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Nutritivna vrijednost i osnovne fitohemijske osobine blitve
(Beta vulgaris ssp. cicla L. VVoss) gajene u razli¢itim uslovima

navodnjavanja i prihranjivanja

Sazetak

U okviru ove doktorske disertacije proucavan je nutritivni i fitonutritivni sadrzaj blitve koja je
gajena u uslovima razli¢itih rezima dubrenja i navodnjavanja, pri cemu su ispitivane 1 funkcionalne
osobine blitve u cilju utvrdivanja njenog potencijala kao funkcionalne hrane.

U pocetnoj fazi eksperimenta odredene su nutritivne, antinutritivne i fitonutritivne komponente u
blitvi, kao 1 uticaj primjenjenih agrotehni¢kih mjera na pomenute komponente. Koris¢enjem
standardnih metoda za proksimativnu analizu (AOAC metode) utvrdeno je da svjeza blitva ima
slede¢i sastav: voda- 89%, ukupni Seceri- 4,9%, proteini- 2,5%, pepeo- 1,8% i lipidi-0,45%.
Savremenim instrumentalnim tehnikama (spektrofotometrija, ICP OES, te¢na hromatografija) su
kvantifikovane druge nutritivne, antinutritivne i fitonutritivne komponente u blitvi. Nadeno je da su
prosjecne koncentracije vitamina C, ukupnog hlorofila, karotenoida u 100 g svjeze blitve su redom:
26,9 mg, 47,13 mg, 9,85 mg. Blitva ima visok sadrzaj makro- i mikroelemenata od kojih su
najzastupljeniji slede¢i: kalijum (372,49 mg), kalcijum (178,6 mg), mangan (8,35 mg) i gvozde
(1,46 mg) izrazeno na 100 g svjeze blitve. Analizom ukupnog polifenolnog i flavonoidnog sadrzaja
pokazano je da je blitva bogata ovim fitonutrijentima, nakon ¢&ega su identifikovane i
kvantifikovane Cetiri flavonoidne komponente: viteksin-2"-O-ksilozid, viteksin-6"-O-malonil-2"-O-
ksilozid, izoramnetin-3,7-O-diglukozid i viteksin-6"-O-acetil-2"-O-ksilozid. Strukture ovih
jedinjenja su potvrdene 1D i 2D NMR spektroskopijom (*H NMR,®* C NMR, COSY, HSQC,
HMBC). Osim toga, odreden je sadrZaj nitrata u blitvi, koji je bio u granicama dozvoljenih
vrijednosti.

Statistickom analizom uticaja razlicitih reZima navodnjavanja i dubrenja nadeno je da je dubrenje
uticalo na prinos, morfoloske karakteristike, koli¢inu proteina, sadrzaj fosfora, sadrzaj izoramnetin-
3,7-O-diglukozida, sadrzaj hlorofila i vitamina C. Povecanjem koliine primjenjene prihrane
povecali su se svi pomenuti prametri, osim sadrzaj fosfora i sadrzaj izoramnetin-3,7-O-diglukozida,
koji su bili niZi sa povecanjem nivoa dubrenja. Interakcija navodnjavanja i dubrenja je znacajno
uticala na sadrzaj Na i Cu i sadrzaj viteksin-2"-O-ksilozida. Navodnjavanje nije imalo znacajnog
efekta na testirane parametre, osim na sadrzaj nitrata, gdje je povecanjem nivoa navodnjavanja
sadrZaj nitrata u blitvi opadao, dok je povecanjem dubrenja rastao njihov sadrza;.

Poslednja faza eksperimenta je obuhvatila ispitivanje antioksidativne, antiproliferativne i
antimikrobne aktivnosti ekstrakta blitve. Rezultati su pokazali antioksidativnu aktivnost vodenog
ekstrakta blitve u vrijednosti 1C50=3,79 mg/ml (mjereno DPPH testom) dok je metanolni ekstrakt
imao prosjecni antioksidativni kapacitet od 8,0 (mjereno DPPH testom) odnosno 8,57 umola
ekvivalenta trolox-a/g (mjereno ABTS testom). Analizom antiproliferativne aktivnosti ekstrakta
blitve je utvrdeno da postoji inhibicija rasta malignih MCF-7 ¢elijja i to 70% celija je inhibirano
nakon 48 h inkubacije. Ispitivani ekstrakti blitve nijesu pokazali antimikrobnu aktivnost.

Klju¢ne rije¢i: blitva, nutrijenti, fitonutrijenti, navodnjavanje, dubrenje, antioksidativnost,
antiproliferativnost

Naucna oblast: Hemija

Uza naucna oblast: Biohemija



Nutritive and phytochemical properties of Swiss chard (Beta
vulgaris ssp. cicla L. VVoss) grown under different irrigation

and fertilization regimes

Abstrakt

In this doctoral dissertation, the nutritional and phytonutrient content of Swiss chard grown under
different irrigation and fertilization regimes was studied, while the functional properties of Swiss
chard were also examined in order to determine its potential as a functional food.

In the initial phase of the experiment, nutritional, anti-nutritive and phyto-nutritive components in
Swiss chard were determined, as well as the influence of applied agrotechnical measurments on all
tested parameters was monitored. Using standard methods for proximate analysis (AOAC methods),
it was determined that fresh chard has the following composition: water- 89%, total sugars- 4,9 %,
proteins- 2,5 %, ash- 1,8 % and lipids- 0,45%. Using modern instrumental techniques
(spectrophotometry, ICP OES, liquid chromatography) other nutritional and phytonutritive
components in Swiss chard were quantified. It was found that the average concentrations of vitamin
C, total chlorophyll, carotenoids in 100 g of fresh chard are: 26,9 mg, 47,13 mg and 9,85 mg,
respectively. Swiss chard has a high content of macro- and microelements, of which the most
abundant are the following: potassium (372,49 mg), calcium (178,6 mg), followed by manganese
(8,35 mg) and iron (1,46 mg) expressed per 100 g of fresh Swiss chard. The analysis of the total
polyphenolic and flavonoid content showed that Swiss chard is rich in these phytonutrients, after
which four flavonoid components were identified and quantified: vitexin-2"-O-xyloside, vitexin-6"-
O-malonyl-2"-O-xyloside, isorhamnetin-3,7-O-diglucoside and vitexin-6"-O-acetyl-2"-O-xyloside.
The structures of these compounds were confirmed by 1D and 2D NMR spectroscopy (*H NMR,*3
C NMR, COSY, HSQC, HMBC). In addition, the content of nitrates in Swiss chard was
determined, which was within the limits of permitted values.

A statistical analysis of the effect of different irrigation and fertilization regimes found that
fertilization influenced the yield, morphological characteristics, amount of protein, as well as
phosphorus, isorhamnetin-3,7-O-diglucoside, chlorophyll, and vitamin C content. With increasing
the amount of fertilization, values for all parameters mentioned above increased, except phosphorus
and isorhamnetin-3,7-O-diglucoside content, which were found to be lower with increasing
fertilization level. The interaction of irrigation and fertilization significantly affected Na and Cu
content, as well as the content of vitexin-2"-O-xyloside. Irrigation had no significant effect on the
studied parameters, except for the nitrate content. While the increased level of irrigation led to
decreased nitrate content in Swiss chard, with increasing fertilization their content increased.

The last phase of the experiment included investigation of the antioxidant, antiproliferative and
antimicrobial activity of Swiss chard extract. The results showed the antioxidant activity of the
aqueous extract of Swiss chard with an 1Cso value of 3,79 mg/ml (measured by the DPPH test),
while the methanolic extract had an average antioxidant capacity of 8,0 (measured by the DPPH
test), 8,57 umol of trolox equivalents per gram (measured by ABTS test). Analysis of the
antiproliferative activity of Swiss chard extract revealed that there is an inhibition of the growth of
malignant MCF-7 cells and that 70% of the cells were inhibited after 48 hours of incubation. The
studied Swiss chard extracts did not show antimicrobial activity.

Keywords: Swiss chard, nutrients, phytonutrients, irrigation, feeding, antioxidant, antiproliferative
Scientific field: Chemistry

Scientific subfield: Biochemistry



Spisak skracenica i simbola

AACC- (eng. American Association of Cereal Chemist)- Americko udruzenje hemicara za ceralije
AAS- (eng. Atomic Absorption Spectroscopy)- Atomska apsorpciona spektroskopija

ABTS- (eng. 2,2 -azobis-(3-etillbenzotiazolin-6-sulfat)- 2,2-azobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfat
ADI- (eng. Acceptable Daily Intake)- Prihvatljivi dnevni unos

AL- Rastvor amonijum-acetat-laktat

ANDI- (eng. Aggregate Nutrient Density Index)- Indeks gustine agregata nutrijenata

ANOVA- (eng. Analysis of Variance)- Analiza varijanse

AOAC- (eng. Association of Official Analytical Chemists)- Udruzenje zvani¢nih analitickih
hemicara

APPI- (eng. Atmospheric Pressure Photo-lonisation)- Foto jonizacija pod atmosferskim pritiskom
APCI- (eng. Atmospheric Pressure Chemical lonisation)- Hemijska jonizacija pod atmosferskim
pritiskom)

BHA- (eng. Butylated Hydroxyanisole)- Butilovani hidroksianizol

BHT- (eng. Butylated Hydroxytoluene)- Butilovani hidroksitoluen

CAE- (eng. Catechin equivalent)- ekvivalenti katehina

CCI- Indeks sadrzaja hlorofila

Chl a- (eng. Chlorophyll a)- Hlorofil a

Chl b- (eng. Chlorophyll b)- Hlorofil b

COSY- (eng. Correltion Spectroscopy)- Korelisana spektroskopija

DAD- (eng. Diode Array Detectors)- Detektor sa nizom dioda

DNK- Dezoksiribonukleinska kiselina

DMEM- (eng. Dulbecco's Modified Eagle Medium)

DPPH- (eng. 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)- 1,1 difenil-2-pikrilhidrazil

DV- (eng. Daily Value)- Dnevna doza

EFSA- (eng. European Food Safety Authority)- Evropska agencija za bezbjednost hrane

ESI- (eng. Elektrospray lonisation)- Elektro sprej jonizacija

FC- Folin—Ciocalteu

FCS- (eng. Fetal Calf Serum)- Fetalni tele¢i serum

FDA (eng. US Food and Drug Administration)- Uprava za hranu i ljekove

FOSHU (eng. Food for Specified Health Use)

GAE- (eng. Gallic Acid Equivalent)- Ekvivalenti galne kiseline

GIT- Gastrointestinalni trakt

GLVs- (eng. Green Leafy Vegetables)- Zeleno lisnato povrée

HMBC- (eng. Heteronuclear Multiple Bond Correlation)- Heteronuklearna korelacija preko vise
veza

HPLC- (eng. High Performance Liquid Chromatography)- Te¢na hromatografija visokih
performansi

HPLC MS- Te¢na hromatografija visokih performansi sa masenom spektrometrijom

HSQC- (eng. Heteronuclear Multiple Quantum Coherence)- Heteronuklearna visestruka kvantna
koherencija

IC- Infracrvena spektroskopija

ICso- Inhibitorna koncentracija, tj. koncentracija koja inhibira 50% reaktivne vrste

ICP-OES- (eng. Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy)- Opticka emisiona
spektroskopija induktivno spregnute plazme

1JZCG- Instituta za javno zdravlje Crne Gore

IPNI- (eng. International Plant Names Index)- Medunarodni indeks biljnih imena

IRNK- Informaciona ribonukleinska kiselina

LC- (eng. Liquid Chromatografy)- Te¢na hromatografija



LC MS- Tecna hromatografija sa masenom spektrometrijom

MALDI- (eng. Matrix-Assisted Laser Desorption)- Matrikosom potpomognuta laserska desorpcija
MHA- (eng. Mueller—Hinton agar)- Miler-Hintonov agar

MS- (eng. Mass Spectrometry)- Masena spektrometrija

NO- (eng. Nitric Oxide)- Azot oksid

NMR- (eng. Nuclear Magnetic Resonance)- Nuklearna magnetna rezonanca

PDA- (eng. Potato Dextrose Agar)- Krompir-glukozni agar

RNS- (eng. Reactiv Nitrogen Species)- Reaktivne azotne vrste

ROS- (eng. Reactive Oxingen Species)- Reaktivne kiseoni¢ne vrste

SB- Svjeza blitva

SD- Standardna devijacija

SDA- (eng. Sabouraud Dextrose Agar )- Saburo dekstrozni agar

SM- Suva masa

SPSS (eng. Statistical Package for the Social Sciences)- Statisticki paketi za analizu podataka
TFC- (eng. Total Flavonid Content)- Ukupni sadrzaj flavonoida

TIC- (eng. Total lon Chromatograph)- Ukupni jonski hromatogram

TOF- (eng. Time of Fly)- Vremena preleta jona

TPC- (eng. Total Polyphenol Content)- Ukupni sadrzaj polifenola

Trolox- (eng. 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid)- 6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina

USDA- (eng. United States Department of Agriculture)- Ministarstvo poljoprivrede Sjedinjenih
Americkih Drzava

UV- (eng. Ultraviolet)- Ultravioletni

UV-Vis- Ultravioletno-vidljivo

VOR- (eng. Vitexin-2"-O-rhamnoside)- viteksin-2"-O-ramnozid

VOX- (eng. Vitexin-2"-O-xyloside)- viteksin-2"-O-ksilozid

WHO- (eng. World Health Organization)- Svjetska zdravstvena organizacija

WUE- (eng. Water Use Efficancy)- Efikasno koris¢enje vode
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Na globalnom nivou jedan od velikih problema u svijetu su glad, neuhranjenost i gojaznost, koji su
danas dostigli neprihvatljive razmjere. Glad, neuhranjenost i gojaznost sa sobom povlace brojne
bolesti koje usled toga poprimaju razmjere epidemije. Prema izvjestaju Ujedinjenih Nacija, glad i
gojaznost u svijetu biljeze trend rasta, tako je 2018. godine procjenjeno da je 850 miliona ljudi bilo
gladno, dok je iste godine bilo gojazno 678 miliona odraslih ljudi (odnosno jedno od osmoro ljudi).
Zdrava i adekvatna ishrana su od sustinskog znacaja za odrzavanje zdravlja i prevenciju bolesti.
Ishrana je poslednjih godina, zbog ubrzanog stila Zivota, sve ¢e$¢e nepravilna i nezdrava i kao takva
dovodi do razvoja brojnih hroni¢nih bolesti. Osim zdravstvenih problema nepravilna i nezdrava
ishrana, uti¢e na drusStveni i ekonomski razvoj zemlje, §to je sve podstaklo na brojna istrazivanja
(Tonetti et al. 2017; Dietz et al. 2015) koja imaju za cilj smanjenje ovih problema na globalnom
nivou. Unapredenjem poljoprivredne proizvodnje biljaka koje se koriste kao hrana, moze se postici
da proizvedena hrana zadovolji osnovne nutritivne potrebe i istovremeno sadrzi komponente koje
povoljno uti¢u na zdravlje ljudi. Koncept funkcionalne hrane je razvijen upravo da bi se, izmedu
ostalog, adekvatnom ishranom smanjio broj ljudi koji pate od hroni¢nih bolesti I drugih bolesti
povezanih sa nepravilnom ishranom.

Brojnim epidemioloskim studijama (Lima et al., 2014; Silva Dias, 2019; Nahak et al., 2014) je
pokazano da ishrana koja je bogata voéem i povréem smanjuje rizik od razvoja velikog broja
hroni¢nih bolesti. Zeleno lisnato povrée se razmatra kao potencijalna funkcionalna hrana, zbog toga
Sto pored osnovnih nutritivnih sastojaka neophodnih za balansiranu ishranu, sadrzi i dodatne
komponente koje pozitivno uticu na zdravlje ¢ovjeka. Blitva pripada grupi nisko-energetskog i
nutritivno-bogatog zelenog lisnatog povréa. Blitva sadrzi srednje do visok sadrzaj dijetetskih
vlakana, visok sadrzaj minerala i vitamina C, kao i nizak sadrzaj lipida (lvanovic et al., 2019). Osim
toga, sadrzi polifenolna jedinjenja, medu kojima apigenin i derivate apigenina koji posjeduju brojne
biohemijske funkcije, medu kojima antitumorna i antioksidativna svojstva. Pored toga, blitva se
lako gaji, naime vrlo je adaptivna kultura koja uspjeva u ekstremnijim uslovima zivotne sredine
(Liu et al., 2013; Kolota et al., 2010; Deveci et al., 2019). Kao takva, a uzimajuéi u obzir njen
nutritivni i fitonutritivni sastav, mogla bi se razmatrati moguénost gajenja blitve na velikim
povrSinama, gdje bi se agrotehnickim mjerama mogao posti¢i kako visoki prinos tako i poboljSanje
pojedinih nutritivnih i fitonutritivnih komponenti.

S tim u vezi, cilj ovog rada je ispitivanje nutritivnih i fitonutritivnih karakteristika blitve, koja je
gajena na teritoriji Crne Gore, kao i utvrdivanje da li ima potencijal da se razmatra kao
funkcionalna hrana. Osim toga, praceno je kako razliCite norme navodnjavanja i razli¢ite koli¢ine
prihrane (dubrenja) uti€Uu na prinos 1 neke morfolosSke karakteristike kao 1 na nutritivne i
fitonutritivne komponente blitve. U ovom radu je prema dostupnoj literaturu prvi put u svijetu
istovremeno ispitivan efekat razli¢itih tretmana navodnjavanja i prihrane na nutritivni i fitonutritivni
sadrZaj blitve.

Cilj ove disertacije je sumiran u slede¢im stavkama, koje trebaju stvoriti cjelovitu i sveobuhvatnu
sliku o sastavu blitve i njenom potencijalu da bude funkcionalna hrana, i to u primjenjenim
uslovima za rast ove povrtarske kulture:

1. odredivanje osnovnih fizi¢ko-hemijskih parametara zemljista na kome je blitva gajena;

2. terensko mjerenje prinosa, osnovnih morfoloskih parametara i indeksa hlorofila blitve;

3. odredivanje osnovnih nutrijenata i fitonutrijenata u blitvi gajenoj pod primjenjenim
uslovima;

4. odredivanje bioloskih aktivnosti ekstrakta blitve: antioksidativnih, antimikrobnih i
antiproliferativnih;

5. izolovanje, karakterizacija i kvantifikacija polifenolnih jedinjenja blitve;

6. ispitivanje efekata razliCitih rezima prihrane i navodnjavanja na sve kvantifikovane

parametre blitve.
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2.1. Karakteristike zelenog lisnatog povréa

Povrée je od davnina prepoznato kao izvor esencijalnih hranljivih supstanci (u nastavku nutrijenti) i
fitonutrijenata koji doprinose unapredenju zdravlja i spreCavanju razvoja hroni¢nih bolesti.
Nutrijenti su jedinjenja koje ljudski organizam ne mozZe sintetisani, ili ih ne moZe sintetisati u
dovoljnoj kolic¢ini i stoga se moraju unositi adekvatnom ishranom. U esencijalne nutrijente ubrajaju
se sledece grupe jedinjenja: proteini, masti, ugljeni hidrati (makronutrijenti) zatim vitamini i
minerali (mikronutrijenti). Pod pojmom fitonutrijenata podrazumjevamo prirodna jedinjenja koja se
sintetiSu u biljkama, poput polifenola, saponina, betalaina, hlorofila, karotenoida, terpenoida i sl.
Svjetska zdravstvena organizacija preporucuje da se na dnevnom nivou ishranom unese najmanje
400 g voca i neskrobnog povréa. Generalno posmatrano, medu familijama (Familia) povréa
najzastupljenije komponente nutrijenata 1 fitonutrijenata su: dijetetska vlakna, polifenoli
(flavonoidi), karotenoidi, vitamin C, folati, kalcijum i selen (Dias, 2012; Silva Dias, 2019).
Odredeni fitonutrijenti, poput organosumpornih jedinjenja, su karakteristicni za odredene familije
biljnih vrsta. Tako na primer od organosumpornih jedinjenja, za familiju Brassicaceae
karakteristi¢ni su glukozinolati, dok su za familiju Alliaceae specifi¢na tiosulfatna jedinjenja (Dias,
2012; Sanlier & Saban, 2018). Brojne epidemioloske studije su utvrdile da konzumiranje povréa
dovodi do prevencije mnogih hroni¢nih bolesti i unapredenja zdravlja i da bi trebalo biti uklju¢eno
u svakodnevnu ishranu (Aune et al., 2017). U Americkom vodi¢u za zdravu i pravilnu ishranu,
savjetuje se da dio svakodnevne ishrane bude zeleno lisnato povrée- GLVs (DeSalvo, 2016).
Zeleno lisnato povrée, kako je pomenuto, je preporucivo za svakodnevnu ishranu, pri tom relativno
jeftino, za razliku od nekih egzoti¢nih vrsta i dodatno neke vrste iz ove grupe se koriste U
tradicionalnoj medicini (Randhawa et al., 2015; Mensah et al., 2008). GLVs su predmet brojnih
istrazivanja zbog korisnog uc¢inka na zdravlje ljudi i prisustva brojnih jedinjenja koja imaju biolosku
aktivnost (Khanam et al., 2012; Satheesh & Fanta, 2020; Gamba et al., 2020; Adeosun et al., 2016).
U grupu GLVs ubrajaju se sledece vrste: blitva, spana¢, rastan, zelena salata, brokoli, kelj, perSun
itd., koje uglavnom pripadaju familijama Brassicaceae, Chenopodiaceae i Asteraceae. Od davnina je
zeleno lisnato povrée dio svakodnevne ishrane u raznim podrucijima, zbog toga Sto predstavlja
odli¢an izvor esencijalnih aminokiselina, minerala, vitamina, vlakana kao 1 zbog toga §to GLVs
moze da preZivi u nepovoljnim uslovima Zivotne sredine, poput suse, pa je ¢est izvor osnovnih
nutrijenata u ruralnim podruc¢ijima (Randhawa et al., 2015). GLVs medu povréem ima najveci
ANDI, koji govori koliko nutrijenta se isporué¢i organizmu po unesenim kalorijama i vrednuje se u
vrijednostima od 1 do 1000 (Silva Dias, 2019). Budu¢i da GLVs ima ANDI 1000 to govori da ova
grupa povrca isporucuje vise prisutnih nutrijenata po kaloriji od drugih vrsta povréa. Tako medu
GLVs ANDI vrijednosti su u opsegu od 739 za spana¢ do 1000 za blitvu, kelj, i sl., dok u drugom
povréu (koje ne pridada GLVSs) su u opsegu od 234 za $parglu do 502 za rotkvicu (Silva Dias,
2019).

GLVs je bogato nutrijentima kao i fitonutrijentima, poput dijetetskih vlakna, vitamina (K, C, A i
folne kiseline), minerala (Mg, Ca, K, Mn, Fe, Se, Zn), polifenola (flavonoida, fenolne kiseline,
stilbeni), karotenoida (f-karotena i luteina), glukozinolata (npr. sulforafan), betalaina, alkaloida,
saponina, koji se rasporeduju u razli¢itim kombinacijama i koli¢inama u razli¢itim vrstama zelenog
lisnatog povrca i povréa generalno (Kumar & Goel, 2019; Silva Dias, 2019; Khanam et al., 2012;
Nahak et al., 2014; Mensah et al., 2008). Za neke vrste iz grupe GLVs se smatra da imaju ljekovita
svojstva, neke djeluju kao antibiotici, neke vrste pak snizavaju krvni pritisak, neke vrste
poboljsavaju plodnost Zena (Mensah et al., 2008). Ova dejstva GLVs se pripisuju jedinjenjima iz
grupe alkaloida, saponina, inulina, tanina koja su prepoznata u tradicionalnoj medicini zbog sli¢nih
efekata (Mensah et al., 2008). Upravo fitonutrijenti se smatraju odgovornim za brojne bioloske
aktivnosti koje pokazuje GLVs, pri ¢emu su mehanizmi kojima ih ostvaruju kompleksni i ¢esto nisu
uvijek razjasnjeni ni poznati (Shetty, 2013; Silva Dias, 2019; Kumar, 2017).
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Takode, treba re¢i da pomenuti fitonutrijenti kao i esencijalni nutrijenti, prisutni u GLVs, zbog
svojih pozitivnih efekata na zdravlje Covjeka, su razlog Sto se brojne vrste povrca iz ove grupe
razmatraju kao funkcionalna hrana.

2.2. Taksonomija i botanika blitve (Beta vulgaris ssp. cicla (L.) Voss)

Blitva (Beta vulgaris spp. cicla (L.) Voss (Slika 2.1) (izvor imena eng. International Plant Names
Index) (IPNI, 2022), odnosno izvor Klasifikacije Vilm. Blumengartn., ed. 3. 1: 874. (1895), je
podvrsta Beta vulgaris L. vrste, iz roda Beta L. i podfamilije Chenopodioidea (USDA, 2022).
Podfamilija Chenopodioidea broji oko 1500 vrsta i koriste se u ljudskoj ishrani od davnina zbog
hranljivosti i blagodetnog uticaja na zdravlje ljudi. Istoj podfamiliji pripadaju uglavnom zeljaste
biljke, medu kojima su poznate vrste zelenog lisnatog povréa poput spanaca i blitve, kao i
korijenastog povréa poput cvekle i repe. Porijeklo blitve kao i drugih kultura Beta vulgaris, je od
morske repe (Beta vulgaris subsp. maritima) sa podneblja Srednjeg Istoka, tj. oko podrucija Tigra i
Eufrata, odakle se dalje njena rasprostranjenost, kao i drugih divljih sorti Beta vulgaris, Sirila
zapadno na Mediteransku oblast i sjeverno na obalama Atlantskog okeana (Lim, 2016). Rimljani su
jo§ 1000 godina prije Hrista koristili blitvu kao hranu i do danas je u vec¢oj ili manjoj mjeri u
upotrebi Sirom svijeta, najvise u mediteranskom podruciju (Ninfali & Angelino, 2013). Podrucije
mediterana, Juzne Amerike, USA, sjeverne Indije su podrucija koja se vezuju za kultivaciju blitve i
njenu dostupnost tokom cijele godine (Schrader & Mayberry, 2003; Bozokalfa et al., 2011).

T o

Slika 2.1: Blitva- Beta vulgaris ssp. cicla (L.) Voss (Izvor: autor)

Blitva je dvogodisnja biljka, koja moZe da raste na proljece i na jesen, ali je prinos skoro duplo veci
kada se posadi na proljece (Kolota et al., 2010). Najéesce se rasaduje na proljece za ljetnju berbu i
ponovo na ljeto za zimsku berbu.

2.3. Faktori Kkoji uti¢u na rast, razvoj i hemijski sastav biljke

Pitanje gladi i drugih problema povezanih sa ishranom, moglo bi nac¢i odgovor u proizvodnji hrane
koja bi dovela do proizvodnje biljnih kultura, koje su znacajne za ishranu i1 zdravlje ljudi. Od
izuzetne vaznosti je usmjeriti sva znanja, istrazivanja i iskustva koja su povezana sa pitanjima
poljoprivredne proizvodnje, ishrane i zdravlja, ka proizvodnji kvalitetne hrane, koja bi zadovoljila
osnovne nutritivne zahtjeve i dodatno prevenirala brojne bolesti danasnjice. Da bi se omogucila,
razvila 1 poboljsala poljoprivredna proizvodnja potrebno je poznavati faktore koji utiu na rast,
razvoj i sastav biljaka.
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Na rast, razvoj 1 hemijski sastav biljaka uti¢u brojni faktori, koje mozemo podijeliti na unutrasnje i
spoljasnje faktore. Unutrasnji faktori su genetika tj. naslede kojim je odredeno samo funkcionisanje
biljke, njen razvoj, pa ¢e razliCite biljne vrste, ¢ak i sorte unutar iste vrste, imati razliite
karakteristike (npr. morfologiju, prisustvo ili odsustvo neke komponente, varijabilnost u koli¢ini
mineralnog sadrzaja) (Rouphael et al., 2012; Cammarano et al., 2021; Bozokalfa et al., 2011;
Samaniego et al., 2020). Spoljasnji faktori koji uti¢u na rast, razvoj i kvalitet biljaka su oznaceni
kao faktori Zivotne sredine, tj. abioticki, bioti¢ki i antropogeni faktori.

Bioticki faktori su dio ekosistema kojeg ¢ine Zivi organizmi - mikroorganizmi, biljke, Zivotinje, koji
svojim djelovanjem uti¢u na rast, razvoj, morfologiju i zastupljenost biljne kulture (Helaly et al.,
2020).

U abioticke faktore ubrajamo uticaj nezive prirode, poput temperature, vode, koli¢ine svjetlosti,
broja kisnih dana, vjetrovi (koji se mogu posmatrati kroz klimatske faktore podneblja na kome se
gaji biljka), fizicko-hemijskog sastava zemljista, sastav reljefa (nagib terena, nadmorska visina)
(Caruso et al., 2020; Christopoulos & Ouzounidou, 2020).

Antropoloski faktori, tj. aktivnost ¢ovjeka, koji imaju uticaj na rast, razvoj, nutritivni sastav biljaka,
najcesce se posmatraju kroz primjenu agrotehni¢kih mjera — odgovarajuéih na¢ina navodnjavanja i
fertilizacije u cilju dobijanja Zeljenih osobina (prinos, odredeni nutritivni sastav) gajene kulture (Mu
et al., 2020; Wang & Xing, 2017; Wang et al., 2008).

Za rast 1 razvoj biljne vrste, zemljiSte treba da ima povoljne fizicke, hemijske i1 bioloske osobine
(El-Ramady et al., 2014). Za postizanje zeljene visine i kvaliteta prinosa, vazno je sagledati osobine
zemljiSta, specificnosti kulture i planirati adekvatno dubrenje i navodnjavanje. Fizicke osobine
zemljiSta, poput mehani¢kog sastava, uticu na strukturu zemljista, dok vodno-vazdusne osobine i
toplotni reZim zemljiSta utiCu na kvalitet, tj. plodnost zemljiSta. Od mehani¢kog sastava zavisi i
adsorptivna sposobnost i akumulacija hranljivih supstanci u zemljistu. Hemijske osobine zemljista
koje su vazne prilikom planiranja biljne proizvodnje su koncentracija H* jona (pH zemljista),
sadrzaj humusa, sadrzaj ukupnih karbonata i sadrzaj pojedinih mikro- i makroelemenata.

2.3.1. Uticaj fizicko-hemijskih karakteristika zemljiSta na kvalitet blitve

Blitva uspjeva na zemljistima prili¢no razli¢itih fizicko-hemijskih karakteristika. Literaturni podaci
ukazuju da blitva moze da raste na zemljiStima razlicite teksture (udjela krupnog i sitnog pjeska,
praha i gline), neutralne do blago alkalne reakcije, sa ukupnim sadrzajem karbonata od niskih do
visokih vrijednosti (2,3-39,0%), srednje do bogate humoznosti (3,5-6,25%) (Topalovic et al., 2018).
Takode, blitva uspjeva 1 na zemljiStu koje ima srednje do visok sadrZaj pristupacnih nutrijenata
(Topalovic et al., 2018).

Cesto je zemljiste koje ima visok sadrzaj NaCl limitirajuéi faktor za rast biljnih usjeva, medutim ne
1 za rast blitve, koja je halofilna biljka 1 koja moze da uspjeva u sredini koja ima povecanu
koncentraciju soli (Kaburagi et al., 2014; Liu et al., 2013). Salinitet zemljiSta se izrazava mjerenjem
elektroliticke provodljivosti zemljiSta, koja je u korelaciji sa sadrzajem natrijuma u blitvi
(Topalovic et al., 2018). Medutim, povecan sadrzaj natrijuma u zemljiStu povezan je sa veéim
sadrzajem natrijuma, nitrata i aktivnoscu nitrat-reduktaze u listovima blitve (Kaburagi et al., 2014).
Povecana aktivnost nitrat- reduktaze nastaje kada je povecana koncentracija Na* jona u medijumu,
usled pozitivne korelacije sadrZaja jona natrijuma iz sredine sa povecanom koncentracijom nitrata u
listovima blive. Medutim, sadrzaj azota u blitvi ne mora biti uslovljen koncentracijama natrijum
hlorida u medijumu (Kaburagi et al., 2014).

ZemljiSte na kome je gajena blitva nije preporucljivo za ponovnu sadnju blitve najmanje 3 godine
nakon berbe, jer blitva ne podnosi monokulturu. S tim u vezi, najbolje je da se blitva gaji nakon
biljne kulture kod koje je sprovedena fertilizacija organskim dubrivima (Jurisi¢ M., 2022).

Sadrzaj karbonata u zemljiStu je vazan parametar zemljista, jer je poznato da karbonati djeluju kao
adsorbensi za fosfor i bor u karbonatnom zemljistu (Topalovic et al., 2006; Goldberg, 1997) i da
postoji veza izmedu sadrzaja karbonata u zemljiStu 1 sadrzaja cinka, bora i bakra u listovima blitve
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(Topalovic et al., 2018). Pokazano je da su sadrzaj organske materije u zemljistu (humus) kao i
provodljivost zemljista u korelaciji sa sadrzajem natrijuma u blitvi (Topalovic et al., 2018).
Pomenute korelacije su znacajne, jer bi se na osnovu sastava zemljiSta mogao predvidjeti sadrzaj
odredenih komponenti u blitvi.

2.3.2. Uticaj klimatskih faktora na rast i nutritivni kvalitet blitve

Kod planiranja biljne proizvodnje od posebne vaznosti je pracenje klimatskih parametara koji
ukljucuju: temperaturu, padavine (kisa, snijeg i takode ekstremne varijante poplave i suse), vlaznost
vazduha, broj suncanih dana, opSte sezonske promjene, zatim promjene nivoa mora (za priobalne
kulture).

Optimalna temperatura za gajenje (kultivaciju) blitve je u opsegu 16-24 °C. Najniza temperatura na
kojoj ¢e blitva proklijati je 5 °C dok pri nizim temperaturama blitva sporije raste (JuriSi¢ M., 2022).
Neke sorte blitve dobro podnose i temperature veée od 30 °C, kao i blage mrazove ukoliko je biljka
mlada i dobro razvijena.

Blitva je veoma adaptivna kultura, kako u pogledu razli¢itih fizi¢ko-hemijskih karakteristika, tako i
Sto se tiCe podneblja (klimatskih uslova). Mediteranska klima najbolje pogoduje rastu blitve,
medutim zbog svoje adaptibilnosti i fleksibilnosti uslova gajenja, blitva je prepoznata kao kultura
koja se gaji svuda u svijetu (Bozokalfa et al., 2011; Ninfali & Angelino, 2013; Mzoughi et al.,
2019). Osim mediteranske moze da podnese i kontinentalne i planinske klimatske uslove u
vegetativnoj fazi. U priobalnom podrucju moze i da prezimi (Juri$i¢ M., 2022).

Blitva bolje tolerise smanjen nivo radijacije nego smanjenu koncentraciju CO2 u atmosferi, ali se
adekvatnom ventilacijom moze povecati nivo CO2 (kada se gaji u kontrolisanim uslovima) koji ¢e
biti dostupan blitvi i tako povecati fotosintetsku aktivnost, sto ima pozitivan efekat na njen rast
(Erwin & Gesick, 2017).

Znacajno veci prinos blitve se dobija kada se blitva gaji u proljeénjem dijelu sezone, nego u
jesenjem periodu, dok pozeljnije osobine za preradu (veci sadrzaj suve materije) daje blitva gajena
u jesenjoj sezoni (Kolota et al.,, 2010). Osim uticaja na rast blitve, sezona gajenja uti¢e i na
nutritivni sastav blitve i dodatno na raspodjelu nutrijenata u djelovima lista — lisnim plo¢ama i
peteljkama (Kolota et al., 2010). Tako blitva gajena u prolje¢e ima veci sadrzaj fosfora i u lisnim
plocama 1 u peteljkama od one gajene u jesenjem periodu, dok blitva gajena u jesenjem periodu vise
kalijuma i kalcijuma u oba dijela lista (Kolota et al., 2010). Sezona rasta blitve utice i na sadrzaj
vitamina C, tako $to u lisnim plo¢ama u jesenjem periodu ima vise ovog vitamina nego u proljece.
Sezona rasta ima uticaj na razli¢itu raspodjelu magnezijuma u djelovima lista, koji je u prolje¢njoj
sezoni rasta veci u plo¢ama dok je u jesenjoj sezoni veci u peteljkama lista (Kolota et al., 2010).

2.4. Navodnjavanje i fertilizacija

Od davnina najviSe koriS¢ene mjere u cilju dostizanja Zeljenog prinosa i1 kvaliteta biljke su
fertilizacija i navodnjavanje (Bernacchi & Vanloocke, 2015; Qin et al., 2015). Mada brojni faktori
uticu na rast i razvoj biljne kulture, dubrenje i navodnjavanje su agrotehni¢ke mjere koje imaju
najveci uticaj, a mogu se kontrolisati. Izbor irigacionog sistema kao 1 nacin fertilizacije svakako
zavisi od biljne kulture, stru¢nih i nauénih preporuka, ali i moguénosti farmera (Heffer et al., 2015;
lerna & Mauromicale, 2012). Generalno, norma navodnjavanja mora biti uskladena sa dozama za
dubrenje 1 obratno, §to posebno vazi za povrtarske kulture (Mostafa et al., 2019).

2.4.1. Navodnjavanje usjeva

Voda je neophodna za razvoj biljke iz viSe razloga, od reakcija fotosinteze gdje se koristi kao izvor
elektrona, pa sve do reakcija metabolizma biljke gdje je rastvara¢, zatim za odrzavanje turgora,
spreCavanja isuSivanja tkiva itd. lako se veca koli¢ina vode iz zemljiSta gubi u atmosferi
isparavanjem odnosno transpiracijom, za fizioloske potrebe najvise se voda koristi u fotosintezi,
koja je vitalna za rast biljke (Bernacchi & VanLoocke, 2015). Brojni faktori uti¢u na to koja
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koli¢ina vode je potrebna za odredeni usjev, poput klimatskih faktora (koli¢ina padavina-tacnije
koli¢ine efektivnih padavina (dio padavina koji se zadrzava u zoni korijenovog sistema),
temperatura, itd.), evapotranspiracije i kako se ona mijenja tokom vegetacije, sastava i tipa
zemljista, zatim od pocetnih zaliha vode u zemljistu i promjena zaliha vode tokom vegetacije,
vremena trajanja vegetacije, morfologije biljke (Bernacchi & Vanloocke, 2015), kao S§to je
ilustrovano na Slici 2.2 (Slika 2.2 je preuzeta sa (FAO, 1985). Vazno je odrediti optimalnu koli¢inu
vode za dati usjev, jer smanjena koli¢ina dostupne vode moze zaustaviti ili smanjiti rast i kvalitet
biljke, dok prevelika koli¢ina moze da ispere potrebne nutrijente za rast (Maseko et al., 2020).
Navodnjavanje je agrotehnicka mjera koja se koristi da bi se gajenoj kulturi (usjevu) obezbjedila
dovoljna koli¢ina vode za njen rast i razvoj. Veliki broj faktora odreduje koji sistem navodnjavanja
je najbolje primjeniti, poput tipa i boniteta zemljista, povrsine koja se navodnjava, cijene opreme
sistema navodnjavanja. Navodnjavanje i izbor odgovarajué¢e tehnike navodnjavanja su posebno
vazni u sredinama gdje klimatski faktori ograni¢avaju dostupnost vode, npr. za sredine sa malom
koli¢inom padavina $to ograni¢ava sadnju vecine usjeva (Patane et al., 2011; Djurovi¢ et al., 2016).
Osnovne metode irigacije ukljucuju cCetiri nacina: povrSinsko navodnjavanje, podzemno
navodnjavanje, navodnjavanje rasprskiva¢ima i navodnjavanje preko sistema kap po kap (Madjar &
Sostaric, 2009). Povrsinsko navodnjavanje je najstariji na¢in navodnjavanja poljoprivrednih kultura.
Zasniva se na principu slobodnog protoka vode u prirodi pod uticajem gravitacione sile. Kod
povrsinskog navodnjavanja voda se primjenjuje na povrSinu na kojoj se gaji poljoprivredna kultura,
gdje voda u tankom sloju stagnira ili te¢e po povrsini zemljiSta infiltriraju¢i se do odgovarajuce
dubine. Mada je povrsinsko navodnjavanje najstariji sistem navodnjavanja, njegovo koris¢enje nece
izgubiti primat ni u buduénosti, zbog toga jer se koriste prirodni uslovi bez velikog ulaganja, a
potrebno je i manje energije. Podzemno navodnjavanje podrazumjeva dovod vode podzemnim
cijevima, pri ¢emu se voda infiltrira u zemljiste i uslijed kapilarnih sila voda dospijeva do zone
korijenovog sistema poljoprivredne kulture. Navodnjavanje rasprskivacima je slicno prirodnom
zalivanju, tj. padanju kiSe. Voda se pumpa kroz sistem cijevi, a zatim se rasprsuje na poljoprivredne
kulture 1 zemljiSte. Navodnjavanje preko sistema kap po kap je jedan od savremenih nacina
navodnjavanja i proizvod je savremene tehnologije — sistem moze biti automatizovan i programiran
(Madjar & Sostaric, 2009). Svaki od navedenih nadina navodnjavanja imaju svoje prednosti za
odgovarajuce uslove i potrebe. Parametar koji opisuje efikasnost koris¢enja vode (WUE) veoma
zavisi od nacina navodnjavanja 1 povecanje WUE se moZe posti¢i koriS¢enjem sistema
navodnjavanja kap po kap (Wang & Xing, 2017). Potreba za poboljsanjem efikasnosti koris¢enja
vode je izrazena kada se govori o sredinama gdje svjeza voda nije dostupna, gdje su povecani
troskovi isporuke vode i potreba za poveéanjem prinosa gajene kulture (Maboko et al., 2017).

Za navodnjavanje povrtarskih kultura uglavnom je potreban veéi nivo vlaznosti zemljiSta, jer je
korjenov sistem slabije razvijen u odnosu na nadzemni dio povrtarskih kultura, pa se transpiracijom
gubi veca koli¢ina vode (Simonne et al., 2007). Blitva je biljka dubokog i razgranatog korijena i kao
takva ne zahtijeva Cesta zalivanja, medutim u su$nim predjelima potrebno je navodnjavanje, mada
je jako tolerantna na susu (Jurisi¢ M., 2022). Blitva koja se gaji u sredinama gdje su klimatski
uslovi sa malim koli¢inama padavina 1 sa visokim temperaturama, zahtjeva primjenu sistema
navodnjavanja koji ¢e u datim uslovima poboljsati efikasnost koris¢enja vode (Maboko et al.,
2017). Blitva je takode jedna od rijetkih kultura koja toleriSe navodnjavanje slanom vodom (Qing et
al., 2008).

Optimalne koli¢ine vode (norme navodnjavanja) koju je potrebno primjeniti sve ¢es¢e se odreduju
primjenom softvera, a zasnivaju se na proracunima koji uzimaju u obzir bitne faktore sa Slike 2.2.
Osim za odredivanje potrebne koli¢ine vode za navodnjavanje, ovakvi softveri koriste se za
procjenu potencijalne (ETc) i referentne evapotranspiracije (ETo), sadrzaja vode u zemljistu,
relativnog prinosa, produktivnosti usvojene vode, troSkove navodnjavanja. Pri odredivanju normi
zalivanja, kao jedan od nacina navodnjavanja, softeri koriste formule iz literature poput ,,FAO
Irrigation and Drainage Paper No. 56 (Allen et al., 1998), pri ¢emu su ulazni podaci:
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karakteristike klime i zemlji$ta na oglednom polju, kao i karakteristike biljne kulture (Allen et al.,
1998).

Navodnjavanje uti¢e na sadrzaj vitamina i minerala u zelenom povréu (Zeipina et al., 2015), i zato
se moze koristiti u svrhu poboljSanja komponenti koje pozitivno utiu na zdravlje. Kontrolisanje
navodnjavanja je moguce jedino u zatvorenim sistemima, gdje su spoljni uticaji na potrebe vode
umanjeni (Wang & Xing, 2017), dok gajenje usjeva na otvorenom podlijeze uticaju atmosferskih
padavina, ¢ime je kontrola navodnjavanja znatno otezana (lvanovic et al., 2019). Budu¢i da za
biljku potrebe vode nisu jedine potrebe i da na dostupnost vode mogu uticati drugi abioticki i
bioticki faktori, potrebno je simultano prouciti sve uticaje 1 prikupiti Sto viSe relevantnih podataka o

rastu gajene kulture (Maseko et al., 2020).
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Slika 2.2: Kljuéni faktori koji se razmatraju pri odredivanju potrebne koli¢ine vode za usjev koji se
navodnjava (FAO, 1985).
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2.4.2. Znacaj i primjena fertilizacije za gajenje biljaka

Fertilizacija je agrotehni¢ka mjera koja ima za cilj da obezbjedi dovoljno hranljivih supstanci koji
su neophodni za rast, prinos i kvalitet biljne vrste (Ohshiro et al., 2016). Za rast i razvoj biljke
neophodni su slede¢i makronutrijenti: azot, fosfor, kalijum, kalcijum, sumpor i magnezijum, i
mikronutrijenti: bor, hlor, mangan, gvozde, cink, bakar, molibden, kobalt (Maathuis, 2009; Hansch
& Mendel, 2009). Mada su svi esencijalni nutrijenti podjednako vazni za ishranu biljke, azot je
potreban u mnogo veé¢im koli¢inama od drugih esencijalnih elemenata, pa se azotno dubrivo koristi
najviSe u cilju dobijanja maksimalnog prinosa (Shrivastav et al., 2020).

Kao sredstva za ishranu biljke naj¢esée se koriste dubriva koja sadrze glavne nutrijente (N, P, K)
posebno ili u kombinaciji i koja se balansiraju prema potrebama biljne vrste, a mogu biti mineralna,
organska ili organomineralna zavisno u kom obliku su zastupljeni makronutrijenti (Hafsi et al.,
2011; Akamine et al., 2007).

