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1. UVOD

Kako bi se poboljsao rast i razvoj biljaka koje ¢ine jednu od ekoloskih osnova planeta Zemlje,
a takoder i jednu od osnova prehrane ljudi, u suvremenom se dobu koriste razli¢iti preparati i
proizvodi s ciljem poboljSavanja zdravstvenog statusa biljaka i njihove zastite od razli¢itih
bolesti i Steto¢ina. No, u danasnjici su sve dostupniji kemijski preparati koji Cesto mogu biti
toksi¢ni za biljke, no takoder i toksi¢ni za okolis, Zivotinje, kao i za ljude. Takoder, opetovanim
koriStenjem razliitih proizvoda raste otpornost Stetnih organizama, a nusprodukti umjetnih
pesticida, insekticida i drugih kemijskih sredstava ostaju u tlu i u biljkama te imaju dokazano

Stetan ucinak na ljude, biljke, Zivotinje i tlo.

Iz ovog su razloga kao tema ovog rada odabrani bakterijski fertilizacijski preparati, koji
predstavljaju organski i prirodan nac¢in poboljSavanja kvalitete biljaka i pozitivnog utjecanja na
rast 1 razvoj biljaka. Bakterijski fertilizacijski preparati podrazumijevaju koriStenje
mikroorganizama i1 nusprodukata njihovog metabolizma kako bi se poboljsala opskrba biljaka
nutrijentima. Mikroorganizmi koji se koriste kao fertilizacijski preparati nemaju Stetno
djelovanje na ljude i druge zive organizme, kao ni na okoli$, Sto predstavlja iznimnu prednost i

razlog za njihovo proucavanje i prakti¢no koriStenje.

Rad se sastoji od pet poglavlja. Prvo poglavlje je uvod u kojem se iznosi problematika i cilj
rada. Drugo poglavlje iznosi ¢injenice o mikrobioloskim preparatima, mikroorganizmima koji
sudjeluju u razgradnji organske tvari 1 mikroorganizmima koji sudjeluju u kruzenju dusika.
Poblize se definiraju simbiozni fiksatori dusika i rodovi bakterija koji sudjeluju u tom procesu,
slobodni fiksatori duSika i svojstva roda Azotobacter, kao i asocijativni fiksatori duSika i
svojstva roda Azospirillium. Takoder se definiraju i mikroorganizmi koji sudjeluju u kruzenju
fosfora. U treCem se poglavlju obraduje priprema mikrobioloskih preparata i razli¢iti nacini
formulacije mikrobioloskih preparata, a takoder se fokusira i na novu metodu bioinkapsulacije
kao nacina formulacije mikrobiologkih preparata. Cetvrto poglavlje je zaklju¢ak, nakon kojeg

slijedi popis literature, sazetak, popis slika i popis tablica.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Mikrobioloski preparati

Mikrobioloski preparati predstavljaju prirodan nacin opskrbe biljaka razli¢itim tvarima iz tla,
te se mogu smatrati prirodnim nafinom fertilizacije biljaka. Mikrobioloski se preparati joS
nazivaju i bioloskim fertilizatorima, te predstavljaju zive mikroorganizme koji poboljSavaju
ishranu biljaka putem ili mobilizacije ili pove¢avanja dostupnosti hranjivih tvari u tlu (Mitter 1
sur., 2021.). Mikrobioloski preparati znacajni su po tome §to su to zivi mikrobioloski organizmi,
najcesce bakterije 1 gljive, koji potjecu iz prirode te koje djeluju sinergijski na rast i razvitak
kultura koje se uzgajaju. Mikrobioloski preparati takoder pomazu i u razvijanju biljaka u
stresnim uvjetima, a poznati su i po stimulaciji prirodnih procesa kao i aktivaciji obrambenih

mehanizama biljaka te njihove otpornosti na razlicite bolesti i1 Stetoc¢ine (Perkuni¢, 2021.).

MikrobioloSki preparati, nadalje, djeluju tako da povecavaju mikrobioloSku aktivnost u tlu na
koje su primijenjeni, djeluju pozitivno na razlaganje organskih ostataka u tlu te takoder pomazu
u aktivaciji hranjivih tvari u tlu (Perkuni¢, 2021.). Mikrobioloski preparati takoder imaju ulogu
u povecavanju dostupnosti i mobilnosti makroelemenata 1 mikroelemenata u tlu, te ¢e o tome

biti govora u daljnjem tekstu.

Mikrobioloski preparati mogu se podijeliti na:

e Mikrobioloske fungicide (Slika 1.), koji se mogu definirati kao pripravci na bazi mikro-
gljivica, aktinomiceta i1 bakterija koji djeluju negativho na fitopatogene gljivice

(Topolovec-Pintari¢ i Cvjetkovic, 2003.)



e PN

Slika 1. Trichoderma harzianum, najpoznatiji biofungicid

Izvor: https://www.adelaide.edu.au/mycology/fungal-descriptions-and-antifungal-susceptibility/hyphomycetes-conidial-moulds/trichoderma
30.5.2022.

e Mikrobioloske poboljSivace tla ili gnojiva, odnosno biofertilizatore, koji obuhvacaju
razli¢ite korisne predstavnike bakterija, poput fiksatora dusika, cijanobakterija i gljiva
poput mikoriza (Loncari¢ 1 Karali¢, 2015.), te se s bakterijskim predstavnicima ovaj rad

1 bavi.

e Mikrobioloske insekticide, koji sadrzavaju selekcionirane zive organizme, a koji

uzrokuju bolesti §tetnih kukaca i na ovaj na¢in ih suzbijaju (Sevar i sur., 2015.).

