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1. UVOD

Sunceva svjetlost glavni je pokreta¢ metabolizma u autotrofnih biljaka u kojima se pomoc¢u
vode, mineralnih tvari i ugljikova dioksida sintetiziraju organski spojevi i kisik. Sve biljke
imaju mogucénost primanja elemenata esencijalnih za njihov rast i razvoj iz tla i vode. Takvih
je elemenata 17 te su podijeljeni u makroelemente i mikroelemente (Pevalek-Kozlina, 2003).
Povecanjem ljudske populacije, a time i vecom potrebom ljudi za proizvodnjom hrane,
uzastopno se na istom prostoru uzgajaju iste ili razlicite poljoprivredne kulture. Tim se
postupcima tla iscrpljuju i osiromaSuju te ih je potrebno "umjetno™ obogatiti odnosno
osigurati hranjive tvari u dovoljnim koli¢inama. Razli¢iti su naéini putem kojih
poljoprivrednici i relevantni stru¢njaci pristupaju tom problemu. Najcesce se problem
osiromasenog odnosno iscrpljenog tla rjeSava primjenom mineralnih gnojiva koja u idealnim
omjerima hranjivih elemenata doprinose poveéanju prinosa, poboljSanju kvalitete proizvoda
te ubrzavaju rast doti¢ne kulture. Mineralna gnojiva moguce je dodati u tocno odredenoj
koli¢ini te to¢no onaj element za koji se utvrdi manjak u tlu, a time i njegova slabija
dostupnost biljci. Nazalost, zbog prekomjerne uporabe mineralnih gnojiva dolazi do
povecéanja sadrzaja istih u tlu te njegovog ispiranja u dublje slojeve Sto naruSava ravnotezu
mineralnih tvari u tlu i uzrokuje onecis¢enje okoliSa te izvora pitke vode. Naime, biljke
apsorbiraju samo manju koli¢inu dodanih mineralnih tvari a ostatak odlazi u dublje slojeve
tla. Glavni onecistaci koji potjecu od prekomjerne upotrebe mineralnih gnojiva su dusik i
fosfor (Savci, 2012; Adetunji, 1994).

Brojna istrazivanja o Stetnosti koriStenja mineralnih gnojiva potaknula su stru¢njake na
istrazivanja o alternativnim izvorima prihrane i poboljsanja kvalitete tla. Poboljsivaci tla
prema definiciji nisu namijenjeni ishrani biljaka ve¢ poboljSanju fizikalnih i/ili kemijskih
svojstava i/ili bioloSke aktivnosti tla (NN 163/2003). Danas na trZiStu postoje mnogi
zanimljiv je ekonomski aspekt takvih poboljsivaca - smanjenje upotrebe skupih sintetskih
gnojiva, izbjegavanje visokih troskova odlaganja otpada te troSkovi naknada za proizvedeni i
neiskoriSteni otpad no s druge strane i ekoloski aspekt - smanjenje potreba za odlagaliStima,
recikliranje otpada, manja Stetnost za okoliS. Prije KkoriStenja otpada kao poboljSivaca tla
potrebno je napraviti opsezna istrazivanja o njihovom ekoloSkom, zdravstvenom i estetskom
utjecaju na okolis kako bi se utvrdilo jesu li takvi otpadi neskodljivi za Zivi svijet te imaju i
oc¢ekivane pozitivne ucinke.

Poboljsivaci tla mogu biti anorganskog i organskog podrijetla. Elektropeéna troska se prema

svom kemijskom sastavu i utjecaju na kvalitetu tla svrstava se u anorganske poboljSivace tla.
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1. UVOD

Dobiva se tijekom taljenja oksida u procesu proizvodnje Celika u elektrolu¢nim pecima.
Ispitivanjem eluata uzoraka elektropeéne troske odreden joj je elementarni i fazni sastav,
morfologija i sadrzaj teSkih metala te je utvrden stabilan kemijski sastav. Dopusteno ju je
odloziti na odlagaliStima za neopasni otpad, a njena primjena u drugim industrijskim granama
moguca je bez Stetnih posljedica (Sofili¢ i Brnardi¢, 2013). Troska ima dugu tradiciju
upotrebe u Njemackoj kao i u drugim razvijenim industrijskim zemljama (Motz i Geiseler,
2001). Prvenstveno se koristi u cestogradnji, u proizvodnji cementa i gradevinarstvu. Tijekom
19. i 20. stoljec¢a velikom proizvodnjom ¢elika proizvodilo se i sve viSe troske koja se pocela
koristiti i kao izvor fosfora i Zeljeza u uzgoju agrokultura te se u te svrhe koristi i danas.
Nacionalno udruzenje za trosku Kanade i SAD-a je 1998. g. objavilo detaljna istrazivanja 45
proizvodaca troske, dobivene pri proizvodnji Celika u elektroluénim pecima, kojima se
pokuSao procijeniti moguc¢i rizik koriStenja troske kao gnojiva ili punila za ceste. Tim je
istrazivanjima utvrdeno da se metali iz troske postepeno oslobadaju u okoli§ te da ne
predstavljaju rizik za biljke (kopnene i vodene), zivotinje te zdravlje ljudi (Wintenborn i
Green, 1998).

Troska obogacuje tlo mineralnim tvarima. Dobar je 1 jeftin izvor zeljeza, fosfora, magnezija,
kalcija, kalija te mnogih mikroelemenata kao $to su mangan, bor, molibden, cink i bakar.
Jedan od glavnih sastojaka troske su kalcijev i magnezijev oksid koji u reakciji s vodom
stvaraju hidroksid te ¢ine trosku luznatom. Njezinim dodavanjem u tlo rjeSava se ogroman
svjetski problem kiselih tala jer se dodatkom troske povecava i pH vrijednost tla. Jedan od
gorucih problema u poljoprivredi je svakako manjak i slaba dostupnost fosfora u tlu. Troska
svojim posebnim sastavom pozitivno utje¢e na njegovu dostupnost. Naime, velike koli¢ine
silicija iz troske zamjenjuju mjesta s fosforom (Kristen i Erstad, 1996) i na taj se nacin fosfor
otpusta u otopinu tla u obliku dostupnom biljci. S druge strane, aluminij, kalcij i Zeljezo iz
troske s fosforom stvaraju spojeve vece topivosti (Shen i sur., 2011). Troska takoder
mobilizira teSke metale u tlu djelomi¢no povecanjem pH vrijednosti tla, a djelomi¢no
stvaranjem stabilnih spojeva s teSkim metalima (Kumpiene i sur., 2008). Troska zbog velikog
udjela silicija te njegovog nakupljanja u stanicama ¢ini biljke otpornijima na napade patogena
i bolesti (to posebice vrijedi za biljke poput rize kojima je Si esencijalni element) te smanjuje
stres nastao promjenama u okoliSu. Vrijednost troske u agronomskom smislu varira ovisno o
biljnoj vrsti, tipu tla te klimatskim promjenama. UspjeSna upotreba troske uocena je kod rasta
I prinosa krumpira (Wang i Cai, 2006), uroda rize i Se¢erne trske (Anderson i sur., 1987),
suncokreta (Gaspar, 2010) i mnogih drugih kultura. Pozitivan ucinak troske uvelike ovisi o

njenom sastavu koji varira ovisno o proizvodacu celika, odnosno o izvoru Fe u proizvodnji
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1. UVOD

Celika. Elektropecna troska u prosjeku sadrzi 25-45% CaO, 10-35% Fe,0O3, 10-18 SiO,, 4-
13% MgO, 1-8% Mn,03;, 2-8% Al,03, manje od 1% P,0s5, K,O i Na kao i elemente u
tragovima (Yildirim i Prezzi, 2011). Prema Rastovéan-Mio¢ i sur. (2009) uzorak elektropecne
troske iz Zeljezare Sisak (ABS Sisak doo), koja je koristena u ovom radu, sadrzi 30% Fe,0s,
33% CaO, 8% CaCO3, 11% SiO,, 8% MgCO3, 0,496% MnO,, 1,8% Al,03, 0,031% P,0s,
0,06% K,O i 0,06% Na,O, kao i neke teSke metale u tragovima (Cu, Zn, Pb, Cr, Mo, Cd,
Hg), s pH vrijednosti 11,91. Istrazivanja su takoder pokazala da ta troska ne sadrzi
radioaktivne tvari iznad grani¢nih vrijednosti koncentracija (Rastov¢an-Mio¢ i sur., 2002).
Potencijalna fitotoksi¢nost troske slabo je istrazivana. Dugogodis$nji utjecaj teSkih metala iz
troske, vanadija i kroma, ispitivali su Kuhn i sur. (2006) te su dokazali da niti jedan od tih
teSkih metala nisu negativno utjecali na rast, prinos te na oneciS¢enje tla. Do slicnih su
rezultata dosli su i Radi¢ i sur. (2013) koji su dokazali da nema negativnih utjecaja na rast
kukuruza te su utvrdili pozitivan ucinak troske na kvalitetu tla i povecanje biomase, bolju
opskrbljenost biljaka mineralnim tvarima, ucinkovitiju fotosintezu i efikasne obrambene
mehanizme biljke. U ovom je radu kao modalna biljka koristen grah (Phaseolus vulgaris L.)
koji je vazna poljoprivredna kultura u prehrani ljudi. Ta je agrokultura posebice bogata
proteinima, kalijem, fosforom te vitaminima B kompleksa, a ostatci se koriste kao sto¢na

hrana.



1. UVOD

1.1. Ciljevi istrazivanja i hipoteze

Ciljevi
- Utvrditi ucinak troske na rast i produktivnost graha pra¢enjem pokazatelja rasta,
sadrzaja mineralnih tvari i u¢inkovitosti fotosinteze
- Usporediti u¢inak troske s klasi¢cnim mineralnim gnojivom (tekuée gnojivo NPK s
dodatkom Fe)
- Utvrditi potencijalno fitotoksi¢no djelovanje troske obzirom da sadrzi vece koli¢ine
zeljeza
Hipoteze

Elektropecna troska se zbog visokog udjela esencijalnih hranjiva moze koristiti kao
potencijalni izvor mineralnih tvari ili kao anorganski poboljsivac tla

S ekonomskog i ekoloSkog aspekta elektropecna troska ¢e opravdati svoje koristenje u
usporedbi s klasi¢nim gnojivom

Iako sadrzi vece koli¢ine Zeljeza, dugotrajna upotreba troske kao poboljsivaca tla nece
povecati oksidacijski stres odnosno uzrokovati fitotoksi¢no djelovanje jer se metali iz

troske polagano otpustaju u tlo
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2.1. Troska

Troska je nusproizvod koji nastaje tijekom procesa taljenja u proizvodnji ¢elika i drugim
metalurSkim procesima, a c¢ine ju oneciSenja u metalima, rudama ili spaljivanim
materijalima. Njeno koriStenje datira joS od prije 2000 godina u doba Rimskog carstva kada se
koristila za gradnju cesta. Sve do sredine proslog stolje¢a njena upotreba bila je sporadi¢na.
Sve veci zahtjevi usmjereni na zastitu okolisa 1 recikliranje otpada snazno utjecu na povecano
korisStenje troske. Danas je njena upotreba toliko Siroka da se troska viSe ne tretira kao korisni
otpad nego kao sporedni proizvod (koprodukt) industrije ¢elika.

2.1.1. Proizvodnja Celika i troske u svijetu

Meteorsko (telurno) Zeljezo upotrebljavalo se ve¢ vrlo rano. Poznato je da je Zeljezo poznavao
jos faraon Tutankamon koji je Zivio oko 2800 g. pr. Kr. Prvi zapisi 0 dobivanju Zeljeza iz ruda
potjecu iz Anadolije, danaSnje Male Azije oko 1500 g. pr. Kr. Ruda koja se koristila
najvjerojatnije je bila hematit (Fe,O3) koji se kovanjem pretvarao u upotrebljiv metal tzv.
“spuzvasto zeljezo”. Naime, zbog nedovoljne temperature primitivnih peé¢i nije bilo moguce
dobivanje lijevanog Zeljeza. Smatra se da je pleme Hitita iz Male Azije steklo svoju veliku
vojnu mo¢ upravo zbog rane proizvodnje Zeljeznog oruzja. U to je vrijeme cijena Zeljeza bila
veca od cijene zlata, a nacin njegovog dobivanja ¢uvao se kao najstroza tajna. (Matkovi¢ i
Matkovi¢, 2009). Prema  dostupnim literaturnim  podacima  (http://www.asa-
inc.org.au/Doc/ASA_Connections_Dec_2007.pdf; http://www.nationalslag.org/slag-
history; Baricova i sur., 2006) troska se u Njemackoj koristila ve¢ 1589. godine pri izradi
topovskih kugli, a u Engleskoj u proizvodnji streljiva. U Njemackoj se 1852. pocinje
primjenjivati u industriji cementa, u Wales-u desetak godina ranije za izradu mineralne vune.
Krajem 19. stolje¢a Nijemci je koriste za izradu oja¢anog betona, a Japanci su metalursku
trosku koristili pri izradi opeka od 1901. godine. Sve vecu primjenu troske mozemo zahvaliti
modernoj proizvodnji ¢elika koja datira iz sredine 19. stolje¢a. Naime, Henry Bessemer razvio
je 1856. godine odli¢an nacin smanjivanja udjela ugljika iz zeljezne rude dovodenjem zraka,
odnosno kisika. Takav je nadin dobivanja Celika poznat kao Bessemerov postupak.
Manjkavost ovakvog nacina proizvodnje Celika bila je prevelika koli¢ina zaostalog fosfora
koja je smanjivala kvalitetu, odnosno povecavala krtost Celika. Danas se dobivanje celika
odvija u tri faze. Prvo se u visokim peéima iz Zeljeznih ruda dobiva sirovo Zeljezo koje u sebi

ima veliki postotak ugljika (3,5% - 4,25%). Takvo sirovo zeljezo obraduje se u Celi¢anama
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gdje mu se smanjuje postotak ugljika na manje od 1%, te se provodi deoksidacija (postupak
kojim se celik oslobada znatnih koli¢ina kisika). Nacini proizvodnje Celika mijenjali su se
tijekom proSlosti, a do danas su se zadrzali postupci dobivanja celika u kisikovim
konvertorima, u elektroluénim peé¢ima i u Siemens-Martinovim (SM) peéima. Siemens-
Martinovim postupkom u peci s otvorenim loziStem iz sirovog Zeljeza i1 Celicnog otpada
(starog Zeljeza) dobiva se SM celik. Za dobivanje celika u kisikovim konvertorima (engl.
Basic oxigen furnace, BOF) koristi se uz ¢eli¢ni otpad i sirovo zeljezo proizvedeno u visokim
pe¢ima tzv. koksnom metalurgijom. Prema podacima iz 2003. godine 63,3% celika
proizvedeno je u kisikovim konvertorima, 33,1% u elektroluénim peé¢ima i samo 3,6% u SM
pe¢ima (Goji¢, 2006). Pocetkom 20. stolje¢a sve veca upotreba elektricne energije u
proizvodnji sirovog Zeljeza i Celika rezultirala je puStanjem u proizvodnju elektrolu¢ne peci
(engl. Electric arc furnace slag, EAF). Taj postupak koristi se za recikliranje relativno
jeftinog Celicnog otpada njegovim pretaljivanjem. Za tonu celika potrebno je izmedu 1,08 i
1,13 tona Celicnog otpada (Sofili¢ i sur., 2004). Elektrolu¢ne peci se obi¢no koriste u mini
celiCanama u zemljama s jeftinom elektricnom energijom i celicnim otpadom, a sluze za
proizvodnju visokovrijednih Celika i1 vrlo su prilagodljive trziSnim uvjetima. Suvremene UHP
(Ultra High Power) pe¢i po produktivnosti se priblizavaju konvertorima. S ekoloskog
konvertora jer za 1 tonu elektrocelika treba 2,4 puta manje toplinske energije. Time je i znatno
manja emisija stakleni¢kog plina CO; (Sofili¢ i sur., 2004).

Zeljezo je bez ugljika (kao osnovni metal) vrlo mekano i ne mozZe posluziti kao gradevinski
materijal. Na promjenu svojstava zeljeza utjeCe dodavanje drugih elemenata od kojih je
najvazniji ugljik. Dodavanjem ve¢ vrlo malih koli¢ina ugljika znatno se mijenjaju mehanicka
svojstva Celika. Klasi¢na podjela legura Zeljeza i ugljika temeljena je na sastavu:

- bijelo Zeljezo sadrzi vrlo malo ugljika (cca 0,01%) koji nema znacajnijeg utjecaja na njegova
svojstva,

- Celik sadrzi obi¢no od 0,05 - 1,5% ugljika, a maksimalno 2,06% ,

- lijevano Zeljezo sadrzi od 2,0 - 2,5% ugljika.

Osim omjera koli¢ine Zeljeza i ugljika na svojstva Celika utjecu i prateci te legirajuci elementi.
Pozeljni prate¢i elementi su mangan 1 silicij koji oplemenjuju svojstva celika. U nepozeljne
elemente, koji pogorSavaju svojstva Celika, spadaju fosfor, sumpor, kisik (oksidi i silikati),
dusik i vodik.

Legiraju¢i elementi (krom, nikal, vanadij, volfram, bakar, molibden, aluminij) dodaju se

celiku kako bi se ciljano poboljSala neka njegova svojstva.
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Zbog Cinjenice da troska nije prirodni mineral statisticki podaci o njenoj proizvodnji u svijetu
nisu dostupni, pa se godiSnje svjetske koliine nastale troske procjenjuju na temelju tipicnih
odnosa troske i sirovog Zeljeza odnosno ¢elika u ¢ijim procesima proizvodnje troska i nastaje.
U razdoblju od 2008. do 2011. godine proizvodnja sirovog Zeljeza kretala se izmedu 935 i
1084 milijuna tona godiSnje dok je u istom razdoblju proizvodnja celika bila izmedu 1235 i
1515 milijuna tona godisnje (Japan Iron and Steel Federation, 2011). Ukoliko se uzme u obzir
da koli¢ina nastale visokopecne troske po toni sirovog Zzeljeza iznosi 250 kg, moze se
procijeniti da se u navedenom razdoblju u svijetu godidnje proizvodilo izmedu 234 i 271
milijuna tona visokopeéne troske. S obzirom da se koli¢ina troske koja nastaje u procesu
proizvodnje Celika postupkom kisikovih konvertorskih peéi kre¢e od 85 do 165 kg po toni
konvertorskog celika, a u elektrope¢nom postupku od 60 do 263 kg po toni elektrocelika, za
procjenu nastale koli¢ine CeliCanske troske mozZe se uzeti prosjecna koli¢ina od 100 kg/t
proizvedenog Celika. Na ovaj nacin se za razdoblje od 2008. do 2011. moze reci da se koli¢ina
Celicanske troske u svijetu kretala od 123 do 151 milijuna tona godiSnje. Analogno ovome,
procijenjena koli¢ina nastale visokopec¢ne troske u EU-27 u istom razdoblju bila je izmedu 20
i 22 tona godi$nje, a koli¢ina nastale ¢eli¢anske troske u tom razdoblju procjenjuje se na 14 do
20 milijuna tona godiSnje. Visokope¢na troska ima vaznu primjenu u cestogradnji i
graditeljstvu, kao izolacijski materijal i za proizvodnju obojenog ambalaznog stakla. Najveca
primjena visokopecne troske je u industriji cementa (kao sirovina za proizvodnju klinkera ili
kao dodatak cementu) te predstavlja potencijalnu zamjenu za "portland” cement u betonu
(Rastov¢an-Mioc i sur., 2009).

2.1.2. Proizvodnja ¢elika i troske u Hrvatskoj

U Hrvatskoj se troska proizvodila u celicanama u Sisku i Splitu. Posljednje koli¢ine
visokopeéne troske nastale su 1990. u Sisku gdje je do tada proces proizvodnje sirovog
zeljeza u visokoj peci bio u radu. Nakon toga slijedi porast proizvodnje celika elektrope¢nim
postupkom. Nasi najveéi proizvodaci cCelika i Celitnog odnosno zeljeznog lijeva svoj
proizvodni otpad sakupljaju odvojeno, pri ¢emu samo dio nastalog otpada vracaju u proces
proizvodnje, dio otpada se ponekad rabi kao sekundarna sirovina u drugim industrijama, a
najveci dio zavrSava na vlastitom neuredenom odlagaliStu u krugu tvornice (troska, ogorina,
istroSeni ljevarski pijesak). Prema podacima o godiS$njoj proizvodnji ¢elika objavljenim na

stranicama Svjetske federacije Celika, u Hrvatskoj se od 2002. do 2011. godine proizvodnja
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Celika utrostrucila, pa je tako 2011. godine iznosila 100 000 tona. Iz tih podataka proizlazi da
se godisnje u Hrvatskoj proizvede 10 000 tona troske (Japan Iron and Steel Federation, 2011).
Velika kolicina troske iz ranijih godina odlozena na odlagaliStu u Sisku zauzima prostor od 25
ha i procjenjuje se na oko 1,5 milijuna tona. Troska s odlagalista u Splitu porijeklom je

takoder iz elektrolu¢nih peci te se njena zaliha procjenjuje na nekoliko desetaka tisuca tona.

2.1.3. Vrste troske

U procesu proizvodnje Celika dobiva se nekoliko razlicitih vrsta troske. Tijekom procesa
taljenja ili rafinacije troska “pliva” na povrsini rastaljenog metala Stite¢i ga od oksidacijskog
ili redukcijskog djelovanja atmosfere i pri tome ga drzZi ¢istim. U procesima proizvodnje
sirovog zeljeza 1 Celika troska nastaje u odredenoj fazi procesa rafinacije taline dodavanjem
nemetalnih dodataka i topitelja (smjese razli¢itih oksida) kao i medudjelovanjem taline i
vatrostalnog materijala kojim je obzidana unutrasnja strana peci. Trosku dijelimo na: Zeljeznu
trosku, ukljucuju¢i visokopeénu trosku i Celiansku trosku, nezeljeznu trosku nastalu pri
proizvodnji nezeljeznih (lakih i obojenih) metala (Cu, Zn, Pb, Ni, ...), trosku nastalu u
termoenergetskim postrojenjima te trosku nastalu u spalionicama krutog otpada. Prema
kemijskom sastavu CeliCanska troska ima vrlo kompleksnu osnovu koja se primarno sastoji od
oksida kalcija, Zeljeza, silicija, aluminija, magnezija i mangana povezanih u sloZzene spojeve
kalcijevih silikata, aluminosilikata i aluminoferita. Nakon uklanjanja tekuée troske
primjenjuje se jedna od metoda hladenja (Kalyoncu, 1997) Sto izravno utjeCe na njezine
fizicka svojstva (gustocu, poroznost i krupnocu zrna), a samim time i na njezinu primjenjivost

kao sekundarne sirovine u drugim granama industrije (Bradaskja i sur., 2004) .

2.1.4. Elektropeéna troska

Elektropeéna troska (Slika 1) nastaje u velikim koli¢inama tijekom taljenja oksida u procesu
proizvodnje celika u elektrolu¢noj peci. Ovisno o uvjetima tehnoloSkog procesa dobivanja
sirovog celika, troska moze sadrzavati 1 preko 7% celika. Navedeni postotak predstavlja
stvaran gubitak zeljeza iz punjenja elektrolu¢ne peci. Preradom troske moguce je taj celik kao
ulozak ponovno vratiti u elektrolu¢nu peé. To se postize propustanjem troske kroz grubu
reSetku i izdvajanjem krupnih komada zeljeza magnetom. Nakon transporta do drobilice,
drobljenja, transporta do sita i prosijavanja moguce je i dodatno izdvajanje Zeljeza iz
dobivenih frakcija (Matijasi¢ i Zizek, 2009).
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Slika 1. Elektropecna troska iz ¢eli¢ane Sisak (Foto: Sofili¢ T.)

Elektropec¢na troska je po koli¢ini najznacajniji otpad koji nastaje u elektrope¢nom procesu
proizvodnje Celika i kreée se od 60 do 270 kg/t sirovog celika. Ispitivanjem eluata uzoraka
elektropeéne troske potvrdena je mogucnost njenog sigurnog odlaganja te se zbrinjavala
trajnim odlaganjem na neuredenim odlagaliStima u blizini samih ¢eli¢ana. Na taj nacin su svi
vrijedni sastojci troske izgubljeni kao potencijalni izvor sekundarne sirovine za druge
industrijske grane. Da bi se troska mogla upotrebljavati kao sekundarna sirovina ispitana su
njezina kemijska i radiokemijska svojstva te odredene elementarni i fazni sastav, morfologija i
sadrzaj teSkih metala u eluatima. Prema Rastovéan-Mio¢ (1996) elektropeéna troska ima
stabilan kemijski sastav (Tablica 1). Dobiveni rezultati ukazuju da je sadrzaj radioaktivnih
tvari u uzorcima troske ispod grani¢nih vrijednosti koncentracija (Rastov¢an-Mio€ i sur.,

2002) ispod kojih se pojedini radionuklidi izuzimaju iz nadzora (Narodne novine, 2000).
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Tablica 1. Prosje¢ne vrijednosti kemijskog sastava elektropeéne
troske dobivene u procesu proizvodnje ugljicnih nelegiranih i
nisko legiranih Celika (Rastovcan-Mio¢, 1996).

I
Kemijski sastav : %
I
FeO : 10-35 %
I
CaO : 25-45 %
I
SiO, : 10-18 %
I
Al,O3 : 3-8 %
I
MgO : 4-13 %
I
Cr,03 I 1-5%
|
TiO,, P2Os, Na;0, |
K20, V205 I <1%
Zn0O, CuO,SiC :
|

Svako odlaganje otpada, pa tako i troske, na tlo moZe imati za posljedicu promjenu fizikalno-
kemijskih procesa u tlu kao Sto su promjene vrijednosti pH, osiromaSenje tla hranjivim
tvarima, promjene kapaciteta i propusnosti tla za vodu i1 zrak i dr. Kako bi se utvrdila
eventualna ekotoksi¢nost troske provedeno je ispitivanje sastava eluata troske u
laboratorijskim uvjetima prema normi DIN 38414-S4. Dobiveni rezultati (Tablica 2) ukazuju
da troska zadovoljava propisane uvjete prema kojima ju je dopusSteno trajno odloZiti na
odlagalistima neopasnog otpada (I. i Il. kategorije). Njena uporaba u svim industrijskim
granama moguca je bez Stetnih posljedica po okoli$ te je troska ubrojena u neopasni otpad
(Sofili¢ 1 sur., 2009). Americka agencija za zastitu okoliSa (United States Environmental

Protection Agency) iskljucila je takvu trosku s popisa opasnog otpada joS 1990. godine.

10
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Tablica 2. Rezultati mjerenja vrijednosti parametara eluata troske namijenjene
za trajno odlaganje prema Pravilniku o na¢inima i uvjetima odlaganja otpada,
kategorijama i uvjetima rada za odlagalista otpada (Sofili¢ i sur., 2009).

mg/kg suhe tvari
Parametri G'r_a nitna Izmjerena vrijednost
vrijednost |
Arsen 2 : <0,1
I
Barij 100 | <15,9
Kadmij 1 : <0,1
I
Ukupni krom 10 | <0,5
Bakar 50 : <1
- I
Ziva 0,2 | <0,05
I
Molidben 10 | <0,628
Nikal 10 : <1
Olovo 10 : <1
I
Antimon 0,7 | <0,05
Selen 05 i <0,05
Cink 50 <1
I
Kloridi 15000 | 133
Fluoridi 150 0,411
Sulfati 20000 17,4

2.1.5. Upotreba troske

Visokopec¢na troska ima vaznu primjenu u cestogradnji i graditeljstvu, kao izolacijski
materijal i za proizvodnju obojenog ambalaznog stakla. No najveca primjena je u industriji
cementa kao sirovina za proizvodnju Klinkera ili kao dodatak cementu te predstavlja
potencijalnu zamjenu za portland cement u betonu. Primjenjuje se u kolnickim
konstrukcijama (za izradu nasipa, posteljica, nevezanih slojeva kolni¢ke konstrukcije - nosivi

i tamponski slojevi, vezanih nosivih slojeva od zrnatog kamenog materijala i asfaltnih slojeva

11
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kolni¢ke konstrukcije (Rastov¢an-Mio¢ i sur., 2009). Da bi se mogla koristi u gradevinarstvu,
proizvodnji cementa i cestogradnji potrebno ju je usitniti, jer je nastala troska prevelike
granulacije i kao takvu nije ju moguée koristi (Matijasi¢ i Zizek, 2009). Smanjenjem
raspolozivih koli¢ina visokopeéne troske gaSenjem procesa proizvodnje sirovog zeljeza (u
Hrvatskoj 1991.) i porasta proizvodnje celika elektrope¢nim postupkom, znacaj CeliCanske

troske raste kao i njena primjena u razli¢itim granama industrije i poljoprivredi (Tablica 3).

Tablica 3. Neke od najéesc¢ih primjena visokopecne i ¢eliCanske troske (Wintenborn i Green,
1998).

Agregat u cestogradnji (asfaltne mjeSavine, nosivi slojevi)

Agregat u industriji cementa i betona

Sipina (sprjecavanje poledice u zimskim uvjetima)

Stabilizirani nosivi slojevi (sprjeCavanje erozije)

Uredenje nasipa i obala rijeka

Uredenje morskih luka i obala

Nasipanje neasfaltiranih cesta i putova

Neutraliziranje otpadnih voda rudarske industrije

Agrotehni¢ke mjere (reguliranje pH tla, donor Ca, poboljsivac tla)

Granulirana ispuna (posteljice) kod polaganja cjevovoda, nasipanje neasfaltiranih parkiralista
i sl.

U celi¢anama kao taljivo

Pokrivanje otpada na odlagalistima

Nasipni materijali (krajobrazna arhitektura)

Ispuna za drenaze

Pokrivalo krovova

Punilo (boje, polimerni materijali, adhezivna sredstva)

Mineralna vuna (izolacijski materijali)

Zadnjih trideset godina i elektrope¢na troska nalazi sve viSe svoju primjenu u raznim
djelatnostima (Slika 2). Elektrope¢nu trosku kao alternativnu sirovinu mogucée je upotrijebiti u
gradevinskoj industriji kao dodatak cementu, posebno u cestogradnji bilo kao nasipni sloj bilo
kao zamjenu prirodnih mineralnih agregata pri proizvodnji asfaltne mjeSavine. Stoga se

koriStenje troske moze promatrati puno Sire od ekonomske razine, kao ¢imbenik oCuvanja

12
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prirodnih neobnovljivih izvora mineralnih agregata (Sofili¢ i sur., 2010). Rezultati ispitivanja
elektropeéne troske (Regelja, 2002) pokazuju da troska nije kemijski inertna i da se moze
koristiti kao adsorbens za uklanjanje teskih metala (bakra, kobalta, kadmija, cinka i olova) iz
onecis¢enih voda. Rastovcan-Mio€ i1 sur. (2006) navode da se elektropeéna troska moze
upotrijebiti kao izvor metalnog Zeljeza, kao taljivo u metalurgiji, zamjena za neke mineralne
sirovine u proizvodnji stakla i staklene vune. Rezultati ispitivanja fizikalno-kemijskih
svojstava elektropecne troske pokazuju Siroku moguénost njene primjene, od izrade kolnickih

konstrukcija u cestogradnji do uporabe kao poboljsivaca tla u poljoprivredi.

Proizvodnja
cementa 1,2%
Interno
recikliranje
11,5%

Poboljsivac
tla3%

. Cestogradnja
Privremeno \ 55,4%

skladistenje

15,8% \

Ostalo _—
2,9%

InZenjering u
vodoprivredi Deponiranje
3% 7,4%

Slika 2. Koristenje elektropecne troske u Europi (European Slag Association, 2006).

2.2. Poboljsivaci tla

Treba razlikovati pojam prihranjivac¢ tla (gnojivo) od poboljsivaca tla jer gnojivo ima glavnu
namjenu u ishrani biljke dok su poboljsivaci tla prema Zakonu o gnojivima i poboljSivac¢ima tla
(Narodne Novine, 2003) tvari dodane u tlo s osnovnom namjenom poboljSavanja fizikalnih i/ili
kemijskih svojstava i/ili bioloSke aktivnosti tla. Sadrzaj makroelemenata i mikroelemenata kod
poboljsivaca tla nije usporediv s klasiénim gnojivima. Danas na trziStu postoje mnogi
Poboljsivaci tla mogu biti organskog i anorganskog podrijetla. Jedan od poboljsivaca tla
organskog podrijetla je otpadni mulj nastao u procesu prociscavanja otpadnih voda kucanstava

ili komunalnih izvora (Vouk i sur., 2011). U mulju se organska tvar razgraduje do anorganske
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koja se ugraduje u glinaste i humusne Cestice 1 postaje dostupna biljkama. Organska tvar u
mulju poboljSava strukturu i stabilnost tla te omogucéava prozracivanje tla omogucavajuci
istodobno bolje zadrzavanje vlage u tlu (Marinari i sur., 2000). Mulj sadrzi znacajne koli¢ine
dusika i fosfora, ali i drugih mineralnih tvari kao Sto su Fe, Mn, Zn, Cu, B, Mo, no sadrZaj
kalija je prenizak za potrebe rasta biljaka (Warman i Termeer, 2005).

Poboljsivaci tla moraju biti sigurni i u zdravstvenom pogledu, posebice glede koli¢ine

mikroorganizama (Nowak i sur., 2003). Radi o¢uvanja okolisa u ekoloskom, zdravstvenom i

estetskom pogledu, otpadne tvari se prije ispuStanja u okoli§ moraju obraditi, a preostali

nusprodukti obrade odloziti na neSkodljiv nacin. Kako bi se oCuvao okoli§, doneseni su

odgovarajuc¢i zakonski propisi kojih se nuzno pridrzavati prije donosenja odluke o nacinu

obrade i kona¢nog odlaganja takvog otpada.

2.2.1. Troska kao anorganski poboljSiva¢ tla i njen utjecaj na biljke

Na temelju ispitivanja fizikalno-kemijskih svojstava troske iz proizvodnje uglji¢nih Celika
zakljuceno je da u elektrope¢noj troski ne postoje sastojci koji bi na bilo koji nac¢in mogli
imati Stetan utjecaj na okolis te je utvrdeno da ju je moguée odloziti na odlagaliSte neopasnog
otpada. To ipak nije najbolje rjeSenje za zbrinjavanje ovog otpada obzirom na njegova
fizikalno-kemijska svojstva koja nam nude niz boljih rjeSenja koja su ekoloski prihvatljivija i
ekonomski opravdanija (Sofili¢ 1 Brnardi¢, 2013).

Elektrope¢na troska se prema svom kemijskom sastavu i prema pozitivnom utjecaju na
kvalitetu tla svrstava u anorganske poboljsivace tla. Njezin pozitivan utjecaj na rast biljaka

uocen je jos sredinom 50-tih godina proslog stoljeca, a danas se zna da troska:

— Obogacuje tlo mineralnim tvarima

Troska je dobar i jeftin izvor Zeljeza te moze osigurati dovoljne koli¢ine tog iznimno vaznog i
jednog od najnedostupnijih minerala za rast biljaka, osobito na vapnenastim tlima (Wang i
Cai, 2006). Osim zeljeza, prema mnogim autorima troska povecava dostupnost i drugih
makroelemenata kao Sto su fosfor, magnezij, kalcij i kalij. Vaznost mikroelemenata i
elemenata u tragovima sve viSe zaokuplja paznju znanstvenika te se Cimbenici koji
ograni¢avaju rast ne svode viSe samo na nedostatak duSika, fosfora i kalija (NPK) nego i
mnogih drugih elemenata. U troski su prisutni i mnogi mikroelementi kao $to su mangan, bor,
molibden, cink i bakar. Oni svojim polaganim otpustanjem u tlo pridonose neagresivnoj i

produljenoj dostupnosti tih elemenata neophodnih za rast biljaka, poboljSavaju kvalitetu
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usjeva i ve¢i prinos, a dugoro¢no rjeSavaju veliki problem uzrokovan iscrpljivanjem tla
odnosno nedostatka hranjivih tvari u tlu (Karimian i sur., 2012; Abou Seeda i sur., 2002;
Khan i sur., 2007).

— Poboljsava kvalitetu kiselih tala

Kisela tla mogu uzrokovati viSe problema nego bilo koji drugi ¢imbenik u tlu. Kiselost
negativno utje¢e na plodnost tla, na kontrolu Stetnika u tlu te na sadrzaj i sastav osnovnih
mineralnih tvari. Gnojivo i druge organske tvari koje se dodaju u tlo samo joS pospjeSuju i
ubrzavaju probleme prisutne u kiselim tlima. Kod niskih pH vrijednosti minerali poput
aluminija 1 mangana postaju vrlo topivi te stvaraju spojeve koji vrlo Cesto negativno, a i
toksi¢no utjecu na biljni organizam, kalcij i magnezij u takvim tlima su u deficitu, a korisnih
bakterija u korijenu mahunarki ima sve manje jer ne mogu opstati u kiselim tlima. Mnoga
istrazivanja pokazala su da se tom problemu moze doskociti dodavanjem alkalnih tvari u tlo.
U tu svrhu sve se viSe upotrebljava troska (Torkashvand i sur., 2005). Zivo vapno (CaO) i
MgO jedni su od glavnih sastojaka elektropec¢ne troske (Tablica 1). Oni ¢e u reakciji s vodom
iz tla dati gaseno vapno (kalcij hidroksid) i magnezij hidroksid:

CaO(s) + H,O(l) --> Ca(OH),(s)

MgO(s) + H20(1) --> Mg(OH)2(s)

Njihovim otapanjem nastaju ioni Ca**, Mg** i OH™ koji uzrokuju poveéanje vrijednosti pH te
time pozitivno utjeCu na smanjenje kiselosti tla. Prema Shamim i sur. (2008) proces
neutralizacije kiselog tla postize vrhunac 180 dana nakon primjene troske na kiselo sulfatno
tlo. Autori smatraju da je vremenski period otpuStanja povezan sa standardno

sporootpustaju¢im nacinom otpustanja iona iz troske.

— Smanjuje klorozu

Nedostatak Zeljeza negativno utje¢e na mnoge biljke, posebice one koje rastu na vapnenastim
tlima jer uzrokuje manjak klorofila, tj. klorozu (zZucenje) listova. Troska je potencijalno dobar
izvor Zeljeza te su se mnogi znanstvenici, iz ekonomskih ili ekolodkih razloga, bavili
proucavanjem iskoristivosti Zeljeza iz troske. Dokazano je da se troska moZze Kkoristiti kao
dobar izvor Zeljeza za sirak (Sorghum sp.) s i bez dodatka sulfatne kiseline kao ¢imbenika
koji ¢e tlo zakiseliti te time poboljsati primanje zeljeza (Anderson i Parkpian, 1984). Sli¢na

istrazivanja provedena su i na kukuruzu (Wang i Cai, 2006; Torkashvand, 2011) a zakljucci o
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povecanju dostupnog Zeljeza te veceg uroda bili su vrlo sliéni prethodno spomenutom

istrazivanju.

