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1. UvOD

1.1. Inkapsulacija

Inkapsulacija je proces kojim se aktivni sastojci (¢vrsti, tekuci ili plinoviti) imobiliziraju u Cestice
(Jezgra) koje kontrolirano otpustaju aktivne sastojke (Gallo i Carbo, 2010). Tehnologija
inkapsuliranja omogucuje osjetljivim materijalima da se fizicki obaviju zastitnim materijalom,
kako bi se aktivni sastojci zastitili od nezeljenih medudjelovanja, vremenskih utjecaja, gubitaka
isparavanjem i sli¢no. (Ferrandiz i sur., 2017). S obzirom na veli¢inu nastale Cestice dijele se na
nanocestice (10-1000 nm), mikrocestice (2-2000 um) i makrocestice (> 2000 pum) (Singh i sur.,
2010). Cestice mogu biti pravilnog i nepravilnog oblika te se s obzirom na morfologiju mogu
klasificirati kao: mononuklearne i polinuklearne kapsule i sfere (Gallo i Carbo, 2010).
Mononuklearne kapsule imaju jezgru okruzenu membranom, polinuklearne imaju vise jezgri
unutar membrane, dok je sfera jezgra bez membrane ili bilo kojeg drugog vanjskog sloja. Uz ove
tri osnovne klasifikacije, kapsule mogu biti i dvojezgrene i viSeslojne mikrokapsule s jednom

jezgrom ili mogu formirati skupinu kapsula (Kumar Das i sur., 2011).

Postoje brojne metode za pripravu mikrocestica, a njihov izbor ovisi o karakteristikama materijala
jezgre i svojstvima aktivnih sastojaka. Metode inkapsulacije se dijele na: fizikalne (suSenje
rasprSivanjem, centrifugalna ekstruzija, sferizacija ekstruzijom, procesi koji koriste superkritiéne
fluide), fizikalno-kemijske (ionsko geliranje, hladenje rasprSivanjem, ekstrakcija otapala
isparavanjem, jednostavna i kompleksna koacervacija) i kemijske (grani¢na polimerizacija,
umrezavanje, in situ polimerizacija itd.) (Gallo i Carbo, 2010; Teixeira da Silva i sur., 2014). In
situ polimerizacija je jedna od najjednostavnijih i naj¢esce koristenih metoda mikroinkapsuliranja
(Milosevi¢ i sur., 2017). Izbor metode inkapsulacije ovisi 0 vrsti i veli¢ini aktivnih sastojaka,
primjeni mikrocestica, fizickim i kemijskim svojstvima jezgre i membrane, mehanizmu
oslobadanja aktivnih sastojaka, uvjetima okoline te troSkovima. Ispravan odabir materijala za
mikrocestice je vrlo vazan jer utjece na uc¢inkovitost i stabilnost inkapsulacije. Materijali mogu biti
odabrani iz Sirokog raspona prirodnih i sintetickih polimera, ukljuc¢ujuéi ugljikohidrate (Skrob,
modificirani skrob, saharoza, celuloza, dekstrin i kitozan), proteine (Zelatina, gluten, albumin,

kazein), gume (karagenan, guma arabika, alginat), lipide (monogliceride i digliceride, parafin,
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vosak, hidrogenirana ulja i masti) ili anorganske materijale (kalcijev sulfat i silikati) (Teixeira
da Silva i sur., 2014; Ferrandiz i sur., 2017). Za pripravu kapsula potrebno je odabrati materijal za
oblaganje koji ne smije reagirati s aktivnim sastojcima i difundirati u jezgru, mora imati sposobnost
pri¢vrséivanja i odrzavanja jezgre unutar kapsule te imati sposobnost pruzanja maksimalne zastite

jezgre (Teixeira da Silva i sur., 2014; Singh i sur., 2010).

Mikroinkapsuliranje lijekova prvi put je istrazeno 1931. godine, pripremom Zzelatinskih sfera
koristenjem tehnike koacervacije (Kumar Das i sur., 2011). Medutim, prava proizvodnja
mikrokapsula zapocela je 1950-ih, kada su Green 1 Schleicher sloZenom koacervacijom Zelatine 1
gume arabike proizveli obojene mikrokapsule za proizvodnju indigo papira (Yoshizawa, 2004,
Camargos Braga, 2015). Na gornji list papira nanijeli su premaz mikrokapsulirane bezbojne tinte,
a sredstvo za razvijanje na sljede¢i list. Prilikom pritiska pisanjem, kapsule su se prekrile 1 tinta je
reagirala sa sredstvom kako bi se dobila tamna boja kopije (Vladisavljevi¢, 2012). Od tada se
tehnologija mikroinkapsuliranja stalno pobolj$ava, mijenja i prilagodava za razli¢ite potrebe tako
da se osim u grafickoj industriji koristi 1 u medicini, farmaciji (lijekovi), poljoprivredi
(agrokemikalije, ishrana/zastita bilja), gradevinarstvu, kemijskoj industriji (enzimi), prehrambenoj
industriji (arome), biotehnologiji, kozmetickoj industriji (mirisi), fotografiji, elektronici, tekstilu i
industriji (MiloSevi¢ i sur., 2017; Vladisavljevi¢, 2012; Gallo i Carbo, 2010).

1.2. Uporaba mikrocestica u poljoprivredi

Uporaba sredstava za zastitu bilja u poljoprivredi ima znacajne posljedice za okolis, sigurnost
hrane, kao 1 na zdravlje ljudi jer su neki od njih postojani organski zagadivaci. lako su
agrokemikalije prisutne u okoliSu u malim koli¢inama, neke se prenose na velike udaljenosti zbog
globalne cirkulacije, te su prisutne i u podrucjima u kojima se nikada nisu koristile. Agrokemikalije
su legitiman 1 koristan alat koji moze osigurati znacCajne prednosti za naSe drustvo. Da bi se
povecale ove prednosti, potrebno ih je koristiti na siguran 1 uc¢inkovit nacin, a pogreSna primjena
moze uzrokovati Stetu za ljude 1 okoliS. Kako bi se smanjila ukupna izloZenost agrokemikalijama,
koje mogu zavrsiti u okolisu, diljem svijeta smanjuje se njihovo koriStenje i uvode uravnotezene
agrotehnicke mjere uz minimalnu uporabu agrokemikalija. To je potaklo razvoj novih generacija

agroformulacija, od koji treba posebno istaknuti agroformulacije s mikrocesticama.
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Koristenje agroformulacija s mikrokapsulama pocelo je s inkapsuliranjem pesticida i gnojiva.
Inkapsulacija pesticida 1 gnojiva se koristi za poboljSanje kontroliranog otpustanja tvari, smanjenje
koli¢ine pesticida i gnojiva za ucinkovito koriStenje, smanjenje ucestalosti tretmana, a time i
potrebnih radova za poljoprivrednika, te za smanjenje Stetnosti na ljude i okoli§ (Oxley 2015;
Steinbrenner i Bratz, 2015). Osim navedenih, mikroinkapsulacija nudi niz drugih prednosti kao
Sto su zaStita kemikalija od degradiraju¢ih reakcija (oksidacija, dehidratacija), omogucuje
rukovanje teku¢inama kao krutim tvarima, sigurno i prakticno rukovanje otrovnim tvarima,
smanjenje fitotoksi¢nosti na usjeve, smanjenje propustanja u podzemne vode i drugo (Kumar Das
i sur., 2011; Bashir i sur., 2016; Knowles, 2008). Brzina oslobadanja aktivnog sastojka moze se
kontrolirati odredivanjem veli¢ine kapsula, debljine polimerne membrane i stupnja umreZavanja
ili poroznosti polimera (Knowles, 2008). Medutim, unato¢ mogucnosti kontrole svojstava i
karakteristika mikrokapsula, primjena istih u poljoprivredi predstavlja izazov zbog ¢injenice da su
uvjeti okoliSa tijekom i nakon njihove primjene drugaciji i varijabilni §to ¢esto dovodi do nerealnih

koli¢ina ili neravnomjerne pokrivenosti tla (Steinbrenner i Bratz, 2015). Kod uporabe

mikrokapsula u poljoprivredi, vazno je Koristiti biorazgradive i netoksi¢ne polimere.

Formulacije mikrokapsula se u poljoprivredi najéeS¢e koriste za primjenu pesticida. Prednost
takvog oblika zaStite bilja je u tome Sto se poboljSava iskoriStenje pesticida, a ujedno se djeluje 1
na smanjenje onecisc¢enja okolisa (Liu i sur., 2017). Pesticidi se inkapsuliraju kako bi se oslobodili
tijekom duljeg vremena, ¢ime bi poljoprivrednici mogli primjenjivati pesticide rjede, umjesto da
koriste vrlo visoko koncentrirane pripravke, nakon Cega slijedi ponovna primjena radi gubitka
ucinkovitosti zbog ispiranja, isparavanja i degradacije (Vladisavljevi¢, 2012). Primjer vrlo
toksi¢nog karbamat pesticida je aldikarb. Kako bi se smanjio problem toksi¢nosti ovog pesticida
za sisavce, pripremljene su mikrokapsule aldikarba koje koriste karboksimetil celulozu (CMC) kao
biorazgradivi materijal medusobno povezan s aluminijevim kloridom. Takoder znacajan zagadivac
u okolisu je endosulfan, insekticid u obliku tekuceg koncentrata za emulziju, inkapsuliran u
formulaciju mikrokapsula dobivenih povezivanjem biopolimera natrijevog alginata s kalcijevim
ionima u gelu (Roy i sur., 2009). Ovaj biopolimer ne utjece na inkapsuliranu aktivnost spoja, a
pogodan je za inkapsulaciju jer pokazuje visoku ¢vrstocu i znatno utjece na mehanicku stabilnost

sfera (Ferrandiz i sur., 2017).
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1.3. Inkapsulacija metodom ionskog geliranja

lonsko geliranje je metoda koja se temelji na svojstvu polisaharida da geliraju u vodenim
otopinama u prisutnosti dvo- i trovalentnih iona. Ova metoda koristi vrlo blage uvjete, zadrzava
aktivnosti molekula tijekom inkapsulacije, a koriste¢i reverzibilno fizicko poprec¢no povezivanje
polisaharidnih lanaca elektrostatskom interakcijom. Glavna prednost u odnosu na kemijsko
umreZavanje je izbjegavanje koriStenja toksi¢nih reagensa i drugi nezeljeni uc¢inci (Usmiati i sur.,
2014).

Polisaharidi (alginat, gelan guma, pektin i dr.) se u procesu ionskog geliranja otapaju u vodi ili u
slabo kiselom mediju (kitozan), pri ¢emu se otopina polisaharida istiskuje iglom ili mlaznicom, uz
konstantno mijesanje, u otopinu koja sadrzi, naj¢esce, katione suprotnog naboja. loni suprotnog
naboja koji se koriste za ionsko geliranje mogu se podijeliti u dvije glavne skupine:

1. loni niske molekulske mase (nastali disocijacijom soli: MgClz, BaCl,, CaClz, ZnCly,
CoCly, CuCl; te pirofosfat, tripolifosfat, tetrapolifosfat, oktapolifosfat, heksametafosfat i
[Fe(CN)s]™/[Fe(CN)s]®,

2. loni visoke molekulske mase (npr. lauril sulfat, oktil sulfat, cetilstearil sulfat, heksadecil
sulfat).

U ovom radu istrazivane su sfere mikroveli¢ina, tj. mikrosfere pripravljene ionskim geliranjem.
Otopina polisaharida se dodaje u otopinu geliraju¢eg kationa koji se veZe na lance polisaharida
suprotnog naboja, dolazi do umrezavanja i taloZzenja okruglih ¢estica kao npr. kod mijesanja
natrijevog alginata s kalcijevim kloridom, odnosno kalcijevim ionima. Mikrosfere se nakon
postupka odstrane filtriranjem, isperu destiliranom vodom i osuse (Racovita i sur., 2009; Munin

i Edwards-Lévy, 2011).

Mnogi se polimeri mogu upotrijebiti za pripravu mikrocestica, a najvise se koriste polimeri
prirodnog podrijetla, biopolimeri. Biopolimeri su biorazgradivi, nalaze se u velikim koli¢inama u
prirodi, obnovljivi su, nisu toksi¢ni i relativno su jeftini. Oni imaju sva svojstva sinteti¢kih spojeva,
ali s ve¢im stupnjem molekulske slozenosti koja se postize samo u prirodnim sustavima. Druga
vazno svojstvo biopolimera je visok sadrzaj funkcionalnih skupina, ukljuc¢uju¢i hidroksi, amino 1
karboksilne skupine koje omogucuju modificiranje njihovih svojstava promjenom fizikalno-

kemijskih uvjeta sredine (sastav medija, temperatura i pH) (Usmiati i sur., 2014). Polisaharidi, kao
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Sto su kitozan i alginat, su biopolimeri dobro poznati po sposobnosti stvaranja mikrocestica
ionskim geliranjem. Koriste se pojedinacno ili kao polielektrolitni kompleksi (Fan i sur., 2011).
Prednost koristenja kompleksa alginata i kitozana je moguénost podeSavanja strukture i fizicko-
kemijskih svojstva mikrokapsula kontrolom stupnja asocijacije funkcionalnih skupina (Lawrie i
sur. 2007).