Mikrobioloski fertilizacijski preparati predstavljaju ekoloski prihvatljiv nacin fertilizacije tla
putem razliCitih bakterija poput rhizobakterija, gljivica, cijanobakterija, mikoriza, te je glavna
funkcija navedenih mikroorganizama poboljSavanje apsorpcije hranjivih tvari, rast biljaka i

poboljSavanje tolerancije biljaka na abioticki i bioticki stres (Bhardwaj i sur., 2014.).



Postoje Cetiri razli¢ita nacina interakcije izmedu biofertilizatora i biljaka (Gray i Smith, 2005.),
te se ovi nacini interakcije mogu podijeliti na to koliko su mikroorganizmi u doticaju s
korijenom biljke. Samim time se, po istim autorima, mogu navesti i Cetiri vrste

mikroorganizama koji djeluju kao biofertilizatori:

e Mikroorganizmi koji zive u tlu blizu korijena i koriste se metabolitima dusSika i ugljika
koje stvara korijen, te ¢ine rizosferu

e Mikroorganizmi koji koloniziraju rizosferu i ¢ine povrsinu tla

e Mikroorganizmi koji koloniziraju tkivo korijena i nastanjuju se u medustaniénom
prostoru

e Mikroorganizmi koji Zive unutar stanica biljke u specijaliziranim strukturama korijena.

Mikroorganizmi koje se upotrebljavaju u fertilizacisjkim preparatima sudjeluju u procesima
transformacije organskih ostataka, u procesima kruzenja dusika, fosfora i predstavljaju razlicite
predstavnike rodove bakterija i gljiva koji ¢e biti navedeni. Dakle, mikrobioloski se preparati
mogu Koristiti 1 u svrhu povecavanja plodnosti odredenog tla. UnoSenjem mikroorganizama u
tlo nastoji se intenzivirati 1 ubrzati procesa transformacije organske tvari (Hajnal Jafari 1 sur.,

2020.) kako bi se biljkama pruzila mogucnost lakSe i brze opskrbe hranjivim tvarima.

Koli¢ina biljaka koja se moze zasaditi na odredenom tlu limitirana je koli¢inom glavnih
nutrijenata u tlu, od kojih su za biljke najvazniji dusik (N), fosfor (P), kalij (K), Zeljezo (Fe) 1
tako dalje. Buscot i Varma (2010.) navode kako su mikroorganizmi koji djeluju tako da
razgraduju organsku tvar kljuéni u biokemijskim ciklusima elemenata na Zemlji.
Biofertilizatori su industrijski proizvodi bazirani na kultiviranim mikroorganizmima koji su
izolirani iz tla ili rizosfere biljaka 1 koji su dokazano sposobni modificirati i poboljSavati rast i
razvoj biljaka kroz mnogo razli¢itih procesa 1 aktivnosti (OECD, 2015.). Vaznost

biofertilizacija prikazana je na Slici 2.



Povecani
biljni rast

Slika 2. Prikaz vaznih mehanizama mikroorganizama koji sluze fertilizaciji biljaka

Izvor: Kumar, A., Prakash, A., Narain Johri, B. (2017.): Bacillus as PGPR in Crop Ecosystem.

Dva najvaznija procesa koja obavljaju mikroorganizmi kako bi oslobodili hranjive tvari u tlu
su humifikacija, kojom nastaje humus koji predstavlja slozene organske spojeve nastale
procesom nastajanja jednostavnih kemijskih spojeva tijekom humifikacije, te mineralizacija,
koju karakterizira razlaganje organskih tvari i humusa do jednostavnih elemenata te se u ovom
procesu dogada oslobadanje ugljika, sumpora, fosfora, dusSika i ostalih elemenata. U ovim
procesima ucestvuju razliCiti predstavnici aerobnih 1 anaerobnih bakterija 1 gljiva.
Mikroorganizmi u ova dva iznimno vazna prirodna procesa imaju ulogu omogucavanja

kruZenja biljnih tvari, stvaranja korisne strukture humusa te cuvanja stabilnosti tla i zemljista.

2.2.  Mikroorganizmi u kruZenju dusika

Kruzenje dusSika predstavlja proces koji se sastoji od nekoliko faza, a to su: asimilacija,
amonifikacija, nitrifikaciju, denitrifikaciju i fiksaciju duSika. Zadnje Cetiri se desavaju pod
utjecajem mikroorganizama tla. Organske tvari koje sadrzavaju dusik transformiraju se do

mineralnih oblika koje biljka moze usvojiti. Najvecu paznju znanstvenika zaokuplja bioloska



fiksacija dusika. Bioloska fiksacija duSika predstavlja proces poznat kao izuzetno znacajan u
odrzivoj poljoprivrednoj proizvodnji koja se temelji na smanjenju primjene dusSi¢nih gnojiva i
sredstava za zaStitu bilja, s naglaskom na iskoriStavanje prirodnih resursa i obnovljivih izvora

energije (Komesarovi¢ i sur., 2007.).

Fiksacija dusSika od strane razli¢itih mikrobioorganizama samo je dio ciklusa kruzenja dusika u
prirodi. Kruzenje dusika u prirodi predstavlja kretanje dusika izmedu tla i atmosfere, te se
tijekom ovog procesa dusik u plinovitom stanju pretvara u organske tvari, a organske se tvari

pretvaraju u dusik koji se nalazi u prirodi.

