enju zlocudnih i kardiovaskularnih bolesti. Stoga je povecanje
njihovih koncentracija u salati postalo cilj oplemenjivackih programa (Fan, 2013) i
tehnologijskih inovacija medu kojima se istice primjena biopolimernih mikrocestica s
kemijskom i bioloSkom sastavnicom.

Inkapsulacija je proces u kojem se aktivni sastojci, ¢vrsti, tekudi ili plinoviti, imobiliziraju u
Cestice koje kontrolirano otpustaju potrebne aktivne sastojke. Ovaj postupak omogucuje
unutar kapsula zastitili od neZeljenih djelovanja. Takav postupak inkapsulacije aktivnih tvari u
mikrokapsule (mikroinkapsulacija) prepoznat je kao inovativan i koristan u ekoloskoj i odrzivoj
poljoprivredi (Hack i sur., 2012; Bedek, 2018). Mikrocestice s jednom aktivnom tvari u Sirokoj
su upotrebi kao i u poljoprivrednoj proizvodnji. Nove spoznaje o istovremenoj inkapsulaciji
kemijskog i bioloSkog sredstva jo§ su ograni¢ene (Vincekovi¢ i sur., 2017). Aplikacija
biopolimernih mikrocestica koje sadrze kemijsku i biolosSku komponentu u tlo prilikom sadnje
salate mogla bi dovesti do skra¢enja vegetacije, povedéanja trzne mase odnosno prinosa salate
te poboljsanja kvalitete zbog poveéane dostupnosti hranjiva u tlu.

1.1. Ciljistrazivanja

Cilj provedenog istrazivanja bio je utvrditi utjecaj biopolimernih mikrocestica s
primarnim nosacem aktivnih tvari (Ca%*, Cu?*, Ca?*/T. viride, Cu®*/T. viride) — alginatom,
odnosno, mikrokapsula s dodatnim omotadem kitozanom, na morfoloska svojstva, prinos i
sadrzaj bioloski aktivnih spojeva u salati uzgajanoj na otvorenome u proljetnom roku uzgoja.



2. Pregled literature

2.1. Hranidbena i zdravstvena vrijednost

Salata se kao namirnica koristi preko 2500 godina, dok je prvi put opisana u 16. stoljeéu, a
uzgajala se u samostanskim vrtovima. Koristi se kao svjeZa jer se tako najbolje iskoristava njena
hranidbena vrijednost. U raznim krajevima svijeta koristi se na razli¢ite nadine te se tako
servira prije glavnog jela, uz glavno jelo ili nakon glavnog jela. Najcesce se koristi kao prilog uz
dodatak zacina, octa, ulja ili nekog drugog preljeva. Salatu je najbolje konzumirati svjeze
ubranu iz vrta uz pranje vodom radi uklanjanja nedistoca. Zeleni listovi bogatiji su vitaminima
od unutarnjih listova u glavici, dok Zile u listu sadrZe viSe natrijeva i kalijeva citrata i vlakana.
Sadrzaj vode u biljci iznosi od 91 do 95 % dok je udjel energetskih tvari (masti, bjelancevine i
ugljikohidrati) mali. Salata sadrzi znacajan izvor vlakana (0,54-1,5%) i minerala (0,43-1,4 %)
(tablica 2.1.1.). Nadalje, salata sadrZi oko 48 mg-100 g limunske kiseline te 65 mg-100 g
jabucne kiseline koje joj daju prepoznatljiv okus. Gorak okus salate uzrokuju laktopikrin,
laktucinske kisiline, laktocerol i neolaktucin (Paradikovi¢, 2009). Sa zdravstvenog gledista
salata je korisna za rad bubrega i srca, povoljno djeluje na napete Zivce, smiruje kasalj i dr.
Povoljno utjece na bolesti astme, nesanice i pospjesuje probavu.

Tablica 2.1.1. Udjel hranjivih tvari u svjezoj salati (%)

Hranjive tvari %
Voda 91,2-95,9
Sirove bjelancevine 0,8-2,25
Sirove masti 0,1-0,4
Ugljikohidrati 0,1-2,9
od toga Sederi 0,1
Vlakna 0,54-1,5
Minerali 0,43-1,4

Izvor: LeSic i sur. (2016)

Klorofil je daleko najbrojniji pigment kod biljaka, dok je zeleno lisnato povrcée bogat izvor
prirodnog klorofila. Morna (2015) je utvrdila koli¢inu ukupnih klorofila u salati od 20,44, do
22,63 mg 100 g svjeZe tvari, ovisno o otapalu. Njegova razgradnja odvija se tijekom obrade
hrane, ali i tijekom skladistenja proizvoda. U ljudskom organizmu klorofil pomaze u
obnavljanju crvenih krvnih stanica, te poveéava ¢ovjekovu energiju i zdravlje. Pozitivno djeluje
na cirkulaciju, u borbi protiv infekcija, poboljSava probavu (Limantara i sur., 2014).

Biljni spojevi polifenoli imaju jaku antioksidacijsku aktivnost. Kod ljudske prehrane najvise ih
ima u vocu, povréu, ¢aju te kakau. Prema znanstvenim istrazivanjima polifenoli korisno djeluju
zbog svoje specificne bioloSke aktivnosti kojom Sstite srce, krvne Zile i imunoloski sustav.



Potencijalno povoljno djeluju na prevenciju kroni¢nih upalnih bolesti, karcinoma i sl. Sastavni
su dijelovi biljnih organa te indirektno utjec¢u na rast biljke te povecavaju otpornost biljke na
mikroorganizme i bolesti (Nazzaro i sur., 2012). Boo i sur. (2011) su utvrdili znacajna variranja
u koli¢ini polifenola (od 2,48 do 29,14 mg GAE-g* s.tv.) u listovima salate ovisno o dnevnim i
noc¢nim temperaturama tijekom uzgoja

Flavonoidi spadaju u skupinu polifenola. Ukljuceni su u prijenos energije, djeluju na hormone
i regulatore rasta. Takoder imaju utjecaj u fotosintezi. Odgovorni su za raznobojnost povréa
(crvena, plava, ljubicasta), te stite biljku od mikroba i insekata. Nemaju direktan utjecaj na rast
i razvoj biljke, ali su zato moéni antioksidansi (Jatoi i sur., 2017). Zivcak i sur. (2017) su utvrdili
kako izlaganje direktnoj suncevoj svjetlosti pri variranju ekoloskih uvjeta dovodi do znac¢ajnog
povecanja sadrZaja ukupnih fenolnih spojeva i flavonoida u listovima salate. Osim toga,
znacajne su razlike utvrdene i medu testiranim genotipovima. Varijabilnost je djelomi¢no
povezana s bojom, bududi da su crveni genotipovi imali znacajno veci sadrzaj ukupnih fenolnih
spojeva (u uzgoju na otvorenome i u zastiéenom prostoru) i flavonoida (u uzgoju na
otvorenome).

2.2. Morfoloska svojstva salate

Salata je jednogodisnja biljka. Korijen joj je vretenast i razgranat, a iz glavnog korijena izbijaju
postrane korjenove Zilice prvog i drugog reda. Glavnina korijena nalazi se u povrSinskom sloju
tla (do dubine 30 cm), a u promjeru odgovara promjeru rozete.

Listovi salate razlikuju se ovisno o sorti te tako mogu biti ovalni, okrugli, vise ili manje
nazubljeni. Prema strukturi i obliku lista razlikuje se vise varijeteta salate:
— Salata glavatica (L. sativa var. capitata)

— Lisnata salata (L. sativa var. crispa)

— Salata romana (L. sativa var. romana)

— Salata stablaSica (L. sativa var. angustana)
— Dugolisna salata (L. sativa var. longifolia)

Kod salate glavatice koja se u Hrvatskoj najces¢e uzgaja, listovi su sjedeéi i zbog kratkih
internodija i aktivnog centralnog pupa koji konstantno proizvodi novo lisée tvori se glavica.
Unutarniji listovi su svijetloZute ili krem boje, dok vanjski imaju tamno zeleno obojenje i znatno
su veci.