— Povecava mobilnost, a time i ve¢u dostupnost fosfora

Jedna od osnovnih znacajki fosfora (P) je njegova niska dostupnost zbog spore difuzije u
stanicu i vrlo slabog otapanja iz minerala (najéeSc¢e apatit). 1z toga proizlazi da P, kao jedan
od najvaznijih elemenata za rast biljaka, moze biti glavni ograni¢avajuc¢i faktor. Primjena
kemijskih fosfatnih gnojiva i stajskog gnoja u poljoprivredi mogu poboljSati plodnost tla i
biljnu proizvodnju, ali i uzrokovati ogromne S$tete u okoliSu. Holistickim pristupom u
razumijevanju dinamike fosfora te njegovom poboljSanom iskoristivosti bavili su se mnogi
stru¢njaci. Primjenom troske kao poboljSivaca tla primije¢eno je da je kolicina biljkama
dostupnog fosfora rasla proporcionalno s koli¢inom dodane troske (Torkashvand i Shahram,
2007). Kristen i Erstad jo§ su 1996. godine otkrili da se dostupnost fosfora povecava
koli¢inom silicija (Si) u troski. Naime, Si zamjenjuje mjesto u spoju s fosforom i na taj nacin
otpusta fosfor u otopinu u obliku dostupnom biljci. Osim silicija, i minerali kalcija, Zeljeza i
aluminija koji se nalaze u troski, s fosforom stvaraju spojeve koji imaju vecu ili manju
topivost. Kolika ¢e ona biti ovisi o veli¢ini, odnosno, povrs$ini minerala i o pH vrijednosti tla.
Na taj nacin se takoder povecava dostupnost fosfora biljci (Shen i sur., 2011; Torkashvand i
Shahram, 2007).

— Stabilizira teSke metale u tlu

Provedena su mnoga istrazivanja o utjecaju troske na stabilizaciju teskih metala i metaloida u
tlu kao §to su As, Cr, Cu, Pb, Cd and Zn koji se primjerice oslobadaju u preradi drvne mase i
onecis¢avaju tlo oko takvih pogona. Posebice su opasni bakrov(ll) sulfat i kromirani
bakrov(Il) arsenat kojima se drvo =zaStiCuje protiv insekata i gljivica jer izazivaju
fitotoksi¢nost. Dok se arsen moze stabilizirati adsorpcijom na okside Zeljeza i stvaranjem
amorfnog Zeljezovog(lll) arsenata, toksi¢ni krom(VI) se imobilizira redukcijom u stabilni
krom(I1). Stabilnost bakra u tlu ovisi prvenstveno o pH vrijednosti tla jer se njegova
mobilnost povecava Sto je niZza pH vrijednost tla. Dodatkom troske povecava se pH vrijednost
tla, a time imobilizira bakar. Olovo i cink mogu se stabilizirati dodatkom fosfatnih iona
(Kumpiene i sur., 2008). Svi ti stabilizatori nalaze se u sastavu troske $to je ¢ini vrlo korisnom

za tla oneciscena ionima teSkih metala (Negim i sur., 2010).
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— Stiti od napada patogena i stresa izazvanog promjenama u okolidu

Troska sadrzi preko 10% silicija kojeg biljke, osobito jednosupnice, mogu nakupljati u
stanicama. Silicij je esencijalni element za neke od njih, npr. rizu, no i mnoge druge biljne
vrste kojima nije esencijalan element imaju od njega velike koristi. Nakupljanje silicija u
biljci ¢ini ju otpornijom na napad patogena i bolesti. Poznato je da vecina parazitskih gljivica
ulazi u biljku probijanjem kroz epidermski sloj stanica u kojima silicij moZe djelovati kao
mehanic¢ka barijera. Silicij stvara komplekse sa sastojcima stani¢ne stjenke epidermskih
stanica rize i smanjuje njenu osjetljivost na enzime koje oslobadaju patogene gljivice.
(Inanaga i sur. 1995). Trave koje u listovima imaju visoki udio silicija otpornije su na napade
insekata koji se hrane lis¢em (Motz i Geiseler, 2001). Nakupljanje silicija u stanicama Stiti
biljke od raznih bolesti te ih ¢ini otpornijim na bioticki 1 abioticki stres, smanjuje toksi¢nost
uzrokovanu aluminijem, manganom i zeljezom, povecava dostupnost fosfora, povecava
otpornost biljaka na smrzavanje, pozitivno utjece na ekonomicniju iskoristivost vode u biljci
(Savant i sur., 1999). Takoder, dokazano je da obrambene odgovore biljaka moze potaknuti
samo topivi oblik silicija dok je polimerizirani oblik inertan. Stoga silicijem uvjetovana
otpornost biljaka na patogene prestaje ukoliko se prekine opskrba biljaka silicijem (unato¢
¢injenici da je silicij nakupljen u stanici; Fauteux i sur. 2005). Topivi oblik Si moze djelovati
lokalno kao signal u poticanju obrambenih odgovora u jedno- i dvosupnicama, indirektno
stimuliraju¢i aktivnost enzima peroksidaza 1 polifenoloksidaze te poticuéi stvaranje

fitoaleksina, salicilne kiseline, jasmonata i etilena (Ghanmi i sur. 2004).

— Osigurava vedi prinos (riza, Se¢erna trska, kukuruz, suncokret)

Svih 17 esencijalnih elemenata potrebno je za normalan rast biljaka. Nedostatak samo jednog
od njih naruSava rast biljke ili nekih njenih dijelova $to u konaénici rezultira slabim rastom i
smanjenim ili nikakvim prinosom. Svako prejako prihranjivanje biljaka moze dovesti do
nezeljenog efekta. Troska spada u dodatke tlu iz kojih se esencijalni elementi sporo otpustaju.
Boljem prinosu posebno doprinosi veca koli¢ina dostupnog Zeljeza, fosfora, magnezija i
kalija. Wang i Cai (2006) istrazivali su utjecaj troske na rast i prinos kukuruza. Njihovo
istrazivanje pokazalo je da je prinos kukuruza bio ¢ak za 30 do 60% vec¢i u odnosu na
kontrolu, ovisno o koli¢ini dodane troske i kvaliteti tla u koje su posadene biljke. Za veéi
prinos rize i Secerne trske osobito je vazna dostupnost silicija. Prema rezultatima Anderson i
sur. (1987) riza i SeCerna trska imale su vec¢i urod nakon dodatka troske. Prinos rize bio je veéi

za 23%, a Se€erne trske za 25% u usporedbi s kontrolnim biljkama.
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— Nije toksi¢na za tlo i biljke

Mnoga istrazivanja pokazala su pozitivan ucinak troske na rast biljaka. Njenim dodavanjem u
tlo povecava se dostupnost mineralnih tvari biljci. Taj postupak otpuStanja minerala je
postupan i polagan te ne utjeCe na onecis¢enje okolisa. No, jako je malo istrazivanja koja bi
pokazala utjecaj troske na tlo nakon viSegodiSnjeg koriStenja ili njezinu potencijalnu
fitotoksi¢nost. Kiihn i sur. (2006), istrazivali su dugogodisnji utjecaj troske na prinos, rast i
zdravlje biljaka te kvalitetu tla. Odabrana su razli¢ita staniSta (oranice, pasnjaci, Sume) i
posebna paznja bila je posveéena odredivanju teSkih metala kroma i vanadija kojih je u troski
koju su koristili bilo u relativno ve¢im koli¢inama. Na kraju svojih istrazivanja zakljucili su
da je na svim povrSinama s dodatkom troske prinos bio veéi u usporedbi s povrSinama gdje se
nije koristila troska. Vanadij i krom nisu negativno utjecali na oneciséenje tla (bili su stabilni
odnosno nepokretni u tlu) niti na rast i razvoj biljaka. Ti su teSki metali bili tako slabo
pokretljivi da nakon 50 godina testiranja nisu prodrli u dublje slojeve (zadrZali su se do 30 cm
dubine tla), pa je zaklju¢eno da ne postoji opasnost od njihovog prolaska u podzemne vode.
Kako bi se utvrdio potencijalno fitotoksi¢ni ucinak elektrope¢ne troske provedeno je
istrazivanje na kukuruzu koji je uzgajan sa ili bez dodatka troske tijekom Sest tjedana (Radi¢ i
sur. 2013). Rezultati tog istraZivanja su pokazali da je troska poboljSala mineralni sastav tla,
povecala biomasu biljaka i opskrbila biljke ve¢om koli¢inom esencijalnih elemenata Fe, Mn,
Mg, K i P, a pozitivno je utjecala i na fotosintetsku ucinkovitost. Istovremeno, mjerenjem
pokazatelja oksidacijskog stresa nije utvrden fitotoksi¢ni ucinak troske buduéi da sadrzaj
malondialdehida (pokazatelja lipidne peroksidacije) nije bio poveéan kao ni aktivnost

antioksidacijskih enzima.

2.2.2. Klasi¢na gnojiva i njihov utjecaj na rast biljaka i okolis

Biljke su autotrofni organizmi za ¢iji je normalni rast i razvitak, osim Sunceve energije, Nnuzno
potrebno 17 elemenata koje biljka iz tla prima preko korijena. Uzastopnim uzgojem
poljoprivrednih kultura tla se iscrpljuju i osiromasuju te je sve veca potreba za dodavanjem
mineralnih tvari putem gnojiva s ciljem povecanja prinosa, brzeg rasta i poboljSanja kvalitete
proizvoda. Primarni elementi koji se dodaju u tlo su dusik (N), fosfor (P) i kalij (K) te se
uobicajeno gnojiva takvog sastava nazivaju NPK gnojiva. NPK gnojiva vrlo Cesto sadrze i
druge elemente, sekundarne hranjive tvari (sumpor, kalcij i magnezij) koji su potrebni u

manjim koli¢inama te mikroelemente bor, klor, bakar, zeljezo, mangan, molibden, nikal 1

18



2. LITERATURNI PREGLED

cink. Mineralne tvari dodaju se u tlo u obliku sporo otpustajucih organskih gnojiva (npr. biljni
ostaci ili stajski gnoj) ili mineralnih gnojiva, odnosno kemijski preradenih spojeva koje biljka
moze odmah apsorbirati. Stancheva i sur. (2004) su proucavali je utjecaj razlicitih oblika
dusi¢ne gnojidbe (mineralna, organska i folijarna) na prinos, sadrzaj nitrata i druge fizioloSke
pokazatelje graha sorte Xera uzgajanog u plasteniku. Svi primijenjeni oblici gnojidbe
statisticki Su znacajno povecali sadrzaj klorofila a i b u odnosu na kontrolne biljke u fazi
cvatnje kada je i intenzitet fotosinteze bio maksimalan. Sadrzaj biljnih pigmenata u
kontrolnim biljkama se tijekom vremena smanjivao u odnosu na folijarno tretirane biljke zbog
procesa starenja listova. Neovisno o obliku gnojidbe, sadrZaj karotenoida u listu graha bio je
slican onome u kontrolnim biljkama i nije se promijenio ¢ak ni sa starenjem listova. Folijarna
prihrana je pozitivno utjecala na biomasu u razli¢itim vegetativnim organima graha, a u
listovima tih biljaka utvrdena je i povecana aktivnost nitrat reduktaze. Povecani sadrZaj biljnih
pigmenata kao i stimulacija aktivnost nitrat reduktaze pod utjecajem folijarne gnojidbe
utvrdena je i u istrazivanju Kovacheva i sur. (1999).

Utjecaj razli¢itih doza gnojidbe pojedinim makro- i mikroelementima na intenzitet
fotosinteze, provodljivost puci i koncentraciju medustani¢nog CO;, u listu graska i vucike
uzgajanih u plasteniku istrazivali su Pszczolkowska i sur. (2002). Autori navode da je
smanjena koli¢ina fosfornog i kalijevog gnojiva dovela do smanjenja intenziteta fotosinteze i
koncentracije medustani¢nog CO; u listu graska. Kod kultivara lupine, intenzitet fotosinteze
bio je znatno vec¢i u stadiju formiranja mahuna u usporedbi sa stadijem u kojem je biljka imala
3-4 razvijena lista. U oba kultivara lupine nije zamijeCena znacajna razlika u koncentraciji
medustanicnog CO2 pod utjecajem razlicitih doza gnojidbe.

lako su misljenja podijeljena, mnogi autori navode da mineralna i organska gnojiva, osim sto
poboljSavaju urod takoder pozitivno (direktno ili indirektno) utjecu na kemijska, fizikalna i
bioloSka svojstva tla. Mikroorganizmi u tlu, kao Sto su bakterije, alge i gljivice uklju¢ene su u
sve biokemijske procese u tlu, ukljucuju¢i stvaranje humusa, razgradnju organskih i
mineralnih tvari, poboljSavanje fizikalnih parametara tla kao Sto su struktura, poroznost i
prozracivanje tla te ih se smatra pokazateljima kvalitete tla (Lin i sur., 2004). U potonjem je
istrazivanju utvrdeno da kombinacija organskih i mineralnih gnojiva u odredenom rasponu
koncentracija pozitivno utje¢e na mikrobioloSku aktivnost tla. U viSe istraZzivanja je dokazano
da se dodatkom organskog ugljika povecava plodnost tla te potice rast i razvoj mikroba, a
povoljnim omjerom u NPK gnojivu moze se posti¢i bolji prinos te ujedno stabilizirati pH
vrijednost tla (Belay i sur., 2002; He i sur., 2008; Lazcano i sur., 2012).

19



2. LITERATURNI PREGLED

No s druge strane, dugotrajna i Siroka upotreba gnojiva uzrokovala je ozbiljne probleme s
oneciS¢enjem okolisa. lako mogu biti vrlo sli¢cnog kemijskog sastava, organska i mineralna
gnojiva se bitno razlikuju po svom utjecaju na onecis¢enje okolisa. Naime, mineralna gnojiva
osim fosfata, nitrata, amonijevih iona i kalijevih soli sadrze i veliki broj teSkih metala kao $to
su Hg, Cd, As, Pb, Cu, Ni i Cu i visoke koncentracije radioizotopa kao &to su 22U, #*?Th
i “%Po (S6nmez i sur., 2007).

Sve vece koli¢ine dodanih gnojiva takoder povecavaju sadrzaj nitrata u tlu koji ispiranjem
dospijeva u dublje slojeve tla. Prema Savci (2012) od ukupne koli¢ine dodanog mineralnog
gnojiva u podzemne vode dospijeva 2 do 10% nitrata. Dulja upotreba mineralnih gnojiva
dovodi do zakiseljavanja tla - oko 85% povrsina pod utjecajem mineralnih gnojiva su tla s pH
vrijednosti nizom od 4. Tome posebno pridonosi velika koli¢ina dodanih iona natrija i kalija
koji naruSavaju strukturu tla, smanjuju aktivnost rizobija (simbiotske bakterije koje fiksiraju
dusik), a narusena je i ravnoteZza mineralnih tvari u tlu. Dugotrajna upotreba mineralnih
gnojiva u sjeverozapadnoj Nigeriji dovela je do ozbiljnog i trajnog oneciscenja pitke vode pri
¢emu Su nitrati u podzemnim vodama dosegli visokih 30% (Adetunji, 1994).

Primjena previsokih koncentracija mineralnih gnojiva moze dovesti i do o$te¢enja biljnih
stanica. Iz dosadasnjih istrazivanja o folijarnoj gnojidbi nije mogucée utvrditi optimalnu
koncentraciju primjene nekog hranjiva jer je raspon upotrijebljenih koncentracija hranjiva bio
vrlo Sirok, od 2 do 18 mM Zeljeza (Fernandez i sur., 2008) i od 1 mM do 2 M cinka (Zhang i
Brown, 1999). Unato¢ povecanom riziku pojave fitotoksi¢nosti, oko upotrebe folijarnih
gnojiva postoji zajednic¢ko stajaliSte prema kojem se ve¢im koncentracijama folijarnih otopina
postize bolja reakcija biljaka. Medutim, u nekoliko je istrazivanja utvrdeno da se stopa
usvajanja folijarnih gnojiva smanjenje s povecanjem njihove koncentracije izrazene kao
postotak koli¢ine primijenjene na povrsinu lista (Schlegel i sur., 2006).

Broj stanovnika na Zemlji u stalnom je porastu to prati i sve veca potreba za proizvodnjom
hrane. Prema istrazivanjima Sturrgul i Bundy (2004) proizvodaci organski uzgojene hrane
prihranjene iskljucivo organskim gnojivima suocavaju se s ozbiljnim problemom zadovoljenja
koli¢ine potrebnog gnojiva za uzgoj poljoprivrednih kultura. Naime, stajski gnoj sadrzi N:P:K
u omjeru 4:3:8, a potreban omjer je 160:45:35 S$to organska gnojiva ¢ini financijski puno
skupljim u usporedbi s mineralnim gnojivima.

Welch (2002) je istrazivao utjecaj mineralnog gnojiva na kvalitetu hrane te je zakljucio da
prihranjivanje isklju¢ivo mineralnim gnojivima uzrokuje manjak mikroelemenata dostupnih
biljci u tlu. Osnovni problem je i u posljedicno smanjenoj koli¢ini mikroelemenata

pohranjenih u biljci $to znatno smanjuje kvalitetu hrane te kod 40% populacije uzrokuje
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mnoge zdravstvene probleme (Sanchez i Swaminathan, 2005). Prema istrazivanjima Murphy i
sur. (2008) organski proizvedena psenica imala je veci postotak mikroelemenata (Cu, Mg, Zn,
Mn i P) u usporedbi s konvencionalno uzgojenom pSenicom. U tlu na kojem je pSenica
uzgajana uz dodatak organskih gnojiva izmjerena je i ve¢a koli¢ina organske tvari, utvrdena je
veca dostupnost P i N (nitrata i nitrita) a pH vrijednost tla bila je pogodna za rast i razvoj
biljaka. Prema misljenju autora takvom pozitivnom rezultatu doprinijela je mikoriza koja ima
vrlo vaznu ulogu u povecanju koncentracije mineralnih tvari (Marschner i Dell, 1994).

Na temelju navedenog moze se zakljuéiti da postoji potreba za istraZzivanjima o novim
izvorima prihrane u svrhu poboljSavanja kvalitete tla te utvrdivanja optimalne koncentracije
pojedinih hranjivih tvari za pojedine biljne vrste Sto posljedicno moze povecati prinos,

poboljsati kvalitetu proizvedene hrane te smanjiti trosSkove i negativan utjecaj na okolis.

2.3. Mineralne tvari

Sunceva svjetlost glavni je pokreta¢ metabolizma u biljaka, no ne i jedini. Mineralne tvari
koje biljke primaju iz okoliSa (zrak, voda, tlo) nuzne su za njen rast i razvitak. Mineralne
tvari ulaze u biljku primarno korijenom, rjede kroz list, te se U vodenoj otopini provode kroz
biljku provodnim elementima ksilema. Preko korijena biljka moze primati vodu s otopljenim
mineralnim tvarima pasivnim i aktivnim putem Sto prvenstveno ovisi 0 metabolizmu biljke,
gradijentu koncentracije i selektivnoj propusnosti membrane. Pasivnim na¢inom primanja,
koji je 1 najc¢es¢i nacin primanja hranjivih tvari, biljka prima te tvari bez utroska energije.
Pokretacka sila je u tom sluaju pad koncentracijskog gradijenta. Voda s otopljenim
mineralnim tvarima tada se krece iz podrucja svoje veée u podrucje svoje nize koncentracije
(osmoza) odnosno ulazi iz otopine tla u korijenove dladice i dalje u provodni sistem biljke.
Aktivnim se prijenosom tvari prenose nasuprot njihovom koncentracijskom gradijentu
pomocu proteina-nosaca ¢ija konformacijska promjena zahtijeva utroSak metaboli¢ke energije
(ATP). Osim korijenom biljka moze primati hranjive tvari i preko lista. Primarna funkcija
lista vezana je za proces fotosinteze i transpiracije, no novija su istraZzivanja pokazala da preko
lista biljka moZe primati i mineralne tvari tako da folijarna prihrana dobiva sve viSe na
znacaju u modernoj poljoprivrednoj proizvodnji.

Obzirom na vaznost mineralnih tvari za zivot biljke mineralni elementi dijele se na neophodne
(esencijalne) i korisne, dok se oni elementi koji biljci nisu neophodni niti korisni ubrajaju u
nekorisne ili ¢ak Stetne (toksi¢ni elementi npr. teski metali). Pod neophodnim mineralnim

elementima podrazumijevaju se elementi bez kojih biljka ne bi mogla zavrsiti svoj Zivotni
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ciklus ili je odredeni element nezamjenjivi sastojak molekula nuznih za metabolizam tijekom
normalnog razvitka biljke. Korisni elementi nisu nuzni za odrzavanje zZivota biljke, ali njihova
prisutnost djeluje pozitivno na odredene fizioloske procese u biljci. Neophodni elementi se
nacelno dijele u makroelemente i mikroelemente. Ova podjela napravljena je s obzirom na
koli¢inu tih elemenata prisutnih u biljci, dok je njihov znacaj za Zzivot biljke podjednak.
Iskljucivanje bilo kojeg neophodnog elementa iz Zivota biljke znacilo bi ugibanje te biljke jer
se nedostatak neophodnog elementa ne moze nadoknaditi prisutnos¢u ili suviskom nekog
drugog elementa. Makroelementi su elementi potrebni biljci u ve¢im koli¢inama te se u njih
ubrajaju ugljik, kisik, vodik, dusik, fosfor, kalij, sumpor, kalcij i magnezij. Elementi koji su
biljkama potrebni u manjim koli¢inama nazivaju se mikroelementima. To su zeljezo, mangan,
bor, cink, bakar, molibden, klor, nikal i drugi. Mineralne tvari u biljnom organizmu mogu
imati specificne 1 nespecificne uloge. Razli¢iti elementi mogu sudjelovati u stvaranju
potencijalnog osmotskog tlaka i doprinositi odrZzavanju elektroneutralnosti stoga nespecifi¢ne
uloge nisu vezane za odredeni element. S druge strane, mnogi su elementi sastojci
biomolekula (organski spojevi, proteini, nukleinske kiseline, fosfolipidi, hormoni, klorofili),
sastojci prostetickih skupina (primjerice Fe u hem- i FeS-proteinima, Cu u plastocijaninu),
aktivatori ili kofaktori enzima (Mg aktivira neke enzime ukljucene u disanje i fotosintezu te
sintezu DNA 1 RNA, Ni je kofaktor enzima uklju¢enih u metabolizam dusika), sastavni dio
enzima (Zn u razli¢itim dehidrogenazama, Mo i Fe u nitrat-reduktazi) ili glasnici (npr. Ca) u
odgovorima na okolisne i hormonske signale (Pevalek-Kozlina, 2003).

Opskrbljenost biljnih tkiva hranjivim elementima ovisi o primljenoj koli¢ini elemenata, ali i o
njihovoj pokretljivosti te sposobnosti premjeStanja unutar biljke. Poznavanje pokretljivosti
elemenata u biljci znacajno je prilikom utvrdivanja nedostatka odredenog elementa. Ako je
biljka dobro opskrbljena svim bitnim elementima razvijat ¢e se normalno. No, pri manjku ili
nedostatku neophodnih elemenata na biljkama se, osim usporenog rasta i Smanjenog prinosa,
mogu uociti i specificni simptomi poput kloroze, nekroze, suSenja listova 1 sli¢no. Dusik,
fosfor, kalij, magnezij, klor i mangan su dobro pokretni elementi te mogu relativno lako
prelaziti u mlade listove. Ukoliko tlu nedostaje jedan od pokretnih elemenata biljka ¢e
zrtvovati starije listove 1 premjestit ¢e taj element u podrucje rasta (mladi dio biljke). Tako ¢e
se nedostatak pokretnih elemenata uociti zu¢enjem 1i/ili ugibanjem starijih listova. Sumpor,
zeljezo, kalcij, bor, bakar, cink i molibden su slabo pokretni elementi, pa ukoliko se simptomi
nedostatka (npr. kloroza) utvrde na mladim listovima, ocito je da se radi o nedostatku slabo

pokretnog elementa (Pevalek-Kozlina, 2003).
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2.3.1. Dostupnost kationa

Tlo oko biljke sastoji se od krute, tekuce i plinovite faze, a nastaje postupnim raspadom
stijena pod utjecajem vjetra, oborina, promjene temperature i razlicitih kiselina koje izlucuje
sama biljka. Veé¢i dio mineralnih tvari dolazi u obliku teSko topivih fosfata i karbonata, a
manji dio je adsorptivno vezan za Cestice tla ili je u otopini tla. Pozitivno nabijeni minerali u
tlu vezani su uz negativno nabijene Cestice tla te se u biljku mogu adsorbirati u procesu
izmjene kationa. Biljka izlu¢ene vodikove ione moZe zamijeniti kationima vezanim uz Cestice
tla. Kapacitet izmjene kationa ovisi o vrsti Cestica tla. Laksa asimilacija kationa moguca je i
uz stvaranje kompleksa s organskim spojevima pri ¢emu se kationski makro- i mikroelementi
vezu na organski spoj elektrostatskim vezama.

Neki kationi, poput kalija, nakupljaju se u biljci u obliku slobodnih iona u citosolu i vakuoli
(Marschner, 2012) gdje imaju glavnu ulogu u osmoregulaciji, fotosintezi, otvaranju puci I
transpiraciji, aktivaciji pojedinih enzima i drugo (Cakmak, 2005; Milford i Johnston, 2007).
Kalij je, poslije dusika, najzastupljenija mineralna tvar u biljci. No, od ukupne koli¢ine kalija
u tlu, samo je 1 do10% kalija je dostupno biljci u neizmijenjenom obliku (Carrow i sur.,
2001). Jedno od glavnih svojstava kalija kao prihranjivac¢a je njegov pozitivan ucinak na
povecéanje otpornosti biljaka na abioticke (Cakmak, 2005) i bioti¢ke stresove (Prabhu i sur.,
2007).

Zeljezo je &etvrti element po zastupljenosti u litosferi odnosno prisutan je u iznimno velikim
koli¢inama u tlu te je esencijalan element u biljnoj mineralnoj prehrani, a biljka ga koristi u
biosintezi klorofila i kao katalizator u redoks reakcijama (Abadia, 1992). Nedostatak Zeljeza
uzrokuje klorozu koja se pojavljuje prvo u mladim listovima (nepokretni element). Klorozu
moze uzrokovati i nedostatak mangana koji je sa Zeljezom u antagonistickom odnosu (Alam i
sur., 2001). Iako se u tlu nalazi u velikim koli¢inama njegova slaba topivost, osobito u
alkalnim i neutralnim tlima, ¢ini ga nedostupnim biljkama (Shao i sur., 2007). U tlu se
uglavnom nalazi u obliku netopivih feri iona (Fe**) koji su pri neutralnoj vrijednosti pH jako
slabo topivi Sto biljci oteZzava primanje Zeljeza. Biljke mogu povecati dostupnost zeljeza
redukcijom feri iona u bolje topive fero ione (Fe?*) zakiseljavanjem medija oko korijena -
izluCivanjem protona tijekom apsorpcije i asimilacije kationa, otpuStanjem organskih kiselina
(jabu¢ne, limunske) iz korijena te otpuStanjem helatora koji tvore stabilne topive komplekse
sa zeljezom (Schmidt, 1999). Kompeticiju kod primanja Zeljeza pokazuju bakar, kobalt, nikal,

cink, kadmij, krom i mangan, a kod visih vrijednosti pH ioni Ca* i fosfati takoder ometaju taj
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proces (Alam i sur., 2001; Yoshihara i sur., 2006). Prihrana nitratima smanjuje, a prihrana
amonijevim ionima povecava dostupnost (primanje) Zeljeza.

loni magnezija nemaju veliki ionski radijus, no radijus im se povecava 400 puta kada je taj
ion hidratiziran (veéi i od K* i Ca®") te su mu potrebni posebni nosa¢i za prolazak kroz
membranu (Schock i sur., 2000; Li i sur., 2001). Dostupnost Mg** moZe biti jako smanjena
prisutnodéu drugih kationa, kao §to su K" i NH4" (Kurvits i Kirkby, 1980), Ca** i Mn?*
(Heenan i Campbell, 1981) kao i H*, odnosno niskom pH vrijednosti tla (Marschner, 2012).
Koncentracija iona kalcija varira ovisno o biljnoj vrsti, uvjetima rasta i biljnom organu. Za
optimalni rast biljke jednosupnice trebaju puno manje Ca®* nego dvosupnice (Loneragan i
sur., 1968). Ta razlika uvelike je uvjetovana kapacitetom izmjene kationa koja je razlicita za
pojedine biljke (White i Broadley, 2003). Cimbenik koji takoder utjeée na dostupnost Ca* je
koncentracija drugih kationa u vanjskoj otopini koji vrlo jednostavno i brzo zamjene mjesta s
kalcijevim ionima. Tako potreba za kalcijevim ionima brzo raste porastom koncentracije iona
teSkih metala (Wallace i sur., 1966) ili H" iona (Marschner, 2012).

Bakar (Cu) u tlu potjece iz primarnih minerala gdje se nalazi u jednovalentnom obliku, a
nakon njihovog raspadanja oksidira se do Cu®*. Biljke primaju bakar kao Cu?* ili u obliku
helata. Proces primanja je aktivan i smatra se da postoji specifi¢an prenositelj. Kod primanja
bakra konkurentni ioni su Mn?*, Fe?* i Zn®*, a takoder je zapaZeno da dobra opskrbljenost
biljaka dusikom i fosforom Cesto izaziva nedostatak bakra. Korijen ga, za razliku od izdanka,
sadrzi u znatno veéim koli¢inama. Bakar stvara stabilne kompleksne spojeve s organskim
kiselinama i organskim tvarima te kao takav je biljkama slabo pristupacan. Zbog toga se,
posebice u humusnim tlima, javlja manjak bakra (Vukadinovi¢ i Loncari¢,1998; Cheng i
Allen, 2001).

Cink se prima aktivno i kod njegovog primanja antagonisti¢ki djeluju veée koli¢ine kalcija i
magnezija. SuviSak cinka javlja se samo na kiselim tlima gdje mu je veéa topivost i
pristupacnost te njegova potencijalna toksi¢nost za biljku. Cink ima tendenciju veéeg
nakupljanja u korijenu nego u listovima gdje ometa rast korijena te time ogranicava biljkama
unos vode i hranjivih tvari (Castiglione i sur., 2007). Cink u kiselim tlima moZe uzrokovati i
klorozu i ometati metabolizam kalcija. Nedostatak cinka javlja se najceS¢e na teSkim
glinastim tlima (Chaney, 1993).

U tlu mangan najve¢im dijelom potjeCe iz MnO,, a sadrze ga razli¢iti oksidi stupnja
oksidacije od +2 do +7. Reducirani Mn biljke lako primaju te se oznacava se kao aktivan
oblik, dok su viSe oksidirani oblici inaktivni. U neutralnoj i luznatoj sredini pristupacnost

mangana je smanjena, a raspoloZivost raste s pove¢anjem kiselosti, redukcijom (do Mn?*) i
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dostupnosti elektrona (Adams, 1981). Toksi¢nost Mn javlja se u kiselim tlima gdje je drugi
toksi¢ni element nakon aluminija. Prosjecan sadrzaj mangana u biljkama te tolerancija prema
koli¢ini Mn ovisi o biljnoj vrsti i dijelu biljke. Na primjer, kod graha (Phaseolus vulgaris)
toksi¢nost manganom nastupit ¢e kada koncentracija u listu dosegne 150 mg kg'l, kod
lubenice (Citrullus lanatus) ta koncentracija moZze biti sedam puta visa, a riza (Oryza sativa)
moze podnijeti i do 35 puta viSu koncentraciju mangana u listu prije nego Sto dode do

njegovog ostec¢enja (Hannam i Ohki, 1988).

2.3.2. Dostupnost aniona

Za razliku od kationa, negativno nabijeni anioni obi¢no nisu vezani za Cestice tla, pa se kiSom
lako iz njega ispiru. Dusik je element koji je nakon ugljika, kojeg biljke primaju u obliku
ugljikova dioksida iz zraka, u najvecoj koli¢ini potreban biljci za rast. Veci dio duSika je u
zraku prisutan u molekularnom obliku (N3). Taj oblik duSika mogu koristiti samo one biljke
(primjerice mahunarke, joha) koje zive u simbiozi s dusik fiksiraju¢im bakterijama. No biljke
najcesce primaju dusik u obliku NO3™ (vise od 90% u obliku nitrata, ali samo kad je proces
nitrifikacije u tlu moguc¢ ili je primijenjeno mineralno gnojivo koje sadrzi nitrate), a rjede kao
NH,* (amonijev ion). U veéini tala amonijak se nitrifikacijom koju provode bakterije brzo
pretvara u nitrat. Koli¢ina amonijevih iona u tlu moze biti i ve¢a od nitrata, no nitratni ioni
dostupniji su biljci zbog puno vece mobilnosti (Owen i1 Jones, 2001; Miller 1 Cramer, 2004).
Primanje oba oblika je aktivan metabolicki proces nasuprot elektrokemijskom gradijentu za
Sto se troSi energija. Kod viSih pH vrijednosti (pH > 7) biljke preferiraju amonijski oblik
dusika, a kod niZih (pH < 6) nitratni (Vukadinovi¢ i Lon¢ari¢, 1998). U prisutnosti oba oblika
mineralnog dusika u tlu, ioni NH,;* kompetitivno inhibiraju primanje nitrata (NO3"). Kod
nekih biljaka izrazen je i jak antagonizam izmedu iona NO3™ i CI". Nitrat sam stimulira svoje
primanje u biljnu stanicu i kada ude u stanicu visak nitrata moze se pohraniti u vakuoli. Dusik
se u organske spojeve ugraduje uvijek u reduciranom obliku tako da biljka reducira nitrat
preko nitrita u amonijeve ione u dva enzimima katalizirana procesa. Redukcija nitrata u nitrit
je prva reakcija u procesu asimilacije duSika. Nitrat reduktaze biljaka su homodimeri
sastavljeni od dvije identicne podjedinice. Nitrat reduktaza (NR) je glavni protein u
vegetativnim tkivima koji sadrzi molibden, pa je u slucaju nedostatka molibdena aktivnost
ovog enzima vrlo smanjena. Povecana koli¢ina nitrata potiCe ekspresiju gena za enzim §to
znaCi da je sinteza nitrat reduktaze regulirana supstratom. Taj enzim katalizira prijenos

elektrona s nikotinamid-adenin-dinukleotida ~ (NADH) ili  nikotinamid-adenin-
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dinukleotidfosfata (NADPH) preko FAD, citokroma b577 i molibdena na NO3". Nastali nitrit
brzo se prenosi u plastide, a svaki plastid ima svoju asimilacijsku nitrit-reduktazu i to
kloroplasti feredoksin-nitrit-reduktazu, a proplastidi NAD(P)H-nitrit reduktazu. Oba enzima
kataliziraju redukciju nitrita u amonijak. Ferodoksin je davatelj elektrona u fotosintetskim
tkivima, a NAD(P)H u nefotosintetskim tkivima. Zbog velikog znac¢enja dusika za biljku,
aktivnost NR se moze koristiti kao biokemijski pokazatelj za predvidanje prinosa biljaka.
Amonijak i amonijevi ioni su u vis§im koncentracijama toksi¢ni, a u biljnim stanicama se brzo
ugraduju u organske spojeve. Biljke koje mogu primati duSik u obliku amonijevih iona mogu
saCuvati odredenu koli¢inu metabolicke energije (koja bi se inaCe potroSila na pretvorbu
nitrata u amonijak). Zbog male koli¢ine u tlu, a velikih potreba u ishrani bilja, u suvremenoj
poljoprivrednoj proizvodnji primjena dusika gnojidbom nezamjenjiva je agrotehnicka mjera
(jer su pristupaéne koli¢ine dusika u tlu uglavnom nedovoljne za postizanje visokih prinosa).
U svjetskim razmjerima viSe od polovice duSikovih gnojiva se primjenjuje u obliku uree. Taj
spoj (koji inace nastaje u biljkama razgradnjom arginina) moze, primijenjen u obliku gnojiva,
uci u biljku direktno ili putem amonijaka ili nitrata nastalih razgradnjom uree djelovanjem
bakterija u tlu (Kojima i sur., 2006; Witte, 2011).

Sumpor iz organskih spojeva najve¢im dijelom potjece iz sulfata nastalog ispiranjem stijena.
Biljka sulfate prima aktivnim procesom uz pomo¢ specifi¢nih proteinskih nosaca koji ih
prenose od korijena do provodnih elemenata. Biljke mogu metabolizirati i sumpor iz zraka
(SO3) nastao atmosferskih oneciS¢enjem ili koriStenjem fosilnih goriva. Sumpor u takvom
obliku biljke primaju kroz puci (Pevalek-Kozlina, 2003).

Fosfor biljke primaju iz tla u obliku fosfata koji potjee iz stijena. Njegove zalihe su
neobnovljive te se predvida da bi se mogle iscrpiti za 50 do100 godina (Cordell i sur., 2009).
Fosfor je jedna od najmanje dostupnih mineralnih tvari u tlu $to je povezano s nafinom
vezanja fosfata s Cesticama tla i drugim elementima (Vance i sur., 2003). Slaba dostupnost
fosfata je posebno izrazena u kiselim tlima u kojima ima puno zeljeznih i aluminijevih oksida
koji s fosforom stvaraju spojeve nedostupne biljkama (Yan i sur., 2006; Schachtman i sur.,
1998).

Biljke sadrze vrlo malo molibdena (Mo) ¢ak ispod 1 ppm ( 0.1 — 0.5 ppm u suhoj tvari), a
relativno veci sadrzaj molibdena zabiljeZzen je u mahunarkama i krstaSicama. Biljke ga
usvajaju u obliku MoO4% i u biljkama egzistira kao anion pa mu pristupagnost raste porastom
pH vrijednosti. U kiselim tlima (pH< 5,5) dostupnost Mo se smanjuje s porastom oksida u tlu

(npr. oksida Zeljeza) koji adsorbiraju anione molibdena (Reddy i sur., 1997). Dostupnost mu,
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osim ve¢ spomenutog pH i koncentracije adsorptivnih oksida, ovisi o stupnju drenaze tla i
koli¢ini organske tvari u tlu. FizioloSska uloga mu je da sudjeluje u oksidaciji sulfita do
sulfata, redukciji nitrata te se kod nedovoljne opskrbe molibdenom smanjuje aktivnost nitrat-

reduktaze i dolazi do naruSavanja kloroplastne strukture (Vukadinovi¢ i Lon¢ari¢,1998).