Vazno je spomenuti kako svi organizmi koji imaju mogucénost fiksiranja duSika, to jest
pretvaranja duSika iz atmosfere u oblik kojeg biljke mogu iskoristiti, pripadaju prokariotima
(Zahran, 1999.). Prokarioti predstavljaju jednostani¢ne organizme jednostavne stani¢ne grade,
te su veoma raznoliki i pojavljuju se u prirodi u razli¢itim oblicima. Ovaj proces je ogranicen
na cijanobakterije, arhebakterije i asimbiotske, asocijativne i simbiozne bakterije fiksatore
dusika. U Tablici 1. prikazani su neki od mikroorganizama koji pomazu u opskrbi razlicitih

biljaka dusikom.



MIKROORGANIZMI ODNOS S KOLICINA BILJKA
BILJKOM VEZANOG N DOMACIN
GODISNIE (kg/ha)

Bradirhizobium simbioza 180 Soja

Jjaponicum

B. elkanii

Rhizobium simbioza 50-120 Grasak

leguminosarum bv.

vicae

R. meliloti simbioza 50-460 Lucerna ili plava

Sinorhizobium djetelina

meliloti

R. leguminosarum bv. | simbioza 45-670 Djetelina

trifoli

R.leguminosarum simbioza 25-120 Grah

bv.phaesoli

Frankia spp. simbioza 2-300 Fam.Betulaceae,
Rosaceae,
Myricaceae,
Rhamnaceae i dr

Azotobacter spp. asocijativna 20-100 Kukuruz, Se¢erna

Azospirillum spp., repa, paprika, rajéica

Derxia spp. isl.

Beijerinckia spp.

Tablica 1. Mikroorganizmi koji pomaZzu u opskrbi biljaka duSikom

Izvor: Hajnal Jafari i sur.(2020.): Proizvodnja i primena biopreparata




2.2.1. Simbiozni fiksatori duSika

Najucinkovitiji fiksatori duSika funkcioniraju po principu uspostavljanja simbioze s viSim
biljkama (Mylona i sur., 1995.). Simbiotska fiksacija duSika je najznacajniji oblik fiksacije
dusSika. Tate (1995.) navodi kako simbiozna fiksacija duSika predstavlja najvazniji izvor duSika
koji je fiksiran u cjelokupnom kopnenom sustavu biljaka, a takoder je odgovorna i za polovicu
fiksiranog dusika koji potjece iz bioloskih izvora. Postoje podaci da se svake godine putem
bakterija roda Rhizobium fiksira od 200 do 300 kilograma dusSika po hektru (Zahran, 1999.). U

Tablici 2. prikazani su prosjecne koli¢ine dusika fiksiranog putem simbiotske fiksacije.

Fiksacija duSika u kg/ha godiSnje
Djetelina 101-146
Vicia sativa 50.5-146
Grahorice 28-50.5
Soja 50.5-146

Tablica 2. Fiksacija dusika u kg/ha u godinu dana kod pojedinih biljaka koje su u simbiozi sa

simbioznim fiksatorima duSika

Izvor: http://nmsp.cals.cornell.edu/publications/factsheets/factsheet39.pdf 30.5.2022.

Fox 1sur. (2007.) navode kako se simbiotska fiksacija dusika bazira na izmjenjivanju kemijskih
signala izmedu biljke koja predstavlja domacina i bakterija u tlu. Simbiotski odnos bakterija i
biljke nastaje putem medusobnog prepoznavanja bakterije i biljke, a zatim slijedi infekcija
biljaka bakterijama. Ova infekcija kao rezultat ima razvijanje kvrzica na sustavu korijena
biljaka, te se u njima odvijaju procesi simbiotske fiksacije duSika. Fiksacija duSika zahtijeva
aktivnost enzima nitrogenaze koji djeluje kao katalizator u procesu redukcije molekule dusika

injegove promjene u amonijak i osigurava za to potrebnu energiju i elektrone (Postgate, 1982.).

Biljke iz porodice Leguminosae kroz proizvode fotosinteze omogucuju opskrbljivanje bakterija
ugljikohidrata, a bakterije biljke iz ove porodice opskrbljuju duSikom koji je naj¢esce u obliku

amonijaka. Na ovom principu funkcionira simbioza biljaka koja je obostrano korisna te koja na



kraju rezultira 1 fiksacijom dusSika. KvrZice koje se formiraju na korijenju imaju takvu strukturu

koja omogucuje izmjenu hranjivih tvari izmedu oba aktera simbioze (Mylona i sur., 1995.).

Za simbioznu fiksaciju dusika najznacajnije su bakterije roda Rhizobium, koje se nalaze u
simbiozi s mahunarkama (Rai, 2006.), a takoder i bakterije rodova Bradyrhizobium,
Sinorhizobium, Azorhizobium i Mesorhizobium (Topol i Kanizai Sari¢, 2013.) Takoder su
znacajne i bakterije roda Frankia koje se formiraju u simbiozi s biljkama dvosupnicama, to jest
aktinorhizalnim biljkama, te bakterije roda Azospirillium o kojima ¢e biti govora u daljnjem

tekstu.