Azot, makronutrijent kojeg biljke apsorbuju u najvecoj koli¢ini, ucestvuje u sintezi proteina,
formiranju hloroplasta, fotosintezi, zatim je vazan za formiranje listova, pravilno razvijanje
nadzemnog i podzemnog dijela i drugih integralnih funkcija za razvoj i rast biljke (Zhou et al.,
2011; Bassi et al., 2018). Azot je najvazniji limitirajuci fator rasta — potreba za azotom je najveca na
pocetku vegetacije i kao S§to je pomenuto najvece koli€ine azota se primjenjuju u procesu
fertilizacije (Miller et al., 2012; Leghari et al., 2016; Engelbrecht et al., 2010; EI-Ramady et al.,
2014). Treba napomenuti, da je od svih esencijalnih nutrijenata, upravljanje azotom u sistemu
fertilizacije najteze, zato Sto treba obezbjediti adekvatnu koli¢inu koja ¢e biti dostupna biljci, jer se
viSak lako ispira i moze dovesti do zagadenja Zivotne sredine (Miller et al., 2012; Leghari et al.,
2016). Azot se u dubrivima nalazi u obliku koji biljka moze apsorbovati preko korijena (najéesce u
obliku nitratnog i amonijum jona). Zeleno lisnato povrée zahtjeva vecu koli¢inu azota za dostizanje
maksimalnog prinosa u odnosu na drugo povrée, $to je i ocekivano, posebno u odnosu na
leguminoze koje zahtjevaju znatno manje azotnog dubriva zato Sto koriste azot iz atmosfere,
indirektno (jer na korijenu ovih biljaka nastanjeni su mikroorganizmi koji mogu da fiksiraju azot iz
vazduha i prevedu ga u dostupan oblik za biljku (Yang et al., 2021; Motseki, 2008).

Fosfor je esencijalni element za rast i razvoj biljke koji biljke primaju u formi ortofosfata, medutim
zbog hemijske adsorpcije fosfora, njegova je dostupnost za biljku niska, ali se moZe poboljSati
koriS¢enjem adekvatne prihrane. Fosfor je gradivni element biljke, jer je element koji ulazi u sastav
nukleinskih kiselina, Secera 1 lipida. Takode, fosfor uc¢estvuje u procesima vaznim za razvoj, kako
na ¢elijskom nivou tako i na nivou cijele biljke, Sto ukljucuje procese Celijskog disanja, fotosinteze,
sinteze skroba, transporta produkata i energije, klijanje sjemena, fiksaciju azota, a utie i na razvoj
korjena, cvjetanja i plodonoSenje (Malhotra et al., 2018).

Kalijum, tj. njegov jon, je najzastupljeniji neorganski katjon (u nastavku kalijum), i veoma je vazan
za rast biljke. Kalijum nije gradivni element biljke, ali je aktivator enzima koji su ukljuceni u
sintezu proteina, transport Secera, metabolizam azota i ugljenika, kao i enzima ukljuc¢enih u proces
fotosinteze (Xu et al., 2020). U procesima rasta biljke, kalijum stimulise i kontrolise ATP-aze u
¢elijskoj membrani koje su vazne za kiselu stimulaciju ¢elije kojom se aktivira opuStanje ¢elijskog
zida 1 aktiviranje hidrolaza. Kalijum ima veliku pokretljivost u biljci 1 vazan je za regulaciju
¢elijskog osmotskog pritiska 1 balans anjona 1 katjona u citoplazmi biljne Celije, ¢ime je kroz ove
procese ukljucen u vazne fizioloske procese (Oosterhuis et al., 2014). Takode, ima znacajnu ulogu u
zastiti biljke od biotickog i abioti¢kog stresa (Wang et al., 2013; Hafsi et al., 2011).

Kao i u slu¢aju navodnjavanja, optimalna koli¢ina prihrane za odredenu biljnu vrstu zavisi od vise
faktora, poput tipa 1 karakteristika zemljisSta, klimatskih faktora, vlaZznosti zemljista, stadijuma rasta
biljne kulture, koje treba prouciti i imati u vidu prilikom primjene odgovarajuce vrste i koli¢ine
prihrane (Ren et al., 2022). | ovdje su iskustva farmera i podaci iz literature od velike pomoci pri
odredivanju vrste 1 koli¢ine prihrane koje treba primjeniti.
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2.5. Morfoloske karakteristike blitve i faktori koji uticu na morfologiju

Morfoloski, blitva ima razgranat i dubok korijen, debelu, hrskavu i jestivu stabljiku i velike
robustne ovalne listove (duzina listova moze biti od 10-25 cm, Sirina 1-4 cm), koje prozimaju
najces¢e bijele zile, ali one zavisno od vrste mogu biti i ljubicate, crveno-ljubicaste, zuto-
narandzaste i zute (Skalicky et al., 2020; Lim, 2016; Kugler et al., 2007; Kugler et al., 2004).
Prosjecne morfoloske karakteristike blitve koje su dobijene razmatranjem 12 sorti blitve su
pokazale sledece vrijednosti: tezina 346 g, visina 506 mm, Sirina stabljike 23 mm, 10 listova po
biljci (Pokluda & Kuben, 2018). Na ukupnu teZinu blitve znac¢ajan efekat ima visina biljke i broj
listova. Kada je srednja vrijednost tezine blitve oko 400 g tada formira najsire petoleje (stabljike).
Na kvalitet peteljki blitve znacajan uticaj ima izbor sorte blitve (varijitet). Siroke peteljke su nadene
u sortama ,,Lucullus®, ,,Genfer Selma®, ,,Swiss Chard i Bright Lights* (Pokluda & Kuben, 2018).
Znacajan prinos 1 time komercijalnu upotrebu od 12 ispitivanih sorti pokazale su sorte ,,Gator*,
,,Ziircher Gelber* i ,,Charlotte* (Pokluda & Kuben, 2018).

Na morfoloSke karakteristike blitve utice i fertilizacija, i to na na¢in da povecanjem koncentracije
azota u dubrivu broj listova, povrsina lista, svjeza i suva masa lista se povecavaju §to daje lisnatiju i
vecu blitvu (Engelbrecht et al., 2010; Miceli & Miceli, 2014). Dodatno, interakcioni efekat razmaka
izmedu biljaka i nivoa azotnog dubriva znacajno uti¢e na visinu biljke, broj listova po biljci, tezinu
suve i svjeze ukupne biljke (Hailay & Haymanot, 2019).

Kvalitet vode za navodnjavanje ima uticaj na strukturu lista blitve i na rast blitve. Tako profiltrirana
voda za navodnjavanje, koja ima visok sadrzaj soli, redukuje rast blitve 1 dovodi do akumulacije
soli Sto ima za posledicu smanjenje sloja epiderma i mezofila kao i izduzenje palisadnih ¢elija lista
blitve (Abdulmalek et al., 2017).

Gustina sadnje biljne kulture, tj. rastojanje izmedu sadnica utice na morfoloske karakteristike biljke
na nacin da djeluje na njeno mikrookruzenje, uticu¢i tako na njen rast i razvoj, kao 1 na prinos
usjeva. Rastojanje izmedu sadnica blitve ima uticaj i na indeks povrSine lista (Deveci et al., 2019).
Optimalno rastojanje kod kultura koje imaju razvijene listove, poput blitve i drugog GLVs, je
posebno znacajno zbog obezbjedivanja bolje iskoris¢enosti svjetlosti koja uti¢e na produktivnost
biljke (Echer et al., 2012). Najbolji prinos biljne kulture za trziste se postize kada se na 0,56 m?
posadi jedna sadnica biljke, odnosno maksimalni prinos se postize kada se jedna sadnica gaji na
0,49 m? (Turbin et al., 2014). Najveéa masa svjeze (961,7 g/biljci) i trzisne svjeze blitve (873,1 g
/biljci) je u slucaju rastojanja izmedu sadnica 0,5 m, dok najveci ukupni 1 trZi$ni prinos je postignut
kada je rastojanje izmedu biljaka 0,3 m (Marcia de M Echer et al. 2012).

2.6. Blitva u ishrani, nutritivni i fitonutritivni sastav blitve

Blitva botanicki pripada istoj porodici kao spanac, pa su joj prehrambena 1 ljekovita svojstva sli¢na,
a pritom je jeftinija od spanaca. Blitva je dio mediteranskog na¢ina ishrane, koji se smatra
najblagotvornijim u prevenciji hroni¢nih bolesti (Martinez-Gonzalez et al., 2009). Jestivi dio blitve
su listovi i stabljika, stabljike se obi¢no odvoje od listova i kuvaju kao celer, dok se listovi mogu
pripremati sirovi (salata) ili kuvati kao spana¢. Svjeza blitva na 100 g ima svega 19 kcal, a pored
malog broja kalorija, ovo povrée sadrzi bogat nutritivni sastav (USDA, 2017). Prema podacima
americkog ministarstva poljoprivrede, glavne komponente koje ulaze u sastav blitve su sledece:
(USDA, 2017). U Tabeli 2.1 dat je prikaz nutijenata i nekih fitonutrijenata u 100 g svjeze blitve, iz
USDA baze podataka.

23



Tabela 2.1 Podaci 0 sadrzaju nutrijenata i fitonutrijenata u 100 g sirove svjeze blitve (USDA, 2017;

Miceli & Miceli, 2014).

Nutri'!ent/Fitonutri'!ent SadrZaj Jedinica
Makronutritivhe komponente
Proteini 1,8 g
Ukupni lipidi 0,2 g
Ukupni Seceri (razlika) 3,74 g
Ugljenohidratne komponente
Vlakna (ukupna) | 1,6 g
Amino Kiseline
Triptofan 0,017 g
Leucin 0,13 g
Izoleucin 0,147 g
Fenilalanin 0,11 g
Lizin 0,099 g
Histidin 0,036 g
Lipidi
Holesterol 0 mg
Masne kiseline, ukupne zasi¢ene 0,03 g
Masne kiseline, ukupne mononezasi¢ene 0,04 g
Masne kiseline, ukupne polinezasi¢ene 0,07 g
Makro- i mikroelementi
Kalcijum 51 mg
Gvozde 1,8 mg
Magnezijum 81 mg
Fosfor 46 mg
Kalijum 379 mg
Natrijum 213 mg
Cink 0,36 mg
Bakar 0,179 mg
Selen 0,9 ug
Vitamini
Ukupna L-askorbinska kiselina 30 mg
Tiamin 0,04 mg
Riboflavin 0,09 mg
Niacin 0,4 mg
Vitamin B6 0,099 mg
Ukupni folati 14 ug
RAE (Ekvivalenti aktivnosti retinola) 306 ug
Vitamin A 6120 IU
Vitamin E (a-tokoferol) 1,89 mg
Vitamin K1 (filokinon) 830 ug
Ostalo
[S-karoten 3647 ug
a-karoten 45 ug
Lutein i zeaksantin 11000 ug
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Nutri'!ent/Fitonutri'!ent Sadria!' Jedinica

Ostalo
Ukupni holin 18 mg
Ukupni hlorofil 46 mg
Betain 0,3 mg
Voda 92,66 g
Energija 19 kcal

2.6.1. Komponente u blitvi koje uti¢u na zdravlje ¢ovjeka

Zbog bogatstva nutrijentima, niskog sadrzaja lipida, malog broja kalorija preporucuje se da blitva
bude dio svakodnevne ishrane. Od osnovnih komponenti blitva ima najveci sadrzaj vode, slijede
ugljeni hidrati, potom slijede ukupni proteini ili sadrzaj pepela (zavisno od izvora literature), dok je
najmanja koli¢ina ukupnih lipida, $to joj daje energetsku vrijednost 78 do 121,06 kJ zavisno od
izvora podataka (USDA, 2017; Ivanovic et al., 2019; Mzoughi et al., 2019). U lipidnoj frakciji iz
listova blitve su nadene zasi¢ene, mononezasicene i polinezasi¢ene masne Kiseline (USDA, 2017;
Mzoughi et al., 2019). Od zasi¢enih masnih kiselina najdominantnija je palmitinska kiselina
(22,9%), pracena stearinskom kiselinom (8,2%), ostale nadene zasi¢ene masne kiseline se krecu u
opsegu od 0,1 do 3,8% (Mzoughi et al., 2019). Od nezasi¢enih masnih kiselina u lipidnoj frakciji
izolovanoj iz listova blitve, nadene su sledece: linoleinska (26,5%), oleinska (19,1%),
palmitoleinska (6.3%), a-linoleinska kiselina (5.2%), eikozadienoinska (0,6%) i eikozenoinska
kiselina (0,6%) (Mzoughi et al., 2019). U studiji Mzoughi i saradnika nadeno je da odnos
nezasicenih/zasi¢enih masnih kiselina u lipidnoj frakciji listova blitve, iznosi 1,4 (Mzoughi et al.,
2019), sto je povoljan odnos u prevenciji kardiovaskularnih bolesti (Gamba et al., 2020).

Blitva je takode izvor brojnih drugih komponenti, koje imaju pozitivne efekte na zdravlje, od kojih
izdvajamo sledec¢e grupe: dijetetska vlakna, polifenolna jedinjenja, pigmenti (hlorofil, karotenoidi,
betalaini), saponini (Mzoughi et al., 2019; Mroczek et al., 2021; Ivanovic et al., 2021; Ivanovic et
al., 2019; Ninfali et al., 2007; Miceli & Miceli, 2014; Ninfali &Angelino, 2013).

2.6.1.1. Dijetetska vlakna u blitvi

Prema definiciji AACC-a, dijetetska vlakna su jestivi djelovi biljaka ili analogni ugljeni hidrati koji
su otporni na varenje i apsorpciju u tankom crijevu covjeka sa kompletnom ili djelimi¢nom
fermentacijom u debelom crijevu. Prema rastvorljivosti u vodi, dijele sa na rastvorna i nerastvorna
dijetetska vlakna. U nerastvorna dijetetska vlakna ubrajaju se komponente Celijskog zida biljke-
celuloza, hemiceluloza, lignin, sa ligninom povezane komponente (voskovi, kutin, suberin) i otporni
skrob, dok se u rastvorna vlakna ubrajaju slede¢e komponente: necelulozni polisaharidi kao
nesvarljivi oligosaharidi, arabinoksilani, g-glukani, neke hemiceluloze, pektini, gume, sluzi i inulin
(Ciudad-Mulero et al., 2019). Rastvorna vlakna u vodenoj sredini formiraju viskozni gel, ne
digestuju se u tankom crijevu ali se lako fermentiSu dejstvom mikroflore u debelom crijevu, dok
nerastvorna vlakna ne formiraju gel pa je njihova fermentacija zbog toga ogranic¢ena (Cronin et al.,
2021). Vecina vlakana koja se u hrani nalazi ukljucuje oko dvije-tre¢ine nerastvornih i jednu-tre¢inu
rastvornih vlakana (Wong & Jenkins, 2007).
Dijeteska vlakna utiCu na bioraspolozivost pa tako i na bioiskoristivost nutrijenata odnosno
fitonutrijenata. Pojmove bioiskoristivost 1 bioraspoloZivost treba razlikovati, bioiskoristivost
predstavlja koli¢inu unijetih nutrijenta/fitonutrijenata koji se vari, absorbuje i koristi u normalnom
metabolizmu, dok je bioraspolozivost ona koli¢ina unijetih nutrijenata/fitonutrijenata koja je
dostupna za apsorpciju u tankom crijevu nakon probave. Samo oni nutrijenti/fitonutrijenti koji se
oslobode iz matriksa hrane (npr. voce i povrée) dejstvom probavnih enzima (u tankom crijevu) i
bakterijske mikroflore (u debelom crijevu) su bioraspoloziva i zbog toga potencijalno bioiskoristiva
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(Saura-Calixto et al., 2007). Dijetetska vlakna znafajno utiCu na nisku bioiskoristivost
antioksidanasa iz voc¢a i povrca, jer snizavaju njihovu bioraspolozivost u tankom crijevu ¢ovjeka,
zbog toga Sto antioksidansi u tankom crijevu fizicki 1 hemijski interaguju sa nesvarljivim
polisaharidima iz ¢elijskog zida (Palafox-Carlos et al., 2011).

Vocée i povrée se generalno smatra odliénim izvorom rastvornih i nerastvornih dijetetskih vlakana
(Cui et al., 2019). Listovi svjeze blitve izuzetno su bogati ukupnim dijetetskim vlaknima, pri ¢emu
je frakcija nerastvornih vlakana preko sedamnaest puta zastupljenija od frakcije rastvornih vlakana
(Mzoughi et al., 2019). U literaturi je zabiljezen ukupni sadrzaj vlakana u 100 g svjeze blitve od 0,7
g do 2,43 g (lvanovic et al., 2019; USDA, 2017; Mzoughi et al., 2019). Dijetetska vlakna su
neophodna za zdravo funkcionisanje gastrointerstinalnog trakta i imaju status funkcionalnih
komponenti (Pyryeva & Safronova, 2019). Nutricionisti preporu¢uju vlakna u svakodnevnoj ishrani
u cilju prevencije brojnih bolesti prije svega gastrointerstinalnog trakta, kao i sistemskih bolesti koje
su povezane sa poremecajima gastrointerstinalnog trakta (Shah et al., 2020; Cronin et al., 2021).

2.6.1.2. Makro- i mikroelementi u blitvi

Makro- i mikroelementi su esencijalni u mnogim biohemijskim i fizioloskim procesima u
organizmu. Covjek ishranom mora unositi minerale kako bi o¢uvao homeostazu i sprijecio razvoj
fizioloskih poremecaja koji bi mogli dovesti do bolesti (Gharibzahedi & Jafari, 2017; Gupta &
Gupta, 2014). Prema koli¢ini koja je potrebna za funkcionisanje organizma, mineralne elemente
dijelimo na makroelemente, mikroelemente i elemente u tragovima. U makroelemente ubrajaju se:
natrijum, magnezijum, kalcijum, fosfor, hlor i sumpor; u mikroelemente: cink, gvozde, bakar,
mangan, jod; dok u elemente u tragovima: selen, hrom, molidben, kobalt, silicijum i bor. Glavne
uloge minerala u ljudskom organizmu su (Gomes & Rautureau, 2021; Rumeza et al., 2006):

- strukturna uloga, gdje ucestvuju u formiranju kostiju, zuba i mekih tkiva

- Uc€estvuju u odrzavanju normalnog sranog ritma, u procesu kontrakcije miSi¢a, u nervnoj
provodljivosti, u procesu koagulacije krvi i u kiselo-baznoj ravnotezi krvi i tkiva

- uticu u regulaciji ¢elijskog metabolizma tako Sto su kofaktori brojnih enzima i hormona, koji
reguliSu Celijsku aktivnost.

Faktori Zivotne sredine utiCu na sadrZaj minerala u zelenom lisnatom povréu, a prije svega sadrzaj
minerala u zemljistu i klimatski faktori (Ramjan et al., 2018).

Blitva je odli¢an izvor makro- i mikroelemenata (Mzoughi et al., 2019; Kolota et al., 2010;
Bozokalfa et al., 2011; Ivanovic et al., 2019; Ninfali & Angelino, 2013). Konzumiranje zelenog
lisnatog povrca znacajno doprinosi unosu minerala poput K, Ca, Mg i Fe (Melse-Boonstra, 2020;
Arasaretnam et al., 2018). Bioiskoristivost kalijuma iz GLVs ima vrijednosti od 60-85% za voce i
povrée 1 glavni ograni¢avajuci faktor apsorpcije kalijuma iz izvora hrane je neobradeni matriks,
medutim 1 pored toga u poredenju sa drugim mineralima kalijum ima visoku bioiskoristivost
(Melse-Boonstra, 2020). Kalcijum je takode mineral, makroelement, koji se znacajno unosi hranom
konzumiranjem zelenog lisnatog povréa. Bioiskoristivost kalcijuma iz GLVs se krece od 20 do 40%
od ukupnog sadrzaja, efikasnost apsorbcije kalcijuma zavisi od sadrzaja fitinske kiseline (ili soli-
fitata), sadrzaja oksalne kiseline (ili soli-oksalata), dijetetskih valakana u GLVs (Guptaet al., 2006;
Melse-Boonstra, 2020). Ishrana bogata voéem 1 povréem obezbjeduje umjerene kolicine
magnezijuma, pri ¢emu bioiskoristivost ovog minerala iz GLVs je u opsegu od 24 do 35% od
ukupnog sadrzaja (Bohn et al., 2004). Na apsorpciju magnezijuma, kao i kod kalcijuma, veliki
uticaj ima sadrzaj oksalata u GLVs, pa tako u spanacu koji je bogat oksalatima, bioiskoristivost
magnezijuma je umnogome niza nego recimo u kelju koji ima nizak sadrzaj oksalata (Bohn et al.,
2004). Uz pomenute minerale u GLVs, u ovoj grupi povr¢a mozemo naci veliku koli¢inu gvozda,
medutim bioiskoristivost gvozda je oko 12%, 1 posledica je nedigestivnosti ¢elijskih komponenti u
kojima se gvozde skladisti u biljnim ¢elijama (hloroplasti i mitohondrije) (Melse-Boonstra, 2020).
Bioiskoristivost gvozda zavisi i od drugih komponenti prisutnih u GLVs (Gupta et al., 2006) i kad
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se gvozde ne nalazi u obliku hema, Sto je slucaj u GLVs, njegova bioiskoristivost je povecana u
prisustvu vitamina C (Aride et al., 2010).

2.6.1.3. Vitamini u blitvi

Vitamini su hemijska jedinjenja koja su neophodna za funkcionisanje organizma, buduc¢i da
ucestvuju u glavnim metabolickim funkcijama organizma. NajéeSée vitamini su kofaktori u
kljutnim enzimskim reakcijama, potom djeluju kao antioksidansi i stoga su neophodni za
funkcionisanje brojnih sistema organa, posebno imunog sistema a i ¢itavog organizma (Magbool et
al., 2017). Voce i povrée su dobri izvori vitamina. Blitva ima visok sadrzaj vitamina C, vitamina K i
vitamina A (Ninfali & Angelino, 2013; Mzoughi et al., 2019; Kolota et al., 2010; Bozokalfa et al.,
2011; Ivanovic et al., 2019).

Vitamin C (L-askorbinska kiselina) covjek ne moze da sintetiSe ve¢ putem ishrane unosi u
organizam. Vitamin C je u vodi rastvoran vitamin i njegova funkcija u organizmu se vezuje za
njegova antioksidativna svojstva a vazan je u prevenciji hroni¢nih, a prije svega kardiovaskularnih
bolesti (Granger and Eck 2018).
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Slika 2.3: Reakcija askorbinske kiseline, AscH™ (vitamin C) sa slobodnim radikalom R (Lawson et
al., 2018).

L-askorbinska kiselina je na fizioloSkom pH uglavnom u jonizavanom obliku (AscH’), dok je mali
broj molekula askorbinske kiseline u nejonizovanoj formi (AscH>) ili u potpuno jonizovanom
obliku (Asc®> ) (Lawson et al., 2018; Lu et al., 2010). Dominantna forma vitamina C, odnosno
askorbatni anjon (AscH"), djeluje prema primarnom mehanizmu neutralisanja slobodnih radikala,
redukuje se i postaje askorbatni radikal (Asc~) (Slika 2.3). Asc~ je slabo reaktivni radikal, jer je
prili¢no stabilan, zbog strukture molekula (Slika 2.3). Dodatno, Vitamin C ima sposobnost da helira
jone prelaznih metala, 1 tako sprecava njihovu kataliticku funkciju (sekundarni, tj. preventivni
mehanizam). Multifunkcionalno dejstvo vitamina C svrstava ga u grupu moc¢nih antioksidanasa
(Pehlivan, 2016).
Vitamin C u blitvi, kao 1 u drugom lisnatom povrcéu, ima veée vrijednosti u lisnoj ploc¢i nego u
petolejma lista i stabljici biljke (Kolota et al., 2010; Miceli & Miceli, 2014). U blitvi vrijednost
vitamina C je oko 30 mg na 100 g svjeze biljke. Preporucena dnevna doza unosa vitamina C je 60
mg, §to e reéi da se unosom 30 g blitve obezbjeduje 15% preporuc¢ene dnevne doze (lvanovic et
al., 2019; USDA, 2017). Bioiskoristivost vitamina C iz vo¢a i povrca je visoka i iznosi oko 80-90%
(Melse-Boonstra, 2020), sto znaci da se oko 27 mg vitamina C moze unijeti konzumiranjem 100 g
svjeze blitve, odnosno oko 13,5% DV kada se konzumira 30 g blitve, Sto je doza koja se najcesce
sluzi (servira). L-askorbinska kiselina se lako oksiduje u L-dehidroaskorbinsku kiselinu, koja se
moze redukovati nazad u L-askorbinsku kiselinu. Askorbinska kiselina brzo se oksiduje u oblik L-
dehidroaskorbinske kiseline pri neutralnom ili alkalnom pH, koji se nepovratno oksiduje u 2,3-
diketogulonsku kiselinu (Pathy, 2018). Kiseonik, svjetlost, zatim razni procesi pri obradi hrane
poput drobljenja, sjecenja, sjeckanja, pranja, kuvanja, konzerviranja kao 1 prisustvo jona metala kao
$to su Cu?* i Fe** mogu izazvati zna¢ajne gubitke vitamina C, tj. smanjiti njegovu bioraspoloZivost
(El-Ishag & Obirinakem, 2015). Dodatno, bioiskoristivost vitamina C je niza u tankom crijevu nego
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u zeludcu zbog toga Sto kisela sredina smanjuje oksidaciju vitmina C kako hemijskim putem tako 1
enzimski (Rodriguez-Roque et al., 2013; Yaman et al., 2021). Uz to, bioiskoristivost vitamina C je
smanjena formiranjem kompleksa izmedu jona metala sa askorbinskom kiselinom (Yaman et al.,
2021).

Vitamin K, tj. njegove aktivne forme K1 (filokinon) i1 vitamin K2 (menandion) su vazni vitamini za
proces zgrusavanja krvi i za izgradnju kostiju (DiNicolantonio et al., 2015). Zeleno lisnato povrce je
odli¢an izvor vitamina K (u obliku vitamina K1), pri ¢emu su u blitvi nadene najvise vrijednosti
medu GLVs i to 830 pug na 100 g svjeze blitve dok su vrijednosti u kelju 390 pug na 100 g svjezeg
kelja (USDA, 2017). Prema preporuc¢enim dnevnim dozama za vitamin K1, koje iznose oko 90 ug
za zene, odnosno 120 pg za muskarce (Harvard Health Publishing, 2020), teoretski 30 g svjeze
blitve bi sadrzalo preko 2 puta vecu koli¢inu od prepurucene dnevne doze za muskarce, medutim
bioiskoristivost vitamina K iz zelenog lisnatog povrcéa je manja od 5% (Melse-Boonstra, 2020).
Prera¢unom se dobija da je manje od 41,5 pg vitamina K1 bioraspolozivo u 100 g svjeZe blitve.
Mala bioiskoristivost vitamina K1 iz zelenog lisnatog povréa je vjerovatno usled toga §to vitamin K
ostaje zarobljen u ¢elijskim strukturama (hloroplastima).

Vitamin E je liposolubilni vitamin, koji ima funkciju antioksidansa, tj. zaStitnu ulogu organizma od
slobodnih radikala u lipidnoj sredini (Raederstorff et al., 2015). Vitamin E ima nekoliko formi, pri
¢emu je najaktivnija forma a-tokoferol. a-tokoferol djeluje primarno protiv lipidne peroksidacije u
¢elijskoj membrani, tako Sto direktno neutraliSe slobodne radikale (primarni mehanizam), pri cemu
prelazi u oksidovanu formu, tj. u a-tokoferoksil radikal (Lawson et al., 2018). Vitamin C i vitamin
E djeluju kooperativno u zastiti Celije od oksidacionog stresa, jer vitamin C regeneriSe a-
tokoferoksil radikal, tj. oksidovani oblik a-tokoferola (Lawson et al., 2018).

Vitamin E u blitvi je prisutan u koli¢ini od 1,89 mg na 100 svjeze blitve, u obliku a-tokoferola
(USDA, 2017). Preporucene dnevne doze ovog vitamina su 15 mg (Harvard Health Publishing,
2020) i o bioraspolozivosti ovog vitamina se jako malo zna kao i o njegovoj absorpciji (Reboul,
2017). Preracunom se dobije da 30 g svjeze blitve sadrzi 0,537 mg vitamina E, tj. 0,085%
preporucene dnevne doze.

Vitamin A, tj. jedan od njegovih aktivnih oblika- retinol, ima funkciju u imunoloskom sistemu, u
ocuvanju zdravlja o€iju, rastu ¢éelija (Marzeda & Luszczki, 2019). U obliku retinola vitamin A je
prisutan u hrani zivotinjskog porijekla, dok u formi f-karotena (provitamin A), koji nema fiziolosku
funkciju u organizmu dok se ne transformiSe u retinol, je uglavnom prisutan u hrani biljnog
porijekla. U blitvi 1 slicnom povrcu, vitamin A se nalazi u formi provitamina A 1 to uglavnom kao
f-karoten, 1 osobadanje f-karotena iz matriksa GLVs je glavni limitiraju¢i faktor u bioiskoristivosti.
Svega 5-10% od ukupnog sadrzaja f-karotena u GLVs je bioraspolozivo (Melse-Boonstra, 2020),
uglavnom iz istog razloga kao i vitamin K. Za biokonverziju fg-karotena u retinol, uvodi se
konverzioni faktor koji nam govori koliko S-karotena je potrebno za njegovu konverziju u 1 ug
retinol. Nadeno je da je 2,1-3,8 pg f-karotena rastvorenog u ulju potrebno da bi se formirao 1 pg
retinola (Van Loo-Bouwman et al., 2014). Prema podacima USDA u blitvi vitamin je prisutan sa
306 pg (provitamin A —uglavnom f-karoten) na 100 g svjeze blitve (USDA, 2017). Dnevne potrebe
vitamina A (retinola) su 700 pg za Zene i 900 pg za muskarce (Harvard Health Publishing, 2020).
Uzimajud¢i u obzir nisku bioiskoristivost -karotena, kao i faktor konverzije (npr. za vrijednost od
2,1), 100 g svjeZe blitve ¢e zadovoljiti 2,8% DV za vitaminom A kod Zenske osobe.
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2.6.1.4. Pigmenti u blitvi

Hlorofil i karotenoidi su univerzalni pigmenti koji su prisutni u biljkama jer ucestvuju u procesu
fotosinteze. Pigmenti su hemijski raznovrsne strukture jedinjenja koje daju boju biljci i koristan
indikator stepena zrelosti tokom uzgoja biljne kulture. Obojeno povrée sadrzi pigmente poput
hlorofila, karotena, antocijana, betalaina. Oni posjeduju bioloSke aktivnosti poput antioksidativnog
dejstva, antimikrobne, antidijabetske, neuroprotektivne aktivnosti (Sharma et al., 2021). Na Slici 2.4
su prikazane strukturne formule pojedinih pigmenata koji su identifikovani u blitvi.
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Slika 2.4: Hemijska struktura pojedinih pigmenata koji su nadeni u blitvi (izvor: (Johnson 2016; M.
B. Kasiri. and S. Safapour 2015).

Hlorofil je najzastupljeniji biljni pigment koji biljkama daje zelenu boju i u najve¢im koli¢inama se
nalazi u lisnatom povrcéu. Postoje dva glavna oblika hlorofila, hlorofil a (chl a) 1 hlorofil b (chl b)
koji se u vocu i povréu nalaze u odnosu 3:1, dajuci tipi¢ne plavo-zelene (chl a) ili Zuto-zelene (chl
b) boje. Hlorofil posjeduje antioksidativne osobine, pri ¢emu se smatra da najvec¢i antioksidativni
kapacitet pokazuje u spre¢avanju lipidne oksidacije (Lanfer-Marquez et al., 2005). Treba istaci da
do sada nije utvrden mehanizam antioksidativnog djelovanja hlorofila, osim da antioksidativna
svojstva ispoljava u lipofilnoj sredini u prisustvu svjetlosti (Perez-Galvez et al., 2020).
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Antiproliferativna 1 antitumorska aktivnost ovog pigmenta mu se pripisuje usled toga Sto ometa
ekspresiju IRNK (informaciona ribonukleinska kiselina) za hem-oksigenazu i aktivnost hem-
oksigenaze, Sto uti¢e na redoks potencijal sredine (reaktivne kiseoni¢ne vrste i promjenjen odnos
redukovani/oksidovani glutation) (Vankova et al., 2018). Antimutageno, uz antioksidativno i
antitumorsko, dejstvo hlorofila je pripisano njegovom djelovanju preko razli¢itih mehanizama
kojima modifikuje genotoksi¢ni efekat, povecava sintezu glutation S-transferaze, smanjuje
aktivnost enzima citohrom P450 kompleksa i dodatno preko procesa c¢elijske diferencijacije i
apoptoze ispoljava pomenute bioloske aktivnosti (Inanc, 2011; Suparmi et al., 2016). Svjeza blitva
je bogata ukupnim hlorofilom i sadrzi od 33 do 46 mg na 100 g svjeZe blitve (Ivanovic et al., 2019;
Miceli & Miceli, 2014).

Karotenoidi su pigmenti koji povréu daju narandzastu i Zutu boju. Ovoj grupi pripada preko 700
jedinjenja, medu kojima su u povréu najcecCe zastupljeni p-karoten, lutein, zeaksantin i likopen.
Karotenoidi imaju vazne fizioloSke funkcije u organizmu Covjeka koje uglavnom poticu od p-
karotena. Karotenoidi kao lipofilna jedinjenja umnogome doprinose u prevenciji bolesti masne jetre
koja nije prouzrokovana alkoholom. Takode smanjuju incidencu hepatocelularnog karcinoma, tako
$to u hepatocitima uklanjaju slobodne radikale, reguliSu lipidni metabolizam modulacijom nekih
gena i/ili suzbijanjem onkogenih signala (Elvira-Torales et al., 2019; Cicero & Colletti, 2017).
Brojne bioloske funkcije poticu od antioksidativnog djelovanja karotenoida. Antioksidativno
dejstvo karotenoida poti¢e od konjugovanih dvostrukih veza, Sto im omogucava da reaguju sa
slobodnim radikalima kako primarnim mehanizmom tako i sekundarnim, tj. indirektnim
(preventivnim) mehanizmom (Young & Lowe, 2018). Narocito su efikasni u uklanjanju singletnog
kiseonika i peroksidnih radikala iz reakcionog medijuma, kao i u spreCavanju njihovog formiranja
(Perez-Galvez et al., 2020; Young & Lowe, 2018).

Bioiskoristivost karotenoida zavisi od njihovog oslobadanja iz matriksa hrane i od procesa koji za
krajnji cilj imaju da karotenoide inkorporiraju u micele (procesi poput vezivanja zuc¢nih soli i
dejstva probavnih enzima) (Clevidence et al., 2000). Takode bioiskoristivost karotenoida zavisi i od
udjela dijeteskih vlakana kao i od udjela dijetetskih lipida koji se unose zajedno sa karotenoidima
(Palafox-Carlos et al., 2011). Lipidi unijeti hranom zajedno sa karotenoidima su vazni jer stimuliSu
izlu€ivanje zuc¢nih kiselina u lumenu crijeva i posledi¢no formiranje micela, ¢ime povecavaju
bioiskoristivost karotenoida (Yao, Tan, and Kim 2022). Sa druge strane dijetetska vlakna smanjuju
bioiskoristivost karotenoida bilo na nacin S$to ih fizic¢ki zarobe u matriksu hrane bilo povecanjem
viskoznosti Zeluda¢nog soka Sto ometa peristaltiku, tj. mjeSanje komponenti hrane ¢ime se umanjuje
proces varenja i samim tim i oslobadenje karotenoida iz matriksa hrane. Uz navedeno, dijetetska
vlakna mogu indirektno smanjiti bioiskoristivost karotenoida tako Sto veZu Zucne kiseline koje su
potrebne za solubilizaciju hidrofobnih molekula (Yao et al., 2022; Palafox-Carlos et al., 2011).
Betalaini su grupa pigmenata rastvorljivin u vodi koji su stabilni na pH opsegu 3-7, sadrze
jonizabilne karboksilne grupe i pozitivno naelektrisanje na atomu azota. Ovi pigmenti mogu biti
zute, narandzaste, ruzicaste (pink), crvene 1 purpurne boje. Betalaini su dalje podijeljeni u dvije
grupe i to na betaksantine (Zute, narandzaste) i betacijanine (crvene, ljubicaste) (Rahimi et al.,
2019). Za razliku od hlorofila, karotenoida i antocijana ovi pigmenti imaju ograni¢enu
rasprostranjenost. Karakteristi¢no je njihovo prisustvo u podporodici Chenopodiaceae, kojoj izmedu
ostalih vrsta pripada 1 blitva. U cvekli, koja je bliska blitvi po sistematizaciji, su nadene najvece
koli¢ine betalaina, medutim blitva se svrstava u grupu namirnica koja je izuzetno bogata ovim
pigmentima (Kugler et al., 2004; Gamba et al., 2020; Ninfali & Angelino, 2013). Naime, u
odredenim sortama blitve identifikovani su betalaini i to u petolejama i stabljici blitve (Kugler et al.,
2004; Ninfali & Angelino, 2013), koji im daju obojenost stabljike i petoleje (Slika 2.5). U obojenoj
blitvi je identifikovano 19 betaksantina i 9 betacijanina i pokazano je da ekstrati betalaina iz
obojenih sorti blitve imaju potencijal da se koriste kao prirodne boje (Kugler et al., 2004; Kugler et
al., 2007). Osim potencijala betalaina da se koriste kao aditivi (prirodne boje), betalaini, zbog jakih
antioksidatinih osobina, pokazuju raznovrsne bioloSke aktivnosti 1 to: antiinflamatorne,
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antitumorske, antimikrobne, antimalaricne, antidijabetske, Sto su znaCajne osobine za prevenciju,
nekada i tretman raznih hroni¢nih bolesti (Madadi et al., 2020). Sve ove osobine preporu¢uju hranu
bogatu ovim pigmentima kao dio ishrane i na taj nacin da se umanji rizik od razvoja hroni¢nih
bolesti (Rahimi et al., 2019). Pokazano je da betain (jedinjenje iz grupe betalaina), u niskim
koncentracijama je ucinkovit u inhibiciji lipidne peroksidacije 1 razgradnje hema. Antioksidativne
osobine betalaina poti¢u od njihove sposobnosti da budu donori elektrona i tako neutraliSsu slobodne
radikale i sprijeCe njihove Stetne uticaje, direktnim (primarnim) mehanizmom (Young & Lowe,
2018). Elektron donorske sposobnosti betanina i indikaksantina su potvrdene mjerenjem njihovih
redoks potencijala koja su bili 0,4 i 0,6 V, redom (Young & Lowe, 2018). Od strukture betalaina
zavisi njihov ,,afinitet” prema slobodnim radikalima, tako ¢e na primer betanidin biti naju¢inkovitiji
“protiv* peroksil radikala i azot oksida. Antioksidativne osobine medu jedinjenjima betalaina zavise
od pH sredine, tako ¢e betain najvecu antioksidativnu sposobnost pokazati na pH vrijednostima
iznad 4, dok betanidin najveéi antioksidativni kapacitet postize u pH rasponu od 2 do 4 (Young &
Lowe, 2018).

Slika 2.5: Slike razli¢ito obojenih stabljika blitve (B. vulgaris L. ssp. cicla [L.] Alef. cv. Bright
Lights) zajedno sa blitvom koja ima stabljike bijele boje (izvor: (Kugler et al., 2004)).

Antocijani su pigmenti koji povréu daju plavu, ljubicastu i crvenu boju, nalaze se u vakuoli biljne
¢elije 1 pripadaju subgrupi flavonoida, tj. grupi polifenolnih jedinjenja. Antocijani pokazuju Sirok
opseg bioloskih aktivnosti poput zastite od izlaganja sunéevoj svjetlosti i UV zracima, zbog njihove
jake sposobnosti djelovanja kao skupljai slobodnih radikala, odnosno jakih antioksidativnih
osobina, jakih antiinflamatornih i antiaptotickih efekata (Speer et al., 2020). Studije pokazuju da
ishrana bogata namirnicama koje sadrZe visoke vrijednosti antocijana (bobicasto voce, Sljive,
korijenito povrée, legumi) smanjuju rizik za razvoj hroni¢nih bolesti, poput kancera (Speer et al.,
2020; Horbowicz et al., 2008). Sacan i saradnici (Sacan & Yanardag, 2010) su pronasli da je sadrzZaj
ukupnih antocijana blitvinog ekstrakta bio 0,47 pmol/g ekstrakta (Sacan & Yanardag, 2010),
medutim u literaturi nije objavljeno viSe podataka o prisustvu antocijana u blitvi osim veé
pomenutog, uz to treba istaci i da nije pronadena biljka koja sintetiSe i betalaine i antocijane
(Gamba et al., 2020).
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2.6.1.5. Saponini u blitvi
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Slika 2.6: Hemijske strukture aglikona saponina koji su nadeni u listovima blitve (Mroczek et al.,
2021).

Saponini su grupa jedinjenja koja se sastoji od triterpenoidnog aglikonskog dijela (sapogenin —
pentacikliéni Cso skeleton) 1 jedne ili viSe Secernih jedinica (najceSce heksoze, deoksiheksoze,
pentoze i uronske kiseline), s tim da umjesto Secernih jedinica mogu sadrzati i drugi supstituent
(Arslan & Cenzano, 2020). Saponini pokazuju antimikrobne, imunomodulatorne, antiinflamatorne,
hepatoprotektivne, antidijabetske efekte i zato su vazne komponente koje snizavaju rizik za razvoj
hroni¢nih bolesti kada se konzumira hrana bogata ovom grupom jedinjenja (Singh et al., 2017).
Blitva predstavlja vrijedan izvor saponina, medu njima su derivati nekoliko razli¢itih aglikona:
oleanolinske kiseline, hederagenina, gipsogenina, serjanske kiseline i akebonske kiseline, ¢ije su
strukture prikazane na Slici 2.6. U razli¢itim sortama blitve tentativno je nadeno 16 jedinjenja iz
grupe saponina, pri ¢emu su u svim ispitivanim sortama nadeni isti saponini ali u razlicitim
koli¢inama (Mroczek et al., 2021). Medu Cetiri ispitivane sorte blitve nadene su ukupne vrijednosti
16 saponina u opsegu od 125,53-397,09 pg/g suve materije (Mroczek et al., 2021).

2.6.1.6. Polifenoli u blitvi

Polifenoli su grupa jedinjenja koja su uglavnom karakteristicna za biljke, i formiraju se kao
produkti njenog sekundarnog metabolizma. Naj¢esce se sintetiSu u stresnim uslovima, kada biljku
napadne neki patogen, pod nepovoljnim klimatskim ili drugim abioti¢kim i biotickim uslovima (Di
Lorenzo et al., 2021). U ovu grupu ubrajamo molekule niske molekulske mase, tj. jednostavne
polifenolne strukture (jedna ili vise fenolnih jedinica, kakve su fenolne kiseline i1 flavonoidi), zatim
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molekule visoke molekulske mase, tj. polimere poput tanina i1 proantocijanidina i drugih
kompleksnih struktura (Prodanov et al., 2008). Polifenolna jedinjenja, pored drugih komponenti,
doprinose senzorskim osobinama voca i povréa (Issa-Issa et al., 2020). Polifenoli se u biljkama
nalaze uglavnom u obliku glukozida, a mogu se naci u slobodnoj formi (aglikoni), dok su
acetilovani, metilovani i sulfovani oblici takode zastupljeni (Abbas et al., 2017). Osim konjugata
polifenolnih jedinjenja sa malim molekulima, ove komponente mogu biti vezane za komponente
¢elijskog zida, npr. lignine, $to je Cest slucaj sa fenolnim kiselinama (Abotaleb et al., 2020).
Polifenoli broje preko 8000 molekula, pri ¢emu su flavonoidi i fenolne kiseline najbrojnije grupe
(Abbas et al., 2017). Flavonoidnu strukturu u osnovi ¢ini skelet od petnaest ugljenikovih atoma tipa
C6-C3-C6, odnosno dva benzenova prstena (A i B sa Slike 2.7 ) povezana piranskim prstenom (C),
formirajuci opstu strukturu flavonoida kao $to je prikazano na Slici br 2.7 (Dias et al., 2021).
Flavonoidi se dalje mogu podijeliti u podgrupe, na osnovu ugljenikovog atoma iz C prstena na kom
je povezan B prsten i stepena nezasi¢enosti i oksidacije C prstena, na: flavone, flavonone, flavonole,
izoflavonole, flavanole ili katehine i antocijanine (Karak, 2019).

.

Slika 2.7: Prikaz osnovne strukture flavonoida (izvor Pal & Saha, 2014).

Fenolne kiseline se naj¢esce u biljkama nalaze u konjugovanom obliku (najdominantnije u obliku
estara) sa raznim molekulima poput prostih Secera, organskih kiselina i biljnih polimera. Fenolne
kiseline su uglavnom podjeljene u dvije subgrupe: benzoeve (hidroksibenzoeve) kiseline i cimetne
(hidroksicimetne) kiseline (Kumar & Goel, 2019).

2.6.1.2.1. Antioksidativne osobine polifenola

Polifenoli su najzastupljenija jedinjenja u ljudskoj ishrani koja posjeduju antioksidativnu aktivnost
(Leopoldini et al., 2011). Zbog strukture polifenola, mogu¢ je Sirok spektar mehanizama kojima ova
grupa jedinjenja moze da neutraliSe slobodne radikale. Polifenoli direktno mogu da neutraliSu
slobodne radikalske vrste bilo doniranjem atoma vodonika bilo doniranjem elektrona (Olszowy,
2019). Polifenoli mogu da zaustave proces lipidne peroksidacije u inicijalnoj fazi i u fazi
propagacije lipidne peroksidacije, mehanizmima primarne neutralizacije doniranjem elektrona.
Polifenolna jedinjenja koja imaju fenolnu hidroksilnu grupu, kojom redukuju slobodni radikal
doniranjem elektrona, zaustavljaju proces lipidne peroksidacije. Nastali polifenolni radikal je
stabilan zahvaljuju¢i aromati¢nim strukturama koje su karakteristicne za ovu grupu jedinjenja
(Fraga et al., 2010). Polifenoli mogu i preventivnim (sekundarnim) mehanizmom da ispolje
antioksidativne kapacitete, Sto pokazajuju heliranjem jona metala koji u€estvuju kao katalizatori u
lipidnoj peroksidaciji (Slika 2.8) (Lawson et al., 2018).

33



Slika 2.8: Molekulska struktura kvercentina u koordinacionoj vezi sa jonima metala (M) (Lawson et
al., 2018).

