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1.UVOD

Industrijska konoplja (Cannabis sativa L. subsp. sativa) je drevna azijska biljka
prepoznatljiva po svojim karakteristicnim listovima, a od njenih usjeva mogu se dobiti razliciti
prehrambeni 1 gradevinski proizvodi. Uzgaja se ve¢ stolje¢ima, a danas je pod povecalom
brojnih znanstvenika 1 istrazivanja. Konoplja predstavlja izvor ugljikohidrata, proteina,
esencijalnih aminokiselina, vlakana, minerala, vitamina 1 masnih kiselina te antioksidansa poput
polifenola. Antioksidansi imaju vaznu ulogu u smanjenju ili prevenciji oksidativnog stresa.
Oksidativni stres je posljedica nastanka slobodnih radikala, reaktivnih vrsta odgovornih za
ostecenja stanica u organizmu uzrokujuci starenje i pomazuéi u nastanku bolesti. Biljke se
konstantno prilagodavaju koli¢ini svjetlosti, vode 1 hranjivim tvarima ¢ije promjene mogu
izazvati oksidacijski stres. Bioloski procesi poput razvoja i cvjetanja su regulirani pomocu
fotoperiode. Fotoperioda predstavlja koli¢inu svjetlosti i tame tijekom 24-satnog ciklusa. Danas
se biljke uglavnom uzgajaju u kontroliranim uvjetima i staklenicima upotrebom LED lampi koje
emitiraju svjetlost razli¢itog intenziteta i kvalitete vazne za procese fotosinteze.

Cilj ovog istraZivanja bio je odrediti utjecaj tri razlicita fotoperioda na antioksidacijsku
aktivnost industrijske konoplje kultivara Finola mjerenjem koncentracije fotosintetskih
pigmenata, proteina, produkta lipidne peroksidacije, sadrzaja polifenola, celuloze 1 udjela suhe

tvari te odredivanje fotosintetske uc¢inkovitosti.



2. LITERATURNI PREGLED
2.1 Industrijska konoplja

Cannabis sativa L. subsp. sativa (slika 1) je dvodomna jednogodiSnja kritosjemenjaca
koja se svrstava u porodicu konoplji (lat. Cannabaceae) [1], a porijeklom je iz Azije.
Uspravna stabljika nosi listove slozene od dugih i1 utanjenih liski koje su prstasto
razdijeljene. Konoplja je dvodomna vrsta te se razlikuju muske i Zenske biljke. Zenske biljke
imaju brojnije i veée neugledne cvjetove koji su grupirani u klasove, dok muske biljke imaju
cvat u obliku metlice te su manji, a plodovi su jednosjemeni, sitni ora$¢i¢i. Zlijezde sa
ekskretima se nalaze na dijelovima cvjetova te su bogate trijeslovinama, smolastim tvarima,
alkaloidima, itd. [2]. Vecina znanstvenika tvrdi kako postoji samo jedna vrsta konoplje, a to
je C. sativa. Tijekom 1970.-tih ta vrsta dobiva dvije podvrste: subsp. indica i subsp. sativa.
Ove dvije podvrste se razlikuju prema udjelu psihoaktivnog spoja delta-9-
tetrahidrokanabinola (THC) kojeg sadrZe. Podvrsta sativa sadrzi vrlo niske koli¢ine THC—a
u odnosu na podvrstu indica. Podvrste imaju nekoliko varijeteta: var. sativa i var. spontanea
(subsp. sativa), var. indica 1 var. kafiristanica (subsp. indica). Medutim, danas su sve vise
zastupljeni hibridi konoplje [3]. Uzgoj konoplje zapoceo je u Kini 2700. godina prije Krista
gdje se uzgajala zbog svojih ljekovitih svojstava, u proizvodnji odjece, za duhovne obrede i
hranu [3,4]. Ubrzo se njezin uzgoj prosirio po cijeloj Aziji, a prije 2000 godina 1 u Europi.
Smatra se jednom od najstarijih kultiviranih biljaka koja sadrzi razlicite spojeve kao Sto su

kanabinoidi, flavonoidi, terpenoidi, alkaloidi 1 dr. [3,5].