Bakterije roda Rhizobium predstavljaju mikroorganizme koji su u interakciji s mahunarkama,
te na njima formiraju kvrzice na korijenju koje omogucuju simbioznu fiksaciju dusika (Beringer
i sur., 1979.). Mahunarke omogucuju nastajanje velikih populacija bakterija roda Rhizobium.
Kod bakterija ovog roda znacajno je to sto, kada udu u simbiozu s biljkom, morfoloski mijenjaju
svoj oblik tako da formiraju bakteriode, to jest stanice bakterija koje imaju nepravilan oblik i u
pravilu su vece od nepromijenjenih bakterija, a takoder imaju i promijenjene stani¢ne stijenke
(Beringer 1 sur., 1979.). Bakterije roda Rhizobium sintetiziraju enzim nitrogenazu putem koje
se fiksira duSik u reakciji s leghemoglobinom. Primjer krvzica na korijenju koje formiraju

bakterije roda Rhizobium prikazan je na Slici 3.

Slika 3. Kvrzice na korijenju biljke nastale u simbiozi s bakterijama roda Rhizobium

Izvor: https://www.micropia.nl/en/discover/microbiology/rhizobium/ 30.5.2022.



Bakterije roda Frankia izvrSavaju fiksaciju dusika u svojim vezikulama, a takoder i u svojim
sporama (Sellstedt i Richau, 2013.). Ove se bakterije najées¢e nalaze u simbiozi s biljkama
dvosupnicama poput Fagales (na primjer Betulaceae, Casuarinaceae, Myricaceae), to jest
bukvolikih biljaka, Cucurbitales (na primjer Datiscaceae, Coriariaceae), to jest tikvovki i
Rosales (na primjer Rosaceae, Elaeagnaceae, Rhamnaceae), to jest biljaka poput ruza, brijesta
i tako dalje (Sellstedt i Richau, 2013.). Primjer formacija kvrzica od strane bakterija Frankia

nalazi se na Slici 4.

Slika 4. Kvrzice koje formiraju bakterije roda Frankia

Izvor: https://bladmineerders.nl/parasites/bacteria/actinobacteria/actinomycetales/frankia/frankia-alni/ 30.5.2022.

2.2.2. Slobodni fiksatori duSika

Slobodna fiksacija duSika jo$ se naziva i asimbioznom fiksacijom dusika. Slobodna fiksacija
dusika zasniva se na tome da fiksatori dusika, to jest mikroorganizmi, prebivaju u tlu i vodi, te
imaju sposobnost fiksirati elementarni dusik bez da biljka ili drugi mikroorganizmi na ikakav
nacin izravno utjecu na to. Energija za fiksaciju dusika dobivena je iz organskih tvari tla, te je

za ovaj nacin fiksacije dusika znacajno da je taj dusik raspoloziv svim biljkama (Spasenic¢,

10



2018.). Slobodnu fiksaciju dusSika najceS¢e obavljaju bakterije roda Azotobacter, Bacillus i
Clostridium, no takoder ju mogu obavljati i bakterije iz rodova slobodno zivuéih bakterija i

cijanobakterija, te ovi mikroorganizmi mogu biti i aerobni i anaerobni.

2.2.2.1. Opéa svojstva roda Azotobacter

Azotobacter predstavlja rod korisnih bakterija koje se mogu pronaci u neutralnim i luznatim
tlima, kao 1 u vodenim podnebljima, a takoder ih se moze pronaci 1 u okoliSu nekih biljaka
(Ravnjak, 2016.). Azotobacter bakterije sposobne su proizvoditi proteine koje Stite nitrogenaze
od naglog stresa koji je uzrokovan kisikom. Azotobacter bakterije takoder mogu sintetizirati tri
nitrogenaze (Ravnjak, 2016.). Za ovaj rod bakterija znacajno je da mogu poprimiti razlicite

oblike koji su prikazani na Slici 6. 1 koji se mogu opisati kao (Ravnjak, 2016.):

e Uspavane stanice ili ciste koje imaju okrugli oblik i nisu metabolicki aktivne

e Kratki tupi Stapi¢i koji imaju dimenzije 2 x 4 um

e Sitni tupi Stapici ili okrugle stanice koje su promjera manjeg od 1 um te se pojavljuju u
parovima

e Vece stanice koje imaju nepravilan vlaknasti oblik.

Azotobacter bakterije uz ostale mikroorganizme imaju iznimno vaznu ulogu u razliitim
ekosustavima upravo zbog njihove funkcije fiksacije dusika koji na taj nacin postaje dostupan
biljkama koje ga tada mogu koristiti. Azotobacter pretvara duSik u amonijak tijekom prije

spomenutog procesa fiksacije dusika, te se amonijak potom pretvara u proteine.

11



(a) (b)

Slika 5. Kolonije roda Azotobacter bakterije

Izvor: Dar, S. A., Bhat, R. A., Dervash, M. A., Dar, Z. A., Dar, G. H. (2020.): Azotobacter as biofertilizer for sustainable soil and plant

health under saline environmental conditions. Microbiota and Biofertilizers, 231-254.