2.4. Fitotoksi¢nost metala

Sve biljke mogu iz tla i vode primati metale esencijalne za njihov rast i razvoj ali i one poput
As, Cd, Hg, Pb ili Se, koji nemaju nikakvu poznatu fiziolosku funkciju u biljkama te su u
relativno niskim koncentracijama toksi¢ni za biljku. U teSke metale se ubrajaju i mnogi
esencijalni elementi koji su neophodni za osnovne stani¢ne procese, ali SU u vecim
koncentracijama toksi¢ni. Stoga je potrebna precizna kontrola nad unutarstanicnom
koncentracijom teSkih metala (homeostaza) jer pretjerano nakupljanje teSkih metala u
biljkama moze biti toksi¢no za biljke, a posljedi¢no za zivotinje i ljude. S kemijske tocke,
teSke metale se definira kao skupinu metala specifi¢ne gustoée veée od 5 g cm™ (Sanita di
Toppi i Gabbrielli, 1999). Po toj definiciji, aluminij nije teSki metal ali se zbog svojih
svojstava i uéinka na Zive organizme i bioloske sustave ubraja u ovu skupinu (Fodor, 2002).
Fitotoksi¢nost teskih metala ocCituje se poremecajem biokemijskih procesa u stanici Sto
naposljetku rezultira ostecenjem stani¢nih struktura. Zajednicka posljedica ucinka teskih
metala je povecana proizvodnja reaktivnih oblika kisika (engl. ROS — reactive oxygen
species) odnosno oksidacijski stres, nekontrolirane redoks-reakcije i posljedicno oStecenje
vitalnih biomolekula - povecana peroksidacija lipida, oksidacija proteina te ostecenje
molekula DNA (razgradnja nukleotidnih baza, jednolancani lomovi, unakrsno vezanje DNA s
proteinima).

Za razliku od organskih onecistaca, metali se u organizmu ne mogu razgraditi pa biljke
pribjegavaju nizu obrambenih mehanizama kako bi imale Sto bolji nadzor nad unosom,
nakupljanjem i prijenosom tih opasnih elemenata te detoksikacijom isklju¢ivanjem slobodnih
iona metala iz citoplazme (Martinez i sur., 2006). Posljednjih godina glavna tema mnogih
istrazivanja u cijelom svijetu bila je pristupacnost i mobilnost teSkih metala u tlu kao indikator
potencijalnog rizika toksic¢nosti i negativnih posljedica na kvalitetu tla i vode, te potreba za
ocjenom utjecaja na okoli§ budu¢i da broj kontaminiranih podrucja raste (Vukadinovi¢ i

Loncari¢,1998).
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2.4.1. Oksidacijski stres

Aktivirani oblici Kkisika nastaju u raznim dijelovima stanice i u malim koli¢inama su stalni
produkti normalnog stani¢nog metabolizma. Te su molekule neophodne pri nekim procesima,
primjerice ROS imaju vaznu ulogu u regulaciji rasta i razvoja i programiranoj stani¢noj smrti
te sluze kao signalne molekule u poticanju obrambenih mehanizama i kao sekundarni glasnici
u mnogim signalnim putovima posredovanim hormonima (Perl-Treves i Perl, 2002). Tijekom
normalnog metabolizma mogu nastati 1 u ve¢im koli¢inama jer su ukljuceni u sva podrucja
aerobnih procesa poput disanja i fotosintetskog transporta elektrona na komponentama
fotosustava | i Il (PSI i PSII), oksidacije razliitih supstrata i dr. Zbog velike koncentracije
kisika kloroplasti se smatraju glavnim izvorom ROS-a u biljnim stanicama. Toksi¢nost
otrovnih kisikovih spojeva i radikala proizlazi iz njihove sposobnosti da potaknu kaskadne
reakcije radikala koje vode oSte¢ivanju proteina, DNA, membranskih lipida i kona¢no smrti
stanice.

kisikovih radikala i molekula oSte¢enih radikalima, a takoder se potiCe ekspresija gena za
antioksidacijske mehanizme Sto podize razinu antioksidansa koji uklanjaju radikale. Njihovo
se stvaranje tijekom starenja zbog ucinka teskih metala povecava jer se narusava ravnoteza
izmedu njihove proizvodnje i eliminacije (Fodor, 2002).

Kisik se u osnovnom stanju moze smatrati radikalom zbog svoje elektronske konfiguracije -
dva nesparena elektrona s paralelnim spinovima - no to je najstabilniji oblik kisika. Naime,
kisik zbog paralelnog spina moze primati samo jedan po jedan elektron (monovalentna
redukcija) te je i reakcija s neradikalima npr. organskim molekulama vrlo spora jer su
elektroni takvih molekula spareni i antiparalelnog spina. Kisik se moze aktivirati bilo
apsorpcijom energije dovoljne da "obrne™ spin jednom od nesparenih elektrona ili
monovalentnom redukcijom (prijenos jednog elektrona). Prvim nacinom aktivacije nastaje
singletni kisik koji moze sudjelovati u reakcijama divalentne redukcije (istovremeni prijenos
dva elektrona). Stoga taj oblik pokazuje puno vecu reaktivnost prema organskim molekulama
od kisika. Monovalentnom redukcijom kisika u postepenim koracima nastaju superoksidni
radikal (O;"), vodikov peroksid (H,05), hidroksilni radikal (OH") i voda. H,O, je neradikalni
Stetni produkt kisika, a moze ponovno krenuti u reakciju dajuci najjaci poznati oksidans -
hidroksilni radikal u tzv. Fentonovoj reakciji gdje se Fe?*-kompleks oksidira u Fe**-kompleks.
Fentonova reakcija je ciklicka jer se Fe**-kompleks reducira pomoéu superoksidnog radikala

§to rezultira obnovljenim nastankom Fe®*-kompleksa §to omoguéava jo§ jedno reagiranje s
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H,0,. Ioni bakra takoder kataliziraju reakcije Fentonovog tipa i produciraju OH", ali i
induciraju enzim lipooksigenazu koja inicira peroksidaciju lipida.

Reaktivni otrovni kisikovi radikali i neradikalne forme nastaju u raznim stani¢nim odjeljcima,
no njihov najznacajniji izvor su kloroplasti. Kada svjetlosni sustav kloroplasta primi previse
energije koju fotosintetski lanac elektrona ne moZe apsorbirati, viSak te energije moze se
potroS$iti otpuStanjem topline i fluorescencijom ili prijenosom na kisik pri ¢emu nastaju
aktivni oblici kisika. U kloroplastu moze doc¢i do "curenja" elektrona na bar tri mjesta (Perl-
Treves i Perl, 2002). Tako se singletni kisik moZe formirati u kloroplastima kada fotonima
ekscitirani klorofil u tripletnom stanju reagira s kisikom. Najvazniji izvor kisikovih radikala
tijekom fotosinteze su reducirani akceptori elektrona u fotosustavu I, posebice feredoksin.
Reducirani feredoksin putem redukcije NADP+ osigurava elektrone za fiksaciju CO; i druge
reakcije u kloropastu. No, kada Calvinov ciklus ne oksidira NADPH dovoljno brzo odnosno
kada na raspolaganju nema dovoljno NADP", elektroni se akumuliraju i dolazi do prijenosa
pojedinacnog elektrona na kisik pri ¢emu se stvara superoksidni radikal. Superoksid u
uvjetima niske pH vrijednosti moze spontano dismutirati do H,O, ili moze reducirati
plastocijanin ili citokrom f. U drugom slucaju dolazi do ciklickog toka elektrona oko PS I
(Mehlerova reakcija). Smatra se da taj mehanizam ima regulatornu ulogu jer dozvoljava
"kruzenje" viska elektrona i sprjecava difuziju radikala iz membrane. Trec¢e mjesto gdje moze
doci do "gubitaka" elektrona i nastanka superoksidnog radikala je fotosustav Il u kojem dolazi
do cijepanja vode (pojedinacni prijenos Cetiri elektrona iz vode u reakcijski centar PS Il pri
¢emu se oslobada kisik).

Stresni uvjeti uzrokuju promjene u stani¢noj membrani, a time utjeCu i na procese vezane uz
provodenje signala i stvaranje energije. Posebno osjetljive na peroksidaciju su polinezasic¢ene
masne kiseline, koje su glavne sastavnice membranskih lipida. Aktivacijom kisika, izmedu
ostalog, nastaju hidroksidni radikal i singletni kisik, koji reagiraju s metilenskim grupama
polinezasi¢enih masnih kiselina, formirajuci tako Stetne konjugirane diene, lipidne peroksi
radikale i lipidne hidroksiperoksidaze. Lipidna peroksidacija odvija se u tri faze: inicijacija,
propagacija i1 terminacija. Faza inicijacije ukljucuje aktivaciju kisika, a zatim slijedi dio u
kojem reaktivni oblici kisika reagiraju s metilenskim grupama polinezasi¢enih masnih
kiselina, koje su, kako je ve¢ napomenuto, najosjetljivije na peroksidaciju. Slobodni radikali
djeluju na taj nacin da ,,napadaju vodik u metilenskim grupama, kidaju¢i tako dvostruke veze
i dovode¢i do njihove preraspodjele (Blokhina i sur., 2003).

Proteini oSteceni reaktivnim oblicima kisika nakupljanju se tijekom starenja, oksidacijskog

stresa te tijekom patolodkih procesa. Ove bioloske molekule mijenjaju se uslijed djelovanja
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reaktivnih oblika Kisika ili sekundarnih produkata oksidacijskog stresa. Oksidacijski izazvane
promjene proteina dovode do njihove povecane osjetljivosti na proteolizu te do brojnih
posljedica u cijelom fizioloSkom sustavu, kao Sto je primjerice inhibicija djelovanja nekih
enzima. Oksidacijska modifikacija enzima moze imati blagi ili vrlo snazan utjecaj na stanicni
metabolizam, ovisno o broju modificiranih molekula. Reagiranje aktiviranih oblika kisika
dovodi do kidanja peptidnih veza i unakrsnog spajanja nastalih produkata, tj. dolazi do
modifikacije aminokiselinskih lanaca, Sto rezultira promjenama u samim funkcijama proteina,
odnosno dolazi do gubitka funkcije (Shacter, 2000). Aminokiseline koje sadrze sumpor su
iznimno osjetljive, a posebno cistein i metionin. Njihova modifikacija dovodi do stvaranja
disulfida i metionin sulfoksida. Mnogi bioloski sustavi posjeduju enzime reduktaze koje mogu
oksidirane oblike cisteina i metionina vratiti u njihovo prvotno stanje. To su ujedno i jedini

oksidacijski modificirani oblici proteina koji se mogu ,,popraviti®.

2.4.2. Obrambeni mehanizmi biljke

Pojava kisika u atmosferi prethodila je razvoju obrambenih mehanizama koji su odrzavali
koncentraciju ROS na prihvatljivoj razini ili su popravljali Stetu. Antioksidansi sprje¢avaju
oksidaciju drugih tvari, a u bioloSkim sustavima sluze za neutralizaciju slobodnih radikala.
Zajednicka znaCajka svih antioksidansa je sposobnost stabilizacije nesparenih elektrona i
neutralizacija potencijalno Stetnog djelovanja slobodnih radikala a da pri tome sami ne
postanu nestabilni. Budu¢i da se reaktivni oblici kisika razlikuju po mjestu nastanka u stanici,
reaktivnosti s pojedinim bioloskim molekulama, topivosti i moguénosti difuzije, biljci je
potreban kompleksan antioksidacijski sustav obrane (Arora i sur., 2002). Najvazniji zastitni
mehanizmi su antioksidacijski enzimi kao $to su superoksid dismutaza (SOD), katalaza
(KAT) i peroksidaze koje koriste razli¢ite supstrate kao donore elektrona (Rascio i Navari-
I1zzo, 2011). Biljke sadrze i neenzimske antioksidanse - molekule male molekularne mase od
kojih su najbitniji askorbat, glutation, karotenoidi, fenoli i tokoferol. Za regeneraciju tih
molekula potreban je Citav niz enzima koji sudjeluju u obnavljanju supstrata za obrambene
reakcije — glutation reduktaza, monodehidro- i dehidroaskorbat reduktaza (ciklus Halliwell-
Asada). Uz njih postoje 1 enzimi za uklanjanje Stetnih produkata lipidne peroksidacije
(Blokhina i sur., 2003).

Prva linija obrane od reaktivnih kisikovih spojeva u stanici je SOD. Taj enzim Katalizira
dismutaciju superoksidnih radikala na vodikov peroksid i molekularni kisik. Superoksid

nastaje na svakom mjestu u stanici u kojoj je prisutan lanac elektrona. Stoga nije neobi¢no da
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su superoksid dismutaze prisutne u mitohondrijima, kloroplastima, peroksisomima,
gliosomima, apoplastu i citosolu. Fosfolipidne membrane su nepropusne za nabijene
superoksidne molekule. Stoga je vazno da se superoksid dismutaze nalaze u odjeljcima u
kojima superoksid nastaje kako bi ga mogle razgraditi (Miller, 2004).

Peroksidaze (oksidoreduktaze vodikovog peroksida) su Siroko rasprostranjeni enzimi nadeni u
zivotinja, biljaka, gljiva i prokariotskinh organizama. Biljne peroksidaze su glikoproteini
sacinjeni od jednog polipeptidnog lanca. Kao prosteticku skupinu imaju feriprotoporfirin IX.
Kataliziraju oksidaciju pojedinih stani¢nih tvari koriste¢i vodikov peroksid ili neki drugi
organski peroksid kao primatelj elektrona. Postoji veliki broj izoenzima peroksidaze
smjeStenih na razlicitim mjestima s razli¢itim funkcijama i svojstvima u biljci te im se
molekulska masa kre¢e u rasponu od 30 do 50 kDa (Hiraga i sur., 2001). S obzirom na
fizioloSku ulogu 1 supstratnu specifi¢nost peroksidaze su podijeljene u dvije skupine (Asada,
1992). U jednoj skupini su peroksidaze koje koriste vodikov peroksid za razli¢ite oksidacijske
procese u stanici i ¢ija je karakteristika slaba supstratna specifi¢nost. Zbog slabe supstratne
specifi¢nosti kao donor elektrona mogu posluziti pirogalol, guajakol, siringaldazin i drugi
fenolni spojevi. Ova skupina ukljucena je u procese biosinteze lignina i suberina, razgradnje
auksina, zaraStavanje rana, obrane od patogena i uklanjanje toksi¢nih spojeva peroksida.
Druga skupina su peroksidaze kojima je glavna uloga uklanjanje vodikovog peroksida i
organskog peroksida, a medu kojima su askorbat i glutation peroksidaza. Za redukciju
toksi¢nog vodikovog peroksida potreban je reducirajuéi supstrat koji je uglavnom askorbat.
Askorbat peroksidaza ima vaznu ulogu u uklanjanju vodikovog peroksida i njegovi izoenzimi
smjeSteni su u najmanje Cetiri jasno odvojena mjesta u stanici. To su stroma i tilakoidna
membrana u kloroplastima, mikrosomi (ukljuc¢ujué¢i glioksisome i peroksisome) i citosol
(Shigeoka i sur., 2002). Za redukciju vodikovog peroksida potrebne su dvije molekule
askorbata, a nastali produkti su dvije molekule vode i monodehidroaskorbat (MDA). Razliiti
stresni uvjeti kao $to je temperatura, solni stres, teski metali, patogeni, oneciS¢enje tla ili zraka
uzrokuju promjenu aktivnosti peroksidaze Sto je dobar pokazatelj stresa u biljke (Rout i Das,
2003).

Katalaza (KAT) je enzim koji uspjesno katalizira dismutaciju toksi¢nog vodikovog peroksida
u vodu i molekularni kisik. U Zivotinjskim stanicama, peroksisomalna i citosolna katalaza je
glavni enzim za detoksikaciju vodikovog peroksida. U listovima biljnih stanica katalaza je
smjesStena u peroksisomima gdje uklanja toksi¢ni sadrzaj vodikovog peroksida nastao raznim
metaboli¢kim procesima kao $to je Bf-oksidacija masnih kiselina u glioksilatnom ciklusu ili

katabolizam purina, pri klijanju sjemenki, biosintezi lignina, fotorespiraciji ili procesu
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starenja. Svi oblici katalaze su tetramerni enzimi s prosje¢cnom molekulskom masom 220 000.
U kukuruzu su opisana tri tipa izoenzima katalaze c¢iji geni se nalaze na razliCitim
kromosomima. Sva tri oblika smjeStena su na razli¢itim mjestima u stanici i svaki oblik je
neovisno reguliran. Zanimljivo svojstvo katalaze je znacajna osjetljivost na svjetlost ali 1
uc¢inak nekih drugih okolisnih ¢imbenika koji djeluju inhibitorno na sintezu ovoga enzima
(Hertwig i sur., 1992; Fodor, 2002).

2.5. Fotosinteza
2.5.1. Fotosintetska uc¢inkovitost

Fotosinteza predstavlja jedini bioloski vazan proces u kojem se djelovanjem Suncevog
zracenja anorganske tvari mogu pretvarati u organske spojeve. Tim se procesom svake godine
u organske spojeve veze oko 60 milijardi tona CO, i nastaje viSe od 110 milijardi tona
ugljikohidrata. Svojevrstan nusproizvod ovog procesa je kisik bez kojega na Zemlji ne bi bilo
zivota u obliku kakvog znamo. Veliki dio energije na Zemlji rezultat je fotosintetske
aktivnosti koja se zbivala u proslosti. Ta energija danas je pohranjena u obliku fosilnih goriva
te osigurava oko 90% ukupne energije potrebne za transport, industriju, kucanstva i dr.

Proces fotosinteze koji se odvija u kloroplastima biljnih stanica omogucava opskrbu
biljke ugljikohidratima potrebnim za njezin rast i razvoj te je vazan izvor energije. Proces
fotosinteze je niz slozenih reakcija koje ukljucuju apsorpciju svjetlosti, prijenos elektrona i
enzimske reakcije kojima se proizvode ugljikohidrati. Apsorpcija svjetlosti, reakcije prijenosa
elektrona od vode do NADP” te fotofosforilacija ADP-a u ATP dogadaju se na molekulama i
proteinskim kompleksima u tilakoidnim membranama kloroplasta. Kompleksi za sakupljanje
svjetlosti fotosustava Il (PSII) apsorbiraju svjetlosnu energiju i prenose je do reakcijskog
srediSta Pggo. Svjetlost inducira oksidaciju vode i prijenos elektrona na feofitin koji je
primarni akceptor elektrona i na dva plastokinona koji se reduciraju u plastokinol. Elektroni
se dalje prenose preko kompleksa citokrom bgf, plastocijanina i fotosustava | (PSI) na
NADP” koji je konaéni akceptor elektrona. Svjetlosnim reakcijama nastaje reducirani oblik
nikotinamid-adenin-dinukleotidfosfata (NADPH) koji je izvor visokoenergiziranih elektrona,
a nastali protonski gradijent koristi ATP-sintaza za proizvodnju adenozin-trifosfata (ATP).
Druga faza fotosintetskih reakcija odvija se u stromi kloroplasta (Calvinov cikus), a obuhvaca

fiksaciju CO, topljivim enzimima npr. najvazniji je ribuloza-1,5-difosfat-karboksilaza-
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oksigenaza (RuBisCO) i prevodenje u ugljikohidrate uz koristenje NADPH i ATP nastalih u

primarnim reakcijama (Pevalek- Kozlina, 2003).

2.5.2. Fluorescencija klorofila

U tilakoidim membranama kloroplasta molekule pigmenata organizirane su u dva fotosustava
PSI i PSII. Svaki od njih sastoji se od antenskog kompleksa, reakcijskog sredista i primarnog
akceptora elektrona. Antenski kompleks €ini nekoliko stotina antenskih molekula pigmenata
(klorofila, karotenoida) koji sluze za hvatanje i provodenje svjetlosne energije do molekule
klorofila a u reakcijskom srediStu. U reakcijskom sredi$tu energija pokreCe reakciju
oksidacije klorofila, a on predaje svoj ekscitirani elektron primarnom akceptoru elektrona. Taj
proces predstavlja pretvorbu svjetlosne energije u kemijsku energiju. U optimalnim okoliSnim
uvjetima se najve¢i dio apsorbirane energije (oko 95%) koristi za fotokemijske reakcije
fotosinteze, medutim dio se energije gubi u obliku topline 1 svjetlosti, pri ¢emu nastaje
fenomen koji nazivamo fluorescencija klorofila. Tri spomenuta nacina oslobadanja energije
prilikom deekscitacije klorofila su u medusobnoj kompeticiji §to znafi da povecanje
ucinkovitosti jednog od njih dovodi do smanjenja druga dva (Maxwell i Johnson, 2000).
Svjetlost oslobodena fluorescencijom je vece valne duljine od apsorbirane svjetlosti, Sto znaci
da emisijski spektar klorofila ima maksimum u crvenom podrucju, pri nesto vecoj valnoj
duljini od maksimuma apsorpcijskog spektra klorofila u crvenom podrucju. lako prinos
fluorescencije iznosi samo 3 do 5% apsorbirane energije (Walker, 1987), mjerenjem
fluorescencije u uvjetima in vivo dolazi do velikih promjena u intenzitetu fluorescencije. Te
su promjene prvi uocili Kautsky i njegovi suradnici 1960. godine (Maxwell i Johnson, 2000).
U literaturi su te promjene razli¢ito nazivali - ,,Kautsky effect”, ,,fluorescence induction*,
»fluorescence transient”, ,,OJIP curve®, ,,fluorescence decay* (Govindjee, 2004; Papageorgiou
I sur., 2007). Nakon osvjetljavanja fotosintetskog materijala prilagodenog uvjetima tame
(najmanje 10 minuta; Stribret i Govindjee, 2011), intenzitet fluorescencije naglo raste i unutar
1 sekunde doseZe svoj maksimum. Porast intenziteta fluorescencije posljedica je progresivnog
zatvaranja reakcijskih srediSta fotosustava Il. Naime, kada primarni akceptor elektrona
plastokinon (QA) primi elektron, mora ga predati slijedecem prenosiocu (QB) kako bi primio
sljedeci elektron. U tom periodu se za reakcijska srediSta kaze da su ,,zatvorena“. Postojanje
odredenog udjela zatvorenih reakcijskih srediSta, koje je prisutno u svakom trenutku, za
posljedicu ima smanjenje ucinkovitosti fotokemijske pretvorbe energije i odgovarajuce
povecanje prinosa fluorescencije (Maxwell i Johnson, 2000).
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Mijerenje fluorescencije klorofila a je relativno jednostavno budu¢i da je spektar
fluorescencije razli¢it od spektra apsorbirane svjetlosti. Naime, emitirani foton svjetlosti ima
vecu valnu duljinu, a time manju energiju nego svjetlost koja ju je izazvala. Klorofil a uvijek
fluorescira crveno jer se foton, neovisno o valnoj duljini apsorbiranih fotona, emitira pri
prijelazu iz prvog pobudenoga stanja u osnovno stanje pri cemu se visak energije oslobada u
obliku topline i fluorescentne svjetlosti (Pevalek-Kozlina, 2003). Najveci udio fluorescencije
klorofila a pri sobnoj temperaturi potje¢e od kompleksa PSII (oko 90%). Kompleksi koji su
dio PSI vrlo slabo fluoresciraju, no znanstvenici jo$ nisu u potpunosti objasnili zasto je tome
tako (Govindjee, 2004). Budu¢i da promjene u fluorescenciji ovise uglavnom o PSII,
interpretacija eksperimentalnih podataka je time olakSana (Schreiber i sur., 1994). Kada je
fotosintetski materijal prilagoden na uvjete tame, smatra se da su sva reakcijska sredista
otvorena, tj. QA je potpuno oksidiran i prinos flourescencije je u tome trenutku minimalan
(Fo). Ukoliko se na takav fotosintetski materijal primijeni saturacijska svjetlost, sva reakcijska
srediSta se zatvaraju 1 prinos fluorescencije je maksimalan (Fm). Razlika izmedu
maksimalnog (Fm) i minimalnog (Fo) intenziteta fluorescencije naziva se varijabilna
fluorescencija (Fv). 1z podataka o maksimalnom i minimalnom intenzitetu fluorescencije
moze se izraCunati maksimalni kvantni prinos PSII kao omjer varijabilne fluorescencije i
maksimalnog intenziteta fluorescencije (Fv/Fm). Maksimalni kvantni prinos PSII se koristi
kao indikator ukupne ucinkovitosti fotosinteze i u zdravom fotosintetskom materijalu njegova
vrijednost iznosi oko 0,83 (Bjorkman i Demmig, 1987). lako je povezanost fluorescencije
klorofila a sa stopom fotosinteze poznata jo§ od otkrica Kautsky efekta tridesetih godina
prosloga stojeca, razvojem dovoljno preciznih rutinskih fluorometara osamdesetih godina
prosloga stolje¢a pocinje era istrazivanja fotosintetske ucinkovitosti bazirana na fluorescenciji
klorofila a (Baker i Oxborough, 2004). Mjerenje fluorescencije klorofila je vrlo osjetljiv,
neinvazivan i1 pouzdan nacin mjerenja ucinkovitosti PSII koji se zasniva na dva razlicita
principa. Jedan tip fluorimetara mjeri fluorescenciju moduliranom svjetlo§¢u tzv. engl. Pulse-
Amplitude-Modulation (PAM) 16 Fluorometry (Schreiber, 2004) dok drugi mjeri
fluorescenciju klorofila a induciranu kontinuiranom svjetlo§¢u u periodu od 1s tzv. ,brza“
fluorescencija kojom se biljezi polifazni rast fluorescencije (Strasser i sur., 2000). lako obje
tehnike imaju svoje prednosti i nedostatke, njihovi rezultati ne bi smjeli biti kontradiktorni.

Te ¢e metode biti detaljnije opisane u poglavlju Materijali i metode.
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2.5.3. Metoda izmjene plinova

Fluorescencija klorofila vrlo je jednostavna i1 ucinkovita tehnika, no mnogi autori je
kombiniraju s drugim tehnikama, posebno metodom izmjene plinova kako bi interpretacija
rezultata bila Sto bolja te doprinijela kompletnijoj slici odnosa biljke i njenog okolisa
(Maxwell i Johnson, 2000; Long i sur., 1996). Unazad 15 godina 95% laboratorijskih
mjerenja premjesteno je iz vrlo kompliciranih i zahtjevnih uvjeta na nove aparate koji su puno
jednostavniji te imaju moguénosti trenutnih mjerenja neovisno o mjestu rasta biljke (npr. u
polju). Metodom izmjene plinova mjeri se difuzija CO, preko lista, transpiracija,
provodljivost pué¢i (stomatalna provodljivost) u uvjetima in vivo i koncentracija
medustani¢nog CO». Za mjerenje je Cesto dovoljna vrlo mala povrsina lista (2 cm?) a mjerenja

je moguce provesti na velikom broju listova u vrlo kratkom vremenu (Long i Hallgren, 1993).

2.5.4. Primjena fluorescencije klorofila a i metode izmjene plinova u istrazivanjima

Osim u fundamentalnim istrazivanjima fotosinteze i fotosintetskog aparata (Lepedus i sur.,
2009; Lepedus i sur., 2010), mjerenje izmjene plinova i fluorescencije najveéu primjenu ima u
istraZzivanja abiotickog 1 biotickog stresa jer se fotosintetski organizmi prilagodavaju
promjenama u okoliSu mijenjajuci fotosintetsku aktivnost, a time i fluorescenciju klorofila te
kapacitet fotosintetskog aparata (Strasser i sur. 2000). Mnoga istrazivanja temeljena na
mjerenju i analizi ovim metodama dokazala su utjecaj stresa na biljke uzrokovanog susom
(Bertamini i sur., 2007), poplavom (Smethurst i sur., 2005), visokim temperaturama (Stefanov
I sur., 2011), niskim temperaturama (Tambussi i sur., 2004), povecanim ili smanjenim
intenzitetom svjetlosti (Griffin i1 sur., 2004), UV zracenjem (Ranjbarfordoei i sur., 2011),
solnim stresom (Ranjbarfordoei i sur., 2006), nedostatkom hranjivih tvari (Huang i sur., 2004;
Lin i sur., 2009), djelovanjem teSkih metala (Appenroth i sur., 2001), djelovanjem ozona
(Flowers i sur., 2007), djelovanjem razli¢itih kemijskih tvari (Kummerova i Vanova, 2007),
aeropolutanata (Lepedus i sur., 2005) i drugim abiotskim ¢imbenicima.

Fluorescencija klorofila a koristi se i u istrazivanjima biotickog stresa (Christen i sur., 2007),
istraZzivanjima razvojnih stadija biljaka (Lepedus i sur., 2011), starenja (Lepedus i sur., 2010),

kontroli kvalitete voca i povréa (Hagen i sur., 2006).
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3.1. Biljni materijal

Kao modelna biljka koristen je grah (Phaseolus vugaris L.) koji je podrijetlom s ameri¢kog
kontinenta odakle je prenesen u Europu. U pocetku se za jelo koristilo samo zrelo zrno, a tek
kasnije mlade mahune i mlado zrno. Grah pripada porodici Fabaceae, rodu Phaseolus.
JednogodiSnja je zeljasta biljka, ¢ija stabljika naraste 30 do 40 cm kod niskih sorti koje se
granaju, odnosno do 3 metra kod visokih sorti. Plod graha je mahuna razli¢itog oblika, boje i
veli¢ine. Najcesc¢e uzgajane sorte graha mahunara imaju okrugle ili plosnate mahune, duzine
10 do 20 cm, zelene ili Zute boje. Grah je termofilna kultura te je minimalna temperatura
klijanja izmedu 8 i 10 °C. No, optimalna temperatura tijekom cvatnje i pocetka formiranja
mahuna iznosi oko 23 °C, dok temperature ispod 15 °C te iznad 32 °C dovode do otpadanja
cvjetova i formiranih mahuna te smanjivanja prinosa (Knezovi¢ i sur., 2008). Niski grah ima
kratku vegetaciju (60 do 80 dana), dobro uspijeva na svim vrstama tala te se moze uzgajati od
mediteranskog do kontinentalnog i planinskog podru¢ja. Grah sluZi i kao vrijedan predusjev
za vecinu povrtnih kultura zbog znacajne koli¢ine duSika koja ostaje u tlu od simbiotskih
bakterija iz roda Rhyzobium. Grah je u prehrani ljudi vazan izvor hranjivih tvari, osobito
proteina. Bogat je kalijem i fosforom te kompleksom B vitamina. Mlada mahuna graha
odlikuje se sadrzajem proteina koji je po aminokiselinskom sastavu slican proteinima
zivotinjskog podrijetla (Coelho i Sgarbieri, 1995). Termi¢kom obradom se uniStava Stetni
sastojak glukozid fazein. MoZe se konzervirati sterilizacijom i zamrzavanjem.

U ovom istrazivanju je koriStena sorta niskog graha zrnasa "Lingua di fuoco". Na slici 3.
prikazan je uzgoj graha u stakleniku i na pokusnom polju Botanickog vrta Prirodoslovno-

matematickog fakulteta u Zagrebu.

SR
R

Slika 3. Lijevo - niski grah zrna$ (Phaseouls vulgaris L.) uzgajan u stakleniku (kvarcni
pijesak) i desno - grah uzgajan na pokusnom polju (vrtna zemlja) Botanickog vrta (Foto:
Dubravka Sandev).
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3.2. Metode
3.2.1. Sastav supstrata za sadenje i uzgoj biljaka

Pokus je postavljen u Botani¢kom vrtu Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu tijekom tri vegetacijske sezone (2010., 2011. i 2012. g. ) u stakleniku (ozujak-
svibanj) ili dvije vegetacijske sezone (2011. i 2012. g.) na pokusnim poljima (svibanj-srpan;j).
Za pokus u stakleniku kao supstrat je koristen silicijski pijesak, a na polju je upotrijebljena
vrtna zemlja (Botanicki vrt). Sjeme niskog graha zrnaSa posijano je u kontrolni supstrat (K; ne
sadrzi ni trosku ni tekuée gnojivo s dodatkom Fe), u supstrate s dodatkom troske (10g - T1,
20g - T2, ili 40g - T3 troske), u supstrat s dodatkom tekuceg gnojiva i Fe (NPK) te u supstrat s
kombinacijom troske u koli¢ini od 20 g i tekuceg gnojiva i Fe (NPKT) (vegetacijska sezona
2012.g). Kada su mlade bilj¢ice razvile prve prave listove (nakon dva tjedna) dijelu kontrolnih
biljaka i biljaka isklijanih u prisutnosti troske dodan je izvor duSika u obliku KNO3 (50 mg
N/kg supstrata). Dijelu kontrolnih biljaka dodan je izvor dusika (7,5 mL/ L) u obliku tekuceg
gnojiva NPK (Plantella, N:P:K=6:3:6) te izvor Fe (10 mL/ L) u teku¢em obliku (Plantella,
2% Fe vodotopivo, 1% Fe vodotopivo u helatnom obliku, 1% vodotopivo iz FeSQO,). Te su
biljke nadalje u pokusu sluZile kao pozitivna kontrola. Sto se ti¢e pokusnog polja,
vegetacijske sezone 2011.g. biljke graha bile su uzgajane s dodatkom 10 g troske (T1), a
vegetacijske sezone 2012.g. primijenjeni su isti tretmani kao i u stakleniku te godine, s
izuzetkom najvece koli¢ine troske: K, NPK, NPKT, T1 i T2. Biljke su rasle u uvjetima dugog
dana pri ¢emu je prosje¢na dnevna temperatura iznosila 25 + 2 °C, a no¢na 14 + 2 °C. Biljke u
stakleniku redovito su bile zalijevane destiliranom vodom (do punog zasi¢enja supstrata) te su
bile izloZene koliini svjetlosti od prosjeéno 100 umol m™>s™ prve vegetacijske sezone te
prosjeéno 500 umol m?s™ druge i treée vegetacijske sezone. Biljke na pokusnim poljima su
zalijevane ki$nicom te su bile izlozene koliini svjetlosti od prosje¢no 1200 pmol m™>s™
neovisno o vegetacijskoj sezoni. Biljke su uzimane za analiticka istrazivanja nakon 0sam

tjedana rasta.

3.2.2. Parametri rasta

Za procjenu rasta i prinosa, mjerena je masa suhe tvari (g), visina biljaka (cm), ukupan broj
mahuna te masa zrna. Masa suhe tvari odredena je na nacin da su listovi mase 1 g posuseni na
80 °C do konstantne mase (24h) te izvagani. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost Sest

replika = standardna devijacija te izrazeni u odnosu na kontrolu.
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3.2.3. Odredivanje parametara u supstratu
3.2.3.1. Odredivanje pH reakcije tla u vodi i otopini KCl

Ova se metoda provodi radi utvrdivanja pH reakcije tla, koja je pokazatelj niza agrokemijskih
svojstava tla vaznih za ishranu bilja, a izrazava se u pH jedinicama. Reakcija tla odreduje se
pH-metrom pomoc¢u kombinirane elektrode. Odreduju se aktualni aciditet tla suspendiran u
destiliranoj vodi i supstitucijski aciditet tla suspendiran u otopini KCl-a. Vrijednost
supstitucijskog aciditeta uvijek je niZza od vrijednosti aktualnog aciditeta. Odredivanje pH
reakcije tla u navedenim otopinama izvodi se na nacin da se na tehni¢koj vagi odvaze dva
puta po 10 g osusenog tla koje se prenosi u ¢asu od 50 mL. Uzorci se zatim preliju s 25 mL
prokuhane destilirane vode (prokuhavanje je bitno zbog odstranjivanja otopljenog CO, koji
snizava vrijednost pH), odnosno 0,1 M KCI te se povremeno promijeSaju staklenim Stapi¢em.
Nakon 30 minuta mjeri se pH vrijednost u suspenziji tla (omjer mase tla i volumena tekuéine
mora biti 1:2,5) pH-metrom koji je propisno kalibriran standardnim puferskim otopinama

poznate pH vrijednosti (Bogdanovi¢ i sur., 1966).

3.2.3.2. Odredivanje elektri¢énog konduktiviteta u tlu

Za odredivanje elektricnog konduktiviteta (EC) uzimani su uzorci supstrata s dodacima troske
I mineralnih hranjivih tvari iz staklenika i s pokusnih ploha u Botani¢kom vrtu PMF-a. Uzorci
su osuSeni i samljeveni u fini prah. Elektri¢ni konduktivitet je mjeren u ekstraktu dobivenom
mijeSanjem 20 g uzorka supstrata sa 100 mL destilirane vode (1:5 w/v uzorak:voda, Tiquia i
Tam, 2000). Nakon 1 sata mijeSanja na rotacijskoj muckalici EC je izmjeren pomocu
instrumenta Conductivity meter (model PCD-431) uranjanjem elektrode u otopinu. Nakon
stabilizacije rezultata oCitan je konduktivitet te je elektroda isprana destiliranom vodom.

Postupak je ponavljan sa svim uzorcima.

3.2.3.3. Odredivanje pristupacnog fosfora u tlu Trougovom ekstrakcijom

vvvvv

Trougov ekstraktant dobije se mijeSanjem 40 mL 0,05 M H,SO4 s 2 L dH,0 uz dodatak 6 g
(NH4)2S04. Kolicina od 1,25 g suhog tla prenosi se u plasti¢ne boce za izmuckavanje te se
svaki uzorak prelije 250 mL Trougovog ekstraktanta i mijeSa na rotacijskoj muckalici na

sobnoj temperaturi 30 minuta. Ekstrakt tla se profiltrira te se od dobivenog filtrata otpipetira

38



3. MATERIJALI | METODE

10 mL u odmjernu tikvicu od 50 mL, a zatim se doda 2 mL amonij-molibdat reagensa.
Reagens se priprema otapanjem 25 g amonijevog molibdata (NH;)sM07024) u 200 mL dH,0
te se otopini nakon filtriranja oprezno doda 280 mL konc. H,SO,4 (otopljene u 400 mL
dH,0). Tako pripremljen reagens nadopuni se destiliranom vodom do volumena od 1 L te ga
se do koriStenja ¢uva u mraku. Otopina radnog standarda priprema se otapanjem 0,04 g
KH2PO, u 100 mL destilirane vode. Serija radnih standarda se priprema na nacin da se
odmjeri odredeni volumen pripremljenog radnog standarda (0, 1, 2, 5, 10 i 15 mL) te se
odmjerne tikvice (50 mL) nadopune vodom do oznake. Po 10 ml pripremljenih otopina se
odmjeri u novu tikvicu u koju se doda 2 mL stanoklorida i 2 mL amonij molibdata.
Stanoklorid se priprema netom prije pocetka pokusa otapanjem 0,5 g SnCl, x 2H,0O u 250 ml
2%-tne otopine HCI. Tikvice sa stanokloridom i amonijevim molibdatom se ostave stajati 30
minuta. Koncentracija fosfora u uzorcima i standardima mjerena je spektrofotometrijski na
700 nm (Allen i sur., 1974). Rezultat je izrazen u mg P/100 g tla.