Slika 1. Cannabis sativa L. subps. sativa [6].



2.2 Antioksidansi

Antioksidansi su molekule koje Stite organizam sprjecavajuc¢i oksidaciju bioloskih
molekula. Reakcijom oksidacije dolazi do prijenosa elektrona s jedne molekule na drugu sto
dovodi do nastanka slobodnih radikala. Slobodni radikali sadrze jedan ili viSe nesparenih
elektrona u valentnoj ljusci Sto ih ¢ini izrazito reaktivnima [7]. Najreaktivnija vrsta je
hidroksilni radikal koji nastaje vezanjem tri elektrona na molekulu kisika. Postoje i ostale
reaktivne vrste s kisikom (ROS, engl. Reactive Oxygen Species), dusikom (RNS, engl.
Reactive Nitrogen Species) i kloridlom RCS (engl. Reactive Chlorine Species). Postoje
takoder 1 neradikalske vrste koje se lako mogu pretvoriti u formu radikala. RNS/ROS mogu
nastati djelovanjem oksidacijskog metabolizma gdje su vazni u regulaciji genske ekspresije,
apoptoze, stani¢ne proliferacije, itd. Mogu takoder nastati djelovanjem vanjskih utjecaja kao
Sto je rendgensko zracenje, kemikalije, ozon, onec¢is¢enje zraka, puSenje i sli¢no. Zbog toga,
u organizmu postoji ravnoteza izmedu proizvodnje reaktivnih vrsta i obrambenog sustava
¢ija neravnoteza moze dovesti do nastajanja oksidativnog stresa. Takvo stanje dovodi do
nestabilnosti u stani¢nim strukturama §to moze izazvati oSteéenja proteina, DNA,
ugljikohidrata i lipida. Slobodni radikali se mogu u organizmu nakupljati godinama te
uzrokovati razlicita oboljenja: neurodegenerativne bolesti (ateroskleroza, misi¢na distrofija,
Alzheimerova 1 Parkinsova bolest), tumore, hipertenziju i starenje. Oksidativni stres moZe
biti posljedica nemogucnosti aktivacije enzima s antioksidativnom aktivno$¢u, nedostatkom
antioksidansa 1 prevelikom proizvodnjom ROS. Zbog toga, obrambeni sustav u organizmu
proizvodi ili unosi antioksidanse (hranom) koji reagiraju sa slobodnim radikalima. Oni
mogu sprijeciti nastanak novih radikala, suzbiti djelovanje nastalih radikala 1 smanjiti Stetu
uzrokovanu njihovim djelovanjem [8]. Zivotinje i biljke u svom organizmu sadrZe razlicite
antioksidanse kao §to su vitamin E 1 C, ali 1 enzime katalazu, superoksid-dismutazu i ostale
razli¢ite peroksidaze s antioksidacijskim djelovanjem. Antioksidansi se mogu podijeliti u

dvije velike skupine: prirodne i sintetske (slika 2) [7,8].
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Slika 2. Klasifikacija antioksidansa. Preuzeto i prilagodeno iz [8].

Vitamin C je vitamin dobro topljiv u vodi i poznat jo§ pod nazivom askorbinska kiselina.
Nalazi se u povréu, citrusnom vocu, ribi i1 slicnim namirnicama, a njegova struktura
prikazana je slikom 3. Koristan je u obrani DNA od slobodnih radikala Sto doprinosi
sprjeCavanju nastanka raka, artritisa i starenja [7]. Tokoferoksilni radikal vitamina E se
obnavlja pomoc¢u vitamina C 1 na taj nacin ponovno djeluje kao antioksidans. Takoder,
vitamin C specificno donira elektrone enzimima koji sudjeluju u biosintezi karnitina,

kolagena, noradrenalina, metabolizmu tirozina i amidaciji peptidnih hormona.

HO
: H
HOL A

Slika 3. Struktura vitamina C [23].



