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Sazetak

Diplomskog rada studentice Mije Vrbani¢, naslova

PRINOS | SADRZAJ SPECIJALIZIRANIH METABOLITA MLADIH IZDANAKA
AROMATICNOG BILIA

Microgreens ili mladi izdanci beru se u fazi kotiledona i nepotpuno razvijenih prvih pravih
listova 7 do 21 dan nakon sjetve. Smatraju se nutritivho bogatim namirnicama te imaju visok
antioksidativni ucinak. Cilj rada bio je utvrditi utjecaj tri supstrata (komercijalni supstrat za
uzgoj presadnica, mjeSavina komercijalnog supstrata i kokosovih vlakana, kokosova vlakna) na
koli¢inu suhe tvari, ukupnih klorofila i karotenoida, ukupnih fenola, vitamina C i
antioksidacijskog kapaciteta mladih izdanaka piskavice (Trigonella foenum-graecum), vlasca
(Allium schoenoprasum), korijandra (Coriandrum sativum), dragoljuba (Tropaeolum majus) i
bosilika (Ocimum basilicum). Najveéi prinos mladih izdanaka (2,15 kg/m?) ostvaren je na
komercijalnom supstratu. Izdanci dragoljuba, piskavice i korijandra izdvajali su se najve¢im
sadrZzajem vitamina C. U mladim izdancima korijandra uzgajanim na kokosovim vlaknima
utvrden je najveci sadrzaj suhe tvari (22,48 %). Supstrat je utjecao na koli¢inu ukupnih fenola,
kojih je bilo najvise u izdancima uzgojenim na kokosovim vlaknima (234,28 mg GAE/100 g
svjeze mase), a najmanje u izdancima uzgojenim na komercijalnom supstratu (124,33 mg
GAE/100 g svjeze mase). Mladi izdanci svih testiranih vrsta biljeZze visok antioksidacijski
kapacitet koji je varirao izmedu 1928,74 i 2494,58 umol TE/L.

Kljucne rijeci: supstrat, ukupni fenoli, vitamin C, suha tvar, antioksidacijski kapacitet



Summary

Of the master’s thesis — student Mia Vrbani¢, entitled

YIELD AND CONTENT OF SPECIALIZED METABOLITES IN THE AROMATIC HERBS
MICROGREENS

Microgreens are harvested at the stage of fully developed cotyledons and incompletely
developed first pair of leaves. They are considered as nutrient-rich foods and have high
antioxidant capacity. The aim of this study is to determine the effect of three substrates
(commercial seedling substrate, a mixture of commercial substrate and coconut fiber, coconut
fibers) on dry matter, total chlorophyll and carotenoid content, total phenolics, vitamin C and
antioxidant capacity of fenugreek (Trigonella foenum-graecum), chives (Allium
schoenoprasum), coriander (Coriandrum sativum), nasturtium (Tropaeolum majus) and basil
(Ocimum basilicum) microgreens. The highest yield of microgreens (2.15 kg/m?) was obtained
on commercial substrate. The highest vitamin C content was obtained in microgreens of
nasturtium, fenugreek and coriander. The highest dry matter content (22.48%) was found in
coriander microgreens sown on coconut fiber. The substrate affected the total phenolic
content, which was the highest on the coconut fiber substrate (234.28 mg GAE /100 g fresh
weight) and lowest on the commercial seedling substrate (124.33 mg GAE /100 g fresh
weight). The microgreens of all tested species had high antioxidant capacity, ranging from
1928.74 to 2494.58 umol TE/L.

Keywords: substrate, total phenolics, vitamin C, dry matter, antioxidant capacity



1. Uvod

Danasniji svijet karakteriziraju sve brze promjene, ali isto tako i sve brZe rastuéa populacija.
Posljednjih godina ljudi sve veéu paznju pridaju prehrani te sadrzi li hrana sve potrebne
nutritivne sastavnice vazne za ljudski organizam (Xiao i sur., 2016). Tako se kod potrosaca javlja
trend konzumacije funkcionalne hrane. Funkcionalnom hranom smatraju se namirnice koje uz
svoju osnovnu nutritivnu vrijednost djeluju i pozitivno na opée zdravlje ljudi ili sudjeluju u
prevenciji i ublaZzavanju simptoma bolesti srca i krvoZilnog sustava, karcinoma, pretilosti i
osteoporoze (Tudor Kalit i sur., 2014). Mladi izdanci (eng. microgreens) smatraju se
funkcionalnom hranom zato $to dokazano imaju ve¢u nutritivnu vrijednost u odnosu na ostale
faze zrelosti odredenih kultura (Bulgari i sur., 2021).

Mladi izdanci povréa, aromati¢nog bilja, Zitarica te samoniklih i divljih vrsta beru se u fazi
kotiledona i nepotpuno razvijenih prvih pravih listova (Treadwell i sur., 2020; Paradiso i sur.,
2018; Kyriacou i sur., 2020) naj¢esce 7 do 21 dan nakon sjetve (Xiao, 2012). Osim Sto su
zanimljivi radi svoje veli¢ine i Zivih boja (Zuta, zelena, crvena, ljubicasta), intenzivnih su okusa
(pikantnost, slatkoca, kiselost) te su hrskave teksture. Pojam mladih izdanaka po prvi puta
javlja se u kasnim 80-ima proslog stolje¢a u San Franciscu u Kaliforniji kao novitet u kulinarstvu
i od tada su sve popularniji (Kyriacou i sur., 2016). Mogu se koristiti kao dekoracija ili kao
sastojak u raznim jelima i pi¢éima (Brentlinger, 2005).

Znacaj mladih izdanaka jest u njihovoj nutritivnoj i potencijalno bioaktivnoj vrijednosti. Vrste
koje se najceS¢e uzgajaju za upotrebu u fazi mladih izdanaka pripadaju porodicama
Brassicaceae, Asteraceae, Chenopodiaceae, Lamiaceae, Apiaceae, Amarillydaceae,
Amaranthaceae i Cucurbitaceae (Kyriacou i sur., 2016). Dosadasnja istrazivanja dokazala su
brojne prednosti konzumiranja mladih izdanaka, kod kojih fotosintetska aktivnost stimulira
nakupljanje vitamina C, fitokinona i tokoferola. Konzumacija mladih izdanaka u svjezem stanju
omogucava potpuni unos askorbinske kiseline, tj. vitamina C u odnosu na povrée koje se prije
konzumacije termicki obraduje (Ebert, 2022). Sadrzaj karotenoida mladih izdanaka najéesce je
vedi u usporedbi s povréem koje se upotrebljava u kasnijoj fenoloskoj fazi (Ebert, 2022).

Mladi izdanci mogu se jednostavno uzgojiti u zastiéenom prostoru, primjerice u plastenicima,
staklenicima ili visokim tunelima te na otvorenom prostoru, ali i u ku¢anstvima. Takoder je
popularnai hidroponska proizvodnja Ciji se uzgoj temelji na hranivim otopinama bez supstrata
tehnikom hranivog filma i tehnikom plime i oseke (Opaci¢ i sur., 2018). Mladi izdanci mogu
dodi na trziste u potpuno svjezem stanju do krajnjeg potrosaca koji ¢e obaviti berbu, ali se i
dalje javlja problem okolisnih uvjeta, logistike i transporta te zadnjeg stadija rasta mladih
izdanaka koji imaju rok uporabe 3 do 5 dana (Di Gioia i sur., 2015; Kyriacou i sur., 2016).
Najéesée koristene podloge za uzgoj mladih izdanaka su mjeSavine tresetnog supstrata, no
zbog njihove visoke cijene, proizvodaci su u potrazi za alternativnim podlogama kao $to su
pijesak, perlit te kokosova i tekstilna vlakna.



1.1. Ciljrada

Cilj ovog diplomskog rada je utvrditi utjecaj razli¢itih uzgojnih podloga (komercijalni supstrat
za uzgoj presadnica, kokosova vlakna te mjeSavina supstrata i kokosovih vlakana) na prinos i
sadrzaj vitamina C, ukupnih fenola, flavonoida i neflavonoida, ukupnih klorofila i karotenoida
te antioksidacijskog kapaciteta mladih izdanaka crvenolisnog bosiljka, vlasca, piskavice,
dragoljubai korijandra.



2. Pregled literature

2.1. Miladiizdanci i njihov uzgoj

Mladi izdanci predstavljaju novu kategoriju bilja koje karakteriziraju intenzivniji okus te
razliCita obojenost u usporedbi s klijancima i mladim rezanim lisnatim povréem (eng. baby leaf)
(Di Gioia i sur., 2015). Klijance ¢ini mladiizdanak zajedno s korijenom, a sadrze obilje dijetalnih
vlakana i biljnih fitokemikalija koje povoljno utje¢u na ljudsko zdravlje (Aloo i sur., 2021).
Klijanci se uzgajaju naklijavanjem sjemena, bez prisutnosti svjetla, a njihov proizvodni ciklus
traje samo nekoliko dana. Iz razloga Sto se konzumiraju sirovi, propisi Europske unije o hrani
zahtijevaju da proizvodaci klijanaca sjeme za uzgoj nabavljaju od pouzdanih dobavlja¢a kako
bi moguénost kontaminacije bila minimalna, odnosno, kako ne bi doslo do zaraze ili oboljenja
ljudi. Sjeme je potrebno ispitati na prisutnost bakterije Escherichia coli koja stvara toksin shiga
(STEC) i Salmonelle spp (ESSA, 2011). Isti propisi vrijede i za uzgoj mladih izdanaka, koji se
takoder konzumiraju u svjezem stanju, ali bez korijena (Di Gioia i sur., 2015).