Polisaharidi (alginat, gellan guma, kitozan i pektin) se dobivaju iz poljoprivrednih sirovina ili
ljuska rakova (Racovita i sur., 2009). Alginat je natrijeva sol alginske kiseline, dobiven od
smedih morskih algi. Alginat sadrzi dvije uronske kiseline, a-L-guluronske i B-D-manuronske
kiseline povezane a-glikozidnom vezom. Monomeri M i G povezani su 1 — 4 glikozidnim
vezama stvaraju¢i homopolimerne M- ili G-blokove i MG heteropolimerne blokove (Racovita i
sur., 2009; Ahirrao i sur., 2013). Alginati s visokim sadrzajem guluronske kiseline razvijaju
¢vrsce, poroznije gelove koji su postojaniji dulje razdoblje dok alginati bogati ostacima
manuronske kiseline razvijaju mekSe, manje porozne gelove koji se s vremenom raspadaju.
Poliguluronatne jedinice u molekulama alginata stvaraju keliranu strukturu s metalnim ionima
zvanu model , kutija za jaja“ (egg box). Takav spoj izmedu lanaca kineticki je stabilan prema
disocijaciji, dok polimanuronatne jedinice pokazuju normalne polielektrolitske karakteristike
vezanja kationa. Ta medudjelovanja rezultiraju stvaranjem okruglih mikrocestica (Racovita i
sur., 2009). Alginatne mikrosfere mogu se dodatno omotati polikationskim polimerom, jer
elektrostatska medudjelovanja karboksilnih skupina alginata s polikationskim polimerom
dodatno zatvara jezgru, poboljsavajuci zadrzavanje ili potencijalno oslobadanja aktivne tvari

(Fujiwara i sur., 2013).

1.4, Trichoderma viride (T. viride)

Gljive roda Trichoderma spominju se od 1920-ih zbog sposobnosti da sudjeluju u razgradnji
biljnih ostataka u tlu te da kao biokontrolni agensi djeluju protiv biljnih patogena. Trichoderma
sojevi provode biokontrolu protiv gljivi¢nih fitopatogena: neizravno (natjecuci se za hranjive tvari
i prostor, modificirajuéi uvjete okoline, poticuci rast biljaka- biofertilizacija, mehanizme obrane te
antibiozu) ili izravno (mehanizmima poput mikoparazitizma). Ovi neizravni i izravni mehanizmi

ovise 0 sojevima Trichoderme, antagoniziranoj gljivi, biljci, uvjetima okoline, dostupnosti
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hranjivih tvari, pH, temperaturi i koncentraciji Zeljeza. (Benitez i sur., 2004; Topolovec-Pintari¢ i
sur., 2013; Harman, 2006). Proizvodnja specifi¢nih spojeva i metabolita poput hidrolitickih
enzima, Cimbenika rasta biljaka, antibiotika, siderofora, ugljikovih i dusikovih permeaza
omogucuje aktivaciju svakog mehanizma. Najces¢i bioloski kontrolni agensi roda Trichoderma su
sojevi T. viride, T. virens i T. harzianum. Oni kontroliraju askomicete, deuteromicete i
bazidiomicete koje se prenose tlom, ali i patogene koji se prenose zrakom. Svojstva kao $to su
mogucnosti prezivljavanja u vrlo nepovoljnim uvjetima, visok reproduktivan kapacitet,
sposobnosti modificiranja okoline (zakiseljavanje), uéinkovitosti u koristenju hranjivih tvari,
snazna agresivnost protiv fitopatogenih gljiva i u¢inkovitosti u promicanju rasta biljaka i obrane

mehanizma uéinile su Trichodermu vaznim bioloski kontrolnim agensom (Benitez i sur., 2004).

Inokulacijom u tlo Trichoderma sojevi brzo rastu jer su prirodno otporni na mnoge toksi¢ne
spojeve, ukljucujuci herbicide, fungicide i pesticide poput DDT i fenolnih spojeva, a pretpostavlja
se da je otpornost povezana s prisutnos¢u ABC transportnih sustava (Benitez i sur., 2004).
Ulaskom u tlo Trichoderme koloniziraju povrsinu korijena (¢ak prodiru u epidermu i nekoliko
stani¢nih slojeva ispod nje) uspostavljaju¢i pseudomikorizini odnos s biljkom domacinom
(Benitez i sur., 2004; Harman, 2006). Tada pocinju s proizvodnjom metabolickih spojeva kao §to
su alametikin, trikolin, peptabol, antibiotici, 6-pentil-a-piron, viridin, gliovirina, glisoprenin i
drugi koji uzrokuju povecanu otpornosti biljaka. Biljke reagiraju protiv napada gljiva
sintetiziranjem i nakupljanjem flavonoida i terpenoida, fenolnih derivata, fitoaleksina, aglikona i
drugih antimikrobnih spojeva. Metabolicki proizvodi razli¢itih sojeva Trichoderma nisu isti za

razli¢ite biljne vrste (Benitez i sur., 2004; Topolovec-Pintari¢ i sur., 2013).

Jedan od glavnih Cimbenika koji utjeCe na aktivnost Trichoderma je pH okolisa. Ona je
ucinkovitija u kiselijim nego alkalnim tlima §to moZe regulirati sustavom za reagiranje osjetljivim
na pH pod nazivom PacC. To je transkripcijski aktivator genskih receptora koji reagira na alkalne
i kisele uvjete. Radi boljeg razvoja u kiselom mediju veéina Trichoderma sojeva zakiseli okolinu
izlu¢ivanjem organskih kiselina, kao $to su glukonska, limunska ili fumarna kiselina. One
omogucuju rastvaranje fosfata, mikronutrijenata i mineralnih kationa (Zeljezo, mangan i
magnezij). Takva moguénost modifikacije pH i prilagodbe vlastitog metabolizma odreduje
sposobnost roda Trichoderma da uspjesno kolonizira ciljanog domacina i poveca njegovu

otpornost na fitopatogene zaraze (Benitez i sur., 2004).
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Trichoderma viride Pers. jedna je od vrsta roda Trichoderma, a naziva se jo$ i T. lignorum (Tode)
Harz. Ima brzo rastuce kolonije (5-9 c¢cm) i konidiofore koje obi¢no nisu jako razgranate te mogu
biti pojedinacne i uparene. Nadalje, ima fijalidele koje su takoder pojedinac¢ne ili uparene, veliine
8-14 x 2.4-3.0 um i okrugle do elipsoidne konidije, obi¢no zelene, plavkaste do tamnozelene,
veli¢ine 4,0-4,8 x 3,5-4,0 um (Gams i Bissett, 2002).

1.5. Kalcijev ion — Ca?*

Kalcij je netoksican mineralni element koji sudjeluje u izgradnji razli¢itih kompleksnih spojeva.
Ima mnogobrojne uloge u tlu, biljkama i mikroflori. Kalcij utje¢e na kemijska i fizioloska svojstva
tla, odrzava stabilnost i propustljivost stanicne membrane, regulira transport iona, kontrolira
ponaSanje aktivnosti enzima stani¢ne stijenke, nakuplja se u kloroplastima, vakuolama,
mitohondrijima, kromosomima, jezgri, stani¢nim stijenkama te je direktno ukljucen kao
sekundaran glasnik u stanici (Vukadinovi¢ i Lon¢ari¢, 1997; Hadi i Karimi, 2012). Kao sekundaran
glasnik brojnih biljnih signalnih putova prenosi Sirok raspon okoliSnih 1 razvojnih podrazaja
odgovarajuc¢im fizioloskim odgovorima (Lecourieux i sur., 2006). U tlu, kalcij nalazimo u obliku
kalcita (CaCOs3), dolomita (CaCO3-MgCO:s), gipsa (CaSO4-2H20), razli¢itih kalcijevih fosfata itd..
Kalcij utjece na pH tla ¢ime djeluje 1 na raspoloZivost nekih drugih elemenata kao Sto su B, Fe,
Mn, Zn i Cu. Vazan je i za odrzavanje strukture tla povecavajuéi njegovu biogenost, odnosno
djelujuéi povoljno na procese amonifikacije, nitrifikacije, bioloSke fiksacije duSika itd.

(Vukadinovi¢ i Loncari¢, 1997).

Biljke metaboliziraju kalcij u ionskom obliku Ca?* &ije je usvajanje sporije od ostalih elemenata
posebice ako je vece usvajanje nitrata, sulfata i klorida. Krece se u biljkama putem ksilema dok je
kretanje floemom vrlo slabo ili ga uopce nema (Sonneveld i Voogt, 2009). Moze pro¢i kroz
korijen, bilo kroz ¢eliju citoplazme povezanu s plazmodezmom (simplast) ili kroz razmake izmedu
stanica (apoplast). Kalcijevi ioni ulaze u biljne stanice kroz Ca?*-permeabilne ionske kanale u
njihovim plazmatskim membranama (White i Broadley, 2003). Bolju mobilnost Ca?* omoguéit ¢e
gnojidba sa Ca(NOzs). i folijarna primjena Ca-oksalatnog i Ca-kelatnog oblika. Kalcij je faktor
sinteze oksaloctene kiseline pa tako utjeCe na opskrbu biljaka elementima K, Na, N, P i B.

Raspodjela Ca?* izmedu biljnih organa, pa ak i unutar organa, pokazuje velike varijacije stoga ga
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ima manje u korijenu u odnosu na listove te ga je isto tako manje u mladem nego u starijem liS¢u.
Kalcij sudjeluje u neutralizaciji suviSne kiselosti stani¢nog sadrzaja kao Ca-fosfatni pufer.
Znacajan je za djelovanje fitohormona, primjerice B-indoloctene kiseline, kojom utjece na rast
biljaka i aktivnost apikalnih meristema. Uz poveéanje otpornosti na povecan sadrzaj soli u tlu,
kalcij ima 1 zastitnu ulogu od toksi¢nog suviska mikroelemenata (Vukadinovi¢ i Loncari¢, 1997;
Sonneveld i Voogt, 2009). Koncentracija Ca®* u biljnim organima je drugadije rasporedena:
razmjerna je u listovima i nerazmjerna u plodovima. Takva razlicita koncentracija javlja se zbog
¢injenice da plodovi primaju vodu preko floema, a kako je voda relativno siromagna s Ca?* do
plodova ne dolazi dovoljna koli¢ina tog iona. Isto tako, povrSina plodova u odnosu na ukupnu
masu je uvijek manja u usporedbi s liS¢em, pa je i transpiracija plodova relativno mala, a kada je
ona smanjena, sukladno tome, smanjuje se i koncentracija kalcijevih iona u plodovima. Medutim,
kada se smanji transpiracija u listovima, poboljiava se transport Ca®* prema plodovima biljaka
(Sonneveld i Voogt, 2009). Vlaga zraka je jos jedan ¢imbenik koji utje¢e na transport kalcija. Ona
je, naravno, u korelaciji s temperaturom jer se povecanjem temperature povecava i vlaga §to dovodi
do vece transpiracije i apsorpcije Ca?* u listovima. Hladenjem, odnosno smanjenjem temperature
koncentracija Ca?* u listovima se smanjuje, a u plodovima poveéava (Sonneveld i Voogt, 2009;
Combrink, 2013). Kako je kalcijev ion ¢esto povezan s otpornosti na bolesti, njegovo povecanje u
organima omogucuje vecu prirodnu otpornosti te ima vaznu ulogu u stvaranju proteina i transportu

ugljikohidrata u biljkama (Conway i sur., 1994; Bolat i Kara, 2017).

Njegov nedostatak izaziva pojacanu aktivnost enzima pektinaze $to uzrokuje autolizu stani¢nih
stijenki parenhimskih stanica. Javljaju se tamnosmede zone s odrvenjelim i zacepljenim
provodnim sustavima. Takva boja potje¢e od melaninskih tvari nastalih zbog oksidacije slobodnih
fenola u kinone (Vukadinovié¢ i Lon¢ari¢., 1997). Jedan od najpoznatijih simptoma nedostatka Ca?*
javlja se u lisnatom povrcu u obliku glave, kao $to je salata koju okruzuje mlado lis¢e koje je tako
iskljuceno iz transpiracije. Takvi zatvoreni listovi ne transpiriraju pa se samim time i slabo
opskrbljuju s Ca?* &ija koncentracija ovisi o transpiraciji. Simptomi se nazivaju “rubna palez lista”
zelene salate. Kineski kupus i celer su takoder kulture s poznatim simptomima nedostatka Ca?*
koji se karakteriziraju kao rubna palez kod kupusa ili “crno srce korijena” kod celera.
Koncentracije kalcijevih iona u listovima takvih usjeva su karakterizirane jakim padom od
vanjskog prema unutarnjem lis¢u i od ruba prema sredini (Sonneveld i Voogt, 2009). Nedostatak

kalcijevih iona u biljkama usporava rast meristemskog tkiva. Rast se zaustavlja na pupoljcima i na
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vrhovima korijena $to dovodi do zaustavljanja rasta cijele biljke (Bolat i sur., 2017). Prisutnosti
visokih razina drugih kationa moze ograni¢iti usvajanje Ca®*. Izuzetno snazan supresor usvajanja
Ca?" je NH4* ion (Combrink, 2013). Nedostatak Ca?* mozZe se pojaviti i u stabljici cvjetnih usjeva
pa one postaju "staklaste", gube snagu te se savijaju (Sonneveld i Voogt, 2009).