3.2.3.4. Odredivanje dusika po Kjeldahlu

U prisutnosti sulfatne kiseline, salicilsumporne kiseline, K>SO, i Na;S,;03, amino dusik
veéine organskih spojeva se prevodi u amonijev ion tijekom kuhanja na 250 °C. Nakon
dodatka natrijeve luZine, nastaje amonijak koji se destilacijom uvodi u bornu kiselinu s
dodanim mijeSanim indikatorima nakon ¢ega se destilat u bornoj kiselini titrira s 0,1 N HCI-
om. U tikvice za digestiju dodano je po 2 g zrakosuhe zemlje natopljene s 8 ml
salicilsumporne kiseline, a nakon 20 minuta dodano je 2 g kristalnog Na,S,03, 5 ml
koncentrirane H,SO, i 0,2 g selenske reakcijske smjese. Nakon opreznog kratkog
zagrijavanja dodano je 1,5 g K,SO4 te je uz postepeno povecanje temperature zagrijavanje
nastavljeno kroz 1 do 2 sata. Digestija se provodila tako dugo dok sadrzaj tikvice nije
poprimio jednoli¢nu svijetlosivu boju. Tikvice su ohladene na zraku i njihov sadrzaj je
prenesen u odmjerne tikvice od 50 ml uz dodatak par kapi indikatora metilrot, a potom je
uzorak podvrgnut procesu destilacije. Uredaj za destilaciju bio je podeSen tako da je vrijeme
trajanja destilacije bilo sedam minuta, a zadani volumen dodane luzine 40 do 50 mL. U
Erlenmeyerovu tikvicu od 250 mL otpipetirano je 5 mL zasi¢ene borne kiseline s dodanim
indikatorima, pa su odmjerna tikvica s digestiranim uzorkom i Erlenmeyerova tikvica s
otopinom borne kiseline montirane na uredaj za destilaciju te je pokrenuta destilacija.
Prilikom destilacije ljubicasta boja indikatora u bornoj kiselini prelazi u zelenu zbog prelaska
amonijaka iz uzorka u otopinu borne kiseline. Nakon postupka destilacije sadrzaj tikvice s
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bornom kiselinom i destilatom je titriran s 0,1 N HCIl-om do promjene boje iz zelene u
ljubicastu boju koja se vise nije mijenjala (Allen i sur., 1974). Postotak dusika je izracunata
pomocu jednadzbe:

N(%) = (ax 1,4 x 100/ b x 1000) x F
a = volumen utroSenog 0,1 N HCI za titraciju uzorka (mL)
b = masa uzorka zemlje (g)
F = faktor konverzije, dobiva se titriranjem 0,1 N HCI na Na,COj3 (¢iju masu izmjerimo na Cetiri

decimale i otopimo u 100 ml dH,0O uz dodatak 1-2 kapi metiloranza) do promjene boje

3.2.4. Odredivanje sadrzaja metala, dusika i fosfora u supstratu i listovima

Sadrzaj pojedinih metala u supstratu i listovima biljaka odreden je atomskom apsorpcijskom
spektrometrijom. Plamena (engl. FAAS - flame atomic absorption spectrometry) i grafitna
(engl. GFAAS - graphite furnace atomic absorption spectrometry) tehnika temelje se na
postizanju temperatura dovoljno visokih da kemijske spojeve razore do atoma koji zatim
isparavaju, a mjerenje se vrsi u nastalom "oblaku" atoma. Obje su tehnike visoko specifi¢ne
jer se spektralne linije atoma nikada ne preklapaju, a suvremeni monokromatori mogu lako
razdvojiti ¢ak i vrlo bliske spektralne linije. SadrZaj ukupnog duSika i fosfora u supstratu i

listovima odreden je spektrofotometrijski.

3.2.4.1. Priprema uzoraka za odredivanje sadrZaja metala u supstratu

Uzorci posuseni do konstantne mase (80 °C, 48h) su razarani u smjesi koncentrirane nitratne i
koncentrirane kloridne kiseline (omjer 1:3) u mikrovalnom uredaju za pripremu uzoraka
(Anton Paar Multiwave 3000) na 200 °C te potom razrijedeni do odredenog volumena.
Sadrzaj natrija, magnezija, Zeljeza, mangana i kalija odreden je plamenom atomskom
apsorpcijskom spektrometrijom. SadrZaj svih kationa izraZen je u mg kg™ suhe tvari. Rezultati
su prikazani kao srednja vrijednost tri replike * standardna devijacija te izraZzeni u odnosu na

kontrolu.

3.2.4.2. Odredivanje sadrZaja natrija, kalija, magnezija, mangana i Zeljeza u listovima

Mangan: Odredivanje se vr$i metodom FAAS na instrumentu Perkin Elmer Analyst 800 uz
korekciju deuterijevom lampom.

Instrumentalni uvjeti:
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lampa: HCL valna duljina 279,5 nm

slit: 0,2 nm

plamen: zrak : acetilen (17 L/min : 2 L/min)

kalibracijski standardi: 0,1 ug/mL, 0,5 ug/mL, 1 ug/mL 12,5 ng/mL

program za kontrolu instrumenta i obradu podataka: Perkin EImer AA Winlab

Zeljezo: Odredivanje se vr§i metodom FAAS na instrumentu Perkin Elmer AAnalyst 800 uz
korekciju deuterijevom lampom.

Instrumentalni uvjeti:

lampa: HCL valna duljina 248,3 nm

slit: 0,2 nm

plamen: zrak : acetilen (17 L/min: 2 L/min)

kalibracijski standardi: 0,1 ug/mL, 0,5 ug/mL, 1 ug/mL 12,5 ng/mL

program za kontrolu instrumenta i obradu podataka: Perkin EImer AA Winlab

Natrij, kalij: Odredivanje se vrsi metodom FAAS na instrumentu Perkin Elmer AAnalyst
800

Instrumentalni uvjeti:

valna duljina emisijske linije: 589 nm

slit: 0,2 nm

plamen: zrak : acetilen (17 L/min: 2 L/min)

kalibracijski standardi: 0,1 ug/mL, 0,5 ug/mL, 1 ug/mL

program za kontrolu instrumenta i obradu podataka: Perkin EImer AA Winlab

Magnezij: Odredivanje se vr$i metodom FAAS na instrumentu Perkin EImer AAnalyst 800
Instrumentalni uvjeti:

valna duljina emisijske linije: 285,2 nm

slit: 0,2 nm

plamen: zrak : acetilen (16 L/min: 7,8 L/min)

kalibracijski standardi: 0,1 ug/mL, 0,5 ug/mL, 1 ug/mL

program za kontrolu instrumenta i obradu podataka: Perkin EImer AA Winlab

3.2.4.3. Priprema uzoraka za odredivanje sadrzaja duSika i fosfora u supstratu i

listovima

Uzorci posuSeni do konstantne mase (80 °C, 48h) su razarani kuhanjem u smjesi koncentrirane

sumporne 1 koncentrirane kloridne kiseline uz dodatak peroksida te su potom razrijedeni do
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odredenog volumena. Sadrzaj duSika i fosfora odreduje se spektrofotometrijski. SadrzZaj

dusika i fosfora izrazen je u mg kg™ suhe tvari.

3.2.4.4. Odredivanje sadrzaja duSika i fosfora

Dusik: Odredivanje se vrsi salicilatnom metodom na UV/Vis spektrofotometru Perkin Elmer
Lambda 25.

Instrumentalni uvjeti:

valna duljina: 655 nm

Reagensi:

Salicilat-citratna otopina i Na-dikloroisocijanurat

Mjerenje apsorbancije nakon 2 sata od dodatka reagensa.

Kalibracijski standardi: 0,01 png/mL, 0,05 pg/mL, 0,1 pug/mL, 0,5 ug/mL i 1 pg/mL

Fosfor: Odredivanje se vr$i metodom s kiselim molibdatom na UV/Vis spektrofotometru
Perkin Elmer Lambda 25.

Instrumentalni uvjeti:

valna duljina: 880 nm

Reagensi:

Askorbinska kiselina i kiseli molibdat

Mijerenje apsorbancije nakon 15 minuta od dodatka reagensa.

Kalibracijski standardi: 0,01 png/mL, 0,05 pg/mL, 0,1 ug/mL, 0,5 ug/mL i 1 pg/mL

3.2.5. Mjerenje intenziteta fotosinteze metodom izmjene plinova

Izmjere fotosinteze obavljene su u tri vegetacijske sezone na po tri biljke (ha svakoj biljci tri
uzastopna mjerenja na srednjem listu) po tretmanu pomocéu LC-pro prenosivog sustava s
komorom za Siroke listove i izvorom svjetlosti (program Leaf Chamber Analysis System, Li-
Cor, Lincoln, England). Sustav izmjera temelji se na razlikama koncentracija CO, i H,0
tijekom zraka koji prolazi kroz komoru. Sustav kontrolira svjetlost, temperaturu,
koncentraciju H,O i CO; te protok plinova iz ¢ega se izracunava asimilaciju. Automatska
kontrola parametara fotosinteze u neposrednom okruzenju gornje i donje povrSine lista
omogucena je variranjem parametara mikroklimatskih uvjeta, odnosno sadrzaja CO,, H,O,
jacine svijetlosti 1 temperature unutar komore lista. Fotosintetska aktivnost lista prati se na
osnovu utrosaka CO, tijekom samog procesa pomoc¢u minijaturnog infracrvenog plinskog

detektora smjeStenog unutar glave komore.
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Intenzitet fotosinteze mjeren je tijekom dana od 10:00 do12:00 sati. Mjerenja su izvedena na
listu povrsine 6,25 cm? §to odgovara veligini §irokolisne lisne komore. Mjerenje intenziteta
fotosinteze izvrSeno je pri ambijentalnim uvjetima osvjetljenja i temperature te pri

konstantnim vrijednostima koncentracije CO- (380 pmol mol™ zraka).

3.2.6. Mjerenje fluorescencije klorofila a metodom saturacijskog pulsa

Fluorescencija klorofila a metodom saturacijskog pulsa mjerena je pomocu ,,Qubit* sustava
za mjerenje fluorescencije. Metoda saturacijskog pulsa (Schreiber i sur., 1994) temelji se na
primjeni svjetlosti malog intenziteta na fotosintetski materijal prilagoden uvjetima tame. U
tom su trenutku svi plastokinoni potpuno oksidirani a reakcijska sredista potpuno otvorena, pa
elektroni sudjeluju u fotokemijskim reakcijama. Ovo se dogada u uvjetima slabog osvjetljenja
I tada se mjeri minimalni prinos fluorescencije (Fo). Primjenom saturacijske svjetlosti dolazi
do potpune redukcije vezanog plastokinona (Qa), a fluorimetar tada biljezi maksimalni
intenzitet fluorescencije (Fm). Saturacijski puls trenutno zatvara sva reakcijska sredista pa u
tome trenutku nema fotokemijske pretvorbe energije (engl. photochemical quenching) nego je
postojec¢i ,,quenching®“ nefotokemijski tj. dolazi do disipacije energije. Primjenom
saturacijskog pulsa potpuna redukcija QA biti ¢e uzrokovana neovisno o tome je li
fotosintetski materijal prilagoden uvjetima tame. Razlika izmedu maksimalne i minimalne
fluorescencije naziva se varijabilnom fluorescencijom (Fv). Iz tih podataka se raCuna
optimalni prinos fotosustava IlI, Fv/Fm. Ovaj omjer predstavlja mjeru potencijalnog
maksimalnog prinosa kvanta fotosustava II, a za vec¢inu biljnih vrsta ima vrijednost oko 0,83.
Uslijed osvjetljenja, a primjenom impulsa saturacijske svjetlosti mijenja se vrijednost
maksimalne fluorescencije (F'm). Razlika Fm — F'm predstavlja nefotokemijsko, a razlika F'm
— F fotokemijsko gaSenje fluorescencije. F je prinos fluorescencije uzorka prilagoden
odredenoj koli¢ini svjetlosti. Iz ovih podataka racuna se efektivni prinos fotosustava II
(AF/F'm), te se moze izraCunati vrijednost rel. ETR ("Relative Electron Transport Rate™) koja
opisuje funkcioniranje transportnog lanca elektrona i vrijednost NPQ koja opisuje
nefotokemijsko gasenje fluorescencije:
(Fm-F)/F'm= AF/F'm
ETR = AF/F'm - PPFD - 0,5
NPQ = (Fm-F'm)/Fm
PPFD predstavlja gustocu fotosintetski aktivnog toka fotona ("Photosynthetically active

Photon Flux Density"), a faktor 0,5 uzima se zbog pretpostavke o jednakoj eksitaciji
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fotosustava Il i I. Prije samog mjerenja, biljke su drZzane 30 minuta u potpunoj tami. List
prilagoden uvjetima tame koriSten je za mjerenje vrijednosti Fo i Fm. Nakon toga, list je
osvijetljen koli¢inom svjetlosti od 100 (biljke iz staklenika) ili 200 (biljke s polja) umol m?s?t
tijekom 30 minuta, odnosno dok se vrijednosti F i F'm nisu ustalile. Pretposljednje mjerenje
za svaku koli¢inu aplicirane svjetlosti uzeto je kao relevantno za izraun vrijednosti AF/F'm,

PQ, NPQ i relativne brzine prijenosa elektrona.

3.2.7. Mjerenje polifaznog rasta fluorescencije klorofilaa i OJIP test

Mijerenje polifaznog rasta fluorescencije se temelji na indukciji fluorescencije kratkom
crvenom svjetloS¢u velikog intenziteta, a mjere se promjene intenziteta fluorescencije tijekom
1 s (Strasser i sur., 2004). Porast fluorescencije od Fo do Fm sastoji od viSe stupnjeva koji se
oznacavaju slovima abecede (Slika 4): O stupanj — inicijalni stupanj koji odgovara intenzitetu
fluorescencije nakon 50 us (Fo), J stupanj — predstavlja intenzitet fluorescencije nakon 2 ms
(FJ), I stupanj — intenzitet fluorescencije nakon 30 ms (FI) te P stupanj — maksimalni
intenzitet fluorescencije (Fm). Ovisno o jacini pobudne svjetlosti porast O-P traje manje od 1
s pa sve do maksimalno nekoliko sekundi, a nakon toga slijed smanjenje intenziteta
fluorescencije (PS) do postizanja njenog stabilnog intenziteta. Porast fluorescencije od O-J
odgovara fotokemijskoj redukciji primarnog akceptora elektrona QA (Joly i Carpentier,
2007), traje vrlo kratko (2ms) i oznacava se kao fotokemijska faza (Lazar i sur., 2005). Nakon
stupnja J slijedi sporija faza od stupnja J do stupnja P koja se naziva termalna faza no jo$
uvijek nije u potpunosti razjasnjen uzrok porasta intenziteta fluorescencije u fazama J-11i I-P
iako neki autori predlazu moguca objasnjenja (Boisvert i sur., 2006; Joly i Carpentier, 2007;
Schansker i sur., 2005). Na Sest biljaka po tretmanu uzgojenih u stakleniku na prosjec¢no tri
lista je mjerena fluorescencija klorofila a in vivo pomoc¢u aparata Plant Efficiency Analyser
(PEA; Hansatech). Pola sata prije mjerenja listovi su prilagodeni na uvjete tame posebnim
plasticnim kopcama. Prilagodbom listova na uvjete tame dolazi do potpune oksidacije
plastokinona, odnosno do otvaranja svih reakcijskih srediSta Sto je preduvjet za mjerenje
minimalnog intenziteta fluorescencije. PEA-fluorimetar mjeri polifazni rast fluorescencije
klorofila induciran pulsom crvene saturacijske svjetlosti (pik 650 nm, 3000 umol m? s%), a
biljeZi promjene u intenzitetu fluorescencije tijekom 1s, pocevsi od 50 us nakon osvjetljavanja
(Slika 4). Tijekom prve 2 ms promjene se biljeze svakih 10 us te nakon toga svake ms.
Intenzitet koriStene svjetlosti omogucuje zatvaranje svih reakcijskih srediSta, odnosno

postizanje maksimalnog intenziteta fluorescencije. 1z podataka dobivenih ovim mjerenjem
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(Slika 4, Tablica 4) izracunavaju se parametri OJIP testa koji opisuju funkcioniranje PSII
(Tablica 5) (Strasser i sur., 2004).

Tablica 4. Podaci dobiveni mjerenjem polifaznog rasta fluorescencije klorofila a

oznaka znacenje
Fo intenzitet fluorescencije nakon 50 s (O stupanj)
F300 intenzitet fluorescencije nakon 300 ps
FJ intenzitet fluorescencije nakon 2 ms (J stupanj)
Fl intenzitet fluorescencije nakon 30 ms (I stupanj
Fm maksimalni intenzitet fluorescencije (P stupanj)
Fv maksimalna varijabilna fluorescencija; Fv = Fm-Fo
tmax vrijeme potrebno da se postigne Fm
\VA varijabilna fluorescencija na J stupnju; VJ = (FJ-Fo)/(Fm-Fo)
Vi varijabilna fluorescencija na | stupnju; VI = (FI-Fo)/(Fm-Fo)

normalizirana komplementarna povrsina iznad OJIP krivulje

Sm Sm = AREA/(Fm-Fo)
ukupna brzina zatvaranja reakcijskih centara
Mo Mo = (TR/RC)-(ET0/RC) = 4(F300us-Fo)/(Fm-Fo)
N prometni broj; N = Sm x [(dV/dt)0] / VJ
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Slika 4. Lijevo - tipi¢ne promjene intenziteta fluorescencije (OJIPS) nakon osvjetljavanja
fotosintetskog materijala prilagodenog uvjetima tame prikazane na logaritamskoj vremenskoj
skali; desno - tipi¢ni OJIP porast fluorescencije prikazan na logaritamskoj vremenskoj skali.
Umetnuti graf pokazuje promjenu relativne varijabilne fluorescencije u vremenu (Strasser i
sur., 2004).
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Tablica 5. Parametri OJIP testa

oznaka znacenje izra¢un
TRo/ABS . o [1- (Fo/Fm )]
maksimalni kvantni prinos fotosustava Il
= Fv/IFm
ETo/ABS kvantni prinos elektronskog transporta 1 - (Fo/Fm)
ucinkovitost kojom ,,uhvaceni* (,,trapped*)
ETo/TRg eksciton omogucava prijenos elektrona u 1-Vv)
elektron-transportnom lancu dalje od QA-
ABS/RC apsorpcija po aktivnom reakcijskom sredistu Mo x (1/VJ) x [1/(Fv/Fm)]
TRo/RC “trapping” po aktivnom reakcijskom sredistu Mo x (1/VJ)
ET,/RC elektronski transport po aktivnom reakcijskom Mo x (1/VJ) x (1-VJ)
srediStu
_ - » Fv/IFm x (VJ/Mo) x
RC/CS, gustoca aktivnih reakcijskih sredista
ABS/CS,
DIo/RC disipacija po aktivnom reakcijskom sredistu (ABS/RC) - (TRo/RC)
ABS/CS, apsorpcija po ekscitiranoj povrsini ABS/CS, = Fo
TR,/CSy “trapping” po ekscitiranoj povrsini [1 - (Fo/Fm)] - Fo
. R [1 - (Fo/Fm)] -
ETo/CSo elektronski transport po ekscitiranoj povrsini
1-VJ) - Fo
DI0/SC, disipacija po ekscitiranoj povrsini (ABS/CSy) — (TRo/CSy)
T omjer koncentracije klorofila reakcijskih sredista [(FJ-Fo) / 4(F300us-Fo)] x
i koncentracije antena klorofila (Fv/Fm)
TRo/Dly omjer “trapping”-a i disipacije energije Fv/FO
ETo/ transport elektrona dalje
i (Fm-FJ) / (FJ-Fo)
(TRo—ET,) od primarnog akceptora QA
. indeks fotosintetske ucinkovitosti (RC/ABS) x (TRy/Dlg) x
ABS

[ETO/(TRo — ETy)]

3.2.8. Odredivanje sadrzaja pigmenata

Sadrzaj pigmenata odreden je spektrofotometrijski (UV/VIS spektrofotmetar Specord,

Analytik Jena, Germany). Uzorci svjezih listova mase 30 mg ekstrahirani su u 1,5 mL 80%-

tnog hladnog acetona na ledu. Nakon 10 minuta centrifugiranja na 5 000 g, svakom uzorku je

izmjeren volumen dobivenog supernatanta i zatim kvantitativno preneSen u kivetu. Mjeren je

cijeli spektar apsorbancije za svaki uzorak te su zatim ocitavani podaci na tri valne duljine:
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663, 646 i 470 nm (Arnon, 1949). Sadrzaj fotosintetskih pigmenata odreden je prema sljede¢im
izrazima (Lichtenthaler, 1987):
a) za klorofil a:

ca = sadrzaj klorofila a (mg g™ svjeZe tvari)

~ 12,21x Acez - 2,81x Asas
Ix1000x m

x V

b) za klorofil b:
Cp = sadrzaj klorofila b (mg / g svjeze tvari)

xV

o= 20,13 x Asss - 5,03 x Ass3
11000 x m

C) za ukupne karotenoide:

Ck = sadrzaj ukupnih karotenoida (mg / g svjeze tvari)

o (1000 Awro-3,27 x 1 -104x ) /198
11000 x M

AX = apsorbancija uzoraka pri odredenim valnim duljinama

\Y

V = volumen uzorka (mL)
| = duZina opti¢kog puta (1 cm)

m = masa uzorka u g (0,03 g)

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost Sest replika + standardna devijacija.

3.2.9. Odredivanje sadrzaja malondialdehida

Sadrzaj malondialdehida (MDA) odreden je spektrofotometrijski (UV/VIS spektrofotmetar
Specord, Analytik Jena, Germany). Uzorci listova graha (400 mg) preliveni su s teku¢im
duSikom i homogenizirani u 2 mL 50 mM Kkalij fosfatnog pufera (K;HPO,/KH,PO,) pH
vrijednosti 7,0 koji je sadrzavao 0,1 mM EDTA. Homogenat je centrifugiran 30 minuta u
rotoru 12154H visokookretajne centrifuge (Sigma 3K18) pri temperaturi +4 °C i 25 000 g. Za
odredivanje sadrZaja malondialdehida, krajnjeg produkta lipidne peroksidacije, pomijeSano je
200 pL uzorka s 1300 pL reakcijske smjese (0,25% tiobarbiturna kiselina (TBA) otopljene u
10%-tnoj trikloroctenoj kiselini). Za slijepu probu koristeno je 1,5 mL reakcijske smjese.
Uzorci i slijepa proba su zagrijavani u susioniku 30 min na 95 °C. Nakon toga su brzo
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ohladeni na ledu te centrifugirani 10 min na 10 000 g. Nakon toga slijedilo je ocitavanje
apsorbancije na 532 te na 600 nm zbog korekcije na nespecificno zamucenje (Heath i Packer,
1968). Tijekom zagrijavanja reakcijske smjese niske pH vrijednosti dolazi do raspadanja
lipidnih peroksida nastalih kao posljedica stresa pri ¢emu nastaje malondialdehid (MDA).
Jedna molekula MDA reagira s dvije molekule TBA, a time se stvara crvenkasti kromogen
kojemu se mijeri apsorbancija. Koncentracija lipidnih peroksida izrazena je kao MDA u

jedinicama nmol g™ ¢ uz ekstinkcijski koeficijent 532 = 155 mM™ cm™.

Axx1000

[MDA] =
mxegX|

Ax = apsorbancija pri odredenoj valnoj duljini

£520 = ekstincijski koeficijent = 30,038 mM™*cm™

m = masa tkiva u gramima

| = duZina opti¢kog puta =1 cm

1000 = faktor kojim se mnoZi Ax kako bi sadrZaj bio izrazen u nmol

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost Sest replika + standardna devijacija.

3.2.10. Odredivanje sadrzaja karbonila

Sadrzaj reaktivnih karbonila (C=0) odreden je spektrofotometrijski (UV/VIS spektrofotmetar
Specord, Analytik Jena, Germany). Uzorci listova mase 400 mg homogenizirani su u 2,0 mL
50 mM Kkalij fosfatnog pufera (pH 7,0) koji sadrzi 0,1 mM EDTA. Homogenat je centrifugiran
20 minuta na 22 000 g. 200 uL uzorka (supernatanta) koji sadrZi najmanje 0,5 mg mL™
proteina pomijeSano je s 300 pL dinitrofenilhidrazina (DNPH) u 2 M HCI za cijepanje
proteina. Kao slijepa proba koriSten je alikvot istog uzorka (200 pL) pomijeSan samo s 2 M
HCl-om (300 pL). Pripremljeni uzorci inkubirani su jedan sat na sobnoj temperaturi uz
mijeSanje svakih 15 minuta. Nakon inkubacije je slijedila precipitacija proteina s 500 puL 10%
trikloroctene kiseline, hladenje uzoraka par minuta na =20 °C te centrifugiranje 10 minuta na
12 000 g. Dobiveni talog je ispiran u smjesi etanola i etilacetata u omjeru 1:1 (3 x 500 pl)
kako bi se uklonio nevezani reagens. Zatim je talog otopljen u 1 mL 6 M uree u 20 mM kalij-
fosfatnom puferu (pH 2,4) u ultrazvuénoj kupelji oko 30 min. SadrZaj karbonila koji se

temelji na reakciji karbonilnih skupina s DNPH odreden je spektrofotometrijskim mjerenjem
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otopljenih uzoraka na valnoj duljini od 370 nm (Levine i sur., 1990). Koli¢ina nastalih
karbonila izrazena je u nmol po po miligramu proteina (na slican na¢in kao i MDA) koristeci
ekstinkcijski koeficijent €370 = 22 mM™cm™. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost $est

replika + standardna devijacija i izrazeni u odnosu na kontrolu.

3.2.11. Ekstrakcija i odredivanje sadrZaja topivih proteina

Sadrzaj proteina kao i aktivnost svih mjerenih enzima odredena je spektrofotometrijski
(UVIVIS spektrofotmetar Specord, Analytik Jena, Germany). Uzorci listova graha (400 mg)
preliveni su teku¢im duSikom i homogenizirani u 2 mL 50 mM Kkalij fosfatnog pufera
(K2HPO4/KH,PO,4) pH vrijednosti 7,0 koji je sadrzavao 0,1 mM EDTA uz dodatak
netopivog polivinilpirolidona. Homogenat je centrifugiran 30 minuta u rotoru 12154H
visokookretajne centrifuge (Sigma 3K18) pri temperaturi +4 °C i 25000 g. Dobiveni
supernatant koriSten je kao sirovi ekstrakt za odredivanje koncentracije proteina metodom
Bradforda (1976) te za odredivanje aktivnosti enzima. Ta se metoda temelji na mjerenju
apsorbancije smjese proteinskog ekstrakta i reagensa pri valnoj duljini 595 nm. Radna otopina
po Bradfordu sastoji se od 15 mL etanola, 30 mL 88%-tne H3PO,4, 30 mL Bradford mati¢ne
otopine (100 mL 96%-tnog etanola, 200 mL 88%-tne H3PO, i 350 mg Coomassie brillant
blue G 250) i 450 mL H,O. U 1 mL radne otopine dodano je 50 pL uzorka sirovog ekstrakta.
SadrZzaj proteina u pojedinim uzorcima odredena je o€itavanjem bazdarne krivulje dobivene
mjerenjem apsorbancije otopina serumskog albumina iz goveda poznatih koncentracija (0,1-0,8

mg mL™). SadrZaj proteina izraZena je kao mg proteina po gramu svjeZe mase biljnog tkiva.

3.2.12. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze

Reakcijska otopina za mjerenje aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) je sadrzavala 50 mM
kalij fosfatni pufer (pH 7,8), 13 mM metionin, 75 mM kloridnu sol nitrotetrazolijevog plavila
(NBT), 0,1 mM EDTA, 2 uM riboflavin te ekstrakcijski pufer ili enzimsku otopinu
(Giannopolitis i Ries, 1977). Na 890 pL reakcijske otopine dodano je 100 pL ekstrakcijskog
pufera (kontrola), dok je proba sadrZavala isti volumen enzimske otopine koja je dobivena
mijeSanjem pufera i odredenih volumena originalnih enzimskih ekstrakata (10, 20 i 50 pL).
Riboflavin je dodan u reakcijsku smjesu neposredno prije mjerenja. Uzorci su promijesani i
stavljeni ispod izvora svjetlosti (30 W) u zamra¢enom prostoru. Reakcija se pokrece

ukljucivanjem svjetlosti te se nakon 10 min mjerenja svjetlost ugasi. NBT se reducira u
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prisutnosti superoksidnih radikala u netopivi plavo obojeni formazan koji pokazuje

apsorpcijski maksimum pri valnoj duljini od 560 nm.
Postotak inhibicije mjeri se prema sljedecoj formuli:
% inhibicije = (kontrola Asgy — uzorak Asgp) / kontrola Asgo

Jedna jedinica aktivnosti SOD-a izrazava se kao ona koli¢ina enzima koja uzrokuje 50%
inhibicije redukcije NBT-a pri 560 nm u prisutnosti riboflavina na svjetlosti. Aktivnost SOD
izraZena je kao jedinica aktivnosti po miligramu proteina (U mg™ proteina). Rezultati su
prikazani kao srednja vrijednost Sest replika + standardna devijacija i izrazeni u odnosu na

kontrolu.

3.2.13. Odredivanje aktivnosti peroksidaza

Reakcijska otopina za askorbat peroksidazu (APOD) sadrzavala je 50 mM Kkalij fosfatni pufer
(pH 7), 0,2 mM askorbinsku kiselinu, 0,1 mM EDTA i 12 mM H,0; (Nakano i Asada, 1981).
Vodikov peroksid (10 pL) dodan je u reakcijsku smjesu neposredno prije mjerenja. Na 980
ML priredene otopine dodano je 10 uL sirovog ekstrakta i mjeren je pad apsorbancije (zbog
oksidacije askorbinske kiseline) svaku sekundu tijekom 15 sekundi pri valnoj duljini od 290
nm. Aktivnost APOD izraZena je kao koli¢ina potrosenog askorbata u jedinicama (1U=pmol
min™®) po miligramu proteina (U mg™ proteina) uz odgovaraju¢i ekstinkcijski koeficijent (& 290
=28 mM*cm™).

APOD _ AAsv X f X VT.S.
Vuzor. x mMx g x|
aktivnost APOD {AAM}OI}
MIN gsv.t.

o . m
sadrzaj proteina [ g }
Sv.t.
AAsv = srednja vrijednost promjene apsorbancije u odredenom vremenskom intervalu (linearni dio)
f = faktor kojim se mnozi AAsv kako bi se rezultat izrazio u minuti (60 u slu¢aju APOD)
Vr.s. = ukupan volumen reakcijske smjese
Vuzor. = volumen dodanog uzorka (sirovog ekstrakta)

m = masa tkiva u gramima
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Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost Sest replika + standardna devijacija i izrazeni u
odnosu na kontrolu.

Reakcijska otopina za nespecificne peroksidaze (POD) sadrzavala je 50 mM Kkalij fosfatni
pufer (pH 7), 18 mM gvajakol i 5 mM H,0, (Chance i Maehly, 1955). Vodikov peroksid
dodan je u reakcijsku smjesu neposredno prije mjerenja. Na 990 uL ove otopine dodano je 10
ML sirovog ekstrakta te je mjeren porast apsorbancije (uslijed stvaranja tetragvajakola) svakih
15 sekundi tijekom 2,5 minute pri valnoj duljini od 470 nm. Aktivnost POD izracunata je na
isti na¢in kao i aktivnost APOD a jedna jedinica POD izrazena je kao koli¢ina nastalog
tetragvajakola (1U=pmol min™) po miligramu proteina (U mg™ proteina) uz odgovaraju¢i
ekstinkcijski koeficijent za gvajakol (e 470 = 26,6 mM™ cm™).

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost Sest replika = standardna devijacija i izrazeni u

odnosu na kontrolu.

3.2.14. Odredivanje aktivnosti nitrat reduktaze

Za odredivanje aktivnosti nitrat reduktaze (NR), svaki uzorak (60 mg svjezeg biljnog tkiva)
pripremljen je u dvije epruvete, to - uzorak u kojem se enzimska reakcija zaustavlja odmah i
t3p - uzorak u kojem se enzimska reakcija zaustavlja nakon 30 min (Randall, 1969). Svaki
uzorak lista je prethodno narezan na malene komadic¢e (na ledu). U svaki uzorak (u epruveti)
dodano je po 2 mL 100 mM pufera (K,HPO4/KH,PO,4) pH vrijednosti 7,4 koji sadrzi 30 mM
KNO3 te 5%-tni propanol. Uzorci t, odmah su stavljeni na 5 min u kipuéu vodenu kupelj
kako bi se zaustavila enzimska reakcija te su zatim ohladeni na sobnu temperaturu. Uzorci tsg
zajedno s ohladenim uzorcima to inkubirani su tijekom 30 min na 30 °C u termobloku (uz
povremeno mijeSanje). Nakon inkubacije, zaustavljena je reakcija i u uzorcima tzp (5 min u
kipuc¢oj vodenoj kupelji) koji su takoder ohladeni na sobnu temperaturu. U sve uzorke je
zatim dodano po 1 mL 1% sulfanilamida u 3M HCI te su uzorci mijeSani 15 sekundi. Nakon
toga je u svaki uzorak dodano po 1 mL 0,02% N-(1-naftil)etilendiamina, uzorci su ponovno
promijeSani (15 sekundi) te inkubirani tijekom 20 min na sobnoj temperaturi. Cjelokupni
postupak od vaganja do mjerenja apsorbancije raden je u tami. Apsorbancija svih uzoraka je
mjerena na 540 nm. Kako bi ponistili obojenje koje nastaje u slucaju postojanja odredene
koli¢ine nitrita u inkubacijskoj otopini, apsorbancija to je oduzeta od tz. Aktivnost NR u
pojedinim uzorcima odredena je ocitavanjem bazdarne krivulje dobivene mjerenjem

apsorbancije otopina NaNO; u odredenim koncentracijama (0,1-0,8 nmol mL™). Aktivnost NR
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izraZena je kao koli¢ina HNO, nastalog u sat vremena po gramu svjeZe tvari (umol h*g™?)

prema formuli:

4mol NO, x

2 [umol NO, h™t g
m(g)

aktivnost NR =

2 = faktor kojim se mnoZi pmol nitrita kako bi rezultat bio izraZen po satu (h)

m = masa biljnog tkiva

3.3. StatistiCka obrada podataka

Svaki brojcani podatak prikazan grafikonom ili tablicom aritmeti¢ka je sredina odredenog
broja replika dobivenih iz tri nezavisna pokusa. Usporedba kontrole i tretmana (pojedinac¢no i
medusobno) provedena je pomocu jednosmjerne analize varijance (ANOVA) te primjenom
"Duncan’s New Multiple Range Test" tj.post hoc testa viSestrukih usporedbi. Statisticki
znaCajnim smatrane SU Vvrijednosti koje se razlikuju na razini p < 0,05. Pri statisti¢koj obradi
podataka koriSten je racunalni program STATISTICA 12.0 (Stat Soft Inc., SAD).
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Vecina odabranih pokazatelja pracena je tijekom tri vegetacijske sezone (2010, 2011 i 2012.
g.) u stakleniku te tijekom dvije vegetacijske sezone (2011 i 2012. g.) na pokusnim poljima.
Biljke su uzgajane u supstratu (pijeska ili vrtna zemlja) s dodatkom razli€itih koli¢ina troske
(T1-10, T2-20,i T3 - 40 g /kg), s dodatkom tekuceg gnojiva NPK i Fe (NPK; pozitivna
kontrola), s dodatkom 20 g troske i tekué¢eg gnojiva (NPKT; sezona 2012.9.) ili bez dodatka

troske i tekuceg gnojiva (kontrola, K).

4.1. Pokazatelji rasta graha
4.1.1. Visina, broj listova i mahuna graha - staklenik

Vegetacijska sezona 2010. g.
Biljke uzgajane s dodatkom troske (neovisno o njenoj kolicini) ili tekuc¢eg gnojiva bile su
statisti¢ki znacajno VviSe u usporedbi s kontrolom (Slika 5A), a biljke uzgajane s dodatkom 20
g troske bile su statisti¢ki znacajno vise i od biljaka uzgajanih uz dodatak tekuceg gnojiva
(NPK). Broj listova pojedinih biljaka uzgajanih s dodatkom bilo troske ili tekuceg gnojiva
takoder je bio statisticki znacajno ve¢i nego u kontrolnim biljkama (Slika 5B). Broj mahuna
pojedinih biljaka uzgajanih s dodatkom 20 ili 40 g troske bio je statisticki znacajno veéi U
usporedbi s kontrolnim biljkama no ne i u usporedbi s pozitivnom kontrolom (Slika 5B).
Vegetacijska sezona 2011. g.
Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u visini kontrolnih biljaka, biljaka uzgajanih s
dodatkom NPK biljaka i biljaka uzgajanih s dodatkom 40 g troske (Slika 5A). Biljke uzgajane
s dodatkom 10 ili 20 g troske bile su statisticki znacajno vise u usporedbi s kontrolnim
biljkama. Broj listova pojedinih biljaka uzgajanih s dodatkom 10 ili 20 g troske kao i s
dodatkom NPK bio je statisticki znac¢ajno veéi nego u kontrolnim biljkama (Slika 5B). Broj
mahuna pojedinih biljaka uzgajanih s dodatkom troske ili tekuc¢eg gnojiva bio je sli¢an onome
u kontrolnih biljaka (Slika 5B).
Vegetacijska sezona 2012. g.
Obzirom na visinu, biljke graha su rasle bolje na svim tretmanima, izuzev T3, u usporedbi s
kontrolom (Slika 5A). Broj listova kontrolnih biljaka i biljaka uzgajanih s dodatkom 40 g
troske nije se statisticki znacajno razlikovao dok su biljke na drugim tretmanima razvile veéi
broj listova nego u kontrolnim biljkama (Slika 5B). Znacajno veci broj mahuna u usporedbi s
kontrolom zabiljeZen je u biljkama na tretmanu T2 i NPKT. Broj mahuna pojedinih biljaka
uzgajanih na supstratu s dodatkom 20 g troske ili na kombiniranom supstratu bio je statisticki
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znacajno veci u usporedbi s kontrolom no ne i u usporedbi s pozitivnom kontrolom (Slika

5B).
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Slika 5. Visina (cm) (A), broj listova i mahuna graha (B) uzgajanog osam tjedana u: supstratu
(pijesak) bez dodatka umjetnog gnojiva i troske (kontrola, K), supstratu s dodatkom tekuceg gnojiva
NPK i Fe (pozitivna kontrola, NPK), supstratu s dodatkom 20 g troske (T2) i NPK (NPKT) te
supstratima s dodatkom 10 (T1), 20 (T2) ili 40 (T3) g troske/kg supstrata. Stupci predstavljaju
aritmetiCku sredinu devet replika. Stupci oznaCeni razli¢itim slovima medusobno se statisticki
znacajno razlikuju (P < 0,05). Na stupcima je oznacena standardna devijacija.
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4.1.2. Prinos mase suhe tvari - staklenik

Vegetacijska sezona 2010. g.