Mladi izdanci imaju nesto duzi proizvodni ciklus (dva do tri tjedna) u odnosu na klijance. Dok
se klijanci uzgajaju bez prisutnosti svjetla, mladim izdancima potrebna je prirodna ili dopunska
svjetlost, ali tek kada sjeme proklija (Di Gioia i sur., 2015). Sjeme klija u mraku, a u ku¢énom
odnosno, hobi uzgoju sjeme se prekiva folijom ili papirnatim rucnicima kako bi se odrzala
optimalna vlaznost i optimalna temperatura tijekom klijanja (Opacicisur., 2018). Mladi izdanci
se mogu uzgajati na raznim supstratima poput komercijalnog supstrata za uzgoj presadnica,
jute, pamuka, konopljinih vlakana te kombinaciji supstrata pozeljnih fizikalnih i kemijskih
svojstava za uzgoj (Di Gioia i sur., 2015). Prema Abad i sur. (2001) supstrat za uzgoj mladih
izdanaka trebao biimati pH izmedu 5,5 i 6,5 te optimalni kapacitet zadrZavanja vode od 55 do
70 %. Porozitet treba biti oko 85 % posto od ukupnog volumena, a prozra¢nost 20 — 30 %. U
istrazivanju Kyriacou i sur. (2020) za uzgoj korabice, kineske rastike (pak choi) i korijandra kao
najbolji supstrat pokazala se tresetna mahovina pri ¢emu je ostvareni prinos iznosio: 2270
g/m? (korijandar), 3430 g/m? (korabica) i 3160 g/m? (pak choi). Navedeni supstrat imao je pH
izmedu 5,3 i 5,7, a klijanje sjemena odvijalo se bez svjetlosti na 24 °C te 100 % relativnu
vlaznost zraka (RVZ).

Sjetvena norma varira ovisno o vrsti, masi sjemena, klijavosti i Zeljenoj gustodi sjetve. Prema
Di Gioia i sur. (2015) optimalna sjetvena norma mladih izdanaka mozZe varirati od 1
sjemenke/cm?, za vrste krupnog sjemena poput graska i suncokreta, do 4 sjemenke/cm? za
vrste sitnog sjemena poput vlasca i bosiljka. U istrazivanju Kyriacou i sur. (2020) utrosSak
sjemena po m? iznosio je za korijandar 46 000 sjemenki, za korabicu 60 000 i za pak choi 63
000 sjemenki. Prema Bulgari i sur. (2017) utroSak sjemena za uzgoj rige, bosiljka i blitve iznosio
je 45, 48,5 i 242 g/m?. Za optimalnu temperaturu uzgoja mladih izdanaka navode 21 do 25 °C,
a relativnu vlaznost zraka 50 do 60 %.



Hidroponski uzgoj mladih izdanaka sve je popularniji zbog ucinkovitije uporabe vode i hranivih
tvari, a s obzirom da su biljke u kontroliranim uvjetima, njihov vegetacijski period traje krace,
odnosno rast biljaka se ubrzava (Hayden, 2006). U istrazivanju Fabek Uher i sur. (2023)
proveden je hidroponski uzgoj mladih izdanaka lucerne, crvenog kupusa, Zute cikle i komoraca.
Najveéi prinos imali su izdanci crvenog kupusa (2,69 kg/m?), a najmanji prinos izdanci
komorada (0,22 kg/m?).

Bulgari i sur. (2017) takoder su proveli istrazivanje hidroponskog uzgoja mladih izdanaka
bosiljka, rige i blitve. Sjeme testiranih vrsta naklijavano je na vermikulitu u mraku pri
temperaturi 24 °C, a nakon 2 do 3 dana (ovisno o vrsti), naklijale sjemenke su premjestene u
polietilenske posude koje su sadrzavale pet litara Hoaglandove hranive otopine. Elektri¢na
vodljivost i pH hranive otopine iznosili su 1,12 mS/cm i 5,5. Uzgoj mladih izdanaka je proveden
na otvorenome, a minimalna temperatura tijekom uzgoja bila je 9,7 °C, dok je maksimalna bila
43 °C. Blitva je imala najvedi prinos izdanaka (1,9 kg/m?), a bosiljak najmanji (oko 1 kg/m?).

2.2. Nutritivna vrijednost mladih izdanaka

2.2.1. Sadrzaj suhe tvari, klorofila i karotenoida
Mladi izdanci su tijekom svog rasta izloZzeni svjetlosti kako bi se poveéao sadrzaj minerala i
ostalih bioaktivnih tvari (Verlinden, 2019). Dosadasnja istrazivanja pokazala su znacajan

utjecaj svjetlosti, temperature i supstrata za uzgoj na sadrzaj nutritivnih vrijednosti (Giordano
i sur., 2022).

Bl Zcleni bosiljak
8 Riga
P Crvenolisni bosiljak

Suha tvar (%) 44 -

Kokosova Vermikulit Juta
viakna

Grafikon 2.2.1.1. SadrZaj suhe tvari (%)
Izvor: Bulgari i sur. (2021)

Bulgari i sur. (2021) istrazivali su utjecaj supstrata (kokosova vlakna, vermikulit i juta) na
sadrzaj prinosa, ukupnih klorofila, fenola, suhe tvari, nitrata mladih izdanaka rige te
zelenolisnog i crvenolisnog bosiljka. lzdanci su uzgojeni u posudama koje su sadrzavale 2,5



litara Hoaglandove hranive otopine, a unutar njih su postavljene aluminijske posudice manjih
dimenzija s 20 grama supstrata i 2 grama sjemena. Uzgojne posude su bile smjeStene u
zatvorenom prostoru s vlagom zraka 60 do 70 % i prosjecnom temperaturom zraka 20 °C.
Grafikon 2.2.1.1. prikazuje sadrzaj suhe tvari mladih izdanaka u navedenom istrazivanju pri
¢emu su mladi izdanci zelenolisnog bosiljka i rige uzgojeni na vermikulitu imali najveci sadrzaj
suhe tvari (oko 6,1 i 5,9 %), dok su mladi izdanci crvenolisnog bosiljka najveéi sadrzaj suhe
tvari ostvarili uslijed uzgoja na kokosovim vlaknima (5,9 %).

Zelena boja povréa koja potjece od klorofila vazna je kao vizualno svojstvo za bududéeg kupca
proizvoda, ali glavna uloga ovog pigmenta je u procesu fotosinteze. Sadrzaj klorofila ovisi o
kolicini svjetlosti kojoj je biljka izloZzena tijekom uzgoja (Tengi sur., 2022). U istrazivanju Bulgari
i sur. (2021) supstrat nije znacajno utjecao na koliinu klorofila i karotenoida mladih izdanaka
bosiljka irige, iako je najveci sadrzaj klorofila utvrden u mladim izdancima zelenolisnog bosiljka
na vermikulitu. Pri uzgoju na kokosovim vlaknima mladi izdanci crvenolisnog bosiljka imali su
najmanje klorofila, a izdanci rige najvedi. Koli¢ina karotenoida varirala je ovisno o vrsti, a bila
je u rasponu od 33 pg/g SM (crvenolisni bosiljak na juti) do 44 ug/g SM (riga na kokosovim
vlaknima). U istraZzivanju Xiao i sur. (2012) uzgajano je 25 vrsta mladih izdanaka na
komercijalnom supstratu, dokazano je da mladi izdanci sadrZe vise B-karotena u odnosu na
zrelo povrée.

U istraZivanju Giordano i sur. (2022.) ukupni klorofili (klorofil a i klorofil b) mladih izdanaka
vlasca, kima, anisa i kopra varirali su izmedu 0,99 mg/g svjeze mase i 1,10 mg/g SM, pri ¢emu
je anis sadrzavao najveéu koncentraciju ukupnih klorofila, a kopar najmanju.

2.2.2. Sadrzaj vitamina Ci minerala

Brojni ¢imbenici tijekom uzgoja izravno utje€u na rast biljaka i njihov sadrzaj fitonutrijenata i
minerala (Weber, 2017). Askorbinska kiselina (AK), odnosno vitamin C je esencijalna
bioaktivna fitokemikalija koja se takoder smatra antioksidansom koji povoljno utjece na ljudski
organizam (Bhaswant, 2023). U istrazivanju Ghoora i sur. (2020) analiziran je sadrzaj vitamina
CiE, B-karotena, proteina, dijetalnih vlakana i minerala mladih izdanaka 10 vrsta, medu kojima
su piskavica, zelenolisni bosiljak, komorac i hibiskus. Sadrzaj askorbinske kiseline bio je u
rasponu od 52,5 mg/100 g SM (komorac) do 123 mg/100 g SM (hibiskus). Mladi izdanci
zelenolisnog bosiljka i piskavice sadrzavali su oko 90 mg/100 g SM.

Prema rezultatima istrazivanja Ghoora i sur. (2020) moze se zakljuciti da su mladi izdanci bilja
odlican izvor vitamina C. U istrazivanju De la Fuente i sur. (2019) analiziran je kemijski sastav
mladih izdanaka brokule, kovréavog kelja, crvene gorusice i rotkvice. Sadrzaj askorbinske
kiseline u mladim izdancima varirao je izmedu 31 i 56 mg/100 g SM, Sto osigurava 38 % i 70 %
od preporucenog dnevnog unosa vitamina C (De la Fuente, 2019).



