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Sazetak

Diplomskog rada studenta Kristijan Debelec, naslova

PRINOS | SADRZAJ FITONUTRIJENATA MLADIH IZDANAKA BROKULE UZ PRIMJENU
RAZLICITOG SPEKTRA LED OSVJETLIENJA

Vertikalni uzgoj je tehnika uzgoja bilja u vise razina, jedna iznad druge. UkljuCuje kontrolirane
uvjete uzgoja koji optimiziraju rast biljaka kao i primjenu hidroponskih tehnika uzgoja. Cilj rada je
utvrditi prinos i sadrzaj fitonutrijenata mladih izdanaka brokule iz vertikalnog uzgoja uz primjenu
LED dopunskog osvjetljenja razlicitih valnih duljina. Pokus je postavljen u komori za rast biljaka s
kontroliranim uvjetima temperature i vlage zraka (25 °C, 60% relativne vlage zraka). U uzgoju
mladih izdanaka brokule, nakon nicanja primijenjeno je dopunsko osvjetljenje svjetle¢im,
diodama sa tri razli¢ita spektra (crveni — 620 nm, plavi — 450 nm i kombinacija crvenog i plavog
spektra 50:50%) i trajanjem fotoperioda 14 sati. Berba mladih izdanaka obavljena je 8 dana nakon
sjetve. Prinos mladih izdanaka brokule uz primjenu kombiniranog crveno-plavog spektra te
plavog spektra LED osvjetljenja iznosio je 1,2 kg/m?, dok je uz primjenu crvenog spektra bio
znatno maniji i znosio 1,05 kg/m?2. Najvedi udio suhe tvari mladih izdanaka brokule uz primjenu
kombiniranog crveno-plavog spektra LED osvjetljenja iznosio je 6,72 %. Primjena plavog LED
osvjetljenja rezultirala je znacajno veéim sadrzajem pigmentnih spojeva (klorofil a, ukupni
klorofili, karotenoidi) u mladim izdancima brokule u usporedbi s crvenim, odnosno, kombiniranim
crveno-plavim LED osvjetljenjem. Primjena kombiniranog spektra zra¢enja (620 nm +450 nm)
rezultirala je znacajno veéim sadrzajem ukupnih fenola i flavonoida u odnosu na plavi i crveni
spektar LED osvjetljenja. NajviSi antioksidacijski kapacitet utvrden je u mladim izdancima
uzgojenim uz primjenu kombiniranog crveno-plavog LED osvjetljenja (1228,21 umol TE/g uzorka).

Klju€ne rijeci: Brassica oleracea L. var. italica, mladi izdanci, LED, vertikalni uzgoj



Summary

Of the master’s thesis — student Kristijan Debelec, titled

YIELD AND PHYTONUTRIENT CONTENT OF BROCCOLI MICROGREENS USING DIFFERENT
SPECTRUM OF LED LIGHTING

Vertical cultivation is a technique of growing plants in several levels, one above the other. It
includes controlled growing conditions that optimize plant growth as well as the application of
hydroponic growing techniques. The aim of the work is to determine the yield and content of
phytonutrients of young broccoli shoots from vertical cultivation with the use of LED
supplemental lighting of different wavelengths. The experiment was set up in a plant growth
chamber with controlled temperature and humidity conditions (25 °C, 60% relative humidity). In
the cultivation of young broccoli shoots, after emergence, supplemental lighting was applied with
fluorescent diodes with three different spectra (red - 620 nm, blue - 450 nm and a combination
of red and blue spectrum 50:50%) and a photoperiod duration of 14 hours. Young shoots were
harvested 8 days after sowing. The yield of young broccoli shoots with the application of the
combined red-blue spectrum and the blue spectrum of LED lighting was 1.2 kg/m2, while with
the application of the red spectrum it was significantly lower and amounted to 1.05 kg/m2. The
highest proportion of dry matter of young broccoli shoots with the application of the combined
red-blue spectrum of LED lighting was 6.72%. The use of blue LED lighting resulted in a
significantly higher content of pigment compounds (chlorophyll a, total chlorophylls,
carotenoids) in young broccoli shoots compared to red, i.e., combined red-blue LED lighting. The
use of a combined radiation spectrum (620 nm +450 nm) resulted in a significantly higher content
of total phenols and flavonoids compared to the blue and red spectrum of LED lighting. The
highest antioxidant capacity was determined in young shoots grown with the use of combined
red-blue LED lighting (1228.21 umol TE/g sample).

Keywords: Brassica oleracea L. var. italica, microgreens, LED, vertical farming



1. Uvod

Posljednjih godina sve je vedi interes potrosaca za zdravom hranom zbog osvijeStenosti o
vaznosti konzumacije raznolikih namirnica u prevenciji bolesti koje se sve cesce javljaju u
danasnjem drustvu radi neodgovaraju¢e prehrane (Ebert i sur., 2014). Prema definiciji
International Food Information Council-a (IFIC), funkcionalna hrana je ona koja pruza vedu
dobrobit za zdravlje nego osnovna prehrana (Cali¢ i sur., 2011). Jedna od funkcionalnih namirnica
koja se nalazi i na hrvatskom trzistu su mladi izdanci razli¢itog povréa, aromati¢nog bilja i Zitarica,
odnosno biljke u razvojnoj fazi kotiledona i djelomi¢no ili potpuno razvijenih prvih pravih listova
(Cerjak i sur., 2019; Di Gioia i sur., 2015). Mladi izdanci (eng. microgreens) smatraju se
funkcionalnom hranom zato $to dokazano imaju veéu nutritivnu vrijednost u odnosu na ostale
faze zrelosti odredenih kultura (Bulgari i sur., 2021).