Brojne epidemioloSke studije ukazuju da dugotrajna ishrana namirnicama koje su bogate
polifenolnim jedinjenjima smanjuje rizik od razvoja hroni¢nih bolesti poput kardiovaskularnih,
neuroloskih, dijabetesa, gojaznosti i drugih (Cory et al., 2018; Abotaleb et al., 2020; Pal & Saha,
2014; Karak, 2019). U vocu i povréu se nalaze velike koli¢ine jedinjenja iz grupe polifenola, pa se
smatraju dobrim izvorom istih (Lima et al., 2014). Uopsteno govoreci apsorpcija i transport brojnih
potencijalnih bioaktivnih jedinjenja iz voca i povréa je kompleksna i nije dovoljno istrazena, pa je
pitanje njihove bioiskorisivosti i bioraspolozivosti na nivou pretpostavki.

Ranije se smatralo da se vecéina polifenola, budu¢i da su uglavnom konjugovani za Seernu
komponentu, zanemarljivo malo apsorbuju u gastrointestinalnom traktu (GIT) u kome ne postoje
enzimi koji bi mogli hidrolizovati glikozidne veze, dok oni aglikonski oblici slobodno dospjevaju
do krvotoka GIT-a (Manach et al., 2005; Dominguez-Avila et al., 2017). Medutim, ipak je
ustanovljeno da glikolizovni flavonoidi, nakon $to budu hidrolizovani (npr. f-glukozidazama) i
oslobodeni od Secerne komponente, jednim dijelom bivaju apsorbovani i metabolisani u jetri 1
bubrezima do tzv. flavonoidnih sekundarnih metabolita (Donovan et al., 2007).

Polifenolna jedinjenja imaju malu bioiskoristivost, §to je posledica interakcija sa matriksom hrane u
kojoj se polifenoli izvorno nalaze i metabolickih procesa u jetri, tankom i debelom crijevu (Di
Lorenzo et al., 2021). Nakon unosa hrane, zavisno od stepena sloZenosti polifenolnih jedinjenja,
obavlja se njihova digestija, s tim da se polifenoli male molekulske mase i dimerne strukture lako
apsorbuju u tankom crijevu, dok se slozenije strukture polifenola metabolisu tek u debelom crijevu
ili se pak ne digestuju uopste, nego se oslobadaju nepromjenjeni (Di Lorenzo et al., 2021; Fan &
Pedersen, 2021). Dio polifenolnih jedinjenja koji se apsorbovao u tankom crijevu, u hepatocitima i
enterocitima se transformisSe kroz fazu 1 (oksidacija, redukcija i1 hidroliza) i fazu 2 (konjugacija, tj.
povecénje rastvorljivosti) detoksikacionog sistema u rastvorne oblike koji se oslobadaju u
cirkulaciju, odakle se dalje ili transportuju do drugih organa ili se izlu¢uju urinom (Di Lorenzo et
al., 2021; Plamada & Vodnar, 2022). Ve¢i dio hranom unesenih polifenolnih jedinjenja, njih 90-
95%, se akumuliraju u debelom crijevu zajedno sa konjugatima polifenola dospjelih preko Zuéi,
gdje bivaju metabolisani od strane bakterija crijevne mikroflore 1 potom apsorbovani i vraceni u
cirkulaciju (Di Lorenzo et al., 2021; Plamada & Vodnar, 2022).

Smatra se da flavonoidni sekundarni metaboliti, koji nastaju bilo nakon apsorpcije u tankom crijevu
1 dalje transformiSu u jetri i bubrezima bilo da su nastali kao niskomolekulski kataboli¢ki produkti
razlaganja bakterija mikroflore iz debelog crijeva, su odgovorni za antioksidativne osobine koje se
pripisuju flavonoidima iz voca i povréa (Del Rio et al., 2010; Denny & Buttriss, 2007; Kroon et al.,
2004). Kako je navedeno i ranije u tekstu, na bioiskoristivost i bioraspolozivost polifenola, tako i
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flavonoida uti¢u dijetetska vlakna, na nac¢in da smanjuju njihovu bioiskoristivost (Palafox-Carlos et
al., 2011).

Polifenoli koje se unose ishranom kao i njihovi metaboliti ponasaju se kao prebiotici i tako
odrzavaju zdravu i stabilnu mikrofloru, koja je prije svega vazna za normalno funkcionisanje
imunoloskog i sistema za varenje (Fan & Pedersen, 2021; Plamada & VVodnar, 2022).

Blitva, poput drugog zelenog povréa ima visok i raznovrstan sadrzaj polifenolnih jedinjenja (Astrini
et al., 2020; Mzoughi et al., 2019; Gamba et al., 2020; Santos et al., 2014; Ninfali et al., 2007;
Ninfali & Angelino, 2013; Pyo et al., 2004). Ukupni sadrzaj polifenola je ispitivan u svim
dijelovima blitve, i najveca vrijednost je zabiljeZena u sjemenu blitve od 246,77 mg GAE, tj.
ekvivalenta galne kiseline/100 g suve mase (Gennari et al., 2011) a u listovima blitve vrijednost
96,6 mg GAE/100g SM (Mzoughi et al., 2019). U listovima i stabljikama blitve je zabiljeZzeno
157,8 mg GAE/100g svjeze blitve, dok u je listovima registrovano 128,1 mg GAE/100g SB u sorti
blitve CXS 2550 (crvena) (Pyo et al., 2004). Publikovani individualni sastav polifenolnih jedinjenja
u blitvi prikazan je u Tabeli 2.2, iz koje se vidi da su u blitvi uglavnom prisutni polifenoli iz grupe
fenolnih kiselina i iz flavonoidne podgrupe- flavonoli i flavoni.

Tabela 2.2 Prikaz polifenolnih jedinjenja koji su identifikovani u blitvi u dosadasnjoj literaturi

Polifenolno jedinjenje

Koli¢ina/jedinica mjere

Benzoeve kiseline

Referenca

Galna kiselina

1,2-3,7 mg/100g SB (u listu i stabljici)

(Pyo et al., 2004)

Protokatehuinska kiselina

0,3-5,4 mg/100g SB (u listu i stabljici)

(Pyo et al., 2004)

p-hidroksi-benzoeva kiselina

1,9-4,7 mg/100g SB (u listu i stabljici)

(Pyo et al., 2004)

Vanilinska kiselina

0,9-5,4 mg/100g SB (u listu i stabljici)

(Pyo et al., 2004)

Siringinska kiselina;
Derivati” siringinske kiseline

1,5-44,9 mg/100g SB (u listu i stabljici);

6,9 mg/100g SM

(Pyo et al., 2004);
(Santos et al., 2014)

Cimetne kiseline

Derivati” sinapinske kiseline

6,7 mg/100 g SM

(Santos et al., 2014)

Rozmarinska kiselina

102,0 mg/100g ekstrakta

(Mzoughi et al., 2019)

Hlorogenska kiselina

0,8-7,7 mg/100g SB (u listu i stabljici)

(Pyo et al., 2004)

Kofeinska kiselina;
Derivat” kofeinske kiseline 1
Derivat” kofeinske kiseline 2

0,2-14,8 mg/100g SB (u listu i stabljici);

5,4 mg/100g SM;
2,0 mg/100g SM

(Pyo et al., 2004);
(Santos et al., 2014)

p-kumarna kiselina;

Derivati” p-kumarne kiseline;

p-kumarna kiselina

3,7-10,4 mg/100g SB (u listu i stabljici);

0,7 mg/100g SM;
353 mg/100 g ekstrakta

(Pyo et al., 2004);
(Santos et al., 2014);
(Mzoughi et al., 2019)

Ferulinska kiselina

3,4-10,8 mg/100g SB (u listu i stabljici)

(Pyo et al., 2004)

Flavanoli

Miricetin

0,1-3,1 mg/100g SB (u listu i stabljici)

(Pyo et al., 2004)
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Polifenolno jedinjenje

Koli¢ina/jedinica mjere

Flavanoli

Referenca

Kvercetin;
Kvercetin-pentozilheksozid;
Kvercetin-3-feruloilsoforozid:;
Derivat” kvercetina

0,3-7,5 mg/100g SB (u listu i stabljici); 26,1

mg/100g SM;
21,2 mg/100g SM;
17,1 mg/100g SM

(Pyo et al., 2004);
(Santos et al., 2014)

Kempferol

0,5-9,2 mg/100g SB (u listu i stabljici)

(Pyo et al., 2004)

Rutin

List blitve (nema podataka o koli€ini)

(Ninfali et al., 2007)

Izoramnetin-diglukozid

268,0 mg/100g SM_(list)

(Santos et al., 2014)

Izoramnetin-3-pentazid-7-

130,0 mg/100g SM (list)

(Santos et al., 2014)

glukozid

Izoramnetin-3-kafeoil-7-
ramnozil

21,7 mg/100g SM (list) (Santos et al., 2014)

Flavoni

Apigenin-2"-O-pentoksid-8-C-
heksozid (Viteksin-2-O-
ksilozid)

425,8 mg/100g SM (list) (Santos et al., 2014)

Apigenin-8-C-glukozid-2'-
ramnozid (Viteksin-2-O-
ramnosid)

Sjeme i list blitve (nije kvantifikovano) (Ninfali et al., 2007,

Gennari et al., 2011)

Apigenin acetilapiozilglukozid 88,8 mg/100g SM (list) (Santos et al., 2014)

Apigenin
malonilapiozilglukozid

652,6 mg/100g SM (list) (Santos et al., 2014)

(Viteksin-6"-O-malonil-2"-O-
ksilozid)

Derivat™ apigenina 1; (Santos et al., 2014)

Derivat” apigenina 2

47,6 mg/100g SM;
21,9 mg/100g SM (list)

“derivat(i) polifenolnih jedinjenja- neidentifikovani konjugati odredenog polifenolnog jedinjenja;

2.7. Funkcionalna hrana

Funkcionalna hrana je ona hrana koja, osim $to zadovoljava osnovne nutritivne funkcije, sadrzi
dodatne komponente koje imaju pozitivne fizioloSke efekte na zdravlje ljudi. Koncept funkcionalne
hrane oshovan je u Japanu, 1988. godine kada je Vlada te zemlje pokrenula projekat gdje se
ispitivalo kako pomocu hrane koja ima pozitivna dejstva na zdravlje smanjiti trosSkove lijeCenja.
Kasnije je Ministarstvo zdravlja, rada i socijalnog staranja Vlade Japana usvojilo regulativu o
funkcionalnoj hrani takozvana FOSHU (Ilwatani & Yamamoto, 2019). Evropske, americke i
japanske tvrdnje o zdravstvenim ucincima funkcionalne hrane jesu djelimi¢no sli¢ne prirode, ali su
procedure odobravanja i upotrebe kao i regulatorni okviri razli¢iti (Dominguez Diaz et al., 2020).
Regulative koje se ti¢u funkcionalne hrane u svijetu se razlikuju od drzave do drZave, mada ide se
ka fleksibilnijim kriterijumima u smislu tvrdnji o u€inku na zdravlje, protokola klinickih studija 1
trazenih rezultata (Iwatani & Yamamoto, 2019).

Odredene namirnice koje posjeduju jednu ili viSe bioaktivnih komponenti, za koje je nau¢nim
ispitivanjima utvrdeno da posjeduju pozitivne efekte na fizioloske ili biohemijske procese u
organizmu i to u koncentracijama u kojima su prisutne u namirnici, smatraju se funkcionalnom
hranom. BioloSke komponente iz funkcionalne hrane posjeduju jednu ili viSe slede¢ih bioloSkih
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osobina: antioksidativna svojstva, antimikrobnu aktivnost, antitumorsku aktivnost, antidijabetsku
aktivnost, antihipertenzitivnost, neuroprotektivnost, hipoholestericnu aktivnost, antiartritiCnost,
imunomodulatornu i aktivnost djelovanja na metabolizam hormona (Soumya et al., 2021). Sledece
bioaktivne komponente daju hrani funkcionalne osobine:

- funkcionalni ugljeni hidrati: rezistentni skrob, nedigestibilni oligosaharidi (npr. inulin, frukto-
oligosaharidi), druga dijetetska vlakna (Yegin et al., 2020);

- lipidni molekuli: -3 masne kiseline, konjugovana linolna kiselina, karotenoidi (npr. likopen),
biljni steroli (Ruiz et al., 2017; Giampieri & Battino, 2020; Jones & Abumweis, 2009);

- mikronutrijenti: vitamini i makro- i mikroelementi (Giampieri & Battino, 2020);

- fitohemikalije koje su produkti sekundarnog metabolizma biljaka- polifenolna jedinjenja,
glukozinolati (sulforafan), betalaini itd. (Galanakis, 2021);

- zivi mikroorganizmi (probiotici) (Syngai et al., 2016).

Funkcionalna hrana ima znacajnu ulogu u odrzavanju zdravog stila Zivota i prevenciji brojnih
hroni¢nih bolesti, posebno raka, kardiovaskularnih bolesti, poremec¢aja gastrointestinalnog trakta,
gojaznosti i neuroloskih bolesti (Essa et al., 2021). Brojni prirodni proizvodi biljnog i Zivotinjskog
porijekla imaju komponente koje ih ¢ine potencijalnom funkcionalnom hranom. Povrée, posebno
GLVs je hrana koja ima potencijal funkcionalne hrane. Prednost prirodnih proizvoda koji imaju
potencijal funkcionalne hrane, u odnosu na proizvode koji se dobijaju preradom prirodnih sirovina
je sto se komponente koje imaju povoljne bioloske aktivnosti ne mogu narusiti tokom prerade. Voce
i povrce, zitarice 1 sli¢ni proizvodi biljnog porijekla mogu se adekvatnim uslovima gajenja biljnih
kultura poboljSati u smislu njihovog funkcionalnog potencijala.

2.8. Funkcionalne osobine blitve

Medu funkcionalnim osobinama koje blitva posjeduje, antioksidativnost, antiinflamatornost, anti
dijabeti¢nost i antiproliferativnost su najvaznije u prevenciji hroni¢nih bolesti. Komponente koje se
nalaze u blitvi, nutrijenti i fitonutrijenti, posjeduju gore navedene bioloske aktivnosti i odgovorne su
za funkcionalne osobine blitve.

2.8.1. Antioksidativna aktivnost
2.8.1.1. Slobodni radikali

Slobodni radikali su atomi, molekuli ili joni koji sadrZe jedan ili viSe nesparenih elektrona $to ih
¢ini veoma nestabilnim i reaktivnim vrstama. Reaktivne radikalske vrste svakodnevno nastaju u
¢eliji u fizioloskim i1 u patoloSkim stanjima. U fizioloSkim stanjima nastaju: tokom procesa
oksidativne fosforilacije, dejstvom enzima ksantin-oksidaze, u peroksizomima, tokom fagocitoze, u
sintezi arahidonata, tokom apoptoze, u aktivaciji nekoliko transkripcionih faktora, diferencijaciji
¢elije (Phaniendra et al., 2015; Weidinger & Kozlov, 2015; Zukowski et al., 2018). U patoloskim
stanjima reaktivne vrste nastaju u zapaljenskim reakcijama, ishemijskim procesima, u povrjedenom
tkivu itd. (Poprac et al., 2017; Pizzino et al., 2017; Phaniendra et al., 2015). Osim ovih tzv.
unutarcelijskih generatora, slobodni radikali mogu nastati usled dejstva spoljasnjih faktora kao Sto
su dim iz cigarete, zagadivaci Zivotne sredine, zraCenje, pesticidi, ozon, industrijski rastvaraci,
metali itd. (Phaniendra et al., 2015; Chen et al., 2020).

Slobodne radikale, koji naj¢es¢e nastaju u organizmu, mozemo podijeliti u reaktivne kiseoni¢ne
vrste i reaktivne azotne vrste. Superoksid anjon (O2"), hidroksil radikal (OH"), vodonik peroksid
(H202) (koji ne sadrzi nespareni elektron, ali se ubraja u slobodne radikale) kao i drugi organski
peroksidi, su pripadnici ove grupe.

Najvazniji RNS predstavnici su azot oksid (NO, takode nema nespareni elektron), azot oksid radikal
(NO"), azot dioksid radikal (NO;"), peroksinitit (ONOO") koji nastaje u reakciji azot oksida i
superoksid anjona kao i drugi oksidi azota i produkti koji nastaju kada azot oksid (NO) reaguje sa
peroksil radikalom (RQO") i alkosil radikalom (ROQ") (Weidinger & Kozlov, 2015; Lawson et al.,
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2018; Sharma, 2014). ROS i RNS reaguju sa drugim molekulima, pokre¢u lancanu reakciju ¢ija
propagacija ometa normalne celijske procese Sto dovodi ostecenja ¢celije (Sharma, 2014; Lawson et
al., 2018).

Stetnost slobodnih radikala se ispoljava u njihovoj moguénosti da kao vrlo reaktivne vrste mogu da
reaguju sa kljuénim celijskim biomolekulima- DNK, proteinima i lipidima. Ciljna mjesta za
reakciju reaktivnih vrsta sa DNK molekulom su heterocikli¢ne baze i Secerni skelet DNK molekula
(Dizdaroglu & Jaruga, 2012). U reakciji, npr. hidroksilnog radikala sa molekulom DNK dolazi do
strukturnih promjena nukleotida ili do promjene broja nukleotida (delicija i adicija) §to dovodi do
mutacije koja pak moze dovesti do razvi¢a kancera (Lobo et al., 2010; Dizdaroglu & Jaruga, 2012).
Reakcija proteina sa slobodnim radikalima dovodi do disfunkcije enzima, transportnih proteina i
receptora usled reakcije reaktivnih vrsta sa R ostacima amino kiselina, koje su vazne za biolosku
aktivnost proteina (Lobo et al., 2010; Pizzino et al., 2017; Hybertson et al., 2011). Sto se ti¢e lipida
1 njihove izlozenosti, reaktivne vrste poput hidroksi radikala, peroksi nitrita, perhidroksil radikala
reaguju sa masnim kiselinama iz lipida ¢elijske membrane i formiraju lipidni radikal (L"). Ovaj
radikal sa kiseonikom daje lipid peroksil radikal (LOO"), koji reaguje sa vodonikom iz susjedne
masne kiseline i formira se lipid hidroperoksid (LOOH). LOOH se lako razlaze na lipid alkoksil
radikal (LO") i uspostavlja se propagaciona reakcija koja dalje oste¢uje vazne molekule. Na ovaj
nacin dolazi do razgradnje lipida, ¢elijska membrana se dezintegriSe i naruSava celijska homeostaza
(Recknagel et al., 2020; Weidinger & Kozlov, 2015).

Dugotrajna izlozenost reaktivnim radikalskim vrstama dovodi do narusavanja ravnoteze izmedu
stvaranja slobodnih radikala i antioksidativne odbrane ¢elije, Sto dovodi do stanja oznacenog kao
oksidativni stres. Oksidativni stres se povezuje sa hroni¢nim bolestima, poput kardiovaskularnih
bolesti, dijabetesa, neurodegenerativnih poremecaja (Alchajmerova bolest i Parkinsonova bolest),
inflamatornih procesa, kancera i procesa starenja (Hybertson et al., 2011; Liguori et al., 2018).

2.8.1.2. Antioksidansi

Mehanizam kojim ¢elija kontroliSe nivo reaktivnih vrsta (ROS, RNS) ukljucuje molekulske vrste
koje su poznate kao antioksidansi. Antioksidativna svojstva posjeduje svako jedinjenje koje moze
da neutraliSe slobodne radikale i tako zaustavi lancanu reakciju prije nego dode do oSteCenja
vitalnih makromolekula (Oroian & Escriche, 2015; Brewer, 2011). Mehanizmi kojima antioksidansi
neutralisu slobodne radikalske vrste su raznoliki i mogu se podijeliti u tri vrste (Lobo et al., 2010;
Bouayed & Bohn 2010; Lu et al. 2010):

Primarni mehanizam ili direktno zaustavljanje slobodnih radikala, kada dolazi do raskidanja i
stvaranja hemijskih veza izmedu antioksidansa i reaktivne vrste.

-Antioksidans moze da se ponasa kao donor atoma vodonika, koji sluzi za neutralizaciju slobodnog
radikala, Sto mozemo predstaviti reakcijom:

R°®+ ArOH — RH + ArO°.

Antioksidativna sposobnost molekula u ovom slucaju zavisi od energije disocijacije O-H veze,
antioksidans je jaci $to je veza slabija.

-Antioksidans moze da bude donor elektrona 1 sam postane radikalski katjon, §to mozemo
predstaviti slede¢om reakcijom:

R° + ArOH — R+ ArOH°*

U ovom slucaju, jacina antioksidansa zavisi od jonizacionog potencijala, §to je niZi jonizacioni
potencijal lakse se elektron oslobada (Hwang & Lamb, 2012; Lu et al., 2010).

Sekundarni mehanizam ili prventivni (indirektni) mehanizam, kada antioksidansi uklanjaju vec
nastale radikale (tzv. ,,skevindzeri“-sakupljaci) djeluju¢i na neki od slede¢ih nacina: donori
elektrona, inhibitori pojedinih enzima, helatori radikalskih vrsta (sekvestori), razlagaci lipidnih
peroksida nastalih u lipidnoj peroksidaciji (Bendary et al., 2013; Pisoschi & Pop, 2015; Hwang &
Lamb, 2012; Li et al., 2010).
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Tercijarni mehanizam ili multifunkcionalni mehanizam je kombinacija predhodna dva mehanizma i
najmo¢niji antioksidansi pripadaju ovoj kategoriji zato §to na viSe nac¢ina mogu da sprijece Stetno
dejstvo reaktivnih vrsta (Lu et al., 2010).

2.8.1.3. Antioksidativne osobine blitve

Antioksidativne osobine blitve poticu od antioksidacionog potencijala njenih komponenti koje
imaju sposobnost da primarnim, sekundarnim ili tercijarnim mehanizmom neutraliSu slobodne
radikale (Ninfali & Angelino, 2013; Sacan & Yanardag, 2010; Pyo et al., 2004; Ivanovic et al.,
2021). Antioksidativni potencijal ekstrakta blitve moze se odrediti in vitro antioksidativnim
testovima koji se uglavnom zasnivaju na neutralizicaji slobodnih radikala, poput najcesce
koris¢enih DPPH, ABTS i hidroksil radikala.

Mjerenjem DPPH aktivnosti 100 pg/ml vodenog ekstrakta blitve i dva vjestacka antioksidansa-
BHT i BHA, pokazana je sledeca aktivnost: 81,6 47,5 i 81,6%, redom nabrojano (Sacan &
Yanardag, 2010). DPPH aktivnost BHA je bliska ekstraktu blitve, dok je BHT pokazao slabiji
sakupljacki potencijal prema DPPH radikalu.

Vodeni ekstrakt blitve je slabije neutralisao ABTS radikal, bilo je potrebno 1093,14 pug/ml ekstrakta
blitve da neutralise 50% ABTS radikala (ICso inhibitorna koncentracija, tj. koncentracija kojom se
neutraliSe 50% slobodnog radikala), dok je poredenja radi, rutin to postigao sa oko deset puta nizom
koncentracijom (113,70 pg/ml) (Sacan & Yanardag, 2010).

Skupljacka aktivnost vodenog ekstrakta blitve prema hidroksilnom radikalu, jednom od
najreaktivnih iz ROS grupe, izrazena preko ICso vrijednosti je 157,94 pg/ml (Sacan & Yanardag,
2010). Ekstrakt blitve ima sli¢nu aktivnost prema hidroksilnom radikalu kao L-skorbinska kiselina
(1C50=116,04 pg/ml), kao i nizu u odnosu na Trolox (ICs0=46,76 pg/ml) i u odnosu na BHA
(ICs50=51,54 pg/ml) (Sacan & Yanardag, 2010).

Statistickom analizom rezultata antioksidativnih testova (hidroksil, DPPH i ABTS testovi), kojima
je mjerena aktivnost ekstrakta blitve nadena je visoka koreacija sa ukupnim sadrzajem polifenola
(korelacioni koeficijent > 0,9) (Sacan & Yanardag, 2010; Pyo et al., 2004), sto moze ukazivati da
veliki dio antioksidativne aktivnosti u pomenutim testovima potic¢e od polifenolnih jedinjenja.

2.8.2. Antiinflamatorna svojstva

U sjemenu blitve su identikovani polifenolni amidi (N-cis-feruloil 3-O-metildopamin, N-cis-feruloil
tiramin, N-trans-feruloil 3-O-metildopamin i N-trans-feruloil tiramin) koji su u in vitro uslovima
pokazali da inhibiraju proizvodnju azot oksida u makrofagima (koji su aktivirani
lipopolisaharidima) eksperimentalnih zivotinja (Kim et al., 2003; Gennari et al.,, 2011).
Koncentracije fenolnih amida iz sjemena blitve, koje su inhibirale 50% aktivnosti azot oksid
sintaze, bile su u opsegu od 13 do 18 uM (Gennari et al., 2011). Zbog inhibitornih svojstava
fenolnih amida ova jedinjenja su predloZena za razvoj novih ljekova sa antiinflamatornim efektom.
Betanin, iz grupe betalaina, koji se moze na¢i u nekim sortama blitve (u onim koje imaju obojene
petoleje i stabljikama) pokazuje antiinflamatornu aktivnost, kroz inhibiciju aktivnosti enzima
ciklooksigenaze (Gennari et al., 2011). Ciklooksigenaza je jedan od klju¢nih enzima u procesu
inflamacije, jer katalizuje formiranje medijatora zapaljenja, tj. prostaglandina, iz arahidonske
kiseline. Naime, ¢itava grupa betalaina je znacajna u pogledu njihovih antiinflamatornih svojstava
(Moreno-Ley et al., 2021) i daju povoda za istrazivanja mehanizama kojima smanjuju zapaljenske
procese.
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2.8.3. Antidijabetska aktivnost

Dijabetes je metabolicka bolest koja je poslednjih godina poprimila razmjere epidemije 1 koja se
karakteriSe nemogucéno$¢u odrzanja normalnog nivoa glukoze u krvi (Tao et al., 2015). To je
hroni¢na sistemska bolest koja oStecuje pluca, bubrege, srce, krvne sudove, oci i druge organe usled
poremecene glikemije i propratne inflamacije (Daryabor et al., 2020). U cilju kontrole ove bolesti
pozZeljno je imati proizvode koji ¢e sprijeciti ili odloziti apsorpciju glukoze iz hrane. U ovu svrhu
dijabeticari u Turskoj koriste blitvu kao alternativni nacin kojim zele posti¢i smanjenje nivoa
glukoze u krvi (Gezginci-Oktayoglu et al., 2014).

Hipoglikemijski efekat ekstrakta blitve na dijabeticnim pacovima je utvrden u eksperimentu
Bolkent i saradnika (Bolkent et al., 2000). Ovaj efekat je dao osnova za dalje ispitivanje i
utvrdivanje hipoglikemijske aktivnosti ekstrakta blitve. Nadeno je da ekstrakt blitve pokazuje
inhibitorni efekat na enzimsku aktivnost a-glukozidaze i a-amilaze (Mzoughi et al., 2019), enzima
kojima se odlaze digestija i apsorpcija ugljenih hidrata. Etanolni ekstrakt listova blitve je u ICso
koncentracijama od 0,13 mg/mL za a-glukozidazu, odnosno 1,03 mg/mL za a-amilazu, inhibirao
aktivnost ovih enzima (Mzoughi et al., 2019). Mehanizam kao i koje komponente su odgovorne za
inhibiciju ova dva enzima, nije utvrden. Pretpostavlja se da bi saponini mogli doprinijeti ovakvom
efektu, budu¢i da je poznato da djeluju inhibitorno na procese glukoneogeneze i glikogenolize
(Shehadeh et al., 2021). Kvercetin takode ispoljava antidijabetsku aktivnost tako $to ucestvuje u
brojnim procesima kontrole nivoa Secera u krvi, poput inhibicije apsorpcije glukoze kroz enterocite
(inhibicijom GLUT2 glukoznog transportera), uticaja na sekreciju i senzibilizaciju insulina, kao i
uticaja na poboljsanu iskoris¢enost glukoze u perifernim tkivima (Haddad & Eid, 2016; Gezginci-
Oktayoglu et al., 2014). Takode druga jedinjenja iz grupe polifenola, poput jedinjenja iz grupe C-
glikozil flavona, koja su pronadena u listovima i sjemenu blitve, snazno inhibiraju aktivnost a-
glukozidaze (Li et al., 2009) i mogu biti odgovorni za snazan hipoglikemijski efekat koji je
zabiljezen kod dijebetskih pacova.

2.8.4. Antiproliferativna (antitumorska) aktivnost

Prema podacima WHO kancer je vodeéi uzrok smrtnosti medu ljudskom populacijom, na svakih 6
umrlih, jedan je od kancera. Najcesc¢i kanceri su kancer dojke, pluca, kancer kolona i rektuma i
prostate (World Health Organisation, 2022).

Antiproliferativna aktivnost ekstrakta blitve pokazana je u in vitro ekperimentima na komercijalnim
kancer Celijama (lvanovic et al., 2021; Ninfali et al., 2007). Komponente blitve sa
antiproliferativnom aktivnoS¢u pripadaju grupi jedinjenja polifenola i betalaina (Brewer, 2011;
Lima et al., 2014; Bendary et al., 2013; Rahimi et al., 2019).

Betalaini, kako je navedeno mogu se naci u nekim sortama blitve, dok su vise zastupljeni u drugim
vrstama iz podporodice Chenopodiaceae, poput cvekle. Jedan mehanizam koji objasnjava
antitumorsko dejstvo betalaina je ometanje razmjene metabolita izmedu celija kancera (koje su
izrazito metabolicki aktivne ¢elije) 1 okolnih tkiva, 1 posledicno umanjivanje njihove sposobnosti
infiltracije (Reddy et al., 2005; Kapadia et al., 2003).

Kljuéni polifenoli koji su pronadeni u liS¢u 1 sjemenu blitve sa antitumorskim svojstvima su
viteksin, viteksin-2"-O-ksilozid (VOX) i viteksin-2"-O-ramnozid (VOR) (Ninfali et al., 2007;
Gennari et al.,, 2011). Ova jedinjenja pripadaju flavonoidnoj subgrupi flavona i zapravo su
glikolizovani derivati apigenina, koji je jedan od najispitivanih polifenola zbog antitumorskih
efekata (Salmani et al., 2017; Abdelhady & Motaal, 2016). Apigenin indukuje apoptozu u humanim
¢elijskim linijjama melanoma A375 1 C8161 stimulacijom signalnih puteva koji aktiviraju apoptozu
(Zhao et al., 2017). Cijepanje PARP proteina se smatra centralnim indikatorom apoptoze, i za
njegovo cijepanje je zaduzena efektorska kaspaza 3, koju aktivira apigenin (Zhao et al., 2017).
Takode, na istim humanim Cdelijama melanoma, je pokazano da apigenin inhibira ERK
fosforilizaciju (ekstracelularna signal regulisana kinaza) koja je jedna od uvodnih kinaza u brojnim
procesima celijskog razvoja pa i proliferacije i AKT/mTOR signalni put koji su anti-apoptoski
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signalni putevi (Zhao et al., 2017). Sa ovim u vezi, sli¢cno je nadeno da u humanim tumorskim
¢elijama debelog crijeva HCT116, apigenin inhibira neke signalne puteve koji reguliSu prelazak
¢elije iz postsinteticke G2 faze u M fazu ¢elijskog ciklusa (Lee et al., 2014). Na ¢elijskim linijama
humanog melanoma SK-MEL-24, je pokazano da u in vitro uslovima apigenin ima
antiproliferativno dejstvo. Pri dozama od 30 uM, odnosno 60 puM, pokazuje znacajni citotoksi¢ni
odnosno antimigracioni potencijal (Ghiu et al., 2021). Zabiljezena su sli¢cna antitumorska dejstva
apigenina, poput zaustavljanja proliferacije i indukcije apoptoze, na humanim melanoma c¢elijskim
linijjama A375 u in vitro eksperimentalnim uslovima (Ghitu et al., 2019). Apigenin je inhibirao rast
humanih ¢elijskih linija tumora bubrega ACHN, 786-0 i Caki-1, gdje je na ovim ¢elijama
indukovao DNK ostecenja, zaustavljanje G2/M ¢elijskog ciklusa, akumulaciju tumorskog antigena
p53 i apoptozu (Meng et al., 2017). Rast Celijskih linija kancera prostate i dojke, DU-145 i MDA-
MB-231 je takode bio zaustavljen dodatkom apigenina, na nacin da se apigenin vezao preko ERf
(Estrogenski receptor subtip f) receptora (Mak et al., 2006).

Viteksin-2-O"-ksilozid i viteksin-2-O"-ramnozid su glikolizovani derivati apigenina, i kao takvi su
pokazali antiproliferativne efekte na ispitivanim tumorskim ¢elijskim linijama u in vitro uslovima
(Scarpa et al., 2018; Ninfali et al., 2007).

Apigenin, kako je navedeno, u in vitro studijama pokazuje ohrabrujuce aktivnosti poput
antiproliferativnih i proapoptotskih, na raznim humanim tumorskim ¢elijskim linijama, koje su
obecavajuce u kori$¢enju apigenina u preventivne i terapeutske svrhe. Medutim veliki je jaz izmedu
efekata apigenina koji su uocenu u in vitro studijama i ostvarivanje njegovih efekata u praksi, tj. u
lije¢enju ili prevenciji kancera, prije svega zbog njegove male bioiskoristivosti kod ljudi (Madunic
etal., 2018).

2.9. Antinutritivne komponente blitve

Komponente koje se nalaze u hrani, a u ljudskom organizmu dovode do smanjenja bioiskoristivosti
nutrienata ili pak same djeluju $tetno po zdravlje (direktno ili indirektno) su oznacene kao
antinutritivne komponente. Naime, listovi blitve sadrze nitrate i oksalate koji su oznaceni kao
antinutritivne komponente (Bavec et al., 2010; Guil et al., 1997). Biljke uglavnom nitrate koriste
kao izvor azota (Ranasinghe & Marapana, 2018). Glavni izvor nitrata u ishrani ¢ovjeka je povrée
(oko 80%) (Hord et al., 2009), posebno lisnato zeleno povrée (Ranasinghe & Marapana, 2018).
Brojni faktori uti¢u na akumulaciju nitrata u povréu, poput: vrste povrca, sastava zemljista,
inteziteta svjetlosti, temperature, vlaznosti vazduha, gustine rasta, trajanja perioda rasta, vremena
berbe, vremena skladistenja i upotreba azotnih dubriva. Od pomenutih faktora najveci uticaj imaju
azotno dubrenje i intenzitet svjetlosti (Correia et al., 2010; Gruda, 2005).

Nitrati pokazuju relativno malu toksi¢nost, medutim oko 25% nitrata unesenih ishranom se
redukuje do nitrita u pljuvacki dejstvom oralne mikroflore (Kanady et al., 2012). Nitriti su veoma
toksi¢ni, dovode do stanja methemoglobinemije (stanje povecanog sadrZzaja methemoglobina u
krvi), a posebno visoku toksi¢nost ostvaruju u reakciji sa biogenim aminima jer formiraju dokazane
kancerogene supstance-nitrozamine (Loh et al., 2011). Prema klasifikaciji povréa na osnovu
sadrZaja nitrata u svjezem uzorku izraZzenih u mg/kg, blitva spada u povrée koje ima veoma visok
sadrzaj nitrata (>2500) (Santamaria, 2006). Evropskom Regulativom broj 1258/2011, koja govori 0
maksimalnoj dozvoljenoj koli¢ini nitrata u pojedinom zelenom lisnatom povréu (spanaé, zelena
salata, rukola), su postavljene sledec¢e grani¢ne vrijednosti: 3500 mg nitrata /kg svjezeg spanaca (za
zamrznuti spana¢ do 2000 mg/kg), za zelenu salatu (vrijednosti su od 3000 do 5000 mg/kg svjezeg
uzorka, zavisno od vremena zetve) (EU Regulative 1258/2011). Zbog toksi¢nosti, WHO je odredila
prihvatljivi dnevni unos (ADI) za nitrate koji iznosi 3,7 mg/kg tjelesne tezine, za nitrite 0,06 mg/kg
ili 222 mg/dan za odraslu osobu od 60 kg tjelesne tezine, koji je potvrdila i EFSA (Keller et al.,
2020). Sadrzaj nitrata u listovima zelenog povréa se moze smanjiti tako $to se listovi zelenog
lisnatog povrca prvo prokuvaju u vodi a zatim u 5% rastvoru natrijum-hlorida (Afiomah & lwuozor,
2020).
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Poslednjih godina brojna istrazivanja o prevenciji kardiovaskularnih bolesti su dovela do saznanja
da nitrati imaju i pozitivne efekte na zdravlje ljudi (Hordet al., 2009; Ranasinghe, 2018). Naime,
nitriti, koji su nastali od hranom unesenih nitrata, u usnoj duplji, dijelom se redukuju do azot oksida
(NO), dejstvom bakterija iz usne duplje i gastrointestinalnog trakta (Kanady et al., 2012; Hord et al.,
2009; Ranasinghe & Marapana, 2018). NO je vaZan signalni molekul u organizmu covjeka, koji
dovodi do vazodilatacije krvnih sudova i tako snizava krvni pritisak (Habermeyer et al., 2015; Hord
et al., 2009). Osim toga, smatra se da NO koji nastaje u organizmu nakon unosa hrane koja sadrzi
nitrate, u gastrointestinalnom traktu inhibira rast patogenih bakterija i tako doprinosi stabilnosti
mikrobne flore (Santamaria, 2006). Takode, neke studije upucuju na to da vitamin C i polifenolna
jedinjenja iz voca i povr¢a, olakSavaju neenzimsku redukciju nitrata do NO i na taj nac¢in smanjuju
dostupnost nitrata, i moguc¢nost da preko nitrita formiraju kancerogene nitrozamine (Rocha et al.,
2009; Erkekoglu & Baydar, 2010).

Oksalati su antinutrijenti zato $to vezuju neke mikronutrijente i1 tako sprecavaju njihovu
bioiskoristivost. Dodatno, ishrana koja sadrzi povecan unos oksalata se povezuje sa pojavom
kamena u bubregu (koji je najce$ce kalcijum oksalat) (Natesh et al., 2017; Mercola, 2019).
Medutim, koncentarcija oksalata u mladim listovima blitve je niska, za razliku od starijih listova
blitve koji sadrze nepozeljne koncentracije oksalata (Simpson et al., 2009).

2.10. Analiticke metode u hemiji hrane

2.10.1. Spektrofotometrijske metode za odredivanje ukupnih fenola, flavonoida i
antioksidativnog kapaciteta

2.10.1.1. Odredivanje ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih polifenola se uobitajeno odreduje Folin—Ciocalteu (FC) metodom. Siroko se
primjenjuje u ispitivanjima ekstrakta voca i povréa. Metoda se zasniva na reakcijama oksido-
redukcije FC reagensa i polifenola u baznoj sredini, kao §to je ilustrovano na Slici 2.9. Folin-
Ciocaleu reagens je zute boje i sastoji se od smjese fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline.
FC reagens oksiduje polifenole, u baznoj sredini pri ¢emu se molibden (VI) redukuje u molibden
(V) i nastaje stabilni plavo-ljubic¢asti kompleks, koji se potom spektrofotometrijski moze izmjeriti
na talasnoj duzini apsorpcionog maksimuma nastalog kompleksa A=750 nm (Martono et al., 2019).
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Slika 2.9: Prikaz reakcije galne kiseline sa FC reagensom (izvor slike Martono et al., 2019).
2.10.1.2. Odredivanje ukupnih flavonoida
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Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida se naj¢es¢e odreduje kolorimetrijski sa aluminijum(III)-
hloridom. Metoda se zasnhiva na osobini flavonoidnih struktura da formira obojene metalo-
komplekse kao $to je prikazano na Slici 2.10 (Martono et al., 2019). Hidroksidne i keto grupe
flavonoida formiraju kompleks sa jonima metala (AI**) uz prisustvo NaNO- i NaOH koji daju Zutu
boju ¢iji se intezitet mjeri spektrofotometrijski na talasnoj duzini A=510 nm (Martono et al., 2019).

OH

OH O 0o, .0 Hompleks kvercetin-
Kvercetin Al alumintjum

Slika 2.10: Formiranje kompleksa kvercentina sa AICls (izvor slike Martono et al., 2019).

2.10.2. Odredivanje antioksidativne aktivnosti
2.10.2.1. DPPH antioksidativni test

DPPH antioksidativni test je najviSe koriS¢eni metod za utvrdivanje antioksidativnog kapaciteta
prirodnih proizvoda. Princip rada ovog testa je neutralizacija stabilnog radikala DPPH" transferom
vodonika koji je donor elektrona sa antioksidansa (A-H), kao $to je ilustrovano na Slici 2.11 (Resat
et al., 2016; Prior et al., 2005). Neutralizacijom DPPH radikala, dolazi do promjene boje iz
ljubicaste u Zutu, $to se mjeri na talasnoj duzini od 510 nm (Slika 2.11).

. H
*N + A-H - O,NQ

N—N + A"

Antioksidans Antioksidans
NO, radikal
DPPH-H

Slika 2.11: Redukcija DPPH radikala (DPPH") sa antioksidansom (A-H) koja dovodi do promjene
boje iz pocetne ljubicaste u zutu (izvor: CHIMACTIV, 2016).

DPPH test se najviSe koristi za odredivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata voca i povréa.
Polifenolna jedinjenja su u najvecoj mjeri jedinjenja koja redukuju DPPH radikal, pri ¢emu nastaje
stabilni polifenolni radikal (na Slici 2.11 oznacen A’). Takode i druga jedinjenja koja imaju
antioksidativna svojstva i ispoljavaju ih primarnim, tj. direktnim mehanizmom neutralizacije
slobodnih radikala (doniraju vodonik i elektron), doprinose antioksidativnoj aktivnosti u DPPH
testu. Antioksidativna aktivnost u DPPH testu se Cesto prikazuje ICso vrijednostima, pri ¢emu je
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sposobnost nekog proizvoda (ili jedinjenja) da neutraliSe slobodne radikale veca §to je ICso
vrijednost niza.

2.10.2.2. ABTS test

ABTS antioksidativni test se zasniva na stvaranju stabilnog katjonskog radikala (ABTS™) koji ima
apsorpcione maksimume na talasnim duzinama od 414, 645, 734 1 815 nm 1 koji se u prisustvu
antioksidanasa obezboji (Slika 2.12). ABTS'" nastaje u reakciji ABTS-a rastvorenog u vodi sa
kalijum persulfatom, u odnosu 1:1, u mraku tokom 12-16 sati. Nakon toga se katjonski radikal
koristi za ispitivanje antioksidacionih svojstava ispitivanog uzorka, mjerenjem apsorbance na 734
nm (Resat et al., 2016; Prior et al., 2005). Katjonski radikal (ABTS™) se neutrali$e transferom
elektrona sa antioksidansa. Kao standard za pravljenje kalibracione krive koristi se naj¢es¢e Trolox
koji je ekvivalent a-tokoferola u vodenoj sredini ili vitamin C.

Kalijum persulfat
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na primer Trolox

Slika 2.12: ABTS hemijska reakcija (Boligon et al., 2014).

2.10.3. Te¢na hromatografija visokih performansi

Hromatografija je analiti¢ka tehnika koja se koristi za razdvajanje i identifikaciju komponenata koje
se nalaze u smjesi. Hromatografske metode mogu biti preparativne i analiticke. Preparativna
hromatografija je tehnika pre¢is¢avanja i sluzi za razdvajanje komponenti smjese u svrhu njihove
dalje analize. Analiti¢ka hromatografija je hromatografska metoda koja se koristi za kvalitativno i
kvantitativno odredivanje komponenti smjese. Prema prirodi mobilne faze hromatografiju moZzemo
podijeliti na te¢nu i gasnu. U te¢noj hromatografiji (LC) mobilna faza je tecnost, dok stacionarna
faza moze biti ¢vrsta ili te¢na, pri ¢emu je uglavnom ¢vrsta. Kada je stacionarna faza te¢nost, onda
je ona najcesce hemijski vezana kao tanak film na ¢vrstoj fazi i tako impregnirana tecnost mora biti
nerastvorna u mobilnoj fazi (Reuhs, 2017). Particiona te¢na hromatografija se moze podijeliti prema
polarnosti stacionarne i mobilne faze, na normalno faznu (kod koje je stacionarna faza polarna a
mobilna faza nepolarna) i reverzno faznu (kod koje je mobilna faza polarna a stacionarna
nepolarna). Da li ¢e se koristi normalno fazna ili reverzno fazna hromatografija zavisi prvenstveno
od osobina ispitivanih supstanci, njthove polarnosti, rastvorljivosti, jonizabilnosti, veli¢ine njihovih
molekula (Coskun, 2016).

Tec¢na hromatografija je dinamicki fizicko-hemijski proces kojim se komponente smjeSe razdvajaju
na osnovu razli¢ite raspodjele izmedu dvije faze, stacionarne i mobilne. Komponente smjese
prolaze kroz hromatografski sistem noSene mobilnom fazom 1 pri tome se rasporeduju na
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stacionarnoj fazi uslijed razlicitih interakcija sa njom. Komponenta sa najve¢im afinitetom prema
stacionarnoj fazi se poslednja eluira. To je zato §to visok afinitet podrazumjeva vise vremena za
putovanje kroz sistem.

Tecna hromatografija visokih performansi (HPLC), poznata i kao te¢na hromatografija visokog
pritiska, je napredni tip teCne hromatografije u smislu osjetljivosti, tacnosti 1 precinosti. HPLC
sistem se sastoji od rezervoara za mobilnu fazu, pumpe, injektora (autosamplera), kolone sa
termostatom i detektora. U cilju povecanja efikasnosti i smanjenja granice detekcije, hromatografija
se kombinuje sa drugim metodama: masenom spektrometrijom, UV-Vis, IC spektroskopijom a
mogu se medusobno kombinovati razli¢ite hromatografske metode. Stoga se u te¢noj hromatografiji
najcesce koriste sledec¢i detektori: UV-Vis, maseni spektrometar, florescentni, refraktometrijski i
elektrohemijski detektor.

U analitici komponenti koje imaju biolosku aktivnost, posebno u karakterizaciji polifenolnih
jedinjenja najvise se koriste UV-Vis i maseni detektori (MS) (Yuan et al., 2019; Keskes et al.,
2018).