Prema Bulgariisur. (2017) u uzgoju mladih izdanaka rige, blitve i bosiljka, utvrdena je najmanja
kolicina dusika, fosfora i kalija. Najveca koli¢ina kalija (92 g/kg suhe tvari (ST)) utvrdena je u
izdancima blitve dok su izdanci rige bili najbogatiji kalcijem (18 g/kg ST).

U istrazivanju Brlek (2019) ispitivana je nutritivna vrijednost mladih izdanaka suncokreta,
graska, cikle, poriluka i brokule na supstratu, mjesavini supstrata i perlita te na juti. U tablici
2.2.2.1. prikazane su maksimalne koli¢ine kalcija, magnezija, fosfora i kalija u mladim
izdancima u istrazivanju Brlek (2019). Mladi izdanci svih vrsta imali su najveée kolicine kalija
(K) na supstratu, a najvece koli¢ine magnezija (Mg) na juti. Koli¢ina fosfora (P) u mladim
izdancima varirala je izmedu 58,993 i 113,17 mg P/100 g SM. Najvedi udio fosfora imali su
mladi izdanci cikle na juti, zatim grasak na mjesSavini perlita i supstrata te brokula uzgojena na
supstratu. Mladi izdanci poriluka na juti ostvarili su najvecu koli¢inu kalcija (154,043 mg
Ca/100 g SM).

Tablica 2.2.2.1. Maksimalne koli¢ine Ca, Mg, K, i P u mladim izdancima brokule, suncokreta,
graska, cikle i poriluka (Brlek, 2019)

Mineralne tvari Brokula  Suncokret Grasak Cikla Poriluk
K (mg K/100 g SM) 168,3 234,077 245,467 384,407 270,273
P (mg P/100 g SM) 70,563 63,763 80,697 113,17 58,993
Mg (mg Mg/100 g SM) 333,967 38,547 18,847 64,253 47,222
Ca (mg Ca/100 g SM) 80,97 49,707 17,31 57,57 154,043

*plava boja — supstrat, crvena boja - supstrat+perlit, zelena boja — juta

2.2.3. Specijalizirani metaboliti

Specijalizirani metaboliti u biljkama prisutni su u znatno manjim koli¢inama u usporedbi s
primarnim metabolitima koji su neophodni za rast i razvoj, fotosintezu te disanje, a ukljucuju
ugljikohidrate, proteine, lipide i nukleinske kiseline. Specijalizirani metaboliti ukljuéuju
terpene, alkaloide, glukozinolate te fenole. Predmet su brojnih istrazivanja zbog njihovih
terapeutskih svojstava i antioksidativnog ucinka (Hgyen, 2017). Fenoli se klasificiraju na
temelju broja i rasporeda ugljikovih atoma na flavonoide koji ukljucuju flavanole, flavone,
flavan-3-ole, antocijanide, flavanone, izoflavone i druge, i na neflavonoide koji ukljuéuju fenole
kiseline, stilbene, hidroksicinamate i ostale spojeve. Fenoli se nalaze u biljkama vezani sa
Seéerima i organskim kiselinama (Crozier i sur., 2006). Fenolni antioksidansi pomazu u
promicanju metaboli¢ke aktivnosti, sprje¢avaju oksidacije slobodnih radikala i smanjuju upale
(Kumar i Goel, 2019).

U istraZivanju Fabek Uher i sur. (2023) u plutaju¢em hidroponu uzgojene su sljedece vrste
mladih izdanaka: crveni kupus, Zuta cikla, komorac i lucerna. U tablici 2.2.3.1. prikazane su
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vrijednosti ukupnih fenola, flavonoida i neflavonoida miladih izdanaka u navedenom
istrazivanju. Najve¢i sadrzaj ukupnih fenola imali su mladi izdanci komoraca (408,03 mg
GAE/100 g), dok su se mladi izdanci crvenog kupusa izdvajali najmanjim sadrzajem fenola
(115,31 mg GAE/100 g). Mladi izdanci komoraca izdvajali su se najvecim vrijednostima
flavonoida (214,47 mg GAE/100 g) i neflavonoida (193,56 mg GAE/100 g). Mladi izdanci
lucerne i crvenog kupusa imali su podjednaku koli¢inu flavonoida (oko 60 mg GAE/100 g).

Tablica 2.2.3.1. Koli¢ina ukupnih fenola, flavonoida i neflavonoida, (mg GAE/100 g)*
Crveni

Vrste Komorac Zuta cikla Lucerna
kupus

Ukupni fenoli 408,03 137,90 115,31 120,16

Flavonoidi 214,47 54,14 64,29 60,11

Neflavonoidi 193,56 83,76 51,02 60,06

*mg ekvivalenata galne kiseline na 100 grama uzorka
Izvor: Fabek Uher i sur. (2023)



3. Materijal i metode
3.1. Provedba pokusa

IstraZivanje za potrebe ovog diplomskog rada provodilo se tijekom travnja i svibnja 2023.
godine u plasteniku pokusalista Zavoda za povréarstvo na Agronomskom fakultetu u Zagrebu.
Pokus je ukljucivao uzgoj sljede¢ih aromati¢nih vrsta: korijandra (Coriandrum sativum L.),
vlasca (Allium schoenoprasum L.), piskavice (Trigonella foenum-graecum), dragoljuba
(Tropaeolum majus L.) i crvenoslinog bosiljika (Ocimum basilicum). KoriSteno je sjeme
organskog podrijetla, nabavljeno od tvrtki Remsprout Company—Rem S.R.L. (Italija) te Lokvina
d.o.o. (Hrvatska).

Uzgoj mladih izdanaka navedenih pet aromaticnih biljaka proveden je na tri razlicita supstrata:
1. komercijalni supstrat za presadnice 'Klasman Potgrond H' — mjeSavina crnog i
finog bijelog treseta s vodotopivim gnojivom i mikroelementima

2. kokosova vlakna — usitnjena na manje dijelove

3. mjeSavina komercijalnog supstrata 'Klasman Potgrond H' i kokosovih vlakana.

Korijandar, vlasac, crvenolisni bosiljak, dragoljub i piskavica uzgajani su u posudama dimenzija
26 x 36 x 6,3 cm (0,094 m?). Pokus je postavljen po metodi slu¢ajnog bloknog rasporeda u 3
ponavljanja (slika 3.1.1.).

3 S —

Slika 3.1.1. Supstrati za uzgoj — 1. komercijalni supstrat za presadnice (S), 2. kokosova
vlakna (KV) i 3. mjeSavina kokosovih vlakana i komercijalnog supstrata (KV + S)

(Foto: M. Vrbanid)

Prije samog stavljanja supstrata u posude, kokosova vlakna trebalo je usitniti na manje dijelove
kako bi supstrat za uzgoj bio rahliji te kako bi se ostvarili bolji uvjeti za rast mladih izdanaka
(Slika 3.1.2.).



Slika 3.1.2. Priprema supstrata kokosovih vlakana (foto: M. Vrbani¢)

Tablica 3.1.1. UtroSak supstrata po uzgojnoj posudi

Supstrat Omijer (L)
Komercijalni supstrat 3
'Potgrond H'

Kokosova vlakna 4
Supstrat 'Potgrond H' + kokosova vlakna 1:2

Utrosak sjemena po uzgojnoj posudi prikazan je u tablici 3.1.2. Korijandar, vlasac i dragoljub
sijani su 11. travnja, a crvenolisni bosiljak i piskavica 14. travnja. Nakon sjetve sjemena u
posude s testiranim supstratima, posude su prekrivene papirnatim rucénicima koji su obilno
poprskani vodom i prekrivene poklopcima (slika 3.1.3) kako bi se naklijavanje provelo bez
svjetlosti, uz odrzavanje odgovarajuce vlage. Nakon tjedan dana od sjetve, poklopci su
uklonjeni te su uzgojne posude postavljene na stolove za uzgoj u plasteniku, a svakodnevno je
provedeno prskanje vodom.



Tablica 3.1.2. Utrosak sjemena aromati¢nog bilja u istraZivanju

Vrsta Koli¢ina sjemena (g) Utrosak (g/m?)
Korijandar 40 425
Vlasac 30 319
Crvenolisni bosiljak 30 319
Dragoljub 63 670
Piskavica 65 691

Slika 3.1.3. Gustocda sjetve vlasca i prekrivanje uzgojnih posuda papirnatim ru¢nicima
(foto: M. Vrbanic)
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Razvoj mladih izdanaka prikazan je na slikama 3.1.4. i 3.1.5., a u tablici 3.1.3. prikazana je
duZina vegetacije s obzirom na testirane kombinacije supstrata i vrste.

Tablica 3.1.3. Duzina vegetacije za istraZivane vrste, s obzirom na testirane supstrate

Vegetacijski 12 dana 15 dana 18 dana 20 dana 21 dan 23 dana

period
Vrste
K S,S+KV KV
D S,S + KV KV
\ S + KV S
B S,S+KV KV
P S,S+KV KV

Slika 3.1.5. Dragoljub 13 dana nakon sjetve (S) (foto: M. Vrbani¢)
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Tijekom uzgoja mladih izdanaka kontinuirano su mjerene maksimalna i minimalna dnevna
tempertura zraka u plasteniku, na temelju kojih je izracunata srednja dnevna temperatura
zraka. Iz grafikona 3.1.1. vidljivo je variranje minimalne dnevne temperature od 7,2 (22.
travnja) do 17,1°C (19. travnja), dok je maksimalna dnevna temperatura zraka bila u rasponu
od 14,9 (14. travnja) do 53,1 °C (23. svibnja). Navedeno je rezultiralo srednjim dnevnim
temperaturama zraka u rasponu od 12,05 do 34,4 °C, pri ¢emu je srednja dnevna temperatura
tijekom uzgoja iznosila 24,05 °C (podaci nisu prikazani).