Stabljika salate sastoji se od nodija i internodija koji su u prvoj godini vegetacije skraéeni, dok
se u generativnoj fazi naglo izduzuju te stabljika doseze visinu do 1,5 m. Cvjetovi glavocika
skupljeni su u glavicu koja je obavijena pricvjetnim listovima. lzvana su cvjetovi obavijeni
sterilnim ovojem koji se sastoji od ljusaka. U svakom cvatu nalazi se oko 15 dvospolnih
jezicastih Zutih cvjetova. Uglavnom prevladava samooplodnja, ali je moguéa i stranooplodnja
insektima.



Plod je roska sive, smede ili crne boje. Sjemenke su izduZenog ili ovalnog oblika. Masa 1000
sjemenki iznosi 0,6 do 1,3 g, dok u jednom gramu ima oko 800 do 1000 sjemenki (Paradikovic,
2009; Lesi¢ i sur., 2016; Krmpotié, 2012).

2.3. Bioloska svojstva salate

Salata je biljka dugog dana i blage klime te su joj za vegetativnu fazu razvoja potrebne
temperature izmedu 12 i 20 °C. Optimalne temperature za klijanje sjemena iznose 15 do 20
°C, kada salata nice za 3 do 5 dana. Minimalne temperature klijanje su 3 do 5 °C. Kod
temperatura vecih od 20 °C, ako su tlo i zrak suhi, dolazi do smanjenja prinosa te kvalitete
salate. Mlada biljka podnosi niske temperature do -5 °C, a biljka s 5 do 7 listova moze prezimiti
u kontinentalnoj klimi bez osteéenja, ako je dobro ukorijenjena (Juréevi¢, 2015).

U uzgoju na otvorenome salata najbolje uspijeva na srednje teskom, strukturnom tlu bogatom
organskim hranjivima, dok se za raniji uzgoj preporucuju laksa tla koja su pogodnija brzem
zagrijavanju. PoZeljna su neutralna tla, pH-vrijednosti oko 7. Salata je osjetljiva na soli u tlu, te
sadrZaj soli iznad 0,3 % moZe izazvati smanjenje prinosa. Raznovrsna klima na podrucju
Hrvatske omogucuje proizvodnju tijekom cijele godine. Proljetni kultivari presadeni krajem
ozujka dospijevaju u svibnju i lipnju. Ljetni kultivari dospijevaju u srpnju, a moguca je i berba
u kolovozu ako je dostupno navodnjavanje. Ozimi kultivari sade se u jesen te nakon
prezimljavanja dospijevaju u travnju i svibnju.

Monokultura u uzgoju salate je moguda. Unatoc tome, treba izbjegavati dugotrajan uzgoj na
istom tlu. Zbog svoje kratke vegetacije, salata se moZe uzgajati kao medukultura. Kroz jednu
godinu mogude je imati dva do tri proizvodna ciklusa (LeSi¢ i sur. 2016; Paradikovi¢, 2009).

2.4. Uzgoj na otvorenom

Uzgoj na otvorenom u vecini slucajeva pocinje proizvodnjom presadnica jer je proizvodnja
salate izravnom sjetvom rijetkost. Uzgoj presadnica s grudom supstrata u polistirenskim
kontejnerima omogucuje bolje i efikasnije nicanje i porast presadnica a odvija se u zasticenom
prostoru. Uzgoj u kontejnerima omoguduje pravilan i jednak vegetacijski prostor te uvelike
doprinosi ujednacenom porastu biljaka i visokoj ujednacenosti presadnica. Supstrati koji se
koriste pri uzgoju moraju biti sterilizirani i bez uzro¢nika bolesti i ne smiju sadrzavati Stetnike
u bilo kojem obliku, a takoder niti klijave sjemenke korova. Prema Spevec (2016) i LeSi¢ i sur.
(2016) za uzgoj presadnica salate naj¢esce se koriste polistirenski kontejneri sa 160 loncic¢a u
koje se pojedinacno odlaze zdravo, pilirano sjeme (slika 2.4.1.).



Slika 2.4.1. Pilirano sjeme posijano u polistirenski kontejner

(snimio: Filip Haramija)

Tijekom uzgoja presadnica potrebno je odrzavati mikroklimatske uvjete u zastiéenom
prostoru. Temperatura zraka se do nicanja presadnica odrzava na oko 20 °C (3 do 5 dana), dok
se nakon toga smanjuje na oko 15 °C. U ljethom uzgoju presadnica nuzno je prevladati
termodormatnost sjemena. Zbog toga je za jednoli¢no nicanje u sluéaju viSih temperatura
potrebno kontejnere navlaziti hladnom vodom. Presadnice moraju biti ujednacene i bez
atipi¢nih biljaka. Uzgoj traje 3 do 6 tjedana ovisno o duZini dana (Toth, 2016). Prije sadnje
presadnice je potrebno priviknuti na vanjske uvjete. Sadnja se odvija kad salata dospije u fazu
4 do 5 sasvim razvijenih listova. Prije sadnje tlo je potrebno pripremiti i usitniti, a neposredno
pred sadnju i navlaziti. U ekoloskim uvjetima panonske poljoprivredne regije sadnju je na
otvoreno moguce je obaviti po¢etkom oZujka. Za sadnju presadnica pocetkom travnja sjetvu
je potrebno obaviti po¢etkom ozujka, dok se berba ocekuje pocetkom i sredinom lipnja (LeSi¢
i sur., 2016; Paradikovi¢, 2009).

Sadnja se obavlja plitko u tlo do korijenovog vrata koji mora ostati slobodan, sto predstavlja
prvu mjeru protiv truleZi. Tlo mora biti mrviéaste strukture kako bi se presadnice sto bolje
prilagodile. Na manjim povrSinama sadnja se obavlja ruéno na gredice u 3 do 4 reda, dok se
na vedim povriinama sadnja obavlja strojno u trake sa 4 do 6 redova. Sirina gredice najéesée
iznosi 100 do 120 cm. Razmak izmedu redova je 25 do 35 cm ovisno o uzgajanom kultivaru,
dok je razmak izmedu biljaka u redu 20 do 35 cm. Odmah nakon sadnje tlo se zalijeva kako bi
se korijen sto bolje ukorijenio. U proljetnom uzgoju moze se koristiti crna polietilenska folija
za malciranje tla kako bi se potaknuo rast i razvoj biljke. U ljetnom uzgoju moguéa je upotreba
bijelih polietilenskih folija koje reflektiranjem svijetla smanjuju temperaturu oko biljaka te im
tako osiguravaju optimalne uvjete. Kako je salata biljka dugog dana, svjetlo je bitan ¢imbenik
u njezinu razvoju na otvorenom. Ve¢om koli¢inom svjetla tijekom proizvodnje vegetacija je
kraca (LeSi¢ i sur., 2016; Matotan 2004).

Njega nasada sastoji se od redovitog rahljenja tla sve dok rozeta salate ne prekrije tlo.
Rahljenjem tla mehanicki se unistavaju i korovi izmedu biljaka. Navodnjavanje je bitan
¢imbenik uzgoja salate jer je potrebna dobra opskrbljenost biljaka vodom. Vlaga tla ne bi
smjela biti manja od 65 % poljskog vodnog kapaciteta (LeSi¢ i sur., 2016). Buduci da salata ima
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plitak korijen ne mozZe doprijeti do vode iz dubljih slojeva tla, pa je potrebno dobro opskrbiti
vodom povrsinskih 15 cm. U proljetnom uzgoju salate potrebno je oko 150 L vode-m™.
Navodnjavanje je najbolje obavljati rano ujutro ili noéu da se preko dana zbog vlage na lis¢u
ne pojavljuju bolesti.