Karotenoidi predstavljaju veliku skupinu prirodnih pigmenata u koje ubrajamo: zeaksantin,
lutein, likopen, 1 B-karoten (slika 4). Nalaze se u povréu i vocu te su dobro topivi u mastima.
Zbog toga Sto su lipofilni, nakupljaju se u lipoproteinima i membranama. Karotenoidi hvataju
peroksilne i kisikove radikale te na taj nacin stite biljke od posljedica oksidativnog stresa. Imaju

veliku ulogu u zastiti retine i prevenciji ateroskleroze $to ih ¢ini vaznim antioksidansima [7,9].

Slika 4. Struktura -karotena [24].

Polifenoli pripadaju skupini fitokemikalija ¢ija antioksidativna aktivnost ovisi o njihovim
fizikalnim i kemijskim svojstvima. U ovu skupinu se svrstavaju kurkumin (slika 5), gingerol,
flavonoidi i fenolna kiselina [7]. Polifenoli su proucavani zbog njihove sposobnosti u borbi
protiv oksidativnog stresa 1 sprjeCavanju nastanaka raka, dijabetesa, neurodegenerativnih
bolesti, kardiovaskularne bolesti, itd. Mogu prekinuti reakciju slobodnih radikala te suzbiti

njihovo formiranje [10].

HO OH
OCH, OCH,

Slika 5. Struktura kurkumina [25].



2.3. Antioksidativna aktivnost/kapacitet

Antioksidativna aktivnost je sposobnost inhibiranja reakcija oksidacije. Ovaj pojam se
povezuje s kinetikom antioksidativnog djelovanja pri uklanjanju slobodnih radikala [11]. Cesto
se izrazava kao postotak ,,hvatanja“ slobodnih radikala ili brzina reakcije u jedinici vremena.
Antioksidativni kapacitet predstavlja termodinamicku ucinkovitost kojom antioksidansi
reagiraju sa slobodnim radikalima, npr. broj molova slobodnih radikala koje ukloni 1 mol
antioksidansa u odredenom vremenskom intervalu [12]. S obzirom na kojoj vrsti reakcija se
temelje, kemijske analize za odredivanje antioksidativne aktivnosti dijele se u dvije skupine:
reakcije prijenosa jednog elektrona (SET, engl. Single Electron Transfer) i reakcije prijenosa
atoma vodika (HAT, engl. Hydrogen Atom Transfer). Analize koje se temelje na prijenosu
atoma vodika su ORAC (engl. Oxygen Radical Absorption Capacity), HORAC (engl. Hydroxyl
Radical Antioxidant Capacity), TRAP (engl. Total Peroxyl Radical Trapping Antioxidant
Parameter), TOSC (engl. Total Oxyradical Scavenging Capacity) dok su CUPRAC (engl.
Cupric Reducing Antioxidant Power), FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power), Folin
- Ciocalteu metoda temeljene na prijenosu elektrona. Takoder postoje metode koje mogu
koristiti oba tipa reakcija (prijenos atoma vodika i prijenos elektrona): ABTS (engl. 2,2"-
Azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) test 1 DPPH (engl. 2,2-di(4-tert-
octylphenyl)-1-picrylhydrazyl) [13].

2.3.1. FRAP

FRAP metoda se temelji na redukciji Zeljezovog kompleksa iz Fe** u Fe?* zbog ¢ega nastaje
intenzivno plavo obojenje (slika 6). 2,4,6-tris(2-piridil)-s-tirazin (TPTZ) predstavlja ligand koji
je vezan na zeljezov ion. Reakcija se odvija u kiseloj sredini (pH = 3,6) kako bi Zeljezo bilo
topljivo. Antioksidativna aktivnost se odreduje spektrofotometrijski promjenom apsorbancije

pri 593 nm. Intenzitet plave boje takoder pokazuje reduciraju¢u mo¢ antioksidansa. [13].
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Slika 6. Kemijska struktura kompleksa i promjena boje tijekom reakcije. Prilagodeno i

preuzeto iz [13].

2.3.2. Folin — Ciocalteu metoda

Odredivanje ukupnog sadrzaja fenola se moze odrediti pomoc¢u Folin — Ciocalteu (FC)
metode. Ovom metodom u luznatoj sredini dolazi do redukcije FC reagensa pomocu fenolnih
spojeva. Fenolni spoj donira jedan elektron Mo®" koji prelazi u Mo " unutar kompleksa.