Povecani prinos mase suhe tvari u odnosu na kontrolne biljke i biljke uzgojene u supstratu
NPK zabiljezen je u biljkama uzgojenim u supstratima s troskom (Slika 6) a posebice s
dodatkom 20 g troske (porast od 34% u odnosu na kontrolu).

Vegetacijska sezona 2011. g.

Masa suhe tvari listova biljaka uzgajanih s dodatkom 10 ili 20 g troske bila je izmedu 30 i
37% povecana u odnosu na kontrolne biljke i biljke uzgojene s dodatkom NPK (Slika 6).
Vegetacijska sezona 2012. g.

Masa suhe tvari listova biljaka uzgajanih s dodatkom 10 ili 20 g troske kao i u kombiniranom
supstratu bila je statisticki znacajno povecana (22 do 33%) u odnosu na kontrolne biljke i
biljke uzgojene s dodatkom NPK (Slika 6).
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Slika 6. Masa suhe tvari (g) listova graha uzgajanog osam tjedana u: supstratu (pijesak) bez dodatka
umjetnog gnojiva i troske (kontrola, K), supstratu s dodatkom tekuéeg gnojiva NPK i Fe (pozitivna
kontrola, NPK), supstratu s dodatkom 20 g troske (T2) i NPK (NPKT) te supstratima s dodatkom 10
(T1), 20 (T2) ili 40 (T3) g troske/kg supstrata. Stupci predstavljaju aritmeti¢ku sredinu devet replika.
Stupci oznaceni razliCitim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (P < 0,05). Na
stupcima je oznacena standardna devijacija.
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4.1.3. Visina, broj listova i mahuna graha - polje

Vegetacijska sezona 2011. g.

Biljke uzgajane na pokusnom polju s dodatkom 10 g troske bile su statisticki znacajno vise
(Slika 7A) te su razvile veci broj listova i mahuna u usporedbi s kontrolom (Slika 7B).
Vegetacijska sezona 2012. g.

Obzirom na visinu, biljke graha su bolje rasle na svim tretmanima u usporedbi s kontrolnim
biljkama (Slika 7A). Biljke uzgajane na pokusnim poljima s dodatkom 10 g troske te NPK i
20 g troske (NPKT) razvile su veé¢i broj mahuna u odnosu na kontrolu (Slika 7B). Broj
mahuna kontrolnih biljaka i biljaka uzgajanih s dodatkom 20 g troske ili s dodatkom NPK nije
se medusobno razlikovao. S druge strane, dodatak troske i/ili NPK nije statisti¢ki znacajno

utjecao na broj listova u odnosu na kontrolne biljke.
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Slika 7. Visina (cm) (A), broj listova i mahuna graha (B) uzgajanog osam tjedana na pokusnim
poljima: 2011. g. - bez dodatka troske (kontrola, K) ili s dodatkom 10 g troske (T1); 2012. g. - bez
dodatka troske (kontrola, K), s dodatkom gnojiva (NPK), s dodatkom NPK i 20 g troske (NPKT), s
dodatkom 10 (T1) ili 20 (T2) g troske. Stupci predstavljaju aritmeti¢ku sredinu devet replika. Stupci
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (P < 0,05). Na stupcima je
oznacena standardna devijacija.
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4.1.4. Prinos mase suhe tvari - polje

Vegetacijska sezona 2011. g.

Masa suhe tvari listova, mahuna i zrna biljaka uzgajanih na pokusnom polju s dodatkom 10 g
troske bila je statisti¢ki znacajno povecana (19 do 25%) u odnosu na kontrolne biljke (Slika
8).

Vegetacijska sezona 2012. g.

Masa suhe tvari listova, mahuna i zrna biljaka uzgajanih na pokusnom polju s dodatkom 10 g
troske bila je statisti¢ki znacajno povecana (25 do 28%) u odnosu na kontrolne biljke i biljke
uzgojene s dodatkom NPK (Slika 8). Dodatak 20 g troske i/ili NPK nije utjecao na masu suhe
tvari mahuna u odnosu na kontrolne biljke ali je izazvao lagano povecanje mase suhe tvari
listova i zrna u odnosu na kontrolu i NPK. Istovremeni dodatak troske i NPK (NPKT)
neznatno je povecao mase suhe tvari listova no nije utjecao na suhu masu mahuna i zrna u

odnosu na kontrolu i NPK.
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Slika 8. Masa suhe tvari (g) listova, mahuna i zrna graha uzgajanog osam tjedana na pokusnim
poljima: 2011. g. - bez dodatka troske (kontrola, K) ili s dodatkom 10 g troske (T1); 2012. g. - bez
dodatka troske (kontrola, K), s dodatkom gnojiva (NPK), s dodatkom NPK i 20 g troske (NPKT), s
dodatkom 10 (T1) ili 20 (T2) g troske. Stupci predstavljaju aritmeti¢ku sredinu devet replika. Stupci
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (P < 0,05). Na stupcima je
oznacena standardna devijacija.
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4.2. Sadrzaj makroelemenata i mikroelemenata
4.2.1. Sadrzaj makro- i mikroelemenata u supstratu - staklenik

Vegetacijska sezona 2010. g.

U Tablici 6. prikazan je sadrZaj pojedinih elemenata (Mn, Fe, Na, Mg, N, P, K) u supstratima
(kvarcni pijesak i/ili dodaci troske ili NPK) u kojima su biljke uzgajane tijekom osam tjedana
te pH vrijednost i elektriéni konduktivitet (EC) otopina supstrata. Dodatak troske u supstrat
doveo je do porasta pH vrijednosti otopina supstrata dok je dodatak NPK smanjio pH
vrijednost otopine supstrata. Vrijednosti EC su bile povec¢ane u svim supstratima u usporedbi
s kontrolnim supstratom s time da su najviSe vrijednosti bile zabiljezene u supstratima T2 i
T3. Najveci sadrzaj Mg izmjeren je u supstratima s dodanom troskom, posebice u supstratu
T2, u odnosu na ostale supstrate. U usporedbi s kontrolnim supstratom, sadrzaj Fe, Na, Mn i
N bio je ve¢i u supstratima s dodanom troskom, a posebice u supstratu s 40 g troske/kg
supstrata. Sadrzaj P bio je najveci u supstratu T2 no i u svim ostalim supstratima su izmjerene
vecée vrijednosti P u odnosu na kontrolni supstrat. Najveci sadrzaj K izmjeren je u supstratu
NPK no vrlo sli¢ne vrijednosti su izmjerene i u supstratima T2 1 T3 dok su u supstratu T1

zabiljezene vrijednosti K sli¢nije onima u kontrolnom supstratu.

Tablica 6. Sadrzaj pojedinih makro- i mikroelemenata u supstratu (pijesak) s dodatkom 10
(T1), 20 (T2) ili 40 (T3) g EAF troske, tekuceg gnojiva NPK i1 Fe (NPK) ili bez dodatka
troske ili gnojiva (K, kontrola).

oznaka K NPK T1 T2 T3
pH 7,15 5,97 9,95 10,11 10,71

EC (uS cm™) 93 189 157 215 203
Mn (mg kg™) 93,2 89,5 120,3 127,3 157,0
Fe (mg kg™) 795 991 1167 2970 4800
Na (mg kg™) 61,3 83,6 112,4 126,5 189,1
Mg (mg kg™?) 290 262 775 1280 945
N (g kg™ 1,481 1,623 1,838 2,376 2,793
P (g kg?) 0,493 0,789 0,695 1,030 0,657
K (g kg™ 0,663 1,213 0,798 1,131 1,166

Vrijednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu dvije replike.
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Vegetacijska sezona 2011. g.

Sli¢no kao 1 2010. g., pH vrijednosti i EC otopina supstrata su pokazale porast pod utjecajem
troske (Tablica 7) dok je u otopini supstrata NPK izmjerena niza pH vrijednost nego u otopini
kontrolnog supstrata. Takoder, sadrzaj Fe, Na, Mn i N bio je povetan u supstratima s
dodanom troskom, a porast je bio sukladan koli¢ini troske u supstratu. Povec¢ani sadrzaj Mg i
P izmjeren je takoder u supstratima s dodanom troskom, posebice u supstratu T2, u odnosu na
ostale supstrate. Sadrzaj P bio je najveci u supstratu NPK no i u svim ostalim supstratima su
izmjerene vecée vrijednosti P u odnosu na kontrolni supstrat. Najveci sadrZzaj K izmjeren je u
supstratu NPK, a povecane vrijednosti u usporedbi s kontrolnim supstratom izmjerene su i u

supstratima T2 i T3.

Tablica 7. Sadrzaj pojedinih makro- i mikroelemenata u supstratu (pijesak) s dodatkom 10
(T1), 20 (T2) ili 40 (T3) g EAF troske, tekuceg gnojiva NPK i Fe (NPK) ili bez dodatka
troske ili gnojiva (K, kontrola).

oznaka K NPK T1 T2 T3
pH 7,71 6,09 10,01 10,23 10,79

EC (uS cm™) 98 201 124 245 271
Mn (mg kg™) 79,0 65,0 135,9 140,0 185,0
Fe (mg kg™) 905 1037 1400 4300 5900
Na (mg kg™) 70,0 95,6 143,3 156,9 249,6
Mg (mg kg™) 138 216 451 1395 1196
N (g kg™ 1,648 1,865 2,115 2,595 2,718
P (g kg™ 0,939 1,546 1,086 1,438 1,087
K (g kg™ 0,911 1,520 0,923 1,189 1,329

Vrijednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu dvije replike.

Vegetacijska sezona 2012. g.

U usporedbi s dvije prethodne vegetacijske sezone (2010. i 2011. g.), isti trend promjena u pH
i EC vrijednostima kao i u sadrZzaju makro- i mikroelemenata zabiljeZen je i 2012. g. (Tablica
8). Odstupanje od prethodnih sezona zamjetljivo je u sadrzaju K ¢iji je najveéi sadrzaj
zabiljezen u supstratu NPKT, a tek zatim supstratima NPK i T2.

Kako bi se utvrdio potencijalno sinergicki utjecaj istovremenog dodatka troske i NPK na
biljke 2012. g. dodatno je koriSten i mijeSani supstrat troske i NPK (20g troske i NPK;

NPKT). Taj je supstrat po svim mjerenim parametrima bio vrlo usporediv sa supstratom T2,
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izuzev u sadrZaju Mg Cije su najvecée vrijednosti zabiljeZene upravo u supstratu NPKT iako su
1 vrijednosti vec¢ine ostalih parametara bilo nesto vise nego u supstratu T2.

Takoder je u ovoj sezoni izmjeren sadrzaj pristupacnog P (pP) i N (pN) u supstratu gdje je
vidljivo da su te vrijednosti u skladu sa sadrzajem ukupnog P i N u supstratu.

Tablica 8. Sadrzaj pojedinih makro- i mikroelemenata u supstratu (pijesak) s dodatkom 10

(T1), 20 (T2) ili 40 (T3) g EAF troske, teku¢eg gnojiva NPK i Fe (NPK), tekuceg gnojiva
NPK i Fe i 20 g troske (NPKT) ili bez dodatka troske ili gnojiva (K, kontrola).

oznaka K NPK NPKT T1 T2 T3
pH 8,46 7.47 10,11 9,75 10,09 10,19

EC (uS cm™) 88 150 258 136 253 288
Mn (mg kg™?) 99,1 101,3 160,3 157,7 168,3 202,5
Fe (mg kg'™) 653 625 2450 987 2230 4170
Na (mg kg™ 90,0 105,2 183,3 81,1 175,6 96,5
Mg (mg kg'™) 154 233 1780 605 1555 1496
N (g kg?) 1,264 1,293 1,872 1,397 1,712 1,618
pN (g kg™ 0,170 0,300 0,310 0,183 0,252 0,210
P (g kg™ 0,419 0,693 1,050 0,655 0,920 0,397
PP (g kg™ 0,206 0,372 0,553 0,293 0,481 0,193
K (mg kg™ 0,572 1,056 1,386 0,813 1,237 0,993

Vrijednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu dvije replike. Kratica pN i pP odnose se na pristupa¢ni N i P.

4.2.2. Sadrzaj makro- i mikroelemenata u listovima graha - staklenik

Vegetacijska sezona 2010. g.

U Tablici 9. prikazan je sadrzaj pojedinih mikro- i makroelemenata u listovima graha nakon
osam tjedana uzgoja u supstratu (kvarcni pijesak i/ili dodaci troske ili NPK). Sadrzaj Mn u
listovima graha uzgajanog u supstratu s 20 i 40 g troske bio je znacajno povecan u odnosu na
vrijednosti tog metala izmjerenog u kontrolnim biljkama (K) i biljkama uzgajanim u supstratu
NPK. U biljkama uzgajanim u supstratu T2 zabiljezen je statisticki znac¢ajno poveéan sadrzaj
Mg u odnosu na kontrolne biljke i biljke uzgajane u supstratu NPK u kojem je izmjeren i
najnizi sadrzaj tog elementa. Biljke rasle u supstratu NPK nakupile su statisti¢ki zna¢ajno
veée koli¢ine Fe u odnosu na biljke rasle u drugim supstratima. Sadrzaj N u biljkama
uzgajanim u supstratima T1, a posebice u supstratu T2 bio je znatno veéi nego onaj u
kontrolnim biljkama i onima uzgajanim s dodatkom NPK. Sadrzaj P bio je najveéi u listovima

graha uzgojenog u supstratu T2 te znacajno povecan u odnosu na kontrolne biljke, no ne i u
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odnosu na biljke uzgajane u supstratu NPK. Sadrzaj K i Na u biljkama uzgojenim u razli¢itim

supstratima nije se medusobno statisti¢ki znacajno razlikovao.

Tablica 9. Sadrzaj pojedinih makro- i mikroelemenata u listovima graha uzgajanog osam
tjedana u supstratu (pijesak) s dodatkom 10 (T1), 20 (T2) ili 40 (T3) g EAF troske, tekuceg
gnojiva NPK i Fe (NPK) ili bez dodatka troske ili gnojiva (K, kontrola).

oznaka K NPK T1 T2 T3
Mn (mg kg™) 49,7b 52,7b 51,7b 67,8a 711a
Fe (mg kg™) 113,1b 2934 a 153,7b 157,7b 130,0 b
Na (mg kg™) 200,0 a 1973 a 203,7 a 2150a 226,7 a
Mg (g kg™t 3,58 bc 2,37d 4,02b 5,30 a 3,26 ¢
N (g kg?) 10,42 ¢ 10,91 ¢ 14,13 b 16,24 a 9,75¢
P (g kg?) 1,60 b 1,81 ab 1,84 ab 2,14 a 1,43b
K (g kg?) 7,78 a 8,01a 8,28 a 8,77 a 8,01a

Vrijednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu Cetiri replike. Standardna devijacija iznosila je manje od 10%.
Redovi oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki zna¢ajno razlikuju (P < 0,05).

Vegetacijska sezona 2011.g

Kao i 2010. g., sadrzaj Mn u listovima graha uzgajanog u supstratu s 20 i 40 g troske bio je
znacajno povecan u odnosu na vrijednosti tog metala izmjerenog u kontrolnim biljkama i
biljkama uzgajanim u supstratu NPK (Tablica 10). Biljke rasle u supstratima T1 i T2 nakupile
su bitno veée koli¢ine Zeljeza u odnosu na kontrolne biljke, no ne i u odnosu na biljke
uzgajane u supstratu NPK gdje su zabiljezene najveée vrijednosti tog metala. U biljkama
uzgajanim u supstratima T1 i T2 zabiljezen je statisticki znacajno povecan sadrzaj Mg u
odnosu na biljke uzgajane u ostalim supstratima. Sadrzaj Na u biljkama uzgojenim u supstratu
s dodatkom 20 g troske bio je statisticki znacajno povecan u odnosu na sve ostale tretmane.
Sadrzaj N u biljkama uzgajanim u supstratima T1 i T2 bio je znatno veéi nego onaj U
kontrolnim biljkama i biljkama uzgajanim u supstratu NPK. Sadrzaj P bio je najveci u
listovima graha uzgojenog u supstratu T2 te znacajno povecan u odnosu na kontrolne biljke
no ne i u odnosu na biljke uzgajane u supstratu NPK. SadrZzaj K u biljkama uzgojenim u
supstratu T2 bio je statisticki znacajno poveéan u odnosu na kontrolne biljke no najveéi
sadrzaj K izmjeren je u biljkama uzgajanim u supstratu NPK. Sadrzaj tog elementa u biljkama

uzgajanim u supstratu T3 bio je lagano povecan u odnosu na kontrolu.
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Tablica 10. Sadrzaj pojedinih makro- i mikroelemenata u listovima graha uzgajanog osam
tjedana u supstratu (pijesak) s dodatkom 10 (T1), 20 (T2) ili 40 (T3) g EAF troske, tekuceg
gnojiva NPK i Fe (NPK) ili bez dodatka troske ili gnojiva (K, kontrola).

oznaka K NPK T1 T2 T3

Mn (mg kg™) 52,8 ¢ 49,4 ¢ 56,7 bc 711a 69,4 ab
Fe (mg kg™) 119,1¢ 354,1a 171,0b 229,7b 127,3 bc
Na (mg kg™) 222,0b 206,0 b 2420 b 3757 a 230,0 b

Mg (g kg™ 322b 2,77b 478 a 5,07 a 347b
N (g kg™ 9,52 ¢ 10,93 ¢ 15,60 b 18,76 a 10,85 ¢

P (g kg?) 1,46 b 1,75 ab 1,64 b 2,10 a 1,49 b
K (g kg™ 8,08 c 1291 a 8,44 c 10,10 b 9,18 be

Vrijednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu Cetiri replike. Standardna devijacija iznosila je manje od 10%.
Redovi oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki zna¢ajno razlikuju (P < 0,05).

Vegetacijska sezona 2012. g.

Sadrzaj Mn u listovima graha uzgajanog u supstratu s dodatkom troske (neovisno o njenoj
koli¢ini) kao i u listovima biljaka uzgajanih u kombiniranom supstratu (NPKT) bio je
znacajno povecan u odnosu na vrijednosti tog metala izmjerenog u kontrolnim biljkama i
biljkama uzgajanim u supstratu NPK (Tablica 11). Biljke rasle u supstratima T1 i T2, a
posebice u supstratima NPKT i NPK nakupile su bitno vece koli¢ine Zeljeza u odnosu na
kontrolne biljke. U biljkama uzgajanim u supstratu T1 i posebice u supstratima T2 i NPKT
zabiljezene su statisticki znacajno povecane vrijednosti Mg u odnosu na biljke uzgajane u
kontrolnom supstratu. Sadrzaj Na u biljkama uzgojenim u supstratu s dodatkom 20 g troske
bio je bitno povecan u odnosu na sve ostale tretmane. Sadrzaj N u biljkama uzgajanim u
supstratima T2 i NPKT bio je znatno veéi nego onaj u kontrolnim biljkama i biljkama
uzgajanim u supstratu NPK. Sadrzaj N u biljkama uzgajanim u supstratu T1 bio je znatno veci
nego onaj u kontrolnim biljkama. U listovima graha uzgojenog u supstratima T2 i NPKT
izmjeren je statisticki znacajno veéi sadrzaj P u odnosu na listove biljaka raslih u drugim
supstratima. Sadrzaj K u biljkama uzgojenim u supstratima T2, NPKT i NPK bio je
medusobno sli¢an te statisticki znacajno poveéan u odnosu na kontrolne biljke i biljke

uzgajane u supstratima T1 i T3.
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Tablica 11. Sadrzaj pojedinih makro- i mikroelemenata u listovima graha uzgajanog osam
tjedana u supstratu (pijesak) s dodatkom 10 (T1), 20 (T2) ili 40 (T3) g EAF troske, tekuceg
gnojiva NPK i Fe (NPK), tekuceg gnojiva NPK i Fe i 20 g troske (NPKT) ili bez dodatka
troske ili gnojiva (K, kontrola).

oznaka K NPK NPKT T1 T2 T3
Mn (mg kg™) 76,2 C 79,7 ¢ 97,8 b 96,7 b 1192 a 104,8 b
Fe (mg kg™ 93,1d 190,8 ab 2112 a 137,3¢ 178,33b 113,7 cd
Na (mg kg™) 1353 b 158,0 ab 120,3b 142,0 ab 189,0 a 156,7 ab
Mg (g kg™ 2,68 ¢C 2,44 ¢ 4,96 a 3,77b 4,01b 2,85¢
N (g kg™ 8,78 ¢ 13,27 b 19,10 a 17,52 b 13,10 a 10,93 be
P (g kg™ 1,56 b 1,47b 2,54 a 1,69 b 2,50 a 1,49b
K (g kg™ 8,34b 1491 a 13,14 a 9,34b 15,32 a 9,48 b

Vrijednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu &etiri replike. Standardna devijacija iznosila je manje od 10%.
Redovi oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znac¢ajno razlikuju (P < 0,05).

4.2.3. Sadrzaj makro- i mikroelemenata u supstratu — pokusno polje

Vegetacijska sezona 2011. g.

U Tablici 12. prikazan je sadrZaj pojedinih elemenata (Mn, Fe, Na, Mg, N, P, K) u supstratu
(vrtna zemlja i/ili dodatak 10 g troske po kg supstrata) u kojem su biljke uzgajane tijekom
osam tjedana te pH vrijednost i elektricni konduktivitet (EC) otopina supstrata. Dodatak
troske u supstrat doveo je do porasta pH i EC vrijednosti otopine supstrata. U usporedbi s
kontrolnim supstratom, sadrzaj Mn, Fe, Na, Mg i K bio je ve¢i u supstratu s dodanom

troskom. Vrijednosti sadrZaja P i N bile su sli¢ne u oba supstrata.

Tablica 12. Sadrzaj pojedinih makro- i mikroelemenata u supstratu (vrtna
zemlja) s dodatkom 10 (T1) g EAF troske ili bez dodatka troske (K, kontrola).

oznaka K T1
pH 7,81 7,95

EC (uS cm™) 401 489
Mn (mg kg™) 135,0 162,3
Fe (g kg™) 4,99 6,57
Na (mg kg™) 147,8 168,0
Mg (g kg™) 2,97 4,15
N (g kg™ 3,71 3,95
P (g kg™ 1,11 1,10
K (g kg™ 1,40 1,60

Vrijednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu dvije replike.
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Vegetacijska sezona 2012.9

U Tablici 13. prikazan je sadrzaj pojedinin makro - i mikroelemenata te pojedinih
neesencijalnih elemenata u supstratu (vrtna zemlja i/ili dodatak troske i/ili NPK i troske) u
kojem su biljke uzgajane tijekom osam tjedana te pH vrijednost i elektri¢ni konduktivitet (EC)
otopina supstrata. pH vrijednosti i EC otopina supstrata pokazale su porast pod utjecajem
troske i/ili NPK.

SadrZaji Mn, Fe, Mg i N u supstratima T1 i T2 bili su povecani u usporedbi s kontrolnim
supstratom, a sadrZaji Mn, Mg i N u supstratima T1 i T2 bili su povecani i u usporedbi sa
supstratom NPK. Povecani sadrzaj P, u usporedbi s kontrolnim supstratom, izmjeren je u svim
ostalim supstratima.

Najveci sadrzaj K izmjeren je u supstratu T2, a povecane vrijednosti u usporedbi s kontrolnim
supstratom izmjerene su i u ostalim supstratima. Kao i u slu¢aju supstrata NPKT koristenog u
stakleniku (kombinacija troske i NPK u pijesku), tako je i supstrat NPKT koriSten u polju
(kombinacija troske i NPK u zemlji) bio po svim mjerenim parametrima usporediv sa
supstratom T2. No, za razliku od kombinacije NPKT u pijesku gdje su gotovo sve vrijednosti
mjerenih elemenata poglavito Mg bile ve¢e u usporedbi sa supstratom T2, u kombinaciji
NPKT u zemlji najveée vrijednosti Mg zabiljezene su u supstratu T2 iako su i vrijednosti
vecine ostalih parametara bilo nesto vise nego u supstratu NPKT.

Najveci sadrzaj Al izmjeren je u supstratu T2, ali taj je metal bio povecan i u supstratima T1 1
NPKT u odnosu na K i NPK.

Vrijednosti Si bile su preko dva i pol puta veée u supstratu T1 u odnosu na sve ostale
supstrate.

U supstratu NPKT zabiljezen je najveci sadrzaj Cr, a veéi sadrzaj tog elementa u odnosu na K
1 NPK bio je utvrden 1 u supstratima s dodatkom troske.

Sadrzaj Cd i1 Pb bio je veci u supstratima s dodatkom troske, posebice u supstratu T2, u
odnosu na K i NPK. Sadrzaj ostalih mjerenih elemenata (Zn, Ni, Cu, TI, Sb i Ba) nije gotovo

uopce odstupao od kontrolnih vrijednosti pa ovdje nije ni prikazan.
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Tablica 13. Sadrzaj pojedinih makro- i mikroelemenata u supstratu (vrtna zemlja) s dodatkom
10 (T1), 20 (T2) ili 40 (T3) g EAF troske, tekuceg gnojiva NPK i Fe (NPK), tekuceg gnojiva
NPK i Fe i 20 g troske (NPKT) ili bez dodatka troske ili gnojiva (K, kontrola).

oznaka K NPK NPKT T1 T2
pH 7,71 7,42 8,47 8,53 8,77

EC (uS cm™) 398 494 595 473 464
Mn (mg kg™ 128,0 139,0 153,1 201,2 147,9
Fe (g kg™ 4,77 5,25 5,34 5,49 5,10
Na (mg kg™) 4327 444.4 480,5 4411 4413
Mg (g kg™) 6,86 6,61 8,32 8,70 9,25
N (g kg™ 7,01 7,22 8,05 7,84 7,57
pN (g kg™) 3,04 3,69 3,96 3,46 3,37
P (g kg™ 6,22 6,97 7,13 7,36 6,86
pP (g kg™) 3,86 4,01 417 4,30 4,00
K (g kg™ 5,56 5,61 5,85 6,07 6,11
Al (g kg™?) 19,3 19,7 22,0 22,8 27,9
Si (g kg™?) 1,20 1,42 1,56 3,38 1,78
Cd (mg kg™) 0,524 0,531 0,568 0,583 0,632
Cr (mg kg™) 80 73,5 110,6 90,6 99,5
Pb (mg kg™) 520 516 499 592 602

Vrijednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu dvije replike. Kratica pN i pP odnose se na pristupa¢ni N i P.

4.2.4. Sadrzaj makro- i mikroelemenata u grahu — pokusno polje

Vegetacijska sezona 2011.g

U Tablici 14. prikazan je sadrzaj pojedinih elemenata (Mn, Fe, Na, Mg, N, P, K) u listovima,
mahunama 1 zrnu graha uzgajanog tijekom osam tjedana u vrtnoj zemlji s ili bez dodatka
troske.

Sadrzaj Mn, Fe, Mg i K u listovima graha uzgojenog u supstratu s dodatkom troske bio je
statisti¢ki znacajno povecan u odnosu na listove kontrolnih biljaka dok se vrijednosti ostalih
elemenata nisu medusobno razlikovale.

U mahunama graha uzgojenog uz dodatak troske zabiljezen je statisti¢ki znacajno veci sadrzaj
svih mjerenih elemenata, izuzev Fe, u odnosu na mahune kontrolnih biljaka.

U usporedbi sa zrnima kontrolnog graha, zrna graha uzgojenog uz dodatak troske bila su
bogatija s Fe, Na, Mg i P.
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Tablica 14. Sadrzaj pojedinih makro- i mikroelemenata u listovima, mahunama i zrnu
graha uzgajanog u supstratu (vrtna zemlja) s dodatkom 10 (T1) g EAF troske ili bez dodatka
troske (K, kontrola).

oznaka list Zrno
K T1 K T1 K T1

Mn (mg kg™) 36,59 47,90 * 21,94 40,66 * 15,25 18,02
Fe (mg kg™ 350,9 448,7 * 191,9 211,3 118,5 155,67 *
Na (mg kg™) 101,5 1115 38,45 141,0 * 14,00 21,38 *

Mg (g kg™) 4,52 5,28 * 3,02 4,38 * 2,02 2,34 *

N (g kg™ 14,36 14,05 28,09 34,09 * 24,48 24,42

P (g kg™ 3,42 3,61 4,37 6,25 * 2,45 2,96 *

K (g kg™ 15,77 18,35 * 23,97 37,25 * 23,14 23,77

Vrijednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu Getiri replike. Standardna devijacija iznosila je manje od 10%.
Redovi oznaceni zvjezdicom statisti¢ki se znadajno razlikuju od kontrole (P < 0,05).

Vegetacijska sezona 2012. g.
U Tablici 15. prikazan je sadrZaj pojedinih elemenata (Mn, Fe, Na, Mg, N, P, K) u listovima,
mahunama i zrnu graha uzgajanog tijekom osam tjedana u vrtnoj zemlji s dodatkom troske,
NPK, NPK i troske ili bez dodatka troske i NPK.
Sadrzaj Fe, Mg i P u listovima graha uzgojenog u supstratu s dodatkom troske bio je
statisti¢ki znacajno povecan u odnosu na listove kontrolnih biljaka dok se vrijednosti K nisu
bitno razlikovale od kontrole. Neovisno o supstratu, u listovima graha su zabiljezene sli¢ne
vrijednosti Mn i Na. Najveci sadrzaj Fe zabiljezen je u listovima graha uzgajanog u supstratu
NPK, a najveéi sadrzaj K i N u listovima graha uzgajanog u supstratima NPK i NPKT. U
usporedbi s kontrolom, sadrzaj N i K bio je povec¢an i u listovima biljaka raslih u susptratu T1.
U mahunama graha uzgojenog uz dodatak troske zabiljezen je statisti¢ki znacajno veci sadrzaj
Mn, Fe i N u odnosu na mahune kontrolnih biljaka. Sadrzaj K bio je najve¢i u mahunama
graha uzgojenog u supstratu T1, a u tim su mahunama izmjerene i znatno vece koli¢ine N u
odnosu na kontrolne mahune. Najve¢i sadrzaj Na zabiljezen je u mahunama graha raslog u
supstratu NPKT, a u tim su mahunama izmjerene i statisticki znacajno vece koli¢ine Mn, Fe i
N u odnosu na kontrolne mahune. Statisticki znac¢ajno povecanje N u odnosu na kontrolu
zabiljeZeno je i u mahunama graha uzgojenog u supstratu NPK. Sadrzaj Mg i P u mahunama
nije se statisticki zna¢ajno razlikovao medu razli¢itim supstratima.
U usporedbi sa zrnima kontrolnog graha, zrna graha uzgojenog uz dodatak troske bila su
bogatija s Mg i N, a u zrnu graha uzgojenog uz dodatak 10 g troske zabiljezen je i statisticki
znacajno vec¢i sadrzaj P u odnosu na zrna kontrolnih biljaka. SadrZzaj Na u zrnima graha
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uzgojenog u supstratima NPK i NPKT bio je statisti¢ki zna¢ajno povecan u odnosu na druge
tretmane. Zrna graha raslog u supstratu NPKT su pokazivala i znacajno veci sadrzaj N u
odnosu na zrna kontrolnih biljaka. Sadrzaj Mn, Fe i K u zrnima graha nije se znatno

razlikovao medu razli¢itim supstratima.

Tablica 13. SadrZaj pojedinih makro- i mikroelemenata u listovima, mahunama i zrnu graha
uzgajanog u supstratu (vrtna zemlja) s dodatkom 10 (T1), 20 (T2) ili 40 (T3) g EAF troske,
tekuceg gnojiva NPK 1 Fe (NPK), teku¢eg gnojiva NPK i Fe 1 20 g troske (NPKT) ili bez
dodatka troske ili gnojiva (K, kontrola).

oznaka K NPK NPKT T1 T2
list
Mn (mg kg™) 35,00 a 38,57 a 35,03 a 36,78 a 35,78 a
Fe (mg kg™ 78,43 ¢ 155,88 a 95,05 bc 115,72 b 109,72 b
Na (mg kg™) 51,16 a 56,26 a 51,41a 59,30 a 60,63 a
Mg (g kg™ 349 ¢ 427b 438b 447b 5,04 a
N (g kg™ 21,28 ¢ 29,67 a 29,52 a 25,68 b 23,21¢
P (g kg?) 1,96 ¢ 2,00 ¢c 2,05¢ 2,93a 2,61b
K (g kg™ 15,57 ¢ 20,63 a 17,99 b 18,19b 15,92 ¢
Mn (mg kg™) 35,01 d 40,26 cd 44,25 be 56,69 a 51,65 ab
Fe (mg kg™) 37,59 ¢ 44,86 bc 57,02 a 48,96 ab 53,14 a
Na (mg kg™) 108,63 ¢ 133,22 be 205,41 a 104,25 ¢ 170,50 ab
Mg (g kg™ 3,55 a 3,79a 385a 3,69 a 353a
N (g kg™ 17,47b 20,80 a 21,20 a 20,98 a 20,96 a
P (g kg?) 431a 421a 472 a 459 a 433a
K (g kg™ 30,71b 35,40 ab 33,21 ab 37,58 a 35,22 ab
Zrno
Mn (mg kg?) 30,03 a 22,92 b 29,10 a 31,32a 31,36 a
Fe (mg kg™) 82,17 a 84,14 a 88,47 a 90,22 a 88,93 a
Na (mg kg™) 4,36 b 514 a 523a 4,02 b 412 b
Mg (g kg™ 1,90b 1,64 ¢ 1,94 b 219a 2,11a
N (g kg™ 30,14 ¢ 32,94 be 38,63 a 37,17 a 35,93 ab
P (g kg™ 541b 549 b 5,77 ab 6,48 a 5,53 b
K (g kg™ 18,51 a 18,29 a 19,19 a 20,40 a 19,77 a

Vrijednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu Cetiri replike. Standardna devijacija iznosila je manje od 10%.
Redovi oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki zna¢ajno razlikuju (P < 0,05).
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4.2.5. Aktivnost nitrat reduktaze u listovima graha — staklenik i pokusno polje

Vegetacijska sezona 2012. g.

Na Slici 9. prikazana je aktivnost nitrat reduktaze (NR) u biljkama uzgojenim u stakleniku i
na pokusnom polju koja je mjerena samo vegetacijske sezone 2012.g.

Aktivnost NR u biljkama uzgojenim u stakleniku u supstratima s dodatkom troske bila je
izmedu Sest i osam puta veca u odnosu na aktivnost izmjerenu u kontrolnim biljkama s tim da
je najbolja stimulacija aktivnosti tog enzima zabiljezena u biljkama raslim uz dodatak 10 g
troske, a s povecanjem koli¢ine troske ta se aktivnost smanjivala. Najveca aktivnost NR
izmjerena je u listovima biljaka uzgojenim u supstratu NPKT (preko devet puta vec¢a u odnosu
na kontrolu), no sedam puta vecéa aktivnost tog enzima u odnosu na kontrolu zabiljeZena je i u
listovima biljaka uzgojenih u supstratu NPK.

Aktivnost NR u biljkama uzgojenim na pokusnom polju u supstratu s dodatkom 10 g troske
pokazala je porast od 73% dok je dodatak 20 g troske povecao aktivnost tog enzima za 31% u
odnosu na kontrolu. Najveca aktivnost NR izmjerena je u listovima biljaka uzgojenim u
supstratu NPKT, no dvostruko veca aktivnost tog enzima u odnosu na kontrolu zabiljezena je

i u listovima biljaka uzgojenih u supstratu NPK.
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Slika 9. Aktivnost NR (umol h™ g™ sv.t) u listovima graha uzgajanog osam tjedana u stakleniku ili na
pokusnom polju u odgovaraju¢em supstratu (pijesak ili vrtna zemlja) bez dodatka umjetnog gnojiva i
troske (K), supstratu s dodatkom tekuceg gnojiva NPK i Fe (NPK), supstratu s dodatkom 20 g troske i
NPK (NPKT) te supstratima s dodatkom 10 (T1), 20 (T2) ili 40 (T3) g troske/kg supstrata. Stupci
predstavljaju aritmeticku sredinu Sest replika. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se
statisticki znacajno razlikuju (P < 0,05). Na stupcima je oznacena standardna devijacija.
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4.3. Funkcionalnost fotosintetskog aparata
4.3.1. Fotosinteza — metoda izmjene plinova - staklenik

Vegetacijska sezona 2010. g.

U Tablici 14. prikazani su parametri fotosintetske aktivnosti izmjerene metodom izmjene
plinova u listovima graha nakon osam tjedana uzgoja u supstratu (kvarcni pijesak i/ili dodaci
troske ili NPK). Prosjeéne vrijednosti intenziteta svjetlosti zabiljeZene pri mjerenjima
fotosinteze na listovima biljaka uzgojenih u razliCitim supstratima bile su sli¢ne.
Unutarstani¢na koncentracija CO, u listovima graha uzgojenim u supstratima T2 i NPK bila
je statisti¢ki znac¢ajno povecana u odnosu na listove kontrolnih biljaka i biljaka uzgojenih u
supstratu T3. Stopa transpiracije u listovima graha uzgojenim u supstratu T1, a posebice u
supstratima NPK i T2 bila je statisti¢ki zna¢ajno povec¢ana u odnosu na kontrolu (porast od 34
do 77%), dok su vrijednosti tog parametra u listovima graha uzgojenim u supstratu T3 bile
slicne vrijednostima zabiljezenim u listovima kontrolnih biljaka. Provodljivost puci u
listovima graha uzgojenim u supstratu s dodatkom 20 g troske bila je viSe nego dvostruko
povecana u odnosu na kontrolu te za 35% veéa u odnosu na pozitivnu kontrolu (NPK + Fe).
Vrijednosti tog parametra u listovima graha uzgojenog u supstratima T1 i T3 bile su sli¢ne
vrijednostima zabiljezenim u listovima kontrolnih biljaka. Intenzitet fotosinteze u listovima
graha uzgojenim u supstratima T1 i T2 bio je statisticki znacajno povecan u odnosu na

kontrolu (porast izmedu 40 i 50%) no ne i u odnosu na biljke uzgojene u supstratu NPK.