60
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Grafikon 3.1.1. Minimalna, srednja i maksimalna dnevna temperatura zraka u plasteniku
tijekom istraZivanja
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Grafikon 3.1.2. Relativna vlaga zraka u plasteniku tijekom istrazivanja

Minimalna relativna vlaga zraka tijekom pokusa varirala je od 10 do 84 %, dok je maksimalna
vlaga zraka bila u rasponu od 70 do 99 % (grafikon 3.1.2.). Navedene vrijednosti rezultirale su
srednjom relativnom vlagom zraka u rasponu od 43 (25. travnja) do 91,5 % (11. svibnja) s
prosjecnom vrijednosti 54,8 % (podaci nisu prikazani).
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Berba mladih izdanaka obavljena je ru¢nim Skarama pri kojoj su izdanci odrezani malo iznad
povrsine supstrata. Berba mladih izdanaka korijandra, dragoljuba i piskavice na supstratu te
mjesavini supstrata i kokosovih vlakana bila je 26. travnja (slika 3.1.6. i 3.1.7.).

Slika 3.1.6. Mladi izdanci dragoljuba na komercijalnom supstratu pred berbu
(foto: M. Vrbanic)

Slika 3.1.7. Korijandar (S) (1) i piskavica (S) (2)
(foto M. Vrbanic)

Berba mladih izdanaka korijandra i piskavice na kokosovom vlaknu te bosiljka na dva supstrata
(S, S+KV) provedena je 2. svibnja, a izgled izdanaka u toj fazi prikazan je na slici 3.1.8.
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Slika 3.1.8. Mladi izdanci bosiljka na kokosovim vlaknima (foto: M. Vrbani¢)

Berba mladih izdanaka dragoljuba i bosiljka na kokosovim vlaknima te vlasca na supstratu
provedena je 4. svibnja. Berba mladih izdanaka vlasca na mjesavini supstrata i kokosovih
vlakana provedena je 25. svibnja (slika 3.1.9.). U uzgoju mladih izdanaka vlasca na kokosovim
vlaknima nije ostvarena dovoljna koli¢ina biljnog materijala za analizu specijaliziranih
metabolita (slika 3.1.10.).
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Slika 3.1.9. Mladi izdanci vlasca na supstratu (1) i na mjesavini supstrata i kokosovih
vlakana (2) (foto: M. Vrbani¢)
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Slika 3.1.10. Propadanje mladih izdanaka vlasca uzgojenih na kokosovim vlaknima
(foto: M. Vrbanic)

Tijekom berbe odreden je prinos mladih izdanaka po uzgojnoj posudi te su vrijednosti preracunate
za povrsinu 1 m?, odnosno prinos je izrazen u kg/m? (slika 3.1.11.).

SHVERCRpsy

Slika 3.1.11. Mjerenje prinosa mladih izdanaka piskavice na supstratu (foto: M. Vrbanic)
Nakon odredivanja prinosa, pripremljeni su reprezentativni uzorci (100 g) te su dostavljeni u

laboratorij Zavoda za poljoprivrednu tehnologiju, skladiStenje i transport na Agronomskom
fakultetu gdje je provedena kemijska analiza biljnog materijala.
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3.2. Analiza uzoraka

3.2.1. Analiza suhe tvari, ukupnih klorofila i karotenoida
Za odredivanje suhe tvari koristena je metoda susenja pri 105 °C (AOAC, 1995).

Aparaturai pribor:
e laboratorijski susionik
e eksikator
e staklene posudice
e analiticka vaga
e stakleni Stapié
e kvarcni pijesak

Postupak odredivanja:

U osusenu i izvaganu staklenu posudicu stavi se oko 5 g kvarcnog pijeska. Pomoc¢ni materijal
se potom osusi u laboratorijskom susioniku pod odredenim uvjetima sa skinutim poklopcem.
Nakon susSenja poklopac se stavi na posudicu, posudica se izvadi iz suSionika i ohladi u
eksikatoru, a zatim vaZe s tocnosc¢u 0,0002 g. U posudicu s pijeskom stavi se oko 2,5 g
pripremljenog uzorka, koji se dobro izmijesa staklenim Stapi¢em i sve zajedno se izvaze (slika
3.2.1.1.). Staklena posudica u kojoj se nalazi pijesak i ispitivana koli¢ina uzorka stavi se u
laboratorijski suSionik zagrijan na 105 °C + 0,5 °C u kojem se zagrijava. Nakon hladenja i
vaganja, suSenje se nastavlja sve dok razlika nakon dva uzastopna su$enja u razmaku od pola
sata ne bude manja od 0,001 g. Iznova se vaZe s to¢noscu + 0,0002 g.

Formula:

suha tvar (%) = T2~ Mo
m; — My
Gdje je:
Mo (g) - masa posudice i pomoénog materijala (kvarcni pijesak, stakleni stapi¢,
poklopac
m1 (g) - masa posudice s ispitivanim uzorkom prije susenja,
m3 (g) - masa posudice nakon susenja.
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Slika 3.2.1.1. Prikaz vaganja suhe tvari uzoraka (foto: M. Vrbanic)

Analiza klorofila i karotenoida napravljena je spektrofotometrijskom metodom po Holmu i
Wetstteinu. Ovom metodom odreduje se koncentracija kloroplastnih pigmenata (klorofil a,
klorofil b, ukupni klorofili) u acetonskom ekstraktu biljnog materijala. Postupak ekstrakcije i
odredivanja klorofila treba se izvoditi brzo u zamraéenim uvjetima (Holm, 1954; Wettstein,
1957). Na slici 3.2.1.2. prikazan je postupak odredivanja klorofila.
Aparatura i pribor:

e vaga

e staklena kiveta

e laboratorijski homogenizator

e Erlenmayerova tikvica (300 mL)

e vakuum pumpa na vodeni mlaz

e odmijerna tikvica (25 mL)

e spektrofotometar (Shimadzu UV 1650 PC)
Kemikalije:

e aceton

e magnezijev karbonat (MgC03)20

Priprema uzorka:

Odvagan je uzorak mase 0,2 g u staklenu kivetu, dodano je malo praha magnezijeva karbonata
zbog neutralizacije kiselosti te ukupni volumen od 15 mL acetona. Uzorak je homogeniziran
laboratorijskim homogenizatorom (IKA Ultraturax T18, Njemacka). Smjesa je kvantitativno
prenijeta na Blichnerov lijevak postavljen na Erlenmayerovu tikvicu umetnutu u vakuum bocu.
Macerat je profiltriran uz pomoé¢ vakuuma uz ispiranje lijevka acetonom te kvantitativno
prenesen u odmjernu tikvicu (25 mL) i nadopuni acetonom do oznake.

Postupak odredivanja:
Na spektrofotometru se ocita apsorbanca u dobivenom filtratu pri valnim duljinama 662, 644
i 440 nm, uz aceton kao slijepu probu.

17



Formula:

klorofila =9,784 X Aggy — 0,990 X Agsa mg/ L

klorofil b = 21,426 X Agsq — 4,65 X Agg, Mg /L

klorofila + b =5,134 X Agg, + 20,436 X Agga mg/ L
karatenoidi = 4,695 X A4 — 0,268 X (klorofila+ b) mg/L

Formula za izraCunavanje koncentracije pigmenata u mg/g svjeze tvari:

cl1xV

cmgg=—r
Prema kojoj je:
¢ (mg/g) — masena koncentracija pigmenata
cl (mg/L) — masena koncentracija pigmenata
V (mL) — volumen filtrata

m (mg) — masa uzorka

Slika 3.2.1.2. Prikaz postupka odredivanja klorofila — 1. uzorak s acetonom koji se
homogenzira, 2. filtracija uzorka, 3. spektrofotometar (foto: M. Vrbanic)

3.2.2. Odredivanje vitamina C

Metoda koja se koristila za odredivanje sadrzaja vitamina C (askorbinske kiseline) mladih
izdanaka temelji se na oksidaciji L-askorbinske kiselinu u dehidroaskorbinsku bazu, dok boja
reagensa ne prijede u bezbojnu leukobazu, pa sluzi istovremeno i kao indikator. Na slici
3.2.2.1. prikazan je dio postupka za odredivanje sadrzaja vitamina C.
Aparaturai pribor:

e odmijerna tikvica volumena 100 mL

e tehnicka vaga

e lijevak
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e casavolumena 100 mL
e Erlenmeyerova tikvica

o filtar papir
e Dbireta
Reagensi:

e oksalna kiselina (2%)
e 2,6-diklorfenolindofenol

Postupak odredivanja:

Uzorak mase 10 g se homogenizira uz dodatak 2 %-tne otopine oksalne kiseline (v/v) i
kvantitativno prenosi u odmjernu tikvicu od 100 mL. Uz povremeno mijeSanje, nakon jednog
sata, odmjernu tikvicu se nadopuni do oznake otopinom 2 %-tne oksalne kiseline. Filtrat se
titrira otopinom 2,6-diklorindofenola. 1z utroSenog 2,6-diklorindofenola za titraciju filtrata do
pojave ruzi¢aste boje koja je bila postojana pet sekundi, izraCuna se sadrzaj L-askorbinske
kiseline u uzorcima te se izrazi u mg/100 g svjeZe mase.