Vertikalni uzgoj je poljoprivredna tehnika koja uklju€uje veliku proizvodnju bilja u viSe razina
u visokim gradevinama. Omogucuje brzi rast i planiranu proizvodnju kontroliranjem okolisnih
uvjeta i hranivih tvari za usjeve temeljene na hidroponiji, koriStenjem najsuvremenijih metoda i
tehnologija uzgoja u komorama rasta biljka (Abel, 2010; Banerjee i sur., 2014; Despommier,
2011). Proizvodnja se odvija tijekom cijele godine, a prednosti uklju¢uju smanjenje upotrebe
pesticida i herbicida te manju potrosnju vode, ¢ak do 70% manje nego tradicionalnom
poljoprivredom (Despommier, 2011).

Udinci svjetlosti na rast i razvoj biljaka ovise o valnim duljinama svjetlosnog spektra koje
biljka apsorbira. Valna duljina, intenzitet zracenja i fotoperiod su najvazniji ¢cimbenici svjetlosti
koji utjeCu na prinos, morfoloska svojstva, te kemijski sastav biljaka (Hasan i sur., 2017).
Fotosintetski aktivno zracenje (Photosyntetic Active Radiation; PAR), ukljucuje valne duljine u
rasponu od 400 do 800 nm koje apsorbiraju dva glavna fotoreceptora: fitokromi, apsorbiraju
crvene (600 do 700 nm) i tamno-crvene (700 do 800 nm) valne duljine, kriptokromi apsorbiraju
plave (400 do 500 nm) i ultraljubic¢aste (280 do 400 nm) valne duljine (Hasan i sur., 2017; Zhang i
sur., 2020).

Primjena valnih duljina crvenog spektra poveéava biomasu, aktivira antioksidacijski sustav u
biljci te povecava koncentraciju fenola. Primjena valnih duljina plavog spektra poveéava sintezu
klorofila, sadrzaj polifenolnih spojeva i askorbinske kiseline (Lobiuc i sur., 2017; Ying i sur., 2020).
Uz jednospektralno crveno svjetlo, kombinacija crvenih i plavih (crveno:plavih) LED dioda
povecdava nakupljanje primarnih metabolita, kao i antocijana, ukupnih polifenola i flavonoida
(Hasan i sur, 2017).

1.1. Cilj rada

Cilj rada je utvrditi prinos i sadrzaj fitonutrijenata mladih izdanaka brokule iz vertikalnog
uzgoja uz primjenu LED dopunskog osvjetljenja razli¢itih valnih duljina.



2. Pregled literature
2.1. Brokula

Brokula (Brassica oleracea var. italica L.) je povrce iz porodice Brassicaceae kojoj pripadaju
i cvjetaca, kupus, kelj, koraba, kelj pupcar, postrna repa, rastika i druge. U ljudskoj prehrani koristi
se vrini cvat te postrani cvatovi brokule smjesteni na razgranatoj stabljici (Radojci¢ Redovnikovic¢
i sur., 2016). Poput drugih vrsta iz porodice kupusnjaca, brokula je bogat izvor, za zdravlje vaznih,
nutrijenata, vitamina te fitokemikalija (glukozinolata, polifenola, karotenoida). Poveéano
konzumiranje povréa iz skupine kupusnjaca povezano je sa Sirokim spektrom pozitivnih utjecaja
na smanjenje rizika kod uznapredovalih kroni¢nih bolesti, osobito na rizike povezane s razvojem
raznih vrsta tumora (pluéa, Zeluca, kolorektalnog sustava i prostate) (Podsedek, 2007; Moreno i
sur., 2006).

Pozitivno djelovanje brokule na ljudsko zdravlje ocituje se kroz antikancerogeno,
protuupalno, imuno-stimulirajuée, protugljivicno, protubakterijsko i protuvirusno djelovanje
(Hollman i sur., 2000).

2.2. Mladi izdanci

Tijekom zadnjih dvadesetak godina raste interes potrosaca za svjezom, funkcionalnom i
nutritivno bogatomhranom (Kyriacou i sur., 2016). Mladi izdanci (slika 2.2.1.) su specificni i
popularani za uzgoj zbog jednostavnog i kratkog ciklusa uzgoja (Ebert i sur., 2015) i lakog klijanja
(Kyriacou i sur., 2016). Za razliku od klijanaca, prema Berba i Uchanski (2012), proizvodnja mladih
izdanaka je nesto duza te traje 7 do 10 dana, odnosno, 7 do 21 dan od pocetka klijanja do berbe
(Di Gioia i sur., 2015).

Mladi izdanci predstavljaju novu kategoriju povréa s drugacijim svojstvima u odnosu na
vec poznate klijance i uobicajeno svjeze rezano lisnato povrce (Di Gioia i sur., 2015).