Salata se bere selektivno kada glavica postigne ciljanu veli¢inu i ¢vrstocu. Berba se obavlja
rezanjem nozem u zoni korijenovog vrata u 2 do 3 navrata. Osim ru¢no, na veéim povrsinama
se moze brati i mehanizirano. Prinosi salate na otvorenom su 30 do 40 t-ha™.

2.5. Biopolimerne mikrocestice

Tehnologija inkapsulacije nova je metoda u poljoprivredi tako da se jos uvijek istrazuje u¢inak
biopolimernih mikroc¢estica na rast i razvoj biljaka kod kojih se primjenjuje. Uporaba raznih
sredstava za zastitu bilja utjece na sigurnost hrane, zdravlje ljudi i na okolis jer su neka sredstva
medutim, ne koriste se uvijek u skladu s pravilima struke. Kako bi se smanjili nepotrebni stetni
utjecaji na zdravlje ljudi i na okolis, agrokemikalije se moraju koristiti na siguran i ucinkovit
nacin. U cilju smanjenja negativnih uc¢inaka agrokemikalija, u svijetu se kontrolira i smanjuje
njihova primjena ¢emu doprinosi introdukcija agrotehnic¢kih mjera s minimalnom upotrebom
agrokemikalija (Vincekovié¢ i sur., 2016).

Inkapsulacija se pocela koristiti kod primjene pesticida i gnojiva radi poboljSanog otpustanja i
smanjene koli¢ine aktivne tvari. Takoder, dolazi do smanjena broja potrebnih tretmana, a
samim time i do manje rada u polju za poljoprivrednike (Oxley, 2015). Primjena mikrocestica
je sigurna i praktiéna za rukovanje. Ovisno o velicini Cestica mozZe se odrediti brzina
oslobadanja aktivnog sastojka. U primjeni mikrocestica u poljoprivredi vazino je koristiti
netoksicne i biorazgradive polimere (Bedek, 2018). Razne formulacije mikrocestica u
poljoprivredi se najviSe koriste za primjenu pesticida. Zastita bilja u takvoj formi poboljSava
iskoriStenje aktivne tvari i smanjuje oneciséenje okoline. Oslobadanje inkapsuliranog pesticida
traje tijekom duljeg vremena, te se primjenjuje rijede, umjesto koristenja visokih koncentracije
u kratkom vremenu pri ¢emu dolazi do ispiranja, isparavanja i degradacije.

Biopolimeri su biorazgradivi i nalaze se u dovoljnim koli¢inama u prirodi. Nisu toksicni,
obnovljivi su i prihvatljive su cijene. Imaju sva svojstva sintetic¢kih spojeva s poboljsanjima iz
prirodnih sustava. Polisaharidi, kitozan i alginat su biopolimeri dobre sposobnosti formiranja
mikrocestica ionskim geliranjem. lonsko geliranje je svojstvo geliranja polisaharida u vodenim
otopinama u prisutnosti dvo i trovalentnih iona. Tijekom koriStenja ove metode zadrzava se
aktivnost molekula tijekom inkapsulacije (Usmiati i sur., 2014). Polisaharidi (kitozan, alginat,
pektin i gellan guma) dobivaju se iz ljuski rakova ili poljoprivrednih sirovina.

Gljive roda Trichoderma koriste se zbog svoje sposobnosti da kroz razgradnju biljnih ostataka
u tlu djeluju protiv biljnih patogena. Sireéi se kroz tlo provode biokontrolu protiv gljiviénih
fitopatogena. Rastu natjecuéi se za prostor i hranjive tvari, a poticu rast i razvoj biljaka,
mehanizme obrane te antibiozu. Najéesée koristeni agensi iz roda Trihoderma su T. viride, T.
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virens i T. harzianum. Pokazali su najbolja svojstva u preZivljavanju u nepovoljnim uvjetima,
imaju visok reproduktivan kapacitet i ucinkovitiji su u koristenju hranjivih tvari. Aktivacijom
genskih receptora koji reagiraju na alkalne uvjete, agensi imaju sposobnost zakiseljavanja
okoline. Imaju vrlo veliku ucinkovitost u poticanju biljke na rast te snaznu odbojnost prema
fitopatogenim gljivama. Inokulacijom u tlo sojevi vrlo brzo rastu te koloniziraju povrsinu
korijena povezujuéi se s biljkom domadinom. Uspostavljanjem odnosa dolazi do proizvodnje
spojeva koji pospjesuju povecanu otpornost biljaka (Bedek, 2018).

Biljke primaju kalcij u ionskom obliku (Ca?*) &ije usvajanje tece sporije od ostalih elemenata.
Kalcij se u biljci transportira ksilemom, dok je kretanje floemom vrlo slabo. Netoksi¢an je
mineralni element te sudjeluje u izgradnji raznih kompleksnih spojeva. Utjece na kemijska i
fizioloSka svojstva tla, odrZava propustljivost i stabilnost stanicne membrane, kontrolira
enzime stanic¢ne stijenke i regulira transport iona. Povoljno djeluje na procese amonifikacije i
nitrifikacije, pa utjece na odrzavanje strukture tla (Vincekovié i sur., 2016; 2017).

U novije vrijeme sve viSe se inkapsulacijom u poljoprivredi primjenjuju agroformulacije s dva
ili viSe aktivnih sastojaka. lako je za inkapsulaciju aktivnih sastojaka razraden niz metoda,
pregled literature daje malo podataka o simultanoj inkapsulaciji i isporuci bioloskih i kemijskih
sastojaka. Zbog njihove kompatibilnosti, T. viride i kalcijevi ioni prikladan su par za simultanu
inkapsulaciju. Prednost gljive T. viride je u mogucnosti prezivljavanja u nepovoljnim uvjetima,
sposobnosti zakiseljavanja okoline, poticanju rasta biljaka i visokom reproduktivnom
kapacitetu. Sve viSe se primjenjuje zbog sposobnosti da mirkoparazitira patogene gljive,
razgraduje biljne ostatke u tlu, stimulira proizvodnju fitohormona i dr. (Vincekovicisur., 2016).
Kalcijev ion je hranjivo biljkama vaZno zbog odrzavanja strukture i funkcioniranja membrana,
stabilizira stani¢nu stijenku, regulira ionski transport te kontrolira aktivnost enzima stani¢ne
stijenke.

Gel kalcijevog alginata ima prednost u tome Sto je siguran za okolis, jednostavno se izraduje
te za njega nisu potrebni visoki troskovi. Nedostaci gela su niska stabilnost i visoka poroznost
te smanjena viskoznost i ¢vrstoca prilikom obrade pri visim temperaturama. Unatoc tome,
inkapsulacija je sve popularnija zbog mogucnosti usporenog i kontroliranog otpustanja
aktivnog sredstva, duzeg ucinka gnojidbe i jednostavnije primjene. Jedna primjena tijekom
vegetacije dovoljna je za zadovoljavanje biljnih potreba. Samo jednom primjenom smanjuje
se broj prohoda preko parcele, $to korijenu omogucuje bolje uvjete za rast i razvoj (Vincekovié
i sur., 2016). Prema istrazivanjima Topolovec-Pintari¢ i sur. (2017) utvrdeno je kako
inkapsulacija spora T. viride i kalcija omogucuje biljci lakSu dostupnost ionu kalcija zbog
djelovanja gljive zbog ¢ega biljka ima brzi porast.