2.10.3.1. UV-Vis detekcija u te¢noj hromatografiji

UV-Vis detektori se koriste u te¢noj hromatografiji da detektuju i identifikuju analite u uzorku, koji
absorbuju u ultraljubi¢astom i/ili vidljivom dijelu elektromagnetnog zraCenja. Ovaj selektivni
detektor ima najviSe aplikacija u tecnoj hromatografiji. Princip funkcionisanja ovog detektora
zasniva se na propustanju vidljive i ultraljubicaste svetlosti kroz uzorak u proto¢noj ¢eliji, a zatim
mjerenjem apsorpcije na jednoj ili vise talasnih duzina. Intezitet apsorpcije se detektuje kao signal
(pik) na hromatogramu. Pik na hromatogramu ima dvije karakteristike i to retenciono vrijeme i
povrsinu pika, koje se koriste u kvalitativnoj i kvantitativnoj analizi. Koli¢ina apsorbovane
svjetlosti daje informacije o svojstvima uzorka od interesa. Dodatno, pojedini UV-Vis (poput DAD)
detektori imaju mogucnost snimanja ukupnog UV-Vis spektra analita, Sto doprinosi kvalitativnoj
analizi (Wysocki & Dong, 2019) .

2.10.3.2. Te¢na hromatografija- masena spektrometrija (LC-MS)

LC-MS tehnika je kombinacija te¢ne hromatografije i masene spektrometrije. Kombinacija te¢ne
hromatografije visoke performanse sa masenom spektrometrijom (HPLC-MS) koristi se u analizi
kompleksnih smjeSa. Masena spektroskopija ima Siroku primjenu u analitici pri identifikaciji 1
kvantifikaciji jedinjenja i pruza informacije o strukturi nepoznatih jedinjenja (Yuan et al., 2019;
Pitt, 2009). HPLC-MS se najcesce Koristi za analizu jedinjenja koja su temperaturno nestabilna,
koja su veoma polarna ili imaju veliku masu (makromolekuli).

Maseni spektrometri funkcioni$u tako §to prevode molekule analita u naelektrisano tj. jonizovano
stanje (u jonizatoru masenog spektrometra), uz naknadnu analizu jona i bilo kojih jona fragmenata
koji nastaju u jonskom izvoru, na osnovu njihovog odnosa mase i naelektrisanja (m/z) (u analizatoru
masenog spektrometra). Postoji nekoliko na¢ina koji omogucavaju jonizaciju i analizu jonskih
fragmenata, koje podrazumjevaju razli¢ite tipove masenih spektrometara sa razliitim
kombinacijama ovih procesa (jonizacije i analize). Od jonskih izvora u masenoj spektrometriji
koriste se: ESI (elektro sprej jonizacija), APCI (hemijska jonizacija pod atmosferskim pritiskom),
APPI (foto jonizacija pod atmosferskim pritiskom) i MALDI (matriksom potpomognuta laserska
desorpcija) (Pitt, 2009).

Sto se ti¢e analizatora, u masenoj spektrometriji postoje slede¢i: kvadrupolni analizator, analizator
na bazi vremena preleta jona, TOF analizator, jonska zamka, elektri¢ni analizator, magnetni
analizator i drugi (Pitt, 2009). U kvalitativnoj i kavantitativnoj analitici poznatih jedinjenja i u
identifikaciji nepoznatih jedinjenja najcesce se koriste kvadrupolni i TOF analizator.

U kavdrupolnim analizatorima kvadrupol prestavljaju cetiri paralelne elektode u kojima se
promjenom napona sa vremenom skeniraju vrijednosti odnosa mase i naelektrisanja (m/z), sto daje
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odgovarajuci spektar. Joni se u kvadrupolu kre¢u u smjeru elektrode koja ima suprotno nalektrisanje
od jona, a prije sudara sa elektrodom kvadrupola mjenja se polaritet elektrode. U kolizionoj ¢eliji
kvadrupolnog analizatora se dogada proces nazvan disocijacija izazvana kolizijom (sudarom) jona
(koji su u jonskom izvoru formirani) sa inertnim gasom (N2 ili Ar) $to rezultira fragmentacijom jona
(Pitt, 2009). Kvadrupolni analizator moze da sadrzi jedan kvadrupol za filtriranje mase ili da sadrzi
tri kvadrupola (tj. tandemski maseni sistem) oznacena kao Q1, Q2, Q3, gdje Q1 i Q3 rade kao filteri
masa dok Q2 deluje kao koliziona ¢elija i postavljen je izmedu Q1 i Q3 (Pitt, 2009). Prednost
tandemske MS je znatno povecana specificnost analize u odnosu na analizator koji sadrzi jedan
kvadrupol.

TOF analizator radi tako $to ubrzava jone formirane u jonskom izvoru primjenjujuci visoki napon.
Brzina jona, pa samim tim i vrijeme potrebno da putuju kroz cijev do detektora zavise od njihovih
m/z vrednosti. Ako svi joni imaju isto naelektrisanje, njihove kineticke enrgije ¢e biti identi¢ne i
brzina svakog takvog jona ¢e zavisiti samo od njegove mase, tako da joni manje mase prvo stignu
do detektora, dok tezim jonima treba vise vremena. TOF analizator moze izuzetno brzo da dobije
spektre sa visokom osjetljivos¢u. Prednost TOF analizatora je brzina, medutim TOF analizator ima
losiju rezoluciju u odnosu na druge analizatore (elektri¢ne ili magnetne). Takode ima visoku ta¢nost
mase, §to omogucava odredivanje molekulske formule malih molekula (Pitt, 2009).

2.10.4. Opti¢ka emisiona spektroskopija induktivno spregnute plazme (ICP-OES)

ICP-OES je instrumentalna analiti¢ka tehnika koja je najsvestranija tehnika u neorganskoj analitici.
Plazma koja je jedno od osnovnih agregatnih stanja, sastavljena je od pozitivnih jona i elektrona, $to
¢e reci da su Cestice u plazmi naelektrisane i pod uticajem elektri¢nog polja. Princip rada ICP OES
je primjena plazme koja pobuduje elemente komponenti (atome) u analiziranom uzorku. Plazmom
(koja je ekstremno zagrijana, na 5726.85-6726.85 °C) pobudeni atomi kada se vrate u
niskoenergetki polozaj, emituju zracenje koje odgovara talasnim duzinama fotona, koje se mjere. U
ICP OES tehnici detekcija se vrsi optickim sistemom i nije pozeljna jonizacija atoma u plazmi, $to
se minimizira dodatkom SeCl (donor elektrona) (Pucarevic, 2019). Svaki element ima svoj
karakteristiCan spektar emisije koji se mjeri spektrometrom i koji je veoma komplikovan, medutim
razvijeni softveri omogucavaju analizu spektralnih linija na bazi poznatih kombinacija talasnih
duzina koji su karakteristicni za svaki element. Intenzitet svjetlosti na odredenoj talasnoj duzini je
proporcionalan koli¢ini metala u plamenu (Pucarevic, 2019; De la Guardia & Armenta, 2011).

2.10.5. Atomska apsorpciona spektroskopija (AAS)

AAS je instrumentalna analiti¢ka tehnika kojom se odreduje koncentarcija atoma/jona metala u
ispitivanom uzorku. Princip rada AAS zasnhiva se na sposobnosti atoma ili jona da apsorbuju
svjetlost na odredenim, jedinstvenim talasnim duzinama za svaki atom/jon. Kada se ispitivani
uzorak izlozi svjetlosti na karakteristi¢noj talasnoj duZini jednog od atoma/jona elementa, tada ce
samo atomi ili joni tog elementa apsorbovati svjelost primjenjene talasne duzine. Koli¢ina svjetlosti
koja se apsorbuje na karakteristi¢noj talasnoj duzini atoma ili jona posmatranog elementa je
direktno proporcionalna koncentraciji tog elementa (atoma/jona) (Wolfgong, 2016; Pucarevic,
2019).

2.10.6. Spektroskopija nuklearne magnetne rezonance (NMR spektroskopija)

NMR spektroskopija je neinvazivna i nerazarajuca analiticka tehnika koja se prvi put koristila
pocCetkom Sezdesetih godina proslog vijeka za strukturna odredivanja. Danas se brojne tehnike
NMR spektroskopije koriste za karakterizaciju, odnosno odredivanje strukture molekula, kao i
druge brojne primjene u oblastima hemije i fizike, poslednjih godina sve viSe i u praéenju
metabolic¢kih procesa in vivo (Milosavljevic, 2004). Uz kristalografiju X zraka, NMR je najcesce
tehnika izbora u odredivanju strukture jedinjenja, dok je zajedno sa masenom spektrometrijom cesto
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koriS¢ena u svrhu kvantifikacije i identifikacije jedinjenja u kompleksnom uzorku (Van der Hooft &
Rankin, 2018).

U NMR spektroskopiji pojedina jezgra atoma iz molekula koji su pod uticajem jakog magnetnog
polja ¢e se ponaSati kao mali magneti. Primjenom elektromagnetnog zracenja, tacnije dijela
elektromagnetnog spektra-spektra radiofrekventnih talasa od 300 cm do 30 cm (tj. frekvenca od 100
MHz do 1 GHz) na uzorak, aktivna jezgra ¢e stupiti u rezonancu sa radiofrekventnim talasima. Do
apsorpcije radiofrekventnih talasa ¢e doé¢i ukoliko se u uzorku nalaze jezgra koja imaju ugaoni
momenat (spin), koji nije 0, $to je u slucaju H, 3C, 3P, F ili 1N (aktivna jezgra) (Milosavljevié
2004). Rezonantne frekvencije jezgara se zatim mjere i pretvaraju u odgovaraju¢i NMR signal, i
zavisno od jezgra atoma koji se snima dobija se i odgovaraju¢i NMR spektar (za vodonik je H
NMR, za ugljenik je 3C NMR itd.). Ipak, od pomenutih jednodimenzionalnih (1D) NMR tehnika,
osnovna NMR aktivna jezgra u organskim molekulima su vodonik i ugljenik i zbog toga se *H i 13C
NMR tehnike najéeScée koriste u identifikaciji nepoznatih jedinjenja u nekom uzorku (Mohamed et
al., 2020). Za interpretaciju spektara jednodimenzionalnih NMR tehnika uzimaju se slede¢i podaci:
hemijska pomjeranja (polozaji signala u spektru), relativne povrSine signala (integrali) i oblik
(multiplicitet) signala (Milosavljevic, 2004).

I dok je *H NMR spektroskopija najvise prou¢avana NMR spektroskopska tehnika, zbog relativno
jednostavne interpretacije spektara, osjetljivosti detekcije 1 podataka koje pruza o strukturi i
geometriji molekula, to je 3C NMR spektroskopija zbog malog udjela spina aktivnog izotopa **C u
prirodi (oko 1.11%) postala Siroko primjenljivana tek sa razvojem tehnike. Pored male obilnosti
aktivnog jezgra *C smanjenoj osjetljivosti *>*C NMR tehnike doprinosi i Ziromagnetni odnos koji je
Cetiri puta manji od ziromagnetnog odnosa protona (Milosavljevic, 2004). Posledica manje
osjetljivosti 3C NMR je potreba za ve¢om koli¢inom uzorka prilikom snimanja **C NMR spektra.
Princip rada i podaci koji su potrebni za interpretaciju 3C NMR je isti kao u slu¢aju 'H NMR
spektroskopije s tim da je aktivno jezgro ugljenika (**C) koje se snima, pa shodno tome daje
podatke vezane za jezgro ugljenika (Milosavljevic, 2004).

Osim 1D NMR tehnika, u NMR spektroskopiji koriste se i dvodimenzionalne (2D) homonuklearne
I heteronuklearne tehnike poput: COSY, HSQC, HMBC koje izmedu ostalih primjena, Koriste se za
dobijanje kompletne karakterizacije jedinjenja prisutnih u uzorku. COSY, HMQC i HMBC su
dvodimenzionalne NMR tehnike koje se temelje na skalarnom sprezanju jezgara (kroz kovalentne
veze), za razliku od NOESY i ROESY tehnika koje se temelje na dipolnom sprezanju (kroz prostor)
(Kraljevic, 2015; Milosavljevic, 2004).

COSY tehnika je dvodimenzionalna homonuklearna NMR tehnika koja pokazuje korelaciju izmedu
vodonika koji su medusobno kuplovani u *H NMR spektru. Tehnika se bazira na sprezi protona duz
2 ili 3 hemijske veze gdje su signali lako vidljivi, dok se za ve¢i opseg posmatra duze vrijeme
akvizicije. 2D COSY spektar sadrzi dvije vrste signala: dijagonlne i korelacione (koji su izvan
dijagonale). Dijagonalni signal je obi¢ni protonski NMR spektar molekula, dok je korelacioni signal
posledica interakcije protona koji su spregnuti (i daju dva razli¢ita hemijska pomjeranja), tj. signal
koji poti¢e od protona izmedu kojih je doslo do prenosa magnetizacije (Milosavljevic, 2004).

2D HSQC tehnikom se odreduje korelacija izmedu hetero jezgra (najéesée izmedu protona i 13C ili
>N) koji su u skalarnoj sprezi kroz jednu hemijsku vezu. *H-*C HSQC spektar povezuje hemijska
pomjeranja protona sa hemijskim pomjeranjem ugljenika za koji je direktno vezan, kroz Jch
kuplovanje pri ¢emu se dobija jedan pik po paru kuplovanih atoma (Milosavljevic, 2004). Na
horizontalnoj x-osi je prikazan *H spektar, dok je *C spektar prikazan na vertikalnoj y-osi. HSQC
tehnika je nezamjenjiva za odredivanje spektra drugog jezgra kada je poznat spektar jednog jezgra.
HMBC je heteronuklearna 2D NMR tehnika koja se zasniva na sprezanju vodonika i ugljenika koji
su udaljeni za dvije, tri ili etiri kovalentne veze. U *H-13C HMBC spektru na horizontalnoj x-osi je
prikazan 'H spektar, dok je 3C spektar prikazan na vertikalnoj y-osi. Primjenom tehnike HMBC
utvrduje se povezanost izmedu atoma koji pripadaju razli¢itim molekulskim fragmentima. HMBC
spektri su vazni za detekciju kvaternarnih ugljenika 1 sluze za povezivanje posebnih strukturnih
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fragmenata koji su dobijenih analizom COSY i HSQC spektara (Boysen & Hearn, 2010).
Interpretacija HMBC je najizazovnija u procesu odredivanja strukture nepoznatog jedinjenja jer
korelacije sa dvije ili tri veze mogu biti izuzetno slabe ili se uopste ne pojavljuju u spektru, a zatim

ne postoji jednostavan metod za razlikovanje signala koji poti¢u od sprezanja izmedu dvije i tri veze
(Reynolds, 2017; Boysen & Hearn, 2010).

3. Materijal i metode
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3.1. Blitva upotrebljena u studiji

Za gajenje blitve, koja je koriS¢ena u ovoj studiji da bi se utvrdio njen nutritivni 1 fitonutritivni
sastav kao i1 efekat razli¢itih tretmana navodnjavanja i prihranjivanja, koriS¢eno je Verca F1
hibridno (Clause, Francuska) sjeme. KoriS¢eno sjeme daje listove tamno zelene boje, blago
naborane sa peteljkom bijele boje sa veoma dobrom otporno$¢u na cvjetanje. Sjeme blitve je
posijano u plasticnim leziStima koja su snadbjevena supstratom. Rasadi blitve su gajeni u stakleniku
a oni rasadi koji su imali 4-5 listova su presadeni 15.04.2015. godine, na prethodno pripremljeno
zemljiSte na oglednom imanju Biotehnickog fakulteta Univerziteta Crne Gore u LjeSkopolju
(koordinate 42.447155°N 1 19.206541°E), u Podgorici. Zemljiste je u martu bilo pripremljeno za
kultivaciju blitve. Rasadivanje blitve je obavljeno na slede¢i nacin: razmak sadnje - 25 cm biljka od
biljke, u osam traka po oglednoj parceli povrsine 10,5 m? (3 m x 3,5 m).

3.1.1. Priprema zemljiSta i tretmani dubrenja i navodnjavanja za gajenje blitve

Zemljiste na kom je postavljen eksperiment je bila pjeskovita ilovaca. Analiza zemljista kao dio
ovog eksperimenta je ukazala na neophodni predtretman koji je potrebno uraditi da bi se omogucili
optimalni uslovi za gajenje blitve. Predtretman je obavljen 20.03.2015. godine, kada je u zemljste
dodat kalcijum-hidroksid u koli¢ini od 70 g/m? i organsko peletirano dubrivo 163 g/m?, &iji sastav
je bio sledeci: organska materija 67%, ukupni azot 5%, fosfor (P20s) 3%, kalijum (K20) 2% a pH
7,2. Primjenjeno organsko dubrivo dovodi do poveéanja humusa u zemljistu za 0,1-0,2% na
godi$njem nivou, bogato je aminokiselinama, bez patogenih mikroorganizama i sjemena korova.

3.1.1.1. Tretmani prihrane
U eksperimentu su kori$¢ena sledeca dubriva:

-Bubrivo NPK 11-11-21 (YaraMila Cropcare) je kompleksno granulisano dubrivo bez hlora, koje
biljkama obezbjeduje konstantnu ishranu. U zemljiStima sa navodnjavanjem moze se koristiti kao
osnovno, starter dubrivo ali i za prihranu. U ovom eksperimentu je koris¢eno kao osnovno dubrivo.
-SLAVOL (te¢no mikrobiolosko dubrivo) je dubrivo koje je stimulator rasta i koje je sertifikovano
za primjenu kako u tradicionalnoj tako i u organskoj poljoprivrednoj proizvodnji.
-NPK-vodorastvorljiva dubriva 24-8-16 i 15-30-15 (Yara FERTICARE™).

Krajem marta (27.03.2015. godine), zemljite je tretirano sa 40 g/m? 11-11-21 NPK dubrivom, ;.
primjenjene su slede¢e pojedinaéne koncentracije komponenti: 16,75 g N/m?, 12,36 g P,Os/m? i
14,79 g K2O/m? za optimalni nivo dubrenja (D100). Ostala dva koriéena tretmana ukljucivala su
smanjenu koli¢inu dubiva za 50% (D50) i povecanu koli¢inu NPK dubriva za 50% (P150) u odnosu
na optimalnu koli¢inu. Nakon osnovnog dubrenja zemljista, u junu (06.06.2015. godine) je
obavljeno uzorkovanje zemljiSta (za dobijanje fizicko-hemijskih karakteristika) i zastita blitve sa
fungicidom Coragen 1 insekticidom Actara, pri ¢emu je primijenjeno 1 mikrobioloSko folijarno
dubrivo SLAVOL. Par dana kasnije, 10.06.2015. godine (Slika 3.1.), obavljena je prihrana blitve,
pri ¢emu je koris¢eno 70 g 24-8-16 + 35 g 15-30-15 NPK dubriva po parceli, za optimalni nivo
(P100) $to odgovara pojedinaénim koncentracijama komponenti: 2,10 g N/m?, 1,53 g P,0s/m? i
1,57 g K2O/m?. Za druga dva tretmana je primjenjena 50% manja koli¢ina (P50) odnosno 50% veéa
koli¢ina (P150) od optimalne koli¢ine dubriva. Za dubrenje su napravljeni odgovarajuéi rastvori i
sa istom zapreminom (40 L) su zalivane parcele.
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Slika 3.1: Situacija sa terena 10.06.2015. kada je obavljena prihrana blitve (lzvor: autor)

3.1.1.2. Tretman navodnjavanja

Navodnjavanje za tretman koji se odnosio na optimalnu koli¢inu vode (N100) je obavljan u 10
navrata u periodu od pocetka juna (06.06.2015. godine) do kraja eksperimenta (22.06.2015. godine)
sa ukupnom koli¢inom vode od 0,059 m®/m?. Za ogled koji je sproveden u cilju ove doktorske
disertacije je primjenjivano razli¢ito navodnjavanje sa normama 50%, 100% 1 150% u odnosu na
optimalne potrebe biljke. Za izratunavanje normi za navodnjavanje koris¢en je ACIMAS odnosno
EXCEL-IRR program (autor Dr Mladen Todorovi¢). To je verzija softvera za procjenu:
potencijalne i referentne evapotranspiracije, sadrzaja vode u zemljiStu, potrebne koli¢ine vode za
navodnjavanje, relativnog prinosa, produktivnosti usvojene vode, troskova navodnjavanja, itd.
Program Kkoristi osnovne poznate formule iz preporucene literature FAO 56 Penman-Monteith
metod (Allen et al., 1998). Kod odredivanja normi zalivanja, ulazni podaci su klimatski podaci i
karakteristike zemljiSta na oglednom polju i karakteristike kulture. Klimatski podaci su prikupljeni
sa meteoroloske stanice koja je instalirana na odgovaraju¢em mjestu u blizini oglednih parcela.

U Tabeli 3.1. su sumirane kori§¢ene varijante (kombinacije tri nivoa prihrane i tri norme
navodnjavanja) gdje je za svaku varijantu odradeno po tri ponavljanja, koje su bile u 27 parcela, 1
dodatne tri kontrolne parcele (N100D0, NOD100 i NODO0), sto je zbirno dalo 30 uzoraka blitve (sa
30 parcela). Branje blitve koja je gajena pod razli¢itim tretmanima dubrenja i navodnjavanja je
obavljeno 22.06.2015. godine.

Tabela 3.1 Varijante za tretman blitve (D-dubrenje, N-navodnjavanje).

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Pioo | P1oo | P1oo | Pso Pso | Dso Piso | Piso | P1so

Varijante
Nioo | Nso Niso | Nioo | Nso | Niso | Nigo | Nso N1so

3.2. Analiza zemljiSta

3.2.1. Uzorkovanje i priprema zemljiSta za analize

Zemljiste je uzorkovano u dva navrata, prvi put 19.03.2015. godine prije obrade zemljista i
primjene organskog peletiranog dubriva i kalcifikacije, u cilju pripreme za kultivaciju. Drugo
mjerenje je relevantno za temu ovog doktorata, bilo je 06.06.2015. godine, nakon branja uzoraka
blitve koji su bili za potrebe Biotehnickog fakulteta u Podgorici. Zemljiste je analizirano u cilju
odredivanja fizi€¢ko-hemijskih parametara zemljiSta na kome se blitva gajila.
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Slika 3.2: Uzorkovanje zemljista 19.03.2015. (lijevo) i 06.06.2019. (desno) (lzvor: autor).

Uzorkovanje zemljista za potrebe ove studije (06.06.2015. godine), je uradeno na dubini 0-30 cm,
na 30 mjesta, koja su odgovarala tretmanima blitve. Uzorci su smjestani u PVC kese, obiljezeni
prema tretmanu, transportovani na Biotehnicki fakultet, gdje su u Centru za ispitivanje zemljista 1
melioracije, uradene osnovne analize zemljista. Analize zemljiSta su uradene prema postupcima iz
Praktikuma za agrohemiju, autora Dzamica i saradnika (Dzami¢ i sar., 1996).

Zemljiste koje je obiljezeno na terenu (30 uzoraka), je osuSeno na vazduhu i prije pocetka
ispitivanja je oslobodena krupnijih komada Sljunka 1 sliénog materijala 1 biljnih 1 Zivotinjskih
ostataka, potom je usitnjeno, homogenizovano i prosijano kroz sito sa otvorima promjera 1 mm i 2
mm.

3.2.2. Mjerenje pH zemljiSta
3.2.2.1. Odredivanje aktivne kiselosti

Aktivna kiselost je odredena u suspenziji zemljiSta u destilovanoj vodi elektrohemijskom metodom.
Izmjereno je 10,0 g vazdusno-suvog zemljista (frakcija veli¢ine Cestica do 1 mm) i prenijeto u ¢asu
od 50 cm®. Menzurom je odmjereno 25 cm? destilovane vode, i dobro promjesano (tj. odnos
zemljiste: voda = 1 : 2.5). Suspenzija se ostavi da stoji 30 minuta i u tom inervalu tri puta se izmjesa
U trajanju od 1 minuta. Nakon zadnjeg mijeSanja, ostavi se da odstoji 15 minuta i mjeri se
koncentracija H*-jona pomo¢u pH-metra (WTW Lab-pH Meter inoLab Level 1), uranjanjem dvojne
kombinovane elektrode u pripremljenu suspenziju.

3.2.2.2. Odredivanje supstitucione kiselosti

Supstituciona kiselost (fizioloski aktivna kiselost) je odredena u suspenziji zemljista u 1 M rastvoru
KCl, elektrohemijskom metodom. Izmjereno je 10,0 g vazdusno-suvog zemljista i1 prenijeto u casu
od 50 cm®. Menzurom je odmjereno 25 cm® 1M KCl, i dobro promjesano i pripremljeno za mjerenje
pH prema postupku opisanom za odredivanje aktivne kiselosti.

3.2.3. Odredivanje ukupnog sadrzaja humusa

Ukupni sadrzaj humusa je odreden metodom Metoda ISCerikova u modifikaciji Kocmana, koja se
zasniva na oksidaciji organskih materija zemljista pomocu rastvora KMnOs. Nakon odmjeravanja
300-500 mg vazduSno-suvog zemljiSta, zemljiSte je kvantitativno prenijeto u erlenmajer. Menzurom
je odmjereno 130 cm? destilovane vode i prenijeto u erlenmajer. Zatim je dodato 20 cm® sumporne
kiseline (razblazena u odnosu 1:4). Potom je u erlenmajer pipetirano ta¢no 50 cm® 0,1 N rastvora
KMnOs (0,02M), kojem je ranije tatno ustanovljena koncentracija-titar. Erlenmajer je zatim
zagrijevan na reSou. Kada je suspenzija prokljucala nastavljeno je zagrijevanje jos 15 min ali na
tiho kljucanje.
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Nakon 15 minuta tihog kljucanja erlenmajer je skinut sa reSoa i odmah je vru¢ rastvor titrovan sa
rastvorom oksalne kiseline (0,AN ili 0,05M), koja je dodavana sve dok se ljubicasti sadrzaj u
erlenmajeru potpuno ne obezboji. Posto obezbojavanje teCe postepeno, potrebno je dodati izvjestan
suviSak oksalne kiseline. Taj suviSak oksalne kiseline se ustanovljava retitracijom sa rastvorom
KMnOy iz druge birete. Rastvor KMnOQsa, pri retitraciji je dodat kap po kap do pojave slabo ruzicaste
boje, koja oznacava zavrSnu taCku titracije. Na taj nacin je titracija zavrSena i pristupa se
izraCunavanju zapremine utroSenog KMnOa.

Humus se izrazava u % i izraCunava slede¢om formulom:

A=0514* 172
5 ;

100

Humus (%) =

A - broj cm® utrosenog 0,IN rastvora KMnOs na oksidaciju organske materije u odvazi(gi)
zemljista 0,514 mg ili (0,000514 g) - konstantan je broj koji oznacava da svaki cm® 0,1N KMnOy4
oksiduje 0,514 mg ugljenika iz humusa u ugljendioksid. 1,72 - je koeficijent za prevodenje
nadenog ugljenika u humus. B - odvaga zemljista u miligramima. Ako se koeficijent 0,514 izrazava
u g, onda se uzeta odvaga takode izrazava u g.

3.2.4. Odredivanje lakopristupa¢nog sadrzaja P2Os i K20

Lakopristupacni fosfor i kalijum u zemlji$tu su odredeni nakon ekstrakcije fosfora i kalijuma AL
rastvorom (rastvor amonijum-acetat-laktat).

3.2.4.1. Postupak za odredivanje fosfora

Postupak ekstarkcije: Odmjereno je 5 g osuSenog zemljista, koje je prosijano kroz sito od 2 mm i
stavljeno u polietilensku bocu od 500 ml. Uzorak je preliven sa 100 ml radnog rastvora AL, i potom
su boce zatvorene i postavljene na rotacionu muckalicu 2 h, na temperaturi 20°C 1 brojem obrataja
35-40/minuti. Postupak pripreme za instrumentalnu analizu: Nakon ekstrakcije, ekstrakt je
profiltriran sve do dobijanja bistrog filtrata. Od bistrog filtrata je uzeto 25 ml i preneseno u
normalni sud od 100 ml, u kome su dodati sledec¢i rastvori: 9 ml 8 N sumporne kiseline, 10 ml
1,44% amonijum molibdata, 2 ml 2% rastvora askorbinske kiseline. Identic¢an postupak je izveden
za seriju kalibracionih rastvora i za slijepu probu (radni rastvor AL). U normalni sud je potom
dodato oko 80 ml destilovane vode, ostavljeno u susnici na 95 °C, 1h. Nakon §to se ohladio,
normalni sud je dopunjen vodom do crte i dobro promuckan. Ovako priremljeni rastvori uzorka,
standardnih rastvora i slijepe probe su zatim ocitani na spektrofotometru (Varian, Cary 100) na
talasnoj duzini 580 nm. Sadrzaj lakopristupa¢nog fosfora je o€itan sa kalibracione krive kao mg
P2Os na 100 g zemljista.

3.2.4.2. Postupak za odredivanje lakopristupa¢nog kalijuma

Postupak ekstrakcije je identican kao i1 za fosfor. Posle ekstrakcije rastvor je profiltriran. Iz
profiltriranog rastvora potom je direktno odreden kalijum na AAS (AA-6800, Shimadzu). Za
pravljenje kalibracione krive kori$¢ena je serija radnih standardnih rastvora sa koje je potom ocitan
sadrzaj lakopristupa¢nog kalijuma kao mg K20 na 100 g zemljista.

3.2.5. Odredivanje lako dostupnih elemenata u zemljiStu
3.2.5.1. Odredivanje pristupacnih Fe, Mn, Zn i Cu u zemljistu

Metoda za odredivanje pristupacnog sadrzaja Fe, Mn, Cu i1 Zn u zemljiStu se zasniva na mjerenju
mikroelemnata na AAS nakon ekstrakcije DTPA rastvorom (Dietilentriaminpentasiréetne kiseline).

Postupak ekstrakcije: Odmjereno je 20,0 g zemljista (frakcija < 2 mm) i prenesena u odgovarajuce
plasti¢ne boce, potom je dodato 40 ml ekstrakcionog sredstva (5x10°M DTPA, 1x102M CaCl; i
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0,1M trietanolamina) 1 ostavljeno na muckalici 2h. Nakon filtracije kroz papir Whatman br. 42,
rastvor je spreman za analizu na AAS (AA-6800, Shimadzu). Na osnovu mjerenja apsorbancije u
seriji radnih standardnih rastvora za svaki element, napravljena je kalibraciona kriva pomocu koje je
izraCunata njihova koncentracija u uzorcima zemljista i rezultat izrazen u mg po kg zemljista.

3.2.5.2. Odredivnje pristupacnih Ca i Mg u zemljistu

Postupak: Odmjereno je 1 g zemljiSta i prenijeto u bocu od 100 ml, potom je dodato 50 ml 1 M
CH3COONH;4 i1 ostavljeno na muckalicu pola sata. Nakon filtriranja u filtratu je odredena
koncentracija Ca i Mg na AAS (AA-6800, Shimadzu). Koncentracije jona magnezijuma i kalcijuma
su ocCitane sa kalibracione krive koja je dobijena mjerenjem apsorbancije standardnih rastvora.

3.2.6. Odredivanje provodljivosti zemljista

Provodljivost zemljista je odredena mjerenjem vodene suspenzije zemljista (1:5) na konduktometru
(Hanna Instruments HI-4522).

3.3. Terenska mjerenja

Branje blitve je organizovano, kako nalaze agronomska praksa, kada su listovi blitve bili zreli,
22.06.2020. godine. Blitva je uzorkovana od strane stru¢nog tima sa Biotehni¢kog fakulteta iz
Podgorice, koji su procijenili zrelost listova. Mjerenja prosje¢ne duZzine lista, prosjecnog broja
listova, prinos (kg blitve/m?) i indeksni sadrzaj hlorofila (CCl) su obavljeni na terenu tj. in situ. Za
mjerenje CCl je koris¢en CCM-200 plus (Opti-Science, Inc.).

Slika 3.3: Uzorkovanje blitve na terenu (lijevo) i kasnije priprema u laboratoriji za analize (desno)
22.06.2015. god (Izvor: autor).

3.4. Priprema biljnog materijala

Po obavljenim terenskim mjerenjima, uzorci su spakovani i obiljezeni u plasti¢ne kese I ru¢nim
friziderima transportovani do Instituta za javno zdravlje Crne Gore (IJZCG). U laboratorijama
instituta jestivi djelovi, listovi i petiljke su oprani pod ¢esmenskom vodom i dva puta isprani
destilovanom vodom. Potom su uzorci ocijedeni potpuno od zaostale vode na filter papiru. Jedan
dio uzoraka je zatim homogenizovan u blenderu u tamnoj prostoriji, na sobnoj temperaturi (25 °C).
Nakon homogenizacije, odvojen je dio uzoraka za proksimativnu analizu nutrijenata i za
odredivanje hlorofila, ukupnih karotenoida i sadrzaja nitrata. Preostali svjezi homogenizovani
uzorci su spakovani i obiljeZeni u plasticne vakumirane kese i zamrznuti na -25 °C do odgovarajuce
analize.
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Drugi dio uzoraka je ostavljen da se suSi na sobnoj temeraturi u ventiliranoj tamnoj prostoriji.
Nakon §to su uzorci osuSeni I homogenizovani, spakovani su u vakumirane plasti¢ne kese i
zamrznuti (-25 °C) do odgovarajucih analiza.

3.5. Proksimativna analiza makronutrijenata uzoraka blitve

Sadrzaj vlage je odreden suSenjem homogenizovanih uzoraka svjeze blitve na 105 °C do konstantne
mase, po metodi AOAC: 950.46 (Latimer, 2012). Odredivanje sadrzaja pepela je sprovedeno
spaljivanjem na 520 °C do konstantne mase u peci za zarenje, prema metodi AOAC 930.30
(Latimer, 2012). Ukupni lipidi su odredeni kontinuiranom ekstrakcijom sa petroletrom kori$¢enjem
Sokslet ekstrakcionog sistema na 45-60 °C, prema metodi AOAC 948.15 (Latimer, 2012).

3.5.1. Odredivanje ukupnog sadrZaja azota u uzorcima blitve (Kjeldahl-ova digestija)

Izmjereno je 0,5-2,0 g homogenizovanog uzorka svjeze blitve na celofan foliju. Folija je zatim
stavljena u kivetu po Kjeldahl-u u kojoj je odmjereno 15 g anhidrovanog K>SQOs i 0,5 g bakar-(l1)-
sulfata pentahidrata. Zatim je u kivetu za digestiju usuto 25 mL 96% sumporne kiseline. Sadrzaj iz
kivete je blago promjesan okretanjem kivete, nakon Cega je kiveta priklju¢ena na aparaturu za
destilaciju i sadrzaj digeriran 60-90 min uz zagrijevanje (od 370-400 °C), prilikom ¢ega je organski
azot preveden u amonijum jon. Nakon digestije, kiveta je ohladena dodatkom 250 ml vode. Potom
je sadrzaj destilovan (oko 5 min) u cilju odvajanja amonijaka od ostatka digestione smjeSe, §to je
postignuto dodatkom 45% NaOH (prevodenje amonijum jona u amonijak). Destilat je potom
sakupljen u posudu koja sadrzi 25 ml 4% borne kiseline. Udio azota je potom odreden titracijom
nastalog amonijum borata sa hlorovodoni¢nom kiselinom, potom je preracunat % ukupnog azota
nakon ¢ega je dobijen sadrzaj ukupnih proteine mnozenjem sa 6,25. Odredivanja azota (proteina) je
uradeno prema postupku AOAC 991.20 metode (Latimer, 2012).

3.5.2. Odredivanje sadrzaja sirovih vlakana

Sadrzaj ukupnih nerastvornih vlakana (,,celuloza®) je odreden po metodi Scharrer—Kurscher-a
(Matissek & Steiner, 2006). Sadrzaj ukupnih nerastvornih vlakana je izraCunat iz razlike ukupnih
sirovih nerasvornih vlakana ("sirova celuloza") i mineralnog sadrZaja (sadrZaj pepela) iz svakog
pojedinacnog uzorka blitve.

Ukupna sirova nerastvorna vlakna odredna su gravimetrijski, nakon rastvaranja ostalih kopomenti u
smjesi kiselina. Izmjeren je 1 g dobro usitnjenog uzorka i stavljen u normini sud od 100 ml, u koji
je dodato 25 ml 80% sir¢etne kiseline i 2,5 ml koncentrovane azotne kiseline, nakon ¢ega se smjesa
kuvala pola sata uz povratni vazdus$ni hladnjak. SadrZzaj u normalnom sudu je povremeno
promjeSan. Nakon kuvanja, tako zagrijan rastvor je profiltriran kroz osuSeni i izmjereni lon¢i¢ za
filtriranje 1-G-3 uz slabu evakuaciju. Nastali talog je potom prvo ispran sa oko 10 ml vrué¢e smjese
siretne 1 azotne kiseline, zatim vru¢om vodom i na kraju sa etanolom. Potom su lon¢i¢i uz
filtriranje stavljeni u susnicu oko 30 minuta, na temperaturi od 100-110 °C, nakon ¢ega su ohladeni
i brzo izmjereni. Dobijena masa je sadrzaj sirove celuloze (celuloza, hemiceliloza, lignin i vezane
mineralne komponente).

3.5.3. Ukupni ugljenihidrati i energetska vrijednost

Ukupni ugljenihidrati su izraunati oduzimanjem zbira ukupnnih proteina, ukupnih lipida, ukupnog
pepela, sadrzaja vlage 1 ukupnih sirovih vlakana od 100.

Energetska vrijednost, u kJ, je izracunata po slede¢oj formuli (USDA, 2017):

E =[(2,44 x (g ukupnih proteina) + 8,37 x (g ukupnih lipida) + 3,57 x (g ukupnih ugljenihhidrata)]
/0,24,
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3.6. Odredivanje minerala iz blitve

Individualni mineralni sastav u uzorcima blitve je odreden AOAC metodom 984.15 (Latimer,
2012). Odreden je sadrzaj makroelemenata (Na, Mg, Ca, K i P) i mikroelemenata (Fe, Mn, Zn, Cu,
Cr i Co). Homogenizovani uzorci (1 g) su digestovani sa 1,0 mL 30% H202 i 7,0 mL HNOs u
mikrotalasnom digestionom sistemu (ETOS1, Milestone). Nakon digestione procedure i hladenja
uzoraka, digestovani uzorci su razblazeni destilovanom vodom (Milli Q) do krajnje zapremine 25,0
mL. Analiza individualnog mineralnog sadrzaja je odredena ICP-OES tehnikom (ICP-OES,
SPECTRO ARCOS, Kleve, Germany). Rezultati su izrazeni u mg ili pg na 100 g svjeze blitve.

3.7. Odredivanje vitamina C

Sadrzaj vitamina C u uzorcima svjeze blitve je odreden koriS¢enjem Reflectometer RQflex10
Reflectoquant sa Reflectoquant trakama testa za askorbinsku kiselinu (Reflectoquant® Ascorbic
Acid Test, 2016). Korisceni su i standardi askorbinske kiseline od 20 mg/L i 80 mg/L za provjeru
metode. Aparat direktno ¢ita koncentraciju vitamina C u uzorku i to kao mg/L. Izmjeren je 1 ¢
svjeze blitve u kivetu od 50 ml i dodato je 10 mL destilovane vode. Nakon snaznog mijesanja na
vorteksu, uzorci su profiltrirani i direktno mjereni. Rezultati su prikazani kao mg vitamina C na 100
g svjezeg uzorka.

3.8. Odredivanje hlorofila a i b i ukupnih karotenoida

Hlorofil a, hlorofil b i ukupni karotenoidi u odmrznutim i homogenozovanim uzorcima blitve
odredeni su spektrofotometrijski prema proceduri Sumanta i saradnika (Sumanta et al., 2014).
Postupak je bio slede¢i: Odmjereno je 0,5 g homogenizovanih svjeZih uzoraka blitve 1 pomjeSano sa
10 mL 80% acetona na vorteksu, nakon ¢ega su uzorci centrifugitani 10 000 rpm, 15 min na 4 °C.
Supernatant je odvojen i 0,5 mL je pomjesano sa 4,5 mL acetona. Apsorbanca krajnje smjese je
mjerena na na spektrofotometru (Varian, Cary 3E UV-VIS Spectrophotometer) na slede¢im
talasnim duzinama: 470, 663,2 i 646,8 nm. Jednacine po kojima je kvantifikovan sadrzaj hlorofila a,
hlorofila b i ukupnih karotenoida su bile sledece:

chl a=12,25* Agez2— 279* Assss

chlb= 21,5*A646.8— 5,1*As63.2

Ukupni karotenoidi = (1000*As70 — 1,82*chl a — 85,02* chl b)/198
Rezultati su prikazani u mg na 100 g svjeZe mase uzoraka blitve.

3.9. Odredivanje TPC, ukupnog sadrzaja flavonoida i DPPH aktivnost vodenog ekstrakta
blitve

3.9.1. Priprema vodenog ekstrakta blitve

Homogenizovani svjezi uzorci blitve su koriS¢eni za pripremu vodenog ekstrakta. Nakon
odrmrzavanja uzorci su procijedeni od viSka vode 1 ocijedeni na filter papiru. Zatim je 5 g uzoraka
odmjereno u 50 mL destilovane vode i potom kuvano na 45 min na 60-70 °C, po modifikovanoj
metodi Sacan i Jangarda (Sacan & Yanardag, 2010). Nakon toga ekstrakti su procijedeni na filter
papiru i1 upareni na vakuum uparivacu. Ostatak suvog ekstrakta je za sve uzorke bio u opsegu od
1,55-1,73 g (oko 30%). Potom su napravljeni ekstrakti od 10 mg/ml u vodi i nakon toga napravljena
su razblazenja u opsegu od 1,0 do 10,0 mg/ml. Ovi ekstrakti su koriS¢eni za ispitivanje
antioksidativnih svojstava vodenih ekstrakta blitve (sadrZaj ukupnih fenola, sadrZza; ukupnih
flaonoida i DPPH aktivnost).
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3.9.2. Odredivanje ukupnog sadrZaja polifenola

Ukupni sadrzaj polifenola vodenih ekstrakata blitve je odreden spektrofotometrijski po Folin-
Ciocalteu metodi (Slinkard & Singleton, 1977).

Postupak: Reakciona smje$a se sastojala od 0,1 mL vodenog ekstrakta blitve (0,1 ml, ¢=1,0
mg/mL), (pripremljenog po postupku 3.9.1), 4,5 mL destilovane vode (MilliQ), 0,1 mL FC
reagensa (3 puta razblazen) 1 0,3 mL 2% Na>COs. Nakon §to je pomjesana na vorteksu ostavljena je
da reaguje u mraku 2 h, uz povremeno mjesanje na vorteksu. Posle 2 h izmjerene su apsorbance na
Amax = 750 nm, na spektrofotometru (Varian Cary 3E UV-Vis). Uporedo su kalibracioni rastvori
galne kiseline (0-100 pg/mL) pripremljeni po istom postupku kao i slijepa proba. Sadrzaj ukupnih
polifenolnih jedinjenja u vodenom ekstraktu izrazen je kao ekvivalent galne kiseline (ug GAE/mg
vodenog ekstrakta).

3.9.3. Odredivanje ukupnog sadrzaja flavonoida (TFC)

Sadrzaj ukupnih flavonoida odreden je kolorimetrijski po metodi Sakanaka i saradnika (Sakanaka et
al., 2005).

Postupak: Pripremljeni vodeni ekstrakti uzoraka blitve (postupak 3.9.1) (c=1 mg/mL), su odmjereni
u zapremini od 0,5 mL u epruvetama u kojim je dalje dodato 2,5 mL destilovane vode i 0,15 mL 5%
NaNO: rastvora. Nakon 6 minuta, 0,3 mL 10% AICIs rastvora je dodato i ostavljeno na sobnoj
temperaturi 5 minuta. Potom je u reakcionu smjesSu dodato 1 mL 1 M NaOH i rastvor je razblazen
do 5 mL sa destilovanom vodom. Pripremi uzoraka po opisanoj proceduri prethodila je ista
priprema kalibracionih standarda i slijepe probe. Za konstrukciju kalibracione prave koriséeni su
standardi katehina u opsegu 20-100 pL/mL.

Nakon zavrsetka postupka odmah je o€itana absorbanca na 510 nm na spektrofotometru (Varian
Cary 3E UV-Vis). Na osnovu izmjerenih apsorbanci, sa kalibracione krive standardnog rastvora
katehina ocitana je koncentracija za uzorke pri ¢emu je sadrzaj ukupnih flavonoida izrazen kao
ekvivalent katehina po mg vodenog ekstrakta (ug CAE/mg ekstrakta).

3.9.4. Odredivanje antioksidativnog kapaciteta DPPH testom

Antioksidativna aktivnost vodenih ekstrakata blitve je odredena DPPH testom po metodi Brand-
Williams i saradnika (Brand-Williams et al., 1995).

Postupak: Rastvor DPPH je napravljen u metanolu (6x107°M) neposredno prije izvodenja testa.
Alikvot od 3,9 mL metanolnog DPPH rastvora je pomjesan sa 0,1 mL vodenog ekstrakta blitve
(pripremljen po postupku 3.9.1), razli¢itih koncentracija za svaki uzorak (koncentracije od 1,0 do 10
mg/mL). Reaktivna smjesa je promjesana na vorteksu i ostvljena u mraku na sobnoj temperaturi 30
min. Smanjenje apsorbance je mjereno na 517 nm nasuprot metanola. Procenat inhibicije slobodnih
radikala usled antioksidativnih osobina ekstrakta su izracunati po slede¢oj formuli:

% hvatanja slobodnih DPPH radikala= 100 x (Ao-Auzorka)/Ao, gdje je Ac-apsorbanca kontrole;
Auzorka-apsorbanca uzorka

3.10. Izolovanje i identifikacija polifenolnih jedinjenja blitve

Za izolovanje i identifikovanje polifenolnih jedinjenja, koris¢en je kompozitni uzorak koji je nastao
mijeSanjem jednakih koli¢ina suvih uzoraka blitve (svi tretmani, tj. 30 uzoraka). Kombinovanom
metodom LC/MS je uradena analiza metanolnog i n-butanolnog ekstrakta blitve pri ¢emu su
dobijeni MS i UV Vis spektri komponenti iz ekstrakata. Potom su na osnovu spektara i literaturnih
podatka jedinjenja identifikovana tentativno. Zatim su izolovane identifikovane komponente (4
flavonoida) i u cilju potvrdivanja njihovih struktura, snimljeni su *H NMR i po potrebi *3C NMR i
2D NMR (COSY, HSQC, HMBC) spektri.
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3.10.1. Metanolna ekstrakcija

Odmjereno je 5,94 g homogenizovanog i osuSenog kompozitnog uzorka blitve i ekstrahovano sa
200 mL smjesSe voda/metanol (1:1). Ekstrakt je najprije ostavljen 60 min na ultrazvu¢nom kupatilu,
a zatim preko noc¢i. Potom je supernatant procijeden kroz filter-papir i tako odvojen od taloga.
Talog je reekstrahovan pomoc¢u 150 mL smjese voda/metanol (1:1) na ultrazvuc¢nom kupatilu tokom
60 min i potom profiltriran na filter-papiru. Ekstrakt i reekstrakt su pomijesani i potom je rastvara¢
uklonjen uparavanjem na rotacionom vakuum-uparivacu. Suvi ekstrakt je rastvoren u metanolu i
analiziran tehnikom te¢ne hromatografije-masene spektrometrije, tj. LC-MS (Uslovi LC-MS 1,
kasnije objasnjeni uslovi).