Slika 2.2.1. Mladi izdanci brokule u rastu pod dodatnim osvjetljenjem (Foto: K. Debelec)



Sadrzaj bioaktivnih spojeva u klijancima i mladim izdancima je veéi nego u biljkama u
tehnoloskoj zrelosti (Kyriacou i sur., 2016.). Mladi izdanci mogu se jednostavno uzgojiti u
zaSticenom prostoru, primjerice u plastenicima, staklenicima ili visokim tunelima te na
otvorenom prostoru, ali i u kuéanstvima. Takoder je popularna i hidroponska proizvodnja ¢iji se
uzgoj temelji na hranivim otopinama bez supstrata tehnikom hranivog filma i tehnikom plime i
oseke (Opacicisur., 2018).

Zbog jednostavnog i uspjesnog uzgoja koji ne zahtijeva velike uzgojne povrsine, moze se
lako proizvoditi u urbanim i prigradskim podrucjima gdje je zemljiste ogranicavajuci faktor (Van
lersel i sur., 2017).

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). Mladi izdanci nude novu nisSu na trzistu
za proizvodace povréa, a mogu ih lako uzgajati i sami potrosaci, posebno u gradskim ili
predgradskim sredinama, pruzajudi stalan, cjelogodis$nji izvor lako dostupnog, svjezeg proizvoda
bogatog hranjivim tvarima (Ebert i sur., 2015).

2.3. Vertikalni uzgoj

Rije¢ hidroponika dolazi od dvije grcke rijeci 'hydro' Sto znaci voda i ‘ponos’ $to znaci rad.
Ovu rije€ prvi puta 1929. godine upotrebljava dr. Gericke, koji je laboratorijsku tehniku razvio u
komercijalni sustav uzgoja biljaka (Dunni sur., 2017). Vertikalni uzgoj cesto ulju¢uje kontrolirane
uvjete uzgoja (slika 2.3.1.) unutar visokih zgrada, ¢ime se stvara bolja osiguranost hrane za urbanu
populaciju (Despommier, 2011). Ovaj koncept takoder omogucava znacajnu redukciju uglji¢cnog
otiska poljoprivrede, smanjujuéi potrebu za transportom hrane te stvarajuci nova radna mjesta
(Despommier, 2011).

Sustav ,,Ebb and Flow” (plima i oseka) funkcionira tako da otopina privremeno preplavi
stolove za uzgoj hranivom otopinom, a zatim se otopina ispusti natrag u spremnik. Ova se radnja
obiéno izvodi s potopnom pumpom spojenom na mjera¢ vremena. Tajmer je postavljen da se
uklju¢i nekoliko puta dnevno, ovisno o veliCini i vrsti biljaka, temperaturi, vlaznosti i vrsti
koristenog medija za uzgoj (Dunn i sur., 2017).



Slika 2.3.1. Vertikalni uzgoj u kontroliranim uvjetima
Izvor: U.S. Department of agriculture
https://www.usda.gov/media/blog/2018/08/14/vertical-farming-future

2.4. Osvjetljenje svjetle¢im diodama

Intenzitet zraCenja i fotoperiod svjetle¢ih dioda (LED) najvazniji su ¢imbenici koje je
potrebno optimizirati u uzgoju biljaka u zasti¢enim prostorima (Negri i sur., 2021). Vrste svjetiljki
koje se obi¢no koriste kao dodatna rasvjeta u staklenicima i klimatskim komorama su
visokotlacne natrijeve svjetiljke (HPS), metalhalogene Zarulje (MH), ksenonske i fluorescentne
svjetiljke (Mitchell i sur., 2012.). Zbog brojnih nedostataka ovih izvora svjetlosti kao dopunske
rasvjete, sve je veca upotreba svjetlosno emitirajué¢ih dioda (LED) zbog niza prednosti, od
pregrijavanja, visoke energetske ucinkovitosti i trajnosti (Zhang i sur., 2019; Ma i sur., 2021).

Izlaganje plavom LED svjetlu uzrokuje Sirenje lis¢a kod biljaka poput salate. Takoder, plavo
svjetlo povecéava apsorpciju vlage u biljkama, Sto takoder pridonosi vecoj tezini svjezeg lis¢a. U
bilinoj proizvodnji proizvodaci nastoje ostvariti Sto veéi prinos, na koji u velikoj mjeri utjece
svjetlost, uz druge faktore. U klima komori pri odabiru izvora dodatne rasvjete vazno je odabrati
izvor svjetlosti i kombinaciju valnih duljina koja ée rezultirati najveé¢im prinosom (Jamal Uddin i
sur. 2017). Nadalje Kamal i sur. (2020) naglasavaju da su mnoga izvjes¢a pokazala pozitivan
utjecaj crveno:plavog svjetla na rast biljaka i fotosintezu. Prema istim autorima uzimajudi u obzir
utjecaj kombinacije LED osvjetljenja na rast i nutritivnu vrijednost mladih izdanaka, utvrdeno je
da je sadrzaj filokinona, a-tokoferola, TAA i B-karotena mladih izdanaka razlicitih vrsta iz roda
Brassica bio znacdajno veéi u uzgoju pod kombiniranim crveno-plavim LED osvjetljenjem (80:20),
u usporedbi s drugim kombinacijama svijetla.