3. Materijali i metode

3.1. Priprema mikrocestica (mikrosfere i mikrokapsule)

Priprema mikrocestica odvija se postupkom ionskog geliranja pri sobnoj temperaturi (slika
3.1.1.). Izrada pocinje dokapavanjem 100 ml otopine natrijevog alginata (nosaca aktivne tvari)
u 100 ml otopine CaCl, uz pomo¢ uredaja Biichi-B390 Encapsulator (BUCHI Labortechnik AG,
Svicarska). Smjesa natrijevog alginata (1,5 %) i T. viride spora ili Cista otopina natrijevog
alginata propustaju se kroz mlaznicu veli¢ine 300 um pri frekvenciji vibracija 800 Hz i tlaku od
120 mbar. Dobivene mikrosfere nastaju gotovo trenutno. Nakon procesa inkapsulacije,
mikrosfere se dodatno mijesaju pomodéu magnetne mijesalice 30 minuta kako bi sfere dodatno
ocvrsnule. Naknadno se ispiru destiliranom vodom kako bi se isprao visak CaCl,. Postupak
uzgoja sojeva T. viride radi se u Petrijevim zdjelicama promjera 10 cm, obloZzenima
krumpirovim dekstroznim agarom. Zdjelice se potom inkubiraju u inkubatoru na 25 °C tijekom
sedam dana do pojave konidija. Nakon inkubacije Spatulom se ostruze biomasa hifa i konidija
sa zdjelice te se s otopinom natrijevog alginata homogenizira Stapnim mikserom te profiltrira
kroz muslin kako bi se selektivno izdvojile spore T. viride (Vincekovic¢ i sur., 2017; Bedek 2018).

Model ljuska jaja*

Ca-alginat

Slika 3.1.1. Shematski prikaz priprave mikrosfera kalcijevog alginata (Bedek, 2018)

3.2. Postavljanje i provedba pokusa

IstraZivanje je provedeno na pokusaliStu Maksimir Zavoda za povrcarstvo, SveudiliSta u
Zagrebu Agronomskog fakulteta tijekom 2018. godine. Jednofaktorijalni pokus sa salatom
sorte 'Melina' postavljen je po slu¢ajnom bloknom rasporedu u tri ponavljanja. Sorta 'Melina'
(Enza Zaden, Nizozemska) u tipu batavije (slika 3.2.1.) pogodna je za uzgoj u proljece, ljeto i
jesen. Formira krupnu i dobro ispunjenu rozetu s mnogo kovrcavih listova po kojima se
razlikuje od drugih batavija. Listovi rozete su fleksibilni te ne pucaju prilikom berbe i pakiranja.



Slika 3.2.1. Razvijena rozeta salate sorte 'Melina’
Snimio: Filip Haramija

Prema rezultatima kemijske analize tla (tablica 3.2.1.) radi se o tlu pogodno za uzgoj salate.
Neutralne je reakcije, slabo humozno, dobro opskrbljeno dusikom i kalijem te bogato
fosforom.

Tablica 3.2.1. Rezultati kemijske analize tla na pokusalistu Maksimir Zavoda za povréarstvo

pH % AL-mg/100g

H20 nKCL humus N P20s K20

7,5 6,86 2,22 0,2 41,1 25,5

Prema dostupnim meteoroloskim podacima za meteorolosku postaju Maksimir, u periodu od
travnja do lipnja, srednja mjesecna temperatura zraka je u rasponu od 11,2 do 19,4 °C, sto je
optimalno za uzgoj salate na otvorenom. Ipak, u travnju je jos uvijek moguéa pojava hladnih
dana sa minimalnom temperaturom < 0 °C (2), odnosno, dana sa snijegom (1) i s mrazom (3).
Tijekom uzgojnog perioda redovita je pojava toplih dana sa maksimalnom temperaturom > 25
°C (od 1 u travnju do 16 u lipnju). Vruéi dani (tmax> 30 °C) mogu se javiti u svibnju (1) i lipnju
(4). U sva tri mjeseca, ima 13 kisnih dana, a prosje¢na mjesecna koli¢ina oborina je u rasponu
od 61,5 mm u travnju do 96,8 mm u lipnju (http://meteo.hr).

Sjetva salate obavljena je 19. oZujka 2018. godine u grijanom zastiéenom prostoru. Za sjetvu
su koristeni polistirenski kontejneri sa 160 lon¢ica, pri ¢emu je u svaki od lonci¢a posijano po
jedno pilirano sjeme. Kontejneri su napunjeni tresetnim supstratom Potgrond H (Klasmann-
Deilmann GmbH, Njemacka). Tijekom uzgoja presadnica svakodnevno je kontrolirana i
odrzavana temperatura zastiCenog prostora u rasponu od 20 do 25 °C, a prema potrebi
obavljano je vlazenje.

Osnovna obrada tla obavljena je u jesen 2017., dok je predsjetvena priprema za sadnju
frezanjem obavljena dan prije sadnje, kada je postavljen i sustav za navodnjavanje kapanjem.
Obzirom na rezultate analize tla koji su pokazali dobru opskrbljenost tla glavnim hranjivima,


http://meteo.hr/

gnojidba za salatu nije provedena. Sadnja presadnica uz primjenu osam vrsta biopolimernih
mikrocestica sastavljenih od nosaca alginata s ili bez dodatnog kitozan omotaca, s aktivnim
tvarima: Ca?*, Cu?*, Ca%*/T. viride, Cu®**/T. viride obavljena je 24. travnja 2018. Uz korijen,
tijekom sadnje, primijenjeno je 4 g mikroCestica. Osim toga, primijenjena je i fizioloSka otopina
T. viride spora, a kontrola je bila bez primjene mikrocestica (slika 3.2.2. i slika 3.2.3.). Razmak
sadnje izmedu redova i u redu bio je 30 cm. Sadnjom salate na navedene razmake ostvaren je
sklop od 11 biljaka-m™. Po osnovnoj parceli je posadeno 18 biljaka. Tijekom provedbe poljskog
pokusa (slika 3.2.4. i slika 3.2.5.) obavljane su mjere njege. Po potrebi je obavljano mehanicko
uklanjanje korova (okopavanje i plijevljenje) i navodnjavanje kapanjem. Zastita od bolesti i
Stetnika nije obavljana.

Slika3.2.4.i 3.2.5. Poljski pokus mjesec dana nakon sadnje
Snimio: Filip Haramija

U istrazivanju je testirana primjena razlicitih formulacija biopolimernih mikrocestica:
a) Alginat mikrosfere koje sadrze Ca®* ione - Ca
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b) Alginat mikrosfere koje sadrZe Cu®* ione - Cu
c) Alginat mikrosfere koje sadrze Ca®* ione i spore Trichoderme viride - CaTv
d) Alginat mikrosfere koje sadrze Cu?* ione i spore Trichoderme viride - CuTv
e) Alginat/kitozan mikrokapsule koje sadrze Ca®* ione — Ca-c
f) Alginat/kitozan mikrokapsule koje sadrze Cu?* ione — Cu-c
g) Alginat/kitozan mikrokapsule koje sadrie Ca?* ione i spore Trichoderme viride -
CaTv-c
h) Alginat/kitozan mikrokapsule koje sadrie Cu?* ione i spore Trichoderme viride -
CuTv-c
i) Spore Trichoderma viride suspendirane u fizioloSkoj otopini (0.9%) - Tv
j) Kontrola —bez primjene mikrosfera ili mikrokapsula - K
Kontrola sluzi kako bi se rezultati ostvareni primjenom mikrocestica mogli usporediti s
rezultatima uzgoja salate bez primjene tehnologije inkapsulacije.

3.3. Odredivanje morfoloskih svojstava i prinosa

Berba salate obavljena je selektivno, u 2 navrata u razmaku od 7 dana, 6. i 13. lipnja. Berba je
obavljena ru¢no nozem, rezom u zoni korijenovog vrata. Prilikom berbe na 6 rozeta svake
obracunske parcele obavljena je analiza morfoloskih svojstava rozete. Mjereni su promjer i
visina rozete, ukupna masa rozete prije primarne dorade (biomasa) i masa rozete nakon
dorade (trZzna masa) temeljem kojih je utvrden randman koji predstavlja udio trznog dijela
rozete u ukupnoj biomasi. Na temelju podataka o trznoj masi rozete i gustoci sklopa izracunat
je prinos salate ovisno o primijenjenoj formulaciji biopolimernih mikrocestica.