3.10.1.1. Razdvajanje kolonskom hromatografijom na poliamidu

Metanolni ekstrakt je grubo razdvojen gravitacionom kolonskom hromtografijom na poliamidu kao
stacionarnoj fazi. Nakon nanoSenja metanolnog ekstrakta, eluiranje je zapoceto vodom (50 mL),
nastavljeno smjeSom vode i metanola, pri ¢emu se udio metanola poveéavao za 10% (takode
zapremina svake smjeSe po 50 mL) i na kraju sa 50 mL ¢istog metanola. Na 7 g poliamida
razdvajano je oko 500 mg ekstrakta, a postupak je ponovljen 4 puta.

Frakcije su zatim snimljene na NMR spektrometru Varian Gemini 2000 (200 MHz za 'H). Potom
su, na osnovu *H NMR spektara, frakcije iste polarnosti spojene.

3.10.1.2. Precisc¢avanje frakcija semi—preparativnom reverzno-faznom te¢nom hromatografijom

Iz frakcija koje su nastale nakon precis¢avanja na poliamidu, uklonjen je metanol na rotacionom
vakuum uparivacu i izmjerena masa suvog ostatka i potom napravljene koncentarcije ekstrakta od
10 mg/ml u metanolu (sve frakcije su za dalje pre€iS¢avanje pravljene na ovaj nacin, nakon
uparavanja metanola).

Dobijene frakcije su analizirane LC-MS tehnikom (LC-MS uslovi 2), kojom se utvrduje koje
frakcije je potrebno dalje precis¢avati. Precis¢avanje metanolnih frakcija je dalje izvodeno semi
preparativnom reverzno-faznom teénom hromatografijom sve do dobijanja frakcija u kojoj se
odredena komponenta nalazila > 90%. Frakcionisanje na semi preparativnoj tecnoj hromatografiji je
izvodeno, redom pod uslovima koji su oznaceni kao LC uslovi 3, 4, 5, 6 i 7 izmedu kojih je radena
LCMS analiza (LC uslovi 2), kako je i navedeno.

3.10.2. Te¢no-te¢na ekstrakcija n-butanolom

Homogenizovani kompozitni uzorak blitve je odmjeren (22,26 g) i ekstrahovan sa 400 mL smjese
voda/metanol (1:1). Ekstrakt je prvo ostavljen na ultrazvu¢nom kupatilu 60 min, potom preko noci.
Ujutru je ekstrakt profiltriran kroz filter-papir, a talog je reekstrahovan pomoc¢u 200 mL smjese
voda metanol (1:1) 60 min, na ultrazvucnom kupatilu. Nakon §to je reekstrakt profiltriran kroz
filter-papir, spojen je sa ektraktom. Iz kombinovanih rastvora, rastvara¢ je uparen na rotacionom
vakuum uparivacu i izmjerena masa suvog ekstrakta.

Od suvog ostatka vodeno-metanolnog ekstrakta, 7,46 g je rastvoreno u 85 ml vode i prebaceno u
lijevak za odvajanje. Vodeni ekstrakt je u lijevku za odvajanje ispran tri puta sa po 50 mL metilen-
hlorida. Gornji, vodeni sloj je odvojen i ekstrahovan Cetiri puta sa po 70 mL n-butanola. n-butanolni
slojevi su odvojeni, spojeni 1 osuSeni anhidrovanim natrijum-sulfatom. Rastvara¢ je uklonjen
uparavanjem na rotacionom vakuum uparivacu i izmjerena je masa suvog ostatka.

3.10.2.1 Precis¢avanje frakcija na semi preparativnoj reverzno faznoj hromatografiji

Napravljen je metanolni rastvor suvog ekstrakta i analiziran LC-MS tehnikom (LC uslovi 1). Od
suvog ostatka n-butanolnog ekstrakta je odmjereno 611,7 mg i pripremljeni su metanolni rastvori
koncentracije 12,5 mg/mL. Rastvor je zatim precis¢en semi-preparativnom reverzno-faznom
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teCnom hromatografijom, pod uslovima ozna¢enim kao LC uslovi 3. Dobijene frakcije su potom
analizirane te¢no-masenom hromatografijom (LC-MS uslovi 2), kao i u slufaju metanolne
ekstrakcije. Pre¢iS¢avanje frakcija je nastavljeno semi-preparativnom reverzno-faznom te¢nom
hromatografijom pod uslovima, redom LC uslovi 7 i 6 izmedu kojih je uradena LC MS analizom
(LC-MS uslovi 2).

3.10.3. Uslovi te¢ne hromatografije pod kojima su radene analize
LC-MS uslovi 1

Analiza pod LC uslovi 1 je radena te¢nom hromatografijom-masenom spektrometrijom (LC/MS
sistemu), sastavljenom od LC dijela (Agilent Technologies 1200 series) koga ¢ine vakuum degaser,
binarna pumpa, termostatirani kolonski kompartmen, DAD detektor i MS dio (Agilent
Technologies 6210 Time of Flight). KoriS¢ena je kolona Zorbx Eclipse Plus (150 x 4,6 mm i.d., 1,8
um), LC slede¢i uslovi: eluent smjesa 0,2 % mravlja kiselina u vodi (A) 1 acetonitril (B) pri cemu je
kori$¢en elucioni program: 0 — 20 min, 5 — 16% B, 20 — 28 min, 16 — 40% B, 28 — 32 min, 40 —
70% B, 32 — 36 min, 70 — 99% B, 36 — 45 min, 99% B, 45 — 46 min, 99 — 5% B, 46 — 51 min, 5%
B, pri konstantnom protoku od 0.95 mL/min; temperatura kolone i eluenta 40 °C; UV spekrti su
snimani u opsegu 190-450 nm i u istom opsegu su biljezeni i hromatogrami i MS uslovi: negativni
mod, napon kapilare 4000 V, temperatura nebulizacionog gasa 350 °C, brzina gasa za susenje 12
L/min, pritisak nebulajzera 45 psig, napon na fragmentoru 140 V, napon na skimeru 60 V, radio-
frekventni napon oktopola 250 V, opseg m/z 100-2000), za snimanje ESI masenih spektara visoke
rezolucije 1 za pracenje toka gravitacione kolonske i semi-preparativne teCne hromatografije.

LC-MS uslovi 2

Analiza pod LC uslovima 2 je obavljena na istoj opremi i kao LC uslovi 1, pri ¢emu su LC uslovi
rada bili: eluent smjesa 0.2% mravlja kiselina u vodi (A) i1 acetonitril (B) sa slede¢im elucionim
programom: 0 — 0,5 min, 5% B, 0,5 — 10 min, 5 -95% B, 10 — 15 min, 95% B, 15 — 15,5 min, 95 —
5% B, 15,5 — 19 min, 5% B; pri konstantnom protoku 0.5 mL/min; temperatura kolone kao i UV
oblast u kom su snimani spektri i biljezeni hromatogrami i MS uslovi su isti kao u LC-MS uslovima
1.

LC uslovi 3-7

Analize pod uslovima LC uslovi 3-7 su radeni na istoj opremi za semi-preparativnu reverzno-faznu
teCnu hromatografiju, ali pod razli¢itim elucionim programom koji je dat u nastavku. KoriS¢ena je
kolona Zorbax Eclipse XDB (250 x 9,4 mm; 5um) zagrijana na 27 °C. Kao eluent kori§¢ena je
smjesa 0,2% mravlje kiseline u vodi (A) 1 acetonitrila (B). Protok je 4,00 mL/min. Hromatogrami su
biljezeni na slede¢im talasnim duZinama 260, 270, 330 u 370 nm, a UV spektri su snimani u opsegu
od 190-450 nm.

LC uslovi 3: Elucioni program: 0 — 5 min, 15% B, 5 — 26 min, 15 — 40% B, 26 — 30 min, 40% B, 30
—31min, 40 - 15% B, 31 — 35 min, 15% B.

LC uslovi 4: Elucioni program: 0 — 15 min, 20 — 36% B, 15 — 18 min, 36 — 70% B, 18 — 20 min, 70
—100% B, 20 — 21 min, 100 — 20% B, 21 — 25 min, 20% B.

LC uslovi 5: Elucioni program: 0 — 30 min, 7% B, 30 — 32 min, 7 — 50% B, 32 — 35 min, 50 — 100%
B, 35— 36 min, 100 — 7% B, 36 — 40 min, 20% B.

LC uslovi 6: Elucioni program: 0 — 20 min, 20 — 30% B, 20 — 30 min, 30 — 60% B, 30 — 35 min, 60
—80% B, 35 —36 min, 80 —20% B, 36 — 40 min, 20% B.
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LC uslovi 7: Elucioni program: 0 — 15 min, 20 — 30% B, 15 — 20 min, 30 — 50% B, 20 — 23 min, 50
—80% B, 23 — 25 min, 80 — 100% B, 25 — 26 min, 100 — 20% B, 26 — 30 min, 20% B.

Napomena: Postupak frakcionisanja je detaljno opisan u master radu Hristine Salipur (Salipur,
2016).

3.10.4. Snimanje spektara 1D (*H, *C) i 2D NMR spektroskopije (COSY, HSQC, HMBC)

Strukture Cetiri jedinjenja, izolovana iz metanolnih i n-butanolnih ekstrakta koje su identifikovane
LC MS analizom iz frakcija u kojima su bili prisutni vise od 90%, su potvrdene primjenom NMR
spektroskopije: 1D i 2D NMR spektroskopije (*H, *C, COSY, HSQC, HMBC). *H NMR spektri
su snimljeni za sve &etiri identifikovane komponente dok su 3C, COSY, HSQC, HMBC spektri
snimljeni za komponentu 1 (tj. za viteksin-2"-O-ksilozid).

3.11. Odredivanje antioksidativne aktivnosti metanolnog ekstrakta blitve DPPH i ABTS
testovima

Metanolni ekstrakti uzoraka blitve su pripremljeni prema istom postupku kao za izolovanje i
kvantifikovanje individulnih flavonoida (postupak 3.10.1.).

3.11.1. DPPH test

Ispitivanje hvatacke aktivnosti metanolnog ekstrakta DPPH testom je raden spektrofotometrijski po
metodi Brand-Williams i saradnika (Brand-Williams et al., 1995). Postupak testa je identi¢an kao za
vodeni ekstrakt, pri ¢emu je DPPH aktivnost izrazena kao ekvivalenti pmol Troloksa/g suve mase.
Kao standard za pravljenje kalibracione prave koristio se Trolox u opsegu 1000-3000 mM.

3.11.2. ABTS test

Ispitivanje hvatacke aktivnosti metanolnog ekstrakta ABTS testom je raden spektrofotometrijski po
metodi Re-a i saradnika (Re et al., 1999). ABTS radikalski katjon je napravljen reakcijom 2mM
ABTS sa 70 mM K2S20s. Smjesa ABTS i kalijum persulfata je ostavljena da reaguje 12 h na sobnoj
temperaturi u mraku. Formirani katjonski radikal (ABTS™) je potom razblazen metanolom do
absorbance (na 734 nm) 0,700 £ 0,02. Posle toga, 100 pL metanolnog ekstrakta blitve (koji je
pripremljen po postupku opisanim u 3.10.1 dijelu) je dodato u epruvetu sa 2 mL ABTS rastvora i
absorbanca je snimana nakon 6 min reakcije, koriste¢i metanol kao blank. Kalibraciona kriva je
dobijena koris¢enjem Troloksa kao standarda u opsegu 100-500 puM i rezultati su prikazani kao
pmol Troloksa/g suve mase.

3.12. Kvantifikovanje identifikovanih flavonoida u uzorcima blitve

Nakon identifikovanja polifenolonih jedinjenja u vodeno-metanolnom ekstrektu blitve uradena je
kvantifikacija pojedina¢nih identifikovanih jedinjenja na HPLC—u (Agilent 1260 Infinity) tecnom
hromatografu (Agilent Technologies,Santa Clara, CA, USA).

Identifikovani flavonoidi su ekstrahovani po postupku opisanom u dijelu 3.10.1., nakon Cega je
uzorak profiltiran kroz mikrofiltere promjera 0,45 um, i spreman za analizu na HPLC-u.
Razdvajanje identifikovanih komponenti je uradeno na koloni Zorbax Eclipse Plus C18 (75 x 4.6
mm, 3.5 um) na temperaturi kolone od 40 °C. Mobilne faze koja su koris¢ene su: HPLC voda (u
0,2% mravljoj kiselini, mobilna faza A) i metanol (mobilna faza B). Postavljen je slede¢i gradijent
mobilnih faza po slede¢em programu: 0 min, 5% B; 10 min, 20% B; 20 min, 50% B; 22 min, 99%
B; 24 min, 99% B; 25 min, 5% B, pri protoku od 1 mL/min i injekcionom zapreminom od 10 pL.
Detekcija jedinjenja je postignuta koris¢enjem UV-Vis detektora (DAD) koji je snimao spektre u
oblasti od 190 do 550 nm, pri ¢emu je svaki "run” sniman na 230, 270 1 340 nm. Kvantifikacija
identifikovanih flavonoida je uradena metodom eksternih standarda na 340 nm, pri ¢emu su kao
standardi kori$¢eni viteksin-2"-O-ksilozid i viteksin-6"-acetil-2"-O-ksilozid, za odredivanje ove
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dvije komponente u smjesi, dok su druga dva flavonoida (viteksin-6"-malonil-2"-O-ksilozid i
izoramnetin-3,7-O-diglukozid) kvantifikovana tentativno kori§¢enjem viteksin-O-ramnozida kao
eksternog standarda.

3.13. Odredivanje sadrzaja nitrata u uzorcima blitve

Sadrzaj nitrata je ispitivan u svjezim uzorcima blitve tehnikom te¢ne hromatografije prema
standardnoj metodi EN 12014-2:2017 (EN 12014-2:2017). Nakon S$to je blitva sa terena
pripremljena prema postupku koji je opisan, odmjereno je oko 10 g uzorka svjeze blitve u
erlenmajeru od 500 mL. Potom je u erlenmajer dodato oko 400 mL vruce vode (zagrijana do oko 80
°C) 1 ostavljeno u klju¢alom vodenom kupatilu 15 min. Potom je erlenmajer ohladen na sobnoj
temperaturi, prebacen sadrzaj u normalni sud od 500 mL, razblaZzen do crte i snazno promuckan.
Potom je profiltriran kroz grubi filter papir (koji ne sadrzi azot). Potom je profiltriran alikvot kroz
mikrofilter (0,45 um) za HPLC analizu. SadrZaj nitrata je analiziran na HPLC sistemu (Prominence
LC-20AB, Shimadzu, Japan) sa PDA detektorom na talasnoj duzini 205 nm.

3.14. Mikrobioloske analize - Antibiogram test

MikrobioloSka aktivnost razliitih uzoraka eckstrakta blitve je ispitivana antibiogram testom,
metodom difuzije u agaru (Turnidge & Bell, 2005).

3.14.1. Uzoreci blitve za pripremu ekstrakta blitve za mikrobioloSku aktivnost

Uzorci blitve koji su testirani na mikrobiolsku aktivnost su pripremljeni tako S$to su suvi
homogenizovani uzorci blitve istih tretmana spajani, Sto ¢e re¢i da buduci da su za svaku varijantu
tretmana bila po tri ponavljanja (ukupno 27), nakon spajanja istih tretana dobili smo 9 kompozitnih
uzoraka tretirane blitve i plus 3 kontrolna uzorka. Od ovih uzoraka su pravljeni metanolni ekstrakti
(postupk 3.10.1.), u pocetnoj koncentraciji od 10 mg/ml.

Metanolni ekstrakti uzoraka blitve su zatim koriS¢eni u svrhu ispitivanja njihove mikrobioloske
aktivnosti. Test mikroorganizmi koji su koriS¢eni za ovo ispitivanje su bakterijske kulture
Escherichia coli (ATCC 25922) i Micrococcus lysodeikticus (ATCC 4698), kvasac Candida
albicans (ATCC 24433) i plesan Aspergillus niger. Navedeni sojevi su za potrebe testa odrzavani
na odgovaraju¢im ¢vrstim hranljivim podlogama na 4°C uz redovno presijavanje na svjeze podloge.
Za potrebe testa, od pomenutih sojeva napravljene su suspenzije mikroorganizama u fizioloSkom
rastvoru.

3.14.2. Podloge koje su koriSc¢ene za ispitivanje mikrobioloske aktivnosti

Podloge su pripremljene suspendovanjem odgovarajuce koli¢ine (sve koris¢ene podloge su
komercijalno proizvedene u dehidratisanom stanju) u destilovanoj vodi, nakon ¢ega su podloge
sterilisane u autoklavu 20 minuta na 121°C.

3.14.2.1. Miler-Hintonov agar (MHA)

Miler—Hintonov agar je koriS¢en za pracenje rasta kultura Escherichia coli i Micrococcus
lysodeikticus. Koris¢ena je Torlakova podloga sledeceg sastava, g/L:
Kazein hidrolizat 17,5

Mesni ekstrakt 3,0
Skrob 15
Agar 16,0.

Razlivena je MHA podloga u Petrijevu $olju kao dvoslojni agar, na nacin da je prvo usut jedan dio
otopljene podloge koji je ostavljen da se ohladi. Potom je dodato 100 pL suspenzije korisé¢enih
sojeva praceno razlivanjem drugog prohladenog sloja podloge.
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3.14.2.2. Saburo dekstrozni agar (SDA)

SDA je podloga je koriséena za pracenje rasta Candida albicans. Koris¢ena je Torlakova podloga
sledeceg sastava, g/L:

Pepton Torlak 10,0
Dekstroza 40,0
Agar 15,0.

U Petrijevu Solju je dodato 100 pL suspenzije soja Candida albicans i potom je razlivena
prohladena SDA podloga (ohladena na oko 45-50 °C).

3.14.2.3. Krompir-glukozni agar (PDA)

PDA podloga je koriS¢ena za rast Aspergillus niger. Koris¢ena je komercijalna podloga sledeceg
sastava, g/L:

Dekstroza 20,0
Ekstrakt krompira 4,0
Agar 15,0.

Sli¢no kao 1 prethodno, podloga je razlivena u Petrijevu Solju, nakon hladenja i potom dodata
suspenzija Aspergillus niger (proizvoljno).

3.14.3. Postupak testa difuzije u agaru

Nakon izlivanja podloga u Petrijeve Solje i zasijavanja mikroorganizama podloge su ostavljene da
oc¢vrsnu. Kada su agarne plofe o€vrsnule, na agarnim ploama su buSaem (sterilni uslovi)
napravljeni otvori pre¢nika 10 mm u koje se unosi 100 pL. odgovarajuéeg ekstrakta blitve (10
mg/mL). Potom su Petrijeve $olje ostavljene u frizideru (na +4 °C) oko 2h, i onda su prebacene u
termostat na odgovaraju¢im temperaturama, za bakterije (MH podloga) na 37°C, za C. albicans
(SDA podloga) i plesni A. Niger (PDA podloga) na 28 °C.

Nakon 24 h su pregledani rezultati za bakterije, a nakon 48 h za sojeve Candida albicans i
Aspergillus niger.

3.15. Antiproliferativna aktivnost

3.15.1. Uzorci i koris¢eni bioloSki materijal za ispitivanje proliferativne aktivnosti

Od osuSenih uzoraka (postupak pripreme biljnog materijala) napravljen je kompozitni uzorak od
svih tretmana blitve. Osim kompozitnog uzorka kori§¢en je i uzorak blitve koji nije tretiran (NODO).
Napravljeni su metanolni ekstrakti od ova dva uzorka, na naéin kako je ranije opisano (postupak
3.10.1.), i pracen je efekat ovih ekstrakata na proliferaciju korisc¢enih ¢elijskih linija. Ekstrakti blitve
su oznaceni kao netretirani i tretirani.

Napravljene su serije razblaZzenja metanolnih ekstrakta u 0,9% NaCl da bi se dobile radne
koncentracije u opsegu 3,125 do 50 pg/mL. Razblazenja su profiltrirana kroz sterilne mikrofiltere
promjera 0,22 pm i koriS¢ena za ispitivanje efekta na proliferaciju odabranih ¢elijskih linija. Finalne
koncentracije su bile 10 puta manje od radnih koncentracija, §to je postignuto dodatkom
ekstrakcionog rastvora u eksperimentalnim otvorima mikrotitar ploca sa 96 otvora. Za pracenje
¢elijske proliferacije usled prisustva metanolnog ekstrakta blitve, koriS¢ene su komercijalno
dustupne humane kontinuirane ¢elijske linije i to: ¢elije adenokarcinoma dojke MCF-7 (ATCC
CRL 3435) i ¢elije adenokarcinoma debelog crijeva HT-29 (ATCC HTB 38).
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3.15.2. Priprema ¢elija

Celije su rasle zalijepljene za podlogu kao jedan sloj ¢elija ("monolayer"), u medijumu za kulturu
¢elija - DMEM sa dodatkom 10% fetalnog teleéeg seruma, 2 mM glutamina, penicilina (100 13/ml) i
streptomicina (100 pg/mL). Celijske linije su odrzavane u sudovima za kulturu na 37 °C, u
atmosferi sa 100% vlaznosti i 5% CO». Presijavane su dva puta nedeljno u koncentraciji 50000-
100000 ¢elija/ml, pri ¢emu se jednoéelijska suspenzija dobija sa 0,1% tripsinom u 0,04% EDTA.

3.15.3. Metode koriS¢ene u eksperimentu ispitivanja antiproliferativne aktivnosti ekstrakta
blitve

3.15.3.1 DET test

Broj ¢elija i njihova vijabilnost odredeni su testom odbacivanja boje sa 0,1% tripan plavim po
metodi Strobera (Strober, 2001). Metoda bojenja se zasniva na Cinjenici da tripan plavo ulazi u
¢eliju ukoliko je naruSen integritet ¢elijske membrane. Pri tome se mrtve éelije boje u plavo, pa je
na ovaj nacin moguce razlikovati zive od mrtvih ¢elija pod svjetlosnim mikroskopom.

Postupak rada: Celijska suspenzija (50 pl) je razblaZzena sa (200 pl) 0,5% rastvora tripan plavog u
fizioloSkom rastvoru i ¢elije su za manje od 3 minuta brojane u hemocitometru na invertnom
mikroskopu (Reichert Jung). Broj ¢elija u 1 mL ¢elijske suspenzije izracunat je prema sledecoj
formuli, uzimajuéi u obzir dimenzije komore i razblaZenje: N = No x 10* x 5, gdje je N ukupan broj
zivih ¢elija u 1 mL suspenzije, No je broj zivih ¢elija izbrojan po kvadratu komore hemocitometra, 5
je faktor dilucije, 10* korekcioni faktor.

Procent vijabilnosti ¢elija je izracunat prema sledecoj formuli: V(%) = (No/No+Mo) x 100, gdje je
Mo broj mrtvih ¢elija izbrojan po kvadratu komore hemocitometra.

3.15.3.2. SRB test

Indukovana citotoksi¢nost tretiranog i netretiranog ekstrakta blitve je mjerena SRB — sulforodamin
B testom prema metodi Shekan-a (Skehan et al., 1990). Princip metode se sastoji da u uslovima
slabo kisele sredine, SRB boja se veZze za proteinske aminokiselinske ostatke i obezbjeduje
senzitivan indeks sadrzaja ¢elijskih proteina.

Celije su sakupljene u logaritamskoj fazi rasta, istalozene centrifugiranjem (10 min na 200 x g) i
izbrojane u 0,1% tripan plavom (DET test). Vijabilne ¢elije su posijane u oktoplikatu u mikrotitar
ploce sa 96 otvora, tako da je u 180 pL medijuma sa 10% FCS bilo po 10 000 ¢elija (za 24 h
vremenskog tretmana), odnosno 4000 ¢elija (za 48 h vremenskog tretmana). Plo¢e sa zasijanim
¢elijama ostavljene su u termostat na 37 °C, sa 5% CO- naredna 24 ¢asa. Po isteku inkubacije, u sve
otvore osim kontrolnih dodato je po 20 uL odgovaraju¢ih koncentracija tretiranih 1 netretiranih
ekstrakata i inkubacija je nastavljena pod istim uslovima u toku 24 i 48 h. Nakon zavrSene
inkubacije ¢elije su fiksirane dodatkom 50 pL 50% TCA po jednom otvoru ploce. Celije su
ostavljene 1h na +4 °C i Cetiri puta isprane destilovanom vodom (da bi se uklonili proteini seruma,
medijum i lak§i metaboliti). Celije su bojene pomoéu 0,4% rastvora SRB u 1% siréetnoj kiselini.
Nakon 30 minuta vi$ak boje je ispran 1% siréetnom kiselinom. Plo¢e su zatim osuSene na vazduhu.
Boja je neposredno pred merenje ekstrahovana TRIS puferom (200 pL 10 mmol/dm?®, pH=10,5).
Apsorbanca je mjerena spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 540 nm i referentnoj od 690 nm.
Kao kontrola pri ocitavanju rezultata koriS¢ene su ¢elije bez dodatka ispitivane supstance. Slijepa
proba bio je rastvor medijuma bez ¢elija ("blank™).

Procenat prezivljavanja Celija je izrazen procentom prema formuli: % =(As/Ak)*100, pri ¢emu je
Ak apsorbanca kontrolnih uzoraka, a As apsorbanca testiranih uzoraka.
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3.16. Statisti¢ka analiza

Rezultati svih analiza su izrazene kao srednja vrijednost +SD (standardna devijacija). Podaci su
obradeni koris¢enjem SPSS programa (SPSS v23 (Armonk, New York)). Znacajne razlike izmedu
srednjih vrijednosti za varijante razli¢itog nivoa navodnjavanja i dubrenja (bez kontrola) utvrdene
su dvosmjernom ANOVA-om i Dankanovim testom za nivo p<0,05. Pirsonova linearna korelacija
predstavljena je koeficijentom korelacije i stepenom znacajnosti.

63



4.Rezultati i diskusija
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U okviru ove disertacije gajena je blitva u razli¢itim rezimima navodnjavanja i prihrane. Odredeni
su osnovni fizicko-hemijski parametri zemljista, na kojem je blitva gajena u razli¢itim rezimima
prihrane 1 navodnjavanja. Nakon Sto je blitva prispjela za uzorkovanje, obavljena su terenska
mjerenja koja su podrazumjevala mjerenja prinosa blitve, mjerenje morfoloskih karakteristika blitve
1 mjerenje sadrzaja indeksa hlorofila. Potom su radene laboratorijske analize osnovnih nutritivnih 1
pojedinih fitonutritivnih komponenti, kao i1 antioksidativni testovi u razli¢ito tretiranim uzorcima
blitve. Uradena je analiza, za blitvu karakteristicne antinutritivne komponente, tj. analiza nitrata u
razlicito tretiranim uzorcima blitve. Potom su metanolni eksktrakti ispitivani antioksidativnim
testovima (DPPH i ABTS test). Dalje je analizom polifenola u blitvi identifikovano prisustvo Cetiri
flavonoidne komponente u metanolnom ekstraktu blitve, koje su potom izolovane i njihove
strukture potvrdene snimanjem 1D i 2D NMR spektara. Istovremeno, za sve pomenute analize i
analizirane parametre (morfoloske, nutritivne, fitonutritivne, antioksidativne) razli¢ito tretirane
blitve je uradena statistiCka analiza da bi se utvrdilo da li razliCiti rezimi prihrane, navodnjavanja i
ukrStene interakcije ove dvije agrotehnicke mjere imaju uticaja na testirane parametre i na koji
nacin.

Potom je, osim gore pomenutih antioksidativnih aktivnosti, ispitivana mikrobioloska i
antiproliferativna aktivnost metanolnih ekstrakata kompozitnih uzoraka blitve, u cilju utvrdivanja
potencijalnih zdravstvenih benefita blitve, i eventualno razmatranja blitve kao funkcionalne hrane.

4.1. Rezultati mjerenja fizicko-hemijskih osobina zemljista

Prije nego su primijenjene agrotehni¢ke mjere popravke zemljista za potrebe ove studije, zemljiSte
je uzorkovano u cilju odredivanja osnovnih fizicko-hemijskih parametara. Osim S§to su fizic¢ko-
hemijski parametri zemljiSta vazni za primjenu agrotehni¢kih mjera, oni mogu da ukazu i objasne
pojedine rezultate za analizirane parametre biljke (blitve).

Dobijeni rezultati fizi€¢ko-hemijskih mjerenja u prosjenim uzorcima zemljiSta za svaku
eksperimentalnu parcelu prikazani su u Tabeli 4.1.

Tabela 4.1 Fizi¢ko-hemijski parametri uzoraka zemlji$ta na kojem je uzgajana blitva za ovu
studiju, prikazano prema tretmanima Koji su primjenjeni za potrebe ovog doktorata.

Tretman pH pH EC Humus P20s K20 Ca Mg Fe Mn Zn Cu
H20 KCI | pS/cm % mg/100 g mg/kg

NOb100 5,6 51 48,4 50 59 241 179,7 139 [ 398 | 211 2,4 | 150
N100b0 5,6 5,0 32,6 4,7 5,6 22,8 186,4 130 | 424 | 19,6 18 | 14,6
NObO 5,7 51 437 51 59 36,6 179,1 135 | 384 | 21,2 2,7 | 19,9
IN50D50 58 50 68,4 4,2 7,1 23,6 165,8 98 | 389 | 124 14 | 11,6
2N50D50 5,6 50 61,2 53 6,7 36,6 187,7 134 | 404 | 19,7 19 | 146
3 N50b50 57 51 63,3 5,0 6,6 48,0 178,9 138 | 36,4 | 159 1,7 | 117
IN50D100 58 52 7,7 4,4 7,8 24,0 162,7 100 | 37,2 | 1244 | 18 | 12,3
2 N50Db100 55 5,0 95,2 4,6 7,5 251 178,5 11,8 | 41,2 | 16,2 1,7 | 130
3 N50D100 5,8 5,2 94,6 5,2 6,8 36,6 177,4 115 | 354 | 10,3 1,3 | 11,3
IN50D150 54 4,8 76,4 4,3 6,8 234 150,9 11,0 | 416 | 11,6 14 | 115
2N50Db150 5,6 5,0 84,0 5,54 6,7 34,7 160,1 108 | 37,4 | 154 15 | 121
3N50Db150 55 50 75,3 51 7,8 38,5 1714 135 | 359 | 178 15 | 128
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Tretman pH pH EC Humus P20s K20 Ca Mg Fe Mn Zn Cu
H20 KCI | pS/cm % mg/100 g mg/kg

IN100DB50 5,8 5,3 61,2 4,5 7,8 23,6 177,3 11,2 | 40,0 | 129 1,7 | 121
2N100D50 55 4,9 80,0 48 8,1 36,6 171,5 12,6 | 40,6 | 17,3 1,7 | 12,7
3 N100Db50 57 5,0 54,5 4,7 6,1 241 170,5 119 | 359 | 13,0 1,7 | 12,3
IN100D100 57 5,0 109,4 4,2 9,2 25,3 165,8 10,1 | 379 | 13,25 | 1,64 | 12,0
2 N100D100 5,70 50 67,2 4,2 6,3 23,6 189,6 128 | 413 | 175 15 | 134
3 N100Db100 57 51 86,1 53 6,2 38,5 185,4 128 | 36,2 | 12,9 14 | 11,2
IN100D150 57 50 73,8 3,9 7,0 25,0 149,9 | 10,11 | 42,8 | 14,8 1,7 | 118
2N100D150 5,6 50 84,0 55 6,7 34,7 160,1 108 | 374 | 154 15 | 121
3N100D150 55 5,0 75,3 51 7,8 38,5 171,4 135 | 359 | 17,8 15 | 12,8

IN150D50 55 4,9 70,2 4,5 7,0 249 173,2 12,1 | 39,2 | 129 15 | 117
2N150Db50 57 51 81,8 5,0 5,6 38,5 168,3 116 | 36,0 | 11,7 14 | 114
3 N150D50 5,8 51 46,3 4,6 7,5 38,5 176,5 12,8 | 36,2 | 16,6 15 | 141
IN150D100 6,5 58 85,4 45 13,0 33,2 198,7 | 135 | 395 | 159 | 24 | 150
2 N150Db100 55 4,8 77,6 4,5 6,6 21,7 158,3 11,1 | 43,0 | 14,6 1,8 | 13,6
3 N150b100 5,7 4,9 81,0 4,40 6,8 40,4 172,24 | 11,8 | 36,0 | 13,5 15 | 113
IN150D150 5,6 50 82,1 4,5 7,6 29,5 167,8 114 | 40,3 | 146 1,7 | 11,3
2N150D150 57 5,0 1315 51 9,2 36,6 195,2 13,3 | 36,2 | 14,7 1,7 | 129
3N150D150 55 4,9 83,6 4.8 8,3 34,7 167,1 125 | 37,0 | 21,6 1,7 | 125

Kako se iz Tabele 4.1 moze vidjeti, zemljiste na kojem je gajena blitva za potrebe ovog
eksperimenta, ima pH vrijednost u opsegu od 5,4 do 5,8, mjereno u vodenom ekstraktu, odnosno u
kalijum-hloridnom ekstraktu zemljista pH je bilo u opsegu 4,8-5,3. Na osnovu klasifikacije
zemljista prema Thun-u, ovo zemljiste se klasifikuje kao kiselo do slabo kiselo (Manojlovi¢ &
Cabilovski, 2020).
Provodljivost zemljiSta, koja reflektuje koncentraciju soli u zemljiStu i1 time ukazuje na salinitet
zemljista, kretala se od 32,6-131,5 pS/cm (3,3-13,1 mS/m). Niske vrijednosti elektri¢ne
provodljivosti za ovo zemljiSte ukazuju da zemljiSte nije zaslanjeno (Simons J. & Bennett D.,
2022), §to je i ocekivano s obzirom da dugo godina zemljiSte nije obradivano, tj. dubreno. Medutim,
sli¢ne vrijednosti elektriéne provodljivosti nadene su za zemljiSte sa istog podneblja, u studiji
Topalovi¢ i saradnici, gdje je elektri¢na provodljivost zemljista na kome je gajena blitva, imala
maksimalnu vrijednost od 163,3 uS/cm (Topalovic et al., 2018). Naime, blitva je i halofitna biljka,
Sto znaci da raste u zemljistu koje ima veée koncentracije soli (Kaburagi et al. 2014; Liu et al.,
2013), sto samo potvrduje njenu ,,fleksibilnost™ u pogledu uslova rasta.
Koli¢ina humusa kao specifi¢ne organske materije, odredena je brojnim faktorima poput bio-mase,
klime, vlaznosti zemljiSta i nacina njegovog koris¢enja (Powlson et al., 2013). Koli¢ina humusa u
zemljistu na kom je sprovedena ova studija je prilicno ujednacena u svim parcelama; minimalna
vrijednost je bila 3,9, maksimalna 5,5% (Tabela 4.1). Na osnovu Klasifikacije zemljista prema
sadrzaju humusa po Seper Sahtsabel-u (Manojlovié & Cabilovski, 2020), zemljiste koje sadrzi
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dobijene procente humusa smatra se zemljiStem koje je bogato do veoma bogato organskom
materijom, odnosno umjereno do jako humozno (Topalovic et al. 2018; Dzamic i sar., 1996).
Sadrzaj nutrijenata u zemljiStu, koji su potrebni za rast biljke, kako se moze vidjeti iz Tabele 4.1,
ukazuje na prilicno ujednacen hemijski sastav tj. plodnost zemljista za sve parcele. Dobijene
vrijednosti za lakopristupacni fosfor 1 kalijum su redom imale slede¢e opsege: 5,6-13,0 mg
P20s/100 g odnosno 22,8-48,0 KoO mg/100g zemljista. Klasifikacija ispitivanog zemljiSta na
osnovu lakopristupacnog fosfora i kalijuma spada u zemljiSte niskog do srednje siromaSnog u
pogledu lakopristupacnog fosfora, odnosno dobro obezbjedeno do ekstremno obezbjedeno zemljiste
u sadrzaju lakopristupaénog kalijuma (Manojlovi¢ & Cabilovski, 2020). Sadrzaj ostalih ispitivanih
elemenata u zemljiStu je takode bio manje-visSe ujednacen (Tabela 4.1) u svim uzorcima zemljista.
Sumirano, mozemo zakljuciti da su vrijednosti ispitivanih nutrijenata u zemljiStu bile srednje do
visoke. Slican sadrZaj nutrijenata je naden u zemljiStu koji je po tipu i podneblju bio blizak sa
zemljiStem koje se koristilo u ovoj studiji i na kome je takode bila gajena blitva. Znatna razlika je
bila u sadrzaju kalcijuma, koji je u studiji Topalovi¢ i saradnici bio u opsegu od 698 do 2266
mg/100 g zemljista (Topalovic et al., 2018). Zabiljezena razlika je vjerovatno posledica zemljista
koje je bogatije kalcijum karbonatom, Sto ukazuje i pH zemljista koje je u pomenutoj studiji imalo
neutralnu do blago alkalnu rekciju (Topalovic et al., 2018).

4.2. Rezultati terenskog mjerenja i statisticka analiza prinosa, morfoloskih parametara i
indeksa sadrzaja hlorofila

Prinos, morfoloski parametri i indeksni sadrzaj hlorofila uzgajane kulture su pokazatelji rasta i
razvoja gajenog usjeva. Ovi parametri takode mogu ukazati na eventualno patoloSko stanje biljke
kao i na stepen razvoja odnosno stadijum razvi¢a uzgajane biljne kulture.

U Tabeli 4.2 su prikazani parametri rasta blitve mjereni na terenu: prinos, prosje¢na duzina lista,
prosjecan broj listova i indeks sadrzaja hlorofila u blitvi kao i statisti¢ki rezultati efekta razlicite
prihrane i navodnjavanja na pomenute parametre.

Rezultati statistickog ispitivanja efekta razli¢ite primjene NPK prihrane na parametre rasta, pokazali
Su uticaj na prinos, duzinu lista, broj listova i indeksni sadrzaj hlorofila ispitivane blitve (p<0,05),
dok efekti razli¢itog navodnjavanja i ukrStene interakcije prihrane i navodnjavanja nisu pokazali da
imaju statistiCkog znacaja. Za prinos, duzinu lista, broj listova 1 indeksni sadrzaj hlorofila nadeno je
da je tretman sa poveéanom koli¢inom NPK prihrane (P150) imao statisti¢ki vec¢u vrijednost od
optimalnog odnosno redukovanog tretmana NPK prihrane (D100 1 D50). Nije bilo znacajne razlike
izmedu tretmana D100 1 D50, posmatrajuci ove parametre.

Primjena osnovnih nutrijenata za biljku kroz primjenu NPK prihrane uti¢e na rast biljke, njenu
morfologiju, prinos i sastav (Ullah et al.,, 2016). Azot je esencijalan za brojne procese koji
omogucavaju rast biljke, sintezu hlorofila, amino kiselina itd.; Kalijum pomaze u regulaciji biljnog
metabolizma; Fosfor je klju¢an za metabolicke procese koji ukljucuju transfer energije iz jedne
tacke biljke u drugu i takode je vazan za proces cvjetanja biljke (Hopkins & Huner, 2008).

Prinos koji je dobijen za razli¢ite tretmane blitve je imao srednje vrijednosti od 0,81 do 1,47 kg/m?,
pri ¢emu je najveca srednja vrijednost dobijena za tretman N100D150 dok je najmanja srednja
vrijednost nadena sa parcela koje su tretirane N50D50. U studiji Miceli i saradnika najveci prinos
od 7,3 kg/m? dobijen je kada je aplikovano 200 kg/ha azota (Miceli & Miceli, 2014), dok su Kolota
i saradnici nasli najveéi prinos pri aplikaciji 150+50 kg N/ha, od 46,02 tona/ha, tj. 4,6 kg/m?
(Kolota & Czerniak, 2010).

Prosjec¢na duzina lista za primjenjene tretmane je bila u granicama srednjih vrijednosti od 20,9 cm
do 33,7 cm a najvece srednje vrijednosti su dobijene za tretmane u kojima je prihrana bila
aplikovana u koli¢inama 50% veéim od optimalnih (P150). Trend rasta povrSine lista blitve sa
povecanjem koli¢ine azota u primjenjenim azotnim prihranama, takode je naden 1 u studiji
Eengelbrehta i1 saradnika, gdje je najznacajni porast zabiljeZzen prilikom primjene uree kao izvor
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azota u koli¢inama od 0 do 800 kg N/ha, kada je povriina lista porasla sa 68 na 2976 cm?
(Engelbrecht et al., 2010).

Iz Tabele 4.2 se vidi da je prosjecan broj listova blitve bio najveci za tretmane prihrane koje su
sadrzale 50% vece koli¢ine azota od optimalnih (P150). Porast broja listova po biljci nakon
povecanja primjene azotnog dubriva je zabiljezen i1 u drugim studijama, gdje su tretmani od 100,
150 i 200 kg N/ha dali broj listova oko 21, tj. za 6 vise od kontrolnih uzorak (Miceli & Miceli,
2014), odnosno povecanje nivoa azota od 300 do 800 kg/ha je znaCajno povecao prosjecan broj
listova po biljci (sa 17,5 na 36) (Engelbrecht et al., 2010).

Indeksni sadrzaj hlorofila u uzorcima tretirane blitve naden je u opsegu od 17,1 do 23,7, dajuci
najvecu vrijednost za tretman N50D150 (Tabela 4.2). Mjerenje indeksa hlorofila in situ je veoma
korstan podatak buduc¢i da su rast i produktivnost biljke proporcionalne koncentraciji hlorofila, tj.
aktivnosti hloroplastnih pigmenata, $to moze da posluzi za pracenje fizioloskog statusa biljke (Pal et
al., 2012; Perez-Galvez et al., 2018). Indeks sadrzaja hlorofila je u ovoj studiji mjeren u cilju
ispitivanja eventualne korelacije sa dugim komponentama u blitvi koje su odredene, o ¢emu ¢e biti
rije¢i kasnije u tekstu.

Ocekivano je da se poboljsanje rasta biljke postize praCenjem parametara rasta poput prinosa,
morfoloSkih karakteristika, nekih fizioloskih parametara, kroz prihranu koja ¢e sadrzati osnovne
nutrijente (N, P, K) (Kolota et al., 2010; Erwin & Gesick, 2017; Motseki, 2008; Xu et al., 2020;
Zhou et al., 2011; Miller et al., 2012; Miceli & Miceli, 2014; Engelbrecht et al., 2010; Echer et al.,
2012). Stoga su dobijeni rezultati u pogledu uticaja prihrane na parametre prinosa i morfologije
blitve oc¢ekivani, budu¢i da N, P, K imaju vitalnu ulogu u rastu, razvoju i prinosu biljnih kultura
(Ullah et al., 2016). Rezultati drugih studija koje su pratile efekat fertilizacije pove¢anjem koli¢ine
azota su pokazala sli¢no, tj. da se povecanjem koli¢ine azota u prihrani povecava prinos, povrsina
lista, broj listova, svjeza i suva masa lista i drugi parametri rasta (Miceli & Miceli, 2014;
Engelbrecht et al., 2010; Kolota & Czerniak, 2010). Tako je nadeno da poveéanje koli¢ine azota u
dubrivu u vrijednostima iznad 100 kg/ha (Miceli & Miceli, 2014), odnosno do vrijednosti od 800
kg/ha (Engelbrecht et al., 2010) dovodi do povecanja prinosa i morfoloskih karakteristika blitve.

Tabela 4.2 Prikaz podataka prinosa, indeksa hlorofila i morfoloskih parametara blitve sa
terenskog mjerenja za tretmane blitve i statisti¢ki podaci dvovarijantne ANOVA (P vrijednosti
za prihranu, N vrijednost za navodnjavanje i ukr$tene interakcije DxN).

Tretman Prinos (kg/m?) Prosje¢na duZina lista (cm) Prosjecan broj listova CCL
Kontrole
NODO 0,32+1,25 20,90+1,38 3,20+0,34 21,60+0,27
N100D0 0,38+1,67 23,10+1,98 4,20+0,54 25,40+1,11
NOD100 0,52+1,62 22,20+2,19 3,90+1,13 40,20+0,35
Tretmani
N50D50 0,81+1,40 27,20+0,95 4,33+0,68 17,10+2,00
N100D50 0,9742,27 29,80+3,12 4,67+0,74 20,50+1,06
N150D50 0,90+1,33 29,30+1,01 4,33+0,30 18,77+2,94
N50D100 1,07+1,30 30,00+0,89 5,67+1,11 22,37+1,10
N100D100 0,98+1,18 28,97+1,60 5,13+0,40 19,33+0,86
N150D100 1,29+3,98 30,33+1,76 5,5040,26 17,73+1,46
N50D150 1,37+2,22 33,00+0,36 7,33+£1,99 23,70+2,31
N100D150 1,47+3,94 31,87+2,58 7,77+1,74 23,27+3,06
N150P150 1,46+3,90 33,70+1,82 7,3041,87 20,90+1,80
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Tretman Prinos (kg/m?) Prosje¢na duZina lista (cm) Prosje¢an broj listova CCL

ANOVA
Dubrenje (D) 10,396 13,013" 14,734" 8,757*
Navodnjavanje (N) 0,624 0,917 0,169 1,836
DxN 0,518 1,101 0,169 2,231

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednostxSD (standardna devijacija) koja poti¢e od tri mjerenja za isti tretman sa
razli¢itih parcela, dok su kontrole prikazane kao srednja vrijednost+SD triplikata iz iste parcele (n=3). CCL-indeks
hlorofila;*znacajno za p<0,05.

4.3. Rezultati proksimativne analize u blitvi

Makronutrijenti su komponente hrane koje su esencijalne za ljudsku ishranu, jer makronutrijenti
daju energetsku vrijednost hrane. U makronutrijenete se ubrajaju proteini, ugljeni hidrati, lipidi.
Proksimativna analiza blitve je uradena da bi se dobili podaci o sadrzaju ukupnih proteina, ukupnih
lipida, sadrzaju pepela, vlage i ugljenih hidrata. Ukupni ugljeni hidrati (bez celuloze) su odredeni
kao razlika zbira higroskopne vode, pepela, sirovih proteina, ukupnih lipida i ukupne celuloze
(ukupna nerastvorna vlakna) do 100% .