Tablica 14. Parametri fotosintetske aktivnosti (PAR — fotosintetski aktivno zradenje, pmol m? s
koncentracija CO,, T — stopa transpiracije; gs — provodljivost puci, FS — intenzitet fotosinteze) u
listovima graha uzgajanog osam tjedana u supstratu (pijesak) s dodatkom 10 (T1), 20 (T2) ili 40 (T3) g
EAF troske, tekuceg gnojiva NPK i Fe (NPK) ili bez dodatka troske ili gnojiva (K, kontrola).

oznaka K NPK T1 T2 T3

PAR 110 128 124 120 109
Co, 207 (20,3) b 253 (10,9) a 235 (27,0) ab 268 (23,9) a 209 (12,9) b
T 0,99 (0,04) ¢ 1,66 (0,21) a 1,33 (0,08) b 1,76 (0,18) a 0,98 (0,01) ¢
gs 0,07 (0,006) cd 0,13 (0,02) b 0,11 (0,02) bc 0,17 (0,02) a 0,07 (0,00) d
FS 7,23 (0,55) b 8,11 (0,35) ab 8,61 (0,63) a 9,3(1,03) a 7,04 (0,54) b

Vrijednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu Sest replika. Standardna devijacija prikazana je (vrijednost u
zagradi) za sve parametre izuzev za PAR. Redovi oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znac¢ajno
razlikuju (P < 0,05).
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Vegetacijska sezona 2011. g.

Prosjecne vrijednosti intenziteta svjetlosti zabiljeZene pri mjerenjima fotosinteze na listovima
biljaka uzgojenih u razli¢itim supstratima bile su sli¢ne (Tablica 15).

Unutarstani¢na koncentracija CO, u listovima graha uzgojenim u supstratu T3 bila je
statisticki znacajno smanjena u odnosu na listove biljaka uzgojenih u ostalim supstratima
(smanjenje od 27% u odnosu na kontrolu).

Stopa transpiracije i provodljivost puci u listovima graha uzgojenim u supstratima T1 i T3
bile su statisticki znacajno Smanjene u odnosu na listove biljaka uzgojenih u ostalim
supstratima.

Intenzitet fotosinteze u listovima graha uzgojenim u supstratu T2 bio je lagano poveéan a u
listovima graha uzgojenim u supstratu T3 statisticki znacajno smanjen u odnosu na vrijednosti

tog parametra izmjerenog u listovima kontrolnih biljaka.

Tablica 15. Parametri fotosintetske aktivnosti (PAR — fotosintetski aktivno zraenje, pmol m? s
koncentracija CO,, T — stopa transpiracije; gs — provodljivost puci, FS — intenzitet fotosinteze) u
listovima graha uzgajanog osam tjedana u supstratu (pijesak) s dodatkom 10 (T1), 20 (T2) ili 40 (T3) g
EAF troske, tekuceg gnojiva NPK i Fe (NPK) ili bez dodatka troske ili gnojiva (K, kontrola).

oznaka K NPK T1 T2 T3
PAR 1362 1370 1279 1390 1257
CO, 236 (3.2) a 233 (26,7) a 210 (9,6) a 234 (12,5) a 172 (14,5) b
T 1,43 (0,018) a 1,75(0,22) a 0,94 (0,15) b 1,58 (0,28) a 0,78 (0,11) b
gs 0,04 (0,003)a  0,05(0,008)a  0,03(0,005)b  0,05(0,008)a 0,03 (0,004) b
FS 3,61 (0,10) ab 3,98 (0,41) ab 3,33(0,13) b 4,11 (0,37) a 2,57 (0,33) c

Vrijednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu Sest replika. Standardna devijacija (vrijednost u zagradi) prikazana
je za sve parametre izuzev za PAR. Redovi oznaéeni razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znac¢ajno
razlikuju (P < 0,05).
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Vegetacijska sezona 2012.g

Prosjecne vrijednosti intenziteta svjetlosti zabiljeZene pri mjerenjima fotosinteze na listovima
biljaka uzgojenih u supstratima K, NPKT i T1 bile su sli¢ne, a neSto vece u listovima biljaka
raslih u supstratima T2 i T3 te posebice NPK gdje je zabiljeZzen 25% veci intenzitet svjetlosti
nego u kontrolnim biljkama (Tablica 16).

Unutarstani¢na koncentracija CO, u listovima graha uzgojenog u supstratu NPK bila je
statisticki znaCajno smanjena u odnosu na listove biljaka uzgojenih u supstratu T1, dok se
vrijednosti tog parametra medu listovima biljaka uzgojenih u ostalim supstratima nisu
medusobno statisticki znacajno razlikovale.

U usporedbi s kontrolom, stopa transpiracije i provodljivost puci povecavala se u nizu: T3-
T1-T2-NPK-NPKT.

Intenzitet fotosinteze u listovima graha uzgojenim u supstratima NPK, NPKT i T1 bio je dva i
pol puta veci, a u listovima graha uzgojenog u supstratu T2 oko dva puta ve¢i u odnosu na
vrijednosti tog parametra izmjerenog u listovima kontrolnih biljaka. Vrijednosti tog parametra

izmjerenog u listovima graha uzgojenog u supstratu T3 bile su sli¢ne kontrolnim.

Tablica 16. Parametri fotosintetske aktivnosti (PAR — fotosintetski aktivno zratenje, pmol m? s™;
koncentracija CO,, T — stopa transpiracije; gs — provodljivost puci, FS — intenzitet fotosinteze) u
listovima graha uzgajanog osam tjedana u supstratu (pijesak) s dodatkom 10 (T1), 20 (T2) ili 40 (T3) g
EAF troske, tekuceg gnojiva NPK i Fe (NPK) ili bez dodatka troske ili gnojiva (K, kontrola).

oznaka K NPK NPKT T1 T2 T3

PAR 1247 1568 1339 1231 1495 1438
CO, 311(1,2)ab 285(3,47)b 291(231)ab 349(352)a 303 (0,58)ab 306 (4,04) ab
T 1,88 (0,000 f 4,80(004)b 531(002)a 342(000)d 4,04(006)b 250 (0,35)e
gs  005(0,001)f 013(0,001)b 0,15(0,001)a 0,0(0,001)d 0,12(0,00)c 0,06 (0,01) e
FS  250(031)c 613(010)a 668(013)a 6,57(0,18)a 508(0,41)b  2,65(0,33)c

Vrijednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu Sest replika. Standardna devijacija (vrijednost u zagradi) prikazana
je za sve parametre izuzev za PAR. Redovi oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znac¢ajno
razlikuju (P < 0,05).
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4.3.2. Fotosinteza — metoda izmjene plinova — pokusno polje

Vegetacijska sezona 2011. g.

U Tablici 17. prikazani su parametri fotosintetske aktivnosti izmjerene metodom izmjene
plinova u listovima graha nakon osam tjedana uzgoja u supstratu (vrtna zemlja s ili bez
dodatka troske). Prosje¢ne vrijednosti intenziteta svjetlosti zabiljezene pri mjerenjima
fotosinteze na listovima kontrolnih biljaka i biljaka uzgojenih s dodatkom troske bile su
slicne.

Vrijednosti unutarstani¢ne koncentracije CO, u listovima kontrolnih biljaka i biljaka
uzgojenih s dodatkom troske nisu se statisticki znacajno razlikovale.

S druge strane, vrijednosti stope transpiracije, provodljivosti puci te intenziteta fotosinteze
bile su statisticki znacajno vece u listovima biljaka uzgojenih s dodatkom troske u odnosu na
vrijednosti tih parametra izmjerenih u listovima kontrolnih biljaka (porast izmedu 16 i 25% u

odnosu na kontrolu).

Tablica 17. Parametri fotosintetske aktivnosti (PAR - fotosintetski aktivno zraéenje,
umol m” s™; koncentracija CO,, T - stopa transpiracije; gs - provodljivost puéi, FS
- intenzitet fotosinteze) u listovima graha uzgajanog osam tjedana u supstratu (vrtna
zemlja) s dodatkom 10 (T1) g EAF troske ili bez njenog dodatka (K, kontrola).

oznaka K T1
PAR 1411 1400
CO, 285 (21,3) a 313(17,3) a
T 8,32(0,91) a 9,87 (0,57) a
gs 0,25 (0,04) b 0,29 (0,03) a
FS 8,62(0,94) b 10,71 (1,03) a

Vrijednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu devet replika. Standardna devijacija (vrijednost u
zagradi) prikazana je za sve parametre izuzev za PAR. Redovi oznaceni razli¢itim slovima
medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (P < 0,05).
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Vegetacijska sezona 2012. g.

Prosjecne vrijednosti intenziteta svjetlosti zabiljezene pri mjerenjima fotosinteze na listovima
biljaka uzgojenim u supstratima K, NPK i T1 bile su sli¢ne (Tablica 18).

Vrijednosti unutarstani¢ne koncentracije CO, kao i stope transpiracije u listovima biljaka
uzgojenih u razli¢itim supstratima nisu se medusobno statisti¢ki znacajno razlikovale. Srednje
vrijednosti provodljivosti puci bile su znacajno vece u listovima graha uzgojenog u supstratu
NPKT u odnosu na kontrolu i tretman NPK (porast od 19% u odnosu na kontrolu).

Intenzitet fotosinteze u listovima graha uzgojenog u supstratu NPKT bio je 72% veéi, a u
listovima graha uzgojenog u supstratima s dodatkom troske 29 do 40% veé¢i u odnosu na
vrijednosti tog parametra izmjerenog u listovima kontrolnih biljaka. Vrijednosti tog parametra
izmjerenog u listovima graha uzgojenog u supstratu NPK bile su 20% veée u odnosu na

kontrolu, ali taj porast nije bio statisticki znacajan.

Tablica 18. Parametri fotosintetske aktivnosti (PAR — fotosintetski aktivno zradenje, pmol m? s
koncentracija CO,, T — stopa transpiracije; gs — provodljivost puci, FS — intenzitet fotosinteze) u
listovima graha uzgajanog osam tjedana u supstratu (vrtna zemlja) s dodatkom 10 (T1), 20 (T2) ili 40
(T3) g EAF troske, tekuceg gnojiva NPK i Fe (NPK) ili bez dodatka troske ili gnojiva (K, kontrola).

oznaka K NPK NPKT T1 T2
PAR 1201 1393 1359 1302 1379
CO, 239 (13,38) a 255 (11,68) a 271 (6,50) a 262 (23,13) a 249 (24,0) a
T 8,05 (0,30) a 8,06 (0,14) a 8,73(0,63) a 8,06 (0,77) a 8,28 (0,54) a
gs 0,27 (0,026) b 0,27 (0,013) b 0,32 (0,014) a 0,29 (0,021) ab 0,28 (0,011) ab
FS 11,43(1,66)c  13,77(0,95)bc 19,68 (1,75)a  16,05(1,49)b 14,71 (1,49)b

Vrijednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu devet replika. Standardna devijacija (vrijednost u zagradi)
prikazana je za sve parametre izuzev za PAR. Redovi oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki
znacajno razlikuju (P < 0,05).
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4.3.3. Fluorescencija klorofila a — metoda saturacijskog pulsa - staklenik

Vegetacijska sezona 2010. g.

Vrijednosti optimalnog prinosa fotosustava Il (PS 1) u biljkama uzgojenim u supstratima s
dodatkom troske bile su sli¢ne vrijednostima tog parametra u biljkama raslim u supstratu s ili
bez dodatka gnojiva (Slika 10A). Efektivni prinos PSII u biljkama uzgojenim u supstratima uz
dodatak troske nije se statisticki znacajno razlikovao od kontrole. U usporedbi s biljkama
uzgojenim u supstratu s NPK, biljke uzgojene u supstratu T2 pokazale su statisticki zna¢ajno
povecanje efektivnog prinosa fotosustava Il (Slika 10A). Nefotokemijsko gasenje
fluorescencije (NPQ) u biljkama uzgajanim u supstratima NPK i T1 bilo je statisticki
znacajno povecano (porast od priblizno 30%) u odnosu na kontrolne biljke i biljke rasle u
supstratima s 20 i 40 g troske (Slika 10B).

Vegetacijska sezona 2011. g.

Optimalni prinos PS 11 u listovima graha uzgojenog u supstratu T3 bio je statisticki znacajno
povecan u odnosu na listove kontrolne biljke, no nije se znatno razlikovao od vrijednosti za
taj parametar izmjeren u listovima biljaka raslih u drugim supstratima (Slika 10A). Efektivni
prinos PSII u biljkama uzgojenim u supstratu T3 bio je statisticki znac¢ajno povecan u odnosu
na listove graha uzgojenog u supstratu NPK, no nije se statisticki znac¢ajno razlikovao od
vrijednosti za taj parametar izmjeren u listovima biljaka raslih u drugim supstratima (Slika
10A). Nefotokemijsko gaSenje fluorescencije u biljkama uzgajanim u supstratu NPK bilo je
statisticki znaCajno poveéano U odnosu na biljke rasle u ostalim supstratima (Slika 10B).
Vrijednosti tog parametra u listovima biljaka uzgojenih uz dodatak troske se ili nisu statisticki
znacajno razlikovale (u sluc¢aju supstrata T1) ili su bile lagano smanjene (u sluc¢aju supstrata
T3) ili statistiCki znafajno smanjene (u sluCaju supstrata T2) u odnosu na vrijednosti
izmjerene u listovima kontrolnih biljaka.

Vegetacijska sezona 2012. g.

Vrijednosti optimalnog i efektivnog prinosa PS 11 u listovima graha uzgojenog u razli¢itim
supstratima nisu se medusobno statisticki znacajno razlikovale (Slika 10A). U usporedbi s
vrijednostima izmjerenim u listovima kontrolnih biljaka, nefotokemijsko gaSenje
fluorescencije u biljkama uzgajanim u ostalim supstratima bilo je statisticki znacajno

smanjeno posebice u listovima biljaka raslih u supstratu T3 (Slika 10B).
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Slika 10. Optimalni i efektivni prinos PSII (A) i nefotokemijsko gaSenje fluorescencije (NPQ) (B) u
listovima graha uzgajanog osam tjedana u: supstratu (pijesak) bez dodatka umjetnog gnojiva i troske
(kontrola, K), supstratu s dodatkom tekuc¢eg gnojiva NPK i Fe (pozitivna kontrola, NPK), supstratu s
dodatkom 20 g troske (T2) i NPK (NPKT) te supstratima s dodatkom 10 (T1), 20 (T2) ili 40 (T3) ¢
troske/kg supstrata. Stupci predstavljaju aritmeticku sredinu tri replike. Stupci oznaceni razli¢itim
slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (P < 0,05). Na stupcima je oznacena standardna

devijacija.
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4.3.4. Fluorescencija klorofila a — metoda saturacijskog pulsa - polje

Vegetacijska sezona 2011. g.

Vrijednosti optimalnog i efektivnog prinosa PS 1l te nefotokemijskog gasenja fluorescencije u
listovima graha uzgojenog u kontrolnom supstratu i supstratu s dodatkom troske nisu se
medusobno statisticki znacajno razlikovale (Slika 11A, B).

Vegetacijska sezona 2012. g.

Vrijednosti optimalnog PS 11 u listovima graha uzgojenog u razli¢itim supstratima nisu se
medusobno statisti¢ki znacajno razlikovale (Slika 11A). Efektivni prinos PS Il u biljkama
uzgajanim u supstratu T2 bio je statisticki znacajno smanjen u usporedbi s vrijednostima
izmjerenim u listovima biljaka uzgojenih u supstratu NPKT, ali ne i u odnosu na vrijednosti
izmjerene u listovima kontrolnih biljaka.

Nefotokemijsko gaSenje fluorescencije u biljkama uzgajanim u supstratu T2 bilo je statisticki
znacajno povecano u usporedbi s vrijednostima izmjerenim u listovima biljaka uzgojenih u

ostalim supstratima (Slika 11B).
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Slika 11. Optimalni i efektivni prinos PSII (A) i nefotokemijsko gaSenje fluorescencije (NPQ) (B) u
listovima graha uzgajanog osam tjedana na pokusnim poljima: 2011. g. - bez dodatka troske (kontrola,
K) ili s dodatkom 10 g troske (T1); 2012. g. - bez dodatka troske (kontrola, K), s dodatkom gnojiva
(NPK), s dodatkom NPK i 20 g troske (NPKT), s dodatkom 10 (T1) ili 20 (T2) g troske. Stupci
predstavljaju aritmetiCku sredinu tri replike. Stupci oznaeni razli¢itim slovima medusobno se
statisticki znacajno razlikuju (P < 0,05). Na stupcima je oznacena standardna devijacija.
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4.3.5. Fluorescencija klorofila a — polifazni rast i OJIP test — staklenik

Vegetacijska sezona 2012. g.

U Tablici 19. prikazani su podatci dobiveni mjerenjem polifaznog rasta fluorescencije
klorofila a u listovima graha uzgajanog tijekom osam tjedana u pijesku s dodatkom troske,
NPK, NPK i troske ili bez dodatka troske i NPK.

Srednje vrijednosti maksimalnog prinosa kvanta PSII (F,/F, = TRo/ABS) u listovima biljaka
uzgojenih u supstratima NPK i NPKT bile su statisti¢ki znacajno poveéane u odnosu na
vrijednosti tog parametra u listovima biljaka raslih u supstratu T3 ali ne i u odnosu na listove
biljaka raslih u drugim supstratima. Vrijednosti indeksa fotosintetske uc¢inkovitosti (Plags),
omjera hvatanja ekscitona i disipacije energije (TRo/Dlo) te omjera koncentracije klorofila
reakcijskih srediSta i koncentracije antena klorofila (RC/ABS) bile su znacajno povecane u
listovima biljaka uzgojenih u supstratima NPK i NPKT u odnosu na vrijednosti tog parametra
izmjerenog u listovima biljaka uzgojenih u drugim supstratima. Dodatak troske nije znatno
utjecao na vrijednosti transporta elektrona dalje od primarnog akceptora QA (ET/(TRo-ETy))
u odnosu na kontrolu dok su vrijednosti tog parametra u listovima biljaka uzgojenih u
supstratima NPK i NPKT bile zna¢ajno povecane u odnosu na kontrolu. Dodatak 40 g troske
U supstrat izazvao je povecanje vrijednosti apsorpcije po aktivhom reakcijskom sredistu
(ABS/RC), disipacije po aktivnom reakcijskom sredistu (DIo/RC) i hvatanja ekscitona po
aktivnom reakcijskom sredistu (TRo/RC), dodatak nizih koli¢ina troske nije statisticki
znacajno utjecao na vrijednosti tih parametara dok je dodatak NPK i kombinacije NPK i
troske izazvao statisticki znacajno smanjenje vrijednosti tih parametara u odnosu na kontrolu.
Vrijednosti transporta elektrona po aktivnom reakcijskom sredistu (ETo/RC) bile su znacajno
vece u listovima biljaka raslih uz dodatak 20 i 40 g troske u usporedbi s kontrolom, none i u
usporedbi s ostalim tretmanima.

Dodatak nizih koli¢ina troske kao i NPK u supstrat nije znatno utjecao na gustocu aktivnih
reakcijskih sredista (RC/CSy), dodatak 40 g troske u supstrat izazvao je smanjenje tog
parametra, a dodatak kombinacije NPK i troske izazvao je statisticki znacajno povecanje tog

parametra u odnosu na kontrolne listove.
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Tablica 19. Pokazatelji fluorescencije klorofila a mjerene polifaznim rastom u listovima graha nakon
osam tjedana uzgoja u supstratima (pijesak) s: dodatkom 10 (T1), 20 (T2) ili 40 (T3) g EAF troske, tekuceg
gnojiva NPK i Fe (NPK), tekuc¢eg gnojiva i 20 g troske (NPKT) ili bez dodatka troske i gnojiva (K,

kontrola).
oznaka K NPK NPKT T1 T2 T3
Vi 0,569 a 0,506 bc 0,490 ¢ 0,559 ab 0,550 ab 0,532 abc
g (0,044) (0,013) (0,014) (0,035) (0,055) (0,018)
y 0,833 ab 0,774 ¢ 0,766 ¢ 0,824 ab 0,836 a 0,810 b
|
(0,053) (0,006) (0,021) (0,005) (0,019) (0,022)
0,786 ab 0,833a 0,830 a 0,794 ab 0,793 ab 0,764 b
TRy/ABS
(0,018) (0,009) (0,006) (0,020) (0,012) (0,059)
o 0,744 b 1,488 a 1,642 a 0,800 b 0,865 b 0,707 b
ABS (0,104) (0,141) (0,083) (0,006) (0,113) (0,136)
. 3,706 b 5,015a 4,895 a 3,882b 3,855 b 3,574 b
o (0,387) (0,338) (0,191) (0,485) (0,292) (0,528)
0,766 ¢ 0,979 ab 1,043 a 0,793 ¢ 0,880 bc 0,864 bc
ETo/(TRo-ETo)
(0,143) (0,054) (0,059) (0,111) (0,061) (0,114)
0,259 b 0,303 a 0322a 0,260 b 0,253 b 0,235b
RC/ABS
(0,017) (0,018) (0,007) (0,014) (0,015) (0,007)
3,871b 3,308 ¢ 3,105 ¢ 3,845 b 3,955 b 4,601 a
ABS/RC
(0,259) (0,191) (0,063) (0,204) (0,222) (0,063)
e 3,041b 2,757 ¢ 2,578 ¢ 3,050 b 3,137b 3,459 a
° (0,155) (0,164) (0,070) (0,090) (0,133) (0,070)
ETJRG 1,310 ¢ 1,363 bc 1,315 bc 1,345 bc 1,466 ab 1,556 a
° (0,140) (0,090) (0,041) (0,132) (0,071) (0,048)
Re 0,830 b 0,551 ¢ 0,527 ¢ 0,797 b 0,819 b 1,117 a
° (0,119) (0,041) (0,008) (0,119) (0,092) (0,197)
112,6b 118,7 ab 130,8 a 112,7b 1122 b 94,6 c
RC/CS,
(16,84) (14,39) (7,17) (7,42) (13,56) (8,34)

Vrijednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu 12 replika. Standardna devijacija prikazana je u zagradi. Redovi

oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znac¢ajno razlikuju (P <0,05).

Na Slici 12. prikazane su krivulje intenziteta fluorescencije (OJIP krivulje) na logaritamskoj

vremenskoj skali prema podatcima mjerenja fluorescencije klorofila a u listovima biljaka

nakon osam tjedana rasta u pijesku s dodatkom troske, NPK, NPK i troske ili bez dodatka

troske i NPK. Slika 12A prikazuje normalizirani OJIP porast fluorescencije klorofila iz kojega

je vidljiv znacajan pad intenziteta fluorescencije u koracima J i | (intenzitet fluorescencije

nakon 30 ms) u listovima biljaka uzgojenim u supstratima NPK i NPKT u odnosu na ostale

tretmane.
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Odstupanje od tipi¢nog oblika krivulje u tretmanima NPK, NPKT i T3 vidljivo je i na Slici

12B na kojoj je
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Slika 12. Normalizirani OJIP porast fluorescencije klorofila a (A) i porast fluorescencije klorofila a
bez normalizacije (B) izmjeren u listovima graha uzgajanog osam tjedana u pijesku bez dodatka troske
(kontrola, K), s dodatkom gnojiva (NPK), s dodatkom NPK i 20 g troske (NPKT) te s dodatkom 10
(T1), 20 (T2) ili 40 (T2) g troske.
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4.3.6. Fluorescencija klorofila a — polifazni rast i OJIP test — pokusno polje

Vegetacijska sezona 2012. g.

U Tablici 20. prikazani su podatci dobiveni mjerenjem polifaznog rasta fluorescencije
klorofila a u listovima graha uzgajanog tijekom osam tjedana u vrtnoj zemlji s dodatkom
troske, NPK, NPK i troske ili bez dodatka troske i NPK.

Srednje vrijednosti maksimalnog prinosa kvanta PSII (F,/F, = TRo/ABS) u listovima biljaka
uzgojenih uz dodatak troske i/ili NPK nisu se statisticki znacajno razlikovale u odnosu na
kontrolu. Za indeks fotosintetske ucinkovitosti (Plags) utvrdena je statisticki znacajna
promjena jedino izmedu vrijednosti tog parametra izmjerenog u listovima biljaka uzgojenih u
supstratima T1 i T2. Vrijednosti omjera hvatanja ekscitona i disipacije energije (TRo/Dlo) te
transporta elektrona dalje od primarnog akceptora QA (ETo/(TRo-ETy)) bile su slicne u
listovima svih biljaka, neovisno o supstratu.

Dodatak 20 g troske u supstrat izazvao je smanjenje omjera koncentracije klorofila reakcijskih
srediSta i koncentracije antena klorofila (RC/ABS). Srednje vrijednosti apsorpcije po
aktivnom reakcijskom sredistu (ABS/RC), disipacije po aktivnom reakcijskom sredistu
(DIy/RC), hvatanja ekscitona po aktivnom reakcijskom sredistu (TRo/RC) i transporta
elektrona po aktivnom reakcijskom sredistu (ETo/RC) bile su znacajno vece u listovima
biljaka raslih uz dodatak 20 g troske u usporedbi s kontrolom i ostalim tretmanima (porast
izmedu 9 1 15% u odnosu na kontrolu).

Dodatak 20 g troske u supstrat nije statisticki znacajno utjecao na gustoc¢u aktivnih reakcijskih
srediSta (RC/CSp) u odnosu na kontrolne listove no bio je zna¢ajno nizi u odnosu na listove
biljaka raslih u supstratu NPKT.

81



4. REZULTATI

Tablica 20. Pokazatelji fluorescencije klorofila a mjerene polifaznim rastom u listovima graha nakon
osam tjedana rasta u supstratima (vrtna zemlja) s: dodatkom 10 (T1) ili 20 (T2) g EAF troske, tekuceg
gnojiva NPK i Fe (NPK), tekuceg gnojiva i 20 g troske (NPKT) ili bez dodatka troske i gnojiva (K,

kontrola).

oznaka K NPK NPKT T1 T2
Vj 0,391 (0,050) a 0,379 (0,029) a 0,404 (0,025) a 0,380 (0,023) a 0,388 (0,041) a
Vi 0,695 (0,030)a 0,699 (0,040)a 0,724 (0,034)a 0,700 (0029)a 0,698 (0,035) a
TRy/ABS 0,846 (0,010)a 0,848 (0,008)a 0,843 (0,009)a 0,848 (0,006)a 0,843 (0,011) a
Plags 3,146 (0,685) ab 3,269 (0,628) ab 3,080 (0,671)ab 3,492 (0,660)a  2,785(0,772) b
TR,/Dly 5527 (0,393)a  5,613(0,315)a 5,399 (0,209)a 5,588 (0,263)a 5,393 (0,433) a
ETo/(TRo-ETo) 1,598 (0,317)a 1,572 (0,146)a 1,584 (0,266)a 1,729 (0,173)a 1,577 (0,253) a
RC/ABS 0,355 (0,018) a 0,368 (0,029) a 0,356 (0,023) a 0,359 (0,044) a 0,323 (0,025) b
ABS/RC 2,824 (0,143)a 2,734 (0220)a 2,816 (0,172)a 2,843 (0273)a 3,133 (0,285) b
TRy/RC 2,389 (0,115) a 2,319 (0,168) a 2,375 (0,140) a 2,413 (0,258) a 2,637 (0,227) b
ETo/RC 1,456 (0,175)a 1,410 (0,151)a 1,449 (0,124)a 1,488 (0,118)a 1,585 (0,165) b
DIy/RC 0,435(0,040)a 0,416 (0,049)a 0,442 (0,046)a 0,436 (0,064)a 0,498 (0,078) b
RCICS, 160,6 (13,11)ab  164,0 (13,07) a 166,7 (8,49) a 160,9 (17,63)ab  150,4 (17,62) b

Vrijednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu 12 replika. Standardna devijacija prikazana je u zagradi. Redovi
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (P < 0,05).

Na Slici 13. prikazane su krivulje intenziteta fluorescencije (OJIP krivulje) na logaritamskoj
vremenskoj skali prema podatcima mjerenja fluorescencije klorofila a u listovima biljaka
nakon osam tjedana rasta u vrtnoj zemlji s dodatkom troske, NPK, NPK i troske ili bez
dodatka troske i NPK.

Slika 13A prikazuje normalizirani OJIP porast fluorescencije klorofila iz kojega je vidljiv
blagi porast intenziteta fluorescencije u koraku J (intenzitet fluorescencije nakon 2 ms) u
listovima biljaka uzgojenih u supstratu T1 te blagi pad intenziteta fluorescencije u koraku J u
listovima biljaka uzgojenih u supstratu T2 u odnosu na kontrolu, te NPK i NPKT tretmane no
te promjene nisu bile statisticki znacajne, a Krivulja je pri svim tretmanima zadrzala tipi¢an
oblik.

Odstupanje od tipi¢nog oblika krivulje u tretmanima T1 i djelomice T2 vidljivo je i na Slici

13B na kojoj je prikazan porast fluorescencije klorofila a bez normalizacije.
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Slika 13. Normalizirani OJIP porast fluorescencije klorofila a (A) i porast fluorescencije klorofila a
bez normalizacije (B) izmjeren u listovima graha uzgajanog osam tjedana na pokusnom polju bez
dodatka troske (kontrola, K), s dodatkom gnojiva (NPK), s dodatkom NPK i 20 g troske (NPKT) te s
dodatkom 10 (T1) ili 20 (T2) g troske.
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4.3.7. Sadrzaj klorofila i karotenoida — staklenik

Vegetacijska sezona 2010. g.

Sadrzaj klorofila a (kl a) i b (kl b) u listovima biljaka uzgajanih u supstratu T2 statisti¢ki
znacajno Se povecao u odnosu na kontrolu, ali se nije statisticki znacajno razlikovao u odnosu
Statisticki znacajno povecanje sadrzaja ukupnih karotenoida bilo je vidljivo u biljaka
uzgajanih u supstratima T1, T2 i NPK (porast od 17 do 21%) u odnosu na kontrolu, dok se
vrijednost tog parametra u biljkama uzgojenim u supstratu T3 nije znacajno razlikovala u
odnosu na kontrolu (Slika 12B).

Vegetacijska sezona 2011. g.

Najvec¢i sadrzaj Kl a, kl b i karotenoida (Slika 14A, B) zabiljezen je u listovima biljaka
uzgojenih u supstratu T2 (porast izmedu 31 i 42% u odnosu na kontrolu). Sadrzaj mjerenih
pigmenata u listovima biljaka uzgajanih u supstratima T1 i NPK takoder je bio statisticki
znacajno povecan (U rasponu od 19 do 34%) u odnosu na kontrolu (Slika 14A, B). U odnosu
na kontrolu, najveci dodatak troske u supstrat (supstrat T3) nije statisticki znacajno utjecao na
sadrzaj kl a, kl b i karotenoida (Slika 14A, B) u listovima graha.

Vegetacijska sezona 2012. g.

Najvec¢i sadrzaj Kkl a, kl b i karotenoida (Slika 14A, B) zabiljezen je u listovima biljaka
uzgojenih u supstratu NPKT, no znatno veci sadrzaj tih fotosintetskih pigmenata u odnosu na
kontrolu i supstrate s troskom izmjeren je i u listovima biljaka uzgojenih uz dodatak tekuceg
gnojiva (supstrat NPK). U listovima biljaka uzgajanih u supstratu T2 izmjeren je oko 30%
veci sadrzaj kl a i b te oko 25% veci sadrzaj ukupnih karotenoida u odnosu na vrijednosti tih
pigmenata u listovima kontrolnih biljaka (Slika 14A, B). U listovima biljaka uzgojenih u
supstratima T1 vrijednosti kl a i b bile su za 20% vece nego u kontroli dok su vrijednosti
karotenoida bile sli¢ne kontrolnim vrijednostima. U listovima biljaka uzgojenih u supstratu
T3 vrijednosti Kl a i b te karotenoida bile su sli¢ne vrijednostima tih pigmenata zabiljeZenim u
listovima kontrolnih biljaka (Slika 14A, B).
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Slika 14. Sadrzaj klorofila a (kl &) i b (kI b) (mg g™ sv.t.) (A) i ukupnih karotenoida (mg g™ sv.t.) (B)
u listovima graha uzgajanog osam tjedana u: supstratu (pijesak) bez dodatka umjetnog gnojiva i troske
(kontrola, K), supstratu s dodatkom tekuc¢eg gnojiva NPK i Fe (pozitivna kontrola, NPK), supstratu s
dodatkom 20 g troske (T2) i NPK (NPKT) te supstratima s dodatkom 10 (T1), 20 (T2) ili 40 (T3) ¢
troske/kg supstrata. Stupci predstavljaju aritmeti¢ku sredinu Sest replika. Stupci oznaeni razli¢itim
slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (P < 0,05). Na stupcima je oznacena standardna

devijacija.
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4.3.8. Sadrzaj klorofila i karotenoida — pokusno polje

Vegetacijska sezona 2011. g.

Na Slici 15. prikazan je sadrzaj kl a, kl b i karotenoida u listovima graha uzgajanog tijekom
osam tjedana u vrtnoj zemlji s dodatkom troske, NPK, NPK i troske ili bez dodatka troske i
NPK. Vidljivo je da dodatak troske u vrtnu zemlju nije statisticki zna¢ajno utjecao na sadrzaje
mjerenih fotosintetskih pigmenata u usporedbi s vrijednostima tih pigmenata izmjerenim u
listovima kontrolnih biljaka (Slika 15).

Vegetacijska sezona 2012. g.

Dodatak troske (supstrati T1-T3) ili tekuceg gnojiva (NPK) ili kombinacije troske i gnojiva
(NPKT) nije izazvao promjene u sadrzaju mjerenih fotosintetskih pigmenata u usporedbi s

vrijednostima tih pigmenata izmjerenim u listovima kontrolnih biljaka (Slika 15).
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Slika 15. Sadrzaj klorofila a (kl @) i b (kI b) (mg g sv.t.) i ukupnih karotenoida (mg g™ sv.t) u
listovima graha uzgajanog osam tjedana na pokusnim poljima: 2011. g. - bez dodatka troske (kontrola,
K) ili s dodatkom 10 g troske (T1); 2012. g. - bez dodatka troske (kontrola, K), s dodatkom gnojiva
(NPK), s dodatkom NPK i 20 g troske (NPKT), s dodatkom 10 (T1) ili 20 (T2) g troske. Stupci
predstavljaju aritmeticku sredinu Sest replika. Stupci oznaCeni razliCitim slovima medusobno se
statisticki znacajno razlikuju (P < 0,05). Na stupcima je oznacena standardna devijacija.

86



4. REZULTATI

4.4. Pokazatelji oksidacijskog stresa
4.4.1. Pokazatelji oksidacijskog stresa - staklenik

Vegetacijska sezona 2010. g.

U Tablici 21. prikazani su pokazatelji oksidacijskog stresa u listovima graha nakon osam
tjedana uzgoja u supstratu (kvarcni pijesak i/ili dodaci troske ili NPK).

SadrZzaj MDA bio je statisti¢ki znac¢ajno povecan u biljaka uzgajanih u supstratu s najve¢im
dodatkom troske i u supstratu NPK (porast od 19 do 21%) u odnosu na kontrolu, dok se
vrijednost tog parametra u biljkama raslim u supstratima T1 i T2 nije statisti¢ki zna¢ajno
razlikovala u odnosu na kontrolu (Tablica 21).

Dodatak troske ili NPK nije utjecao na sadrzaj reaktivnih karbonila (C=0) koji ukazuju na
oksidacijsko oStecenje proteina. Aktivnost enzima SOD u listovima graha nije se promijenila
pod utjecajem troske, no dodatak troske u koli¢ini od 10 i 20 g statisticki zna¢ajno je povecao
aktivnost enzima APOD te istovremeno smanjio aktivnost enzima POD u listovima graha.
Aktivnost mjerenih enzima bila je statisticki znacajno smanjena u listovima graha uzgojenih u
supstratu NPK u usporedbi s enzimskom aktivnosti izmjerenoj u kontrolnom supstratu i

supstratima s dodatkom troske.

Tablica 21. Pokazatelji oksidacijskog stresa (MDA — malondialdehid, nmol g™ sv.t.; C=0 - reaktivni
karbonili, nmol mg® proteina; SOD — superoksid dismutaza, U mg™ proteina; APOD — askorbat
peroksidaza, U mg™ proteina; POD — nespecifi¢ne peroksidaze, U mg™ proteina) u listovima graha
uzgajanog osam tjedana u supstratu (pijesak) s dodatkom 10 (T1), 20 (T2) ili 40 (T3) g EAF troske,
tekuceg gnojiva NPK i Fe (NPK) ili bez dodatka troske ili gnojiva (K, kontrola).

oznaka K NPK T1 T2 T3
MDA 14,2 (1,14) bc 17,2 (2,00) a 12,6 (1,51) c 15,8 (0,73) ab 16,9 (0,91) a
C=0 43,7 (2,54) a 45,8 (4,15) a 43,9(3,10) a 44,9 (3,66) a 41,3(2,42) a
SOD 14,4 (0,82) a 89(1,19) b 14,3 (1,84) a 14,8 (1,69) a 15,0 (1,17) a

APOD 1,59 (0,25) b 0,96 (0,18) ¢ 1,69 (0,34) b 2,33(0,37) a 2,38(0,31) a
POD 1,46 (0,10) a 0,88 (0,02) c 1,17 (0,10) b 1,19 (0,14) b 1,26 (0,17) b

Vrijednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu Sest replika. Standardna devijacija prikazana je u zagradi. Redovi
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znac¢ajno razlikuju (P <0,05).

Vegetacijska sezona 2011. g.

Kao i u vegetacijskoj sezoni 2010. g., opseg lipidne peroksidacije izrazene sadrZzajem MDA,
statisti¢ki Se znacajno povecao U biljaka uzgajanih u supstratima T3 i NPK (porast od 46 do
52%) u odnosu na kontrolu, dok se vrijednost sadrzaja MDA u biljkama raslim u supstratima
T11 T2 nije statisticki znacajno razlikovala u odnosu na kontrolu (Tablica 22).
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Dodatak troske ili NPK nije utjecao na sadrZaj reaktivnih karbonila (C=0). Aktivnost enzima
SOD i APOD statisticki se znacajno promijenila u odnosu na kontrolu samo u listovima graha
uzgojenog uz dodatak najvece kolic¢ine troske. Aktivnost enzima POD u listovima graha
uzgojenog s dodatkom troske bila je sli¢na aktivnosti tog enzima u listovima kontrolnih
biljaka. Aktivnost mjerenih enzima bila je statisticki znacajno povecana u listovima graha
uzgojenih u supstratu NPK u usporedbi s enzimskom aktivnosti izmjerenoj u kontrolnom

supstratu.