Statisticka obrada rezultata provedena je statistickim programom MSTAT-C. Razlike izmedu
prosjecnih vrijednosti promatranih svojstava analizirane su analizom varijance (ANOVA), a
utvrdene znacajne razlike izmedu prosjec¢nih vrijednosti testirane su LSD testom, na razini
znacajnosti p<0,05 i p<0,01.

3.4. Kemijske analize

U laboratoriju Zavoda za kemiju SveuciliSta u Zagrebu Agronomskog fakulteta napravljene su
kemijske analize kako bi se odredio sadrzaj suhe tvari i bioaktivnih tvari (ukupni klorofil, ukupni
polifenoli i ukupni flavonoidi) te antioksidacijska aktivnost.

3.4.1. Priprema uzorka salate

Neposredno nakon berbe salate u Zavod za kemiju dostavljeni su reprezentativni uzorci (3
rozete) svakog tretmana na kemijsku analizu. Tri rozete salate sa svake obracunske parcele su
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poprecno narezane na Cetvrtinke. Po jedna cetvrtinka svake od tri rozete koristena je za
pripremu reprezentativnog uzorka homogenizacijom u laboratorijskom homogenizatoru (60
sekundi). Nakon primarne homogenizacije, u uzorcima je utvrden je sadrzaj suhe tvari i
ukupnog klorofila, a 30 g uzorka dalje je ekstrahirano u laboratorijskom mlinu sa 100 mL 96 %-
tnog etanola kroz 30 sekundi. Ekstrakti (slika 3.3.1) su zatim profiltrirani kroz Whatman no.4
filter papir te dopunjeni do oznake s otapalom (destilirana voda). Pripremljeni ekstrakti
koriSteni su za utvrdivanje ukupnih klorofile, polifenola i flavonoida te antioksidacijske
aktivnosti.

Slika 3.3.1. Kemijska analiza uzoraka
Snimio: Filip Haramija

3.4.2. Suha tvar

Suha tvar je odredena u halogenom vlagomjeru (slika 3.3.2.). Priprema uzoraka listova salate
svakog tretmana obuhvadala je: pranje destiliranom vodom, brisanje papirnatim ruénicima i
usitnjavanje u mikseru. Po pet grama pripremljenih uzoraka suseno je u halogenom
vlagomjeru do konstantne mase, a koli¢ina suhe tvari prikazana je kao udio (%) u ukupnoj masi
uzorka.

Slika 3.3.2. Halogeni vlagomjer za utvrdivanje koli¢ine suhe tvari
Snimio: Filip Haramija
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3.4.3. Ukupni klorofil

Metoda odredivanja ukupnih klorofila se temelji na ekstrakciji pigmenata s 80%-tnim
acetonom. Intenzitet nastalog obojenja se mjeri spektrofotometrijski pri 663 i 645 nm, a
kvantificira se prema jednadZzbama od Huang i sur. (2007). Odvaze se 0,1 g homogenizirane
salate i doda 25 mL 80%-tnog acetona te se vorteksira 2 minute. Nakon ekstrakcije, ekstrakt
se filtrira kroz Whatman no.4 filter papir i dopuni s otapalom do oznake. Priprema ekstrakata
i mjerenja se provode u triplikatima, a rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost mg-g™* suhe
tvari (ST).

3.4.4. Ukupni polifenoli

Ukupni polifenoli odredeni su pomodu Folin Ciocalteu metode. Ekstrakt salate od 0,1 ml
pomijeSano je s 7,9 ml destilirane vode, 0,5 ml Folin Ciocalteu reagensa i 1,5 ml 20 %-tnog
natrijevog karbonata. Folin Ciocalteu reagens je razrijeden s vodom u omjeru 1:2. Dobivena
mjesSavina se vorteksira te se ostavi stajati 2 sata na sobnoj temperaturi kako bi se reakcija
provela u potpunosti. Opticka gusto¢a mjerena je spektrofotometrom na 765 nm dok su
rezultati izraZeni u mg ekvivalenata galne kiseline (mg EGK g ST)(Jatoi i sur. 2017).

3.4.5. Ukupni flavonoidi

Odredivanje ukupnih flavonoida provodi se tako da se u tikvicu od 10 mL doda 1 mL uzorka, 4
mL vode te 300 uL otopine natrijevog nitrita (0,5 g dm3), vorteksira i ostavi stajati 5 minuta,
nakon ¢ega se doda 300 pL otopine aluminijevog klorida (1 g dm3). Nakon 6 minuta, doda se
2 mLNaOH (1 mol dm3) te se do oznake nadopuni destiliranom vodom. Rezultati se izraZavaju
kao mg ekvivalenata kvercetina (mg KE g* ST).

3.4.6. Antioksidacijska aktivnost

Kod mjerenja antioksidacijske aktivnosti koristila se ABTS metoda. Ova metoda se koristi za
odredivanje sposobnosti uklanjanja radikala (Pregiban, 2017). Antioksidacijska aktivnost
odredena je pomocu ABTS (2,2'-azino—bis (3-etilbenzotiazolin—6—sulfonske kiseline))
reagensa (Jatoi i sur. 2017), a rezulati su izrazeni u umol ekvivalenata troloksa (ET) po gramu
suhe tvari (umol ET-g ST)
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4. Rezultati istrazivanja i rasprava

4.1. Morfoloska svojstva

U tablici 4.1.1. prikazan je utjecaj tretmana na visinu i promjer rozete salate. Visina salate bila
je pod znacajnim utjecajem biopolimernih mikrocestica. Znacajno veca visina salate izmjerena
je kod kontrole (19,7 cm), dok je kod primjene kapsula Cu-c izmjerena znacajno manja visina
salate (18,0 cm). Ostali tretmani rezultirali su statisti¢ki podjednakom visinom rozete. Ovisno
o tretmanu, utvrdena je standardna devijacija u rasponu od 0,00 do 1,53. U promjeru salate
nisu utvrdene znacajne razlike izmedu testiranih tretmana i kontrolne varijante. Najvece
odstupanje od srednje vrijednosti (standardna devijacija) zabiljezeno je pri tretmanu CaTv
mikrosferama (st.dev.=2,52), dok pri primjeni alginat/kitozan mikrokapsula odstupanja nisu
utvrdena.

Tablica 4.1.1. Utjecaj biopolimernih mikrokapsula na visinu (cm) i promjer (cm) salate.

Tretman Visina (cm) Promjer (cm)
Ca 19,3°*+ 1,15 24,0 £2,00
Cu 18,7+ 0,58 23,0+£1,00
CaTv 19,3%+ 1,53 24,3 £2,52
CuTv 18,7%+ 0,58 24,7 £2,08
Ca-c 19,3%"+ 1,53 24,0 £ 1,00
Cu-c 18,0+ 0,00 23,7 £0,58
CaTv-c 18,7°*+ 0,58 24,0+ 0,00
CuTv-c 19,3+ 0,58 24,3+0,31
Tv 19,33+ 0,58 24,0+1,00
K 19,77+ 0,58 24,3 +1,53
LSD ;<0,05 1,446 n.s.

Ca — alginat mikrosfere sa Ca?*; Cu — alginat mikrosfere sa Cu?*; CaTv — alginat mikrosfere sa Ca%"i T. Viride;
CuTv — alginat mikrosfere sa Cu?* i T. viride; Ca-c — alginat/kitozan mikrokapsule sa Ca%*; Cu-c — alginat/kitozan
mikrokapsule sa Cu?*; CaTv-c — alginat/kitozan mikrokapsule sa Ca®* i T. viride; CuTv-c — alginat/kitozan
mikrokapsule sa Cu?* i T.viride; Tv - spore T. Viride; K — kontrola bez primjene mikrosfera ili mikrokapsula
Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima (a, b) se znacajno razlikuju prema LSD testu; p<0,05.

n.s. —izmedu vrijednosti unutar stupca nema signifikantnih razlika

Spevec (2016) u istrazivanju proizvodnje salate u hidroponu i akvaponu navodi visinu glavice
sorte 'Great Lakes' 18,1 cm i sorte 'Vegorka' 16,3 c¢cm, Sto su nesto manje vrijednosti od
utvrdenih u ovom diplomskom radu sa salatom u tipu batavije.