Rezultati proksimativnih analiza komponenti razli€ito tretiranih uzoraka blitve kao 1 energetski
sadrzaj je prikazan u Tabeli 4.3. Sadrzaj vlage u uzorcima blitve je najdominantniji i ima srednju
vrijednost svih tretmana 88,91 g/100 g svjeze blitve, §to su vrijednosti koje su neSto nize od
vrijednosti dobijenih iz baze podataka USDA 92,66 g/100 g SB (USDA, 2017), odnosno iz druge
studije blitve gdje je sadrzaj vlage bio 93,35 g/100 g SB (Mzoughi et al., 2019).

Ukupni Seceri su drugi glavni konstituenti nadeni u uzorcima blitve (Tabela 4.3), pri ¢emu je
sadrzaj srednjih vrijednosti bio od 4,65 g/100 g (I0F100) do 6,84 g/100 g (1100F0). Dobijena
srednja vrijednost za ukupne Secere je nesto veca od vrijednosti iz USDA baze od 3,74 g/100 ¢
svjeze blitve (USDA, 2017), odnosno veca i od 2,16 g/100 g SB, objavljene u drugoj studiji divlje
blitve (Mzoughi et al., 2019).

Sadrzaj pepela u uzorcima je prilicno ujednaen medu testiranim uzorcima sa srednjim
vrijednostima medu istim tretmanima koje su bile u opsegu od 1,78 g do 1,92 g na 100 g SB.
Sadrzaj pepela je direktno povezan sa ukupnim sadrzajem minerala (mako- i mikroelemenata), i
nesto vecée vrijednosti su odredene nego §to je to zabiljeZeno u drugim studijama blitve, u kojima je
prijavljen sadrzaj pepela od 1,30 g /100 g SB (Mzoughi et al., 2019). Blitva ima visok sadrzaj
pepela i poput drugih vrsta iz grupe GLVs smatra se odli¢nim izvorom makro- i mikroelemenata
zbog visokog kapaciteta ove grupe povrca da ih akumulira (Natesh et al., 2017).

Svi uzorci blitve iz ove studije imali su ukupan sadrzaj lipida manji od 0,45 g /100 g svjeze blitve.
Nizak sadrzaj ukupnih lipida je zabiljezen i u drugim sli¢énim studijama (Mzoughi et al., 2019;
USDA, 2017).

U pogledu sadrzaja ukupnih proteina, najveéi sadrzaj je pronaden za tretman blitve N50D150 - gdje
je srednja vrijednost bila 2,75 g/100 g SB, §to je veéa vrijednost od one nadene u USDA bazi
podataka (1,8 g/100 g SB)(USDA, 2017), odnosno znatno visi sadrzaj od vrijednosti za divlju blitvu
0,6637 g/100 g SB (Mzoughi et al., 2019). Ve¢i sarzaj ukupnih proteina u blitvi iz ove studije je
oc¢ekivan, budu¢i da je blitva koja je imala najvecu srednju vrijednost za tretman N50D150 od svih
tretmana tretirana prihranom 50% vec¢om od optimalne.

Energetska vrijednost testirane blitve je u opsegu od 105,37 do 136,75 kJ. Veca energetska
vrijednost testirane blitve u odnosu na podatke USDA, gdje je energetska vrijednost blitve 79 kJ
(USDA, 2017), je posledica veceg sadrzaja proteina, Secera i lipida u testiranoj blitvi.

Srednja vrijednost sirovih vlakana (ukupne celuloze) u testiranim uzorcima blitve je 0,77 g/100 g
SB, S$to je nesto nize u odnosu na podatke USDA (1,6 g/100 g SB)(USDA, 2017), odnosno znatno
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nize od vrijednosti koje su objavili Mzoughi i saradnici 2,43 g/100 g SB (Mzoughi et al., 2019).
Preporuka je da se na dnevnom nivou unese oko 7 g biljnih vlakana da bi se smanjio rizik od
razvoja kardiovaskularnih bolesti (Barreira et al., 2017). U tom smislu konzumiranje 100 g svjeze
blitve iz ove studije bi zadovoljilo oko 15% preporucene dnevne doze biljnih vlakana.

Uocene razlike u pogledu sadrzaja makronutrijenata dobijeni proksimativnom analizom razliCito
tretirane blitve se mogu objasniti razli¢itim faktorima koji uticu na sastav blitve, poput sorte
(genetski faktori), perioda kada je blitva ubrana i uslova u kojima je blitva gajena (klima, tip i
sastav zemljista, navodnjavanje, dubrenje) (Miceli & Miceli, 2014; Gruda, 2005; Engelbrecht et al.,
2010; Topalovic et al., 2018; Abdulmalek et al., 2017). Blitva je u pogledu makronutrijenata veoma
pogodna namirnica da se uvrsti u svakodnevnu ishranu, jer sadrzi nisku kalori¢nu vrijednost a dobar
je izvor osnovnih makronutrijenata i vlakana.

4.3.1. Statisticki rezultati efekta razlicite prihrane i navodnjavanja na sadrzaj komponenti iz
proksimativne analize

StatistiCki rezultati proksimativne analize sadrzaja blitve iz Table 4.3 nisu pokazali statisticki
znacajnu razliku u pogledu razlicitih tretmana navodnjavanja i prihrane, kao ni na interakciju DxN
(p>0,05), osim u sluéaju ukupnog sadrzaja proteina. Naime, razli¢iti tretmani prihrane su imali
efekta na ukupni sadrzaj proteina u blitvi (Tabela 4.3). Poveéanje koli¢ine primjenjenog dubriva
povecalo je sadrzaj proteina u blitvi. Kako je napomenuto, azot je esencijalni element za rast i
produktivnost biljke i neophodan je za sintezu proteina, izmedu ostalih njegovih uloga u rastu i
razvoju biljke (Ueda et al., 2017). Uticaj poveéanog dubrenja na sadrzaj proteina u blitvi je
oc¢ekivan, buduéi da rast biljnih kultura zavisi od prisustva dostupnog azota u zemljistu (Wang et
al., 2008). Sli¢na zapazanja su uocili i drugi istrazivaci koji su nasli da je sadrzaj ukupnog azota u
blitvi bio veci kada je primjenjena prihrana koja je sadrzala 100 kg N/ha nego kada je aplikovano
50 kg N/ha (Kolota et al., 2010), odnosno da poveéanje azota u prihrani povecava sadrzaj ukupnog
azota (time i proteina) u blitvi (Hailay & Haymanot, 2019).

Tabela 4.3 Rezultati proksimativne analize razli¢ito tretirane blitve i rezultati dvovarijantne
ANOVA (D vrijednosti za prihranu, N vrijednost za navodnjavanje i ukrstene interakcije DxN).

Viaga Pepeo Proteini Lipidi Sirova Ukupni Energija
Tretman /1009 SB 0/100g 0/100g 0/100g vlakna Seceri (kd)
9/254g SB SB SB 9/100gSB  g/100g SB
Kontrole
I0F0 89,47+0,82 1,91+0,06 1,93+0,13 0,45+0,04 0,62+0,11 5,6240,63 136,75+0,25

1100F0 88,21+1,20 1,87+0,06 1,89+0,06 0,45+0,05 0,74+0,15 6,84+1,23 109,12+0,46
I0F100 90,21+0,60 1,80+0,11 2,41+0,09 0,37+£0,04 0,56+0,06 4,65+0,60 118,50+0,38
Tretmani
I50F50 88,38+0,94 1,87+0,13 2,26+0,10 0,41+0,03 0,73+0,12 6,35%1,19 133,21+3,17
I100F50  89,72+0,62 1,91+0,06 2,31+0,14 0,41+0,02 0,65+0,05 5,00+0,54 105,37+1,85
I150F50  89,06+0,97 1,91+0,05 2,33+0,14 0,38+0,06 0,67+0,25 5,65+0,98 120,96+3,23
I50F100 88,89+0,81 1,85+0,04 2,51+0,12 0,36%0,06 0,72+0,05 5,67+0,67 112,21+2,95
I100F100 88,44+1,30 1,81+0,08 2,35+0,06 0,38+0,08 0,77+0,35 6,25+1,29 131,50+4,25
I150F100 89,61+0,59 1,83+0,08 2,31+0,09 0,36+0,03 0,64+0,03 5,25+0,64 113,71£1,75
I50F150 87,95+1,40 1,92+0,09 2,75+0,05 0,31+0,03 0,76+0,07 6,31+1,33 133,67+5,04
I100F150 88,77+0,18 1,78+0,03 2,63+0,15 0,36+0,03 0,59+0,11 5,87+0,05 126,29+0,74
I150F150 88,20+0,81 1,88+0,08 2,63+0,14 0,38+0,04 0,68+0,06 6,23+0,93 131,83+3,14
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ANOVA

Viaga Pepeo Proteini Lipidi Sirova Ukupni Energija
Tretman /1009 sg  ¥100g  g/100g  ¢/100g vlakna Seceri (kJ)
gi-vng sB SB SB g/100gSB  g/100g SB
P 1,814 1,663  25585% 1,918 1,148 0,532 -
N 1,133 1,129 1,444 0,984 0,502 0,611 -
PxN 1,186 1,097 1,266 0,431 0,357 1,146 -

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost £SD koja potice od tri mjerenja za isti tretman sa razlicitih parcela, dok su
kontrole prikazane kao srednja vrijednost+SD triplikata iz iste parcele (n=3).statisti¢ki znacajno za p<0,05.

4.4. Rezultati makro- i mikroelemenata u tretiranoj blitvi

Minerali su nutrijenti koji su neophodni za brojne biohemijske i fizioloske procese u Zivim
organizmima. Uloga minerala moze biti strukturna (ulaze u strukturu tkiva- kosti, krv i sl.), ili
regulatorna (odrzavaju normalnu funkciju ¢elija- npr. transport kroz ¢elijsku membranu, ulaze u
strukturu regulatornih enzima, gdje imaju vaznu ulogu u njihovoj aktivnosti kao kofaktori) (Fraga,
2005; Hansch & Mendel, 2009). U zavisnosti od koli¢ine u ljudskom organizmu, dijelimo ih na
makroelemente, koji su prisutni u ve¢im koli¢inama i mikroelemente koji su prisutni u malim
koli¢inama tj. u tragovima. Blitva se smatra odli¢nim izvorom 1i jednih i drugih minerala, posebno
Fe, Mn, Mg, K (Bozokalfa et al., 2011; Ninfali & Angelino, 2013). Sadrzaj makro i mikroelemenata
u uzorcima blitve prikazan je u Tabelama 4.4 i 4.5.

Statisticki rezultati razli¢itog nivoa navodnjavanja koji su primjenjeni u ovom eksperimentu nisu
pokazali da ono ima uticaj na sadrzaj makro- i mikroelemenata u uzorcima blitve (p>0,05). Razli¢iti
nivoi fertilizacije, na mineralni sadrzaj, su imali znacajnog uticaja jedino na sadrzaj fosfora u
ispitivanim uzorcima blitve (p<0,05). Nadeno je da je Koncentracija fosfora znaajno niza za
tretman gdje je prihrana primjenjena u koli¢ini vecoj od optimalne (P150) u odnosu na optimalni
tretman (P100), Sto navodi na zaklju¢ak da sadrzaj fosfara opada sa povecanjem dubrenja (Tabela
4.4). Posmatrajuéi interakciju navodnjavanja i dubrenja na mineralni sadrzaj nadeno je da imaju
statisticki znacajan uticaj na koncentraciju Na i Cu (p<0,05) (Tabela 4.4 i 4.5). Sadrzaj Na i Cu je
bio najnizi za N100D150 tretman dok je maksimalnu vrijednost postigao za N100D50 tretman. Ovo
bi se moglo objasniti suprotnim efektom koncentracije nutrijenata u zemljiStu u uslovima povecane
i smanjene fertilizacije na akumulaciju Na i Cu u blitvi pod uslovima optimalnog navodnjavanja.
Fosfor u zemlji§tu u pove¢anim koli¢inima (u ve¢im dozama primjenjene fosforne prihrane) moze
da sprije¢i apsorpciju mikroelemenata, zbog stvaranja teSko rastvorljivih fosfata sa
mikroelementima poput Cu, Fe i Mn (Meng et al., 2021), §to bi moglo objasniti efekat na sadrzaj
Cu u blitvi, koji je najmanju vrijednost imao pri aplikovanju 50% vece koli¢ine NPK dubriva od
optimalnih vrijednosti (B150).

4.4.1. Sadrzaj makroelemenata u tretiranim uzorcima blitve

Sto se tie makroelemenata, nadeno je da je kalijum prisutan u najveéoj koncentraciji od svih
testiranih elemenata (Tabela 4.4), gdje su srednje vrijednosti koncentracija kalijuma bile u opsegu
od 339,04 do 417,19 mg/100 g SB. Koncentracije ostalih makroelemenata su bile u opsegu srednjh
vrijednosti od 113,71 do 169,24, 91,83 do 122,41 i 153,94 do 231,14 mg/100 g svjeze blitve, za Na,
Mg i Ca, redom (Tabela 4.4). Poredenjem srednje vrijednosti za makroelemente sa onim koje je
objavila USDA, moze se uocCiti da je sadrzaj kalijuma u ispitivanim uzorcima, koji je imao
vrijednost 372,42 g/100 g, priblizan vrijednosti koju je objavila USDA- 379 mg K/100 g svjeze
blitve (USDA, 2017). Prosje¢na koli¢ina magnezijuma u uzorcima blitve (101,99 mg/100 g SB) je
blago veca od one koju je USDA objavila (81 mg/100 g SB), dok je za natrijum (139,61 mg/100 g
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SB) blago niza od vrijednosti USDA- 213 mg/100 g SB (USDA, 2017). Sa druge strane, prosje¢na
koncentracija kalcijuma (178,59 mg/100 g SB) u blitvi gajenoj pod primjenjenim razli¢itim
tretmanima prihrane i navodnjavanja je oko Cetiri puta veca od one koju je USDA objavila (51
mg/100 g SB) (USDA, 2017). Prosjecna vrijednost fosfora u testiranim uzorcima blitve je 46,99
mg/100 g SB, $to je blisko vrijednosti koju je USDA objavila (46 mg/100 g SB) (USDA, 2017).
Znacajne razlike u sadrzaju najzastupljenih makronutrijenata Na, K, Ca i Mg u odnosu na sadrzaj
makroelemenata iz ove studije su nadene u studiji divlje blitve, koja je pokazala sadrzaj pomenutih
elemenata u sledecem koncentracijama 6,2 (Na), 70,25 (K), 154,1 (Ca) i 307,1 mg na 100 g SB
(Mg) (Mzoughi et al., 2019). Blitva koja je tretirana optimalnim koli¢inama dubriva (D100) iz
studije Topalovi¢ i1 saradnika imala je bliske vrijednosti dobijenim u ovoj studiji za sadrZaj
makroelemenata, koje su iznosile za P, Ca, K, Mg i Na- 4,63, 25,99, 44,74, 8,17 i 23,8 g/kg suve
blitve (Topalovic et al., 2018). Sadrzaj makroelemenata u blitvi, osim Sto zavisi od sorte gajene
kulture (Pokluda & Kuben, 2018), od tipa i sastava zemljista (Topalovic et al., 2018), zavisi i od
sezone u kojoj je blitva uzgajana (Kolota et al., 2010).

Srednje vrijednosti makroelemenata koje su nadene u ispitivanim uzorcima blitve mogu da
obezbjede 1,74, 3,19, 7,65, 11,17, i 1,41% od potrebnih dnevnih vrijednosti za Na, K, Mg, Ca i P,
redom nabrojano (lvanovic et al., 2019), prilikom unosa 30 g svjeZe blitve. Referentne vrijednosti
za DV koje su koris¢ene su: Na=2,4 g; K=3,5 g; Mg=0,4 g, Ca=1 g i P=1 g su preuzete od FDA
(FDA, 2013). Bioiskoristivost pojedinih makroelemenata iz povrca se kreé¢e oko 20-90%, $to takode
treba imati na umu prilikom razmatranja DV (Melse-Boonstra, 2020).

Tabela 4.4 Mineralni sadrzaj (makroelemenata) razlicito tretirane blitve i rezultati
dvovarijantne ANOVA (D vrijednosti za dubrenje, N vrijednost za navodnjavanje i
ukrStene DxN.

Tretman Na K Mg Ca P
(mg/100g SB) (mg/100g SB) (mg/100 g SB) (mg/100 g SB) (mg/100 g SB)

Kontrole

NODO 133,01+£0,21  349,14+0,14  95,24+0,09 166,44+0,09 37,76x0,24

N100Db0 169,24+0,19  391,15+0,21  122,41+0,13 231,14+0,04 25,76x0,51

NOD100 165,20+£0,24  355,21+0,15  111,11+0,11 179,04+0,05 26,20+1,29
Tretmani

N50b50 128,28+18,76 375,05£19,45 98,42+6,87 183,13+23,71 46,08+0,55

N100b50  163,38+21,48 417,19451,66 108,34+13,21 202,92+28,46 54,431+5,21

N150b50  138,05+4,94  370,29+18,61 100,97+7,67 172,25+17,82 53,81+4,18

N50b100  139,24+15,95 376,37+24,07 98,87+£10,16 165,85+18,19 52,39+2,86

N100b100 130,19+3,59  366,19+36,78 91,83+£8,91 168,90+9,68 60,52+18,84

N150b100 121,65£10,90 339,04+67,11 96,68+2,70 166,75+2,49 63,96+9,85

N50b150  146,38+28,41 386,72+14,25 106,04+4,52 180,70+3,13 44,61+6,37

N100b150 113,71+£9,18  359,35+17,99 94,32+7,09 153,94+21,37 46,04+5,05

N150b150 126,96+9,81  384,15+8,37  99,68+2,76 172,11+9,19 52,40+3,33
ANOVA

b 2,257 1,433 2,115 3,320 4,580"

N 0,821 0,639 0,194 0,323 2,936

PxN 3,712° 1,321 1,603 2,017 0,253

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost £SD koja potice od tri mjerenja za isti tretman sa razlicitih parcela,

dok su kontrole prikazane kao srednja vrijednost=SD triplikata iz iste parcele (n=3). *stepen znacajnosti
p<0,05; B-dubrenje, N-navodnjavanje.
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4.4.2. Sadrzaj mikroelemenata u uzorcima blitve

Sadrzaj srednjih vrijednosti mikroelemenata za razlicite tretmane u 100 g svjeZe blitve je prikazan u
Tabeli 4.5. Koncentracije Cu, Zn, Fe i Mn su nadene u mg koli¢inama dok su Co i Cr prisutni u pg
koli¢inama (Tabela 4.5). Koncentracije srednjih vrijednosti Cu, Fe i Zn u razliito tretiranim
uzorcima blitve su nadene u opsegu od 0,28 do 0,54, 0,98 do 2,75 i od 0,58 do 0,84 mg/100 g SB,
redom nabrojano (Tabela 4.5). Uzimajuéi srednje vrijednosti svih tretmana u uzorcima blitve za Cu,
Fe i Zn (0,38, 1,47 i 0,66 mg/100 g SB, redom) i referentne DV (2, 18 i 15 mg, redom) (FDA,
2013), 30 g svjeze blitve obezbjeduje oko 5,7, 2,4 1 1,3% DV mikroelemenata, redom nabrojano
(Ivanovic et al., 2019). I u slucaju mikroelemenata treba uzeti u obzir bioiskoristivost ovih
elemenata iz povréa, koja za gvozde iznosi oko 12%, dok za druge mikroelemente nije poznata
(Melse-Boonstra, 2020).

Koli¢ine Fe, Cu i Zn u blitvi koje su objavljene iz drugih studija su imale sli¢ne vrijednosti za Fe,
CuiZn-294,0,151i 0,30 mg/100 g SB, redom nabrojano (Mzoughi et al., 2019), odnosno 10,38
(Fe), 1,43 (Cu) i 3,40 (Zn) mg/100 g suve blitve za primjenjenu optimalnu koli¢inu NPK prihrane
(Topalovic et al., 2018). Iz USDA baze podataka, vrijednosti za Fe, Cu i Zn su bile sledece: 1,8;
0,179 0,36 mg/100 g SB (USDA, 2017), §to su vrijednosti koje su bliske sa dobijenim koli¢inama
mikroelemenata iz ove studije.

Koncentracija Mn u svim ispitivanim uzorcima blitve (Tabela 4.5), je uocljivo veca od koli¢ine Mn
koja je zabiljezena od strane USDA (0,366 mg/100 g SB)(USDA, 2017) i veca od vrijednosti za Mn
koje su nadene u drugom zelenom lisnatom povréu, poput kupusa Mn=0,658 mg/100 g SB, spanaca
Mn=0,897 mg/100 g SB i kelja Mn=0,659 mg/100 g SB (USDA, 2017). Mzoughi i saradnici su
nasli sadrzaj mangana u divljoj blitvi 0,32 mg na 100 g SB ( Mzoughi et al., 2019), dok je kod
Topalovi¢ 1 saradnika nadena vrijednost od 17,75 mg/100 g suve blitve za optimalnu koli¢inu
dubriva (Topalovic et al., 2018).

Ovako velika koncentracija Mn koja je zabiljeZena u ispitivanim uzorcima blitve iz ove studije,
znatno veca od vrijednosti koje su nadene u drugim studijama blitve, mogla bi biti objasnjena
relativno kiselim pH zemljista ili korijenskim ekskudatima, koji su uticali na povec¢anu apsorpciju
Mn iz zemljiSta. Mangan je vaZzan mikroelement za brojne fizioloSke procese u organizmu ¢ovjeka,
prije svega neophodan je za aktivnost enzima superoksid dismutaze, gdje kao kofaktor ucestvuje u
oksidaciji superoksid radikala (Holley et al., 2011). Ipak, visoke koli¢ine mangana mogu biti
toksi¢ne, pri ¢emu je odredena prihvatljiva koli¢ina za ovaj mikroelement koja se moZe unijeti u
odrasli organizam (za osobu stariju od 19 godina) u opsegu 1,0-10,0 mg/dan (EFSA, 2006), sto
znali da se 100 g blitve iz ove studije moze bezbjedno konzumirati a da ne dode do neZeljenih
reakcija.

Sto se ti¢e mikroelemenata Co i Cr, njihove koncentracije su bile u opsegu od 2,84 do 3,62 ug/100
g SBi 3,24 do 8,21 pg/100 g SB, redom (Tabela 4.5). Kobalt je dio vitamina B12 i potrebe ljudskog
organizma za ovim mikroelementom su nadomjeStene unosom vitamina B12, dok je hrom vaZzan u
metabolizmu masti i ugljenih hidrata (EFSA, 2006). Procjenjene dnevne preporucene koli¢ine Co
unesenih preko vitamina B12 su 2,4 pg/dan za odraslu osobu (EFSA, 2006). EFSA je takode
ustanovila odgovarajuc¢i unos hroma hranom za odraslu osobu od 19-50 godina starosti, 35 ug/dan
(EFSA, 2006).
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Tabela 4.5 Mineralni sadrzaj (mikroelemenata) razli¢ito tretirane blitve i rezultati dvo-varijantne

ANOVA (D vrijednosti za dubrenje, N vrijednost za navodnjavanje i uticaj interakcije DxN).

Tretman Cu Zn Cr Mn Fe Co
(mg/100g SB) (mg/100g SB) (pg/100 g SB) (mg/100g SB) (mg/100g SB) (ug/100 g SB)
Kontrole
DONO 0,46x0,01 0,59+0,04 8,21+0,14 8,83+0,15 2,14+0,01 3,41+0,01
N100b0  0,54%0,01 0,84+0,08 5,63%0,22 9,07+0,24 2,00+0,01 3,02+0,13
NOb100  0,48%0,05 0,77+0,04 7,64%0,19 8,53+0,35 2,75x0,01 3,62+0,07
Tretmani
N50b50  0,33+0,05 0,58+0,04 4,17+0,66 7,90+1,28 1,23+0,39 2,90+0,43
N100b50 0,41+0,06 0,70+0,12 3,97+0,83 9,74+1,38 1,29+0,03 2,84+0,28
N150b50 0,34+0,03 0,59+0,05 5,29+£1,50 7,98+0,33 1,45+0,45 3,15+0,25
N50b100 0,38%0,03 0,66+0,08 3,24+1,10 8,13+1,17 1,24+0,05 3,13+0,12
N100b100 0,33%0,02 0,62+0,09 4,26+0,78 7,92+1,30 1,23+0,08 3,13+0,30
N150b100 0,32+0,03 0,63+0,09 3,36+0,08 8,11+0,47 0,97+0,08 2,89+0,40
N50b150 0,35+0,02 0,69+0,08 3,29+0,50 8,35+0,92 1,16+0,17 3,21+0,22
N100b150 0,28%0,02 0,61+0,06 3,32+0,42 6,94+1,24 0,98+0,14 2,88+0,41
N150b150 0,35+0,04 0,70+0,05 3,90+£1,11 8,68+0,91 1,15+0,31 3,38+0,21
ANOVA
b 1,793 0,607 3,381 0,736 2,495 0,898
N 0,671 0,012 1,134 0,033 0,244 0,899
bxN 4,555 1,794 1,285 2,574 0,956 1,295

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost u g na 100 g svjeze blitvexSD koja poti¢e od tri mjerenja za isti tretman

sa razli¢itih parcela, dok su kontrole prikazane kao srednja vrijednost=SD triplikata iz iste parcele (n=3);
*statisti¢ki znacajno za p<0,05;

4.5. Rezultati sadrzaja fitohemikalija razli¢ito tretirane blitve

U ovom dijelu studije ispitivan je sadrZaj pigmenata (hlorofila a, hlorofila b i ukupnih karotenoida),
vitamina C, ukupni fenolni sadrzaj i ukupni flavonoidni sadrzaj u blitvi kao i pracenje uticaja
razli¢itog nivoa navodnjavanja i prihrane na pomenute parametre. Rezultati izmjerenih vrijednosti
sumirani su u Tabeli 4.6, zajedno sa rezultatima dvosmjerne ANOVA analize.

Table 4.6: Sadrzaj fitonutrijenata razli¢ito tretirane blitve i rezultati dvosmjerne ANOVA (b

vrijednosti za dubrenje, N vrijednost za navodnjavanje i uticaj interakcije DxN).

TPC TFC Vitamin C Hlorofil a Hlorofil b Karotenoidi
Tretman ng GAE/mg Hg mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g
ekstrakta CAE/mg
ekstrakta
Kontrole
NODbO 151,65+0,35 13,89+0,57 26,11+1,65 20,60+2,05 8,80+1,92 6,21+2,03
N100b0  126,45+0,28 11,04+1,16 33,05+0,95 17,60+1,26 9,21+1,29 4,41+1,30
NOb100  148,05+0,42 13,89+0,38 26,10+0,65 42,80+1,14 19,80+1,18 11,40+1,25
Tretmani
N50b50  145,35+2,13  11,67+2,20 25,87+2,20 30,87+7,76  13,93+3,19 9,73+9,28
N100b50 132,00+11,25 11,50+1,09 24,67+2,08 40,40+8,84 18,07+2,55 11,87+12,56
N150b50 130,60+1,80 11,09+0,96 27,0+1,00 33,60+10,4 16,01+4,57 10,87+2,86
N50b100 132,20+10,20 10,84+1,02 25,07+3,49 23,73+3,24 10,67+2,50 7,13+0,90
N100b100 138,75+9,40 12,05+1,04 25,27+2,19 30,40+6,69 13,33+2,08 9,33%+1,68
N150b100 128,85+13,21 11,19+0,60 25,07+0,90 29,93+8,00 13,67+2,33 9,13+3,77
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TPC TFC Vitamin C Hlorofil a Hlorofil b Karotenoidi

png GAE/mg 1g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g
Tretman ekstrakta CAE/mg
ekstrakta

N50b150 139,50+13,51 12,15+1,33 29,67+2,08 39,13+13,61 17,3945,55 12,01+4,52
N100b150 136,8+18,17 11,20+0,94 28,33+4,16 45,40+13,16 20,27+6,04 13,4045,72
N150b150 152,85+19,32 12,38+0,95 29,67+0,58 28,20+10,09 17,87+5,15 12,67+1,79

ANOVA
b 1,276 1,122 1.727* 4,378* 4,912* 3,309
N 0,164 0,427 0,562 1,376 1,466 0,703
bxN 1,433 1,696 0,250 0,129 0,138 0,029

Podaci su izraZeni kao srednja vrijednost +SD koja potice od tri mjerenja za isti tretman sa razli¢itih parcela,
dok su kontrole prikazane kao srednja vrijednost+SD triplikata iz iste parcele (n=3). * statisti¢ki zna¢ajno za
p<0,05.

4.5.1. Sadrzaj vitamina C

U literaturi se mogu naci podaci razli¢itih studija blitve kojima je zajednicko to da je blitva bogat
izvor vitamina C. Vitamin C je u vodi rastvoran vitamin koji ima znacajni antioksidativni kapacitet
u hidrofilnoj sredini i ovaj vitamin mora biti obezbjeden ishranom jer ljudi ne mogu da sintetiSu
askorbinsku kiselinu (Hillstrom et al., 2003). Vitamin C ucestvuje u brojnim fiziolo§kim procesima,
od kojih su najvazniji biosinteza kolagena gdje djeluje kao kofaktor za najmanje osam enzima,
ucestvuje u sintezi hormona nadbubreZne Zlijezde, vazan je u sintezi holesterola u jetri i njegovoj
transformaciji u zucne kiseline itd. (Padayatty & Levine, 2016).

Sadrzaj vitamina C u uzorcima blitve iz ove studije bio je u opsegu izmedu 24,67 mg i 33,05
mg/100 g svjeze blitve (Tabela 4.6). Srednja vrijednost u ispitivanim uzorcima blitve je 26,90 mg
na 100 g svjeze blitve $to je blisko vrijednostima od 30 mg/100 g SB, koje je objavila USDA
(USDA, 2017). Drugo zeleno lisnato povrée, prema bazi podataka USDA ima sledece vrijednosti
sadrzaja vitamina C: spanac¢- 30,3 mg/100 g svjeZzeg uzorka- kelj- 93,4 mg/100 g svjezeg uzorka;
brokoli- 91,3 mg/100 g svjezeg uzorka (USDA, 2017). Nesto vecu koli¢inu vitamina C u blitvi su
objavili Hailay i Haymanot, kada blitva nije dodatno tretirana azotnim dubrivom, oko 32 mg/100 g
svjeze blitve (Hailay & Haymanot, 2019). Kolota i Czerniak su nasli da je sadrzaj vitamina C u
blitvi oko 37 mg/100 g SB, kada je blitva tretirana sa 100 kg N/ha (Kolota & Czerniak, 2010). U
studiji Miceli i saradnika dobijeni sadrzaj vitamina C u svjeZoj blitvi koja nije dodatno tretirana
azotnom prihranom je 4,36 mg/100 g SB (Miceli & Miceli, 2014), sto je znatno niza vrijednost od
dobijene u ovoj studiji (za tretman bez dubrenja i navodnjavanja dobijeno je 26,11 mg/100 g SB).
Slicne vrijednosti su nadene u blitvi koja je prije Zetve tretirana organskim dubrivom dajuci
vrijednosti oko 5,3 mg vitamina C/100 g SB, i nije bilo razlike u odnosu na netretiranu blitvu
(kontrolu) (Daiss et al., 2008). Sli¢no zapazanje u smislu odsustva efekta organskog gajenja u
sadrzaju vitamina C, u odnosu na konvencionalno gajenu blitvu, je ranije objavljeno (organska -
24,7; konvencionalna 23,4 mg/100g SB) (Moreira et al., 2003), sa tim da su vrijednosti koli¢ine
vitamina C oko Cetiri puta vecCe. Na sadrzaj vitamina C u blitvi utie i sezona gajenja, tako da je
blitva gajena u jesenjem periodu imala veéi sadrzaj- oko 59,0 dok je u proljeénjoj sezoni sadrzaj
vitamina C bio oko 38 mg/100 g SB (Kolota et al., 2010).

Preporucena dnevne vrijednost za unos vitamina C je 60 mg, Sto znaci da bi 30 g svjeze blitve iz
ove studije obezbjedila 12,3-16,5% od preporucene dnevne vrijednosti (FDA, 2013). Medutim,
brojni faktori koji su navedeni ranije u tekstu uti¢u na nisku bioiskoristivost vitamina C iz povréa i
prema dostupnim podacima ona iznosi 3,5% (Thakur et al., 2020).

Statisticki rezultati ove studije, u kojoj je ispitivan uticaj navodnjavanja, fertilizacije i njihove
interakcije su pokazali da je samo fertilizacija imala znacajnog uticaja na sadrzaj vitamina C u blitvi
(p<0,05). Dalja statisticka obrada je pokazala da je koli¢ina vitamina C bila znatno veca u tretmanu
D150 u poredenju sa tretmanima D50 1 D100 (Tabela 4.6). Dobijeni rezultati ukazuju da povecan
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nivo NPK fertilizera stimuliSe biosintezu vitamina C u blitvi. Sli¢no zapaZanje u pogledu uticaja
primjene optimalnih ili iznad optimalnih koli¢ina azota preko fertilizacije (100 ili 150 kg N/ha) je
znacajno povecalo sadrzaj vitamina C (Hailay & Haymanot, 2019; Miceli & Miceli, 2014; Dzida &
Pitura, 2008). Medutim, postoje studije koje su nasle da se sa povecanjem azota u fertilizeru snizava
& Pillai, 2012; Kolota et al., 2010). Suprotni rezultati iz razli¢itih studija ukazuju da uticaj vise
faktora, poput biljne vrste odnosno sorte u okviru iste vrste (genetski faktori), klimatskih faktora,
nacina fertilizacije i drugih faktora zivotne sredine i agrotehni¢kih mjera imaju uticaj na rast, razvoj
i sastav biljke (Kolota et al., 2010; Topalovic et al., 2018; Hailay & Haymanot, 2019; Rouphael et
al., 2012).

4.5.2. Sadrzaj ukupnog hlorofila, hlorofila a i b i ukupnih karotenoida u blitvi i efekat
navodnjavanja i prihrane

Spektrofotometrijskom metodom u acetonskom ekstraktu blitve odreden je sadrzaj hlorofila a,
hlorofila b (tj. ukupni hlorofil a+b) i ukupnih karotenoida u razli¢ito tretiranoj blitvi u pogledu
navodnjavanja i fertilizacije pri ¢emu su rezultati sumirani u Tabeli br 4.6. Ukupni sadrzaj hlorofila
(at+b) u uzorcima blitve je bio u opsegu srednjih vrijednosti izmedu 26,81 i 65,67 mg/100 g svjeze
blitve (Tabela 4.6), sa srednjom vrijednos$cu svih tretmana od 47,13 mg/100 g SB, pri ¢emu je blitva
koja nije tretirana (NODO) imala vrijednost 29,4 mg/100 g SB. Sli¢nu vrijednost ukupnog hlorofila
u svjezoj blitvi su objavili Miceli & Miceli, koji su nasli 31,83 mg/100 g SB §to je srednja
vrijednost u blitvi koja nije tretirana dodatnom prihranom azota (0 kg N/ha) (Miceli & Miceli,
2014). Mzoughi i saradnici su nasli znatno nize koncentracije chl a i chl b u divljoj jestivoj blitvi-
0,22 (chl a) i 0,06 (chl b) mg/100 g SB (Mzoughi et al., 2019). Razlog ovako niskih vrijednosti
hlorofila a i b moze biti posledica toga $to su koristili suvi i spraseni uzorak, kako se moze vidjeti iz
njihove metodologije odredivanja pigmenata (Mzoughi et al., 2019). Nasuprot ovim niskim
vrijednostima, u literaturi su objavljeni podaci o sadrzaju ukupnog hlorofila u vrijednosti 121,37
mg/100 g (Asimovic et al., 2016). Poredenja radi, drugo zeleno lisnato povrée gajeno na podruéiju
Mediterana poput koprive ima vrijednost ukupnog hlorofila 359,62 mg/100 g svjezeg uzorka,
maslacak 248,25 mg/100 g svjezeg uzorka (Znidarcic et al., 2011), $to su vrijednosti 4-6 puta vece
od onih nadenoj u blitvi. Drugo zeleno lisnato povrce je sadrzalo manje hlorofila od blitve i to-
spana¢ 69,1 mg, zelena salata 28,3 mg (Bohn & Walczyk, 2004), brokoli 72,32 mg, kelj 58,88 mg
na 100 g svjezeg uzorka (Asimovic et al., 2016). Dobijene vrijednosti se razlikuju kako medu
biljnim vrstama tako i medu biljkama iste vrste. O¢ekivano je da razlicite biljne vrste imaju razliciti
sadrzaj ukupnog hlorofila, §to je odredeno samom genetikom vrste i spoljasnim faktorima poput
klimatskih faktora. Dodatno, treba napomenuti da kod uzorkovanja razli¢iti djelovi biljke mogu biti
koriS¢eni, pri ¢emu razliciti djelovi biljke imaju razli€iti sadrZaj hlorofila. Tako recimo, upravo
blitva ima znatno veéi sadrzaj ukupnog hlorofila u listu u odnosu na peteljku, a i jedno i drugo su
jestivi djelovi blitve i u ovom eksperimentu je koriséen list i peteljka, $to je moglo dati nizu
vrijednost hlorofila same biljke. Osim toga, i sama procedura odredivanja hlorofila moZe imati
uticaj na rezultat pri ¢emu izbor rastvaraca ima znacajnu ulogu kao i sam postupak ekstrakcije, koji
doprinosi poboljSanju prinosa ekstrakcije kada se koristi mehani¢ka obrada u kombinaciji sa
sonikacijom prilikom ekstrakcije pigmenata (Branisa et al., 2014).

Sto se ti¢e ukupnog sadrzaja karotenoida, on se u ispitivanim uzorcima blitve kretao od 4,41 do
13,4 mg/100 g SB (Table 4.6). Nadene vrijednosti su nesto vise od ranije objavljenih podataka koje
su naSle da je u razli¢itim sortama blitve ukupni sadrzaj karotenoida varirao od 3,7 do 9,6 mg/100 g
svjezeg uzorka, izrzeni kao suma luteina i f-karotena (Reif et al., 2013). Sli¢no kao u slucaju
hlorofila, Mzoughi i saradnici su nasli znatno nizi sadrzaj karotenoida, koriste¢i isti postupak kao za
hlorofil (0,07 mg/100 g svjezeg uzorka takode izrazenih kao suma f-karotena i likopena) (Mzoughi
etal., 2019).
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Drugo zeleno lisnato povrée poput onog iz familije Brassicaceae, sadrzi sumu luteina i f-karotena
u opsegu od 0,5 to 19,6 mg/100 g svjezeg uzorka (Reif et al., 2013). Sadrzaj karotenoida u zelenom
lisnatom povrcu iz Mediteranske oblasti u vrstama maslacak, bastenska rukola i divlja rukola je bio
redom, 6,34, 8,24 i 7,18 mg/100 g (Znidarcic et al., 2011). Na osnovu ovih podataka mozemo tvrditi
da se blitva gajena u Crnoj Gori pri primjenjenim uslovima ima veoma visok sarzaj karotenoida.
Razlike u ukupnom sadrzaju karotenoida u ovim studijama svakako su posledica razli¢itih
vrsta/sorti, razli¢itih uslova gajenja i sl. (Znidarcic et al., 2011; Kopsell et al., 2007; Kopsell et al.,
2004), jer je sadrzaj ukupnih karotenoida u biljci odreden fizioloskim, genetickim i faktorima
zivotne sredine (Kopsell et al., 2007).

Sadrzaj hlorofila i karotenoida u biljnim vrstama je osjetljiv na uslove rasta biljke poput
primjenjenih koli¢ina azota u prihrani (Miceli & Miceli, 2014). U ovoj studiji je takode nadeno da
razliciti tretmani fertilizacije imaju statistickog znacaja (p<0,05) na koli¢inu hlorofila a, hlorofila b
dok je za sadrzaj ukupnih karotenoida na granici (p=0,05). Fertilizacija sa najve¢om koli¢inom
NPK dubriva ima pozitivan efekat na sadrzaj hlorofila a i b. Nadena je znacajna razlika izmedu
tretmana D150 1 D100 (Tabela 4.6). 1z priloZzenog mozemo re¢i da veca kolicina primjenjenog NPK
dubriva povecava sintezu hlorofila, Sto je u saglasnosti sa uticajem glavnih nutrijenata biljke (azot,
fosfor 1 kalijum) kori$¢enih individualno ili u kombinaciji, na kvalitet i rast i razvoj biljne vrste
(Ohshiro et al., 2016). Miceli i Miceli (Miceli & Miceli, 2014) su izvjestili da blitva ima veci
sadrzaj hlorofila sa povecanjem koli¢ine azota u dubrivu, slicno je zapazeno i1 za spanaé
(Nemadodzi et al., 2017). Navodnjavanje kao i interakcija dubrenja i navodnjavanja na sadrZaj
pigmenata nije imala uticaja (p>0,05).

4.5.3. Sadrzaj TPC i TFC u uzorcima blitve

Kozumiranje povréa koje je bogato sadrzajem polifenola i flavonoida je povezano sa prevencijom
bolesti koje nastaju kao posledica oksidativnog stresa (Slavin & Lloyd, 2012; Ballistreri et al.,
2012). Zeleno lisnato povrée se smatra odli¢nim izvorom raznih fitonutrijenata, medu kojima su
polifenolna jedinjenja koja imaju antioksidativna, antiinflamatorna, antiproliferativha svojstva i
koja daju funkcionalnost hrani bogatoj ovom grupom jedinjenja (Santos et al., 2014; Khanam et al.,
2012). Zbog toga je u okviru ove studije odreden ukupni sadrzaj polifenolnih jedinjenja i ukupnih
flavonoidnih jedinjenja kao i ispitivanje da li navodnjavanje i fertilizacija imaju uticaja na ove
parametre.

Ukupan sadrzaj polifenola i flavonoida u vodenim ekstraktima blitve koja je gajena pod uslovima
razli¢itog dubrenja i navodnjavanja je prikazan u Tabeli 4.6. TPC je bio u opsegu srednjih
vrijednosti od 126,45 do 152,85 pg GAE/mg vodenog ekstrakta, gdje je za kontrolni uzorak blitve
(NODb0) TPC imao vrijednost 151,65 pg GAE/mg vodenog ekstrakta. Prethodna studija koja je
ispitivala ukupni sadrzaja polifenola, takode u vodenom ekstraktu blitve, je pokazala vrijednost od
31,09 pg ekvivalenta pirokatehola/mg ekstrakta (Sacan & Yanardag, 2010). Oko pet puta veca
vrijednost ukupnog sadrzaja fenola u vodenom ekstraktu blitve koja je uzgajana u Crnoj Gori za
potrebe ove studije moze biti posledica koris¢enja razli¢itog ekvivalenta kojim se izrazava ukupna
koli¢ina fenolnih jedinjenja. Potvrdeno je da polifenolna jedinjenja imaju razlicitu reaktivnost sa FC
reagensom (Everette et al., 2010), $to moze biti razlog ovih rezultata. TPC u etanolnom ekstraktu
divlje blitve je pokazao vrijednosti 96,58 mg GAE po g ekstrakta (Mzoughi et al., 2019), $to su oko
tri puta veée vrijednosti od nadenih u ovoj studiji. Sto se ti¢e drugog zelenog povréa, TPC sadrzaj je
imao sledece vrijednosti: 95,78 g ekvivalenta feruli¢ne kiseline/g suvog uzorka spanaca; 80,84 ug
ekvivalenta feruli¢ne kiseline/g suvog uzorka zelene salate (Khanam et al., 2012) i oko 6 mg GAE/g
suvog uzorka kelja (Yoon et al., 2020).

Ukupni sadrzaj flavonoida u uzorcima blitve koja je razliCito tretirana u pogledu navodnjavanja i
fertilizacije je bio u opsegu srednjih vrijednosti razli¢itih tretmana od 10,84 do 13,89 ug ekvivalenta
katehina/mg vodenog ekstrakta, gdje je za kontrolni uzorak blitve (NOPO) TFC imao srednju
vrijednost svih tretmana 13,89 ug ekvivalenta katehina/mg vodenog ekstrakta (Tabela 4.6).
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Istrazivanje u kom je odreden ukupni sadrzaj flavonoida u vodenom ekstraktu blitve pokazao je
vrijednost TFC blisku rezultatima ove studije 11,88 pg ekvivalenta katehina/mg ekstrakta (Sacan &
Yanardag, 2010). U slucaju odredivanja ukupnog sadrzaja flavonoida koriséen je isti ekvivalent,
katehin, za izrazavanje koli¢ine flavonoida, §to moze dodatno potvrditi tvrdnje o razli¢itim
vrijednostima dobijenim za ukupne polifenole. U etanolnom ekstraktu divlje blitve nadeno je 30,09
mg ekvivalenta katehina/ g ekstrakta (Mzoughi et al., 2019), sto je oko tri puta veca vrijednost od
TFC nadenih u ovoj studiji. Ukupni sadrzaj flavonoida u drugom GLVs je imao sledece vrijednosti:
44,85 ng ekvivalenta rutina/g suvog uzorka spanaca, 31,67 pg ekvivalenta rutina/g suvog uzorka
zelene salate (Khanam et al., 2012) i 2,2 mg ekvivalenta katehina/g suvog uzorka kelja (Yoon et al.,
2020).

Nadeni sadrzaj TPC i TFC u blitvi ukazuje na visok sadrzaj polifenolnih jedinjenja u blitvi, §to
govori da se blitva moze posmatrati kao znacajan izvor ovih jedinjenja. Brojni faktori uti¢u na
sadrzaj polifenola u biljkama i to su faktori koji uti¢u na rast, razvoj i nutritivni/fitonutritivni sastav
biljaka, poput genetskih faktora, klimatskih faktora, tipa zemljiSta, agrotehnickih mjera i drugih
faktora zivotne sredine (Maciel et al., 2011; Rop et al., 2011; Everette et al., 2010).