3. Materijali i metode rada

3.1. Postavljanje i provedba pokusa

Pokus je proveden tijekom oZujka 2022. godine u komori za rast biljaka tvrtke ,Vesela
Motika d.o.0.” u Zagrebu. Pokus je postavljen u tri ponavljanja u klima komori s kontroliranim
uvjetima temperature (25 °C) i relativnom vlagom zraka od 60 % sa dodatnim osvjetljenjem LED
diodama razli¢itog spektra zracenja. Temperaturna odstupanja tijekom uzgoja iznosila su 25 * 2
°C, a relativna vlaznost zraka 60 = 5 %.

Sjeme brokule (Lokvina, VaraZzdin) za uzgoj mladih izdanaka posijano je na prethodno
navlazen supstrat ,Domoflor” (,,Coli¢ Trade”, Hrvatska) u crne plasti¢ne posude dimenzija 0,35 x
0,24 m (0,0851 m?) u koli¢ini od 10 g po posudi bez prethodnog naklijavanja. Nakon sjetve,
posude su pokrivene svjetlonepropusnim materijalom i ostavljene 2 dana na naklijavanje.

Nakon naklijavanja, posude su postavljene na police udaljene 31 cm od LED dioda uz
redovito navodnjavane tehnikom ,plime i oseke”, bez dodatnih hranivih tvari. U uzgoju biljaka
koriSteno je dodatno LED osvjetljenje u tri razli¢ita spektra: crveni (620 nm), kombinacija crvenog
i plavog spektra u omjeru 50:50 i plavi (450 nm), tijekom fotoperioda od 14 sati. KoriStene su LED
lampe FLEX-PRO S7 (plavo svjetlo) i FLEX-PRO S4 (crveno svjetlo) (SANlight, Austria) (tablica
3.1.1.). Berba mladih izdanaka brokule obavljena je 8 dana nakon sjetve, ru¢nim rezanjem
pomocu Skarica pri dnu hipokotila u fazi razvijenih kotiledonskih listova. Nakon berbe mladi
izdanci su stavljeni u Ciste vrecice te dostavljeni u laboratorij Zavoda za odrzive tehnologije i
obnovljive izvore energije Agronomskog fakulteta u Zagrebu za potrebe kemijske analize sadrzaja
fitonutrijenata. Prinos je mjeren na vagi i izraZzen je u kg/m?.

Tablica 3.1.1. Rasvjeta mladih izdanaka sa LED lampama

Tip lampe S7 S4 S7+54
Spektar (nm) 450 620 4504620
Efikasnost (umol J %) 2.6 2.3 2.6/2.3
PPFD (umol m2s?) 419.80 371.76 395.58
DLI (mol m?2 dan?) 21.14 18.72 19.93

PPFD — photosynthetic photon flux density (gustoca toka fotosintetskih fotona), DLI — daily light integral
(dnevni svjetlosni integral)



3.2. Analiza ukupne suhe tvari

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 Stapi¢

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 susenja poklopac se stavi na posudicu, posudica se izvadi iz suSionika i ohladi
u eksikatoru, a zatim vaze s tocno$¢u 0,0002 g. U posudicu s pijeskom stavi se oko 2,5 g
pripremljenog uzorka, koji se dobro izmijesa staklenim Stapicem i sve zajedno se izvaze. Staklena
posudica u kojoj se nalazi pijesak i ispitivana koli¢ina uzorka stavi se u laboratorijski susSionik
zagrijan na 105 °C + 0,5 °C u kojem se zagrijava. Nakon hladenja i vaganja, susenje se nastavlja
sve dok razlika nakon dva uzastopna susenja u razmaku od pola sata ne bude manja od 0,001 g.
Iznova se vaze s tocnoscu + 0,0002 g.

“m,

m
Formula: suha tvar (%) = =——
m4p—Img

Gdje je:
mo (g) - masa posudice i pomocénog materijala (kvarcni pijesak, stakleni Stapic,
poklopac

m1 (g) - masa posudice s ispitivanim uzorkom prije susenja,

m2 (g) - masa posudice nakon susenja.



3.4. Analiza polifenolnih spojeva

Fenolni spojevi odredivani su Folin-Ciocalteu metodom spektrofotometrijski, mjerenjem
nastalog intenziteta obojenja pri valnoj duljini 765 nm (Zhishen i sur., 1999) koristeci Folin-
Ciocalteu reagens. Metoda se bazira na kolornoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteu reagensom.
Folin-Ciocalteu reagens sastoji se od fosfovolframove i fosfomolibdenove kiseline, gdje se pri
oksidaciji fenolnih spojeva ove kiseline reduciraju u volfram-oksid i molibden-oksid koji su plavo
obojeni (Ough i Amerine, 1988). Ukupni fenoli mjere se u miligramima ekvivalenata galne kiseline
na 100 grama svjeZe mase (SM) uzorka. Galna kiselina sluzi za odredivanje bazdarnog pravca koji
se koristi u metodi za odredivanje ukupnih fenola.