Prisutnost bakterija roda Azotobacter signalizira da je zemlja u tom podrucju plodna i
obradivana, jer se bakterije ovog roda ne mogu pronaci ni u Sumskim ni u toksi¢nim zemljistima
(Narula, 2000.). U obradivanom se zemljiStu moze pronaci od nekoliko tisu¢a do nekoliko
desetaka tisu¢a Azotobacter bakterija po gramu zemljista (Narula, 2000.). Po hektaru se u jednoj
godini pomoc¢u ovih bakterija moze vezati od 20 do 40 kilograma duSika iz zraka, te se ova
iznimna moguénost bakterija roda Azotobacter, a pogotovo Azotobacter chroococcum
primjenjuje i u poljoprivredi (Narula, 2000.). Jo§ neke vazne bakterije iz roda Azotobacter su

Azotobacter vinelandii, Azotobacter beijerinckii 1 Azotobacter paspali (Aasfar i sur., 2021.).

2.2.3. Asocijativni fiksatori dusika

Asocijativna fiksacija duSika se moze definirati kao prijelaz izmedu simbiozne i slobodne
fiksacije dusSika, to jest asimbiozne fiksacije duSika putem mikroorganizama. Asocijativni

fiksatori dusika su aktivni na povrsini korijena oko koje kreiraju finu i tanku ovojnicu. Bakterije
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koje predstavljaju asocijativne fiksatore dusika su specifi¢ne 1 specijalizirane u odnosu na to na
kojim ¢e biljkama stvoriti ovojnicu te tako fiksirati dusik, te ¢e se samo odredeni rodovi

bakterija nastaniti samo na odredenim vrstama biljaka.

Kao i kod simbiozne fiksacije duSika, 1 u asocijativnoj fiksaciji duSika oba organizma, i
bakterija i biljka imaju pogodnosti iz njihovog odnosa. Bakterije kao izvor energije koriste
razliite tvari koje biljka otpusta, a biljke zauzvrat dobivaju moguénost koristenja fiksiranog

dusika koji pomaze u obogacivanju rizosfere oko korijena same biljke.

Najvaznije bakterije koje imaju funkciju asocijativnih fiksatora dusika jesu bakterije iz roda
Azotobacter, Azospirillum, Bacillus i Klebsiella (Di Benedetto i sur., 2017.). Ove se bakterije
mogu koristiti za proces inokulacije neleguminoznih biljaka poput kukuruza, pSenice, krumpira,

Secerne repe te suncokreta (MiloSevi¢ i Govedarica, 2001).

2.2.3.1. Opcéa svojstva roda Azospirillum

Bakterije roda Azospirillium karakterizira njithova pokretljivost, a takoder i Cinjenica da su
Gram-negativne, aerobne te da imaju najvise Stapicasti oblik koji ima promjer 1 um, te su
duzine 2,1-3,8 um i imaju zaSiljene krajeve tijela (Tarrand i sur., 1978.). Za ove je bakterije
znacajno da se pokrecu pomocu biceva, te se u teku¢em okoliSu kre¢u uz pomo¢ jednog bica,
dok u ¢vrstoj okolini na temperaturi od 30° C formiraju nove bo¢ne bi¢eve uz koje se krecu
(Tarrand i sur., 1978.). Optimalna zivotna temperatura za bakterije roda Azospirillum krece se

od 35° C do 37° C (Tarrand i sur., 1978.).

Najveci pozitivan u¢inak na rast i razvoj biljaka dobiva se kada se kombiniraju inokulanti

Azospirillum 1 Rhizobium. Prikaz primjera Azospirillum bakterija nalazi se na Slici 6.
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Slika 6. Azospirillum bakterije

Izvor: F., Pereyra, C. M., Arruebarrena Di Palma, A., Lamattina, L., Creus, C. M. (2015.): Methods for studying biofilms in
Azospirillum and other pgprs. Handbook for Azospirillum, 199-229.

Trenutacno je identificirano 10 vrsta bakterija iz roda Azospirillium:

o  Azospirillum lipoferum,

o Azospirillum brasilense,

o Azospirillum amazonense,

o Azospirillum halopraeferens,
o Azospirillum irakense,

o Azospirillum largimobile,

o Azospirillum doebereinerae,
o Azospirillum oryzae,

o Azospirillum melinis 1

o Azospirillum canadensis (Mehnaz 1 sur., 2007.).
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Bakterije iz roda Azospirillium imaju iznimno vazna svojstva u kontekstu fiksiranja dusika, no
takoder 1 u kontekstu usvajanja fosfora i kalija kod biljaka poput kukuruza, pSenice i rize
(Ravnjak, 2016.). Osim fiksacije duSika pomazu u produkciji hormona rasta auksina i
citokinina koji su iznimno vazni za rast korijena biljke, te se na ovaj na¢in povecava mogucnost

upijanja hranjivih tvari iz tla od strane biljke (Barea i sur., 2005.).

2.3.  Mikroorganizmi u kruZenju fosfora

Fosfor je esancijalni element koji je prisutan u anorganskom obliku u u tlu, ali je i sastavni je
dio zivih stanica biljaka, Zivotinja. mikroorganizama i to: nukleinskih kiselina, ATP-a,
fosolipida, kloroplasta. Biljke imaju moguénost koristenja samo malog dijela fosfora u tlu
upravo zato Sto se vec¢ina fosfora nalazi u obliku netopivog anorganskog fosfata apatita, ili u
obliku organskih spojeva poput koje biljke ne mogu koristiti (Hajnal Jafari i sur., 2020.). Iz
ovih je razloga opskrba biljaka fosforom u poljoprivredi jedna od klju¢nih mjera brige za rast i

razvoj biljaka.