Problemi s previsokom koncentracijom Ca?* u biljnim tkivima mogu se naéi samo u plodovima.
Tako se kod rajcice javljaju “zlatne mrlje”, a kod slatke paprike male zelene mrlje s promjerom
nekoliko mm u boji ploda. Oba poremecéaja povezana su s visokim koncentracijama Ca®" u plodu
i praceni su kristalima soli u stanicama ploda. Takvi se kristali sastoje od smjese mono- i
dihidratnog oblika kalcijevog oksalata (CaC204-H20 i CaC204-H20) pa su stoga mrlje na plodu
smatrane simptomima viska Ca?* (Sonneveld i Voogt, 2009). Previse kalcijevih iona moze dovesti
do problema jer se u¢vrséivanjem stani¢nih zidova moze ograniciti sposobnost plodova da se

prosire, te tako dolazi do pucanja plodova (Combrink, 2013).

Pokazalo se da kalcijevi ioni spre¢avaju Stetne ucinke saliniteta na biljke. Razli¢iti stresni uvjeti,
ukljucivsi susu, slanost, toplinski $ok i hladni $ok izazivaju nakupine Ca?* u citosolu. Uloga Ca?*
kao drugog glasnika u mnogim biolo§kim sustavima, ukazuje na to da se biljke mogu prilagoditi
slanim sredinama aktivirajuéi signalni transdukcijski sustav koji ukljuéuje Ca®*. Visak NaCl u
slanim tlima moZe izravno utjecati na unos hranjivih tvari npr. smanjenjem apsorpcije kalcijevih
iona i nitratnih iona, natrijevim i kloridnim ionima. Salinitet inhibira rast biljaka toksi¢nim ionima
(naj¢es¢e Na® i CI), osmotskim stresom (koji rezultira ,,fizioloSkom suSom*) i nutritivnom
neravnotezom. Kalcijev ion je posebno vazan kod biljaka izlozenim slanom tlu zbog svoje uloge
u smanjenju apsorpcije Na* i povecanja unosa K* i Ca®*, §to rezultira rastom biljke. Visoke
koncentracije Ca?* mogu smanjiti propusnost plazmatske membrane na Na* i promijeniti svojstva
stani¢ne stijenke koja dovode do smanjenja Na* (Hadi i Karimi, 2012). Razine EC (elektri¢ne
vodljivosti) utjecu obrnuto na koncentracije Ca?* u razli¢itim biljnim organima. (Sonneveld i

Voogt, 2009).

1.6.  Simultana inkapsulacija spora T. viride i kalcija

Trendovi primjene inkapsulacije u poljoprivredi su usmjereni na pripravu novih agroformulacija,

odnosno na pripravu formulacija mikrocestica s dva i vise aktivna sastojaka. Unato¢ nizu metoda
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za inkapsulaciju aktivnih sastojaka, malo je podataka u literaturi o simultanoj inkapsulaciji i
isporuci bioloskih i kemijskih sastojaka (Vincekovié i sur., 2016, 2017). Glavni problemi su: (i)
odabir mikrocestice u koju se mogu inkapsulirati bioloski i kemijski aktivan sastojak i (ii)
prisutnost aktivnih sastojaka u istom odjeljku ne bi smjela umanjiti njihove aktivnosti. Ovisno o
fizicko-kemijskim karakteristikama bioaktivnih sastojaka potrebno je odabrati najbolje metode
priprave mikrocCestica kako bi se postigla efikasna simultana inkapsulacija. Medutim, kontrola
molekula na toj razini zahtijeva sveobuhvatno razumijevanje strukture i dinamickih svojstava tih
sustava u razli¢itim uvjetima. Kontrolirano otpustanje i uspjesna isporuka je pozeljna i ostvarljiva
karakteristika svih sustava za isporuku aktivnih sastojaka, medutim njihova priprava zahtijeva

optimizaciju svih parametara tijekom proizvodnje.

Zbog pogodnosti u zastiti bilja i prihrani, kao i njihovu kompatibilnost, T. viride spore i kalcijevi
ioni su prikladan par za simultanu inkapsulaciju u mikrosfere alginata. Znacaj gljive T. viride
oCituje se u svojstvima, kao $to su moguénosti prezivljavanja u vrlo nepovoljnim uvjetima,
sposobnosti  zakiseljavanja okoline koju nastanjuje, visok reproduktivan kapacitet, snazna
agresivnost protiv fitopatogenih gljiva, u¢inkovitosti u koristenju hranjivih tvari 1 poticanju rasta
biljaka (Benitez i sur., 2004). Sve ¢esca potreba za njenom primjenom u uzgoju bilja javlja se radi
sposobnosti da mikoparazitira patogene gljive, stimulira proizvodnju fitohormona, razgraduje
biljne ostatke u tlu itd. (Benitez i sur., 2004; Vincekovic¢ i sur., 2016). Kalcijev ion je esencijalno
biljno hranjivo koje je biljkama vazno radi zadrZavanja strukture i funkcionalnosti membrana,
stabiliziranja strukture stani¢ne stijenke, reguliranja ionskog transporta, kontroliranja ponasanja
ionske te aktivnosti enzima stani¢ne stijenke (Hadi i Karimi, 2012; White i Broadley, 2003).
Cimbenici koji poti¢u njegov nedostatak mogu biti klimatski uvjeti (tlak vodene pare, temperatura
zraka i radijacija), uvjeti u zoni korijena (osmotski potencijal, zaslanjenost i koncentracija Ca?* u

odnosu na druge katione), osjetljivost sorte (Sonneveld i Voogt, 2009).

Inkapsuliranje bioaktivnih tvari unutar gela kalcijevog alginata nudi prednosti kao S§to su:
biokompatibilnost, jednostavnost izrade, sigurnost za okoli$ i niski troskovi (Sarrocco i sur., 2004;
Blandino i sur., 1999). Medutim, ovaj postupak ima i odredene nedostatke kao $to su niska
stabilnost 1 visoka poroznost te smanjena viskoznost i ¢vrstoca kalcijevog gela uslijed toplinske
obrade (Blandino i sur., 2000; Sarrocco i sur., 2004). lIzuzev toga, inkapsulacija se sve cesce

primjenjuje u poljoprivredi radi mogucénosti kontroliranog i usporenog otpusStanja aktivnog
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sredstva, produljenog ucinka gnojidbe ali 1 jednostavnosti primjene, jer bi jedna primjena bila
dovoljna za zadovoljavanje biljnih potreba tijekom vegetacije. To dovodi i do pozitivhog
ekoloskog aspekta jer ¢e se smanjenim brojem mehanizacijskih prolaza smanjiti zbijanje tla §to ¢e

korijenu omoguciti bolje uvjete za rast i razvoj (Vincekovi¢ i sur., 2016).

Alginat je najcesce koristen biopolimer za pripravu mikrosfera zato $to se inkapsulacija provodi u
vrlo blagim uvjetima. Sastoji se od ugkjivodi¢nih lanaca koji imaju sposobnost stvaranja gela
dodatkom dvovalentnih ili polivalentnih kationa, od kojih je najpoznatiji Ca?" ion. Kationi
povezuju lance alginata u trodimenzionalnu mrezu gela. Geliranje kalcijevog alginata je trenutan
I nepovratan proces koji ovisi 0 monomernom sastavu alginata, strukturi blokova, molekulskoj
veli¢ini i koncentraciji alginata te kalcijevih iona. (Blandino i sur., 1999). Brzina geliranja je vazan
¢imbenik u kontroli homogenosti i ¢vrsto¢e mikrosfere. Pri niskim koncentracijama gelirajuceg
kationa nastaje homogena struktura gela s boljim mehani¢kim svojstvima. Suprotno tome,
povecanjem koncentracije kationa poveCava se brzina geliranja, struktura gela je postaje

nehomogena i difuzija je usporena.

Nedavna istrazivanja su pokazala da koncentracija gelirajuceg Kationa, a narocito prisutnost
kitozanskog omotaca utjecu na fizikalno-kemijska svojstva te kinetiku i mehanizam oslobadanja
spora T. viride iz mikrokapsula (Vincekovic i sur., 2016, 2017). Pri tome se oslobadaju i kationi,
a njihovo oslobadanje ovisi 0 koncentraciji iona, ali i o vrsti soli u otopini (NaCl, KCI ili MgCl.)
pa je iz tog razloga oslobadanje kationa slabo u ¢istoj vodi, a pobolj$ano u otopinama soli (Vreeker
i sur., 2008). Sto se ti¢e inkapsulacije spora T. viride i kalcija, u istraZivanju Topolovec-Pintarié i

sur. (2017), utvrdeno je kako gljiva omogucuje biljci lakSu dostupnost tom ionu, a time 1 brzi rast.
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2. HIPOTEZA 1 OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

2.1. Hipoteza

Pretpostavka ovog istrazivanja je da bolje razumijevanje molekulskih medudjelovanja u slozenim
biopolimernim mikrosferama s bioloskim i kemijskim sastojkom temelj razvoju novih

agroformulacija sa specifi¢no uskladenim svojstvima za ekolosku poljoprivrednu proizvodnju.

2.2.  Opéii specifiéni ciljevi rada

Cilj ovog istrazivanja je pripraviti mikrosfere alginata istodobno ispunjenih s kemijskim (Ca?*) i
bioloski aktivnim sastojkom, biljnim promotorom rasta (gljivom iz roda T. viride), te provesti
fizikalno-kemijsku karakterizaciju i odrediti mehanizme otpustanja bioaktivnih tvari u svrhu

jednostavne 1 sigurne primjene u ishrani 1 zastiti bilja.
Specificni ciljevi rada su:

1. Priprava novih agroformulacija, mikrosfera kalcijevog alginata s inkapsuliranom T. viride
postupkom ionskog geliranja.

2. Odredivanje u¢inkovitosti i kapaciteta inkapsulacije kalcijevih iona (Ca?") i spora T. viride

u mikrosfere te bubrenja.

3. Istrazivanje morfoloskih karakteristika pripravljenih mikrosfera.
4. Istrazivanje kinetike otpustanja spora T. viride i kalcijevih iona (Ca?*) iz mikrosfera.
5. Odredivanje mehanizama otpustanja spora T. viride i kalcijevih iona (Ca2*) iz mikrosfera.

12
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3.1.  Materijali

Natrijev alginat niske viskoznosti (CAS broj: 9005-38-3) kupljen je od tvrtke Sigma Aldrich
(USA). Kalcij klorid bio je od tvrtke Kemika (Hrvatska), a fluorescentne boje, eozin i Rhodamin
123 od Fluka (Buchs, Svicarska). Sve ostale kemikalije bile su analiti¢ke &istoée i koristene su bez

daljnjeg prociS¢avanja.

U pokusima je koriSten autohtoni izolat T. viride (skracenica STP) koji potjece iz parazitirane
sklerocije Sclerotinia sclerotiorum (Topolovec-Pintari¢ i sur., 2013). STP je uzgojen 10 dana u

krumpirovom dekstroznom bujonu (PDB, Biolife, Italija) pod konstantnom aeracijom na 22° C.

3.2.  Uzgoj Trichoderme viride

U pokusu je koriSten soj T. viride STP 8 koji potjece iz sklerocije Sclerotinia sclerotiorum. Kultura
izolata uzgojena je u Petrijevim zdjelicama promjera 10 cm koje su oblozene s 20 ml krumpirovog
dekstroznog agara (PDA, Biolife, Italija). Zdjelice su potom inkubirane u inkubatoru na 25° C
tijekom 7 dana do pojave konidija. Nakon inkubacije Spatulom se s Petrijevih zdjelica struze
biomasa hifa i konidija, bez agara, te stavlja u otopinu natrijevog alginata. Zatim se sve izmijesa

Stapnim mikserom 1 profiltrira kroz dvoslojni muslin.

3.3.  Priprava mikrosfera

Postupkom ionskog geliranja pripravljene su dvije vrste mikrosfera, bez spora T. viride (ALG/Ca),
te s njima (ALG/(Ca+Tv)). Priprava mikrosfera obavlja se u vrlo blagim uvjetima pri sobnoj
temperaturi. lzrada mikrosfera ALG/Ca ili ALG/(Ca+Tv) pocinje dokapavanjem 100 ml otopine
natrijevog alginata inkapsulatorom Biichi - Encapsukator B-390 (BUCHI Labortechnik AG,
Svicarska) u 100 ml otopine CaCl, (Slika 1). Koncentracija natrijevog alginata bila je konstantna
(1,5% wiv), dok su koncentracije otopine kalcijevog klorida varirale od 0,5 do 2,0 mol dm.

Otopina natrijevog alginata ili smjesa natrijevog alginata i T. viride spora propusta se kroz
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mlaznicu veli¢ine 300 um pri frekvenciji vibracija od 800 Hz i tlaku od 120 mbar (Encapsulator
Biichi-B390, BUCHI Labortechnik AG, Svicarska). Mikrosfere koje su gotovo trenutno nastale
sadrze T. viride u mrezi kalcijevog alginata i mijesaju na magnetnoj mijesalici (IKA topolino,
USA) oko 30 min kako bi dodatno o¢vrsnule. Potom se filtriraju kroz jednoslojni muslin i ispiru

3x s destiliranom vodom kako bi se isprao suvisan CaCl,.