Aparaturai pribor:
e tehnicka vaga (s to¢nos¢u £ 0,01)
e konusna tikvica
e odmjerna tikvica (50 100 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 zasi¢ena otopina natrijevog karbonata (Na2COs)

a) lzrada bazdarnog pravca:

Za pripremu bazdarnog pravca odvaze 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. 1z 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 bazdarni pravac tako da se na apscisi nanese koncentracija
galne kiseline (mg/L), a na ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije.

b) Ekstrakcija fenolnih spojeva iz povréa:

Na tehni¢koj vagi odvaze se 10 g uzroka s to¢nosc¢u £ 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. Dobiveni ekstrakt se spoji s prethodno dobivenim ekstraktom te se odmjerna
tikvica nadopuni do oznake 80%-im etanolom. Reakcija s Folin-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 promucdka i
nadopuni destiliranom vodom do oznake. Uzorci se ostave stajati 2 h na sobnoj temperaturi
nakon Cega se izmjeri apsorbanca pri valnoj duljini od 750 nm uz destiliranu vodu kao slijepu
probu.

Racun: Bazdarni pravac nacrta se pomocu racunala u programu Microsoft Excel te se izrauna
jednadzba pravca prema kojoj se izra¢una koncentracija ukupnih fenola.

Formula za izracun:
y =0,001 x + 0,0436

Prema kojoj je: y —apsorbancija na 750 nm
x — koncentracija galne kiseline (mg/ L)

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 zatim reagiraju s drugim flavonoidnim spojevima na C-6 ili C-8 poziciji. Iz toga 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

e staklene kivete

e spektrofotometar (Shimadzu 1900i)

Kemikalije:
e klorovodicna kiselina, HCI 1:4 (koncentrirana HCl razrijedi se vodom u omjeru 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. Sljedeéi dan se profiltrira preko filter papira i slijedi isti postupak kao za odredivanje
ukupnih fenola.

Racun:

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

3.5. Analiza pigmentnih spojeva

Analiza pigmentnih spojeva napravljena je spektrofotometrijskom metodom po Holmu
(1954.) i Wetstteinu (1957.). Ovom metodom odreduje se koncentracija kloroplastnih pigmenata:
klorofil a, klorofil b, ukupni klorofili, te karotenoida u acetonskom ekstraktu biljnog materijala.
Postupak ekstrakcije i odredivanja klorofila treba se izvoditi brzo u zamracenim uvjetima (Holm,
1954; Wettstein, 1957).

Aparaturai pribor:
e vaga
e staklena kiveta
e laboratorijski homogenizator



e Erlenmayerova tikvica (300 mL)

e vakuum pumpa na vodeni mlaz

e odmjerna tikvica (25 mL)

e spektrofotometar (Shimadzu 1900i)
Kemikalije:

e aceton

e magnezijev karbonat (MgCOs)

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.

Formula:
klorofil a=9,784 X Aggz — 0,990 X Agsy mg/ L

k|0r0f|| b = 21,426 X A644 - 4,65 X A662 mg /L
klorofila + b =5,134 X Age, +20,436 X Agay mg/ L
karatenoidi = 4,695 X Ay4o — 0,268 X (klorofila+ b) mg/L

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

cl1xV
m

cmg/g=

Prema kojoj je:

¢ (mg/g) — masena koncentracija pigmenata
cl (mg/L) — masena koncentracija pigmenata
V (mL) — volumen filtrata

m (mg) — masa uzorka
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3.6. Analiza antioksidacijskog kapaciteta

Antioksidacijski kapacitet odreden je FRAP metodom prema Benzie i Strain (1996)
spektrofotometrijski. FRAP metoda mjeri antioksidacijski kapacitet u uzorcima putem redukcije
Fe(lll) iona u Fe(ll) ion pri pH 3,6, smanjujuci bezbojni Fe(lll)-tripiridil-triazin (Fe(lll)-TPTZ) u
intenzivno plavo obojeni kompleks (Fe(l)-TPTZ). Svjezi FRAP reagens pripremljen je mijeSanjem
0,3 M acetatnog pufera, otopine 10 mM TPTZ reagensa u 40 mM HCl i 20 mM FeCI3x6H20 u
omjeru 10:1:1. Za reakciju, izmijeSani su destilirana voda (960 pL), ekstrakti uzoraka (320 pL) i
FRAP reagens (8320 uL). Iste su reakcije pripremljene i za slijepu probu, osim $to je umjesto
ekstrakta uzorka koristen 80 % EtOH. Pripremljene smjese inkubirane su 5 min pri 37 °C u vodenoj
kupelji, dok su asporbancije mjerene spektrofotometrijski pri 593 nm. Trolox je koristen kao
vanjski standard, a standardna otopina (2 mM) pripremljena je u 80 % etanolu. Rezultati su
izrazeni kao umol TE/g uzorka.

3.7. Statisticka obrada podataka
Statisticka analiza provedena je analizom varijance (ANOVA). Srednje vrijednosti

usporedivane su testom (LSD) na razini znacajnosti 5 %. Za postupke statisticke analize koristen
je PROC GLM u SAS® softveru verzija 9.3 (2010).
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Prinos mladih izdanaka

Prinos mladih izdanaka brokule, ovisno o spektru dopunskog LED osvjetljenja prikazan je
u grafikonu 4.1.1. U ovom pokusu najveci prinos postignut je tretmanom pod kombiniranim
valnim duljinama crvenog i plavog LED osvjetljenja (1,199 kg/m?) i plavim valnim duljinama (1,198
kg/m?). Najmanji prinos postignut je kod primjene samo crvenog dopunskog LED osvjetljenja
(1,046 kg/m?).