No, ¢ak i kada se fosfor pokusava unijeti u tlo, naj¢es¢e dolazi do imobilizacije vecine fosfora
od strane razlicitih minerala ili talozenja, to jest precipitacije fosfora sa ionima ili zeljeza ili
aluminija u kiselim tlima, te ionima kalcija u luznatim tlima (Hajnal Jafari i sur., 2020.). Na
ovaj nacin fosfor biva nedostupan biljkama, te se ¢ak 80 % fosfora ne iskoristi od strane biljaka
zbog navedenih reakcija (Hajnal Jafari i sur., 2020.). Biljke su u moguénosti usvojiti fosfor
samo ako je ovaj element u obliku iona ortofosforne kiseline (H.PO4 i HPO4?) (Hajnal Jafari

i sur., 2020.).

Mikroorganizmi pomazu u opskrbljivanju biljke fosforom putem procesa:

e Mineralizacije organskih spojeva fosfora

e Imobilizacije pristupac¢nog fosfora

15



Otapanjem neotopivih minerala fosfora.

Mikroorganizmi koji obavljaju navedene funkcije nazivaju se mikroorganizmi koji otapaju

fosfate ili eng. Phosphate Solubilizing Microorganisms (PSM) (Liu 1 sur., 2020). Na Slici 7.

prikazana je uloga mikroorganizama u opskrbi biljaka fosfatom.

Organski i
neorganski
fosfor

-
(4

‘_-—F-“

& &
Rhizobium *, " Enterobacter
L]

Mineralizaciia i solubilizaciia

Bacillas | %,

@
> R
IR TN

.Pmn‘a.lrmns‘ }’ ‘

>

Imobilizaciia

4

Fosfor u zemljistu

Usvajanje P od
strane biljaka

L

H,PO, HPO,,
rastvorljivi
fosfati

Slika 7. Uloga mikroorganizama u opskrbi biljaka fosforom

Izvor: Hajnal Jafari i sur.(2020.):, Proizvodnja i primena biopreparata.

Bakterije koje su najznacajnije za opskrbu biljke fosforom jesu bakterije iz rodova:

Pseudomonas,
Azospirillum,
Bacillus,
Rhizobium,
Burkholderia,
Arthrobacter,
Alcaligenes,
Serratia,
Enterobacter,
Acinetobacter,
Azotobacter,

Flavobacterium,
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e Proteus,
e Staphylococcus,
o Streptomyces i

e FErwinia (Hajnal Jafari i sur., 2020.).

Uz navedene bakterije, bakterije koje imaju moguénost otapanja fosfora su takoder i Bacillus
megaterium, Bacillus circulans, Bacillus subtilis, Bacillus polymyxa, Bacillus sircalmous,

Pseudomonas striata, 1 Pseudomonas fluorescens (Perez i sur., 1993.).
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3. PRIPREMA MIKROBIOLOSKIH PREPARATA

Mikrobioloski preparati postali su popularni te su se samim time i poceli viSe proizvoditi zbog
vidljivih pozitivnih utjecaja mikroorganizama poput gljivica i bakterija na biljke i tlo. Takoder,
mikroorganizmi koji sluze kao fertilizatori dobili su na popularnosti i zbog modernizacije
poljoprivredne proizvodnje, u smislu da se poljoprivreda sve vise okrece koristenju prirodnih
tvari i mikroorganizama kako bi se izbjegao Stetni utjecaj na okolis, a takoder i kako bi se fokus
stavio na zastitu prirode (Kour i sur., 2020.). Mikrobioloski se preparati proizvode kako bi se
poboljsao rast i razvoj biljnih kultura i tla, ali takoder kako bi se i1 preventivno i suzbijajuce
utjecalo na StetoCine koje mogu nastetiti biljkama. Proizvodnja mikrobioloskih preparata
bazirana je na tome da sadrze jednu ili viSe vrsta mikroorganizama kao svoju aktivnu tvar

(Kloko&ar-Smit i sur., 2006.).

Proizvodnja mikrobioloskih preparata sastoji se od sljedecih koraka:

1. Izolacija mikroorganizama

Ispitivanje svojstava mikroorganizama

Ispitivanje djelotvornosti mikroorganizama u kontroliranim uvjetima

Ispitivanje djelotvornosti mikroorganizama u polukontroliranim uvjetima
Ispitivanje djelotvornosti mikroorganizama u poljskim uvjetima te in-situ evaluacija

Standardizacija proizvodnje

A e

Proizvodnja komercijalnog mikrobioloskog preparata i stavljanje tog mikrobioloSkog

preparata na trziSte (Hajnal Jafari i sur., 2020.).

Kako bi se dobio najbolji mogu¢i mikrobioloski preparat, tijekom proizvodnje odredenog
proizvoda potrebno je razmisljati o pojedinim postupcima te preduvjetima koji se trebaju

ispuniti. Neki od tih preduvjeta su:

e Kontroliranje postupka proizvodnje od pocetka uzgajanja mikroorganizama
e Postupak fermentacije kojem je osigurana adekvatna kvaliteta

e Oslobadanje mikroorganizama nakon postupka fermentacije
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e Osigurana kvaliteta formulacije konacnog proizvoda (Warrior, 2000.).