Na-alginat

Ca-alginat

Slika 1. Shematski prikaz priprave mikrosfera kalcijevog alginata
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3.4. Metode

3.4.1. Utjecaj koncentracije kalcija na bioaktivnost T. viride

Da bi se potvrdila vegetativna sposobnost rasta i sporulacija T. viride u prisutnosti kationa kalcija,
provedena su dva seta eksperimenata. U prvom su suspenzije T. viride spora ostavljene u otopini
s razli¢itim koncentracijama kalcijevog klorida (10 dana) ili inokulirane na PDA supstratu. U
drugom setu je pra¢ena promjena koli¢ine inkapsuliranih spora u mikrosferama u razliitim

vremenskim razmacima (1, 10 i 20 dana).

3.4.2. Utjecaj koncentracije kalcija na vegetativan rast i sporulaciju

Izolat T. viride sacuvan je na PDA u Petrijevim zdjelicama (promjera 10 cm) i natopljen s 15 ml
kalcijevog klorida (od 0,5 do 2,0 mol dm™). Suspenzije su prebacene u plasti¢ne epruvete (15 ml)
i zatvorene. Alikvoti svake suspenzije (300 pl) su inokulirani na PDA supstrat (Petrijeve zdjelice
promjera 10 cm), zatvoreni i kultivirani u vlaznoj komori na sobnoj temperaturi tijekom 10 dana.
Broj spora u suspenzijama odreden je s hemocitometrom pomoc¢u Neubauerove komorice za
brojanje (Hirschmann EM Techcolor, Njemacka). Vizualno se promatrao izgled T. viride micelija

oko mikrosfera u Petrijevim zdjelicama. Kontrolni uzorci su pripravljeni s fizioloskom otopinom.

3.4.3. Utjecaj kationa kalcija na sporulaciju T. viride u mikrosferama

Sporulacijska sposobnost inkapsulirane T. viride ispitana je mjerenjem promjena broja spora po 1
g mikrosfera (NS/g) na svjeze pripravljenim mikrosferama te 1, 10 i 20 dana nakon punjenja.
Uzorci za mjerenja su pripravljeni otapanjem 10 g mikrosfera u 100 ml NaHCO3 (0.2 mol dm™) i
NazCsHs07-2H,0 (0.06 mol dm3) i mijesani na magnetskoj mijesalici (IKA topolino, USA) 30
minuta na sobnoj temperaturi. Tijekom cijelog ispitivanja bili su osigurani sterilni uvjeti. Pet
mililitara uzorka filtrira se kroz steriliziranu tkaninu muslina (Trinci, 1974). Broj spora odreden je

spektrofotometrijski metodom Waghunde i sur. (Waghunde i sur., 2010). Apsorbancija je mjerena
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na 550 nm koriStenjem UV-VIS spektrofotometra (Shimadzu, UV-1700). Osnovna otopina
koriStena za kalibracijsku krivulju je razrijedena steriliziranom destiliranom vodom. Broj spora u
osnovnoj otopini odreden je s hemocitometrom pomocu Neubauerove komorice za brojenje

(Hirschmann EM Techcolor, Njemacka).

3.4.4. Elektri¢ni naboj i veli¢ina T. viride spora suspendiranih u vodi

Elektri¢ni naboj i zeta potencijal ({/mV) T. viride spora suspendiranih u vodi i otopini kalcijevog
klorida (variraju od 0,005 do 2,0 mol dm) izmjerene su pomocu Zetasizer Nano ZS (Malvern,
UK). Zetasizer Nano ZS pomoc¢u Henryove jednadzbe (u = (2¢4 f(Ka))/37n)) sa f(Ka) = 1,5
(Smoluchowski aproksimacija)) mjeri elektroforetsku pokretljivost (u) i izraCuna zeta potencijal

(&) agregata. Zeta potencijal je uzet kao srednja vrijednost od tri do Sest mjerenja.

DLS mijerenja provedena su pod kutem rasprsivanja od 173°. Funkcija korelacije intenziteta
analizirana je koriStenjem softvera CONTIN za kvantificiranje raspodjele agregata (Provencher,
1982). Einstein-Stokesovom jednadzbom procijenjen je hidrodinamicki promjer (d) uz
pretpostavku da je sferican agregat (d = kBT /6znD, gdje ks je Boltzmannova konstanta, T je
temperatura, 7 je viskoznost otapala i D je vidljivi difuzijski koeficijent translacije). Distribucije
veli¢ine su prikazane kao raspodjela volumena buduci da u polidisperznoj suspenziji distribucija
veli¢ine intenziteta koju daje DLS precjenjuju udio vecih ¢estica. U vrlo polidisperznom uzorku
i/ili kod jakih medudjelovanja Cestica, znaCenje prosjecne veliCine Cestica nije izravno (Viseau i
sur., 2001). Zbog toga smo primijenili podatke volumne raspodjele samo kao sredstvo potvrdivanja
prisutnosti agregata, kako bismo odredili relativne distribucije veli¢ine Cestica u otopinama.

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost od najmanje tri do Sest mjerenja.

3.4.5. Fourierova transformacija infracrvene spektroskopije

Fourierovom transformacijom infracrvene spektroskopije (FTIR) zabiljeZeni su spektri FTIR
instrumentom - Cary 660 FTIR (MIR sustav) (Agilent Technologies, USA). Uzorci su pomijeSani
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s kalijevim bromidom da se dobiju gel pelete. Spektralno skeniranje provedeno je u rasponu od
500-4000 cm™™,

3.4.6. Mikroskopska promatranja

Prosjecan promjer i oblici mikrosfera promatrani su stereomikroskopom Leica MZ16a (Leica
Microsystems Ltd., Svicarska) pomoéu Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, verzija

E_LCmicro_090kt2009. Promjeri su mjereni na oko 100 mikrosfera.

Povrsine osusenih T. viride spora i mikrosfera istrazene su elektronskim pretraznim mikroskopom
(SEM, FE-SEM, model JSM-7000F, Jeol Ltd., Japan). Uzorci su postavljeni na visoko vodljivu
grafitnu traku. Softver ImageJ koristio se za odredivanje veli¢ine T. viride spora i Spora na povrsini

mikrosfera.

Suspenzija spora T. viride i mikrosfere ispitivani su pomocu konfokalnog laserskog pretraznog
mikroskopa (CLSM, TCP SP2, Leica Lasertechnik, Njemacka). Mikroskop je radio u prolaznom
i fluorescentnom svjetlu (80 kV). Mikrosfere su obojene fluorescentnom bojom eozinom (0,01%
(w/v)), dok su spore T. viride oznacene Rhodaminom 123 (otopina 0,05% (w/v)), ostavljene 30
minuta, isprane i koriStene za pripravu mikrosfera ALG / (Ca + Tv). Svi uzorci za mikroskopsko

promatranje pripravljeni su pri sobnoj temperaturi.

3.4.7. Metode fizikalno-kemijske karakterizacije agroformulacija mikrosfera
3.4.7.1. Ucinkovitost inkapsulacije

Ucinkovitost inkapsuliranja (LE) izracunata je iz pocetne koncentracije kalcijevih iona (Ctot) |
sadrzaja kalcijevih iona u suhim mikrosferama (Cioad) metodom Xue i sur. (2004). Uc¢inkovitost

inkapsulacije izrazena je kao postotak ukupnog Kkalcija (Cot) 1 izracunat je jednadzbom:
LE = (¢ioaa/Ctor) % 100
gdje je cioaa = Cror — Cr» @ 5 j& koncentracija kalcijevih iona u filtratu.
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Koncentracija iona kalcija je odredena u filtratu nakon formiranja mikrosfera. Pipetom se odmjeri
10 ul otopine, prebaci u epruvete te na to doda 990 ul destilirane vode. Dobivenu otopinu je
potrebno vorteksirati te otpipetirati 2,5 ml i dodati 50 pl arsenazo otopine (0,001 mol dm).
Ponovno se otopina vorteksira i ostavi u mraku 15 minuta nakon ¢ega slijedi ocitanje vrijednosti

na spektrofotometru pri A = 650 nm.

Ucinkovitost inkapsulacije spora T. viride u mikrosfere pripravljene s razli¢itim koncentracijama
kalcijevih iona odredena je istim postupkom. Kako u filtratu nakon priprave mikrosfera nije bilo

prisutnih spora T. viride, postignuta je gotovo 100%-tna uc¢inkovitost inkapsulacije spora.

Koncentracija T. viride spora izraZzena kao broj spora po 1 g suhe mikrosfera (NS/g) na A = 550

nm pomocu spektrofotometra (Shimadzu, UV-1700 ).

3.4.7.2. Kapacitet inkapsulacije

Vlazne mikrosfere ispunjene bioaktivnim agensom susene su na zraku pri sobnoj temperaturi
tijekom nekoliko dana sve dok tekucina nije isparila. Sadrzaj kalcija odreden je otapanjem 0,5 g
mikrosfera u 25 ml smjese od 16,80 g (0,2 mol dm=) NaHCOs i 17,65 g (0,06 mol dm)
NasCsHs07-2H20 pri pH 8. Smjesa pufera i mikrosfera stavljena je na magnetnu mijesalicu (IKA
topolino) na 400 rpm, dok se sve mikrosfere u potpunosti nisu otopile. Dobivena otopina je
filtrirana kroz dvostruki muslin, a koncentracija kalcijevih iona u filtratu je odredena UV-VIS
spektrofotometrom (Shimadzu, UV-1700, Japan). Kapacitet inkapsulacije (LC) izraZen je kao

koli¢ina Ca?* u mmol dm™ za 1 g suhih mikrosfera i izra¢unat jednadzbom:
LCcq = (cca XV /W¢)
gdje je cca koncentracija kalcijevih iona u uzorku, V je volumen uzorka, a wc je tezina mikrosfera.

Sadrzaj T. viride spora odreden je otapanjem 0,5 g mikrokapsula u 25 ml smjese 16,80 g (0,2 mol
dm) NaHCO;3 i 17,65 g (0,06 mol dm=) NazCeHsO7-2H20. Kapacitet ispune T. viride spora

(LCtv) izrazen kao broj spora po 1 g suhih mikrosfera (NS/g) i izracunat je jednadzbom:

LCry = (cys XV /w¢)
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gdje je cns koncentracija T. viride spora u uzorku, V je volumen uzorka, a W je teZina mikrosfera.

Mijerenja su ponovljena tri puta.

3.4.7.3.  Stupanj bubrenja

Bubrenje mikrosfera ovisi, izmedu ostalog, o svojstvu sredstva za otapanje stoga, kako bi se
izbjegao utjecaj elektrolita iz puferskih otopina stupanj bubrenja (Sw) odreden je za mikrosfere
dispergirane u deioniziranoj vodi. Izvagano je 10 mg mikrosfera u epruvete i potom je dodano 10
ml destilirane vode. Mikrosfere su zatim ostavljene da bubre na sobnoj temperaturi tijekom tri sata
da se postigne ravnoteza. Tezina vlaznih nabubrenih mikrosfera odredena je vaganjem nakon

upijanja vlage s povrsine mikrosfera pomocu filter papira. Sw je izraGunat pomocu jednadzbe:

Wy — Wy
Sw% =

Wo

gdje je wt tezina nabubrenih mikrosfera, a Wo je tezina suhih. Sva su mjerenja ponavljana tri puta,

a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost s odgovaraju¢om standardnom devijacijom.

3.4.8. Invitro otpustanje bioaktivnih tvari iz mikrosfera

Istrazivanja in vitro otpustanja kalcija iz ALG/Ca i ALG/(Ca + Tv) ispitivana su dispergiranjem
mikrosfera u deioniziranoj vodi i ostavljanjem da stoje tijekom pokusa, bez mijesanja, na sobnoj
temperaturi. Uzorci su pripravljeni dispergiranjem mikrosfera (30 g) u 100 ml deionizirane vode.
U odgovaraju¢im vremenskim razmacima, disperzija je mijesana 60 sekundi, alikvoti su uzeti i
koncentracija je odredena spektrofotometrijski pri A = 650 nm uz prethodno dodavanje arsenazo

otopine kao §to je opisano u postupku 3.4.7.1.

Istrazivanja oslobadanja spora T. viride iz mikrosfera ALG/(Ca+Tv) provedena su na sobnoj
temperaturi. Mikrosfere (30 g) ispunjene kalcijem i sporama T. viride dispergirane su u 100 ml
deionizirane vode i ostavljene da stoje bez mijeSanja tijekom eksperimenata. U odgovaraju¢im

intervalima disperzija je mijeSana 60 sekundi, alikvoti su uzeti i broj spora odreden
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spektrofotometrijski pri A = 550 nm metodom Waghunde i sur. (2010). Rezultati su prikazani kao

frakcija otpustenih T. viride spora ili kalcija pomoc¢u jednadzbe:

R;

Rtot

f

gdje f predstavlja frakciju T. viride ili kalcijevih iona koji se ispustaju, Rt je koli¢ina T. viride ili

kalcija ispustenog U vremenu t, a Rt je ukupna koli¢ina spora T. viride ili kalcija u mikrosferama.

Sva mjerenja su ponavljana tri puta, a rezultati su prikazani uz standardnu devijaciju.

3.4.9. Statisti¢ka analiza

Rezultati su obradeni pomocu Microsoft Excel 2016 i XLSTAT statistickog softverskog dodatka.

Podaci su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Dobiveni rezultati prikazani su u dva dijela. U prvom dijelu analizirana su medudjelovanja spora
T. viride i kalcijevih iona. U drugom dijelu opisana su fizikalno-kemijska svojstva mikrosfera

pripravljenih pri razli¢itim koncentracijama kalcijevog klorida bez i sa sporama T. viride.