Iz Tabele br 4.6 se moze vidjeti da razliciti nivoi navodnjavanja i prihrane kao ni njihova interakcija
nisu imali statisticki znacajan uticaj na TPC i TFC (p> 0,05). Ovakav rezultat moze biti usled toga
sto TPC i TFC kao pokazatelji sadrzaja polifenolnih jedinjenja, tj. sekundarnih metabolita, nisu bili
izloZeni potrebnom stresu sa ovim primjenjenim tretmanima. Vrlo vjerovatno da je zemljiSte na
kom je blitva gajena sadrzalo dovoljnu koli¢inu nutrijenata za rast blitve i za sintezu primarnih
biljnih metabolita, nezavisno od prisustva ili odsustva tretmana dubrenja i/ili navodnjavanja.
Takode i gore pomenuti faktori (geneticki, faktori Zivotne sredine, klima i drugi) jo§ dodatno su
mogli da uticu na izostanak efekta razli¢itog navodnjavanja i prihrane na sadrzaj TPC i TFC (Rop et
al., 2011; Cheynier et al., 2013).

4.5.4. DPPH aktivnost vodenog ekstrakta blitve

U cilju ispitivanja antioksidativne aktivnosti blitve koja je gajana u razli¢itim uslovima
navodnjavanja i dubrenja, uraden je DPPH test vodenih i metanolnih ekstrakata uzoraka blitve, kao
i ABTS test metanolnih ekstrakata uzoraka blitve. Osim mjerenja antioksidativnosti cilj je bio i
ispitati da li razli¢ito navodnjavanje i/ili dubrenje blitve, kao i njihova interakcija ima efekta na ove
parametre.

Antioksidativni kapacitet nekog povréa (ili hrane uopsteno) koji se izmjeri DPPH, ABTS testom ili
nekim drugim antioksidativnim testom, samo po sebi ne moze se iskoristiti za utvrdivanje
funkcionalnosti neke hrane, medutim oni nam mogu re¢i da li takva hrana ima potencijal da bi se
mogla razmatrati kao funkcionalna.

Koncept funkcionalnosti hrane, kao S§to je receno, je sloZzen 1 potrebno je, osim osnovnih
nutrititivnih kvaliteta, da hrana posjeduje i jedan ili viSe benefita na zdravlje ¢ovjeka. Brojne
komponente izolovane iz biljaka koje imaju dokazane korisne efekte na zdravlje Covjeka to
ostvaruju upravo zbog toga Sto posjeduju antioksidativna svojstva i zbog toga je vazno imati uvid i
u ove in vitro antioksidativne testove.

Vodeni ekstrakt je ispitivan zbog toga Sto najpribliznije simulira stvarne uslove prilikom
konzumacije blitve. Metanolni ekstrakti su ispitivani jer su iz istih ekstrakata okarakterisana
polifenolna jedinjenja (kasnije u tekstu). DPPH i ABTS antioksidativni testovi pokazuju kako se
ekstrakti uzorka (blitve) ponasaju kao sakuplja¢i slobodnih radikala (DPPH i ABTS-a). Mjera
uspjesnosti u DPPH testu vodenog ekstrakta blitve je pracena preko ICso vrijednosi, dok su
metanolni ekstrakti u oba testa prac¢eni preko ekvivalenta Trolox-a.
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4.5.4.1. Antioksidativna aktivnost vodenog ekstrakta blitve mjerena DPPH testom
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Slika 4.1: Zavisnost DPPH aktivnosti vodenog ekstrakta blitve od razli¢itih tretmana sa
odgovarajuc¢im ICsp vrijednostima.

Na Slici 4.1 je prikazana DPPH aktivnost vodenih ekstrakata razli¢ito tretiranih uzoraka blitve. Sa
Slike 4.1 mozZemo vidjeti da je ICso vrijednost medu uzorcima bila u opsegu od 2,93 do 4,44 mg/ml
vodenog ekstrakta, dajuci najvecu vrijednost za kontrolni uzorak (N100D0). Vodeni ekstrakt blitve
iz druge studije u kojoj su ispitivali DPPH aktivnost blitve, imao je ICsg vrijednost 23,85 pg/mL
(Sacan & Yanardag, 2010), tj. oko 100 manju vrijednost od onih nadenih u ovoj studiji, a samim
tim bolji antioksidativni potencijal. Druga nezavisna studija, koja je ispitivala antioksidativnu
aktivnost etanolnog ekstrakta blitve nasla je da koncentracija od 0,75 mg/ml etanolnog ekstrakta
neutraliSe 50% DPPH radikala u testiranom rastvoru (Mzoughi et al., 2019). Sposobnost sakupljanja
DPPH radikala je bolja §to je sadrzaj polifenolnih jedinjenja veci, jer mehanizam kojim se
neutraliSe DPPH radikal je mehanizam kojim fenolna i flavonoidna jedinjenja kao i vitamin C
neutraliSu slobodne radikale, tj. ispoljavaju antioksidativnu aktivnost (Quintero-Soto et al., 2018;
Orsavova et al., 2019). Stoga mozemo reci da je blitva iz studije Sacana i saradnika sadrzala vecu
koli¢inu antioksidativnih jedinjenja od onih koje su nadene u ovoj studiji. Antioksidativna
jedinjenja, koja se ponasaju kao skupljaci DPPH radikala pripadaju grupi polifenola, $to moze da
znaci da je vecéa ICso vrijednost posledica toga da je blitva iz studije Sacana i saradnika, gajena u
uslovima koji stimuli$u sintezu ovih jedinjenja.

Metanolni rastvor blitve iz studije Pyo i saradnika je maksimalnu DPPH aktivnost postigao pri
koncentraciji ekstrakta od 500 pg/mL, pri ¢emu je neutralisao 87% DPPH radikala prisutnog u
testiranom rastvoru (Pyo et al., 2004). U ovoj studiji neutralisanje slicnog procenta DPPH radikala
(85,9%) je postignuto pri koncentraciji ekstrakta od 10 mg/ml. Kako se moze zakljuciti
antioksidativna aktivnost blitve u ovoj studiji bila je za oko 20 puta manja u odnosu na rezultat
DPPH testa iz studije Pyo-a i saradnika.

Sto se ti¢e drugih povrtarskih vrsta iz grupe zelenog lisnatog povréa, u analizi ekstrakta brokolija
ICs0 vrijednost je postignuta pri koncentraciji etanolnog ekstrakta od 0,44 mg/mL dok je vodeni
ekstrakt brokolija pokazao vrijednost od 2,3 mg/ml (Bidchol et al., 2011). Analizom vodeno-
metanolnog rastvora spanaca nadeno je da se pri koncentraciji ekstrakta od 7,4 mg/mL neutralise
50% prisutnog DPPH radikala u rastvoru (Bajpai et al., 2005). Metanolni ekstrakt kelja je pokazao
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ICso vrijednost od 400 pg/mL (Ayaz et al., 2008). Etanolni ekstrakt zelene salate koja je gajena
konvencionalnim nac¢inom je pokazala ICsg vrijednost 220.77 nug/mL, dok je etanolni ekstrakt
organski gajene zelene salate imao vrijednost od 185,14 ug/mL (Silva et al., 2018). Zeleno lisnato
povrée se smatra veoma znacajnim izvorom jedinjenja Sa antioksidativnim svojstvima kojima
doprinose upravo polifenolna jedinjenja koja su uglavnom ta koja neutralisu DPPH radikal (Nawaz
et al., 2018; Quintero-Soto et al., 2018).

4.6. Identifikacija polifenolnih jedinjenja u blitvi

4.6.1. UV-Vis i MS spektri komponenti iz ekstrakta blitve

Buduc¢i da su analize TPC, TFC i DPPH aktivnosti vodenih ekstrakata pokazale znacajno prisustvo
polifenolnih jedinjenja, uradena je LC MS analiza (LC uslovi 1) metanolnog i n-butanolnog
ekstrakta blitve u cilju identifikovanja polifenolnih jedinjenja. Nakon §to su dobijene precis¢ene
frakcije identifikovanih komponenti, snimljeni su *H NMR spektri svake frakcije i *C NMR i 2D
NMR za komponentu 1.

LC-MS analiza oba ekstrakta pokazala je prisustvo Cetiri glavne polifenolne komponente u smjesi,
¢ije su molekulske formule date u nastavku CosH28014 (M = 564), C2sH32017 (M = 640), C28H30015
(M = 606) i C29H30017 (M = 650). Na Slici 4.2 prikazan je hromatogram n-butanolnog ekstrakta
(metanolni ekstrakt je identi¢an) a) TIC, tj. ukupni jonski hromatogram (u negativnom ESI modu),
b) LC UV-Vis hromatogram snimljen na talasnoj duzini 268 nm.
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Slika 4.2: Hromatogram n-butanolnog ekstrakta blitve a) Ukupni jonski hromatogram, b)

LC-UV-Vis hromatogram snimljen na A=268 nm.

U Tabeli 4.7 su sumirani podaci LC MS analize (uslovi LC 1) za Cetiri komponente iz ekstrakta
blitve, odakle su dobijeni pojedina¢ni UV-Vis i MS spektri za svaku komponentu. U Tabeli 4.7 su
prikazana retenciona vremena, talasna duZina na kojoj je najveca apsorpcija (Amax ) sa (sh) ,,sholder*
(tzv. ,ramena“ UV-Vis spektara), molekulska masa negativnog jona [M-H] i molekulska formula,
kao i nazivi tith komponenti koji su utvrdeni poredenjem pomenutih podataka sa literaturnim

podacima.

Tabela 4.7 Retenciona vremena (Rt), maximum UV absorpcije, molekulska masa negativnog jona i

molekulska formula identifikovanih jedinjenja.

Jedinjenje Rt (min) Amax (nm) [M-H] Molekulska
UV-Vis/TIC (m/z) formula
hromatogram

(1) viteksin-2"-O-ksilozid 21,80/22,06 268, 338 563,1412 Cz6H28014

(2) izoramnetin-3,7-O-diglukozid 23,04/23,31 254, 268sh, 356 639,1523  CzH3017

(3) viteksin-6"-O-acetil-2"-O-ksilozid 23,61/23,88 268, 338 605,1532  CzsH30015

(4) viteksin-6"-O-malonil-2"-O-ksilozid 24,30/24,56 270, 335 649,1388 Cz9H30017

Analizom UV-Vis i MS spektara je utvrdeno da komponenta 1 iz Tabele 4.7, na retencionom
vremenu (R) LC UV-Vis hromatograma R=21,80 min ima maksimum apsorpcije na 263 i 338 nm,
odnosno Rt=22,07 min na TIC-u, ima molekulsku masu negativnog jona 563,1412 m/z (Slika 4.3 a
i b), koji odgovaraju literaturnim podacima za viteksin-2"-O-ksilozid (Gil et al., 1998; Santos et al.,
2014; Sakalem et al., 2012).
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Slika 4.3: a) UV-vis spektar viteksin-2"-O-ksilozid, b) maseni

spektar viteksin-2"-O-ksilozid (negativni ESI mod).

Slika 4.4 a i b, pokazuje UV-Vis i MS spektre komponente 2 iz Tabele 4.7, koja na LC UV-Vis
hromatogramu ima retenciono vrijeme na 23,04 odnosno 23,31 min na TIC-u, gdje se vidi
maksimum apsorpcije na 254, 268 (sh), 356 nm, kao i negativni jon molekulske mase 639,1523 m/z.
Poredenjem sa podacima iz literature nadeno je da se ovi podaci podudaraju sa flavononom
izoramnetin-3,7-O-diglukozid (Lin et al., 2011; Boukhris et al., 2016; Santos et al., 2014).
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Slika 4.4: a) UV-Vis spektar izoramnetin-3,7-O-diglukozida b)
Maseni spektar izoramnetin-3,7-O-diglukozida (negativni ESI mod).

Komponenta 3 iz Tabele 4.7, ¢ije retenciono vrijeme je na 23.61 min (LC UV-Vis hromatogram),
odnosno na 23.88 min (TIC), je pokazala apsorpcioni maksimum na 268 i 338 nm i molekulsku
masu negativnog jona 605.1532 m/z, $to je prikazano na Slici 4.5 a i b. To su podaci Kkoji su
identifikovani za viteksin-6"-O-acetil-2"-O-ksilozid (Santos et al., 2014; Gil et al., 1998).
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Slika

4.5: a) UV-Vis spektar viteksin-6"-O-acetil-2"-O-ksilosid; b) Maseni
spektar viteksin-6"-O-acetil-2"-O-ksilosid (negativni ESI mod).
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Sli¢no kao i u slucaju prethodne tri komponente, jedinjenje 4 iz Tabele 4.7, koje ima retenciono
vrijeme 24,30 odnosno 24,56 min na odgovarajuéem hromatogramu, pokazuje apsorpcioni
maksimum na talasnim duzinama 270 i 335 nm i1 ima molekulsku masu negativnog jona 649.1388
m/z, $to je predstavljeno na Slici 4.6 a i b. Dobijeni podaci za komponentu 4 odgovaraju
literaturnim podacima za vitexin-6"-O-malonil-2"-O-ksilozid (Santos et al., 2014; Gil et al., 1998).
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Slika 4.6: a) UV-Vis spektar viteksin-6"-O-malonil-2"-O-ksilozida, b)
Maseni spektar viteksin-6"-O-malonil-2"-O-ksilozida (negativni ESI
mod).

Santos i saradnici, ispitujuci sadrzaj polifenolnih jedinjenja u blitvi, izmedu ostalih, objavili su
prisustvo sve Cetiri kKomponente iz Tabele 4.7, dok su Nifali i saradnici objavili da su u blitvi glavni
flavonoidi takode bili derivati apigenina (viteksin-2-O-ksilozid 1 viteksin-2-ramnozid) uz
izoramnetin-3-gentiobiosid i rutin (Santos et al., 2014; P. Ninfali et al., 2007).

Ostali pikovi sa hromatograma na osnovu UV-Vis i MS spektara nisu upucivali na to da se radi o
polifenolnim jedinjenjima.

4.6.2. Izolovanje, preciS¢avanje i potvrdivanje strukture polifenolnih jedinjenja
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Polifenolna jedinjenja su izolovana iz vodeno-metanolnog ekstrakta (od kojih je dobijen metanolni i
n-butanolni ekstrakt) u kojim je LC MS analizom (LC uslovi 1) utvrdeno prisustvo Ccetiri
flavonoidne komponente koje su identifikovane na osnovu UV-Vis i MS spektralnih podataka i
poredenjem sa literaturnim podacima (Tabela 4.7). Dalje su, precis¢avanjem frakcija metanolnog i
n-butanolnog ekstrakta blitve (gravitacionom kolonskom hromatografijom na poliamidu i semi-
preparativnom te¢nom hromatografijom (LC uslovi 3, 4, 5, 6, 7) (Uslovi opisani u 3.10.3. dijelu), uz
propratnu LC-MS analizu (LC uslovi 2), dobijene slede¢e frakcije u kojima su naznaCene
komponente bile prisutne u vise od 90%:

Metanolni ekstrakt:

BL_8_2 (jedinjenje molekulske mase 640)

BL 8 4 3 2iBL_10_3_3 (jedinjenje molekulske mase 606)

BL 51 2 1iBL_10_3_2 (jedinjenje molekulske mase 564)

n-butanolni ekstrakt:

BI_BUT7-3 (jedinjenje molekulske mase 650)

BL_BUT1-2 (jedinjenje molekulske mase 564).

Dobijene preciscéene frakcije su koris¢ene za snimanje 1D NMR i 2D NMR spektara za komponentu
1 (tj. za viteksin-2"-O-ksilozid), dok je za preostale tri uradena 'H NMR spektralna analiza za
potvrdu identifikovanih jedinjenja.

Napomena: Rezultati frakcionisanja i precis¢avanja metanolnog i n-butanolnog ekstrakta kao i
rezgltati propratne LC-MS analize frakcija tokom precis§¢avanja je detaljno opisana u master radu
K. Salipur (Salipur, 2016).

4.6.2.1. 1D i 2D NMR spektri

NMR spektroskopijom potvrdena je struktura polifenolnih jedinjenja (4 flavonoidna jedinjenja) koja
su identifikovana pomoc¢u LC MS analize (LC uslovi 1).

4.6.2.1.1. 1D i 2D NMR spektri viteksin-2"-O-ksilozid-a
Na Slici 4.7 (a, b, c) prikazani su *H i 3C NMR spekti viteksin-2"-O-ksilozid.
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8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
f1 (ppm)
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Slika 4.7 (a, b, c): Odgovaraja¢i NMR spektri za viteksin-2"-O-ksilozid:
a) 'H NMR; b i ¢) *C NMR spektar.

U *H NMR spektru uocavaju se signali u regionu od 3,2 ppm do 5,03 ppm karakteristiéni za proton
ugljenohidratnog prstena (O-ksilozil i C-glukozid), dok su u regionu od 6,59 do 7,98 ppm signali za
proton flavonoidnog dijela molekula (Slika 4.7 a). **C NMR spektar pokazuje prisustvo keto grupe
na C4 flavonoidnom dijelu molekula, §to je signal hemijskog pomjeranja 185,12 ppm spektra *C
NMR (Slika 4.7 c), zatim karakteristi¢nu alifatiénu metilensku grupu (C6") (3C 62.90) sa **C NMR
spektra (Slika 4.7 b). Ostali signali iz 3C NMR spektra (Slika 4.7 b i ¢) odgovaraju strukturi
viteksin-2"-O-ksilozida.
2D NMR (COSY, HSQC i HMBC) spekitri viteksin-2"-O-ksilozida prikazani su na Slici 4.8 (a, b,
c), redom. 2D NMR spektri su omogucili da se odrede signali koji se preklapaju u 1D NMR

spektrima.
H
)
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Slika 4.8 (a, b, ¢): Prikaz odgovarajuc¢ih 2D NMR
spektara za 2D NMR za viteksin-2"-O-ksilozida, a)
COSY; b) HSQC; c) HMBC.

H-H COSY spektar (Slika 4.8 a) je potvrdio postojanje Cetiri nezavisna spinska sistema koja su
prisutna zbog slede¢ih H-H korelacija koje postoje u strukturi viteksin-2"-O-ksilozida: H2'/H3’
(7,86/6,95) i H5'/H6' (6,95/7,98) koje poticu iz aromati¢nog prstena flavonoidnog dijela molekula,
H1"/H2"(5,03/4,30), H2"/H3"(4,30/3,69), H3"/H4"(3,69/3,67), H4"/H5"(3,67/3,46),
H5"/H6"(3,46/3,80) korelacije izmedu protona iz glukoznog dijela i H1"/H2"(4,13/2,96),
H2"/H3"(2,96/3,08) i protoni iz ksiloznog dijela molekula H3"/H4" (3,08/3,13), H4"/H5"
(3,13/3,20).

H-C HSQC spektar (Slika 4.8 b) omoguc¢ava da se utvrdi koji su protoni i ugljenici medusobno
direktno vezani §to je omoguéilo da se nadu hemijska pomjeranja za slede¢e atome ugljenika iz 3C
NMR spektra, C2' (130,03), C3'(17,08), C5'(117,08), C6'(130,03), C1"(73,68), C2"(80,97),
C3"(80,16), C4"(72,0), C5"(82,84), C6"(62,90), C1"(106,23), C2"(75,20), C3"(77,36), C4"(70,97) i
C5" (66,65). Osim toga, kvarternerni ugljenici (C2, C4, C5, C7, C8, C9, C10, C1’, C4') potvrduju
odsustvo signala u HSQC spektru.

HMBC spektar (Slika 4.8 c) ukazuje na korelacije izmedu protona i ugljenika udaljenih za dvije ili
tri veze (>*Jc.n). Prisustvo korelacija ugljenika C2 sa protonima H3, H2' i H6; C4 sa H3; C5 sa H6;
C7iC8saH6iHI1"stim dasu C7 korelacije sa H6 1 H1” na ve¢em hemijskom pomjeranju od C8
sa istim protonima usled prisustva hidroksilne grupe; C9 sa H1”; C10 sa H3 1 H6; C1' sa H3, H3' 1
H5'; C4' sa H2', H3', H5' i H6'- su potvrdile polozaj kvaternernih ugljenikovih atoma u
apigeninskom dijelu molekula. Takode, HMBC spektar je potvrdio da je diglukozid direktno vezan
za flavonoidnu strukturu preko ugljenika u polozaju C8 na osnovu korelacija H” protona sa C8, C7 i
C9 ugljenicima. Prisustvo korelacija H” protona sa ugljenikom C2" u HMBC spektru je dokazalo da
se radi o a (2—1) glikozidnoj vezi. Na Slici 4.9 je prikazana struktura viteksin-2"-O-ksilozida koja
odgovara dobijenim spektralnim podacima.
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Slika 4.9: Struktura viteksin-2"-O-ksilozida.  Slika 4.10: Struktura viteksin-6"-acetil-2"-O-
ksilozida.

4.6.2.1.2. 'H NMR spektri Izoramnetin-3.7-O-diglukozid, viteksin-6"-acetil-2"-O-ksilozida i
vitexin-6"-O-malonil-2"-O-ksilozida

Strukture izoramnetin-3.7-O-diglukozida, viteksin-6"-acetil-2"-O-ksilozida i vitexin-6"-O-malonil-
2"-O-ksilozida su potvrdene snimanjem *H NMR ¢&iji su spektri prikazani na Slici 4.11 a,b,c, redom.
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Slika 4.11 a, b, c: *H NMR spektri a) izoramnetin-3.7-O-diglukozida,
b) viteksin-6"-acetil-2"-O-ksilozida i c) viteksin-6"-O-malonil-2"-O-
ksilozida.

Struktura izoramnetin-3,7-O-diglukozida (Slika 4.12) je potvrdena snimanjem H NMR spektra
(Slika 4.11 a) i 2D NMR spektra (COSY). U *H NMR spektru, registruju se hemijska pomjeranja
anomernih protona sa prve glukozne jedinice (5,51 ppm, d (dublet), (J= 7,3 Hz, H1") i druge
glukozne jedinice (4,08 ppm, d, (J=7,8 Hz, H1'") s§to ukazuje da su obje glukozidne jedinice
povezane O-glikozidnom vezom za flavonolnu strukturu, prva preko C7, druga preko C3 atoma
(Rosch et al., 2004; Maksoud & EI Hadidi, 1988). Karakteristi¢ni signal od metoksi grupe je
zabiljezen na 6 3,84 ppm, §to je vrijednost pomjeranja karakteristi¢na za metoksi grupu flavonolne
strukture izoramnetinskog aglikona (Rosch et al., 2004).

Strukture vitexin-6"-O-acetil-2"-O-ksilozida (Slika 4.10) i viteksin-6"-O-malonil-2"-O-ksilozida
(Slika 4.13) potvrdene su takode *H NMR spektrima, koji su prikazani na Slici 4.11 b i c. Potvrda
strukture ova dva derivata apigenina se zasniva na razlikama u odnosu na strukturu viteksin-2"-O-
ksiozid-a. Vitexin-6"-O-malonil-2"-O-ksilozid se razlikuje od viteksin-2"-O-ksiozida po prisustvu
malonil grupe u 6" polozaju ksilozne jedinice (Slika 4.13), §to se registruje u spektru na hemijskom
pomjeranju 3,35 s (singlet) ppm, $to je karakteristi¢an signal malonil grupe i slaze se sa literaturnim
podacima za viteksin-6"-O-malonil-2"-O-ksilozid (Svehlikova et al., 2004). Viteksin-6"-O-acetil-
2"-0-ksilozid se razlikuje od viteksina-2"-O-ksilozid-a po prisustvu acetil grupe na C6” atomu, $to
se detektuje signalom od metil grupe u spektru.

Slika 4.12: Struktura izoramnetin-3,7-O-diglukozida. Slika 4.13: Struktura viteksin-6"-malonil-2"-
O- ksilozida.
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4.7. DPPH i ABTS aktivnost metanolnog rastvora blitve

Antioksidativni potencijal metanolnih rastvora razli€ito tretirane blitve je ispitivan da bi se dobio
bolji uvid u antioksidativni kapacitet, uporedili rezultati sa istrazivanjima koji su izrazavali DPPH i
ABTS aktivnost preko ekvivalenta Trolox-a i kona¢no zbog toga $to je isti ekstrakt koriS¢en za
utvrdivanje individualnih polifenolnih jedinjenja.

Rezultati sakupljacke aktivnosti metanolnih rastvora, mjerenih DPPH i ABTS testom, razli¢ito
tretiranih uzoraka blitve su prikazani na Slikama 4.14 i 4.15, gdje je aktivnost izrazena kao umol
ekvivalenta Trolox-a/suvoj tezini uzorka. TroloX je jedinjenje koje je analog a-tokoferola u vodenoj
sredini, tj. referentno jedinjenje za hidrofilne antioksidanse.

4.7.1. DPPH aktivnost metanolnog ekstrakta

DPPH aktivnost metanolnih ekstrakata blitve (Slika 4.14) je imala srednju vrijednost svih tretmana
od 7,0 umol ekvivalenta Trolox-a/g suvog uzorka. Nesto veca DPPH akivnost odredena je
mjerenjem etanolnog ekstrakta blitve u studiji Tiverona i saradnika gdje je objavljena vrijednost 9,1
umol Trolox/g suvog uzorka (Tiveron et al., 2012). Sto se ti¢e DPPH aktivnosti drugog povréa u
studiji Li-a i saradnika, koji su ispitivali aktivnost u metanolnom rastvoru, vrijednost je bila u
granicama od 1,11 do 9,54 pumol Troloxa/g svjezeg uzorka, pri ¢emu je najvecu vrijednost pokazao
prokelj, dok je npr. brokoli pokazao 3,85 equ Troloxa/g svjezeg uzorka, kupus 1,64 i karfiol 2,71
pmol Troloxa/g svjezeg uzorka (Li et al., 2018). U pomenutoj studiji Tiverona, pracena je DPPH
aktivnost etanolnih ekstrakata i drugog povrca pri ¢emu su Se vrijednosti kretale od 2,3 do 77,2
pmol Trolox/g suvog uzorka, pri ¢emu je najvecu vrijednost pokazao etanolni ekstrakt zelene salate
(Tiveron et al., 2012). Drugo povrce je u istoj studiji pokazalo slede¢e vrijednosti: spana¢ 50,9,
brokoli 33,4, persun 10,8 pumol Trolox/g suvog uzorka (Tiveron et al., 2012).

DPPH aktivnost metanolnog ekstrakta blitve iztazena preko equ Trolox-a
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Slika 4.14: DPPH aktivnost metanolnih ekstrakta razli¢ito tretirane
blitve izrazene preko ekvivalenta Trolox-a.

4.7.2. ABTS aktivnost metanolnog ekstrakta

Sposobnost metanolnog ekstrakta razli¢ito tretirane blitve iz ove studije da neutralise ABTS™
radikal je bila ekvivalentna pmol Trolox-a od 8,12 do 9,22 po g suvog uzorka (Slika 4.15). Sli¢no
kao u DPPH testu, neutralizacija ABTS™ radikala se deSava tako $to komponente koje imaju
antioksidativna svojstva doniraju elektron, pri ¢emu polifenolna jedinjenja u najve¢oj mjeri
doprinose antioksidativnoj aktivnosti i u ABTS testu (Li et al., 2018; Orsavova et al., 2019).
Izmjerena vrijednost etanolnog ekstrakta blitve u ABTS testu je neSto vise od dva puta veéa od

90



vrijednosti iz ove studije, tj. 25,4 umol Trolox/g suvog uzorka (Tiveron et al., 2012). Mada su
DPPH vrijednosti iz studije Tiverona i saradnika i vrijednosti dobijene u ovoj studiji vrlo
usaglasene, teSko je pretpostaviti usled ¢ega su razlike u rezultatima ABTS testa, uzimajuci u obzir
sli¢nosti u principu DPPH 1 ABTS testa. Moguc¢i razlozi za ove razlike pripisani su razli¢itim
sezonama rasta 1 tretmanima pojedina¢nih uzoraka povréa nakon zetve. Pored toga, posSto su
ukljuceni mnogi faktori, mogucéi razlozi razli¢itih rezultata izmedu nase studije i prethodnih kako u
pogledu DPPH rezultata, tako i ABTS, mogu biti posledica razli¢itih ekstrakcionih metoda (Kalia et
al., 2008).

Rezultati ABTS testa za ectanolne ekstrakte drugog povréa su bili slede¢i: spanaé- 41,2 pmol
Trolox/g suvog uzorka; persun 30,7 pumol Trolox/g suvog uzorka; zelena salata 85,8 pmol Trolox/g
suvog uzorka, brokoli 43,0 umol Trolox/g suvog uzorka (Tiveron et al., 2012), kelj oko 60 pmol
Trolox/g suvog uzorka (Zietz et al., 2010).

Rezultati koji su dobijeni ispitivanjem antioksidativne aktivnosti blitve gajene u razli¢itim uslovima
navodnjavanja i dubrenja ukazuju da blitva ima potencijal da se razmatra kao funkcionalna hrana.
Medu povréem blitva ima srednje do visok sadrzaj komponenti koje pokazuju antioksidativhu
aktivnost mjerenu DPPH i ABTS testom.

ABTS aktivnost metanolnog ekstrakta blitve iztazena preko equ Trolox-a
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Slika 4.15: ABTS aktivnost metanolnih ekstrakta razlicito
tretirane blitve izrazene preko ekvivalenta Trolox-a.

4.7.3. Rezultati statisticke analize DPPH i ABTS testa, vodenog i metanolnog ekstrakta

Statisticki podaci rezultata DPPH i ABTS testa su prikazani u Tabeli 4.8. Primjenjeni rezimi
prihrane (P) 1 interakcija dubrenja 1 navodnjavanja (NxP) su imale uticaj (p<0,05) na
antioksidativnu aktivnost metanolnog ekstrakta blitve koja je mjerena DPPH testom (Tabela 4.8).
Takode iz Tabele 4.8 se vidi da razli¢ito dubenje, navodnjavanje kao i njihova interakcija nisu imali
uticaja na rezultat DPPH testa vodenog ekstrakta blitve i ABTS testa.

Tabela 4.8 Statisticki podaci dvovarijantne ANOVA analize za DPPH aktivnost
(vodeni i metanolni ekstrakt) i ABTS aktivnost razli€itih tretmana blitve.

ANOVA DPPH (vodeni ekstrakt) DPPH (metanolni ABTS
ekstrakt)
Dubrenje (D) 0,154 6,298" 0,05
Navodnjavanje (N) 0,351 0,146 0,759
Nxb 0,672 4,342" 0,793

“stepen znacajnosti p<0,05
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Ipak, kako se moze vidjeti iz Tabele 4.8, optimalni tretman dubrenja (P100) je znacajno doprinosio
ve¢oj DPPH aktivnosti metanolnih rastvora blitve od tretmana D50 1 D150 koji su proizvodili blitvu
sa slicnim DPPH aktivnostima. Daljom analizom varijanse interakcije dubrenja i navodnjavanja
(NxD) na aktivnost DPPH utvrdeno je da optimalni nivoi dubrenja i navodnjavanja (B100N100)
blitve proizvode najvecu antioksidativnu aktivnost metanolnog ekstrakta mjereno DPPH testom,
dok je najniza aktivnost bila pronadena za tretmane sa povecanim ili smanjenim nivoom dubrenja
za sve tri norme navodnjavanja (N100D50, N50D150, N150D150 i N150D50).

U literaturi mogu se naci podaci gdje je razlic¢ito dubrenje imalo efekta na DPPH aktivnost ekstrakta
odredene biljne kulture, kao $to ima i podataka gdje se taj uticaj nije vidio (Amarowicz et al., 2020;
Alizadeh et al., 2010). Razlozi za ovaj rezultat mogu biti razni, posebno zbog toga §to su jedinjenja
koja pokazuju antioksidativhu sposobnost (u DPPH i ABTS testu) obi¢no produkti sekundarnog
metabolizma biljke, koji se u biljci najcesce sintetiSu u stresnim uslovima (susa, visok nivo UV
zraCenja, i sl.) (Maciel et al., 2011; Rop et al., 2011; Everette et al., 2010). lzostanak efekta
primjenjenih mjera na rezultat ABTS testa metanolnog ekstrakta blitve, dok je istovremeno pokazan
efekat razli¢itog dubrenja (D) i interakcije dubrenja i navodnjavanja na metanolni ekstrakt blitve
izmjeren DPPH testom, je vjerovatno posledica razli¢itih primjenjenih analitickih metoda. Naime,
Fernandez-Pancon i saradnici su pokazali da na mjerenje antioksidativnog kapaciteta velikog uticaja
ima koriS¢ena analiticka metoda (Fernandez-Panchon et al., 2008). Izostanak uticaja primjenjenih
mjera na rezultat DPPH testa vodenog ekstrakta blitve, za razliku od DPPH testa metanolnog
ekstrakta, vjerovatno je posledica razli¢itog fitonutritivnog sastava i/ili razli¢itog odnosa prisutnih
komponenti u ovim ekstraktima. Dodatno, pokazan je sinergisticki efekat pojedinih polifenolnih
jedinjenja, kada se nadu u odredenoj binarnoj kombinaciji pri mjerenju bioloske akivnosti u in vivo
uslovima (Cai et al., 2012), ¢ime se mozZe objasniti i rezultat statisticke analize DPPH testa dva
ispitivana ektrakta.

4.8. Analiza individualnog sadrzaja identifikovanih flavonoida u metanolnom ekstraktu

Nakon §to su identifikovani flavonoidi u metanolno-vodenom ekstraktu, odredena je njihova
koncentracija te¢nom hromatografijom pod opisanim uslovima (opisano u 3.12). Posle odredivanja
koncentracije u svim uzorcima blitve, odradena je statisti¢ka analiza u cilju ispitivanja eventualnog
uticaja primjenjenjenih agrotehnickih mjera na sadrzaj pojedinacnih flavonoida. Rezultati sadrzaja
identifikovanih flavonoida, kao 1 statisticki podaci dvosmjerne ANOVA su prikazani u Tabeli 4.9.

Tabela 4.9 Koncentracija flavonoida u uzorcima razlicito tretirane blitve sa podacima ANOVA
analize (P vrijednosti za prihranu, N vrijednost za navodnjavanje i ukr$tene interakcije DxN).

Flavonoidi viteksin-2"-O- izoramnetin-3,7-  viteksin-6"-O-acetil-  viteksin-6"-O-malonil-
identifikovani ksilozid O-diglukozid 2""-O-ksilozid 2"-0-ksilozid
u blitvi (Mg/g SM) (Mg/g SM) (Mg/g SM) (Mg/g SM)
Kontrole
NODbO 10237,55+0,25 2268,49+0,49 658,98+0,81 8103,17+0,73
N100D0 9772,18+0,36 2483,46+0,38 707,02+0,67 7951,89+0,69
NODb100 8454,29+0,58 1776,30+0,91 660,66+0,92 7507,46+0,47
Tretmani
N50Db50 10444,60+177,31  2384,32+216,46 813,98+88,47 9005,13+599,50
N100D50 9859,86+81.57 2231,23+202,15 819,27+56,13 9134,60+417,93
N150Db50 10141,91+1026,99 2175,45+£313,07 769,52+177,72 9541,45+1068,29
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Flavonoidi viteksin-2"-O- izoramnetin-3,7-  viteksin-6"-O-acetil-  viteksin-6"-O-malonil-
identifikovani ksilozid O-diglukozid 2""-O-ksilozid 2""-O-ksilozid
u blitvi (hg/g SM) (hg/g SM) (hg/g SM) (hg/g SM)
N50D100 9858,28+850,22 2269,11+285,34  624,00+315,38 7324,26+3068,21
N100D100  9790,97+783,61 2235,55+143,63 853,74+78,53 9519,36+978,15
N150b100  8428,49+779,04 1981,64+42,92  672,25+85,66 7595,99+1079,01
N50D150 9957,81+387,35 1789,98+105,31 691,87+178,84 8543,03+1726,38
N100D150  8989,92+1043,83  1626,49+184,37 703,72+136,61 8365,65+1178,71
N150D150  10536,53+307,22  1607,33+453,18 678,02+36,02 8695,25+337,54
ANOVA
b 2,922 14,872" 1,288 1,372
N 1,432 1,921 0,919 0,588
bxN 3,445" 0,201 0,555 0,879

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost +SD koja potic¢e od tri mjerenja za isti tretman sa razli¢itih parcela, dok su
kontrole prikazane kao srednja vrijednost+SD triplikata iz iste parcele (n=3). * statisticki zna¢ajno za p<0,05; b-
dubrenje, N-navodnjavanje.

Iz Tabele 4.9 moze da se vidi da je najzastupljenije flavonoidno jedinjenje u ekstraktu blitve
viteksin-2"-O-ksilozid koji se nalazi u koncentracijama od 8454,29 (N150D100) do 10536,53 ug/g
suvog uzorka (N150D150), odmah za njim, viteksin-6"-O-malonil-2"-O-ksilozid ¢ije koncentracije
su bile u opsegu 7324,26 do 9541,45 pg/g suvog uzorka. Oko Cetiri puta manje koncentracije
izoramnetin-3,7-O-diglukozida su pronadene u testiranim uzorcima blitve, pokazuju¢i maksimalnu
vrijednost za kontrolni uzorak N100D0 (2483,46 pg/g suvog uzorka). Najmanje zastupljeni
flavonoid od cetiri identifikovana je viteksin-6"-O-acetil-2”-O-ksilozid koji je pronaden u
koncentracijama od 624,0 do 853,74 pg/g suvog uzorka. U istrazivanju u kome je mjerena
koncentracija polifenolnih jedinjenja u mladoj blitvi nakon ekstrakcije iz suvih uzorka, dobijeni su
slede¢i rezultati za flavonoide identifikovane u ovoj studiji: viteksin-2"-O-ksilozid 4257,8 pg/g
suvog uzorka, viteksin-6"-O-malonil-2"-O-ksilozid 6526,0 ug/g suvog uzorka, viteksin-6"-O-acetil-
2"-O-ksilozid 888,5 ug/g suvog uzorka i izoramnetin-3,7-O-diglukozida 2680,3 pg/g suvog uzorka
(Santos et al., 2014). Poredenjem rezultata sa studijom Santosa i saradnika, moze se uociti da je
viteksin-2"-O-ksilozid bio nesto vise od dva puta zastupljeniji u ovoj studiji, dok su preostala tri
flavonoida pokazala manje vi$e sli¢an nivo zastupljenosti.

Kako je navedeno, tri identifikovana flavonoida su derivati apigenina i pripadaju subgrupi flavona
dok izoramnetin diglukozid pripada subgrupi flavonola. Apigenin i derivati apigenina su veoma
bioloSki aktivna jedinjenja 1 Siroko su zastupljena medu povréem, zaCinskim biljem 1 vocem,
posebno u persunu, celeru, blitvi, origanu, pomorandzama itd. (Madunic et al., 2018; Ali et al.,
2017; Wang et al., 2019; Ninfali & Angelino, 2013). Optimisti¢ne procjene o unosu flavonoida
ishranom kazu da se oko 1 g flavonoida unosi u formi glikozida odnosno oko 650 mg u obliku
aglikona (Kuhnau, 1976). Druga studija procjenjuje da se samo oko 23 mg flavonoida unese
ishranom odraslih Holandana na dnevnom nivou (Hertog et al., 1993). Dnevni unos apigenina
procjenom EFSA-e je 3+1 mg dnevno, u Kini je oko 4,23 mg/dan, u Americi oko 0,13-1,35
mg/dnevno i1 Australiji oko 0,45 mg/dan (Wang et al., 2019). Blitva je odli¢an izvor derivata
apigenina 1 umnogome doprinosi unosu ovog flavonoida §to je i preporucuje izmedu ostalih
nutritivnih komponenti da bude dio svakodnevne ishrane zbog korisnih efekata na zdravlje covjeka
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(Ninfali & Angelino, 2013; Santos et al., 2014). U blitvi iz ove studije derivati apigenina su bili
zastupljeni u opsegu 16,40-20,93 mg/g suvog uzorka blitve, dok mlada blitva iz studije Santosa i
saradnika ima oko 12,37 mg mg/g suvog uzorka (Santos et al., 2014). Apigenin kao i njegovi
derivati sa svojim dokazanim pozitivnim efektima na brojne bioloske procese (Madunic et al., 2018;
Ali et al., 2017), doprinose funkcionalnosti hrane koja ih sadrzi. Osim derivata apigenina, blitva
koja je prouc¢avana u ovom istrazivanju, sadrzi i izoramnetin-3,7-O-diglukozid. In vitro studije
izoramnetina takode pokazuju brojne korisne bioloSke aktivnosti ovog flavonola, prije svega
antioksidativnost, antimikrobno djelovanje, prevencija gojaznosti, antidijabetsko dejstvo (Kalai et
al., 2022). Zajedno sa derivatima apigenina utice u velikoj mjeri na korisna svojstva blitve u smislu
poboljsanja i oCuvanja zdravlja (lvanovic et al., 2021; Ninfali et al., 2007; Ninfali & Angelino,
2013).

Bioraspolozivost i bioiskoristivost apigenina i njegovih derivata nisu u velikoj mjeri istrazeni.
Medutim, ono $to je poznato je da je bioiskoristivost apigenina oko 30% (DeRango-Adem & Blay,
2021) a sli¢no se moze ocekivati u pogledu bioiskoristivosti njegovih derivata. Vrsta glikozidne
jedinice koja je povezana sa flavonoidnim skeletom odreduje mjesto i obim apsorpcije
glikolizovanih flavonoida, dok pozicija na kojoj je Secer vezan za flavonoidnu strukturu upucuje na
mehanizam apsorpcije glikolizovanih flavonoida (Donovan et al., 2007). Sto su pak razlike u ovom
pogledu manje izmedu apigenina i njegovih derivata manje su i razlike u smislu njihove
bioiskoristivosti. Naime, mjerenjem koncentracije viteksin-2"-O-ksilozida u krvi portalne vene
doslo se do podataka da je bio u neizmjenjenom obliku i kao redukovani monoglikozid, koji je
podvrgnut glukuronidaciji. Mjerenjem u zuci je potvrdeno da je u jetri viteksin-2"-O-ksilozid stigao
u neizmjenjenoj formi koji je enterohepaticnom cirkulacijom vracen u tanko crijevo radi ponovne
apsorpcije (Angelino et al., 2013). U cekumu je nadeno oko 26% VOX-a (Angelino et al., 2013).
Upravo razlog male bioiskoristivosti VOX-a, kao i drugih polifenola, je u ¢injenici da podlijezu
dejstvima enzima iz Faze Il koji katalizuju reakcije konjugacije (npr. glukuronidacija kao $to je
slu¢aj sa VOX-om) (Hu et al.,, 2017). Naime, konjugacijom oni postaju izrazito hidrofilni $to
olaksava njihovo izlucivanje iz organizma, ¢ime se sprecava njihova bioiskoristivost (Wu et al.,
2012). Da 1i postoji mogucnost prevazi¢i sistemsku cirkulaciju i uciniti da se bioiskoristivost
polifenola ucini efikasnijim je pitanje na kome se i dalje radi kao na velikom izazovu i neki rezultati
upucuju da nije sve tako beznadezno. Naime, zbog dokazanih bioloskih aktivnosti koje su korisne
za Covjeka u brojnim in vitro studijama pokrecu Se istrazivanja u smjeru koji treba da dovede do
bolje bioiskoristivosti ovih struktura.

4.8.1. Rezultati uticaja primjenjenih mjera na sadrzaj pojedina¢nih flavonoida

Efekti razli¢itih tretmana navodnjavanja i dubrenja kao i njihove interakcije na koncentracije
identifikovanih flavonoidnih jedinjenja u blitvi su prikazani u Tabeli 4.9. Razli¢ite primjene
dubrenja imale su znacajan uticaj na izoramnetin-3,7-O-diglukozid. Dalja statistiCka obrada je
pokazala da je veca primjena NPK dubriva proizvela blitvu sa nizim koncentracijama izoramnetin-
3,7-O-diglukozida. Najveca koncentracija izoramnetin-3,7-O-diglukozida utvrdena je kada je blitva
bila tretirana sa 50% smanjenim nivoom navodnjavanja i dubrenja (N50D50), dok je najniza
koncentracija bila nakon tretmana N150D150. Razli¢iti tretmani dubrenja uticu na sadrzaj
flavonoida u biljnim kulturama, uglavnom na nac¢in da manja koli¢ina primjene dubriva rezultira
ve¢im sadrzajem flavonoida (Stefanelli et al., 2010). Povecana akumulacija flavonoida pod nizom
dostupnosc¢u azota od optimalne iz dubriva moZe se djelimi¢no objasniti hipotezom ravnoteze
ugljenika/hranljivih materija (Massad et al., 2012), sa pretpostavkom da su koncentracije
sekundarnih metabolita na bazi ugljenika (kao S§to su flavonoidi) u obrnutoj korelaciji sa
dostupnosc¢u azota. Rezultati ovog istrazivanja su u skladu sa vec¢inom studija koje su ispitivale
uticaj dubrenja na sadrzaj polifenola/flavonoida (Stefanelli et al., 2010; Unuk et al., 2006). Razli¢ite
primjene dubrenja nisu imale znacajan uticaj na ostala tri jedinjenja flavonoida u blitvi (Tabela 4.9).
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Sumiranjem literaturnih podataka moze se re¢i da uticaj razli¢itih rezima dubrenja (kroz
inkrementalnu primjenu N) dovodi do smanjenja sadrzaja pojedinacnih polifenola (Stefanelli et al.,
2010) ili uopste ne uti¢e na njihov sadrzaj (Unuk et al., 2006). Razlic¢iti rezultati u pogledu uticaja
dubrenja na sadrzaj pojedinacnih polifenola su posledica ¢injenice da je sadrzaj polifenola u
biljkama odreden brojnim faktorima. Faktori poput genetskih, klimatskih, agrotehni¢kih imaju
znacajan uticaj na kvalitativni i kvantitativni sadrzaj polifenola $to je navedeno vise puta (Sharma et
al., 2019).

Analiza varijanse pokazala je znaCajan uticaj interakcije dubrenja i navodnjavanja na sadrzaj
viteksin-2"-O-ksilozida i na DPPH test metanolnog ekstrakta. Najmanji sadrzaj viteksin-2"-O-
ksilozida dobijen je za tretmane N150D100 i N100D150, dok je najveéi sadrzaj VOX-a naden za
tretman blitve N50D50 kao i za tretman N150D150. Stoga bi ovi rezultati mogli biti korisni u
manipulisanju kombinacijom dubrenja polja i navodnjavanja, kako bi se proizvela blitva koja sadrzi
visok sadrzaj bioloski aktivnih komponenti.