3.1.  Formulacija mikrobioloskih preparata

Jedan od glavnih preduvjeta za dobivanje kvalitetnog mikrobioloskog preparata jest formulacija
tog proizvoda. Kako bi se osigurala kvaliteta proizvoda i kako bi se on uopée mogao prodavati
na trziStu, potrebno je u formulaciju mikrobioloSkog preparata introducirati razli¢ite sastojke
poput treseta 1 gline (Hajnal Jafari i sur., 2020.). Biopreparati se mogu koristiti i primjenjivati
u razli¢itim oblicima, krutim poput granula topivih u vodi, peleta, mikrokapsula, prasaka,

topivih prasaka ili tekucih, ili emulzija (Hajnal Jafari i sur., 2020.).

Formulacija mikrobioloskih preparata moZe se odviti na ¢etiri nacina (Saif'i sur., 2021.), ovisno
o prirodi inokulanta i1 njegovim svojstvima. Kako bi se omoguéilo primjenjivanje
mikrobioloskih preparata u njihovim razli¢itim oblicima, potrebno je odabrati adekvatni nosac,
te je prema mnogim autorima najkvalitetniji nosa¢ — treset. Nosa¢ mikrobioloskog preparata
nosi mikrobne stanice, i mora sadrzavati hranjive tvari za mikroorganizme, nadalje prevenira
mikroorganizme od isusivanja, a takoder i osigurava postepeno oslobadanje mikroorganizama
(Hajnal Jafari 1 sur, 2020.). Nosaci se biraju po kriterijima dostupnosti, prirodnosti i

biorazgradivosti, te se najceSc¢e koriste 1 organski i anorganski prirodni materijali poput:

e vermikulita
e perlita
e talkai

e alginata (Hajnal Jafari 1 sur, 2020.).

Tekuée formulacije pripremaju se zbog lakoce koriStenja, a takoder i zbog poboljsanja
djelotvornosti mikroorganizama. Najmoderniji nac¢in formulacije mikrobioloskih preparata je
bioinkapsulacija stanica, za koju je vazno navesti da su svi nedostaci dosad navedenih

formulacija minimizirani.
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Treset
Organski nosaci -<
Aditivi

Glina

= Neorganski nosaci Perlit i vermikulit

Formulacije
biopreparata Talk

Makrokapsule —;O—ASuhe formulacije
Nosaci-polimeri —<
Mikrokapsule «O—4 Vlazne formulacije

Tekudi inokulanti (hranjiva
podloga+voda ili ulje+aditivi

) =0O— Suha kultura, spore ili ciste

Slika 8. Razli¢ite formulacije biopreparata

Izvor: Hajnal Jafari i sur., Proizvodnja i primena biopreparata, 2020.

Na Slici 2. prikazani su razli¢iti oblici putem kojih mikrobioloski preparati mogu biti

formulirani, te je vazno napomenuti kako se sve formulacije osim tekucih inokulanata

primjenjuju putem praha, granula ili kapsula, a tekuéi se inokulanti primjenjuju putem prskanja,

potapanja sjemena ili rasada te se aktiviraju putem navodnjavanja, ili se unose u tlo.

Bioinkapsulacija

Bioinkapsulacija predstavlja jednu od modernijih tehnologija proizvodnje mikrobioloskih

preparata, te se bazira na tome da se mikroorganizmi inkapsuliraju, to jest smjestaju u kapsulu

koja sluzi tome da ih fizicki zasti¢uje od razli¢itih nepogodnosti iz okoline.
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Kapsula se moze napraviti od polimerskih hidrogelova, kao i putem metoda susenja koje koriste

fluidizirani sloj ili FBD (Mitter i sur., 2021.).

Polimerski hidrogelovi se sastoje od medusobno povezanih polimerskih hidrofilnih lanaca, te
se koriste za bioinkapsulaciju iz dva razloga: predstavljaju vodeno okruzenje koje pomaze u
ocuvanju bioloskih funkcija mikroorganizama u kapsuli, a takoder i1 predstavljaju difuzijsku
barijeru koja dozvoljava prolazak molekula odredene veli¢ine. Novija metoda bioinkapsulacije
putem fluidiziranog sloja koristi se kako bi se povecala stopa prezivljavanja inokulanata, a
takoder 1 kako bi se smanjila kontaminacija (Mitter i sur., 2021.). U ovom se procesu
mikroorganizmi odrzavaju u struji zraka tako da prkose gravitaciji kako bi se ponasali kao
tekucina. Zatim se mikroorganizmi prskaju s materijalom za oblaganje, te se takav pripravak

susi pomocu elektricnih grijaca (Mitter i sur., 2021.).

Core material Homogeniser Uasiadaie
) O O O O O or gas
Solvent i
4 Mix tank
Shell material /l\
Cyclone
Powder
Drying Collector
Chamber
Collection
Vessel

Slika 9. Shematski prikaz bioinkapsulacije bakterija putem emulzifikacije

Izvor: Chavarri, M., Maranon, 1., Villaran, M. C. (2012.): Encapsulation technology to protect probiotic bacteria. U: Rigobelo, E. C. (ur.)

Probiotics. Intechopen.
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Kako bi se mikroorganizmi podvrgnuli procesu bioinkapsulacije mogu se koristiti 1 prirodni i
sinteticki polimeri poput: alginata, agara i agaroze, Skroba, kukuruznog sirupa u ¢vrstom stanju,
poliakrilamida, polistirena i poliuretana (Hajnal Jafari i sur., 2020.). Najces¢a tvar koriStena za
bioinkapsulaciju mikrobioloskih preparata jest natrijev alginat, putem kojih se proizvodi
preparat sa imobiliziranim mikroorganizmima. Mikroorganizmi se inkapsuliraju tako da se
otopina alginata pomijeSa sa stanicama mikroorganizama, te se ova smjesa ubacuje u otopinu
CaCly, koncentracije izmedu 0.05 i 0.1 M. Nakon 20 do 30 minuta u otopini ¢e se pojaviti

gelirane loptice koje sadrze imobilizirane mikroorganizme (Hajnal Jafari i sur., 2020.).