Formula za izracun:

Vitamin C (mg/100 g svjeze tvari) = % X 100

Gdje je: V (mL) - volumen utrosenog 2,6-diklorindofenola pri titraciji
F* - faktor otopine 2,6-diklorindofenola
D (g) - masa uzorka u filtratu

il IS : — X
Slika 3.2.2.1. Prikaz postupka za vitamin C- filtracija uzorka nakon koje slijedi pipetiranje u 4
tikvice (foto M. Vrbanic)

3.2.3. Odredivanje ukupnih fenola, flavonoida i neflavonoida

Za odredivanje ukupnih fenola koristi se Folin-Ciocalteu metoda u kojoj se fenoli odreduju
spektrofotometrijski u etanolnom ekstraktu uzorka mjerenjem nastalog intenziteta plavog
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obojenja pri valnoj duljini 750 nm. Metoda se bazira na kolornoj reakciji fenola s Folin-
Ciocalteu reagensom. Folin-Ciocalteu reagens je smjesa fosfovolframove i fosfomolibden
kiseline, a pri oksidaciji fenolnih spojeva ove kiseline reduciraju se volfram-oksid i molibden-
oksid koji su plavo obojeni (Ough i Amerine, 1988).
Aparatura i pribor:

e tehnicka vaga (s tocnoséu +0,01)

e konusna tikvica

e odmjerna tikvica (50 i 100 mL)

e obicni lijevak

o filtar papir

e povratno hladilo
pipete (1, 2,5,10i 25 mL)
kivete

spektrofotometar
Kemikalije:
e etanol (80%)
e Folin-Ciocalteu reagens
e zasicena otopina natrijevog karbonata (Na>CO3s)

a) lzrada baZdarnog pravca:

Za pripremu baZdarnog pravca odvaZze se 500 mg galne kiseline koja se otopi u 80%-om
etanolu i nadopuni u odmjernoj tikvici od 100 mL do oznake. Od pripremljene otopine galne
kiseline prirede se razrjedenja, tako da se otpipetira redom (0, 1, 2, 3, 5 i 10) mL alikvota
standarda u svaku tikvicu i potom se nadopunjavaju do oznake 80 % etanolom. Koncentracije
galne kiseline u tikvicama iznose (0, 50, 100, 150, 250 i 500) mg/L. Iz svake tikvice otpipetira
se 0,5 mL uzorka u odmjerne tikvice od 50 mL. Potom se dodaje redom 30 mL destilirane
vode, 2,5 mL F.C. reagensa i 7,5 mL zasiéene otopine natrijevog karbonata. Dobro se izmijesa
i nadopunjava destiliranom vodom do oznake. Uzorci se ostave dva sata na sobnoj
temperaturi. Nakon toga mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini 750 nm uz destiliranu vodu
kao slijepu probu. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se baZzdarni pravac tako da se
na apscisi nanese koncentracija galne kiseline (mg/L), a na ordinati izmjerene vrijednosti
apsorbancije.

b) Ekstrakcija fenolnih spojeva iz uzorka voca ili povrca

Na tehnickoj vagi odvaZze se 10 g uzroka s to¢noséu 0,01 i homogenizira s 40 mL 80%- og
etanola. Homogena smjesa se kuha 10 min uz povratno hladilo te se dobiveni ekstrakt filtrira
u odmjernu tikvicu od 100 mL preko naboranog filtar papira. Zaostali talog zajedno s filtar
papirom ponovno se prebaci u tikvicu sa slifom, doda se 50 mL 80%-og etanola i uz povratno
hladilo se kuha jo$ 10 min (slika 3.2.3.1). Dobiveni ekstrakt se spoji s prethodno dobivenim
ekstraktom te se odmjerna tikvica nadopuni do oznake 80%-im etanolom. Reakcija s Folin-
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Ciocalteu reagensom provodi se kako slijedi: u odmjernu tikvicu od 50 mL se otpipetira 0,5 mL
ekstrakta i redom doda 30 mL destilirane vode, 2,5 mL Folin-Ciocalteu reagensa (razrijedenog
u omjeru 1:2 destiliranom vodom) i 7,5 mL otopine zasi¢enog natrijeva karbonata. Sadrzaj
tikvice se dobro promucéka i nadopuni destiliranom vodom do oznake. Uzorci se ostave stajati
2 h na sobnoj temperaturi nakon ¢ega se izmjeri apsorbanca pri valnoj duljini od 750 nm uz
destiliranu vodu kao slijepu probu.

Racun:
Bazdarni pravac nacrta se pomoc¢u racunala u programu Microsoft Excel te se izracuna
jednadzba pravca prema kojoj se izracuna koncentracija ukupnih fenola.
Formula za izraun:
y =0,001 x + 0,0436
Prema kojoj je: y —apsorbancija na 750 nm
x — koncentracija galne kiseline (mg/ L)

Slika 3.2.3.1. Postupak za odredivanje ukupnih fenola — prokuhavanje uzorka zajedno s filter
papirom (foto: M. Vrbanic)

Za taloZenje flavonoidnih fenolnih spojeva preporuca se upotreba formaldehida. Formaldehid
reagira s C-6 ili C-8 pozicijom na 5,7-dihidroksi flavonoidu stvarajuci metilol derivate koji dalje
reagiraju s drugim flavonoidnim spojevima takoder na C-6 ili C-8 poziciji. Pri tome nastaju
kondenzirane molekule koje se uklone filtriranjem. Ostatak neflavonoidnih fenola odreduje se
po metodi za ukupne fenole (Ough i Amerine, 1988). Razlika ukupnih fenola i neflavonoida
daje sadrzaj flavonoida.
Aparaturai pribor:

o filter papir

e stakleni lijevci

e Erlenmeyer-ova tikvica sa Slifom i ¢epom volumena 25 mL

e pipete volumena (1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL, 25 mL)

e analiticka vaga
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e staklene kivete
e spektrofotometar (Shimadzu UV 1650 PC) 19
Kemikalije:

e klorovodic¢na kiselina, HCl 1:4 ( koncentrirana HCl razrijedi se vodom
uomjeru 1:4)

e formaldehid (13 mL 37 %-og formaldehida u 100 mL vode)

e dusik za propuhivanje uzorka

e zasi¢ena otopina natrijeva karbonata

e Folin-Ciocalteu reagens

e 80 %-ni etanol

Postupak odredivanja:

Otpipetira se 10 mL ekstrakta u tikvicu od 25 mL i doda 5 mL otopine HCl (1:4) te 5 mL
formaldehida. Smjesa se propuse dusikom, zatvori i ostavi stajati 24 sata na sobnoj
temperaturi u mraku. Sljedeci dan se profiltrira preko filter papira i slijedi isti postupak kao za
odredivanje ukupnih fenola.

Racun: Koncentracija neflavonoida izraCunava se na isti naéin kao i koncentracija ukupnih
fenola uzimajuéi u obzir i dodatna razrjedenja. Iz razlike koli¢ine ukupnih fenola i neflavonoida
odredi se koli¢ina ukupnih flavonoida.

3.2.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

Metoda se temelji na gasenju stabilnog plavo-zelenog radikal-kationa 2,2'-azinobis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS *radikal-kationa) koji se oblikuje bilo kemijskom
ili enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a Ciji je karakteristican adsorpcijski maksimum pri
valnoj duljini od 734 nm. U prisutnosti antioksidansa ABTS'* kation se reducira u ABTS, a
reakcija se olituje obezbojenjem plavo-zelene otopine. Udio uklonjenih ABTS radikala koji
»,gase” razlic¢iti antioksidansi mjeri se praéenjem smanjenja apsorbancije ABTS radikala te se
usporeduje sa smanjenjem apsorbancije koju uzrokuje dodatak odredene koli¢ine Troloxa (6-
hidroksi-2,5,6,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiseline) pri istim uvjetima (Miller i sur.,
1993; Re i sur., 1999).

Priprema reagensa:

1. dan:
- 140 mM otopina kalijeva persulfata, K25208 (0,1892 g K25208 izvaze se i otopi u 5 mL
destilirane vode u odmjernoj tikvici od 10 mL
- 7 mM ABTS otopina (0,0192 g ABTS reagensa otopi se u 5 mL destilirane vode u odmjernoj
tikvici od 10 mL)
- stabilna ABTS'* otopina (88 uL K25208 otopine (140mM) prenese se u tikvicu u kojoj se
nalazi 5 mL otopine ABTS-a; sadrzaj tikvice se dobro promijesa, zatvori, obloZi aluminijskom
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folijom i ostavi stajati 12-16 sati pri sobnojtemperaturi; stajanjem intenzitet plavo-zelene boje
se pojacava)

2. dan:

Na dan provodenja svih analiza priprema se 1%-na otopina ABTS't (1 mL ABTS *otopine
otpipetira se u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni 96%-im etanolom do oznake. Nakon
toga mjeri se apsorbanca 1%-ne otopine ABTS'+ pri 734 nm koja mora iznositi 0,70 + 0,02. Ako
apsorbanca otopine ne iznosi 0,734 onda ju je potrebnom namjestiti, odnosno ako je
apsorbanca premala u tikvicu od 100 mL pripremljene 1%-ne otopine ABTS'* treba dodati jo$
par kapi stabilne ABTS *otopine, a ako je apsorbanca prevelika onda treba razrijediti odnosno
u tikvicu (100 mL) dodati jo$ 96 %-og etanola.