4.1. Medudjelovanja spora T. viride i kalcijevih iona

Sporulacija i rast Trichoderma vrste ovise o medusobnom djelovanju razli¢itih ¢imbenika okoline
medu kojima kalcij igra vaznu ulogu. Da bi se testirala bioaktivnost spora T. viride u prisutnosti
razli¢itth koncentracija kalcijevog klorida, rast i sporulacija ispitivani su u suspenzijama,

inokulirani na PDA supstratu, te ispunjeni u mikrosfere.

4.1.1. Elektri¢ni naboj i veli¢ina spora T. viride suspendiranih u vodi

Na Slici 2 prikazana je SEM mikrofotografija suhih T. viride spora i CLSM mikrofotografija spora
suspendiranih u otopini kalcijevog klorida. Suhe spore T. viride priblizno istih veli¢ina (oko 3,6
um) sli¢ne su po obliku sporama Penicilliuma (Ye i sur., 2002) i Aspergillusa (Kwon-Chung i
Sugui, 2013) (Slika 2a). Ovi oblici spora su pokazali duboke povrSinske rupe, koje su mozda bile
povezane s gubitkom dijelova stijenke spora, dijelovima membrane spora, ili ¢ak materijalom

unutar.
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Slika 2. (a) SEM slika suhih T. viride spora, (b) i (c) slike svjetlosne mikroskopije spora T. viride
suspendiranih u otopini kalcijevog klorida kod 0,005 mol dm™ i 1,5 mol dm™. Broj T. viride

spora, NS = 1.8-10°mI. Na slikama su prikazana i odgovaraju¢a mjerila.

Slika 2b prikazuje kako se spore T. viride relativno lako suspendiraju u vodi §to ukazuje na
prevladavajuéu povrsinsku hidrofilnost. Spore suspendirane u vodi pri koncentraciji od 1.8 x 10
ml? su negativno nabijene (zeta potencijal -9 mV). Negativan naboj proizlazi iz razli¢itih
funkcionalnih skupina kao $to su hidroksilne, karboksilne i amino. Negativan potencijal je u skladu
s analizom odnosa izmedu relativne povrSinske hidrofobnosti i povrSinskog elektri¢nog naboja
(Singh i sur., 2004). Uz povecanje koncentracije kalcijevog klorida spore T. viride postaju manje
negativno nabijene zbog elektrostatskog vezanja kationa kalcija (Slika 3a). Isto tako, pri viSoj
koncentraciji kalcijevih iona, suspendirane spore T. viride pokazuju znacajnu agregaciju (Slika
2¢).
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Slika 3. Varijacija (a) prosje¢nog zeta potencijala, £, i (b) prosje¢ni hidrodinamicki promjer, d,
Cestica s koncentracijom kalcijevog klorida kod konstantnog broja T. viride spora u suspenziji
NS =1,8-108 mI.

Utjecaj na veli¢inu Gestica u suspenziji spora T. viride dodatkom Ca?* prikazan je na Slici 3b. Moze
se vidjeti da pri niZoj koncentraciji kalcijevi ioni nisu znacajno promijenili veli¢inu Cestica.
Poveéanjem koncentracije kalcijevih iona od 0,005 do 2 mol dm™ povrsina spora postaje manje
negativno nabijena zbog vezanja kalcijevih iona, odnosno elektrostatskih medudjelovanja Ca?* i

T. viride i spore agregiraju.

4.1.2. Utjecaj kalcijevih iona na rast i sporulaciju T. viride

Promjene spora T. viride suspendiranih u otopinama kalcijevog klorida prikazuje Slika 4. Uz
povecanje koncentracije kalcija povecao se 1 broj spora, $to ukazuje na pozitivan utjecaj kalcija na
klijavost. Najbolji prinos spora je zabiljezen na 1,5 mol dm™. Kod usporedbe s kontrolnom
suspenzijom (NS/ml = 5-10°), broj spora bio je manji za gotovo jedan red veli¢ine, $to ukazuje da
dodatak kalcijevih iona malo ometa klijavost, ali ju ne sprje¢ava. Rezultati sporulacije ovisne o
koncentraciji u suspenziji ili rastu micelija i sporulacije na PDA supstratu su u skladu s literaturnim

podacima.
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Slika 4. Promjena broja spora T. viride, NS / ml, suspendirane u otopinama s razli¢itim

koncentracijama kalcijevog klorida, ci (CaCly).

Slika 5a prikazuje mikrofotografiju svjeze pripravljene mikrosfere s vidljivo rasporedenim
sporama T. viride unutar mikrosfere. Nakon 10 dana starenja na zdjelicama, pri sobnoj temperaturi,
mikrosfere postaju vidljivo okruZzene zelenim micelijima (Slika 5b). Presjek kroz ALG/(Ca + Tv)
mikrosferu prikazuje stvaranje razgrananih hifa unutar matrice (Slike 5c,d). Vidljiva je prisutnost
brojnih spora i nekoliko Kklica (oznaceno strelicom) koje prodiru kroz povrSinu mikrosfere (Slika
5e,f). CLSM mikrofotografije sa Slike 5¢ do 5f jasno pokazuju da miceliji prisutni oko mikrosfera

nastaju klijanjem unutar matriksa i prodiranjem klica kroz povrsinu mikrosfera.
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(b) ()

(d) (e)
Slika 5. (a) Mikrofotografija mikrosfere dobivena uz polarizirano svjetlo; (b) zdjelica s
mikrosferama okruzenim T. viride micelijem; CLSM mikrofotografije micelija koji raste unutar
mikrosfere u (c) prolaznom i (d) fluorescencijskom svjetlu, dio mikrosfere s klicom koja prodire
kroz povrsinu (oznaceno strelicom) u (e) prolaznom i (f) fluorescencijskom svjetlu. ALG/(Ca +
Tv) mikrosfere su pripravljene pri razli¢itim poc¢etnim koncentracijama kalcijevog klorida,
ci(CaClz) = 1 mol dm3, i broj T. viride spora, NS = 1.8 x 10° mIt. Oznake za veli¢ine se nalaze

na slikama.
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Slika 6. Promjena broja spora T. viride, NS / g, u ALG/(Ca + Tv) mikrosferama pripravljenim pri
razli¢itim pocetnim koncentracijama kalcijevog klorida, ci (CaClz), nakon 1, 10 i 20 dana od

ispune. Rezultati su prikazani s odgovaraju¢im standardnim devijacijama.

Promjenu broja spora u mikrosferama tijekom vremena prikazuje Slika 6. Tijekom 10 dana
skladiStenja broj spora T. viride u mikrosferi se povecao, a nakon 20 dana NS je nesto manji.
Medutim, jos$ je uvijek ostao veéi od broja spora u svjeze pripravljenim mikrosferama (prvi dan).
Pokusi su pokazali da T. viride daje najbolji prinos biomase u mikrosferama pripravljenim pri 1

mol dm™ podetne koncentracije kalcijevog klorida.

4.1.3. ldentifikacija medudjelovanja iona kalcija, spora T. viride i natrijevog alginata

Informacije o molekulskim medudjelovanjima kalcijevih iona i spora T. viride kao i izmedu spora
T. viride i natrijevog alginata dobivene su usporedbom FTIR spektara pojedina¢nih komponenata
i njihovih smjesa (Slika 7). Spektar kalcijevog klorida pokazuje vibracije rastezanja na 3487, 3396,
3224 i 1629 cm. Karakteristike zabiljezenog T. viride spektra su: §iroka vrpca oko 3321 cm,
frekvencije na 2921 i 2854 cm™, mali pik na 2367 cm™, izrazeni pik na 1608 cm™ i nekoliko manjih

pikova izmedu 1500 i 1200 cm™, mali pik na 1545 cm™ i jaki pik na 1040 cm™.
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Spektar smjese T. viride i kalcijevog klorida pokazuje malo intenzivnije i uze —OH i —NH vibracije
istezanja oko 3385 cm™ te zna¢ajno smanjenje intenziteta vrpce T. viride pri 2921 and 2854 cm™.
Nestajanje malih pikova pri 1500 and 1200 cm, pojava pika pri 1311 cm, te pomicanje T. viride
vrpci od 3321, 1608, 1207 and 663 cm™ prema 3394 1628, 1307 and 647 cm™ upucuju na
medudjelovanja funkcionalnih skupina kao $to je opazeno za smjesu T. viride i bakrovih iona
(Vincekovi¢ i sur., 2016).

Karakteristike spektra natrijevog alginata su: Siroka apsorpcijska vrpca u rasponu od 3000 do 3600
cm?, vibracije istezanja oko 2920 cm™, 1595 i 1405 cm, vibracija istezanja manjeg intenziteta

oko 1295 cm™ te vrpce oko 1026 cm™ tipi¢ne za strukturu saharida.

Spektar smjese T. viride i alginata pokazuje $ire i intenzivnije vibracije rastezanja oko 3321 cm™.
Nestajanje pikova T. viride (pri 2921 i 2854 cm™ te mali pikovi izmedu 1500 i 1200 cm™) i vrpci
pripisanih strukturi alginata (od 1125 do 813 cm™), kao i pomicanje i manji intenziteti alginatnih
vrpei koje odgovaraju asimetriénim (1595 do 1630 cm™) i simetri¢nim (1405 do 1415 cm™)
istezanjima karboksilnih skupina upucuju na medudjelovanja hidrokslinih, amino i karboksilatnih

skupina T. viride i alginata.
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Slika 7. FTIR spektri T. viride spora (Tv - crvena linija), kalcijevog klorida (CaCl; - plava linija)
i njihove smjese (Tv + CaCl: - zelena linija), alginat (crta linija), i smjesa T. viride spora i

alginata (Tv + ALG, crna isprekidana linija).
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4.2.  Fizikalno-kemijska karakterizacija mikrosfera

4.2.1. Ucinkovitost i kapacitet inkapsulacije i stupanj bubrenja

Odredivanje ucinkovitosti i kapaciteta inkapsulacije provedeni su kako bi se dobili podaci o
sadrzaju kalcija i T. viride u mikrosferama. Rezultati u¢inkovitost inkapsulacije kalcija navedeni
su u Tablici 1. Povecanje koncentracije kalcija smanjuje ucinkovitost inkapsulacije za obje vrste
mikrosfera, Sto je viSe izrazeno za ALG/Ca mikrosfere. Rezultati su u skladu s konstantnim
kapacitetom inkapsulacije mikrosfera (Tablica 2). Cini se da mikrosfere dostizu maksimalan
kapacitet ispune ¢ak i pri najnizoj koncentraciji kalcija. Nesto manja uéinkovitost kapaciteta ispune
kalcija u ALG/(Ca+Tv) mikrosferama je u skladu s vrijednostima kapaciteta inkapsulacije kalcija
(Tablica 2). Nema spora T. viride prisutnih u filtratu nakon priprave mikrosfera $to pokazuje

100%-tnu ucinkovitost inkapsulacije.

Tablica 1. Varijacije ucinkovitosti inkapsulacije mikrosfera kalcijevim ionima (LEca/%) u
ALG/Ca i ALG/(Ca+Tv). Mikrosfere pripremljene pri razli¢itim pocetnim koncentracijama
kalcijevog klorida, ci(CaCl2)/mol dm3.

ci(CaClz) LEca Sd LEca% LEca Sd LEca%
ALG/Ca ALG/Ca+Tv)
0,5 57,61 3,56 50,31 4,37
1,0 49,38 1,28 50,40 1,45
1,5 41,46 0,38 41,19 0,36
2,0 32,64 0,84 37,53 0,92

Gotovo konstantan sadrzaj kalcija u ALG/Ca i spora T. viride u ALG/(Ca+Tv) mikrosferama
pripremljenim pri razli¢itim koncentracijama kalcija prikazuje Tablica 2. Mikrosfere s T. viride
pokazale su nesto veci kapacitet inkapsulacije kalcijevim ionima u odnosu na mikrosfere ALG/Ca.

To se moze pripisati sposobnosti vezanja kalcija na T. viride.

28



4. REZULTATI

Tablica 2. Varijacije kapaciteta inkapsulacije kalcijevim ionima (LCca/mol g') u ALG/Ca, te
ALG/(Ca+Tv) mikrosferama i kapaciteta ispune T. viride sporama (LC1//NS g) u ALG/(Ca+Tv).
Mikrosfere su pripravljene pri razlicitim pocetnim koncentracijama kalcijevog klorida,
ci(CaClz)/mol dm™,

ci(CacCl) LCca Sd LCca% LCca Sd LCca% LCnv Sd
LCn%
ALG/Ca ALG/Ca+Tv) ALG/Ca+Tv)
0,5 4,12E-02 3,74E-03 5,00E-02 1,33E-03 4,150E+3 42
1,0 4,16E-02 3,31E-03 4,68E-02 1,58E-03 3,970E+3 40
15 4,11E-02 2,93E-03 5,12E-02 2,41E-03 3,890E+3 39
2,0 4,20E-02 2,39E-03 4 50E-02 2,90E-03 4, 140E+3 41

U¢inak povecanja koncentracije kalcija na stupanj bubrenja prikazan je na Slici 8. Vidljivo je kako
povecanje koncentracije kalcija smanjuje stupanj bubrenja obje vrste mikrosfera, bez i sa sporama

T. viride.

100

754

25

O ALG/Ca
0 ALG/(Ca+Tv)

0 T T T T T
04 0,8 1,2 1,6 2,0

c(Cacl,) / mol dm’

Slika 8. Varijacije u stupnju bubrenja, Sw, ALG/Ca (0) i ALG/(Ca+Tv)) (0) mikrosfera

pripravljenih pri razli¢itim pocetnim koncentracijama kalcijevog klorida, ci(CaCl,). Mikrosfere
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su bubrile 3h u destiliranoj vodi do ravnotezne Sy vrijednosti. Na slici su ozna¢ene i standardne
devijacije.
Promjene Sw s koncentracijom kalcijevih iona mogu se prikazati pomocu jednadzbe S,, = ab™,

gdje su a i b parametri koji opisuju stupanj bubrenja u ovisnosti 0 koncentraciji.