Prinos
1,250
1,200
1,150

1,100

kg/m?2

1,050
1,000

0,950

C - crveni spektar, CP - crveno-plavi spektar, P — plavi spektar
Srednje vrijednosti pracene istim slovom ne razlikuju se znacajno prema LSD testu (p<0,05)

Grafikon 4.1.1. Prinos mladih izdanaka brokule uzgojenih uz 3 razli¢ita spektra dopunskog LED
osvjetljenja

Prema Jones-Baumgardtu i sur. (2020.) produzeni hipokotili vazno su svojstvo rasta za

mnoge komercijalne uzgajivace mladih izdanaka jer je time olakSana berba, ali izduzeni hipokotil
smanjuje robusnost ubranih izdanaka.
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4.2. Sadrzaj ukupne suhe tvari

Iz grafikona 4.2.1. vidljive su statisticki opravdane razlike u sadrzaju ukupne suhe tvari
mladih izdanaka brokule ovisno o spektru LED osvjetljenja. Najvisi sadrzaj suhe tvari (6,72 %)
mladih izdanaka brokule utvrden je pod utjecajem kombiniranog crveno-plavog spektra LED
osvjetljenja. NiZi sadrZaj suhe tvari ostvaren je pod utjecajem crvenog spektra LED osvjetljenja
(6,49 %), a najnizi sadrZaj suhe tvari (6,14 %) dobiven je pod plavim spektrom LED osvjetljenja.

6,8
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6,3
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6,1

)]

5,9

5,8
C CP P

C - crveni spektar, CP - crveno-plavi spektar, P — plavi spektar
Razli¢ita slova pokazuju znacajnu statisticku razliku izmedu srednjih vrijednosti prema LSD testu (p<0,05)

Grafikon 4.2.1. Sadrzaj suhe tvari mladih izdanaka brokule uzgojenih uz 3 razli¢ita spektra
dopunskog LED osvjetljenja

Opacic¢ i sur. (2016) utvrdili su manju koli¢inu suhe tvari (4,59 do 8,70 %) u mladim
izdancima uzgojenim na klasiénom supstratu namijenjenom uzgoju povréa. U istom istrazivanju
utvrdena koli¢ina suhe tvari u mladim izdancima brokule (5,08 %) manja je od vrijednosti suhe
tvari dobivene uzgojem mladih izdanaka brokule uz primjenu kombiniranog crveno-plavog
spektra LED osvjetljenja (6,72 %) u ovom radu.
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4.3. Ukupni polifenolni spojevi

U grafikonu 4.3.1. vidljive su statisti¢ki opravdane razlike u sadrzaju ukupnih polifenola
mladih izdanaka brokule uslijed razli¢itih spektara LED osvjetljenja. Ukupne polifenole
predstavljaju flavonoidi i neflavonoidi. Sadrzaj ukupnih polifenola bio je u rasponu od 83,16 do
95,36 mg GAE/100 g SM. Najveci sadrzaj ukupnih polifenola (95,36 mg GAE/100 g SM) utvrden je
uzgojem pod kombiniranim crvenimg i plavim spektrom LED osvjetljenja. Znacdajno nize
vrijednosti ukupnih polifenola utvrdene su kod mladih izdanaka brokule tretiranih samo crvenim
(83,16 mg GAE/100 g SM) ili samo plavim (84,26 mg GAE/100 g SM) spektrom osvjetljenja bez
statisticki znacajne razlike.
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Srednje vrijednosti pracene istim slovom ne razlikuju se znacajno prema LSD testu (p<0,05)

Grafikon 4.3.1. Sadrzaj ukupnih fenola mladih izdanaka brokule uzgojenih uz 3 razlicita spektra
dopunskog LED osvjetljenja

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 brokule uzgojenim pod bijelim fluorescentnim svijetlom iznosio je 87,56 mg
GAE/100 g SM sto je manje od vrijednosti ukupnih fenola mladih izdanaka brokule dobivenih
uzgojem pod kombiniranim crveno-plavim spektrom LED osvjetljenja (95,36 mg GAE/100 g SM).

U istrazivanju Fabek Uher i sur. (2023) sadrzaj ukupnih fenola mladih izdanaka crvenog
kupusa uzgojenih u plutaju¢em hidroponu bio je 115,31 mg GAE/100 g SM, sto je veée od najvecih
vrijednosti ukupnih fenola u ovom diplomskom radu. Fenolni spojevi imaju imunomodulirajuée
djelovanje na ljudski imunoloski sustav. Njihove raznolike strukture mogu se povezati s brojnim
antioksidativna svojstva (Zhang i sur., 2020).
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4.3.1. Ukupni flavonoidi i neflavonoidi

U grafikonu 4.3.1.1. prikazan je sadrzaj flavonoida mladih izdanaka brokule uzgojenih pod
3 razli¢ita spektra dopunskog LED osvjetljenja. Najveci sadrzaj flavonoida utvrden je u mladim
izdancima uzgajanima ispod kombiniranog crvenog i plavog spektra LED osvjetljenja (55,27 mg
GAE/100 g SM), dok su znacajno manje vrijednosti utvrdene pod utjecajem crvenog spektra
(38,47 mg GAE/100 g SM) i plavog spektra (41,43 mg GAE/100 g SM). U istrazivanju Fabek Uher i
sur. (2023) sadrzaj flavonoida mladih izdanaka varirao je izmedu 60,11 (lucerna) i 214,47 mg
GAE/100 g SM (komorac) sto je vise od vrijednosti flavonoida mladih izdanaka brokule u ovom
radu (55,27 mg GAE/100 g SM).
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Srednje vrijednosti pracene istim slovom ne razlikuju se znac¢ajno prema LSD testu (p<0,05)