Priprema uzoraka za analizu:

Procedura ekstrakcije iz uzoraka ista je kao i u protokolu odredivanja fenola Folin-Ciocalteu
metodom. ABTS metodu najbolje je provesti kada se rade i fenoli te iz pripremljenih fenolnih
ekstrakata napraviti analizu i za fenole i za ABTS tako da se poslije rezultati sadrzaja fenola i
ABTS-a mogu korelirati.

Postupak odredivanja (spektrofotometrijski):
160 plL uzorka (ekstrakta) pomije$a se s 2 mL 1%-ne otopine ABTS'* te se nakon 1 min mjeri
apsorbanca na 734 nm. Za slijepu probu se koristi 96 % etanol.

Izrada bazdarnog pravca:

Za izradu bazdarnog pravca u ABTS metodi koristi se Trolox koji uzrokuje smanjenje boje
ABTS Totopine. To¢ke odredene za izradu bazdarnog pravca su (0, 100, 200, 400, 1000, 2000
i 2500) umol/dm3. Najprije se pripremi stock otopina i to tako da se u odmjernu tikvicu od 25
mL izvaze 0,0156 Trolox-a, a tikvica se 80 %-im etanolom nadopuni do oznake. Iz stock otopine
uzimaju se sljedeci volumeni Trolox-a za pripremu daljnjih razrjedenja koja se pripremaju u
odmjernim tikvicama od 25 mL1

e 0 — 0mLTrolox (samo EtOH)
e 100— 04 mL

e 200— 0,8 mL

e 400— 1,6mL

e 1000— 4 mL

e 2000— 8 mL

e 2500— 10 mL

Nakon pripreme navedenih koncentracija Trolox-a iz svake tikvice u kojoj je navedena
koncentracija Trolox-a uzima se 160 pL otopine Trolox-a i dodaje 2 mL 1%-ne ABTS *otopine
podesene apsorbance (0,70 £ 0,02). Nakon $to pomijeSamo dodanu koncentraciju Trolox-a i 1
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%-ne ABTS'* otopine izmjeri se apsorbanca pri 734 nm. | tako za svaku to¢ku koncentracije
Troloxa. Temeljem izmjerenih vrijednosti apsorbanca za svaku tocku napravi se bazdarni
pravac.

3.2.5. Statisticka obrada podataka
Podaci istraZivanja statisti¢ki su obradeni u programskom sustavu SAS, verzija 9.3 (SAS/STAT,
2017). Rezultati za sva svojstva analizirani su putem analize varijance (ANOVA), a sve

laboratorijske analize provedene su u tri repeticije. Srednje vrijednosti usporedene su t-
testom (LSD) na razini signifikantnosti p<0,05.
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Prinos mladih izdanaka

U grafikonu 4.1.1. prikazan je prinos mladih izdanaka testiranih vrsta. Najveci prinos zabiljezen
je u uzgoju mladih izdanaka piskavice (2,11 kg/m?) i bio je gotovo 4 puta veéi od prinosa
izdanaka vlasca (0,49 kg/m?). S obzirom na testirane supstrate najveci prinos ostvaren je pri
uzgoju mladih izdanaka na komercijalnom supstratu (2,15 kg/m?), a najmanji na kokosovim
vlaknima (0,48 kg/m?). Promatrajuéi kombinacije vrste i uzgojnog supstrata, prinos je varirao
od 0,36 (korijandar x kokosova vlakna) do 3,29 kg/m? (piskavica x supstrat). Statisti¢ki jednak
prinos zabiljeZen je kod izdanaka bosiljka i dragoljuba kod uzgoja na tresetnom supstratu (2,54
i 2,47 kg/m?). Najmaniji i statisticki jednak prinos ostvaren je kod izdanaka korijandra i
dragoljuba na supstratu od kokosovih vlakana.
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S-supstrat, KV-kokosova vlakna, S+KV- supstrat i kokosova vlakna, K — korijandar, D — dragoljub, P — piskavica, B — bosiljak, V — vlasac
Razli¢ita slova predstavljaju znacajno razliCite prosjecne vrijednosti prema LSD testu, p<0,05

Grafikon 4.1.1. Prinos mladih izdanaka

Prema Bulgari i sur. (2021), prinos mladih izdanaka uzgojenih na kokosovim vlaknima, juti i
vermikulitu varirao je od 1,90 (juta) do 3,10 kg/m? (vermikulit). Navedene vrijednosti sukladne
su rezultatima prinosa u istrazivanju ovog diplomskog rada (grafikon 4.1.1.).

U istrazivanju Brlek (2019) mladi izdanci suncokreta, graska, poriluka, brokule i cikle uzgojeni
su na komercijalnom supstratu, mjeSavini perlita i supstrata te na supstratu jute. Na tresetnom
supstratu zabiljeZeni su najvedéi prinosi od kojih je brokula imala najvedéi prinos (1,69 kg/m?),
dok je najmanji prinos zabiljeZen na mladim izdancima cikle (0,513 kg/m?). U ovom
diplomskom radu, uzgoj mladih izdanaka na tresetnom supstratu rezultirao je veéim prinosom
u odnosu na istrazivanje Brlek (2019).
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4.2. Sadrzaj suhe tvari

Iz grafikona 4.2.1. vidljive su statisticki opravdane razlike u sadrZaju suhe tvari izmedu
testiranih vrsta, supstrata i njihovih kombinacija. Najvedi sadrzaj suhe tvari (13,10 %) utvrden
je kod uzgoja na kokosovim vlaknima, a najmanji sadrzaj suhe tvari pri uzgoju na
komercijalnom supstratu (7,08 %). S obzirom na testirane vrste aromati¢nog bilja, u rang
statisticki najvece koli¢ine suhe tvari pripadali su korijandar (11,64 %) i piskavica (11,70 %).
Najmanja koli¢ina suhe tvari utvrdena je u izdancima crvenolisnog bosiljka (6,29 %). Sadrzaj
suhe tvari iznad 15 % utvrden je pri kombinacijama korijandar x kokosova vlakna (22,48 %),
piskavica x kokosova vlakna (17,91 %) te dragoljub x kokosova vlakna (15,32 %). Najmaniji
sadrZaj suhe tvari utvrden je u izdancima bosiljka uzgojenih na tresetnom supstratu (4,56 %)
te mjesSavini tresetnog supstrata i kokosovih vlakana (4,49 %).
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Razli¢ita slova predstavljaju znacajno razlicite prosjecne vrijednosti prema LSD testu, p<0,05

Grafikon 4.2.1. Sadrzaj suhe tvari mladih izdanaka

U istraZivanju Bulgari i sur. (2021) suha tvar mladih izdanaka crvenolisnog bosiljka na
kokosovim vlaknima iznosila je 5,9 % Sto je znacajno manje od suhe tvari dobivene u ovom
diplomskom radu (9,80 %). Navedene razlike mogu biti rezultat razli¢itog koriStenog
sortimenta bosiljka, kemijskog sastava kokosovih vlakana, ali i abiotskih ¢imbenika tijekom
uzgoja.

U istrazivanju Xiao i sur. (2012), od 25 uzgojenih mladih izdanaka vrsta na komercijalnom
supstratu, sadrzaj suhe tvari varirao je od 4,9 do 10,2 % Sto je dvostruko manje od maksimalne
vrijednosti suhe tvari zabiljezene u ovom radu (22,48 %; korijandar x kokosova vlakna). U
odnosu na rezultate ovog diplomskog rada, Xiao i sur. (2012) zabiljezili su manju suhu tvar u
izdancima korijandra (8,3 %).
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U istrazivanju Brlek (2019), najvedi sadrzaj suhe tvari svih vrsta mladih izdanaka ostvaren je na
supstratu jute u rasponuizmedu 6,81 % i 9,77 %. Mladi izdanci poriluka su imali najveéi sadrzaj
suhe tvari (9,77 %), koji je sukladan sadrzaju suhe tvari mladih izdanaka dragoljuba (9,44 %)
uzgojenih na kombinaciji tresetnog supstrata i kokosovih vlakana te izdancima crvenolisnog
bosiljka uzgojenih na kokosovim vlaknima (9,80%).

Prema rezultatima istrazivanja Fabek Uher i sur. (2023) hidroponski uzgoj mladih izdanaka
lucerne, crvenog kupusa, Zute cikle i komoraca rezultirao je prosje¢nom vrijednosti suhe tvari
od 7,85 %, Sto je usporedivo s vrijednosti suhe tvari na tresetnom supstratu u ovom radu (7,04
%).