Tablica 22. Pokazatelji oksidacijskog stresa (MDA — malondialdehid, nmol g™ sv.t.; C=0 - reaktivni
karbonili, nmol mg® proteina; SOD — superoksid dismutaza, U mg™ proteina; APOD — askorbat
peroksidaza, U mg™ proteina; POD — nespecifi¢ne peroksidaze, U mg™ proteina) u listovima graha
uzgajanog osam tjedana u supstratu (pijesak) s dodatkom 10 (T1), 20 (T2) ili 40 (T3) g EAF troske,
tekuceg gnojiva NPK i Fe (NPK) ili bez dodatka troske ili gnojiva (K, kontrola).

oznaka K NPK T1 T2 T3
MDA 12,1 (1,03) bc 18,4 (2,11) a 11,1 (1,66) c 14,2 (1,29) b 17,7 (2,00) a
Cc=0 44,8 (4,27) a 40,5 (5,21) a 42,3 (4,32) a 39,3(2,62) a 40,2 (4,42) a
SOD 16,3 (0,76) ¢ 20,0 (0,37) b 16,6 (1,99) ¢ 18,4 (1,02) bc 28,5 (1,97) a

APOD 1,82 (0,12) 3,95 (0,54) a 1,99 (0,24) ¢ 2,47 (0,32) bc 2,58 (0,23) b
POD 1,39 (0,12) b 1,66 (0,09) a 1,56 (0,17) ab 1,34 (0,19) b 1,49 (0,13) ab

Vrijednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu Sest replika. Standardna devijacija prikazana je u zagradi. Redovi
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znac¢ajno razlikuju (P <0,05).

Vegetacijska sezona 2012. g.

Na temelju sadrzaja C=0 moZe se zakljuciti da dodatak troske i/ili NPK nije povecao opseg
oksidacijskog oste¢enja proteina u listovima graha u odnosu na kontrolu (Tablica 23). No,
dodatak NPK ili kombinacije troske i NPK kao i 40 g troske u supstrat statisticki znacajno je
povecao opseg oksidacijskog ostec¢enja lipida u listovima graha u odnosu na kontrolu
Aktivnost enzima SOD u listovima graha uzgojenog u supstratima NPK, NPKT i T3 bila je
statisti¢ki znaCajno povecana u odnosu na kontrolu dok dodatak nizih koli¢ina troske nije
statisticki znacajno utjecao na aktivnost tog enzima u listovima graha. Aktivnost APOD bila
je statisticki znacajno povecana u listovima graha uzgojenog u supstratu NPK i T3 u
usporedbi s enzimskom aktivnosti izmjerenom u kontrolnom supstratu. S druge strane,
aktivnost enzima POD bila je znafajno povecana u odnosu na kontrolu samo u listovima

biljaka uzgojenih u supstratima NPK i NPKT.
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Tablica 23. Pokazatelji oksidacijskog stresa (MDA — malondialdehid, nmol g™ sv.t.; C=0 - reaktivni
karbonili, nmol mg® proteina; SOD — superoksid dismutaza, U mg™ proteina; APOD — askorbat
peroksidaza, U mg™ proteina; POD — nespecifi¢ne peroksidaze, U mg™ proteina) u listovima graha
uzgajanog osam tjedana u supstratu (pijesak) s dodatkom 10 (T1), 20 (T2) ili 40 (T3) g EAF troske,
tekuceg gnojiva NPK i Fe (NPK) ili bez dodatka troske ili gnojiva (K, kontrola).

oznaka K NPK NPKT T1 T2 T3
MDA 16,7 (2,06) b 22,3(1,06)a 21,7(1,17)a 17,1(1,89)b 185(2,31)ab 19,9(1,48)a
C=0 40,1(097)a 439(257)a 449(3,33)a 425(403)a 446(367)a 429(0,81)a
SOD 158(101)b 209(1,84)a 192(209a 161(0,56)b 154(1,62)b 197 (211)a

APOD 1,77(0,10)b 2,73(0,29)a 2,01(0,19)ab 1,89 (027)b 2,12(0,30)ab 2,91(0,19)a
POD 1,59 (0,10)b  2,23(0,37)a 2,44(0,38)a 1,62(0,12)b 1,66(0,23)b 1,83 (0,19) ab

Vrijednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu Sest replika. Standardna devijacija prikazana je u zagradi. Redovi
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znac¢ajno razlikuju (P <0,05).

4.4.2. Pokazatelji oksidacijskog stresa — pokusno polje

Vegetacijska sezona 2011. g.

U Tablici 24. prikazani su pokazatelji oksidacijskog stresa u listovima graha nakon osam
tjedana uzgoja u supstratu (vrtna zemlja s ili bez dodatka troske). Dodatak 10 g troske u
supstrat nije utjecao na vrijednosti odabranih pokazatelja oksidacijskog stresa u odnosu na

vrijednosti tih pokazatelja izmjerenim u kontrolnim listovima graha.

Tablica 24. Pokazatelji oksidacijskog stresa (MDA — malondialdehid, nmol g™ sv.t.;
C=0 - reaktivni karbonili, nmol mg™ proteina; SOD — superoksid dismutaza, U mg™
proteina; APOD — askorbat peroksidaza, U mg™ proteina; POD — nespecifi¢ne
peroksidaze, U mg™ proteina) u listovima graha uzgajanog osam tjedana u supstratu
(vrtna zemlja) s dodatkom 10 (T1) g EAF troske ili bez njenog dodatka (K, kontrola).

oznaka K T1
MDA 15,7 (1,52) a 17,5 (1,53) a
C=0 54,2 (3,56) a 57,6 (4,81) a
SOD 11,5(0,81) a 11,9 (1,02) a

APOD 3,00 (0,42) a 2,72 (0,32) a
POD 4,95 (0,40) a 4,93 (0,51) a

Vrijednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu Sest replika. Standardna devijacija prikazana je u
zagradi. Redovi oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki zna¢ajno razlikuju (P < 0,05).

Vegetacijska sezona 2012. g.

U Tablici 25. prikazani su pokazatelji oksidacijskog stresa u listovima graha uzgajanog
tijekom osam tjedana u vrtnoj zemlji s dodatkom troske, NPK, NPK i troske ili bez dodatka
troske i NPK. Dodatak troske i/ili NPK nije statisti¢ki znacajno utjecao na sadrzaj C=0 te
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aktivnost enzima SOD i POD. Sadrzaj MDA bio je statisticki znac¢ajno poveéan u listovima
graha uzgojenom u kombiniranom supstratu (NPKT) dok je aktivnost APOD bila znacajno
povecana u odnosu na kontrolu u listovima graha uzgojenog u supstratima NPK i NPKT.
Vrijednost tih dvaju pokazatelja oksidacijskog stresa (sadrzaj MDA i aktivnost APOD) nije se

promijenila pod utjecajem troske.

Tablica 25. Pokazatelji oksidacijskog stresa (MDA — malondialdehid, nmol g™ sv.t.; C=0 - reaktivni
karbonili, nmol mg® proteina; SOD — superoksid dismutaza, U mg™ proteina; APOD — askorbat
peroksidaza, U mg™ proteina; POD — nespecifi¢ne peroksidaze, U mg™ proteina) u listovima graha
uzgajanog osam tjedana u supstratu (vrtna zemlja) s dodatkom 10 (T1), 20 (T2) ili 40 (T3) g EAF
troske, tekuceg gnojiva NPK i Fe (NPK) ili bez dodatka troske ili gnojiva (K, kontrola).

oznaka K NPK NPKT T1 T2
MDA 17,6 (1,91) b 19,2 (2,17) ab 21,0 (0,88) a 17,2 (0,86) b 17,4 (0,81) b
C=0 40,8 (4,77) a 45,3 (5,28) a 40,6 (2,55) a 42,1 (3,88) a 42,7 (1,27) a
SOD 10,9 (0,70) a 9,7 (0,21) a 10,4 (0,94) a 11,0 (0,42) a 10,8 (0,83) a

APOD 2,67(0,13) b 3,45 (0,37) a 3,37 (0,38) a 2,83(0,31) ab 2,79 (0,20) ab
POD 2,73 (0,10) a 2,56 (0,28) a 2,38 (0,13) a 2,36 (0,13) a 2,41 (0,07) a

Vrijednosti predstavljaju aritmeti¢ku sredinu Sest replika. Standardna devijacija prikazana je u zagradi. Redovi
oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znac¢ajno razlikuju (P <0,05).
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Industrija proizvodnje Celika ima sve vecu obavezu recikliranja svojih otpadnih produkata
nastalih tijekom proizvodnje ¢elika te iznalazenja rjeSenja za zbrinjavanje ove vrste otpada na
ekoloski prihvatljiv i ekonomski opravdan nacin. Osim toga, sve je manja dostupnost sirovina
pa su i pritisci na industriju proizvodnje Celika sve veci. U proSlosti se proizvodnja celika
temeljila iskljucivo na kvaliteti samog proizvoda, dok se danas naglasak sve viSe stavlja i na
kvalitetu otpada, odnosno troske, koja ¢e se ovisno o svom sastavu i kvaliteti koristiti u razne
svrhe. Osmisljavanje novih tehnologija te unaprjedenje starih sve Se viSe proucava i usavrsava
kako bi u narednim godinama sav otpad iz takve industrije postao upotrebljiv. Na taj bi se
nacin sacuvali prirodni izvori sirovina ali i smanjila emisija CO, te razvijala praksa
recikliranja.

Visokopecna troska nasla je vaznu primjenu u cestogradnji i graditeljstvu, kao izolacijski
materijal i u proizvodnji obojenog ambalaznog stakla, no ipak najvec¢a njena primjena je u
industriji cementa kao sirovina za proizvodnju klinkera ili kao dodatak cementu te predstavlja
potencijalnu zamjenu za portland cement u betonu. Zadnjih trideset godina i elektropeéna
troska nalazi sve viSe svoju primjenu u raznim djelatnostima. Rezultati ispitivanja
elektropeéne troske (Regelja, 2002) pokazuju da troska nije kemijski inertna i da se moZe
koristiti kao adsorbens za uklanjanje teskih metala (bakra, kadmija, cinka i olova) iz
oneciS¢enih voda. Rastovfan-Mio¢ i sur., (2006) navode da se elektropeéna troska moze
upotrijebiti kao izvor metalnog Zeljeza, kao taljivo u metalurgiji te kao zamjena za neke
mineralne sirovine u proizvodnji stakla i staklene vune. Rezultati ispitivanja fizikalno-
kemijskih osobina elektropeéne troske pokazuju moguénost primjene elektrope¢ne troske za
izradu kolnic¢kih konstrukcija u cestogradnji ili kao poboljsivaca tla u poljoprivredi. Naime,
prema rezultatima kemijska analiza elektropeéne troske provedene na Agronomskom
fakultetu u Zagrebu (Anonymus, 2005) utvrdeno je da ova troska sadrzi vece koliCine spojeva
zeljeza te manju koli¢inu mangana, kalija i fosfora koji mogu biti potencijalni izvor minerala
za biljke posebice one koje rastu u tlima siromasnim zeljezom. Povecani sadrzaj CaCO3 moze
imati povoljan utjecaj na korekciju pH vrijednosti kiselih tala. lzuzev vrijednih minerala,
utvrdeno je da troska koriStena u ovom radu ima vrlo nizak sadrzaj toksi¢nih teSkih metala
kao Sto su Pb, Hg i Cd. Stoga se troska moze primijeniti u poljoprivredi kao anorganski
poboljsivac tla, poglavito u tlima siromasnim Zeljezom (Rastovcan-Mio¢ i sur., 2009). U
nekoliko je istrazivanja utvrdeno da troska kao anorganski poboljsiva¢ tla moze zamijeniti

umjetna gnojiva (Liu i sur., 2008; Zhang i sur., 2007; Yang i Zhang, 2005).
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U ovom je radu istrazivan ucinak elektrope¢ne troske iz CMC Valjaonica cijevi Sisak d.0.0
kao potencijalnog izvora hranjivih elemenata za biljke graha Sto je procijenjeno na osnovu
pokazatelja rasta (prinos mase suhe tvari, visina biljaka, broj listova, broj mahuna),
pokazatelja fotosinteze (metodom izmjene plinova), fluorescencije klorofila a (metodom
saturacijskog pulsa i OJIP testom), sadrZaja fotosintetskih pigmenata te sadrzaja hranjivih
tvari u listovima, mahunama i zrnu graha te u supstratu. Takoder su praceni pokazatelji
oksidacijskog stresa u listovima - enzimi superoksid dismutaza (SOD), askorbat (APOD) i
nespecifi¢ne peroksidaze (POD), sadrZaj malondialdehida (MDA) kao pokazatelja oSte¢enja
lipida stani¢cnih membrana te proteinskih karbonila (CO) koji nastaju uslijed oStecenja
proteina u stanici. Dobiveni rezultati su takoder usporedeni s rezultatima dobivenim s
dodatkom klasi¢nog gnojiva NPK (s dodatkom tekuceg zeljeza). Istrazivanje je provedeno u
stakleniku i u polju u Botanickom vrtu PMF-a u Zagrebu. Koli¢ina eksperimentalno
primijenjene troske odabrana je djelomicno na temelju istrazivanja Wang i Cai (2006) koji su
pratili utjecaj elektropeéne troske (10 1 20 g/kg supstrata) na kukuruz te su zakljucili da bi se
troska mogla koristiti kao izvrstan izvor Fe za poljoprivredne biljke koje rastu na tlima
siromasnim tim mikroelementom. U ovom je istraZivanju pracen utjecaj troske u koli¢inama
od 10 (T1), 20 (T2) ili 40 g/kg supstrat (T3) kao i kombinacije troske i NPK (NPKT) na rast i
fizioloSke procese biljaka graha.

5.1. Pokazatelji rasta graha

Na osnovu prac¢enih pokazatelja rasta u stakleniku tj. visine biljaka i mase suhe tvari, vidljiv je
pozitivan ucinak troske u odnosu na kontrolu (K) i pozitivnu kontrolu (NPK). Naime, visina
biljaka i masa suhe tvari bile su znacajno veée u biljkama uzgojenim uz dodatak 10 i 20 ¢
troske u odnosu na kontrolne biljke. Troska je u nizim koli¢inama statisticki znacajno
povecala i broj listova u odnosu na kontrolu (K) u gotovo svim vegetacijskim sezonama.
Usporedbom biljaka koje su rasle na supstratu uz dodatak troske i biljaka uzgojenih uz
dodatak NPK te kontrolnim biljkama, vidljivo je da je troska u koli¢ini od 10 g povecala
prinos mase suhe tvari za 22 do 30%, a dvostruko veca koli¢ina troske povecala je prinos
mase suhe tvari za ¢ak 37% u odnosu na NPK i K.

Visina biljaka na pokusnom polju, neovisno o vegetacijskoj sezoni, bila je statisticki znacajno
veca na supstratima s dodatkom troske, NPK i NPKT u odnosu na kontrolu. Vec¢i broj
mahuna, listova i ve¢u masu suhe tvari lista, mahuna i zrna imale su biljke na supstratu T1 u

usporedbi s kontrolom sezone 2011. g. U drugoj vegetacijskoj sezoni (2012. g.) biljke
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uzgajane na pokusnim poljima s dodatkom 10 g troske te s istovremenim dodatkom troske i
NPK razvile su ve¢i broj mahuna u odnosu na kontrolu. Dodatak 10 g troske takoder je
znacajno povec¢ao masu suhe tvari lista, mahuna i zrna u odnosu na sve tretmane, a masa suhe
tvari listova bila je bitno povecana, u odnosu na K i NPK, i na pokusnom polju s dodatkom 20
g troske. Suprotno tome, u radu Gaspar (2010), elektropecna troska u koli¢ini od 20 g troske /
kg supstrata dodana u supstrat u kojem su uzgajane biljke suncokreta tijekom dva mjeseca
nije bitno utjecala na masu suhe tvari listova. No, treba uzeti u obzir da, u usporedbi s
grahom, suncokret ima dulje generacijsko vrijeme i biljke su nakon dva mjeseca pokusa bile
tek u fazi formiranja cvjetova pa je moguce da je potreban dulji vremenski period da se
primijeti pozitivan utjecaj troske na prinos mase suhe tvari. Pozitivan u¢inak elektrope¢ne
troske iz CMC Valjaonica cijevi Sisak d.0.0 na prinos mase suhe tvari kukuruza utvrden je i u
istrazivanju Radi¢ i sur. (2013) gdje je koli¢ina od 10 i 20 g troske statisti¢ki znacajno
povecala masu suhe tvari. U istraZzivanju Wang i Cai (2006) te Abbaspour i sur. (2004)
takoder je zabiljezeno bitno povecanje mase suhe tvari biljaka kukuruza uzgojenih bilo uz
dodatak 10 ili 20 g troske / kg supstrata) dok je troska u koli¢ini od 40g / kg tla uzrokovala
lagano smanjenje mase suhe tvari u odnosu na kontrolne biljke. U ovom istraZivanju prinos
mase suhe tvari u listovima graha uzgojenog u pijesku obogacenom s 40 g troske / kg
supstrata bio je slican vrijednostima tog parametra zabiljezenog u listovima kontrolnih
biljaka.

5.2. Sadrzaj makro- i mikroelemenata

Neovisno o tome da li su biljke uzgajane u pijesku (staklenik) ili vrtnoj zemlji (pokusno
polje), zamijeceno je da dodatak troske u supstrat uzrokuje povecanje pH vrijednosti otopine
supstrata i to sukladno koli¢ini troske dodane u supstrat. Vrijednosti konduktiviteta (EC)
takoder su bile povecane u svim supstratima s dodanom troskom u usporedbi s kontrolnim
supstratom. Torkashvand i Shahram (2007) te Torkashvand i sur. (2012) su u svojim
istrazivanjima dobili identi¢ne rezultate, odnosno porast pH vrijednosti bio je proporcionalan
koli¢ini troske dodane u supstrat. Vrijednost EC takoder je bila u linearnom porastu u odnosu
na dodanu koli¢inu troske. Poboljsanje kiselih tala dodatkom alkalnih industrijskih
nusprodukata moze poboljSati kvalitetu tala podizanjem pH vrijednosti tla (Alva i Sumner,
1990). Dodatkom NPK u supstrat, pH vrijednost otopine supstrata se smanjila dok se EC
vrijednost povecala u odnosu na kontrolu i supstrat T1. Suprotno tome, supstrat NPKT
(kombinacija tekuceg gnojiva i troske) pokazivao je povecane vrijednosti pH i EC u odnosu
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na kontrolu i supstrat NPK. Negim i sur. (2010) te Radi¢ i sur. (2013) dobili su sli¢ne
rezultate odnosno utvrdili su da dodatak troske u kiselo tlo, neovisno o dodatku NPK, uvijek
poveéava pH vrijednost tla. Takav ucinak na vrijednosti pH i EC tla troska ima zahvaljujuci
svom sastavu prije svega visokom udjelu kalcijevih iona. Kalcij oksid (CaO) iz troske otapa
se u vodi tla te se otputaju ioni Ca®* i OH" §to rezultira stvaranjem kalcijevog hidroksida i
poveéanjem pH vrijednosti tla ¢ime se neutralizira njegova kiselost, a prema istrazivanjima
Khan i sur. (2007) navedeni ioni polagano se otpustaju tijekom nekoliko godina.

U ovom je radu utvrdeno da troska utjeCe na povecanje sadrzaja Fe, Na, Mn, N, Mg, Pi K u
supstratima (pijesak ili vrtna zemlja) s dodanom troskom u usporedbi s kontrolnim
supstratom, a pozitivan utjecaj troske na sadrzaj pojedinih mineralnih elemenata u supstratu i
biljkama dokazan je u brojnim istrazivanjima (Abbaspour i sur. 2004; Khan i sur., 2007,
Negim i sur., 2010; Radi¢ i sur., 2013; Torkashvand, 2011; Wang i Cai, 2006). Najvece
koli¢ine Fe utvrdene su u pijesku s 40 g / kg dodane troske (T3) Sto je i o¢ekivano zbog velike
koli¢ine zeljeza u troski. No istovremeno, u listovima biljaka koje su rasle na supstratu T3 nije
zabiljezena i najveca kolicina Zeljeza ve¢ na supstratima s manjim koli¢inama troske (10 i 20
g) kao i supstratima NPK i NPKT. Poznato je da je Zeljezo biljkama najdostupnije u blago
kiselim tlima, dok je najmanje topivo a time i manje dostupno u tlima u kojima je pH
vrijednost izmedu 7,4 i 8,5. Pri toj pH vrijednosti, Zeljezo je prisutno u tlu u gotovo
netopivom obliku. Buduéi da je veca koli¢ina troske uzrokovala razmjerno povecanje pH
vrijednosti tla $to je moglo ograniéiti dostupnost pojedinih hranjivih tvari iz tla, ukljucujuci
Zeljezo, bilo je ocekivano da ¢e listovi graha biti siromasniji zeljezom. No, sadrzaj Fe u
listovima biljaka uzgojenih u pijesku (staklenik) s dodatkom 10 i 20 g troske bio je bitno
povecan. Ti bi se rezultati mogli objasniti ¢injenicom da povecanjem pH vrijednosti tla iznad
8,5 Zeljezo prelazi u anionski oblik Fe(OH)," koji ponovno ima dobru topivost (Norvell i
Lindsay, 1982). Mjerenjem pH vrijednosti u supstratima s dodanom EAF troskom zabiljeZene
su vrijednosti vise od 9. Pri tim pH vrijednostima zeljezo je upravo u spomenutom dostupnom
obliku za biljku Sto je vjerojatno rezultiralo pove¢anjem koli¢ine Zeljeza u listovima graha
uzgojenog u pijesku s dodatkom 10 i 20 g troske. S druge strane, biljke graha uzgojene u
pijesku s 40 g troske (staklenik) slabije su rasle (niza visina, manja masa suhe tvari, manji
broj listova), u listovima je izmjerena manja koli¢ina klorofila i Kkarotenoida, intenzitet
fotosinteze bio je nizi u odnosu na supstrate s nizom koncentracijom troske (T1 i T2), a
pokazatelji oksidacijskog stresa bili su statisti¢ki znacajno povecani u odnosu na kontrolu. Ti
rezultati upucuju na zakljucak da ta koli¢ina troske nije optimalna za uzgoj graha u smislu

povecanja prinosa suhe tvari. Elektrope¢na troska sadrzi 1,8% aluminija koji se u alkalnim
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tlima nalazi u obliku razli¢itih specija aluminijevog hidroksida a porastom pH vrijednosti
iznad 9, u otopini tla prevladavaju aluminatni ioni (AIOH)," (Parker i sur., 1988). U nekoliko
je istrazivanja (Parker i sur., 1988; Brautigan i sur., 2012) utvrdeno fitotoksi¢no djelovanje
(smanjen rast stabljike i1 korijena) navedenih iona ¢ija je koncentracija vjerojatno povecana u
tlu obogacenom s 40 g troske / kg supstrata, te je 1 to mogao biti razlog slabijem rastu graha
pod utjecajem te kolicine troske.

Pri uzgoju graha u vrtnoj zemlji (pokusno polje), sadrzaj zeljeza u supstratima T1 i T2 je, kao
Sto je ve¢ spomenuto, takoder bio veéi u usporedbi sa sadrzajem tog mikroelementa u
kontrolnom supstratu, no ta razlika nije bila tako izrazena kada je kao supstrat koristen
pijesak. Sto se ti¢e sadrzaja Fe u biljkama uzgojenim na polju, prve vegetacijske sezone
sadrzaj zeljeza bio je statisticki znacajno veci u listu i zrnu, a druge sezone u listu i mahuni u
usporedbi s kontrolom. pH vrijednosti vrtne zemlje bile su upravo u problemati¢nom rasponu
od 7,4 do 8,5 pri kojem je topivost Zeljeza u tlu najmanja. No, iz rezultata je vidljivo da je
troska ipak pozitivno utjecala na koli¢inu tog mikroelementa u biljci. Abou Seeda i sur.
(2002) su utvrdili da prisutnost organske tvari uz trosku u tlu povecava pH vrijednost tla, ali
mozZe pospjesiti i stvaranje dostupnog oblika Zeljeza ukoliko je istovremeno prisutan i CaCl,.
Koli¢ina mangana u pijesku (supstrat u stakleniku) a tako i u listovima graha bila je pove¢ana
uz dodatak troske. Poznato je da mangan i Zeljezo djeluju antagonisti¢ki no rezultati ovog
istrazivanja to ne potvrduju jer uz povecanu koli¢inu Zeljeza u biljci nije utvrdena niza
koli¢ina mangana u listovima biljaka. Takoder, povecanje pH vrijednosti nije negativno
utjecalo na koli¢inu Mn u grahu, iako je pri nizim pH vrijednostima potaknuta redukcija
mangana iz Mn (IVV) u Mn (1) koji je topiviji te dostupniji biljkama (Lindsay, 1979). No,
Kobayashi i sur. (2003) su, proucavaju¢i manjak mikroelemenata Fe, Mn i Zn u duhanu,
manjak sva tri elementa. Cini se da kombinirani manjak mikroelemenata moze smanjiti
fiziolosku kompeticiju izmedu Zeljeza i nekih drugih metala, a to moze povecati moguénost
stvaranja viSe kelatnih molekula s atomima zeljeza te smanjenje kloroze. Velike koli¢ine Mn
u EAF troski (1-8%) su ocito pozitivno utjecale na povecanu dostupnost tog mikroelementa
biljkama neovisno o visokoj pH vrijednosti otopine supstrata (Torkshvande i sur., 2012).
Kada je kao supstrat koriStena vrtna zemlja (pokusno polje), troska je takoder povecala
koli¢inu Mn u vrtnoj zemlji i u biljkama (list i mahuna), no razlike u koli¢ini mangana u
supstratu i biljkama nisu bile tako izrazene kao kada je kao supstrat koristen silicijski pijesak

(staklenik). Moguce je da organska tvar prisutna u vrtnoj zemlji pomijeSanoj s troskom
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pozitivno utjeCe na stvaranje kompleksa s manganom te njegovim boljom dostupnoscu
biljkama (Abbaspour i sur., 2004).

Dodatkom troske u supstrat povecala se i koli¢ina magnezija u usporedbi s kontrolnim
supstratom $to je i o¢ekivano jer EAF troska sadrzi izmedu 4 i 13% magnezija. Posebice je
zabiljezena velika koli¢ina magnezija u supstratu pri dodatku 20 g troske (T2) Sto se odrazilo i
u koli¢ini Mg iona izmjerenih u listovima, mahuni i zrnu. U istrazivanju Khan i sur. (2007)
bazi¢na troska uzrokovala je dvostruko povecanje sadrzaja magnezija i cCetverostruko
povecéanje sadrzaja kalcija u dvije vrste tla kao i njihovu pH vrijednost nakon dva mjeseca
inkubacije. Zakljuceno je da je veca koli¢ina Mg u supstratu s dodanom troskom rezultat
dobrog omjera drugih dostupnih kationa iz troske, kao $to su ioni Ca**. Medutim, ukoliko je
omjer Ca:Mg iona jako nerazmjeran (Ca:Mg > 20), biljci Mg postaje manje dostupan,
posebice ako je tlo bogato sedrom (CaSO4 x 2H,0) jer je tada Mg prisutan u obliku MgSO,
iz kojeg je nedostupan biljkama $to u konacnici uzrokuje slabiji rast biljaka i manji urod
(Bohn i sur., 2001; Carran, 1991; Peregrina i sur., 2008). S druge strane, u kiselim tlima
dostupnost Mg je jako velika, a dostupnost iona Ca jako mala. Dodatkom troske u tlo, pH
vrijednost tla se povecava $to poboljSava omjer Ca:Mg iona te vec¢u dostupnost kalcijevih iona
Cija nedostupnost je jedan od glavnih problema u kiselim tlima (Khan i sur., 2007). Poboljsan
rast graha u oba supstrata (pijesku i vrtnoj zemlji) s dodatkom troske, te vece koli¢ine iona
Mg u usporedbi s kontrolom govore u prilog dobrog omjera Ca:Mg u ovom istrazivanju.
Kada je kao supstrat koriSten pijesak (staklenik), sadrZaj natrija (Na) u usporedbi s kontrolom
bio je povecan u gotovo svim supstratima s dodatkom troske, no to se nije odrazilo i na
povecéanje tog elementa u listovima graha. U slucaju vrtne zemlje, sadrzaj Na je bio nesto visi
u tlu s dodanom troskom, osobito na kombiniranom supstratu (NPKT) $to se odrazilo i na veci
sadrzaj istoga u mahuni i zrnu, ali ne i u listu. Istrazivanja su pokazala da se koli¢ina biljkama
dostupnog natrija u tlu s vremenom smanjuje, vjerojatno zbog dodatka kalijevog gnojiva te
izmjene iona K s ionima Mg i Na, $to u ovom istrazivanju nije vidljivo zbog kraceg
vremenskog perioda pokusa (Peregrina i sur., 2008; Khan i sur., 2006).

SadrZaj fosfora, neovisno o vegetacijskoj sezoni, bio je najveéi u silicijskom pijesku s
dodatkom 20 g troske (T2), no i u pijesku s dodatkom drugih koli¢ina troske izmjerene su
vecée koli¢ine fosfora u usporedbi s kontrolom. Kristen i Erstad (1996) utvrdili su da je za
povecéanje fosfora u tlu obogacenom troskom zasluzna prisutnost silicija u troski. Naime,
silicij se u tlu moze zamijeniti s fosforom koji je u otopini tla dostupan biljkama. Do sli¢nih
su zakljucaka doSli Subramanian i Copalswamy (1990) koji su utvrdili da je poveéanje fosfora

vjerojatno povezano s njegovim otpuStanjem zbog specificnog adsorpcijskog djelovanja
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silicija. U ovom je istrazivanju zamijeCeno da se povecanjem koli¢ine troske, ali samo do
koli¢ine od 20 g troske / kg supstrata, povecava i koli¢ina fosfora dostupnog biljkama. Veca
koli¢ina dostupnog fosfora pri dodatku 20 g troske u pijesak odrazila se i na povecanje
sadrzaja fosfora u listovima graha. Suprotno tome, u pijesku s dodatkom 40 g troske pH
vrijednost se povecala a koli¢ina dostupnog fosfora se smanjila. Najvjerojatniji razlog tome je
da je u tim uvjetima fosfor ponovo prisutan u obliku netopivog kalcijevog fosfata
(Torkashvand i Shahram, 2007). Takoder je za o¢ekivati da ¢e se koli¢ina fosfora u supstratu s
dodatkom troske vremenom smanjivati jer su dugogodisnja istraZzivanja (Karimian i sur.,
2012) pokazala upravo tendenciju smanjenja biljci dostupnog fosfora iz tla, odnosno njegovo
talozenje u netopivom obliku kalcijeva fosfata. Troska dobivena iz elektropeci bogata je Fe i
Ca oksidima, a za oba ta oksida poznato je da imaju vaznu ulogu u vezanju P na Cestice tla.
Fosfatni ioni mogu se vezati na Zeljezni oksid izmjenom liganada te stvaranjem kompleksnih
spojeva (Parfitt, 1978). Prisutnost Ca pospjeSuje stvaranje Ca-P spojeva koji pri visokim pH
vrijednostima (10,6-11,4) uglavnom formiraju stabilan hidroksiapatit iz kojeg je P manje
dostupan biljci (House, 1999) pa je i to jedan od mogucih uzroka smanjenja biljkama
dostupnog fosfora u pijesku obogac¢enom s 40g troske. Takva svojstva troske Kkoriste se za
vezanje a time i uklanjanje velike koli¢ine fosfora iz tla i vode (Drizo i sur., 2006). Sto se ti¢e
vrtne zemlje, prve vegetacijske sezone nije bilo razlike u sadrzaju P izmedu vrtne zemlje s
dodatkom ili bez dodatka troske dok je druge vegetacijske sezone (2012. g.) Koli¢ina P u
vrtnoj zemlji obogacenoj troskom (posebice s 20 g troske / kg supstrata) ili kombinacijom
troske i NPK bila ve¢a u odnosu na kontrolni supstrat. Sukladno tome, sadrzaj P u listu,
mahuni ili zrnu biljaka uzgajanih uz dodatak troske ili troske i NPK bio je ve¢i u odnosu na
kontrolu. Roy i sur. (1971) su ve¢ prije nekoliko desetljeca uodili pozitivan utjecaj troske na
koli¢inu P u tlu, u biljci 1 prinosu Secerne trske. Prema njihovim istrazivanjima koli¢ina P bila
je najveca u metabolicki aktivnijim dijelovima biljke. Autori su zakljucili da je Si zasluZan za
povecanje mobilnosti P iz manje metabolicki aktivnih dijelova biljke u one aktivnije. Najveci
prinos mase suhe tvari Secerne trske u usporedbi s kontrolom i umjetnim gnojivom utvrden je
u biljaka uzgojenih u tlu s dodatkom Si i s relativno niskom razinom P. | u ovom je
istraZzivanju koli¢ina P u supstratu bila ve¢a uz dodatak 10 g troske nego uz dodatak NPK
gnojiva.

Sadrzaj dusSika (neovisno o vrsti supstrata), bio je veci u supstratima s dodanom troskom ili
troskom i NPK u usporedbi s kontrolnim supstratom. Izmjerena koli¢ina pristupacnog N (pN)
u skladu je s vrijednostima ukupnog N u supstratu. U tlu se duSik uglavnom nalazi u obliku

kompleksnih organskih molekula koje mikroorganizmi putem mineralizacije razgraduju na
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NH," ione koji nitrifikacijom prelaze u NO3™ ione. Ta dva ionska oblika dusika dostupna su
biljkama u razli¢itim koli¢inama ovisno o njihovoj ukupnoj koli¢ini u tlu, pH vrijednosti tla,
ispiranju iz tla i temperaturi tla (Miller i Cramer, 2004). Amonijevi ioni se slabije ispiru iz tla
nego nitratni te se stoga mogu vise nakupljati u tlu. Osim toga, biljke uzimaju NH," ione u
ve¢im koli¢inama pri visSim pH vrijednostima (Findenegg, 1987). Supstrati s dodanom
troskom pokazali su puno viSe pH vrijednosti nego kontrolni supstrati pa se veca koli¢ina N u
njima moze objasniti povecanjem pH vrijednosti supstrata (pijesak ili vrtna zemlja). Na vecu
koli¢inu N u supstratima obogacenim troskom mogla je utjecati i veca kolicina kalija u troski
koji, kada se otpusti u tlo, moZe povecati dostupnost NH," iona u procesu izmjene kationa u
tlu (Haynes i Goh, 1978). Troska sadrzi oko 0,06% K,O i njezinim dodavanjem u tlo
povecava se koli¢ina dostupnih K* iona u supstratu, a procesom izmjene kationa i veéa
dostupnost NH,4" iona. IstraZivanja su pokazala da postoji izravna povezanost izmedu
uzimanja i provodenja NOj3™ iona i metabolizma ugljika (Lejay i sur., 2003). Naime, boljom i
produktivnijom fotosintezom proizvodi se viSe Secera koji stimuliraju aktivnost membranskih
prenosioca u korijenu za ione NO3", NH4* i SO, te se na taj natin poboljiava uzimanje
dusSika od strane korijena (Lejay i sur., 2003). U ovom istraZivanju, povecani intenzitet
fotosinteze izmjeren je u listovima graha uzgojenih na gotovo svim supstratima s dodatkom
troske ili troske i NPK.

Kalij je esencijalni makroelement koji ima vaznu ulogu u mnogim fizioloSkim procesima u
biljkama. lako troska sadrzi relativno male koli¢ine kalija (>1%), sadrzaj kalija u vecini
supstrata (pijesak ili vrtna zemlja) obogacenim troskom, kao i u listovima, mahunama ili zrnu
graha bio je povecan u odnosu na odgovaraju¢e kontrole. Povecanje sadrZzaja kalija u
listovima graha uz dodatak 4% troske utvrdili su i Negim i sur. (2010). Nadalje, u istraZivanju
Samui i sur. (1981) utvrdeno je da dodatak zeljeza i bakra u tlo poveéava primanje kalija kod
zitarica. Dodatkom troske povecava se i pH vrijednost tla, a time i primanje mnogih oblika
spojeva s fosforom, kalijem, kalcijem i magnezijem (Abou Seeda i sur., 2002). No, pri
odredenim pH vrijednostima tla smanjuje se koli¢ina kalija $to se povezuje s njegovom
fiksacijom u netopive aluminosilikate (Malakouti i Afkhami, 1999; Torkashvand i Shahram,
2007).

Usporedbom ucinka troske i umjetnog gnojiva s Fe (NPK) na sadrzaj odredivanih mineralnih
tvari u koriStenim supstratima (pijesak ili vrtna zemlja) kao i u biljkama graha moze se
zakljuciti da troska poboljSava kvalitetu tla te da je podjednako dobar izvor makro- i
mikroelemenata kao i NPK. Stovise, sadrZaj pojedinih mineralnih elemenata (Mg, Mn i N) u

listovima i zrnu biljaka raslin koje su rasle u supstratima s dodatkom NPK pojedinih
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vegetacijskih sezona bio je nizi u usporedbi s onim u listovima i zrnu biljaka u supstratima T1
i T2.

Povecana aktivnost nitrat reduktaze (NR) izmjerena je u listovima biljaka uzgojenih u pijesku
s dodanom troskom (neovisno o njenoj koli¢ini) te u listovima biljaka uzgojenih u vrtnoj
zemlji s 10 g troske. Supstrati NPK i NPKT takoder su bitno povecali aktivnost NR u
listovima graha. Povecana aktivnost nitrat reduktaze dovodi do poboljSane asimilacije dusika,
Sto je utjecalo na bolji i produktivniji rast graha, posebice u supstratima T1 i T2. Nitrat
reduktaza katalizira prijelaz (redukciju) nitrata u nitrite pri ¢emu elektroni potjeCu od
NAD(P)H. U grahu su identificirana dva razli¢ita genska koda za NADH:NR $to je i slucaj
kod vecine biljaka u kojima NR koristi NADH kao donor elektrona (Lillo i sur., 2001). Osim
metaboli¢kog i fizioloSkog statusa biljke, na ekspresiju tog enzima utjece i svjetlost u cemu
fitokromi potencijalno igraju vaznu ulogu (Jones i Sheard, 1972; Lillo i Appenroth, 2001).
Naime, primije¢eno je da tamnocrvena svjetlost (koja aktivira sistem fitokroma) vodi ka
povecéanju razine mRNA za NR i posljedi¢no aktivnosti enzima NR u biljaka opskrbljenim
nitratima, no te su promjene primije¢ene i onda kada su biljke bile osvijetljene bijelom
svjetlo§¢u. Smatra se da nitrati poti¢u ekspresiju gena za NR i vjerojatno nitrit reduktazu dok
svjetlost utjeCe na razinu ekspresije tih gena (Campbell, 1999; Lillo, 2004). Takoder se ¢ini da
NR ima ulogu u asimilaciji Fe u biljku $to predstavlja jedan od klju¢nih aspekata u izgradnji
ucinkovitih fotosintetskih jedinica (Campbell, 1999).