Graf 4.3.1.1 Sadrzaj flavonoida mladih izdanaka brokule uzgojenih uz 3 razli¢ita spektra
dopunskog LED osvjetljenja

U grafikonu 4.3.1.2. prikazan je veci sadrzaj neflavonoida pod utjecajem crvenog spektra
(44,69 mg GAE/100 g SM) i plavog spektra (42,83 mg GAE/100 g SM). Pod utjecajem
kombiniranog crveno-plavog spektra LED osvjetljenja ostvaren je znacajno manji sadriaj
neflavonoida (40,08 mg GAE/100 g SM). U istrazivanju Fabek Uher i sur. (2023) u uzgoju mladih
izdanaka u plutaju¢em hidroponu koli¢ina neflavonoida crvenog kupusa iznosila je 51,02 mg
GAE/100 g SM, dok je koli¢ina flavonoida, za crveni kupus, iznosila je 64,29 mg GAE/100 g SM,
$to je viSe od vrijednosti ostvarenih u uzgoju u tresetnom supstratu vertikalnog uzgoja u ovom
radu.
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Srednje vrijednosti pracene istim slovom ne razlikuju se znacajno prema LSD testu (p<0,05)

Grafikon 4.3.1.2. Sadrzaj neflavonoida mladih izdanaka brokule uzgojenih uz 3 razlicita spektra
dopunskog LED osvjetljenja

4.4. Sadrzaj pigmentnih spojeva

U ovom istraZzivanju analizirani su sljedeéi pigmenti: klorofil a, klorofil b, ukupni klorofili te
karotenoidi. U grafikonu 4.4.1 prikazan je sadrzaj klorofila @ u mladim izdancima brokule pod
utjecajem 3 razlicita spektra. Vidljivo je da su najviSe klorofila a sadrzavali mladi izdanci brokule
pod utjecajem plavog spektra LED osvjetljenja (0,61 mg/g SM), dok je manja i statisti¢ki jednaka
koli¢ina utvrdena primjenom crvenog i plavog spektra. U grafikonu 4.4.2. prikazan je sadrzaj
klorofila b u mladim izdancima brokule te nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u izmedu
testiranih LED osvjetljenja. Najvedi sadrzaj klorofila b ostvaren je kod plavog spektra (0,31 mg/g
SM), a najmaniji kod kombiniranog crveno-plavog spektra (0,26 mg/g SM).
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Srednje vrijednosti pracene istim slovom ne razlikuju se znac¢ajno prema LSD testu (p<0,05)
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Grafikon 4.4.1. Sadrzaj klorofila a mladih izdanaka brokule uzgojenih uz 3 razli¢ita spektra
dopunskog LED osvjetljenja
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Grafikon 4.4.2. Sadrzaj klorofila b mladih izdanaka brokule uzgojenih uz 3 razli¢ita spektra
dopunskog LED osvjetljenja
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Ukupni klorofili su prikazani u grafikonu 4.4.3. gdje je najveca vrijednost ukupnih klorofila
dobivena pod utjecajem plavog spektra (0,92 mg/g SM) LED osvjetljenja, dok je najniZa vrijednost
dobivena kod kombiniranog crveno-plavog spektra (0,81 mg/g SM) osvjetljenja bez statisticki
znacajne razlike od crvenog spektra (0,82 mg/g SM).

U istrazivanju Vrki¢ i sur (2024) najveéi sadrzaj klorofila a dobiven je utjecajem
kombiniranog crveno-plavog spektra osvjetljenja (0,45 mg/g SM) sto je za tre¢inu manje od
sadrzaja klorofila u ovom radu (0,61 mg/g SM).

Usporedimo li sadrzaj klorofila b iz ovog rada sa rezultatima klorofila b mladih izdanaka
brokule istrazivanja Vrkic i sur. (2024), vidljiv je isti nedostatak statisti¢ki znacajne razlike izmedu
utjecaja razlicitih osvjetljenja na sadrzaj klorofila b.
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Srednje vrijednosti pracene istim slovom ne razlikuju se znacajno prema LSD testu (p<0,05)

Grafikon 4.4.3. SadrzZaj ukupnih klorofila mladih izdanaka brokule uzgojenih uz 3 razli¢ita spektra
dopunskog LED osvjetljenja

U istrazivanju Vrki¢ i sur. (2024) najvedi sadrzaj ukupnih klorofila (0,65 mg/g SM) u mladim
izdancima brokule postignut je pod utjecajem kombiniranog crveno-plavog spektra osvjetljenja
dok je u ovom radu najvedi prinos ukupnih klorofila postignut pod utjecajem plavog spektra LED
osvjetljenja (0,92 mg/g SM). U istrazivanju Kowitcharoen i sur. (2021) sadrzaj ukupnih klorofila u
mladim izdancima brokule pod utjecajem bijelog fluorescentnog osvjetljenja iznosio je 0,52 mg/g
SM, sto je manje od sadrZaja ukupnih klorofila dobivenih pod plavim spektrom (0,92 mg/g SM) u
ovom radu.
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U grafikonu 4.4.4. prikazan je sadrzaj ukupnih karotenoida mladih izdanaka brokule pri
cemu je najveéi sadriaj pod utjecajem plavog spektra (0,41 mg/g SM). U uzgoju pod
kombiniranim crveno-plavim spektrom i crvenim spektrom ostvaren je znacajno manji sadrzaj
karotenoida (0,37 mg/g SM, odnosno, 0,35 mg/g SM).
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Razli¢ita slova pokazuju znacajnu statisticku razliku izmedu srednjih vrijednosti prema LSD testu (p<0,05)