4.3. Sadrzaj ukupnih klorofila i karotenoida

U grafikonu 4.3.1. prikazan je sadrzaj ukupnih klorofila mladih izdanaka testiranih biljnih vrsta,
uzgojnih supstrata i njihovih kombinacija. Izdanci dragoljuba izdvajali su se najve¢im sadrzajem
ukupnih klorofila (0,69 mg/g svjeze mase), a nesto maniji i statisticki jednak sadrzaj utvrden je
u mladi izdancima korijandra i piskavice (0,57 mg/g SM). Crvenolisni bosiljak sadrzi vise
antocijana nego klorofila radi svojih crveno — ljubicastih listova te je najmanji sadrzaj ukupnih
klorofila utvrden u izdancima ove vrste (0,39 mg/g SM). S obzirom na testirane supstrate,
najvedi sadrzaj ukupnih klorofila utvrden je pri uzgoju mladih izdanaka na kokosovim vlaknima
(0,58 mg/g SM), a najmanji kod kombinacije tresetnog supstrata i kokosovih vlakana (0,49
mg/g SM). Promatrajuci kombinacije biljne vrste i supstrata, sadrzaj ukupnih klorofila bio je u
rasponu od 0,31 (bosiljak x S+KV) do 0,96 mg/g SM (dragoljub x kokosova vlakna).
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Razlicita slova predstavljaju znacajno razlicite prosjecne vrijednosti prema LSD testu, p<0,05

Grafikon 4.3.1. Sadrzaj ukupnih klorofila mladih izdanaka
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U grafikonu 4.3.2. prikazan je sadrzaj ukupnih karotenoida mladih izdanaka testiranih vrsta
aromaticnog bilja. Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u testiranim supstratima, dok su
se izmedu testiranih vrsta najvecom koli¢inom karotenoida izdvajali mladi izdanci dragoljuba
(0,17 mg/g SM). U mladim izdancima crvenolisnog bosiljka utvrdena je najmanja koli¢ina
ukupnih karotenoida (0,09 mg/g SM). Sukladno koli¢ini ukupnih klorofila, kod dragoljuba
uzgajanog na kokosovim vlaknima utvrdena je najveca koli¢ina ukupnih karotenoida (0,211
mg/g SM). Takoder, visokim sadrzajem ukupnih karotenoida izdvajali su se mladiizdanci vlasca
uzgojeni na kombinaciji supstrata i kokosovih vlakana (0,192 mg/g SM).
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Razli¢ita slova predstavljaju znacajno razliCite prosjecne vrijednosti prema LSD testu, p<0,05

Grafikon 4.3.2. Sadrzaj ukupnih karotenoida mladih izdanaka

U istraZzivanju Choe i sur. (2018) koli¢ina B-karotena u mladim izdancima crvenog kupusa
iznosila je 0,115 mg/g SM sto je sukladno vrijednostima kod mladih izdanaka korijandra i
piskavice (0,116 mg/g SM; S+KV) u ovom diplomskom radu. U istraZivanju Fabek Uher i sur.
(2023) koli¢ina karotenoida mladih izdanaka komoraca iznosila je 0,196 mg/g SM, Sto je
usporedivo s koli¢inom karotenoida mladih izdanaka vlasca (0,192 mg/g SM; S + KV) u ovom
diplomskom radu. Isto tako, koli¢ina karotenoida Zute cikle (0,089 mg/g SM) usporediva je s
koli¢inom u mladim izdancima crvenolisnog bosiljka na tresetnom supstratu i kombinaciji
tresetnog supstrata i kokosovih vlakana s prosjecnom vrijednosti od 0,072 mg/g SM.

4.4, Sadrzaj vitamina C

Povecanjem kolic¢ine askorbinske kiseline u biljkama, moZe se povedati otpornost na stresne
okolisne uvjete. Naime, fotosintetizirajuéa tkiva poput cvjetova, vrskova korijenja, plodova i
spremisnih organa biljke, imaju vece koncentracije askorbinske kiseline (Gest i sur., 2013).
Koncentracija askorbinske kiseline ovisi o razvojnom stadiju biljke, okoliSnim uvjetima i
fizioloSkoj zrelosti (Mati¢, 2014). Askorbinska kiselina ima utjecaj na biosintezu nekih biljnih
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hormona poput etilena i apscizinske kiseline. Proces fotosinteze povecava se u fazi kotiledona,
Sto izravno potice proizvodnju glukoze koja je vazan prethodni ¢imbenik u sintezi askorbinske
kiseline (Fabek Uher i sur., 2023). Takoder, koli¢ina askorbinske kiseline, odnosno vitamina C,
povecava se rastom liS¢a, a smanjuje se starenjem biljke (Huang, 2019).

Izmedu testiranih vrsta, uzgojnih supstrata i njihove interakcije utvrdene su statisticki
opravdane razlike u sadrzaju vitamina C mladih izdanaka (grafikon 4.4.1.). Statisticki jednak
sadrzaj vitamina C utvrden je kod mladih izdanaka uzgojenih na supstratu (S) i mjeSavini
supstrata i kokosovih vlakana (S+KV) te je iznosio 71,17 mg/100 g SM, odnosno, 70,46 mg/100
g SM. Mladi izdanci dragoljuba imali su najveci sadrZaj vitamina C (127,9 mg/100 g SM). Mladi
izdanci vlasca imali su najmaniji sadrzaj vitamina C (22,74 mg/100 g SM) 3to je rezultat niskog
sadrzaja vitamina C posebice pri uzgoju na kombinaciji supstrata i kokosovih vlakana (S+KV).
Koli¢ina vitamina C u mladim izdancima korijandra nije se znacajno razlikovala s obzirom na
koristeni supstrat.
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Grafikon 4.4.1. Sadrzaj vitamina C mladih izdanaka

U ovom diplomskom radu sadrzaj vitamina C varirao je gotovo u identi¢cnom rasponu koji
navode Xiao i sur. (2012). Prema navedenim autorima koli¢ina vitamina C u mladim izdancima
crvenog kupusa bila je jednaka sadrzaju vitamina C mladih izdanaka dragoljuba iz ovog
diplomskog rada. No, u istrazivanju Xiao i sur. (2012) mladi izdanci crvenolisnog bosiljka
sadrzavali su vecu koli¢inu vitamina C (90 mg/100 g SM) u odnosu na mlade izdanke
zelenolisnog bosiljka (71 mg/100 g SM). Ostvarene vrijednosti vitamina C u izdancima bosiljka
bile su vece od koli¢ine utvrdene u izdancima crvenolisnog bosiljka u ovom diplomskom radu
(56,04 mg/100 g SM).
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El-Nakhel i sur. (2021) proveli su istraZzivanje nutritivne vrijednosti perSina u fazi mladih
izdanaka na tresetnom supstratu. Mladi izdanci persina sadrzavali su 20,26 mg/100 g SM
vitamina Csto je znacajno manje u odnosu na vrste mladih izdanaka u ovom diplomskom radu,

Ciji je prosjecni sadrzaj vitamina C iznosio 68,01 mg/100 g SM.

Prema Fabek Uher i sur. (2023) raspon sadrzaja vitamina C mladih izdanaka varirao je izmedu
28,20 (zuta cikla) i 74,94 mg/100 g SM (komorac). U istom radu, u mladim izdancima crvenog
kupusa sadrzaj vitamina C iznosio je 49,34 mg/100 g SM $to je usporedivo s koli¢éinom vitamina
C mladih izdanaka crvenolisnog bosiljka (K, S + KV; oko 50 mg/100 g SM) i vlasca (S; 46,53
mg/100 g SM) u ovom radu.

U radu Ghoora i sur. (2020) uzgajani su mladi izdanci Spinata, mrkve, gorusice, luka, rotkvice,
piskavice, suncokreta, komoraca i bosiljka na kokosovim vlaknima. Visokim sadrzajem
vitamina C izdvajali su se izdanci piskavice (95 mg/100 g SM) i Spinata (75 mg/100 g SM).
Ostvareni rezultati sukladni su sadrzaju vitamina C u mladim izdancima dragoljuba uzgojenih
na supstratu (122,76 mg/100 g SM) te izdancima korijandra i piskavice.

4.5. Ukupni fenoli

Iz grafikona 4.5.1. vidljive su statisticki opravdane razlike u sadrzaju ukupnih fenola izmedu
testiranih vrsta, uzgojnih supstrata i njihove kombinacije. Ukupne fenole predstavljaju
flavonoidi i neflavonoidi. Ukupni fenoli mjere se u miligramima ekvivalenata galne kiseline po
100 grama svjeZze mase uzorka, a galna kiselina sluzi za odredivanje bazdarnog pravca koji se
koristi u metodi za odredivanje ukupnih fenola.

Sadrzaj ukupnih fenola bio je u rasponu od 66,06 (vlasac x S) do 375 mg GAE/100 g SM
(dragoljub x KV). Uzgoj mladih izdanaka dragoljuba na mjesavini supstrata i kokosovih vlakana
rezultirao je visokim sadrzajem ukupnih fenola (341,25 mg GAE/100 g SM). Nesto niza koli¢ina
ukupnih fenola utvrdena je u izdancima korijandra na kokosovim vlaknima (311,95 mg
GAE/100 g SM) i pri uzgoju crvenolisnog bosiljka na istom supstratu (KV) (282,68 mg GAE/100
g SM). Mladi izdanci vlasca isticali su se najmanjim sadrzajem ukupnih fenola (51,43 mg
GAE/100 g SM), dok je najveci sadrzaj utvrden u mladim izdancima dragoljuba (304,97 mg
GAE/100 g SM). Supstrat je znacajno utjecao na koli¢inu ukupnih fenola, a najvise ukupnih
fenola utvrdeno je u mladim izdancima uzgojenim na kokosovim vlaknima (234,28 mg
GAE/100 g SM), a dvostruko manje pri uzgoju na komercijalnom supstratu (124,33 mg
GAE/100 g SM).
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Grafikon 4.5.1. Sadrzaj ukupnih fenola mladih izdanaka

U istrazivanju Fabek Uher i sur. (2023) mladi izdanci komoracda sadrzavali su najvise ukupnih
fenola (408,03 mg GAE/100 g SM), sto je vise od maksimalnih vrijednosti u ovom diplomskom
radu. Sadrzaj ukupnih fenola mladih izdanaka lucerne i crvenog kupusa podjednak je
vrijednostima ostvarenim u mladim izdancima piskavice pri uzgoju na kombinaciji supstrata i
kokosovih vlakana (S+KV) te bosiljka uzgojenog na supstratu (S).