Ali i sur. (2017) u istrazivanju utjecaja gnojidbe dusikom i sklopa biljaka na rast i razvoj salate
'Grand Raphids' utvrdili su visinu glavice u rasponu od 20,17 do 35,05 cm sa signifikantnim
razlikama medu testiranim faktorima i njihovim interakcijama. Sve utvrdene vrijednosti bile
su viSe od visine rozete salate u ovom diplomskom radu.
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4.2. Prinos salate

Statistickom analizom podataka (ANOVA, jednofaktorajalni model) nisu utvrdene znacajne
razlike u prinosu biomase salate (p<0,05). Relativno najveci prinos biomase salate (tablica
4.2.1.) utvrden je kod tretmana Tv (824,7 g) i CaTv (822 g). Relativno najmanju biomasu imao
je tretman Cu-c (747,3 g). Takoder, primjenom biopolimernih mikrocestica nisu utvrdene
znacajne razlike u trznoj masi salate. Relativno najveca trzna masa utvrdena je kod tretmana
Tv (726,3 g), a najmanja kod tretmana CaTv-c (623,3 g). Kod svih tretmana osim kod CaTv-c
utvrdene su niZe vrijednosti standardne devijacije za trznu masu u odnosu na biomasu.
Vrijednosti standardne devijacije biomase ukazuju na ujednacenost razvijenosti rozete u
tehnoloskoj zrelosti. U randmanu (%) koji prikazuje udio trinog dijela rozete u ukupnoj biomasi
uzgojene salate, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike pri primjeni biopolimernih
mikrocestica. Relativno najveci randman primjetan je kod tretmana CuTv (89,8 %), dok je
najmanji izmjeren kod tretmana CaCTv (83,1 %). Odstupanja od srednjih vrijednosti randmana
bila su u rasponu od svega 0,10 kod tretmana Tv do 6,99 kod tretmana CuTv.

Tablica 4.2.1.Utjecaj biopolimernih kapsula na biomasu, trznu masu te randman rozete

salate

Tretman Biomasa (g) TrZna masa (g) Randman (%)
Ca 751,3+£51,33 654,7+ 46,76 87,1+1,34
Cu 795,0 £ 65,09 683,31+ 12,22 86,3+5,49
CaTv 822,0+ 132,28 701,7+91,39 85,9+ 3,29
CuTv 778,0+ 141,81 692,0+ 81,96 89,8+ 6,99
Ca-c 760,3+90,52 658,3 £ 69,87 86,8+ 5,47
Cu-c 747,31+ 43,00 653,31 36,02 87,4+ 1,96
CaTv-c 749,31+ 42,34 623,3+ 85,70 83,1+8,72
CuTv-c 777,3+ 172,77 682,7 £ 153,47 87,8+0,74
Tv 824,7+116,42 726,31+ 102,07 88,1+0,10
K 748,01 164,17 662,3+ 136,62 88,7+1,32
LSD p<0,05 n.s. n.s. n.s.

Ca — alginat mikrosfere sa Ca2+; Cu — alginat mikrosfere sa Cu2+; CaTv — alginat mikrosfere sa Ca2+i T. Viride;
CuTv — alginat mikrosfere sa Cu2+ i T. viride; Ca-c — alginat/kitozan mikrokapsule sa Ca2+; Cu-c — alginat/kitozan
mikrokapsule sa Cu2+; CaTv-c — alginat/kitozan mikrokapsule sa Ca2+ i T. viride; CuTv-c — alginat/kitozan
mikrokapsule sa Cu2+ i T.viride; Tv - spore T. Viride; K — kontrola bez primjene mikrosfera ili mikrokapsula
n.s. —izmedu vrijednosti unutar stupca nema signifikantnih razlika

Prinos salate bio je u rasponu od 5,28 do 6,82 kg:-m~ i bio je pod zna¢ajnim utjecajem tretmana
mikrocesticama (grafikon 4.2.1.). Statistickom analizom podataka utvrdeno da je primjenom
tretmana Tv ostvaren znaéajno veci prinos (6,82 kg:-m) u odnosu na tretmane mikro¢esticama
Ca-c (5,48 kg-m2) te CaTv-c (5,28 kg:-m2). Kod tretmana Tv zabiljeZena je i najveéa vrijednost
standardne devijacije medu tretmanima (1,45). Prinosi ostaih testirnih tretmana bili su
statisti¢ki podjednaki. Na kontrolnim parcelama ostvaren je prinos od 6 kg:-m2 uz standardnu
devijaciju 0,29.
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Grafikon 4.2.1. Utjecaj biopolimernih mikrocestica na prinos salate

Ca — alginat mikrosfere sa Ca2+; Cu — alginat mikrosfere sa Cu2+; CaTv — alginat mikrosfere sa Ca2+i T. Viride;
CuTv — alginat mikrosfere sa Cu2+ i T. viride; Ca-c — alginat/kitozan mikrokapsule sa Ca2+; Cu-c — alginat/kitozan
mikrokapsule sa Cu2+; CaTv-c — alginat/kitozan mikrokapsule sa Ca2+i T. viride; CuTv-c — alginat/kitozan
mikrokapsule sa Cu2+ i T.viride; Tv - spore T. Viride; K — kontrola bez primjene mikrosfera ili mikrokapsula
Vrijednosti oznacene razlic¢itim slovima (a, b) se znacajno razlikuju prema LSD testu; p<0,05.

Heimler i sur. (2011) u usporednom istrazivanju konvencionalne, ekoloske i biodinamicle
proizvodnje salate 'Batavia red Mohican' navode kako je spomenuta sorta u konvencionalnom
uzgoju ostvarila prosje¢an prinos od 2,89 kg m=.

Aliisur. (2017) uistrazivanju utjecaja gnojidbe dusikom i sklopa u uzgoju salate navode prinos
od 16,79 do 31,31 t ha'l, $to je znadajno manje od prinosa salate ostvarenog u istraZivanju za
potrebe ovog diplomskog rada.

4.3. Suhatvar

Iz grafikona 4.3.1. vidljive su znacajne razlike u udjelu suhe tvari salate s obzirom na testirane
tretmane. SadrzZaj suhe tvari bio je u rasponu od 5,77 do 7,07 %. Primjenom spora Trichoderma
viride utvrdena je znacajno veca koli¢ina suhe tvari (7,07 %) u listovima salate nego kod
primjene ostalih tretmana. Kod istog je tretmna utvrdena i najveéa vrijednost standardne
devijacije (1,03).

Prema istraZivanju Skvorc (2017) u ekolo$kom uzgoju salate uz primjenu pripravaka za ja¢anje
biljaka (tradicionalni preparati od koprive i gaveza), najveca koli¢ina suhe tvari bila je 4,95 %.
Navedeni sadrzaj suhe tvari je manji od utvrdenog u ovom diplomskom radu kod svih tretmana
mikrocesticama kao i kontrolnom tretmanu.
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Slamet i sur. (2017) su prilikom primjene razlicitih organskih gnojiva u proizvodnji salate
utvrdili sadrzaj suhe tvari u rasponu od 5,56 do 6,98 %, sto je u skladu s rezultatima ovog
istrazivanja.
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Grafikon 4.3.1. Utjecaj biopolimernih mikrocestica na koli¢inu suhe tvari u listovima salate

Ca — alginat mikrosfere sa Ca2+; Cu — alginat mikrosfere sa Cu2+; CaTv — alginat mikrosfere sa Ca2+i T. Viride;
CuTv — alginat mikrosfere sa Cu2+ i T. viride; Ca-c — alginat/kitozan mikrokapsule sa Ca2+; Cu-c — alginat/kitozan
mikrokapsule sa Cu2+; CaTv-c — alginat/kitozan mikrokapsule sa Ca2+ i T. viride; CuTv-c — alginat/kitozan
mikrokapsule sa Cu2+ i T.viride; Tv - spore T. Viride; K — kontrola bez primjene mikrosfera ili mikrokapsula
Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima (a, b) se znacajno razlikuju prema LSD testu; p<0,05.