Reducirani kompleks je plave boje (slika 7) s maksimalnom apsorbancijom na 765 nm [13].



Na.CO, 2PM,0.T + 2[PM*M O]+ 2H’
HO 0
M= Mo ili W 3765 o
Zuto plavo

Promjena boje tijekom Folin-Ciocalteu analize. Prilagodeno i preuzeto iz [13].

2.3.3. DPPH
DPPH (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil) je radikal koji u reakciji s antioksidansom prima
elektron i prestaje biti reaktivan. Ovom reakcijom dolazi do promjene boje iz ljubicaste u blijedo

Zutu te se mjeri spektrofotometrijski na 517 nm (slika 8) [13].
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Slika 8. Mehanizam i promjena boje DPPH analizom. Prilagodeno i preuzeto iz [13].




2.4. Fotosinteza

Procesom fotosinteze dolazi do pretvorbe sunceve energije u kemijsku pri ¢emu nastaju
kisik i1 ugljikohidrati (Skrob, saharoza). Fotosinteza se odvija u kloroplastima gdje molekule
pigmenata klorofila apsorbiraju svjetlost. Tijekom fotosinteze, postoji podjela reakcija na
reakcije ovisne o svjetlosti 1 reakcije neovisne o svjetlosti. Reakcije ovisne o svjetlosti se
odvijaju na tilakoidnim membranama, dok se u stromi odvijaju reakcije neovisne o svjetlosti
(Calvin — Benson ciklus) [14]. U reakcijama ovisnim o svjetlosti dolazi do razlaganja vode na
kisik, elektrone i protone. Nastali elektroni i protoni prolaze tilakoidnim membranama te se
stvara energija koja se pohranjuje u molekule nikotinamid-adenin dinukleotid fosfata (NADPH)
i adenozin-trifosfata (ATP). U reakcijama neovisnim o svjetlosti, nastale molekule NADPH i
ATP koriste enzimi u stromi kloroplasta koji prevode CO> do ugljikohidrata. Najznacajniji
fotosintetski pigmenti su klorofil a 1 b, ali takoder i karotenoidi koji imaju zastitnu ulogu. Ovi
pigmenti u svojoj kemijskoj strukturi imaju dvostruke 1 jednostruke veze izmedu ugljikovih
atoma koje ¢ine konjugirani sustav m-elektrona. Klorofili imaju sposobnost apsorpcije crvenog
i plavog svjetla dok se zelena boja reflektira. Karotenoidi apsorbiraju plavo svjetlo te su crvene
1 zute boje. Ovi pigmenti se nalaze u fotosintetskim sustavima gdje su vezani za membranske
proteine i zajedno ¢ine komplekse za prikupljanje svjetlosti. Vanjski dijelovi ovih sustava ¢ine
antene koje prikupljaju svjetlosnu energiju 1 prenose je do posebnog para molekula klorofila u
srediStu kompleksa. Delokalizirani m-elektroni imaju sposobnost apsorbirati odredene valne
duljine u vidljivom spektru (400-725 nm) zbog ¢ega prelaze iz osnovnog u pobudeno stanje za
Sto je potrebno 10-15 sekundi [15]. Dio apsorbirane energije se koristi za primarne reakcije
fotosinteze dok se visak energije oslobada u obliku fluorescencije i1 topline. Povecanje jednog
od ova tri procesa (toplina, fluorescenija, fotosinteza) rezultira smanjenjem ostala dva procesa
zbog Cega se moze pratiti ucinkovitost fotosintetskog aparata. Fluorescencija klorofila
predstavlja reemisiju svjetlosti koju je apsorbirala molekula klorofila [14]. Spektar
fluorescencije klorofila se razlikuje od apsorbirane svjetlosti. Ukupna fluorescencija klorofila a
je niske vrijednosti (1-2% apsorbirane svjetlosti), a mjerenje fluorescencije moze ukazati na
stanje fotosustava. Fluorescencija se moze kvantificirati izlaganjem lista svjetlosti odredene
valne duljine i mjere¢i reemitiranu svjetlost duze valne duljine. Apsorpcijski spektar pigmenata

prikazan je slikom 9 [16].
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Slika 9. Apsorpcijski spektar B-karotena, klorofila a i b [15].