Tablica 3. Parametari koji opisuju ovisnost stupnja bubrenja o pocetnoj koncentraciji kalcijevog

klorida, ci(CaClz)/mol dm, za mikrosfere pripravljene bez i s T. viride spora.

Mikrosfere a n R?
ALG/Ca 30,1 -0,97 0,98
ALG/(Ca+Tv) 65,7 -0,19 0,99

U Tablici 3 navedeni su empirijski parametri a i b. Razlicite vrijednosti niske vrijednosti n upucuju
na to da dvije vrste mikrosfera ne dijele iste mehanizme koji kontroliraju bubrenje. Te se razlike
mogu pripisati razlikama u strukturi mikrosfera. Dodavanje spora T. viride uzrokovalo je veéi
stupanj bubrenja zbog manje gustoce strukture uzrokovane elektrostatskim i mehanickim u¢incima

spora na strukturu mreZe.

4.2.2. Morfologija i veli¢ina mikrosfera

Pri nasim eksperimentalnim uvjetima pripravljene mikrosfere bile su uglavnom sferi¢ne (Slika 9a),
iako su prisutne anomalije u manjem broju (Slika 9b). Utjecaj koncentracije kalcijevih iona na
prosjecnu veli¢inu mokrih i suhih mikrosfera prikazan je na Slici 10. Najve¢e mokre mikrosfere
nastale su pri najnizoj koncentraciji kalcijevog klorida. Povecanjem koncentracije kalcija doslo je
do smanjenja veli¢ine mikrosfera. Tijekom susenja do konstantne mase (otprilike Cetiri tjedna na
zraku pri sobnoj temperaturi) izgubila se sferi¢nost mikrosfera (Slika 9¢) i njihova veli¢ina bila je

otprilike dva puta manja u usporedbi s mokrim kapsulama radi gubitka vode (Slika 10). PovrSina
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osuSene mikrosfere postala je gruba s nepravilnim naborima (Slika 9d) koji su se pojavili kao
posljedica procesa gubitka vode. SEM mikrofotografija pokazuje da je povrSina vrlo porozna s
prisutnim povrsinskim porama (jedna je oznacena strelicom) (Slika 9e). Slika 9f prikazuje
povrsinu ALG/(Ca+Tv) mikrosfera s brojnim sfernim mjehuri¢ima (jedan je oznacen strelicom)
sli¢nim veli¢ini pojedina¢nih spora (Slika 2a). To su najvjerojatnije mjesta gdje klice prodiru iz
mikrosfera.

100 urr

( A'g g #
VET |

SEI 1.0kv  X1,000 10pm WD 10.1mm

/
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SEI 1.0kv  X10,000 Tum A SEI

Slika 9. Mikrofotografije (a) mokre ALG/(Ca+Tv) mikrosfere dobivene fluorescentnim
mikroskopom (obojene eozinom), (b) vlazne i (¢) suhe ALG/(Ca+Tv) mikrosfere dobivene
svjetlosnim mikroskopom, SEM mikrofotografije povrsine (d), pora (jedna je oznacena
strelicom) na povrsini mikrosfera ALG/Ca (e) i mjehurica (jedan je oznacen strelicom)
rasporedenih na povrsini ALG/(Ca+Tv) mikrosfera (f). Mikrosfere su priredene pri pocetnoj
koncentraciji kalcijevog klorida, ci(CaClz) = 1 mol dm, te broju spora T. viride, NS = 1.8 x 10°

ml?. Na slikama je prikazano i odgovarajuée mjerilo.

900

ALG/(Ca+Tv)  c¢(CaCl,)/mol dm*
0.5(1,5)
1.0 (2,6)
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Slika 10. Promjena veli¢ine (d) mokrih (WET) i suhih (DRY) ALG/(Ca+Tv) mikrosfera
pripravljenih pri razli¢itim podetnim koncentracijama kalcijevog klorida, ci(CaClz) /mol dm™ =

0,5,1,0,1,51i 2,0. Na slici su oznacene i odgovarajuce standardne devijacije.
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4.2.3. ldentifikacija molekulskih medudjelovanja u mikrosferama

FTIR spektri ALG/Ca mikrosfera pripravljenih pri razli¢itim koncentracijama kalcijevog klorida
prikazani su na Slici 11a. Pove¢anjem koncentracije kalcijevih iona raste intenzitet apsorpcijske
vrpce oko 3300 cm™ te se po¢inje smanjivati izmedu 1 i 1.5 mol dm™ ukazujuéi na promjenu jacine
vodikovih veza izmedu atoma kisika G-ostataka i kalcija u strukturi gela. Najslabiji intenzitet
apsorpcijske vrpce oko 3300 cm™ uocen pri najvisoj koncentraciji iona kalcija ukazuje na manju
koli¢inu vode u strukturi mikrosfera. Sli¢no jacanje pa smanjenje intenziteta primijeceno je i za
asimetriéne i simetrine vibracije istezanja karboksilnih skupina. Karakteristi¢ni pikovi
asimetri¢nih vibracija istezanja pomi¢u prema nizem valnom broju (1595 do 1589 cm?), a

simetri¢nih prema vi§im valnim brojevima (1405 to 1413 cm™)

Na Slici 11b prikazan je utjecaj povecanja koncentracije Kkalcijevog klorida na molekulska
medudjelovanja u mikrosferama ispunjenih T. viride sporama. Vibracije rastezanja O-H veze
alginata, kalcijevog klorida, mikrosfera alginata i T. viride pojavile su se u rasponu od 3000-3600
cm?. Suprotno od ALG/Ca mikrosfera, ALG/(Ca+Tv) mikrosfere pokazuju stalan porast
intenziteta —OH i —NH S8irokih vrpci s koncentracijom kalcijevog klorida. OpaZene su znacajne
promjene u spektru pri vi§im koncentracijama kalcija u podru¢jima hidroksilnih i karboksilnih
funkcionalnih skupina. Intenzitet Sirokih —OH i —NH vibracija rastezanja se povecao §to ukazuje
na vecu koli¢inu vode u strukturi mikrosfera. Postupno povecanje intenziteta i pomicanje
asimetri¢nog (od 1595 do 1589 cm™ na najniZoj i poveéanje do 1637 cm™ pri najvisoj koncentraciji
kalcija) i simetri¢nog (od 1405 do 1434 cm™) vibracijskog pika karboksilnih skupina pokazuje
razliku u elektrostatskim medudjelovanjima iona kalcija i karboksilnih skupina u usporedbi s
mikrosferama pripravljenih bez T. viride. Mikrosfere pripravljene s 2 mol dm kalcijevog klorida
pokazale su razlic¢ite rezultate u usporedbi sa spektrima ostalih koncentracija: pomicanje i podjelu
asimetri¢nih karboksilnih (3248 i 3369 cm™) i hidroksilnih pikova (1604 i 1637 cm™) u dva pika.
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Slika 11. FTIR spektri (a) mikrosfera kalcijevog alginata bez, ALG/Ca i (b) s T. viride,
ALG/(Ca+Tv), pripravljenih pri razli¢itim pocetnim koncentracijama kalcijevog klorida,

ci(CaCly). Spektri natrijevog alginata (a) i T. viride (b) dani su za usporedbu.

4.2.4. Invitro otpustanje T. viride spora i iona kalcija iz mikrosfera

Profili otpustanja T. viride spora karakterizirani brzim pocetnim otpustanjem prikazani su na Slici
12. Nakon jednog tjedna promatranja, frakcija ispustenih T. viride spora povecala se iznad 1 $to
ukazuje na vecu koncentraciju T. viride biomase u odnosu na pocetnu. To se moze pripisati
klijavosti unutar mikrosfera i u okolnom mediju $to je u skladu s mikroskopskim opazanjima (Slike
5 ¢ do f). Spore koje nisu proklijale mogu se osloboditi iz mikrosfere u okolni medij (i)
perforacijama koje proizvode klice (veli¢ina pora mikrosfera je znatno manja od veli¢ine spora) i

/ili (ii) djelomi¢nom degradacijom mikrosfera.

Frakcija ispustenih spora T. viride (fry) moze se opisati jednadzbom f = a + kt™. Vrijednosti
konstante otpustanja K, eksponenti n i odsjecci a prikazani su u Tablici 4. Prema modelu
Korsmeyer-Peppasa (Korsmeyer i sur., 1983) konstanta otpustanja, k, ukljucuje ukupan difuzijski
koeficijent otapanja i geometrijske karakteristike mikrosfera, a eksponent n je karakteristican za
mehanizam Kkoji kontrolira brzinu otpustanja. 1z Tablice 4 je vidljivo da se vrijednosti za konstantu
k smanjuju povecanjem pocetne koncentracije iona kalcija. Vrijednost za n > 0,43 upucuje da je
kontrolni mehanizam otpustanja anomalna transportna kinetika (kombinacija dvaju difuzijskih

mehanizama i bubrenja i relaksacije polimernih lanaca).
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Slika 12. Frakcija ispustenih T. viride spora, fr, u vremenu, t, iz ALG/(Ca+Tv) mikrosfera
pripravljenih pri razli¢itim poc¢etnim koncentracijama kalcijevog klorida, ci(CaClz). Na slici su

prikazane i standardne devijacije.

Tablica 4. Varijacija konstante oslobadanja (k), eksponent (n), presjek y-osi (a) i koeficijent
korelacije (R?) T. viride oslobodenog iz (ALG/Ca+Tv) mikrosfera pripravljenih pri razli¢itim

podetnim koncentracije kalcijevog klorida, ci(CaClz)/mol dm3,

ci(CaCly) a k/h n R?
0,5 0,124 0,105 0,46 0,98
1,0 0,227 0,059 0,52 0,99
1,5 0,507 0,025 0,64 0,99
2,0 0,550 0,025 0,70 0,99

Na Slici 13a i 13b prikazano je otpustanje kationa kalcija iz mikrosfera pripravljenih bez i s T.
viride s povecanjem koncentracije kationa kalcija. Obje vrste mikrosfera pokazuju veliku
stabilnost oslobadanjem vrlo male frakcije kalcijevih iona. Sve profile otpustanja karakteriziraju
brzo pocetno oslobadanje nakon cega slijedi sporije otpuStanje koje se moze opisati

jednadzbom f = kt™. Da bi se definirala kinetika i tip mehanizami koji kontroliraju otpustanje
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aktivnih sastojaka, primijenjen je semiempirijski model Korsmeyer-Peppas (Korsmeyer i sur.,

1983). Vrijednosti konstante oslobadanja k i eksponenti n prikazani su u Tablici 5. Nize n

vrijednosti od 0,43 pokazuju da je proces otpustanja kontroliran difuzijom kationa kalcija kroz

mikrosfere, Sto znaci da je to najsporiji proces, odnosno difuzija kalcija je znatno sporija od

procesa bubrenja i relaksacije polimera.

0,0024

0,0020

0,0008

ALG/Ca (@)
c(CaCl,) / mol dm™

o 05
o 1.0
A 15
v 20

Slika 13. Frakcija oslobodenih kationa kalcija, fca, U vremenu, t, iz (a) ALG/Ca i (b)
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(b)

ALG/(Ca+Tv) mikrosfera pripravljenih pri razli¢itim poc¢etnim koncentracijama kationa kalcija,

Povecanje koncentracije kalcijevih iona rezultiralo je smanjenjem brzine otpustanja kalcijevih iona

ci(CaCly). Na slikama su oznacene i odgovarajucée standardne devijacije.

(Tablica 5) za obje vrste mikrosfera. Koli¢ina oslobodenih kationa kalcija u prisustvu T. viride

spora bila je neSto manja, kao 1 brzina otpustanja u usporedbi s ALG/Ca mikrosferama. To se moze

pripisati promjeni strukture mreZe zbog elektrostatskih odbijanja izmedu slobodnih dijelova

alginatnih lanaca i spora T. viride, kao i mehanickih medudjelovanja.
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Tablica 5. Varijacije konstante otpustanja (k), eksponenta (n) i koeficijenta korelacije (R?) kalcija
oslobodenih iz (ALG/Ca) i (ALG/(Ca+Tv) mikrosfera pripravljenih pri razli¢itim pocetnim
koncentracijama kalcijevog klorida, ci(CaClz)/mol dm=.