4.4. Ukupni klorofil

U grafikonu 4.4.1. prikazana je koli¢ina ukupnog klorofila u lis¢u salate ovisna o primijenjenim
mikroesticama, u rasponu od 1388 do 1986 pg-g* ST. Izmedu tretmana utvrdena je visoko
signifikantna razlika u sadrZzaju ukupnog klorofila. Najveca koli¢ina ukupnog klorofila ostvarena
je kod tretmana Ca-c (1986 pg-g* ST), Ca (1862 pg-g™* ST), CuTv (1817 pg-g* ST), CaTv-c (1839
ng-g! ST) te CuTv-c (1884 pg-g? ST). Kod kontrole (1388 pg-g™* ST) te tretmana Tv (1438 pg-g
1ST)iCu-c (1522 pg-g* ST) zabiljeZen je znaajno maniji sdrzaj ukupnog klorofila. Kod tretmana
Ca-c zabiljeZzena je i najveca vrijednost standardne devijacije (199,94), dok je kod kontrolnih
biljaka koje su sadrzavale najmanje klorofila utvrdea i najmanja standardna devijacija (33,71).

Mampbholo i sur. (2016) utvrdili su koli¢inu ukupnog klorofila od 2980 mg-g* ST u salati tip
batavije, Sto je znatno viSe od utvrdene koli¢ine ukupnog klorofila u ovom diplomskom radu.
Slamet i sur (2017) u istrazivanju utjecaja gnojidbe dusikom na sastavnice fotosinteze, navode
prosje¢nu koli¢inu ukupnog klorofila od 0,770 mg-g* ST, $to je mnogo manje od dobivenih
rezultata u ovom diplomskom radu. Sliénu vrijednost ukupnog klorofila (0,9 mg-g* svjeze tvari)
u liS¢u rige navode Toth i sur. (2018).
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Grafikon 4.4.1. Utjecaj biopolimernih mikrocestica na koli¢inu klorofila u listovima salate
Ca — alginat mikrosfere sa Ca2+; Cu — alginat mikrosfere sa Cu2+; CaTv — alginat mikrosfere sa Ca2+i T. Viride;
CuTv — alginat mikrosfere sa Cu2+ i T. viride; Ca-c — alginat/kitozan mikrokapsule sa Ca2+; Cu-c — alginat/kitozan
mikrokapsule sa Cu2+; CaTv-c — alginat/kitozan mikrokapsule sa Ca2+i T. viride; CuTv-c — alginat/kitozan
mikrokapsule sa Cu2+ i T.viride; Tv - spore T. Viride; K — kontrola bez primjene mikrosfera ili mikrokapsula
Vrijednosti oznacene razlic¢itim slovima (A, B) se znacajno razlikuju prema LSD testu; p<0,01.

4.5.  Ukupni polifenoli

U sadrzaju ukupnih polifenola u listovima salate utvrdene su visoko signifikantne razlike
izmedu tretmana (grafikon 4.5.1.). Statisticki jednaka, najveca koli¢ina polifenola u listovima
salate utvrdena je kod primjene Ca (4,58 mg EGK-g ST), Cu (4,33 mg EGK-g ST), CaTv (4,39
mg EGK-g! ST), Ca-c (4,39 mg EGK-g? ST), CaTv-c (3,98 mg EGK-g* ST) te CuTv-c (4,16 mg
EGK-g* ST) mikrolestica. Najmanja koli¢ina polifenola utvrdena kod primjene Tv (3,49 mg
EGK-g* ST), znadajno je manja nego pri primjeni Cetiri tretmana koji su rezultirali najve¢om
koli¢inom polifenola u listovima salate.

Romani i sur. (2002) u istrazivanju ukupnih polifenola u salati navode vecu koli¢inu ukupnih
polifenola u uzgoju na otvorenom nego u plasteniku. Uzgojem na otvorenom koli¢ina ukupnih
polifenola je ovisno o starosti biljaka bila u rasponu od 1,35 do 3,37 mg g''svjeZe tvari dok je
kod uzgoja salate u zastiéenom prostoru utvrdeno izmedu 0,808 do 2,86 mg g svjeie
tvari.Najbogatije polifenolima bile su biljke 5 dana nakon presadivanja.

Heimler i sur. (2011) kod razli¢itih sustava uzgoja salate navode razlicite kolicine ukupnih
polifenola: 1,76 mg EGK-g* svjeZe tvari u konvencionalnom sustavu proizvodnje, 2,07 mg
EGK-g?! svjeZe tvari u ekoloskom sustavu i 2,36 mg EGK-g?! svjeZe tvari u biodinami¢kom
sustavu proizvodnje. Toth i sur. (2018) utvrduju manji sadrzaj ukupnih fenola u listovima rige
u rasponu od 1,35 do 1,74 mg EGK-g* svjeZe tvari.
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Grafikon 4.5.1. Utjecaj biopolimernih mikrocestica na koli¢inu ukupnih polifenola u listovima

salate
Ca — alginat mikrosfere sa Ca2+; Cu — alginat mikrosfere sa Cu2+; CaTv — alginat mikrosfere sa Ca2+i T. Viride;
CuTv — alginat mikrosfere sa Cu2+ i T. viride; Ca-c — alginat/kitozan mikrokapsule sa Ca2+; Cu-c — alginat/kitozan
mikrokapsule sa Cu2+; CaTv-c — alginat/kitozan mikrokapsule sa Ca2+ i T. viride; CuTv-c — alginat/kitozan
mikrokapsule sa Cu2+ i T.viride; Tv - spore T. Viride; K — kontrola bez primjene mikrosfera ili mikrokapsula
Vrijednosti oznacene razlic¢itim slovima (A, B) se znacajno razlikuju prema LSD testu; p<0,01.

4.6. Ukupni flavonoidi

Primjena biopolimernih mikrocéestica u uzgoju salate znacajno je utjecala i na koli¢inu ukupnih
flavonoida. Tako su kod primjene Ca (9,65 mg EK-g* ST), Ca-c (9,45 mg EK-g! ST), te CuTv-c
(9,55 mg EK-g* ST) mikrocestica, utvrdene znaéajno vece vrijednosti u odnosu na primjenu
tretmana CuTV, Cu-c, Tv i kontrolnu varijantu (tablica 4.5.1.). Najniza koli¢ina polifenola
utvrdena primjenom tretmana Tv (7,44 mg EK-g-1 ST). Vrijednosti standardne devijacije bile
su rasponu od 0,071 kod CaTv-c do 0,844 kod CuTv-c.

U istraZivanju Fan (2013) utvrden je koli¢ina flavonoida u proizvodnji vise sorata salate.
Koli¢ina flavonoida u salati uzgajanoj u kontrolnim uvjetima (18/14 °C dan/no¢) bila je izmedu
4,29i116,14 mg EK-g%, dok je pod utjecajem temperaturnog stresa (28/20 °C dan/no¢) koli¢ina
flavonoida porasla i bila u rasonu od 12,89 do 29,24 mg EK-g™* ST.