2.5. Fotoperiod

Biljke se cijelo vrijeme moraju prilagodavati okruzenju i uvjetima u kojima se nalaze.
Promjene koje nisu optimalne za biljku (koli¢ina vode, svjetlosti, hranjive tvari) mogu izazvati
stres. Stres moze biti uzrokovan abiotickim i bioti¢kim faktorima. U bioti¢ke faktore se ubrajaju
patogeni ¢imbenici dok abioticki faktori mogu biti vjetar, voda, temperatura, ali takoder i omjer
tame 1 svjetlosti [17]. Fotoperiod predstavlja koli¢inu tame i svjetlosti tijekom 24-satnog ciklusa
[18]. Fotoperiod regulira razlicite bioloSke procese vazne za Zivot biljke kao Sto su njen razvoj,
indukcija cvjetanja, opadanje liS¢a, itd. [19]. Vecina biljaka se moze podijeliti u tri kategorije s
obzirom na cvjetanje: biljke dugog dana, biljke kratkog dana i dnevno neutralne biljke.
Fotoperiod koji je kra¢i od kriticnog dnevnog svjetla (ili kriti¢ne duljine dana) inducira cvjetanje
biljaka kratkog dana dok biljke dugog dana reagiraju na fotoperiod duzi od kritiénog dnevnog
svjetla. Dnevno neutralne biljke ne reagiraju na fotoperiod [18]. Kako bi biljke mogle ,,mjeriti*
trajanje mraka 1 dana tijekom 24 sata, potreban im je sat koji mjeri vrijeme (cikardijski sat) i
fotoreceptori. Fotoreceptori razlikuju svjetlo od tame 1 sadrze organsku neproteinsku
komponentu kromofor. Kromofor je poCetno mjesto apsorpcije fotona. Fotoreceptori se mogu
podijeliti u nekoliko kategorija: kriptokrom, fitokrom, ksantopsin, rodopsin, itd. [19].
Primjenom skracivanja ili produljivanja fotoperioda, uzgajivaci mogu potaknuti cvjetanje i na
taj nacin ubrzati stvaranje sjemenki i plodova. Postoje granice koliko dugo mozZe trajati duljina
svjetlosti kako bi se stimulirao rast i cvjetanje. lako neke biljke mogu tolerirati trajanje svjetlosti

tijekom 20 sati, vecina biljaka ulazi u fazu stresa pod konstantnim osvjetljenjem [27].
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Opcenito, duzi fotoperiod moze izazvati jacu patogenu obranu dok kraéi fotoperiod moze
izazvati veéu otpornost od smrzavanja [28]. Biljke kratkog dana zahtijevaju kraée vrijeme
svjetlosti, a duzi period tame. Produljenjem dana, kod biljaka kratkog dana, inducira se
vegetativni rast. Duljina svjetlosti kraca od 12h potaknut ¢e cvjetanje biljke kratkog dana, dok
¢e svjetlost duza od 12h unutar 24-satnog ciklusa potaknuti vegetativni rast [29]. Optimalna
duljina svjetlosti za cvjetanje industrijske konoplje je u prosjeku 14h, a tijekom duzih
fotoperioda, cvjetanje je najcesce odgodeno [30]. Duzi fotoperiod u biljkama kratkog dana moze
izazvati stresni odgovor popracen primjerice lipidnom peroksidacijom i induciranjem

odgovornih genskih markera [28].