5.3. Funkcionalnost fotosintetskog aparata

U ovom je istrazivanju funkcionalnost fotosintetskog aparata mjerena pomocu nekoliko
metoda. Metodom izmjene plinova utvrdeno je povecanje intenziteta fotosinteze (FS),
unutarnje koncentracije CO,, stope transpiracije i provodljivosti puc¢i u listovima graha
uzgojenog u pijesku uz dodatak nizih koli¢ina troske u vegetacijskim sezonama 2010. i 2012.
g. Ti rezultati upuéuju na pozitivan ucinak troske na proces fotosinteze. U vegetacijskoj
sezoni 2011. g. utvrden je nesto slabiji stimulativni u¢inak troske na intenzitet fotosinteze u
listovima graha u odnosu na ostale vegetacijske sezone Sto se vjerojatno moze pripisati
ubrzanom starenju, gubitku klorofila, smanjenoj provodljivosti puci, ostecenosti fotosustava i
inhibiciji Calvinovog ciklusa (Reynolds i sur., 1990) uslijed visokih temperatura u stakleniku
te vegetacijske sezone (prema Drzavnom hidrometeoroloSkom zavodu visim za 30% od
prijasnjih godina). Utvrdeno je da visoke temperature mogu smanjiti intenzitet fotosinteze u

pamuku i pSenici na nacin da smanjuju aktivaciju enzima RuBisCO putem inhibicije
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RuBisCO-aktivaze (Law i Crafts-Brandner, 1999). Povecéanje intenziteta fotosinteze i
provodljivosti puci pod utjecajem troske zamijeceno je i u listovima biljaka uzgajanih u vrtnoj
zemlji s dodatkom troske. Taj se stimulativni u¢inak troske na fotosintezu moze objasniti
njenim mineralnim sastavom odnosno moZe se povezati s pozitivnim u¢inkom troske na bolju
dostupnost N, P, K, Mg i Fe biljkama graha. Bolja dostupnost N biljkama graha vjerojatno je
pridonijela i boljoj u¢inkovitosti fotosintetskog aparata a poznato je da enzim RuBisCO sadrzi
izmedu 20 i 30% ukupnog N u listovima Cs biljaka (Feller i sur., 2008). lzuzev na
koncentraciju enzima RuBisCO, veci sadrzaj N utjeCe i na koncentraciju drugih proteina
ukljucenih u fotosintezu (ostali proteini Calvinovog ciklusa, proteini tilakoidnih membrana)
kao i na koncentraciju fotosintetskih pigmenata (Evans, 1983, 1989; Olensinki i sur., 1989).
Ti se rezultati djelomice podudaraju s rezultatima ovog istrazivanja buduéi su koncentracije
klorofila a, klorofila b te karotenoida u listovima graha uzgojenog u pijesku oboga¢enom s 10
i 20 g troske bile uglavnom povecane u odnosu na odgovarajuce kontrole. No, troska dodana
u vrtnu zemlju nije utjecala na sadrzaj fotosintetskih pigmenata u listovima graha iako je
istovremeno u tim biljkama zabiljezen bitno povecan intenzitet fotosinteze u odnosu na
kontrolu.

U istrazivanju Sinclair i Horie (1989) utvrdena je pozitivna korelacija izmedu sadrzaja N u
listu i asimilacije CO, u tri poljoprivredne vrste (soja, riza i kukuruz). Autori su takoder
utvrdili povezanost izmedu sadrzaja duSika i akumulacije biomase te su zakljucili da dusik
mozZe utjecati na fotosintezu jer povecava lisnu povrSinu te time indirektno koli¢inu
apsorbirane svjetlosne energije (Sinclair i Horie, 1989). Osim duSika, na intenzitet fotosinteze
utjeCe 1 pristupacnost drugih mineralnih tvari. U listovima biljaka uzgojenih uz manjak
nitrata, fosfata i iona kalija utvrdena je znatno niza asimilacija CO, u odnosu na kontrolne
biljke (Longstreth i Nobel, 1980). Makroelementi dusik, fosfor i kalij (NPK) nisu jedini
elementi koji pozitivno utjeCu na proces fotosinteze. Poznato je da i premale koli¢ine Zeljeza
drasti¢no smanjuju ucinkovitost fotosinteze i PSIlI u soji (Jiang i sur., 2007). Magnezij je
sastavni dio molekule Klorofila, kofaktor je gotovo svih enzima koji kataliziraju reakcije
fosforiliranih supstrata, aktivator je velikog broja enzima, uklju¢ujuci i enzima RuBisCO te
utjeCe na protonski gradijent izmedu tilakoida i strome (Vukadinovi¢ i Loncari¢, 1998). U
istrazivanju Terry i Ulrich (1974) utvrdeno je da pove¢anjem koncentracije magnezija dolazi
do povecanja intenziteta fotosinteze u listovima Secerne repe, a Liu i sur. (2008) su utvrdili da
nedostatak magnezija uzrokuje smanjenje sadrzaja klorofila i intenziteta fotosinteze u listu
kupusa te time negativno utjeCe na rast i prinos mase kineskog kupusa. Mangan sudjeluje u

oksidoredukcijskim procesima, sastavni je dio i aktivator brojnih enzima, ima ulogu u
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fotosintetskom prijenosu elektrona fotosustava II u procesu fotolize vode (Vukadinovi¢ i
Loncari¢, 1998). Efikasnost mangana u povecanju stope fotosinteze u listu kukuruza navode i
Wei i sur. (2004).

Vrijednosti intenziteta fotosinteze u listovima graha uzgojenog u supstratima (neovisno o vrsti
supstrata) s dodatkom umjetnog gnojiva (NPK) uglavnom su bile podjednake ili neSto nize u
usporedbi s vrijednostima tog parametra izmjerenog u listovima graha uzgojenog u
supstratima s dodatkom nizih koli¢ina troske. Slabiji intenzitet fotosinteze u listovima graha
uzgajanog u pijesku s dodatkom NPK vegetacijske sezone 2010. g. u odnosu na trosku (T1 i
T2) mogao bi se bar djelomice pripisati visokim koncentracijama Fe (prooksidans u
Fentonovoj reakciji) i posljedicnom oksidacijskom oste¢enju membranskih lipida i inhibiciji
antioksidacijskih enzima (Tablica 21) utvrdenom u listovima tih biljaka. Tu pretpostavku
potvrduje izostanak oksidacijskog stresa u listovima biljaka uzgojenih u supstratima T1 i T2.
Prednost troske u usporedbi s NPK je u njenom polaganom otpusStanju mineralnih tvari u tlo
¢ime se postupno povecava koli¢ina Zeljeza i ostalih minerala u tlu. No, izgleda do
iskoristivost pojedinih mineralnih tvari iz troske dodane u pijesak i njen pozitivan utjecaj na
rast biljaka graha ovise 0 njenoj koli¢ini budu¢i da dodatak troske u koli¢ini od 40 g / kg
supstrata (T3) u pijesak nije utjecao na sadrzaj mineralnih tvari u listovima biljaka kao ni na
prinos mase suhe tvari.

U ovom je istrazivanju simultani dodatak troske i NPK (neovisno o vrsti supstrata) uzrokovao
najveci porast intenziteta fotosinteze u listovima graha u odnosu na sve ostale supstrate. Ti
rezultati ukazuju na sinergicki ucinak troske i umjetnog gnojiva NPK na fotosintezu. NO
povecani intenzitet fotosinteze u tim biljkama nije doveo i do najveéeg prinosa mase suhe
tvari (lista, mahune i zrna) u odnosu na supstrate s dodanom troskom sto navodi na zaklju¢ak
da se produkti fotosinteze troSe drugdje, moguce da se dio asimiliranog CO, izgubio
pojacanom fotorespiracijom. Naime, parametri fotosinteze prikazani u rezultatima izmjereni
su u prijepodnevnim satima, a mjerenje parametara fotosinteze provedeno u poslijepodnevnim
satima (nije prikazano u rezultatima) pokazalo je smanjenje intenziteta fotosinteze i smanjenu
provodljivost puci upravo u listovima biljaka uzgojenih u supstratu obogac¢enom troskom i
NPK (NPKT) u odnosu na ostale tretmane. Takvi bi se rezultati mozda mogli objasniti i
¢injenicom da viSak duSika kao i drugih mineralnih tvari u biljkama u odnosu na optimalne
koncentracije (karakteristiéne za pojedine biljne vrste) moze rezultirati izostankom najvece
akumulacije biomase (Hossain i sur., 2010; Li i sur., 2001).

Ucinkovitost fotosintetskog sustava pracena je i mjerenjem polifaznog porasta fluorescencije

klorofila a. Sto se ti¢e mijerenja u stakleniku, vrijednost maksimalnog kvantnog prinosa
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fotosustava Il (Fv/Fm =TRy/ABS) u listovima biljaka uzgojenih na supstratima NPK i NPKT
bile su statisti¢ki znac¢ajno povecane u odnosu na T3 supstrat, ali ne i u odnosu na biljke koje
su rasle na drugim supstratima (T1, T2 i K). Dodatkom 40g / kg troske (T3) smanjio se
maksimalni prinos kvanta PSII, ali ne znac¢ajno u odnosu na kontrolu. To moze biti posljedica
inaktivacije odredenog broja reakcijskih srediSta fotosustava II Sto potvrduje smanjena
gustoca reakcijskih sredista (RC/CSy) koji su u tretmanu T3 znacajno smanjeni u odnosu na
kontrolni tretman te one s dodatkom NPK , NPKT, T1 i T2. Smanjenje gustoce reakcijskih
srediSta ne mora nuzno biti trajno oSte¢enje nego moze biti reverzibilna strategija biljke u
odgovoru na stres jer je dokazano da je mogu¢ oporavak tj. povratak aktivnosti reakcijskih
srediSta (De Ronde i sur., 2004; Bertamini i sur., 2007). Najinformativniji parametar OJIP
testa je indeks fotosintetske ucinkovitosti (Plags) koji se Cesto naziva indeksom vitalnosti
budu¢i da reflektira funkcionalnost oba fotosustava i kvantificira trenutnu ucinkovitost u
stresnim uvjetima (Strasser i sur., 2004). Indeks fotosintetske ucinkovitosti (Plags) bio je
bitno povecan u listovima biljaka uzgojenih u supstratima NPK i NPKT u odnosu na sve
ostale tretmane (K, T1 i T2). Indeks fotosintetske uc¢inkovitosti obuhvaca tri klju¢na dogadaja
u reakcijskom sredistu fotosustava Il o kojima ovisi fotosintetska aktivnost: apsorpciju
energije (RC/ABS), omjer ,trapping“-a ekscitona i disipacije (TRo/Dlg) 1 pretvorbu
ekscitacijske energije uslijed odvajanja naboja $to pokrece elektronski transport (ETo/(TRo-
ETy)) (Strasser i sur., 2004). Kao §to je ve¢ spomenuto za parametar Plags, biljke uzgojene u
supstratima s dodatkom troske nisu se znacajno razlikovale u odnosu na kontrolne biljke a
nije zamije¢eno ni smanjenje fotosintetske uc¢inkovitosti u parametrima OJIP testa RC/ABS i
TRo/Dly.

Pod utjecajem stresa smanjuje se parametar TRo/RC Sto se objaSnjava smanjenjem TR/Dlg
Sto direktno utjeCe na Plags odnosno funkcioniranje PSII. Lepedus i sur. (2009) takoder
navode da na smanjenje TRo/DIly znacajnije moze utjecati veliki porast disipacije energije
(DIg/RC) od ,trapping* elektrona po aktivnom reakcijskom sredisStu. Povecanje disipacije
energije vidljivo je biljkama uzgojenim u pijesku s dodatkom 40g/kg (T3) Sto moze ukazivati
na neki oblik stresa zbog vece koli¢ine troske u supstratu.

Parametar prijenosa elektrona u listovima biljaka uzgojenih u supstratima s troskom nije
pokazao utjecaj dalje od primarnog akceptora QA (ETo/(TRo-ETo) u odnosu na kontrolu, dok
su te vrijednosti bile znac¢ajno poveéane u listovima biljaka uzgojenih u supstratima NPK i
NPKT. Iz ovoga se moze zakljuciti da i pretvorba ekscitacijske energije u prijenos elektrona
nije utjecala na smanjenje indeksa fotosintetske uc¢inkovitosti $to je mogucée buduci da je veza

izmedu prijenosa elektrona i fiksacije CO, dokazana (Krall i Edwards, 1992), a time i veza
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indeksa fotosintetske ucinkovitosti sa fiksacijom CO, (Van Heerden i sur., 2007). Protok
energije kroz fotosintetski sustav je promijenjen u stresnim uvjetima (Force i sur., 2003) Sto u
ovom istrazivanju nije slucaj.

Parametar ABS/RC predstavlja funkcionalnu veli¢inu antena kompleksa odnosno daje
podatak o prosjecnoj koli¢ini apsorbiraju¢ih molekula klorofila, stoga povecanje ovoga
parametra ukazuje na smanjenje broja aktivnih reakcijskih sredista. Povecanje tog parametra
vidljivo je u listovima biljaka uzgojenih u T3 supstratu. Naime, uslijed visokog protonskog
gradijenta kroz tilakoidne membrane, dio aktivnih reakcijskih srediSta dobiva disipacijsku
ulogu (,,utiSana reakcijska srediSta®) pretvaraju¢i violaksantin u zeaksantin 1 pri tome
emitiraju energiju u obliku topline stoga DIy/RC raste (Critchley, 2000). Jednak protok
energije kroz fotosustav u vidu poveéanja ABS/RC i DI¢/RC utvrden je i pri stresu
uzrokovanim kromom (Appenroth i sur., 2001) te u listovima osiromaSenim fosforom (Lin i
sur., 2009).

Iz prikazanih OJIP krivulja nisu vidljive promjene fluorescencije izmedu kontrolnih biljaka i
biljaka uzgojenih na troski, no vidljiv je statisticki znacajan pad intenziteta fluorescencije u
koracima J i I na NPK i NPKT u odnosu na ostale supstrate. Porast fluorescencije u
stupnjevima J i | zabiljeZen je i u odgovoru biljke na stres uzrokovanom kromom (Appenroth
I sur., 2001), na stres zbog pomanjkanja fosfora (Lin i sur., 2009) te u listovima mutanta
Arabidopsis thaliana s eliminiranim proteinom CYP38 (Lepedus i sur., 2009).

Vrijednosti maksimalnog prinosa kvanta PSII u listovima biljaka uzgojenih na pokusnom
polju nisu se medusobno bitno razlikovale. Kod indeksa fotosintetske uc¢inkovitosti utvrdena
je statisti¢ki znacajna razlika jedino izmedu T1 i T2 tretmana.

Usporedbom vrijednosti indeksa fotosintetske ucinkovitosti (Plags) izmjerenih metodom
polifaznog rasta fluorescencije klorofila a i vrijednosti intenziteta fotosinteze (FS) izmjerenih
metodom izmjene plinova vidljivo je djelomi¢no nepodudaranje rezultata o funkcionalnosti
fotosinteze. Raskorak izmedu rezultata dobivenih na temelju parametara Plags 1 FS posebice
je vidljiv u biljkama uzgajanim u pijesku; parametar FS ukazuje na stimulativan u¢inak troske
(posebice nizih koli¢ina troske) na fotosintezu u listovima biljaka uzgojenih u pijesku pri
¢emu je taj ucinak sli¢an ucinku NPK i NPKT. S druge strane, parametar PI pokazuje da
troska nema utjecaj na fotosintezu za razliku od stimulativhog utjecaja NPK i posebice
NPKT. To neslaganje rezultata manje je izrazeno u slucaju biljaka uzgojenih u zemlji. Pri
interpretaciji rezultata dobivenih pomocu te dvije metode treba uzeti u obzir da se one
djelomice nadopunjavaju budu¢i da indeks fotosintetske ucinkovitosti odrazava

funkcionalnost fotosustava dok intenzitet fotosinteze odrazava brzinu asimilacije CO,.
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Razlog neslaganju rezultata je najvjerojatnije vremenski okvir izvodenja mjerenja na
listovima graha. Parametri dobiveni metodom izmjene plinova mjereni su neposredno nakon
isteka osam tjedana, a parametri dobiveni metodom polifaznog rasta fluorescencije klorofila
a mjereni su tri tjedna kasnije odnosno nakon 11 tjedana (zbog nemogucénosti ranijeg
mjerenja) te je moguce da je u biljkama uzgojenim uz dodatak troske ve¢ zapoceo proces

starenja.

5.4. Pokazatelji oksidacijskog stresa

U biljkama izloZenim stresnim uvjetima mijenja se aktivnost antioksidacijskih enzima koji
uklanjaju suviSak reaktivnih oblika kisika i slobodnih radikala (ROS) iz stanice. ROS mogu
prouzrociti oksidacijska oStec¢enja vaznih biomolekula i struktura u biljnoj stanici §to u
konacnici oslabi rast i obranu biljke (Mittler, 2006; Lu i sur., 2007). Jedan od Cestih stresora
u biljci su povecane ili smanjene koli¢ine pojedinog makro- ili mikroelementa. U ovom
istrazivanju takav stresor su mogle predstavljati povecane koli¢ine Zeljeza i drugih metala iz
troske. Opseg ostecCenja koji nastaje zbog utjecaja stresa ovisi o ravnotezi izmedu oStecenja i
procesa popravka tijekom stresa. Procesi popravka, to¢nije sinteza proteina de novo, najéesce
je inhibirana zbog povecane kolicine ROS-a. Povecana koli¢ina zeljeza moze potaknuti
stvaranje singletnog kisika, superoksidnog radikala, vodikovog peroksida te hidroksilnog
radikala, a naj¢eS¢i je simptom peroksidacija membranskih lipida (Halliwell i Gutteridge,
1993). Kako bi smanjile i eliminirale nastala oStecenja stanice su ‘opremljene’ enzimskim i
neenzimskim mehanizmima. Glavni zastitni antioksidacijski enzimi su superoksid dismutaza
(SOD), peroksidaze (POD) i katalaza (KAT).

Malondialdehid (MDA) je produkt lipidne peroksidacije i indikator je prisutnosti slobodnih
radikala odnosno oksidacijskog stresa te pokazatelj oStec¢enja stanicnih lipida (Ohkawa 1 sur.,
1979). Istrazivanja koja pokazuju utjecaj troske iz elektropeé¢i na oksidacijski stres u biljci su
malobrojna (Radi¢ i sur., 2013). Autori tog istrazivanja su utvrdili da dodatak troske u koli¢ini
od 10 i 20 g / kg supstrata (mjeSavina pijeska i zemlje) ne uzrokuje lipidnu peroksidaciju u
listovima kukuruza nakon osam tjedana tretmana. Ti su rezultati sukladni s rezultatima ovog
istrazivanja jer dodatak troske do koli¢ine od 20 g/kg supstrata (neovisno o vrsti supstrata)
nije uzrokovao oste¢enja lipidne komponente biomembrana u listovima graha nakon
podjednakog razdoblja izlaganja (osam tjedana) sto je vjerojatno povezano s ¢injenicom da se
ioni iz troske sporo otpustaju u tlo. No, sadrzaj MDA bio je znacajno povecan u listovima

graha uzgajanim u supstratima s dodanim NPK, NPKT i T3 u odnosu na kontrolu. U
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usporedbi s drugim tretmanima, u supstratu T3 (pijesak s najve¢om koli¢inom elektropecéne
troske) utvrdene su najvece koliCine zeljeza i ostalih metala iz troske, no obzirom da
istovremeno nije utvrden povecan sadrzaj Zeljeza u listovima graha, taj metal vjerojatno nije
pridonio povecanju sadrzaja MDA. Razlog povecanju lipidne peroksidacije pod utjecajem
najvec¢e koli¢ine upotrijebljene troske mogla bi biti povecana koncentracija aluminatnih
aniona u tim supstratima cija je fitotoksi¢nost dokazana (Brautigan i sur., 2012). Povecani
sadrzaj MDA pod utjecajem najvece koli¢ine troske mogao bi biti i rezultat skupnog
djelovanja teskih metala (Cd, Pb, Cr) prisutnih u malim koli¢inama u troski. Povec¢ana
koli¢ina teskih metala dovodi do povecanja MDA S$to je sli¢no rezultatima drugih autora
(Sinha i Saxena, 2006; Singh i sur., 2006; Zhang i sur., 2007). Istrazivanja Schalscha i sur.
(1982) je pokazalo da metali iz tla tretiranog otpadnom vodom bogatom metalima s
vremenom (tijekom niza godina) postaju manji dostupni biljkama jer se veZzu s organskim
tvarima ili precipitiraju u obliku metalnih oksida. Velika je vjerojatnost da bi se i vece
koli¢ine Zeljeza oslobodene u tlo tretirano s 40 g/kg troske (supstrat T3) vremenom vezale na
organsku 1/ili anorgansku tvar u tlu te na taj na¢in postale manje dostupne za biljku.

Dodatak troske, NPK ili istovremeni dodatak troske i NPK u supstrat nije uzrokovao
oksidacijsko oStecenje proteina u listovima graha, buduci su vrijednosti sadrzaja karbonila,
(indikatora oksidacijskog ostecenja proteina) bile sli¢ne kontrolnim tijekom svih vegetacijskih
sezona.

Superoksid dismutaza (SOD) je enzim koji se smatra prvom linijom obrane od ROS, a
Takoder se smatra najbrzim enzimom, a njegova uloga je uklanjanje superoksidnog radikala
te se na taj nacin smanjuje opasnost od nastanka mnogo reaktivnijeg hidroksilnog radikala
(Arora i sur., 2002; Gill i Tuteja, 2010). Troska, izuzev u najvecoj koli¢ini (supstrat T3
tijekom dvije vegetacijske sezone), nije utjecala na aktivnost enzima SOD u listovima biljaka
uzgojenih u pijesku u usporedbi s kontrolom. Iako je najveéi sadrzaj Zeljeza izmjeren bas u
supstratu T3, to se nije odrazilo i na sadrzaj Fe u listovima graha (slican kontrolnim
vrijednostima) pa se moze zakljuciti da taj metal nije pridonio povecanoj aktivnosti SOD.
Elektropeéna troska sadrzi 1,8% aluminija za kojeg je poznato da inducira aktivnost SOD
(Subrahmanyam, 1998; Cakmak i Horst, 1991). Kao i u slucaju sadrzaja MDA, povecana
aktivnost SOD pod utjecajem najveée koli¢ine troske vjerojatno se, osim aluminiju, moze
pripisati sinergickom djelovanju teskih metala prisutnih u troski. Aktivnost enzima SOD bila
je statisti¢ki znacajno povecana (0sim prve sezone) u listovima graha uzgojenog u pijesku s
dodatkom NPK i dodatkom NPK i troske (NPKT). Ti se rezultati podudaraju s istraZzivanjem
Zhou i sur. (2007) u kojem je utvrden porast aktivnosti SOD, KAT i POD te intenziteta
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fotosinteze u listovima kikirikija pod utjecajem NPK. Zanimljivo je da u pokusu na polju na
aktivnost tog enzima nije utjecao dodatak troske ni umjetnog gnojiva ili njihove kombinacije.
Sastojci umjetnog gnojiva s dodatkom Fe (NPK) a posebice troske u zemlji se vjerojatno vezu
odnosno kompleksiraju s razli¢itim organskim i anorganskim ligandima u tlu.

Ukoliko se superoksidni radikali ne uklone, u reakciji s H,O, nastaju iznimno reaktivni
hidroksilni radikali, odgovorni za oStecenja lipida i proteina koji se nalaze u blizini njegove
produkcije (Rinalducci i sur., 2008; Gill i Tuteja, 2010). Askorbat peroksidaza (APOD) je
enzim s vrlo visokim afinitetom za H,O,. Smatra se da ima primarnu ulogu u prilagodbi
biljaka na promjene intenziteta stresnih ¢imbenika te se ukljucuje u odgovor na stres ve¢ kod
nizih koncentracija H,O, (Mittler i sur., 2004). Aktivnost APOD bila je povecana u biljkama
uzgajanim u supstratu T2 prve sezone te biljkama u supstratu T3 svih sezona. To moze
ukazati da postoji ucinkovit sustav za uklanjanje H,O, koji je pak produkt aktivnosti SOD.
Povecanje aktivnosti APOD uslijed teSkih metala opisano je kod mnogih biljaka npr. kod
medicinske biljke brahmi (Sinha i Saxena, 2006), uljane repice (Vansuyt i sur., 1997), Spinata
(Yoshimura i sur., 2000) i graha (Pekker i sur., 2002). Aktivnosti nespecifi¢nih peroksidaza
(POD) su se znacajno smanjile u listovima graha s dodanom troskom u odnosu na kontrolne
biljke prve godine pokusa te se nisu mijenjale u odnosu na kontrolu idu¢ih godina niti u
stakleniku niti na pokusnom polju. Ti enzimi osim u uklanjanju H,O, mogu sudjelovati i u
uklanjanju ostalih radikala (superoksidnih i hidroksilnih), akumulacije teSkih metala,
uklanjanja otrovnih spojeva tijekom ranjavanja i napada patogena i dr. (Passardi i sur., 2005).
Zbog brojnih uloga nespecificne peroksidaze se smatraju multifunkcionalnim enzimima Koji
zbog mnogih specifi¢nih izoformi imaju ulogu u biljnoj stanici u fizioloSkim procesima
vezanim za rast i razvitak, ali i procesima aklimatizacije na stres. Sinha i Saxena (2006) su u
svom istrazivanju na biljci brahmi (Bacopa monnieri) ustanovili povecéanje aktivnosti POD u
korijenu, a smanjenje aktivnosti istog enzima u listu te zakljucili da postoje potpuno drugi
mehanizmi koje biljka koristi kao odgovore na uklanjanje ROS. Isti rezultati potvrdeni su i na
korijenu i listu vodenog zumbula (Satyakala i Jamil, 1992) pod utjecajem kroma.

Na temelju pokazatelja oksidacijskog stresa moze se zakljuciti da troska u koli¢inama od 10 1

20 g/kg supstrata (neovisno o vrsti supstrata) ne izaziva oksidacijski stres u listovima graha.
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Na temelju rezultata izmjerenih fizioloSkih parametara u listovima, mahunama i zrnu graha

uzgojenom uz dodatka troske i/ili umjetnog gnojiva ili bez njihova dodatka moze se utvrditi:

X/
°

X/
°

X/
L X4

*

elektropecéna troska u koli¢ini 10 i 20 g po kg supstrata poboljSava rast graha (visina,

broj listova, broj mahuna, prinos mase suhe tvari) neovisno u supstratu

elektropeéna troska povecava elektricni konduktivitet i pH vrijednost tla te se moze

koristiti kao neutralizator kiselosti tla

elektrope¢na troska poboljSava mineralne znacajke tla te povecava sadrzaj mjerenih
hranjivih tvari u listovima, mahuni i zrnu (posebice u koli¢ini od 10 i 20 g troske/kg

supstrata)

dodatak elektropeéne troske u supstrat povecava fotosintetsku aktivnost

na temelju istrazenih pokazatelja oksidacijskog stresa - indikatora oksidacijskog
oSteCenja lipida i proteina i aktivnosti antioksidacijskih enzima - nije utvrdena
potencijalna fitotoksi¢nost elektropeéne troske (u koli¢ini od 10 i 20 g troske/kg

supstrata)

usporedbom ucinaka troske i NPK na rast i razvoj graha vidljivo je da je troska i

uc¢inkovitija od umjetnog gnojiva ili bar podjednako u¢inkovita kao umjetno gnojivo

UKupni rezultati navode na zakljuc¢ak da:

se elektropec¢na troska moze koristiti kao uc¢inkovit anorganski poboljsivac tla

je izvrstan i jeftin izvor makro- i mikroelemenata neophodnih za rast i razvoj biljaka te
da moze povecati prinos poljoprivrednih kultura

se upotrebom troske u uzgoju poljoprivrednih kultura moze smanjiti koli¢ina troske na
deponijima gdje kao sekundarna sirovina (karakterizirana kao neopasan otpad)
zauzima veliku povrSinu kao i upotreba primarne sirovine (gnojiva) ¢ime bi se

smanjila emisija CO; i ostalih Stetnih tvari
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8. ZIVOTOPIS

Rodena je 08. lipnja 1974. godine u Zagrebu gdje je zavrSila osnovnu i srednju Skolu (XV.
Gimnaziju). Prirodoslovno-matematicki fakultet, smjer Prof. biologije i kemije upisuje 1993.
godine koji zavrSava 1999. godine diplomom na Zavodu za fiziologiju bilja s diplomskim
radom pod naslovom: Diferencijacija u kalusnome tkivu vrste Allium commutatum Guss. te uz

stru¢no mentorstvo prof. dr. sc. Branke Pevalek Kozlina.

Godinu dana radi na zamjenama u osnovnim i srednjih Skolama, a stalno zaposlenje dobiva

2001. godine u Botanickom vrtu PMF-a na radnom mjestu visi tehnicar na kojem radi i danas.

Redovito se stru¢no usavrSava kroz pohadanje radionica u Hrvatskoj i Europi (Madrid,
Vacratot, Poznan). Do sada je objavila dva znanstvena ¢lanka u Casopisima koje citira baza
Current Contents, tri znanstvena rada s medunarodnom recenzijom, dva stru¢na rada s
medunarodnom recenzijom, sudjelovala na osam medunarodnih i Sest domacih skupova gdje
je svoja priopéenja objavila u knjigama saZetaka. Suradnica je na projektu: Natura 2000
Management and Monitoring (Croatia, EuropeAid/129749/D/SER/HR): Monitoring livadnog
procjepka (Chouardia litardierei) u Hrvatskoj.

Takoder je objavila dva znanstveno popularna ¢lanka, sudjelovala u organizaciji i postavljanju
osam izlozbi u Botanickom vrtu PMF-a, vodila nekoliko desetaka stru¢nih radionica za djecu
1 odrasle o sjetvi i pikiranju te vodila brojne strucne obilaske u Vrtu. Koautorica je knjige

'Pedeset znamenitosti BotaniCkoga vrta. Obilazak za prolaznika, Setaca i ljubitelja’.

Od 2000. godine radi kao simultani prevoditelj na znakovni jezik na Hrvatskoj radioteleviziji.
Majka je dvoje djece.

124



	dr1
	dr2
	dr3
	dr4
	1. UVOD01
	2. LITERATURNI PREGLED                                                                                                          05
	3. MATERIJALI I METODE                                                                                                          036
	4. REZULTATI 053
	5. RASPRAVA 091
	6. ZAKLJUČAK 0107
	7. LITERATURA 0108
	8. ŽIVOTOPIS 0123

	dr5
	dr6
	dr7
	Za procjenu rasta i prinosa, mjerena je masa suhe tvari (g), visina biljaka (cm), ukupan broj mahuna te masa zrna. Masa suhe tvari određena je na način da su listovi mase 1 g posušeni na 80 (C do konstantne mase (24h) te izvagani. Rezultati su prikaza...
	a = volumen utrošenog 0,1 N HCl  za titraciju uzorka (mL)
	b = masa uzorka zemlje (g)
	F = faktor konverzije, dobiva se titriranjem 0,1 N HCl na NaR2RCOR3R (čiju masu izmjerimo na četiri decimale i otopimo u 100 ml dHR2RO uz dodatak 1-2 kapi metiloranža) do promjene boje
	3.2.4. Određivanje sadržaja metala, dušika i fosfora u supstratu i listovima
	Uzorci posušeni do konstantne mase (80 ºC, 48h) su razarani u smjesi koncentrirane nitratne i koncentrirane kloridne kiseline (omjer 1:3) u mikrovalnom uređaju za pripremu uzoraka (Anton Paar Multiwave 3000) na 200 ºC te potom razrijeđeni do određenog...
	3.2.4.2. Određivanje sadržaja natrija, kalija, magnezija, mangana i željeza u listovima
	Ax = apsorbancija uzoraka pri određenim valnim duljinama
	V = volumen uzorka (mL)
	l = dužina optičkog puta (1 cm)
	m = masa uzorka u g (0,03 g)
	Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost šest replika ± standardna devijacija.
	Sadržaj malondialdehida (MDA) određen je spektrofotometrijski (UV/VIS spektrofotmetar Specord, Analytik Jena, Germany). Uzorci listova graha (400 mg) preliveni su s tekućim dušikom i homogenizirani u 2 mL 50 mM kalij fosfatnog pufera (KR2RHPOR4R/KHR2R...
	Ax  = apsorbancija pri određenoj valnoj duljini
	εR520R = ekstincijski koeficijent = 30,038 mMP-1PcmP-1
	m = masa tkiva u gramima
	l  = dužina optičkog puta = 1 cm
	1000 = faktor kojim se množi Ax kako bi sadržaj bio izražen u nmol
	Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost šest replika ± standardna devijacija.
	3.2.11. Ekstrakcija i određivanje sadržaja topivih proteina
	Sadržaj proteina kao i aktivnost svih mjerenih enzima određena je spektrofotometrijski (UV/VIS spektrofotmetar Specord, Analytik Jena, Germany). Uzorci listova graha (400 mg) preliveni su tekućim dušikom i homogenizirani u 2 mL 50 mM kalij fosfatnog p...
	Jedna jedinica aktivnosti SOD-a  izražava se kao ona količina enzima koja uzrokuje 50% inhibicije redukcije NBT-a pri 560 nm u prisutnosti riboflavina na svjetlosti. Aktivnost SOD izražena je kao jedinica aktivnosti po miligramu proteina (U mgP-1 Ppro...
	m = masa tkiva u gramima
	Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost šest replika ± standardna devijacija i izraženi u odnosu na kontrolu.
	Reakcijska otopina za nespecifične peroksidaze (POD) sadržavala je 50 mM kalij fosfatni pufer (pH 7), 18 mM gvajakol i 5 mM HR2ROR2R (Chance i Maehly, 1955). Vodikov peroksid dodan je u reakcijsku smjesu neposredno prije mjerenja. Na 990 µL ove otopin...
	Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost šest replika ± standardna devijacija i izraženi u odnosu na kontrolu.
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	Većina odabranih pokazatelja praćena je tijekom tri vegetacijske sezone (2010, 2011 i 2012. g.) u stakleniku te tijekom dvije vegetacijske sezone (2011 i 2012. g.) na pokusnim poljima. Biljke su uzgajane u supstratu (pijeska ili vrtna zemlja) s dodatk...
	4.1. Pokazatelji rasta graha
	4.1.1. Visina, broj listova i mahuna graha - staklenik
	Vegetacijska sezona 2010. g.
	Biljke uzgajane s dodatkom troske (neovisno o njenoj količini) ili tekućeg gnojiva bile su statistički značajno više u usporedbi s kontrolom (Slika 5A), a biljke uzgajane s dodatkom 20 g troske bile su statistički značajno više i od biljaka uzgajanih ...
	Vegetacijska sezona 2011. g.
	Nije utvrđena statistički značajna razlika u visini kontrolnih biljaka, biljaka uzgajanih s dodatkom NPK biljaka i biljaka uzgajanih s dodatkom 40 g troske (Slika 5A). Biljke uzgajane s dodatkom 10 ili 20 g troske bile su statistički značajno više u u...
	Vegetacijska sezona 2012. g.
	Obzirom na visinu, biljke graha su rasle bolje na svim tretmanima, izuzev T3, u usporedbi s kontrolom (Slika 5A). Broj listova kontrolnih biljaka i biljaka uzgajanih s dodatkom 40 g troske nije se statistički značajno razlikovao dok su biljke na drugi...
	4.1.2. Prinos mase suhe tvari  - staklenik
	Vegetacijska sezona 2010. g.
	Povećani prinos mase suhe tvari u odnosu na kontrolne biljke i biljke uzgojene u supstratu NPK zabilježen je u biljkama uzgojenim u supstratima s troskom (Slika 6) a posebice s dodatkom 20 g troske (porast od 34% u odnosu na kontrolu).
	Vegetacijska sezona 2011. g.
	Masa suhe tvari listova biljaka uzgajanih s dodatkom 10 ili 20 g troske bila je između 30 i 37% povećana u odnosu na kontrolne biljke i biljke uzgojene s dodatkom NPK (Slika 6).
	Vegetacijska sezona 2012. g.
	Masa suhe tvari listova biljaka uzgajanih s dodatkom 10 ili 20 g troske kao i u kombiniranom supstratu bila je statistički značajno povećana (22 do 33%) u odnosu na kontrolne biljke i biljke uzgojene s dodatkom NPK (Slika 6).
	4.1.3. Visina, broj listova i mahuna graha - polje
	Vegetacijska sezona 2011. g.
	Biljke uzgajane na pokusnom polju s dodatkom 10 g troske bile su statistički značajno više (Slika 7A) te su razvile veći broj listova i mahuna u usporedbi s kontrolom (Slika 7B).
	Vegetacijska sezona 2012. g.
	Obzirom na visinu, biljke graha su bolje rasle na svim tretmanima u usporedbi s kontrolnim biljkama (Slika 7A). Biljke uzgajane na pokusnim poljima s dodatkom 10 g troske te NPK i 20 g troske (NPKT) razvile su veći broj mahuna u odnosu na kontrolu (Sl...
	4.1.4. Prinos mase suhe tvari  - polje
	Vegetacijska sezona 2011. g.
	Masa suhe tvari listova, mahuna i zrna biljaka uzgajanih na pokusnom polju s dodatkom 10 g troske bila je statistički značajno povećana (19 do 25%) u odnosu na kontrolne biljke (Slika 8).
	Vegetacijska sezona 2012. g.
	Masa suhe tvari listova, mahuna i zrna biljaka uzgajanih na pokusnom polju s dodatkom 10 g troske bila je statistički značajno povećana (25 do 28%) u odnosu na kontrolne biljke i biljke uzgojene s dodatkom NPK (Slika 8). Dodatak 20 g troske i/ili NPK ...
	4.2. Sadržaj makroelemenata i mikroelemenata
	Vegetacijska sezona 2011. g.
	Vegetacijska sezona 2012. g.
	Vegetacijska sezona 2012.g
	Vegetacijska sezona 2012. g.
	Slika 9. Aktivnost NR (µmol hP-1P gP-1P sv.t) u listovima graha uzgajanog osam tjedana u stakleniku ili na pokusnom polju u odgovarajućem supstratu (pijesak ili vrtna zemlja) bez dodatka umjetnog gnojiva i troske (K), supstratu s dodatkom tekućeg gnoj...
	Slika 10. Optimalni i efektivni prinos PSII (A) i nefotokemijsko gašenje fluorescencije (NPQ) (B) u listovima graha uzgajanog osam tjedana u: supstratu (pijesak) bez dodatka umjetnog gnojiva i troske (kontrola, K), supstratu s dodatkom tekućeg gnojiva...
	Slika 14. Sadržaj klorofila a (kl a) i b (kl b) (mg gP-1P sv.t.) (A) i ukupnih karotenoida (mg gP-1P sv.t.) (B) u listovima graha uzgajanog osam tjedana u: supstratu (pijesak) bez dodatka umjetnog gnojiva i troske (kontrola, K), supstratu s dodatkom t...
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