- ALG/Ca ALG/(Ca+Tv)

9,5x10™* 0,03 0,98 6,5x10 0,07 0,99
8,5x10 0,04 0,99 6,1x10* 0,04 0,98
8,4x10 0,10 0,98 5,9x10 0,03 0,99

- 5,0x10 0,20 0,99 5,2x104 0,02 0,99
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Interdisciplinarna istrazivanja simultane inkapsulacije bioloskog i kemijskog sastojka u mikrosfere
alginata provedena su na modelnim sustavima. Imajuéi u vidu da je T. viride zivi mikroorganizam
1 da koli¢ina alginata i koncentracija gelirajuceg kation utjecu na strukturu mikrosfera istrazen je
utjecaj koncentracije kalcijevih iona na prezivljavanje T. viride te fizikalno kemijska svojstva
mikrosfera. Stoga je rasprava kao i rezultati podijeljena u dva dijela. U prvom dijelu raspravljen
je utjecaj kalcijevih iona i inkapsulacije na sposobnost prezivljavanja i aktivnost T. viride, a u
drugom fizikalno-kemijska svojstva i mehanizmi otpustanja aktivnih sastojaka iz mikrosfera

alginata.

5.1. Medudjelovanja spora T. viride i kalcijevih iona

Sporulacija i rast vrsta Trichoderma ovise o medusobnom djelovanju razli¢itih ¢imbenika okoline
(izloZenost svjetlu, omjerima C:N, okoliSnim kationima, okolnom pH mediju, endogenim
ritmovima, fizi€koj ozljedi micelija 1 prisutnost gljiviénih hlapljivih organskih spojeva) medu
kojima kalcij igra vaznu ulogu (Jayaswal i sur., 2003; Steyaert i sur., 2010). Trichoderma vrste bi
mogle pruziti Sire mogucnosti u koristenju u ishrani i zastiti bilja radi visoke sposobnosti
akumuliranja i kompatibilnosti s makro i mikronutrijentima. Trichoderma vrste pripadaju grupi
mikroorganizama, koji mogu prezivjeti u visokim koncentracijama razli¢itih metala te imaju
potencijal da ih vezu. Istrazivanje vezanja kationa na Trichoderma vrste otkrilo je ulogu stani¢ne
stijenke gljiva jer se kalcijevi ioni vezu, uglavnom, na stanicne stijenke ¢ija se struktura sastoji od
polisaharida i glikoproteina, kao i lipida te drugih komponenata (pigmenata i anorganskih soli)
(Lopez Errasquin i Vazquez, 2003; Fogarty i Tobin, 1996). Pigment melanin, koji u drugim
vrstama gljiva povezan s hitinom, je potpuno zamijenio hitin na stani¢noj stijenki Sspora
Trichoderma vrsta. Melanin sadrzi karboksilne, fenolne, hidroksilne i aminske funkcionalne
skupine koje sluze kao potencijalna mjesta vezanja metalnih iona. Rast i sporulacija ispitivani su
u suspenzijama, inokulirani na PDA supstratu, te ispunjeni u mikrosfere kako bi se testirala

bioaktivnost spora T. viride u prisutnosti razlicitih koncentracija kalcijevog klorida.
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5.1.1. Elektri¢ni naboj i veli¢ina spora T. viride suspendiranih u vodi

U ovom radu utvrdeno je kako se spore T. viride oblikom i veli¢inom od oko 3,6 um pojavljuju
slicne sporama Penicilliuma (Ye et al., 2002) i Aspergillusa (Kwon-Chung i Sugui, 2013) (Slika
1a). Takoder, spore T. viride su pokazale inverzan odnos povrsinske hidrofobnosti i povrSinskog
elektri¢nog naboja kao $to su ustvrdili i Singh i sur. (2004) u svom istrazivanju. Oni su ustanovili
kako su manje hidrofobne povrsine stanica ujedno manje negativno nabijene, odnosno da postoji
obrnut odnos elektricnog naboja na povrsini stanice (zeta potencijal u rasponu od -11 do 42 mV) i
hidrofobnosti stani¢ne povrsine (u rasponu od 12 do 52%). To je potvrdeno i u ovom radu jer su
se spore relativno lako suspendirale u vodi. Povecanjem koncentracije kationa kalcija spore T.
viride postaju manje negativno nabijene zbog elektrostatskog vezanja kalcijevih iona. Promjena
naboja oko 0,7 mol dm kalcijevih iona ukazuje da su osim elektrostatskih medudjelovanja za
vezanje iona odgovorni i drugi mehanizmi kao $to su ionska izmjena i/ili neke druge fizikalno-
kemijska medudjelovanja kalcijevih iona i funkcionalnih skupina na staniénoj stijenki gljiva. Sto
se tice velicina Cestica, kalcijevi ioni pri nizoj koncentraciji znac¢ajno ne mijenjaju njihovu veli¢inu.
Suprotno tome, pri visim koncentracijama elektrostatskim vezanjem kalcijevih iona smanjuje se

negativan naboj spora T. viride i dolazi do njihove agregacije, tj. veli¢ina Cestica raste.

5.1.2. Utjecaj kalcijevih iona na rast i sporulaciju T. viride

Promatranjem sporulacije i razvoja micelija tijekom 10 dana, na uzorcima pripravljenim
inokulacijom suspenzija spora na PDA supstratu, pokazalo se da micelij pokriva hranjivi supstrat,
uklju¢ujuéi kontrolnu Petrijevu zdjelicu natopljenu destiliranom vodom. Izmedu 1 i 1,5 mol dm
koncentracije kalcijevog klorida opazeni su maksimalan rast micelija i sporulacija. Kod najvise
koncentracije, micelij nije pokrivao cijeli supstrat i sporulacija je izostala. Rezultati su u skladu s
literaturnim da prisutnost kationa kalcija inducira sporulaciju T. viride u potopljenom (Simkovié i

sur., 2008) i krutom mediju (KryStofova i sur., 1995, 1996), ovisno o koncentraciji i vremenu.

Rezultati su pokazali da mikrosfere pruzaju okruzenje koje podrzava klijanje. Molekulska
medudjelovanja kationa kalcija i negativno nabijenih T. viride spora omogucuju sporulaciju

tijekom skladiStenja. Klijavost u mikrosferi ovisi o koncentraciji kalcija i vremenu. Najveci prinos
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biomase je opazen nakon 10 dana skladiStenja i pri koncentraciji kalcijevih iona 1 mol dm™=.
Mehanizmi kojim kationi kalcija utjeCu na bioaktivnost T. virida nisu dobro poznati. O¢ito je da
su molekulska medudjelovanja dvovalentnih kationa i negativno nabijenih spora T.viride primarno
elektrostatske prirode, medutim, pri visim koncentracijama kalcija, treba uzeti u obzir i druga

fizikalno-kemijska medudjelovanja kationa i stani¢ne stijenke gljive.

5.1.3. ldentifikacija medudjelovanja iona Kalcija, spora T. viride i natrijevog alginata

Informacije o molekulskim medudjelovanjima kalcijevog klorida, T. viride i natrijevog alginata
dobivene su usporedbom spektara pojedina¢nih sastojaka i njihovih smjesa. Spektri kalcijevog
klorida (Cho i sur., 2014), T. viride (Vincekovic i sur., 2016) i natrijevog alginata (Sankalia i sur.,

2007) u skladu su s literaturnim podacima.

Spektar T. viride i smjese kalcijevog klorida pokazuje nesto intenzivnije, ali uze -OH i -NH
vibracije istezanja oko 3385 cm™ i zna¢ajno smanjenje intenziteta T. viride vrpci oko 2921 i 2854
cm™’. Nestanak malih pikova izmedu 1500 i 1200 cm™, pojava pika na 1311 cm, te pomicanije T.
viride vrpci od 3321, 1608, 1207 i 663 cm™ do 3394 1628, 1307 i 647 cm™ upudéuje da su
karboksilne i hidroksilne skupine uklju¢ene u medudjelovanja $to je sliéno primijeéeno za

medudjelovanja T. viride i iona bakra (Vincekovi¢ i sur., 2016).

Spektar smjese T. viride i alginata pokazuje $ire i intenzivnije vibracije istezanja oko 3321 cm™
Sto upucuje na pojacane intermolekulske vodikove veze. Nestajanje karakteristi¢nih pikova T.
viride (2921 i 2854 cm™, malih pikova izmedu 1500 i 1200 cm™®) i vrpci karakteristi¢nih za alginat
(1125 do 813 cm™) te pomaci i smanjenje intenziteta vrpci istezanja karakteristi¢nih za karboksilne

skupine upu¢uju na medudjelovanja s hidroksilnim, amino i karboksilnim skupinama.

5.2.  Fizikalno-kemijska karakterizacija mikrosfera

Agroformulacije s mikroCesticama su u okoliSu izloZene brojnim destabiliziraju¢im faktorima,
bubrenju i konacno dezintegraciji te je poznavanje fizikalno-kemijskih svojstava i mehanizama

otpustanja aktivnih sastojaka osobito vazno za pripravu agroformulacija za odredenu primjenu.
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Esencijalna svojstva za sve mikrosfere su kapacitet inkapsulacije, mehanic¢ka i kemijska stabilnost,
svojstva bubrenja, mogucnost kontrole otpustanja aktivnih sastojaka, niska toksi¢nost, mali
troskovi priprave itd. Ne postoje mikrosfere koje mogu zadovoljiti sva ta svojstva, ali se prema

ciljanoj primjeni prilagoduju procedure priprave.

5.2.1. Kapacitet inkapsulacije i stupanj bubrenja

Rezultati su pokazali da povecanje koncentracije kalcija smanjuje uéinkovitost inkapsulacije za
obje vrste mikrosfera, $to ukazuje da je cak i najniZa koncentracija kationa kalcija bila dovoljna za
geliranje koli¢ine dodanog alginata. Jednako su utvrdili Vincekovic i sur. (2017), samo s bakrovim
ionima (Cu?"). Mikrosfere dostizu maksimalan kapacitet inkapsulacije ¢ak i pri najniZoj
koncentraciji kalcija. Ve¢i kapacitet inkapsulacije ionima kalcija pokazale su mikrosfere ispunjene
s obje aktivne tvari od onih ispunjenih samo s ionima kalcija kao i u istrazivanju Vincekovica i

sur. (2017) s ionima bakra.

Dispergiranjem u vodenoj otopini, mikrosfere bubre i mijenjaju mnoga svojstva kao $to su
mehanicka Cvrstoca, propusnost, oslobadanje aktivnih tvari, stabilnost i brzina dezintegracije.
Proces bubrenja ukljucuje dva temeljna molekulska procesa: (i) prodiranje otopine u mikrosferu i
(ii) relaksaciju polimernih lanaca (Siepmann i Siepmann, 2012). Pove¢anjem koncentracije kalcija
smanjuje se stupanj bubrenja $to je u skladu s literaturnim podacima (Liu i sur., 2004; Davidovich-
Pinhas i Bianco-Peled, 2010). Pri visim koncentracijama CaCl, povecava se stupanj umrezavanja
I gustoc¢a strukture gela koja uzrokuje manje bubrenje u otopini. Tijekom geliranja, karboksilne
skupine guluronskih kiselina reagiraju s kalcijevim ionima i lanci alginata se umreZavaju.
Povecanje koncentracije kalcija smanjuje dostupnost ovih skupina molekulama vode te smanjuje
veli¢inu Supljina unutar alginatnih sfera, koje primaju vodu, $to uzrokuje stvaranje guste mreze

koja slabije bubri (Roy i sur., 2009; Bajpai i Sharma, 2004).

Veci stupanj bubrenja i manju promjenu Sw s povecanjem koncentracije kalcija pokazale su
mikrosfere sa sporama T. viride od onih pripravljenih bez T. viride $to ukazuje na razli¢ite strukture
gela. Dobro je poznato da je stupanj bubrenja hidrogela ograni¢en umreZavanjem i da se stupanj
bubrenja moze koristiti kao mjera opsega umrezavanja (Roger i sur., 2006). Prema tome, prisutnost

T. viride smanjila je stupanj umrezavanja mikrosfera kalcijevog alginata. Promjena strukture
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mreze gela se moze pripisati elektrostatskim odbijanjima spora T. viride i slobodnih dijelova
alginatnih lanaca (zeta potencijal matrice kalcijevog alginata je oko -10 V) (Rokstadet i sur., 2014)

kao 1 mehani¢kim medudjelovanjima.

5.2.2. Morfologija i veli¢ina mikrosfera

Opcenito, veli¢ina i ujednacenost veli¢ina mikrosfera uglavnom je odredena eksperimentalnim
uvjetima priprave (viskozno$¢u otopine alginata, promjerom vrha igle (mlaznice) kroz koju se
otopina dodaje, koncentracijom kalcijevog klorida, brzine protoka otopine alginata i udaljenost od
Sprice (mlaznice) do kupelji s gelirajué¢im kationom) (Ouwerx i sur., 1998; Blandino i sur., 1999).
Najveée mikrosfere nastale su pri najnizoj koncentraciji kalcijevog klorida jer niska koncentracija
kalcija usporava geliranje te nastaju gelovi s ve¢im postotkom zadrzane vode (Rodrigues i Lagoa,
2006). Povecanjem koncentracije kalcija smanjuje se veli¢ina mikrosfera $to je u skladu s

literaturnim podacima (Shi i sur., 2011; Daemi i Barikani, 2012).

Susenjem na zraku mikrosfere se smanjuju, a povrsina postaje neravna uslijed gubitka vode. SEM
mikrofotografije povrSine suhih mikrosfera pokazale su visoku poroznost s veli¢inom pora od
0,169 um. Na povrsini ALG/(Cat+ Tv) uoceni su i mjehuri¢i odnosno mjesta na kojima klice T.
viride prodiru iz mikrosfere. To je potvrdeno i CLSM mikrofografijama na kojim se vide miceliji

unutar mikrosfere i prodiranje klica u okolinu.