2.5. Tipovi svjetla za uzgoj

Kako bi biljka imala optimalan rast i razvoj, vazna je prisutnost kontroliranog
svjetlosnog okruZzenja. Kako bi se ublazile posljedice nedostatka svjetlosti na biljku, koriste se
ucinkoviti izvori svjetla elektricnih lampi za unutarnji uzgoj. Danas su dostupni razliciti
konvencionalni izvori svjetla: metal — halogene Zzarulje, visokotlatne natrijeve zarulje,
visokotlacne zarulje, fluorescentne Zarulje i Zarulje sa Zarnom niti. Takvi izvori svjetla se koriste
najceS¢e u objektima za uzgoj u kontroliranim uvjetima 1 staklenicima, no imaju nekoliko
nedostataka: kratki zivotni vijek, emisiju topline te zahtijevaju veliku snagu elektri¢ne energije.
Veliki iskorak dogodio se uvodenjem svjetle¢ih dioda (LED, engl. Light Emiting Diode) jer
imaju dug Zivotni vijek, malu potroSnju energije, nisku emisiju topline 1 promjenjiv spektar.
Kako bi biljke regulirale brojne procese i provodile fotosintezu, uglavnom koriste crveni, plavi
1infracrveni dio upadnog spektra, a upravo LED lampe mogu emitirati i obojenu 1 bijelu svjetlost
[20, 21]. Kao $to je ve¢ spomenuto, klorofil apsorbira najvise u plavom (425-275 nm) i crvenom
(625-675 nm) dijelu spektra, a pomocni fotoreceptori, karotenoidi, apsorbiraju svjetlost takoder
u plavom podrucju. Fotoreceptori (fototropini, kriptokromi 1 fitokromi) reguliraju
fotomorfogene odgovore: migraciju kloroplasta, stomatalni razvoj, cvjetanje, rast listova,
fototropizam i klijanje [20]. Vecina istrazivanja se fokusira na istrazivanje utjecaja crvenog i
plavog spektra na biljke, a razliCite boje svjetlosti imaju razli¢ite u€inke na razvoj i rast razli¢itih
biljaka [21]. Bez obzira §to biljke najviSe apsorbiraju crvenu i plavu svjetlost, samo plavo ili
crveno svjetlo za uzgoj biljke nije pogodno. Zato se koriste kombinirani izvori crvene i plave

svjetlosti. Odredena istrazivanja su pokazala kako plava svjetlost utje€e na nagomilavanje
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sekundarnih metabolita (antocijana, flavonoida, askorbata), a crvena svjetlost doprinosi samom

rastu biljke [22].
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3. MATERIJALI Il METODE

3.1 Kemikalije

Tekucéi dusik

Aceton, C3HeO

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, DPPH

Etanol, CoHsOH

Folin-Ciocalteuov reagens, FC

Natrijev karbonat, Na,CO3

Galna kiselina, C7HeOs

Zelj ezov 2,4,6-tripiridil-s-tirozin, Felll TPTZ

Zeljezov klorid heksahidrat, FeCl;x6H20

Trolox, 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroamn-2-karbonska kiselina
Metanol, CH3;0OH

Destilirana voda

Trikloroctena kiselina (TCA), C:HCI302

DNPH (2,4-dinitrofenilhidrozin) reagens (2 g DNPH, 230 mg tiouree i 270 mg CuSQO4 otopljeno
u 100 mL 5 M H2S04)

Sumporna kiselina, H2SO4

Askorbinska kiselina, CsHsOg

Tiobarbituirna kiselina (TBA), C4HaN>O>2S

Magnezijev biikarbonat, Mg(HCO3)2

Tris-HCI pufera pH 8,0

Boja Coomassie Briliant Blue G-250, C45H44N3NaO7S»

Albumin iz govedeg seruma (BSA)

Octena kiselina, CH3COOH

Dusic¢na kiselina, HNO3

Antron, C14H;00O

Antron reagens (2 mg antrona otopljeno u 1 mL sulfatne kiseline)

Glukoza, C¢H1206
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3.2. Biljni materijal i uzgoj