Grafikon 4.4.4. Sadrzaj ukupnih karotenoida mladih izdanaka brokule uzgojenih uz 3 razlicita
spektra dopunskog LED osvjetljenja

U istrazivanju Kowitcharoen i sur. (2021) sadrzaj ukupnih karotenoida u mladim izdancima
brokule pod utjecajem bijelog fluorescentnog osvjetljenja iznosio je 0,135 mg/g SM, $to je manje
od sadrzaja ukupnih karotenoida dobivenih pod plavim spektrom (0,41 mg/g SM) u ovom radu.

U istrazivanju Fabek Uher i sur. (2023) koli¢ina karotenoida u mladim izdancima crvenog
kupusa iznosila je 0,122 mg/g SM pri ¢emu kod uzgoja u plutajuéem hidroponu nije koristeno
dodatno osvjetljenja.

U istrazivanju Vrki¢ i sur. (2024) utvrden je podjednak sadrzaj ukupnih karotenoida u
mladim izdancima brokule (0,15 mg/g SM). Navedene vrijednosti znacajno su manje od sadrZaja
karotenoida mladih izdanaka brokule uzgojenih pod plavim spektrom LED osvjetljenja (0,41 mg/g
SM) u ovom radu.
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4.5. Antioksidacijski kapacitet - FRAP metoda

U ovom istraZivanju utvrden je statisti¢ki opravdan utjecaj razli¢itog spektra dodatnog LED
osvjetljenja na antioksidacijski kapacitet mladih izdanaka brokule. Rezultati su izrazeni kao pmol
TE/g uzorka. U grafikonu 4.5.1. vidljivo je kako najvedi antioksidacijski kapacitet imaju mladi
izdanci brokule pod utjecajem kombiniranog crveno-plavog spektra (1228,21 umol TE/g uzorka)
LED osvjetljenja, a najmanji je ostvaren uz primjenu crvenog spektra (1043,80 umol TE/g uzorka).
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Razli¢ita slova pokazuju znacajnu statisticku razliku izmedu srednjih vrijednosti prema LSD testu (p<0,05)

Grafikon 4.5.1. Sadrzaj antioksidacijskog kapaciteta mladih izdanaka brokule uzgojenih uz 3
razli¢ita spektra dopunskog LED osvjetljenja

U istraZivanju Fabek Uher i sur. (2021) antioksidacijski kapacitet crvenog kupusa iznosio
je 2410.47 umol TE/L pri ¢emu kod uzgoja u plutaju¢em hidroponu nije bilo primjene dodatnog
osvjetljenja.

U istrazivanju Vrkic i sur. (2024) antioksidacijski kapacitet mladih izdanaka brokule iznosio
je iznad 1500 pumol TE/L uz koristenje plavog i kombiniranog crveno-plavog spektra LED
osvjetljenja. Navedena vrijednost je veca od antioksidacijskog kapaciteta mladih izdanaka
brokule uzgojenih pod kombiniranim crveno-plavim spektrom LED osvjetljenja (1228,21 pmol
TE/g uzorka) u ovom radu.
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5. Zakljucak

Na temelju istrazivanja utjecaja razli¢itih spektra LED osvjetljenja na prinos i sadrzaj
fitonutrijenata u mladim izdancima brokule moze se zakljuciti sljedece:

e Prinos mladih izdanaka brokule uz primjenu kombiniranog crveno-plavog spektra te
plavog spektra LED osvjetljenja iznosio je 1,2 kg/m?, dok je uz primjenu crvenog spektra
bio znatno maniji i iznosio 1,05 kg/m?,

e Sadrzaj ukupne suhe tvari mladih izdanaka bio je najveci pod utjecajem kombiniranog
crveno-plavog spektra LED osvjetljenja (6,72 %),

e Primjena kombiniranog spektra zracenja (450 nm + 620 nm) rezultirala je znacajno veéim
sadrzajem ukupnih polifenola i flavonoida u odnosu na plavi i crveni spektar LED
osvjetljenja. Istovremeno, sadrzaj neflavonoida je pod utjecajem crvenog i plavog spektra
bio signifikanto veci od kombiniranog,

e Primjena plavog LED osvjetljenja rezultirala je poveé¢anim (klorofil b), odnosno znacajno
vecdim sadrzajem pigmentnih spojeva (klorofil a, ukupni klorofili, karotenoidi) u usporedbi

s crvenim odnosno kombiniranim crveno-plavim LED osvjetljenjem,

e Najvisi antioksidacijski kapacitet imaju mladi izdanci uzgojeni uz primjenu kombiniranog
crveno-plavog LED osvjetljenja (1228,21 umol TE/g uzorka).
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