Razli¢iti rezimi navodnjavanja nisu uticali na koli¢ine identifikovanih flavonoidnih jedinjenja, kao
ni na jedan parametar prac¢en ovom studijom (osim na sadrZaj nitrata). Primjena znacajne koli¢ine
vode za navodnjavanje je sustinski faktor za proizvodnju svjezeg povréa (Yu et al., 2006).
Medutim, efikasno koriS¢enje vode je kriti€no za odrzivu poljoprivrednu proizvodnju, tako da je
neophodno identifikovati optimalne potrebe za vodom koriste¢i bazu podataka za usjeve gdje se
mogu nac¢i preporuke. Brojne studije su pokazale da su kvalitet proizvodnje i specificne
fitokemikalije u hortikulturama pod rezimom deficitarnog navodnjavanja (50%) visi nego u rezimu
punog tj., optimalnog navodnjavanja (100%) (Du et al., 2008; Gomez-Rico et al., 2007; Malejane et
al., 2018). Kako je pokazano u proucavanju drugih parametara kvaliteta blitve (lvanovic et al.,
2019), navodnjavanje nije znacajno uticalo na nutrijente i fitohemikalije u blitvi. Kako je ovo
istrazivanje postavljeno u uslovima otvorenog polja, vjerovatno da je izostanak efekta
navodnjavanja na testirane paremetre bio usled klimatskih faktora (uglavnom padavina) koje su
poremetile program navodnjavanja.

4.9. Sadrzaj nitrata u blitvi

Nitrati su komponente koje su zastupljene u vecoj koli€ini u grupi zelenog lisnatog povréa nego §to
je to slucaj u drugim vrstama povréa. Agronomski faktori, poput koli¢ine azota koji se primjenjuje
preko fertilizacije, zatim faktori zivotne sredine i geneticki faktori uti€u na koli¢inu nitrata u
sirovom zelenom lisnatom povréu (Santamaria, 2006). Budu¢i da se u ovom eksperimentu koristilo
dubrenje, bilo je potrebno odrediti sadrzaj nitrata kao i1 da li postoji uticaj primjenjenih reZima na
koli¢inu nitrata u blitvi. Koli¢ina nitrata u zelenom lisnatom povré¢u moze da bude u koncentraciji
koja je Stetna po ljudsko zdravlje. Zbog toga su od strane regulatornih tijela propisane maksimalno
dozvoljene vrijednosti za nitrate (EU Regulative 1258/2011) kao $to je to slucaj i sa drugim Stetnim
komponentama koje mogu da ugroze bezbjednost hrane, tj. zdravlje covjeka, kako je pomenuto
ranije u tekstu.

U Tabeli 4.10 su prikazani rezultati sadrzaja nitrata u testiranim uzorcima svjeze blitve. Vrijednosti
koje su nadene za sadrZaj nitrata su bile u opsegu od 425.43 do 2452.82 mg/kg. Najvecéa vrijednost
je bila u uzorcima blitve koja je tretirana sa 50% ve¢om koli¢inom prihrane od optimalne (P150) a
najniZa u uzorcima blitve gdje nije bilo tretmana dubrenjem. Uzimajuci u obzir da je ADI za nitrate
3,7 mg/kg tjelesne tezine, odnosno za odraslu osobu od 60 kg 222 mg/dan (Keller et al., 2020), unos
100 g svjeze blitve iz ove studije bi bio bezbjedan u pogledu nitrata (osim za tretman N50D150,
gdje se prelazi vrijednost od 222 mg/dan). Dobijeni rezultati su usaglaseni sa drugim studijama koje
su naSle da se nitrati u blitvi akumuliraju u vecoj koli€ini sa porastom primjenjene koli¢ine azota
(Dzida & Pitura, 2008; Engelbrecht et al., 2010; Miceli & Miceli, 2014; Kolota & Czerniak, 2010).
U blitvi koja je bila podvrgnuta fertilizaciji sa koli¢inama azota od 0, 50, 100, 150 i 200 kg/ha,
dobijene su vrijednosti nitrata od 590,9 do 3571,0 mg/kg svjeze blitve (Miceli & Miceli, 2014), gdje
je maksimalna vrijednost postignuta pri najve¢oj primjenjenoj koli¢ini azota, dok je minimalni
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sadrzaj nitrata naden u netretiranoj blitvi. U studiji Kolote i saradnika u listovima i stabljikama
blitve je izmjeren sadrZaj nitrata koji je bio u opsegu od 255 do 1162 mg/kg u listovima, odnosno
od 1290-5539 mg/kg u stabljikama, pri primjeni azota u koli¢inama od 50-200 kg/ha, pri ¢emu su
minimalne doze pri primjeni 50 kg/ha (tj. 50% manja vrijednost od optimalnih 100 kg/ha), dok su
maksimalne vrijednosti pri najvecoj koli¢ini primjenjenog azota (Kolota & Czerniak, 2010). Na
sadrzaj nitrata u blitvi, osim koli¢ine azota koja se primjenjuje utice i izvor preko koga se azot
aplikuje, pa je tako nadeno da urea i kalijum nitrat daju znatno veci sadrzaj nitrata u blitvi nego
kada se kao izvor azota koristi amonijum nitrat (Dzida & Pitura, 2008). Sezona u kojoj blitva raste
takode utiCe na sadrzaj nitrata, te je tako nadeno da u jesenjoj sezoni rasta i listovi i peteljke blitve
sadrze vecu koli¢inu nitrata od blitve gajene na proljece (Kolota et al., 2010).

4.9.1. Statisticki rezultati efekta navodnjavanja i fertilizacije na sadrzaj nitrata

Rezultati statisticke analize uticaja razli¢itih normi navodnjavanja i1 prihrane su pokazali da obje
primjenjene mjere imaju efekat na sadrzaj nitrata u blitvi (Tabela 4.10), dok interakcija
navodnjavanja i prihrane nije imala znacajan efekat. Povecanjem koliCine primjenjene prihrane
sadrzaj nitrata se povecao, pri ¢emu su znacajne razlike postojale izmedu sve tri primjenjene
koli¢ine prihrane (D50, B100 i P150). Sli¢na zapazanja su uocili i drugi autori koji su ispitivali
sadrzaj nitrata u blitvi u zavisnosti od koli¢ine primjenjenog azotnog dubriva (Miceli & Miceli,
2014; Kolota & Czerniak, 2010; Dzida & Pitura, 2008; Dzida & Pitura, 2008; Engelbrecht et al.,
2010). Sadrzaj nitrata u povréu zavisi od brojnih faktora pri ¢emu najvise od primjene fertilizacije i
od inteziteta svjetlosti (Khan et al., 2018).

U slucaju navodnjavanja efekat na sadrzaj nitrata je bio takav da sa povefanjem normi
navodnjavanja sadrzaj nitrata u blitvi je opadao (tj. najveci sadrzaj nitrata je zabiljezen u uslovima
deficitarnog navodnjavanja N50). Daljom statistickom obradom utvrdena je znaCajna razlika
izmedu tretmana N50 i N100 odnosno N150, dok izmedu N100 i N150 normi nije postojala
znacajna razlika u pogledu efekta na sadrzaj nitrata. Dobijeni rezultat u pogledu uticaja
navodnjavanja moze da se objasni ¢injenicom da sa povecanjem koli¢ine dostupne vode (Maynard
& Hochmuth, 2007), dolazi do ispiranja nitrata iz zone korijena ¢ime se i akumulacija nitrata u
biljnom usjevu smanjuje. Poznato je da se nitrati veZzu za koloide zemljista negativnom fizickom
adsorpcijom zbog Cega se lako ispiraju. Koli¢ina vode koja se primjenjuje kroz navodnjavanje
biljnih usjeva ima uticaj na sadrzaj nitrata u biljnim usjevima, pored uticaja na druge parametre
rasta biljke (EI-Metwally et al., 2021; Saudy et al., 2020). Zabiljezena su sli¢na zapazanja i u
drugim studijama, koje su nasle da se u uslovima smanjene dostupnosti vode akumuliraju nitrati u
listovima ispitivanih biljaka (Tamme et al., 2010; Schiattone et al., 2018).

Tabela 4.10 Rezultati analize nitrata u razli¢itim tretmanima uzoraka blitve kao
1 statisti¢ki podaci uticaja navodnjavanja i fertilizacije na sadrzaj nitrata.
Tretman Nitrati

mg/kg svjeze blitve

Kontrole
DONO 1504,3+12,41
N100D0 425,43+17,05
NOD100 1452,55+10,55
Tretmani
N50D50 723,35+63,61
N100b50 643,99+66,30
N150D50 494,28+29,93
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Tretman Nitrati

mg/kg svjeze blitve
N50D100 1566,75+£197,01
N100D100 1438,17+£104,70
N150D100 1266,60+68,78
N50Db150 2452,82+106,22
N100D150 2154,87+139,81
N150b150 2157,63+£143,04
ANOVA
b 469,954"
N 13,511"
bxN 0,928

Podaci su izrazeni kao srednja vrijednost £SD koja potice od tri mjerenja za isti tretman sa
razli¢itih parcela, dok su kontrole prikazane kao srednja vrijednost+SD triplikata iz iste
parcele (n=3); * statisti¢ki znacajno za p<0,05; D-dubrenje, N-navodnjavanje.

4.10. Rezultati ispitivanja mikrobioloske aktivnosti metanolnih ekstrakata blitve

U cilju ispitivanja potencijalnih mikrobioloskih aktivnosti, uraden je antibiogram test, kako bi se
utvrdilo da li metanolni ekstrakt blitve pokazuje stimulatornu ili pak inhibitornu aktivnost prema
odabranim mikroorganizmima. Zeleno lisnato povrce, zbog prisustva bioloskih aktivnih supstanci i
fitonutrijenata, ima Sirok opseg bioloSkih aktivnosti poput antioksidativnih i antimikrobnih
aktivnosti (Hossaini et al., 2020; Kim et al., 2013).

Rezultati pra¢enja mikrobioloske aktivnosti metanolnog ekstrakta blitve nisu pokazale nijedan vid
aktivnosti na testiranim mikroorganizmima, bilo inhibiciju rasta bilo pospjeSivanje rasta, $to se
moze vidjeti na odabranim Slikama 4.16-4.19. Na slikama se vidi da su mikroorganizmi porasli u
prisustvu ekstrakta blitve (50 i 100 pL), ne stvarajuc¢i zonu inhibicije, §to ukazuje na odsustvo
inhibitorne aktivnosti metanolnog ekstrakta blitve. Takode, ekstrakt blitve nije djelovao ni
stimulativno na rast odabranih mikroorganizama, jer u zoni ekstrakta se ne vidi pojacan rast
mikroorganizma (Slike 4.16-4.19).

Rezultati ispitivanja mikrobioloSke aktivnosti metanolnih ekstrakta blitve na rast odabranih
mikroorganizama nije pokazao mikrobiolsku aktivnost.

T o e

s
J e

Slika 4.16: Rast E. coli u prisustvu ekstrakta Slika 4.17: Rast M. lysodeikticus u
blitve. prisustvu ekstrakta blitve.
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Slika 4.18: Rast C. Albicans u prisustvu Slika 4.19: Rast A. niger u prisustvu
ekstrakta blitve. ekstrakta blitve.

4.11. Rezultati antiproliferativne aktivnosti blitve

Nakon §to je iz metanolnog ekstrakta blitve identifikovano prisustvo flavonoida koji pokazuju
bioloSke aktivnosti, cilj je bio ispitati da li isti ekstrakt pokazuje aktivnost prema odredenim
komercijalnim malignim ¢elijskim linijama. U tu svrhu je napravljen kompozitni uzorak blitve koji
je sadrzao sve tretmane blitve i jedan kontrolni uzorak, tj. blitva koja nije bila tretirana (NODO).
Ispitivan je uticaj metanolnog ekstrakt ova dva uzorka na celijske linije adenokarcinoma dojke
MCEF-7 i ¢elije adenokarcinoma debelog crijeva HT-29, nakon 24h i nakon 48h.

Rezultati aktivnosti ekstrakta blitve na odabranim ¢elijskim linijama su prikazani na Slikama 4.20 i
4.21. Kada posmatramo MCF-7 ¢elije nakon 24 h inkubacije opaza se linearan odgovor procenta
prezivljavanja ¢elija na primjenjene koncentracije ekstrakta od tretirane i netretirane blitve, na nacin
da procenat prezivljavanja ¢elija raste sa opadanjem koncentracija primjenjenih ekstrakta. Ekstrakt
tretirane blitve nakon 24 h inkubacije imao je ICsp vrijednost (koncentracija ekstrakta koja dovodi
do prezivljavanja 50% ¢elija) 32,97 pg/ml, odnosno za netretirani ekstrakt 86,45 pg/ml. Kako se
moze vidjeti sa Slike 4.20 a i b odgovori oba ekstrakta su bili sli¢ni, ali je kriva proliferacije ¢elija u
odnosu na primenjenu koncentraciju bila pravilnija i imala je ve¢i nagib za netretirani ekstrakt
blitve, tako da je dobijena ICso vrijednost bila van opsega (86,45 pg/ml) i morala je da bude
ekstrapolirana.

Nakon 48 h inkubacije, procenat prezivljavanja ¢elija znacajno opada 1 za primjenjenu najvecu
koncentraciju tretiranog ekstrakta blitve (50 pg/ml) prezivljava samo oko 20% celija, i ICso
vrijednost se pomjera ka nizim koncentracijama i iznosi 20,73 pg/ml. Sli¢an je trend i u slucaju
netretiranog ekstrakta blitve (Slika 4.20 b), opada procenat prezivljavanja i ICso vrijednost je 23,33
pg/ml.

Rezultati uticaja tretiranog i netretiranog ekstrakta blitve na rast HT-29 ¢elijskih linija su mnogo
slabiji (Slika 4.21 a,b). Nakon 24 h, kako se moze vidjeti i sa slike, kriva rasta ¢elija nema linearan
tok 1 najintezivniji je odgovor pri primjeni najvece koncentracije kod netretiranog ekstrakta gdje je
procenat prezivljavanja oko 80%. Duzom inkubacijom efekat na prezivljavanje Celija se pojacava
(Slika 4.21 b), pa nakon 48 h imamo oko 69% preZivljavanja pri primjeni najvece koncentracije
ekstrakta tretirane blitve, odnosno oko 75% prezivljavanja u slucaju ekstrakta netretirane blitve. |
nakon 48 h odgovor prezivljavanja ¢elija u zavisnosti od koncentracija primjenjenih ekstrakata nije
bio linearan, zbog ¢ega ICsp vrijednosti nisu mogle biti izracunate za HT-29 Celjje.

Zajednicka tvrdnja za obje kulture je da duzom inkubacijom najveca primjenjena koncentracija
ekstrakta u oba slucaja pokazuje najintezivniji efekat. Antiproliferativni efekat ekstrakta blitve bio
je efikasniji za celije MCF-7 nego za ¢elije HT-29.

Poznato je da su flavonoidi, izmedu ostalih njihovih pozitivnih efekata, odgovorni za
antiproliferativna svojstva blitve (Ninfali et al., 2007). Takode, vjeruje se da flavonoidna jedinjenja
deluju sinergisticki sa drugim fitohemikalijama, daju¢i poboljSane antiproliferativne efekte
(Chandra et al.,, 2012; Phan et al.,, 2018; Yang et al., 2013). Primjenjeni ekstrakti tretirane i
netretirane blitve sadrze tri derivata apigenina (viteksin-2"-O-ksilozid, viteksin-6"-O-acetil-2"-O-
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ksilozid i viteksin-6"-O-malonil-2"-O-ksilozid) i izoramnetin-3,7-O-diglukozid, pri ¢emu najveéu
koncentraciju viteksin-2"-O-ksilozida. Ninfali i saradnici pokazali su da ekstrakt blitve, koji se
uglavnom sastoji od derivata apigenina (viteksin-2"-O-ksilozida, viteksin-2"-O-ramnozid),
izoramnetin-3-gentiobiozid-a i1 rutina, inhibira brzinu sinteze dezoksiribonukleinske kiseline u
¢elijama MCF-7 (Ninfali et al., 2007). Ekstrakt koji je sadrzao viteksin-2"-O-ksilozid i jedinjenja iz
grupe fenolnih alkaloida je pokazao antiproliferativni efekat na CaCo-2 (¢elije kancera kolona) i
HepG2 (Celije kancera jetre) (Scarpa et al., 2018) ¢elijskim linijama u in vitro uslovima. Na osnovu
navedenog, moze da se pretpostavi da su za pozitivan rezultat inhibicije rasta MCF-2 ¢elija u ovoj
studiji odgovorni upravo identifikovani flavonoidi.

Dodatno, Papi i saradnici su pokazali da je prec¢is¢eno VOX jedinjenje iz sjemena blitve efikasno u
inhibiciji proliferacije ¢elija raka crijeva, tj. RKO, Caco2 i LoVo c¢elijskih linija (Papi et al., 2013).
VOX jedinjenja inhibiraju crijevne ¢elijske linije putem indukcije apoptoze. U ovom istrazivanju je
dobijen veoma lo$ odgovor ¢elijske linije HT-29 na primjenjene ekstrakte blitve, koji su izmedu
ostalih jedinjenja sadrzali VOX. Oc¢ekivano je bilo, buduéi da su primjenjeni ekstrakti sadrzali VOX
da reakcija na rast HT-29 celija bude efektnija. Medutim, rezultati naSe studije sugeriSu da
kombinacija i sinergisti¢ka aktivnost fitohemikalija u ekstraktima blitve imaju znacajan uticaj na
¢elijsku proliferaciju i efekti bi se mogli razlikovati od efekta pojedina¢nih, pre¢is¢enih jedinjenja,
kao $to je ranije objavljeno (Papi et al., 2013). Da bi se donijeli ta¢ni zakljucci u vezi slabog
odgovora HT-29 ¢elija na primjenjene ekstrakte blitve, potrebno bi bilo ispitati kakav efekat na rast
HT-29 ¢elija ima svaki pojedinacni identifikovani flavonoid, ¢ime bi se utvrdilo da li postoji
antagonisticki uticaj. Takode bilo bi zna€ajno utvrdivanje ta¢nog mehanizma kojim VOX izaziva
inhibiciju rasta Celija kancera debelog crijeva (RKO, Caco2 i LoVo0), tj. na koji na¢in se indukuje
apoptoza, koji su sve faktori ukljuceni 1 kao najvaznije preko kojih receptora. Moguce je da
receptori za koje se vezuje VOX na pomenutim ¢éelijskim linijama (RKO, Caco2 i LoVo) uopste
nisu prisutni na HT-29 ¢elijskim linijama, $to bi onda objasnilo slabiji odgovor iz ove studije.
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Slika 4.20: Proliferativna aktivnost MCF-7
¢elijskih linija usled dejstva ekstrakta tretirane |
netretirane blitve, posle A) 24 h i B) 48 h.
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Slika 4.21: Proliferativna aktivnost HT-29
¢elijskih linija usled dejstva ekstrakta tretirane i
netretirane blitve, posle A) 24 h i B) 48 h.

4.12. Statisticki rezultati Pirsonove bivarijantne korelacije

Pirsonova korelacija je statistiCka metoda kojom se utvrduje korelacija izmedu dvije kontinuinirane
varijabile sa intervalne ili razmjerne skale. Svi parametri koji su ispitivani u ovom eksperimentu u
svjezim uzorcima blitve su obradeni u SPSS, u cilju odredivanja korelacije medu parametrima, za
stepen znacajnosti p<0,01 i p<0,05. Medutim iako je veliki broj korelacija medu parametrima
utvrden, za stepen znacajnosti p<0,01 ili p<0,05, ovdje ¢e biti prikazani rezultati korelacija izmedu
indeksa hlorofila 1 parametara blitve koji su odredivani iz svjeZeg uzorka.

Postoje tri osnovne komponente korelacije i to:

1) koeficijent korelacije koji pokazuje stepen povezanosti dvije varijabile, pri ¢emu su odredene
orjentacione granicne vijednosti za ocjenu koeficijenta korelacije (r):

-vrijednost korelacionog koeficijenta do 0,2; veoma niska korelacija,

-od 0,2 do 0,4; niska korelacija,

-od 0,4 do 0,6; srednje visoka korelacija,

-od 0,6 do 0,8; visoka korelacija,

-od 0,8 do 1,0; veoma visoka korelacija.

2) predznak korelacije, tj, da li je povezanost dvije varijabile pozitivna ili negativna

3) znacajnost koeficijenta, tj. pomenuti stepen znacajnosti p.

Indeks hlorofila, koji se mjeri na terenu, je relativna vrijednost koja predstavlja odnos
transmitancije na 931 nm i 653 nm. CCl se mjeri optickim uredajem tzv. hlorofilmetrom. Potrebno
Jje Cesto mjeriti sadrzaj hlorofila u listovima biljke, posebno kada se mjenjaju uslovi u kojima se
biljka gaji, jer on odrazava fizioloski status 1 kvalitet biljke. Za ovakav nacin pracenja sadrzaja
hlorofila upravo su pogodni pomenuti terenski hlorofilmetri (Pal et al., 2012). Postoji snazna
povezanost izmedu izmjerene koncentracije hlorofila nakon ekstrakcije (laboratorijsko mjerenje) i
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izmjerenog indeksa hlorofila (terensko mjerenje), §to omoguéava predvidanje sadrzaja hlorofila
terenskim mjerenjem (Almansoori et al., 2021).

Rezultati Pirsonove korelacije indeksa hlorofila sa parametrima koji su pokazali povezanost (za
stepen znacajnosti p<0,01 ili p<0,05) su prikazani u Tabeli 4.11, zajedno sa podacima korelacije. 1z
Tabele 4.11 se moze vidjeti da postoji statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu vrijednosti
indeksnog sadrzaja hlorofila i sadrzaja hlorofila a i b, vitamina C, ukupnih proteina, ukupnih
karotenoida, ukupnih lipida i nitrata (Tabela 4.11). Povezanost indeksa hlorofila sa hlorofilom a i b
je pozitivna, sa srednje visokom Kkorelacijom za stepen znacajnosti p<0,01, sa proteinima je
pozitivna korelacija, sa korelacionim koeficijentom koji oznaava veoma visoku korelaciju, za
stepen znacajnosti p<0,01 (Tabela 4.11). Sadrzaj indeksa hlorofila pokazuje pozitivnu korelaciju sa
sadrzajem nitrata koja je prema korelacionom koeficijentu oznacena kao visoka korelacija (Tabela
4.11). Ukupni karotenoidi i vitamin C su povezani sa indeksom hlorofila pozitivnom korelacijom,
sa korelacionim koeficijentom koji oznaCava srednje visoku korelaciju za stepen znacajnosti
p=<0,05, odnosno p<0,01, redom. Lipidi su sa sadrzajem hlorofila u negativnoj korelaciji, sa srednje
visokim stepenom korelacije. Dobijeni rezultati ukazuju na moguénost predvidanja parametara rasta
i kvaliteta blitve, $to daje mogucnost uticanja na kvalitet blitve jo$ u fazi gajenja.

Tabela 4.11: Prikaz podataka (korelacioni
koeicijent i stepen znacajnosti) Pirsonove
korelacije, izmedu sadrzaja indeksa hlorofila i
odredenih parametara svjeze blitve.

Parametri svjeze blitve | CCL

Proteini p=0,000; r=0,815
Vitamin C p=0,008; r=0,503
Karotenoidi p=0,032; r=0,413
Chla P=0,005; r=0,523
Chlb P=0,004 r=0,53
Lipidi P=0,025; r=-0,430
itrati P=0,001; r=0,623

p- je stepen znacajnosti; r-Pirsonov korelacioni koeficijent
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5. ZAKLJUCCI
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Na osnovu svih izloZenih 1 diskutovanih rezultata u ovoj doktorskoj disertaciji, mogu se formulisati
slede¢i zakljucci:

v Ispitivanjem fizicko-hemijskih parametara zemljista nadeno je da je blitva gajena na
zemljistu koje se klasifikuje kao slabo kiselo do kiselo, niskog saliniteta, bogato do veoma bogato
organskom materijom (humus), koje je srednje do veoma bogato nutrijentima.

v Prinos blitve svih primjenjenih tretmana i kontrola je imao srednju vrijednost 0,96 kg/m?, pri
¢emu najvecu vrijednost postize pri tretmanu koji je imao optimalnu normu navodnjavaja i prihranu
koja je bila 50% veca od optimalne (N100D150), dok je najmanji prinos bio u kontrolnom uzorku
(NODO). Prosjecna duzina lista medu svim tretmanima i kontrolama je 28,36 cm, srednja vrijednost
prosjecnog broja listova 5,28.

v Efekat razliCite prihrane je uticao na prinos i na morfoloSke parametre blitve koja je gajena u
primjenjenim uslovima rasta. Sa povecanjem koli¢ine NPK prihrane doslo je do povecanja prinosa i
morfoloskih parametara.

v Proksimativna analiza je pokazala da je u blitvi najvise vode (prosjek 89%), ukupnih Secera
(4,9%), proteina (2,5%), pepela (ukupni minerali) (1,8%) i lipida (0,4%), $to je dalo prosje¢nu
energetsku vrijednost od 133,74 kJ (odnosno 31,94 kcal).

v Medu komponentama odredenim proksimativhom analizom, jedino je primjena prihrane
imala uticaja na sadrZaj proteina u blitvi. Povecanjem nivoa prihrane povecao se sadrzaj proteina u
blitvi.

v Pracenje individualnog sadrzaja makro- i mikroelemenata u razli¢itim tretmanima blitve i
kontrolnim uzorcima su pokazali da je blitva bogata mineralima, kako makroelementima tako i
mikroelementima. Medu testiranim makroelementima najvise je zastupljen kalijum (372,49 mg/100
g), pa slijede kalcijum (178,6 mg/100 g), natrijum (139,61 mg/100 g), magnezijum (101,99 mg/100
g) i fosfor (47,0 mg/100 g). Sto se ti¢e testiranih mikroelemenata, u najveéoj koli¢ini je pronaden
mangan (8,35 mg/100 g), kojeg slijede gvozde (1,46 mg/100 g) cink (0,66 mg/100 g), bakar (0,38
mg/100 g), hrom (4,69 ug/100 g) i kobalt (3,13 pug/100 g). Mangan je u blitvi bio prisutan u ve¢im
koli¢inama nego §to je to uobi¢ajeno vjerovatno kao posledica nesto kiselijeg zemljista na kome je
blitva gajena.

v Uticaj razli¢itih nivoa prihrane na individualni sadrzaj makro- i mikroelemenata u blitvi je
pokazan jedino na koli¢inu fosfora. Sa povecanjem primjenjene koli¢ine prihrane opada sadrzaj
fosfora u blitvi. Posmatrajuci interakciju navodnjavanja i prihrane na koncentracije makro- i
mikroelemenata znacajan uticaj je naden na sadrzaj Na i Cu u blitvi. Sadrzaj Na i Cu je imao
najnizu vrijednost za N100D150 tretman dok je najvecu vrijednost imao za N100D50 tretman.

v" Analizom fitohemikalija u blitvi nadeno je da sadrzi visok sadrzaj pigmenata, hlorofila a i b,
kao i ukupnih karotenoida. Takode, blitva gajena u ovom eksperimentu je bogata vitaminom C.
Sadrzaj ukupnih fenola i ukupnih flavonoida ukazuje da se u blitvi nalaze srednje do visoke koli¢ine
ovih komponenti u poredenju sa drugim vrstama povr¢a.

v’ Efekat razli¢ite prihrane ima uticaj na sadrzaj hlorofila a, hlorofila b i vitamina C dok je za
sadrzaj ukupnih karotenoida na granici (p=0,05), dok na TPC i TFC nije bilo znacajnog uticaja u
blitvi gajenoj za potrebe ove studije. Fertilizacija sa najve¢om koli¢inom NPK prihrane ima
pozitivan efekat na sadrzaj hlorofila a i b i vitamina C, te se moze re¢i da veéa koliCina
primjenjenog NPK dubriva poveéava sintezu ukupnog hlorofila i vitamina C. Izostanak efekta
primjenjenih tretmana na sadrzaj TPC i TFC je vjerovatno usled toga §to blitva nije bila izlozena
,.stresu®, koji bi izazvao promjene u sadrzaju ovih komponenti.
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v Ispitivana antioksidativna aktivnost ekstrakata blitve ukazala je da vodeni ekstrakt blitve ima
visoku antioksidativnu aktivnost. Srednja vrijednost svih testiranih uzoraka za 1Cso= 3,79 mg/ml,
Sto ako je poredimo sa drugim povréem ukazuje na visok antioksidativni kapacitet. Slicna zapaZanja
u pogledu visokog antioksidativnog kapaciteta su pokazana na metanolnim ekstraktima blitve za
primjenjene antioksidativne testove. Efekti navodnjavanja i prihrane na testirane antioksidativne
parametre nije bio uo¢en, osim uticaja prihrane i interakcije prihrane i navodnjavanja (PDxN) na
DPPH aktivnost metanolnog ekstrakta. Optimalni tretman dubrenja (P100) je znacajno doprinio
ve¢oj DPPH aktivnosti metanolnih rastvora blitve u poredenju sa tretmanima D50 i P150 koji su
proizvodili blitvu ¢&iji metnolni ekstrakt je imao slitnu DPPH aktivnost. Sto se tiCe uticaja
interakcije dubrenja i navodnjavanja (NxD) na rezultat DPPH testa, utvrdeno je da optimalni nivoi
dubrenja 1 navodnjavanja (P100N100) blitve proizvode najvecu antioksidativnhu aktivnost
metanolnog ekstrakta.

v' U metanolno-vodenom ekstraktu blitve su identifikovani polifenoli koji pripadaju grupi
flavonoida:  viteksin-2"-O-ksilozid, viteksin-6"-O-malonil-2"-O-ksilozid, izoramnetin-3,7-O-
diglukozid i viteksin-6"-O-acetil-2"-O-ksilozid. Nakon identifikacije, njihove strukture su
potvrdene NMR spektroskopijom.

v' Kvantitativna analiza identifikovanih flavonoida pokazala je da je u svim uzocima blitve
najzastupljeniji bio viteksin-2"-O-ksilozid, a za njim redom: viteksin-6"-O-malonil-2"-O-ksilozid,
izoramnetin-3,7-O-diglukozid i najmanje zastupljen viteksin-6"-O-acetil-2"-O-ksilozid. Efektom
razli¢ite prihrane moze se, kako je pokazano, djelovati samo na koncentraciju izoramnetin-3,7-O-
diglukozida, na nacin da veca primena NPK prihrane proizvodi blitvu sa nizim koncentracijama
izoramnetin-3,7-O-diglukozida. Pokazan je uticaj interakcije dubrenja i navodnjavanja na sadrzaj
viteksin-2"-O-ksilozida. Najmanji sadrzaj viteksin-2"-O-ksilozida dobijen je za tretmane N150D100
1 N100D150, dok je najveci sadrzaj VOX-a naden za tretman blitve N50D50 kao i za tretman
N150D150. Stoga bi ovi rezultati mogli biti korisni u koriS¢enju kombinacija prihrane i
navodnjavanja kako bi se proizvela blitva koja sadrzi visok sadrzaj bioloski aktivnih komponenti.

v Rezultati antiproliferativne aktivnosti ekstrakta blitve na maligne ¢elijske linije MCF-7 i HT-
29 su pokazali da inhibira proliferaciju MCF-7 c¢elijskih linija nakon inkubacije od 48h za 70%.
Odgovor ¢elijske linije HT-29 na primjenjene ekstrakte je nelinearan i niZi u odnosu na MCF-7
¢elije. DuZom inkubacijom efekat na prezivljavanje ¢elija obje linije se pojacava.

v'Rezultati antimikrobne aktivnosti su pokazali da testirani ekstrakti blitve nisu imali
antimikrobna svojstva.

v' Sadrzaj nitrata u svjezoj blitvi svih testiranih uzoraka je u koli¢inama koje su bezbjedne za
konzumaciju a prema poslednjim istrazivanjima nitrati doprinose prevenciji kardiovaskularnih
bolesti. Na sadrzaj nitrata u blitvi tretmani prihrane i navodnjavanja su imale uticaja i to na nacin da
povecanje prihrane povecava sadrzaj nitrata, odnosno povecanje normi navodnjavanja smanjuje
sadrZaj nitrata.

v’ ZabiljeZen je izostanak efekta navodnjavanja u odnosu na sve testirane parametre iz ove
studije, osim na sadrzaj nitrata. Naime, vjerovatno usled velikog broja kisnih dana u toku rasta
blitve doslo je do izostanka efekta ove mjere.

v' Iz priloZzenog mozemo da sumiramo da je blitva koja je gajena na teritoriji Crne Gore
(klimatski uslovi), pod primjenjenim uslovima imala bogat nutritivni i fitonutritivni sadrzaj. Blitva
iz ove studije sadrzi komponente koje imaju antioksidativna i antiproliferativna sojstva, ¢ime se
moze smatrati potencijalno funkcionalnom hranom.
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A. BIOGRAFSKI PODACI O KANDIDATKINJI

Ljubica (Zarko) Ivanovi¢ rodena je 29. novembra 1983. godine u Niksi¢u, Crna Gora.

Osnovnu Skolu i gimnaziju je zavrSila u NikSi¢u. Hemijski fakultet Univerziteta u Beogradu

upisala je 2002. godine kao redovan student, a diplomirala u oktobru 2009. godine sa prosjenom
ocjenom 8,85 sa zavr$nim radom pod naslovom ,,Fiziolosko-biohemijska i hemotaksonomska
karakterizacija bakterija izolovanih iz zemljiSta kontaminiranog naftom i njenim derivatima”.
Doktorske studije na Hemijskom fakultetu Univerziteta u Beogradu, studijski program doktor
biohemijskih nauka upisala je u oktobru 2014. godine i do sada polozila sve ispite predvidene
planom i programom sa prosje¢nom ocjenom 10,00.

Od 2014. do 2018. godine bila je angazovana na projektu Centar izvrsnosti u bioinformatici, kao
PhD student istrazivac, koji je finansiran od strane Ministarstva nauke Crne Gore. Od 2018. godine
zaposlena je u Institutu za javno zdravlje Crne Gore, na odjeljenju Centra za zdravstvenu ekologiju
u laboratoriji za te¢nu hromatografiju, kao analiticar. Kao istraziva¢ bila je angaZovana je na dva
bilateralna projekta, oba u saradnji sa Republikom Slovenijom u periodu od 2018-2020/21. U
okviru bilteralnog projekta Phytochemical screening of juice from wild pomegranate (Punica
granatum L.) (2018-2021), ostvarena je posjeta odsjeku agronomije, Katedri za vocarstvo,
vinogradarstvo i povrtarstvo, Biotehnickog fakulteta, Univerziteta u Ljubljani (Slovenija) u periodu
od 05. do 17. novembra 2018. godine. Drugi bilateralni projekat na kome je bila angaZzovana je
“Geografsko porijeklo meda primjenom multielementarne i izotropske analize zemljista, biljaka I
meda “, takode finansiran od strane Ministarstva nauke Crne Gore. Od 2020 godine, kao istrazivac,
dio je projekta “Centar izvrsnosti za digitalizaciju procjene rizika u oblasti bezbjednosti hrane i
preciznu sertifikaciju autenti¢nosti prehrambenih proiznoda (FoodHub)” (01.01.2020 - 31.12.2022),
koji realizuje Fakultet za prehrambenu tehnologiju, bezbjednost hrane i ekologiju, Univerziteta
Donja Gorica, pod pokroviteljstvom Ministarstva nauke Crne Gore.
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B. OBJAVLJENI NAUCNI RADOVI KOJI CINE DIO DISERTACIJE

Ljubica Ivanovi¢ je do sada prezentovala rezultate svog nau¢no-istrazivackog rada u 5 radova sa
SCI liste od kojih dva rada u istaknutom medunarodnom ¢asopisu ¢ine dio disertacije. Radovi se
nalaze u u slede¢im kategorijama: jedan rad u vrhunskom medunarodnom casopisu (kategorija
M21), tri rada u istaknutom medunarodnom casopisu (kategorija M22) i jedan u medunarodnom
Casopisu (kategorija M23). Takode jedan rad je prezentovan u tematskom zborniku vodeceg
medunarodnog znacaja (kategorija M13). Dio rezultata proisteklih iz disertacije prezentovan je u
vidu saopstenja na skupovima medunarodnog i nacionalnog znacaja.

Radovi u ¢asopisima medunarodnog znacaja koji ¢ine disertaciju:
M22, Rad u istaknutom medunarodnom ¢asopisu

1. Ivanovi¢ Lj., Milasevi¢ 1., Topalovi¢ A., Djurovi¢ D., Mugosa B., Knezevi¢ M., Vrvi¢ M.
(2018) Nutritional and phytochemical content of Swiss chard from Montenegro, under
different fertilization and irrigation treatments, British Food Journal, 121 (2), 411-425.
https://doi.org/10.1108/BFJ-03-2018-0142

2. Ivanovi¢ L., Topalovi¢ A., Bogdanovi¢ V., Purovi¢ D., Mugosa B., Jadranin M., TeSevi¢ V.
and Beskoski V. (2021) Antiproliferative activity and antioxidative potential of Swiss chard
from Montenegro, grown under different irrigation and fertilization regimes, British Food
Journal, 123 (7) 2335-2348. https://doi.org/10.1108/BFJ-11-2020-1062

Ostali nauéni radovi:
M13, Rad u temnatskom zborniku vodeéeg medunarodnog znacaja

1. Topalovi¢ A., Knezevi¢ M., Bajagi¢ B., Ivanovi¢ Lj., Milasevi¢ 1., Purovi¢ D., Mugosa B.,
Podolski-Reni¢ A., Pesi¢ M. (2020), Grape (Vitis vinifera L.): health benefits and effects of
growing conditions on quality parameters, In: “Biodiversity and Biomedicine: Our Future®,
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obpazay uzjase o aymopcmay

H3jasa o ayTopcTBY

Nwme u nipesume aytopa Jbyouna UBanosuh

bpoj unnexca 1503/2014

U3jaBibyjem

Jla je TIOKTOPCKa AMCepTallyja moj HacJIOBOM

»HYTpUTHBHA BpHjeIHOCT 1 OcHOBHe ¢uTOXeMHUjcKe ocodune 6aurTBe (Beta vulgaris ssp. cicla

L. Voss) rajese y pa3JJMuUuTHM VCJIOBHMA HABOAHaBAHA M HIPUXPAILUBAHLA”

¢ pPE3YJITAT CONICTBCHOT UCTPAKUBAYKOT palia,

* Ja I[I/IcepTaHI/Ija Yy OCJIMHU HU Yy AOCJIOBUMA HI/Ije Ouna NpEeAJIOKCHA 3a CTHLAKE APpYTe NUIITIOME

npemMa CTy,[[HjCKI/IM nporpamMnmMa Jpyrux BUCOKOHUIKOJICKHUX YCTAHOBA,
¢ 1a Cy pE3yJITaTh KOPECKTHO HABCACHU U

* J]a HUCaM KpIINO/JIa ayTOpCKa MpaBa U KOPUCTHO/J1a UHTEIEKTYaIHy CBOJUHY JIPYTHX JIUIIA.

IMoTnuc ayropa

VY Bbeorpany,
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obpazay uzjase o UCMOBEMHOCMU WMAMNAHE U eJIeKMPOHCKe 8ep3uje 00KMOPCKo2 paod

I/I3jaBa 0 UCTOBECTHOCTH LITAMITIAHE U €JIECKTPOHCKE Bep3nje AOKTOPCKOI' pajaa

Nme u npe3ume ayropa Jbyonna UBanosuh

bpoj unnexca A6503/2014

Cryaujcku nporpam buoxemuja

Hacnos pana ,HyrpurnBHa BpujeaHOCT M ocHOBHe (uroxemmjcke ocoOuHe Oaurse (Beta
vulgaris ssp. cicla L. Voss) rajeHe vV pa3JM4YdTHM VCJIOBHMA HABOAHABAHKHa M
NpUXpakLuBambLa”

Menrop ap Baaaumup bemkocku, peroBuu npodecop Yuusepsurera y beorpany -
Xemujckor dakyiarera

W3jaBspyjemM jaa je mraMmitana Bep3uja MOT IOKTOPCKOT Pajia HCTOBETHA €JICKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
caM Ipemao/ga paad MOXpamuBama y JIMTHTAJHOM Peno3uTOpUjyMy YHHUBepP3UTeTa Yy

beorpany.

Z[OSBOJLaBaM Ja CC 06jaBe MOjI/I JIMYHHU IToJallr BE€3aHH 3a I[O6I/IjaH>e AKaJICMCKOTI' Ha3dnBa JOKTOPA

HayKa, Kao IITO Cy UMC U NIPE3UMEC, rOJJUHA U MCCTO poheﬂ,a " 1aTyM 0;(6paHe pana.

OBU JMYHU nompannu Mory ce O6jaBI/ITI/I Ha MPCKHUM CTpaHULlaMa IUTHUTAJIHC 6I/I6J'II/IOTGI(C, y

eJIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y myOiukanujama Y HuBep3uteTa y beorpany.

ITornuc ayropa

VY beorpany,

obpazay uzjase o kopuuihervy
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H3zjaBa o kopumhemwy

Osnamhyjem YHUBep3uTeTcKy 0MbIuoTeKy ,,CBerozap Mapkosuh* na y Jlurutanau

peno3uTopujyM YHUBEp3UTeTa y beorpany yHece MOjy JOKTOPCKY TUCEPTAIIN]Y IO HACTOBOM:

»HYTpUTHBHA BpHjeIHOCT 1 0cHOBHe ¢uTOXeMHujcke ocooune 6aurBe (Beta vulgaris ssp. cicla

L. Voss) rajese v pa3JuuYuTHM VCJI0OBUMA HABOAHHABAHA M IPUXPAILUBAILA”

KOja je MOje ayTOPCKO Jelo.

JlucepTaryjy ca CBUM MPUIIO3WMA MIPEIA0/JIa caM y eIEKTPOHCKOM (GopMaTy TOroTHOM 3a TPajHO

apXUBHpAmE.

Mojy IOKTOPCKY IUCepTaIH]jy MOXpameny y JJurutainom perno3uTopujymy Y HUBEP3UTETA y
beorpany u 1ocTynHy y OTBOPEHOM HPUCTYITY MOTY Jia KOPUCTE CBU KOjH IOIITY]y O/penoe
caapkane y ogabpanom tuny auienine Kpeatusne 3ajennuiie (Creative Commons) 3a Kojy cam ce

OJUTYy4HO/TIa.

1. Ayropctso (CC BY)

2. AyropctBo — nHekomepiujaiaHo (CC BY-NC)

3. AyTropcTBO — HekoMepiujaaHo — 0e3 nmpepaiaa (CC BY-NC-ND)

4. AyTopcTBO — HeKOMepIHjaHo — nenuty noj uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)

5. AyropctBo — 6e3 npepana (CC BY-ND)

6. AyropctBo — nenutr noj uctuM yciosuma (CC BY-SA)

(MonuMo 1a 3a0KpYXKHUTE camMo JeIHY OJ1 IecT MoHyheHux nuieHnu. Kparak onuc TuieHmu je

CacTaBHHU JICO OBE H3jaBe).
ITornuc ayropa

VY Bbeorpany,
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1. AyropcTBo. /[03BoJbaBaTe YMHOXKaBaWke, TUCTPUOYIIN]Y U JaBHO CAOIIIITABakE JIeJa, U TIpepase,
aKo ce HaBeJle MME ayTopa Ha HA4MH oJipel)eH o] CTpaHe ayTopa WX JaBaolia JIUIICHIIS, YaK U Y

KoMepuujanHe cBpxe. OBo je HajcI000JHIja O] CBUX JIMIICHIIH.

2. AyTopcTBo — HeKoMeplrjanHo. J[03BojbaBaTe YMHOXKABaWkE, JUCTPUOYIIN]Y U jJaABHO
caomInTaBame Jielia, U Ipepajie, ako ce HaBelle MMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH o cTpaHe ayropa

WM AaBaoria JuieHie. OBa JUIIeHIIa He J03B0JbaBa KOMEPILIHjaJIHY YIIOTpeOy Aena.

3. AyTopcTBO — HEKOMEpPIHjaTHO — 6e3 pepajna. Jlo3BosbaBaTe yMHOKABAWHE, TUCTPUOYLIH]Y U
JaBHO CaoIIITaBamke Jena, 0e3 MpoMeHa, MPeoOIMKOBama WK yroTpede Jeiia y CBoM Jiey, ako ce
HaBeJIe M€ ayTopa Ha HauuH ofjpel)eH of cTpaHe ayTopa Wi JaBaona jguneHie. OBa JIMIeHa He
JI03BOJbaBa KOMEPIIMjaIHY YIIOTpeOy aena. Y OAHOCY Ha CBE OCTaJIe JIMICHIIE, OBOM JIMIICHIIOM CE

orpannyaBa HajBehu oOuM rnpasa kopuirhema jaena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIMjAITHO — JICJIUTH 1O UCTHM yclIoBUMa. [103BOJbaBaTe YMHOKABAE,
IUCTpHOYIIN]y U jaBHO CAONIITaBakbEe Jeiia, U Ipepajie, ako ce HaBelle MME ayTopa Ha HAuWH
oapehen o ctpaHe ayropa WM 1aBaola JMIEHIIEC H aKo Ce pepaja AUCTPUOyHpa MO UCTOM WIIH

cImyHOM JureHioM. OBa JHUIEHIA He J03B0JbaBa KOMEPIIUjaIHY YIIOTpeOy J1ena U nmpepaja.

5. AyropcTBo — 6¢e3 nipepana. J{o3BosbaBaTe YMHOKABAWkE, JUCTPUOYITN]Y B JABHO CAOIIITABAHE
nena, 6e3 mpoMeHa, MPeodIMKOBaka WK yoTpeOe Jiena y CBOM JIely, aKo Ce HaBeJe HMe ayTopa
Ha HauuH ojipeleH oJ cTpaHe ayTopa uiu AaBaola JuieHie. OBa TUIeHIIa T03B0JbaBa

KOMEpIIH]jaJiHy ynoTpeOy aena.

6. AyTOpcTBO — JICJIUTH [TOJ1 UCTUM yciioBUMa. J03BOJbaBaTe YMHOXKaBambe, TUCTPUOYIIHN]Y U JaBHO
caollITaBame JIeNa, U Ipepajie, ako ce HaBee UMe ayTopa Ha HauuH ojpeleH o cTpaHe ayTopa
WJIM J1aBaolla JUIEHIIE U aKo ce Mpepaja TucTpuOynpa o UICTOM WIH CIIMYHOM JuieHoM. OBa
JIMIIEHIIA JI03B0JbaBa KOMEPIHMjaIHy ynoTpeOy aena u npepaaa. CinuyHa je copTBEpCKUM

JIMIEHIIaMa, OAHOCHO JIMIICHaMa OTBOPCHOT KOJaA.
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