U svrhu istrazivanja, uzgajani su kultivari industrijske konoplje sorte Finola na
ljubicastoj 1 bijeloj svjetlosti uz promjene fotoperioda. Sjemenke su naklijavane u vodi tijekom
48 sati. Proklijale sjemenke su zasijane u mjeSavinu komercijalnog supstrata i vermikulita
(70:30) te uzgajane pod umjerenim LED osvjetljenjem intenziteta 80 pmol m™s™! i temperature
2242°C (fotoperiod 24/0) (slika 10). Nakon pojave prvih pravih listova, biljke su presadene u
pojedinacne plasticne posude u mjesavinu komercijalnog supstrata i perlita (70:30) te
rasporedene u uzgojne komore s bijelim (kombinacija halogenih i LED lampi) i ljubi¢astim
(LED lampe) osvjetljenjem intenziteta 250 umol m™s™!, temperature 20+2°C i fotoperiodima
16/8, 20/4 1 24/0. Biljke uzgajane na fotoperiodu 16/8 sluZzile su kao kontrola. Trideset dana
stare biljke su uzorkovane (slike 11 i 12), a listovi su nakon prikupljanja brzo smrznuti u
tekuc¢em dusSiku i pohranjeni na -80°C do daljnjih analiza. Prije uzorkovanja, na prvim potpuno
razvijenim listovima od vrha (drugi list) izmjerena je fluorescencija klorofila a. Za potrebe
biokemijskih analiza listovi su usitnjeni pomocu tekuceg dusika do finog praha te se tako

pripremljeno tkivo koristilo za biokemijske analize.

Slika 10. Klijanci industrijske konoplje pod ljubi¢astim LED osvjetljenjem prije

presadivanja.
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Slika 12. Uzorkovanje listova za biokemijske analize.
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3.3. Mjerenje fotosintetske u¢inkovitosti klorofila a

Fluorescencija klorofila @ mjerena je fluorimetrom Handy PEA (engl. Plant Efficiency
Analyser). Biljke su prije mjerenja prilagodene uvjetima tame tijekom 30 minuta. Na listove su
postavljane kvacice na koji se pri¢vrScuje senzorna jedinica PEA fluorimetra (slika 13).
Senzorna jedinica je pomocu pulsa crvene saturacijske svjetlosti visokog intenziteta (maksimum
650 nm, 3200 umol m™2s™!) inducirala fluorescenciju te su promjene mjerene tijekom jedne
sekunde. Izmjerene vrijednosti koriStene su za izracun parametara fotosintetske ucinkovitosti

(Tablica 1) primjenom JIP testa [32].

Tablica 1. Podatci i parametri JIP-testa [26, 31, 32].
Parametar Opis i jednadZbe
Fv/Fm Maksimalni prinos fluorescencije
Pltotal Indeks fotosintetske ucinkovitosti pretvorbe energije od ekscitona do redukcije
krajnjeg akceptora elektrona na PSI;
ABS/RC Apsorpcija po aktivnom reakcijskom sredistu

TRo/RC Hvatanje ekscitona po aktivnom reakcijskom sredistu

ETo/RC Elektronski transport po aktivnom reakcijskom sredistu

DI/RC Otpustanje energije po aktivnom reakcijskom srediStu

REo/RC Protok energije koji reducira krajnje akeptore elektrona na akceptorskoj strani

fotosustava I
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Slika 13. Postavljanje kvacica sa zatvorenim poklopcima kako bi se listovi prilagodili

uvjetima tame za mjerenje fluorescencije klorofila a.

3.4. Odredivanje sadrzaja askorbinske Kkiseline

U tubice od 12 mL odvagano je priblizno 0,5 g biljnog tkiva te dodano 10 mL destilirane
vode. Homogenati su centrifugirani 15 minuta (3000 g, 4°C). Supernatantu volumena 300 pL
je dodano 100 pL 13,3% TCA, 25 pL deionizirane vode i 75 pL. DNPH (2,4-
dinitrofenilhidrozin) reagensa. Za pripremu DNPH reagensa koristeno je 2 g DNPH, 230 mg
tiouree i 270 mg CuSOs otopljenih u 100 mL 5 M H>SOs4. Paralelno su pripremljene slijepe
probe bez dodavanja DNPH reagensa. Slijepe probe i uzorci inkubirani su sat vremena u vodenoj
kupelji na 37 °C. Nakon inkubacije, slijepim probama je dodano 75 pL DNPH reagensa, a potom
je svim tubicama (slijepe probe i uzorci) dodano 500 pL 65% H>SO4. Za izradu bazdarne
krivulje koriSteno je razrjedenje askorbinske kiseline (0 — 10 mg/mL). Apsorbancija je mjerena
pri 520 nm. Iz bazdarne krivulje je odredena koncentracija uzoraka te izrazena u mg/g svjeze

tvari (FW, engl. Fresh Weight) [33].
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3.5. Mjerenje koncentracije produkata lipidne peroksidacije