5.2.3. ldentifikacija molekulskih medudjelovanja u mikrosferama

Usporedbom spektara ALG/Ca i ALG/((Ca+Tv) i utjecaj koncentracije kalcijevih iona jasno
ukazuju na strukturne razlike mikrosfera. Povec¢anjem koncentracije kalcijevih iona, najznacajnije
promjene se uocavaju kod hidroksilnih i karboksilnih skupina alginata. Ve¢i utjecaj promjena
koncentracije kalcija je uocen na ALG/Ca mikrosferama. Povecanje te smanjenje intenziteta
vibracija hidroksilnih skupina pripisuje se promjeni sadrzaja vode u mrezi gela. Sli¢no tome, Roy
i sur. (2009) izvijestili su da poveéanjem koncentracije kalcija od 0,2 do 1,5 mol dm™ rezultira

manjim Supljinama koje imaju manju koli¢inu vode. Pomaci pikova (asimetri¢ne karboksilne
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vibracije rastezanja se pomicu prema nizem valnom broju, a simetricne vibracije istezanja
karboksilnih skupina pomicu se prema visem valnom broju) posljedica su zamjene iona natrija s
ionima kalcija, odnosno zbog promjena gusto¢e naboja, povecanja radijusa i atomske tezine

kationa (Daemi i Barikani, 2012).

Utjecaj koncentracije kalcijevog klorida na ALG/((Ca+Tv) mikrosfere je manji i porast
koncentracije kontinuirano povecava intenzitete karakteristi¢nih funkcionalnih skupina alginata.
Pri najvisoj koncentraciji kalcijevog klorida hidroksilni i asimetri¢ni karboksilni vibracijski pikovi
se dijele na dva sli¢na (1604 i 1637cm™ te 3248 and 3369 cm™) §to upucuje na porast umrezavanja
(Cho i sur., 2014). Sli¢no je zabiljezeno u prethodnim istrazivanjima koja su pokazala da se te
vibracijske vrpce mogu koristiti za pracenje strukturnih promjena razli¢itih alginatnih gelova

(Daemi i Barikani, 2012).

5.2.4. Invitro otpustanje T. viride spora i iona kalcija iz mikrosfera

Mehanizmi kojim se aktivna tvar otpusta iz mikrosfera su slozeni i ukljucuju razliite procese:
prodiranje okolne otopine u mikrosferu, bubrenje mikrosfera, difuziju aktivnog sastojka kroz
mrezu gela, otapanje aktivnog sastojka u okolnom mediju i eroziju nabubrene mikrosfere
(Maderuelo i sur., 2011). Pokazano je da su difuzija, bubrenje i erozija najvazniji mehanizmi Koji
kontroliraju brzinu otpustanja aktivnih sastojaka iz hidrofilnih mikrosfera (Sankalia i sur., 2007).
Korsmeyer i sur. (1983) su primijenili empirijski model za analizu otpustanja aktivnih sastojaka iz

hidrofilnih mikrosfera:

f =kt"
gdje je f frakcija otpustena u vremenu t, Kk je kineticka konstanta karakteristicna za odredeni sustav
i n je eksponent karakteristican za kontrolni mehanizam otpustanja. U slucaju pocetnog naglog
otpustanja aktivnih tvari koristi se prilagodena jednadzba (Lindner i Lippold, 1995; Kim i Fassihi,
1997):
f=a+ kt"

gdje je a presjek y-osi koji karakterizira efekt pocetnog naglog otpustanja.
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Prema tom modelu, eksponent n karakterizira tri razli¢ita mehanizma (Fickova difuzija, anomalna
(ne-Fickova difuzija) i transport tipa Il). Vrijednosti n <0,43 ukazuju da otpustanje kontrolira
klasi¢na Fickova difuzija, n> 0,85 otpustanje kontrolira transportom tipa Il (bubrenje i relaksacija
polimernih lanaca), dok vrijednosti n izmedu 0,43 i 0,85 pokazuju anomalnu transportnu kinetiku

kontroliranu kombinacijom dvaju difuzijskih mehanizama i transportom tipa I1.

Poznavanje kinetike i mehanizama koji kontroliraju u otpustanje aktivnih sastojaka je vazno za
pripravu optimalnih agroformulacija baziranih na biopolimernim materijalima. Dizajn
kontroliranog sustava za isporuku ukljucuje optimizaciju mnogih parametara medu kojima su
najvazniji tip i koncentracija oba, biopolimera i geliraju¢eg kationa (Sankalia i sur., 2007). U tom
smjeru, kinetika i mehanizmi oslobadanja T. viride i kationa kalcija istrazeni su na mikrosferama
pripravljenima pri razli¢itim koncentracijama kalcijevog klorida i uz konstantnu koncentraciju

alginata.

Sve profile otpustanja oba sastojka karakteriziraju brzo pocetno oslobadanje nakon cega slijedi
sporije otpustanje. Kontrolni mehanizam otpustanja T. viride je kombinacija dvaju difuzijskih
mehanizama te bubrenja 1 relaksacije polimernih lanaca (anomalna transportna kinetika). Veca
koli¢ina T. viride u okolnom mediju od inkapsulirane, posljedica je klijavosti unutar mikrosfera i
u okolnom mediju. Kontrolni mehanizam otpustanja kalcija je Fickova difuzija. Opazene razlike
u mehanizmima otpustanja mogu se pripisati razlikama u strukturi mikrosfera, vrsti i veli¢ini

sastojaka koji je otpusten.

Povecanjem koncentracije kalcija smanjila se brzina otpustanja oba sastojka $to se moze objasniti
povecanjem gustoce umrezavanja (Aslani i Kennedy, 1996) i homogenosti (Al-Musa i sur., 1999).
Brzina geliranja alginata vazan je ¢imbenik u kontroli homogenosti i1 ¢vrstoe mikrokapsule.
Usporeno geliranje daje homogene strukture s boljim mehani¢kim svojstvima. Pri vi§im
koncentracijama iona kalcija, mikrosfere nastaju brze i manje su homogene od onih nastalih pri
nizim koncentracijama kalcijevih iona. Homogene mikrosfere dopustaju vecu brzinu difuzije zbog

jednolike veli¢ine pora, dok nehomogene usporavaju difuziju u mreznoj strukturi.
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e Razlike u fizikalno-kemijskim svojstvima i mehanizmi otpustanja bioaktivnih tvari iz
mikrosfera alginata ovise o pocetnoj koncentraciji kalcija i prisutnosti T. viride spora.

e FTIR spektroskopijom utvrdena su slozena medudjelovanja svih sastojaka u mikrosferama.

e Spore T. viride suspendirane u vodi nose negativan naboj i vezu kalcijeve ione
elektrostatskim medudjelovanjima. Pri visSim koncentracijama kalcijevih iona spore T.
viride agregiraju.

e Mikrosfere kalcijevog alginata pruzaju povoljno okruzenje za klijanje T. viride. U¢inak
koncentracije kationa kalcija na broj spora u mikrosferama ovisi o vremenu i koncentraciji.
Najbolji prinos spora je dobiven pri 1 mol dm™ kalcijevog klorida.

e Prisutnost spora i razvoj klica unutar mikrosfera mijenja strukturu mreze zbog
elektrostatskih odbijanja izmedu slobodnih dijelova alginatnih lanaca i spora T. viride, kao
1 mehanic¢kih medudjelovanja.

e Osnovan uvjet za inkapsulaciju Zivih mikroorganizama je da preZive inkapsulaciju i zadrze
sposobnost rasta. Opc¢enito, poseban problem u komercijalnoj uporabi zivih organizama je
odabir formulacije koja ¢e osigurati preZivljavanje tijekom skladiStenja i primjene. U tom
smislu inkapsulacija u mikrosfere alginata predstavlja dobar odabir jer §titi T. viride od
okoliSa, osigurava prezivljavanje 1 sigurnu isporuku bilju.

¢ Kontrolni mehanizam otpustanja T. viride je kombinacija dvaju difuzijskih mehanizama te
bubrenja i relaksacije polimernih lanaca (anomalna transportna kinetika). Vec¢a kolicina T.
viride u okolnom mediju od inkapsulirane, posljedica je klijanja unutar mikrosfera i u
okolnom mediju. Brzina otpustanja spora T. viride smanjuje se porastom koncentracije
kalcijevog klorida. Smanjenje brzine otpustanja je u skladu s ucinkom povecanja
koncentracije kalcija na strukturu mreze alginata.

e Kontrolni mehanizam otpustanja kalcijevih iona je Fickova difuzija kroz mikrosfere.
Smanjenje brzine otpusStanja je u skladu s uc¢inkom povecanja koncentracije kalcija na
¢vrstocu strukture mreze alginata.

e Prisutnost T. viride spora utjeCe na brzinu otpustanja i koli¢inu oslobodenog kalcija; obje

vrijednosti su manje u usporedbi s ALG/Ca mikrosferama. Smanjenje brzine oslobadanja
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moze se pripisati stvaranju klica unutar mikrosfere i njihovom prodiranju kroz povrsinu u
okolni medij.

Rezultati su pokazali da se fizikalno-kemijska svojstva mikrosfera alginata mogu podesiti
koriStenjem odgovaraju¢e koncentracije gelirajueg kationa boljim razumijevanjem
molekulskih medudjelovanja bioaktivnih sastojaka i sustava za isporuku.

Provedena istrazivanja su od izravne praktiCne vaznosti, jer je razumijevanje
medudjelovanja biopolimera i bioaktivnih sastojaka na molekulskoj razini temelj za razvoj

novih agroformulacija za zastitu i prihranu bilja u smislu ekoloske i odrzive poljoprivrede.
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9. SAZETAK

9. SAZETAK

Marta Bedek

Fizikalno-kemijska karakterizacija i mehanizmi otpustanja Trichoderma viride spora

i kalcijevih iona iz mikrosfera kalcijevog alginata

Pripravljene su nove agroformulacije za simultanu isporuku kemijskog 1 bioloski aktivnog sastojka
biljkama inkapsulacijom spora Trichoderme viride u mikrosfere kalcijevog alginata. Utjecaj
koncentracije kalcijevih iona na rast i sporulaciju T. viride kao i na esencijalna fizikalno-kemijska
svojstva mikrosfera istraZen je pri konstantnoj koncentraciji alginata. FTIR spektroksopska analiza
je ukazala na slozena medujelovanja svih sastojaka u mikrosferi. Medudjelovanja kalcijevih iona
i Trichoderme viride poti¢u germinaciju tijekom skladistenja u mikrosferi. Vidljivi micelij opazen
oko mikrosfera nastao je germinacijom spora unutar mikrosfere i prodiranjem germ cijevi u

okolinu.

Razlike u fizikalno-kemijskim svojstvima i karakteristike otpustanja bioaktivnih sastojaka izmedu
mikrosfera pripravljenih s i bez T. viride pripisane su razli¢itoj strukturi mreze gela. Kontrolni
mehanizam otpustanja T. viride je kombinacija difuzije, bubrenja i relaksacije polimernih lanaca
(anomalna transportna kinetika). Koli¢ina spora T. viride u okolnom mediju je usko povezana s
dva procesa; jedan je otpusStanje iz mikrosfere i drugi germinacija. Primjenom Korsmeyer—
Peppasovog empirijskog modela ustanovljeno je da je Fickova difuzija kontrolni mehanizam
otpusStanja kalcija. Rezultati su pokazali da se nova formulacija moze koristiti kao sustav za

isporuku T. viride i kalcija u poljoprivredi.

Kljuéne rije¢i: mikrosfere, Trichoderma viride, kalcijev ion, mehanizmi otpustanja,

agroformulacije
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10. SUMMARY

10. SUMMARY

Marta Bedek

Physico-chemical characterization and mechanisms of release of Trichoderma viride

spores and calcium ions from calcium alginate microsphere

Novel formulations for simultaneous delivery of chemical and biologically active agents to the
plants were prepared by loading Trichoderma viride spores in calcium alginate microspheres. The
impact of calcium ions concentration on the vegetative growth and sporulation of T. viride as well
as on the essential microsphere parameters was investigated at an adjusted constant concentration
of alginate. Investigation of intermolecular interactions in microspheres using FTIR spectroscopy
revealed complex interactions between all components. The interactions between calcium cations
and negatively charged T. viride spores stimulated germination during storage in microspheres.
Visible mycelium observed around microspheres was generated by spore germination inside
matrix and germ tubes protruding out of microspheres.

Differences in physicochemical properties and bioactive agents release characteristics between
microspheres prepared without and with T. viride were ascribed to changes in the microsphere
structure. The underlying mechanism controlling T viride release from microspheres is
combination of the diffusion, swelling and polymer chains relaxation (anomalous transport
kinetics). The amount of T. viride spores in the surrounding medium is closely related to two
processes, one is the release from microspheres and the other is germination. Fitting to simple
Korsmeyer—Peppas empirical model revealed the rate controlling mechanism of calcium release is
Fickian diffusion. The results indicated that new formulation can be used as T. viride and calcium

delivery system in the agriculture.

Keywords: microspheres, Trichoderma viride, calcium cation, release mechanisms,

agroformulation
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