U radu Teng i sur. (2021) odreden je prinos, mineralni sastav i sadrzaj specijaliziranih
metabolita 30 vrsta mladih izdanaka. Sadrzaj ukupnih fenola varirao je izmedu 88,6 (repa) i
811,2 mg/GAE 100 g SM (rotkvica). SadrZaj ukupnih fenola mladih izdanaka crvenog kupusa
bio je 306,7 mg/GAE 100 g SM, dok Fabek Uher i sur. (2023) navode dvostruko manji sadrzaj
ukupnih fenola u mladim izdancima crvenog kupusa (115,31 mg/GAE 100 g SM). Nadalje,
sadrzaj ukupnih fenola crvenog kupusa iz rada Teng i sur. (2021) podjednak je sadrzaju mladih
izdanaka korijandra na kokosovim vlaknima (311,95 mg GAE/100 g SM).

U istraZivanju Kowitcharoen i sur. (2021) uzgajani su mladi izdanci vrsta iz porodica
Brassicaceae, Fabaceae, Polygonaceae, Malvaceae i Convolvulaceae. Sadrzaj ukupnih fenola u
mladim izdancima piskavice bio je 59,72 mg/GAE 100 g SM, $to je manje od sadrZaja ukupnih
fenola izdanaka piskavice uzgojenih na supstratu (91,08 mg GAE/100 g SM) u ovom
diplomskom radu. Sadrzaj ukupnih fenola mladih izdanaka le¢e u navedenom istrazivanju bio
je sukladan sadrzaju fenola u izdancima vlasca uzgojenim na kombinaciji supstrata i kokosovih
vlakana.
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4.5.1. Flavonoidi i neflavonoidi

U grafikonu 4.5.1.1. prikazan je utjecaj supstrata, vrste i njihove interakcije na sadrzaj
flavonoida u mladim izdancima. Flavonoidi i neflavonoidi ¢ine ukupne fenole. Dragoljub se
izdvajao najvecim sadrzajem ukupnih fenola, od kojih je flavonoida 141,64 mg GAE/100 g SM.
Mladi izdanci vlasca izdvajali su najmanjim sadrzajem ukupnih fenola te je isti trend uocen i
pri sadrzaju flavonoida (25,98 mg GAE/100 g SM).

Najvedi sadrzaj flavonoida utvrden je pri uzgoju izdanaka na kokosovim vlaknima (106,67 mg
GAE/100 g SM), a najmanji na tresetnom supstratu (52,22 mg GAE/100 g SM). S obzirom na
kombinaciju vrste i supstrata, sadrZaj flavonoida varirao je od 28,36 (vlasac x supstrat) do
177,9 mg GAE/100 g SM (dragoljub x kokosova vlakna).

U istrazivanju Fabek Uher i sur. (2023) sadrzaj flavonoida mladih izdanaka je varirao od 60,11
(lucerna) do 214,47 mg GAE/100 g SM (komorac) $to je manje od vrijednosti flavonoida mladih
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Grafikon 4.5.1.1. Sadrzaj flavonoida mladih izdanaka

U ovom istrazivanju u svim mladim izdancima testiranih vrsta utvrdena je veca koli¢ina
neflavonoida u odnosu na flavonoide (grafikon 4.5.1.2.). Najvedi sadrZaj neflavonoida utvrden
je uizdancima dragoljuba (163,33 mg GAE/100 g SM), a najmanji u izdancima vlasca (25,45 mg
GAE/100 g SM). Kao i kod sadrZaja flavonoida, pri uzgoju mladih izdanaka na kokosovim
vlaknima utvrden je najveci sadrzaj neflavonoida (127,6 mg GAE/100 g SM). Korijandar,
dragoljub i bosiljak imali su najvece vrijednosti neflavonoida u mladim izdancima uzgojenim
na supstratu kokosovih vlakana (176,08, 197,23 i 153,4 mg GAE/100 g SM).
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U istraZzivanju Fabek Uher i sur. (2023) raspon neflavonoida varirao je od 51,02 (Zuta cikla) do
193,56 mg GAE/100g SM (komorac). Sadrzaj neflavonoida u izdancima komoraca, moze se
usporediti sa sadrZzajem mladih izdanaka dragoljuba (KV i S + KV; 197,3 i 183,91 mg GAE/100
g SM) u ovom radu.
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Grafikon 4.5.1.2. SadrZaj neflavonoida mladih izdanaka

4.6. Antioksidacijski kapacitet — ABTS metoda

U ovom istrazivanju utvrden je statisticki opravdan utjecaj vrste, supstrata i njihove
kombinacije na antioksidacijski kapacitet mladih izdanaka (grafikon 4.6.1.). U ovom je
istrazivanju antioksidacijski kapacitet odreden ABTS metodom te se mjeri u mikromolima
ekvivalenata Troloksa po litri svjeze mase uzorka. Antioksidansi su spojevi koji smanjuju
oStecéenje stanica i oksidativni stres, a smanjuju ih na nacin da sprjecavaju djelovanje slobodnih
radikala njihovom neutralizacijom i stabilizacijom (Martinovi¢, 2017).

Sve vrste mladih izdanaka u ovom diplomskom radu, imale su visoke vrijednosti
antioksidacijskog kapaciteta. Nisu utvrdene razlike u antioksidacijskom kapacitetu izmedu
izdanaka bosiljka (2481,1 umol TE/L), korijandra (2467,6 umol TE/L) i dragoljuba (2460,4 pmol
TE/L). S obzirom na uzgojni supstrat, najveci antioksidacijski kapacitet utvrden je pri uzgoju na
kombinaciji tresetnog supstrata i kokosovih vlakana (2410,8 umol TE/L). Sukladno tome,
najveéi antioksidativni kapacitet zabiljezen je u mladim izdancima korijandra uzgojenih na
kokosovim vlaknima (2498,57 umol TE/L).
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Grafikon 4.6.1. Antioksidacijski kapacitet mladih izdanaka odreden ABTS metodom

Usporedujuci rezultate s vrijednostima iz istraZzivanja Fabek Uher i sur. (2023), vidljivo je da
sve vrste mladih izdanaka imaju visok antioksidacijski kapacitet, iako nesto nizi antioksidacijski
kapacitet imaju mladi izdanci piskavice uzgojeni na supstratu (1928,74 umol TE/L) u odnosu
na ostale vrste mladih izdanaka u oba istrazivanja.
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5. Zakljucak

Na temelju provedenog istraZzivanja utjecaja razli¢itih uzgojnih podloga na prinos i sadrzaj

specijaliziranih metabolita mladih izdanaka crvenolisnog bosiljka, vlasca, piskavice, dragoljuba

i korijandra moze se zakljuciti sljedece:

Supstrat je znacajno utjecao na prinos mladih izdanaka testiranih vrsta aromatic¢nog
bilja.

S obzirom na kombinaciju vrste i uzgojnog supstrata, najveci prinos mladih izdanaka
ostvaren je pri uzgoju piskavice, bosiljka i dragoljuba na tresetnom supstratu (3,29,
2,54 2,47 kg/m?).

Sadrzaj suhe tvari mladih izdanaka varirao je izmedu 4,56 % (bosiljak x supstrat) i 22,48
% (korijandar x kokosova vlakna).

Mladi izdanci dragoljuba sadrzavali su najvecu koli¢inu vitamina C (127,9 mg/100 g
svjeze mase ) i ukupnih klorofila (0,69 mg/ svjeze mase), a izdvajaju se i visokim
sadrzajem ostalih promatranih svojstava, osim suhe tvari i prinosa.

Mladi izdanci dragoljuba uzgojeni na kokosovim vlaknima te vlasca uzgojeni na
kombinaciji supstrata i kokosovih vlakana izdvajali su se najveéim sadrZajem
karotenoida (0,211 mg/g SM i 0,192 mg/g SM).

Supstrat je znacajno utjecao na sadrzaj ukupnih fenola, a najveci sadrzaj ostvaren je
na kokosovim vlaknima mladih izdanaka dragoljuba, zatim korijandra i bosiljka.

Visoka vrijednost antioksidacijskog kapaciteta utvrdena je pri kombinaciji supstrata i
kokosovih vlakana u uzgoju kod mladih izdanaka bosiljka (2478,7 umol TE/L) i
dragoljuba (2494,6 umol TE/L) te izdanaka korijandra uzgojenih na kokosovim
vlaknima (2498,6 umol TE/L).

Kao alternativna podloga mjesavinama tresetnog supstrata koji se najceSée koriste u
uzgoju mladih izdanaka, a karakterizira ih visoka cijena, proizvodaima se mogu
preporuciti kokosova vlakna.

Primjenom kokosovih vlakana u uzgoju mladih izdanaka ostvarene su najvece

vrijednosti vecine promatranih svojstava (suha tvar, ukupni klorofili, karotenoidi,
ukupni fenoli, flavonoidi i neflavonoidi).
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