Romani i sur. (2002) utvrdili su sadrzaj ukupnih flavonoida u salati u uzgoju na otvorenom i u
zasticenom prostoru. Ukupni sadrzaj flavonoida bio je u rasponu od 0,239 do 0,530 mg g*
svjeze tvari, Sto je znacajno manje u odnosu na dobivene rezultate u ovom diplomskom radu.

Heimler isur (2011) kod razlicitih sustava uzgoja salate (konvencionalni, organski i biodimacki)
utvrduju znacajne razlike izmedu testiranih sustava. Najniza koli¢ina flavonoida (1,09 mg g™*
svjeze tvari). utvrdena je u salati iz konvencionalnog uzgoja. Salata iz organskog, odnosno
biodinamickog uzgoja bila je bogatija flavonoidima, a utvrdene koli¢ine su iznosile 1,23 mg g’
1, odnosno, 1,39 mg g svjeZe tvari.
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Zdravkovic¢ i sur. (2014) su utvrdili kako koli¢ina ukupnih fenola kod razli¢itih sorata salate
varira od 68,87 + 0,55 ('‘Emerald' u stakleniku) do 78,98 + 0,67 mg GAE-g! ST ('Neva' u
plasteniku). Istovremeno je koli¢ina flavonoida bila u rasponu od 27,87 + 1.03 ('Neva' u
stakleniku) do 35,45 + 0,95 mg RU-g* ST ('Emerald' u stakleniku).
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Grafikon 4.6.1. Utjecaj biopolimernih mikrocestica na flavonoide u salati
Ca —alginat mikrosfere sa Ca2+; Cu — alginat mikrosfere sa Cu2+; CaTv — alginat mikrosfere sa Ca2+i T. Viride;
CuTv — alginat mikrosfere sa Cu2+ i T. viride; Ca-c — alginat/kitozan mikrokapsule sa Ca2+; Cu-c — alginat/kitozan
mikrokapsule sa Cu2+; CaTv-c — alginat/kitozan mikrokapsule sa Ca2+ i T. viride; CuTv-c — alginat/kitozan
mikrokapsule sa Cu2+ i T.viride; Tv - spore T. Viride; K — kontrola bez primjene mikrosfera ili mikrokapsula
Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima (A, B) se znacajno razlikuju prema LSD testu; p<0,01.

4.7. Antioksidacijska aktivnost

Utvrdene su visoko signifikantne razlike u antioksidacijskoj aktivnosti izmjerenoj ABTS testom
medu primijenjenim tretmanima. Najveca antioksidacijska aktivnost utvrdena je kod primjene
mikrosfera Ca (21,92 umol ET-g* ST) i mikrokapsula CaTv-c (19,53 pumol ET-g! ST). Znadajno
manja bila je kod primjene suspenzije spora Tv (14,58 umol ET-g* ST) i mikrokapsula CuTv-c
(16,18 umol ET-g* ST). Antioksidacijska aktivnost biljaka uzgojenih bez primjene mikrolestica
iznosila je 16,93 umol ET-g! ST i bila statisticki podjednaka sa svim tretmanima osim sa
tretmanom mikrosferama Ca. Najveda vrijednost standardne devijacije (1,885) utvrdena je za
tretman CuTv-c, dok je najmanja (0,084) uzvrdena za tretman Tv.

Gan i Azrina (2016) utvrduju antioksidacijsku aktivnost kod razli¢itih sorata salate Cija je
vrijednost bila u rasponu od 775,55 do 4485,41 ECso (ug ml?).

Zdravkovi¢ i sur. (2014) su zapazili da sorte salate uzgajane u stakleniku imaju nesto veci
sadrzaj L-askorbinske kiseline od istih sorti iz plastenika. Navode kako visok sadrzaj fenolnih
komponenti uzrokuje dobre antioksidativne osobine u svim testiranim sortama.
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Boo i sur. (2011) su utvrdili kako se porastom temperature tijekom uzgoja salate sa 13/10 °C
(dan/noé) na 30/25 °C antioksidacijska aktivnost (DPPH) smanjila sa 60,18 na 5,87 pmol ET-g*
ST. Antioksidacijska aktivnost se neznatno smanjila pri promjeni temperature sa 13/10 °C na
20/13 °C, dok je najvedi pad zabiljezen pri promjeni sa 25/20 °C na 30/25 °C.

Prilikom testiranja razliCitih tipova salate (iceberg, romaine, continental, red oak leaf i lollo
rosso) te endivije (escariole) Llorach i sur. (2008) utvrdili su raspon antioksidacijske aktivnosti
(ABTS) od 61,3 + 5,4 kod iceberg salate do 647,8 + 16,3 mg ET 100 g svjeZe tvari kod lollo
rosso salate. Kod endivije je antioksidacijska aktivnost iznosila 93,4 £+ 9,5 mg ET 100 g-1 svjeze
tvari.
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Grafikon 4.7.1. Utjecaj biopolimernih mikrocestica na antioksidacijsku aktivnost listova salate
Ca — alginat mikrosfere sa Ca2+; Cu — alginat mikrosfere sa Cu2+; CaTv — alginat mikrosfere sa Ca2+i T. Viride;
CuTv — alginat mikrosfere sa Cu2+ i T. viride; Ca-c — alginat/kitozan mikrokapsule sa Ca2+; Cu-c — alginat/kitozan
mikrokapsule sa Cu2+; CaTv-c — alginat/kitozan mikrokapsule sa Ca2+ i T. viride; CuTv-c — alginat/kitozan
mikrokapsule sa Cu2+ i T.viride; Tv - spore T. Viride; K — kontrola bez primjene mikrosfera ili mikrokapsula
Vrijednosti oznacene razlic¢itim slovima (a, b) se znacajno razlikuju prema LSD testu; p<0,01.
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5. Zakljucak

Temeljem istraZivanja ucinka mikroinkapsuliranih aktivnih tvari na morfoloska svojstva i prinos
te sadrzaj bioaktivnih spojeva i antioksidacijsku aktivnost moze se zakljuditi:

- primjenom razli¢itih formulacija biopolimernih mikrocestica nisu ostvarene znacajno
vece vrijednosti morfometrijskih svojstava rozete (visina, promjer, biomasa, trzna
masa) i prinosa salate u odnosu na kontrolni tretman bez primjene mikrocestica;
relativno najpovoljniji utjecaj na promatrana svojstva imala je primjena spora
Trichoderme viride suspendiranih u fizioloskoj otopini u koncentraciji 0,9 %,

- primjena spora Trichoderme viride suspendiranih u fizioloSkoj otopini rezultirala je
znacajno vec¢om koli¢inom suhe tvari (7,07 %) u listovima salate u odnosu na druge
tretmane biopolimernim mikrocesticama i kontrolu (od 5,68 do 6,20 %),

- najveca koli¢ina ukupnog klorofila, ukupnih polifenola i ukupnih flavonoida te najveca
antioksidacijska aktivnost u listovima salate ostvarena je primjenom alginat mikrosfera
koje su sadrzavale Ca®* ione (Ca) i alginat/kitozan mikrokapsula koje su sadrzavale Ca%*
ione i spore Trichoderme viride (CaTv-c),

- alginat/kitozan mikrokapsule koje su sadriavale Ca?* (Ca-c) i alginat/kitozan
mikrokapsule koje su sadrzavale Cu?* ione i spore Trichoderme viride takoder su
rezultirale najve¢om kolicinom ukupnog klorofila, ukupnih polifenola i ukupnih
flavonoida, ali ne i najve¢om antioksidacijskom aktivnosti,

Na temelju ostvarenih rezultata, primjena biopolimernih mikroc¢estica moze se preporuciti u
proljethom roku uzgoja salate na otvorenome s ciliem povedéanja koli¢ine fitokemikalija.
Ujedno je potrebno nastaviti istrazivanje primjene biopolimernih mikrocestice na dostupnom
sortimentu u razli¢itim rokovima uzgoja, odnosno, agroekoloskim uvjetima.
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