Kapsula takoder sluzi i postepenom i usporenom oslobadanju mikroorganizama u tlo. Vazno je
napomenuti kako ¢e se mikroorganizmi iz kapsule oslobadati ovisno o tome kolika je njihova

bioloska aktivnost (Hajnal Jafari i sur., 2020.).

Kapsule proizvedene bioinkapsulacijom se mogu skladistiti na sobnoj temperaturi, a vrijeme
ocuvanja mikroorganizama u kapsuli se moze produziti tako da se hranjive tvari dodaju u
kapsulu (Hajnal Jafari i sur., 2020.). Takoder, kapsule sluze i smanjenju mogucnosti

kontaminacije mikroorganizama (Hajnal Jafari i sur., 2020.).
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4. ZAKLJUCAK

Uzgoj biljaka te njihov rast i razvoj iznimno su vazni za ljude, okolis, prirodu i Zivotinje, te je
iz tog razloga krucijalno proizvoditi razli¢ite preparate koje ¢e biljkama pomoc¢i da §to bolje
napreduju. No, u danasnjem svijetu postoji iznimno velik broj umjetnih preparata poput
pesticida i gnojiva koji potpomazu rastu biljaka, no takoder i zagaduju okolis, te pokazuju
toksi¢na svojstva koja mogu nastetiti l[judima. Fertilizacijski preparati na bazi mikroorganizama

mnogo su blazi od umjetnih preparata, a takoder nemaju Stetne posljedice po ljude niti okolis.

MikrobioloSki preparati se sastoje od razliCitth mikroorganizama koji produktima svojeg
metabolizma pomazu biljkama u njihovom rastu i razvoju. U ovom su radu posebice
prouCavane bakterije kao mikrobioloski fertilizacijski preparati, te je analizirano njihovo
svojstvo fiksiranja duSika 1 opskrbljivanja biljaka fosforom. Bakterije mogu fiksirati dusik na
tri na¢ina: simbiozno putem stvaranja kvrZica na korijenju biljaka, slobodno ili asimbiozno tako

da djeluju u tlu koje okruzuje biljku, ili asocijativno putem stvaranja opne oko korijena biljke.

Biljke samostalno ne mogu upiti fosfor koji se nalazi u tlu, ve¢ ga razli€ite bakterije moraju
preraditi u nove kemijske spojeve kako bi biljke imale ikakve koristi od njega. Iznimno je vazno
proucavati mikroorganizme kao nacin na koji se moze doprinijeti rastu i razvoju razliitih
biljaka upravo zbog toga $to mikroorganizmi ne Stete okolini i ljudima, ve¢ imaju samo korisna

svojstva za biljke i okolis.
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6. SAZETAK

Mikrobioloski fertilizacijski preparati predstavljaju proizvode koji sadrzavaju razlicite skupine
mikroorganizama, a koje se koriste za fertilizaciju i pomazu u rastu biljaka. U svrhu
unaprijedenja ishrane bilja koriste se razli¢iti mikroorganizmi koji sudjeluju u kruzenju dusika
1 fosfora ali i drugih elemenata. Najznacajniji fiksatori duSika su simbiotske bakterije
predstavnici roda Rhizobium 1 Bradyrhizobium, ali 1 asocijativni 1 asimbiozni fiksatori dusika
poput roda Azotobacter, Azospirillum 1 Clostridium. Za mobilizaciju fosfata zasluzni su
predstavnici roda Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Arthrobacter, Psedomonas i
Flavobacterium. MikrobioloSki preparati na temelju navedenih kultura mikroorganizama
formuliraju se putem razliCitih nosaca ili bioinkapsulacijom. Mikrobioloski preparati mogu se
koristiti ne samo u ekoloskoj poljoprivredi ve¢ i u drugim sustavima proizvodnje s ciljem

poticanja rasta biljaka, a njihova primjena je okoli$no prihvatljiva.

Kljucne rijeci: kruzenje dusika, kruzenje fosfora, bioloska fiksacija dusika, mobilizacija fosfora
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7. SUMMARY

Microbiological fertilization preparations are products that contain different groups of
microorganisms, which are used for fertilization and help plant growth. Various organisms that
participate in the circulation of nitrogen, phosphorus, and other elements, are used to improve
plant nutrition. The most crucial nitrogen fixers are symbiotic bacteria representing the genera
Rhizobium and Bradyrhizobium, but also associative and symbiotic nitrogen fixators such as
the genera Azotobacter, Azospirillum and Clostridium. Representatives of the genera Bacillus,
Rhizobium, Burkholderia, Arthrobacter, Pseudomonas and Flavobacterium are responsible for
the mobilization of phosphatases. Microbiological preparations based on these cultures of
microorganisms are formulated by various carriers or encapsulation. Microbiological
preparations can be used not only in organic agriculture but also in other production systems to

stimulate plant growth, and their application is environmentally friendly

Key words: nitrogen cycle, phosphorus cycle, biological nitrogen fixation, phosphorus

mobilization
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