Metoda za mjerenje koncentracije produkata lipidne peroksidacije pociva na reakciji
djelatne tvari s tiobarbiturnom kiselinom (TBA) pri ¢emu nastaju obojene reaktivne tvari
tiobarbiturne kiseline (TBARS, engl. Thiobarbituric acid reactive substances). Odvagano je 0,2
g biljnog tkiva u tubice od 2 mL i dodano je 1 mL trikloroctene kiseline (0,1% TCA). Tako
pripremljeni uzorci su centrifugirani 5 minuta (6000 g, 4°C). Izdvojeni supernatant (0,5 mL)
prebacen je u tubice s ¢epom na navoj i dodano je 1 mL 0,5 % TBA (tiobarbituratna kiselina) u
20 % TCA. Tijekom sljede¢ih 30 minuta uzorci su inkubirani u termobloku na 95°C, zatim
ohladeni 10 — 15 minuta u ledu, a potom centrifugirani 15 minuta (18 000 g, 4°C). Apsorbancija
supernatanta je mjerena spektrofotometrijski (Specord 40, Analytik Jena) [34].

3.6. Odredivanje koncentracije fotosintetskih pigmenata

Odvagano je oko 0,1 g biljnog tkiva u tubice od 2 mL. Tkivu je dodano 1 mL 100 %
acetona i magnezijevog bikarbonata (na vrh Spatule). Ekstrakcija je provodena na -20 °C tijekom
24 sata. Zatim su uzorci centrifugirani 15 minuta (18 000 g, 4 °C). Apsorbancija uzoraka je
mjerena u staklenim kivetama na tri razli¢ite valne duljine: 470 nm, 645 nm i 662 nm (Specord
40, Analytik Jena). KorisStenjem koeficijenata prema Lichenthaleru izraunata je koncentracija

ukupnih klorofila i karotenoida [35].

3.7. Odredivanje koncentracije proteina

Odvagano je 0,5 g usitnjenog tkiva u tubice od 2 mL. Biljnom tkivu je dodano 1 mL 100
mM Tris-HCI pufera (pH=8). Uzorci su zatim stavljeni u led na inkubaciju 15 minuta te potom
centrifugirani 15 minuta (18 000 g, 4°C). Supernatanti su otpipetirani, a ekstrakcija je
ponovljena. Supernatanti druge ekstrakcije su spojeni sa supernatantima prve ekstrakcije.
Bradfordovom metodom je odredena koncentracija proteina pri ¢emu su se proteini nespecificno
vezali za anionski oblik boje Coomassie Briliant Blue G-250 u kiselom mediju. Volumen uzroka
od 5 puL 1 250 pL Bradfordovog reagensa dodano je u jazice mikrotitarske ploCice. Na ¢itacu
mikrotitarskih ploCica (Tecan, Spark) mjerena je apsorbancija pri 595 nm. Albumin iz govedeg
seruma (BSA, engl. bovine serum albumin) razlicite koncentracije (0 — 1,4 mg/mL) koristen je
za izradu bazdarne krivulje iz koje je izracunata koncentracija proteina u nepoznatim uzorcima

te izrazena u mg/mkL [36].
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3.8. Odredivanje sadrzaja ukupnih topljivih polifenola

Odvagano je 0,5 g biljnog tkiva u tubice volumena 12 mL. Uzorcima je dodano 2,5 mL
metanola (96%) te su tijekom 24 sata stavljeni na ekstrakciju na -20°C. Dobiveni ekstrakti su
centrifugirani 10 minuta (10 000 g, 4°C) nakon ¢ega su supernatanti odvojeni te koriSteni za
odredivanje sadrzaja ukupnih topljivih fenola i ukupne antioksidativne aktivnosti DPPH i FRAP
metodama. U jazice mikrotitarske plo¢ice dodano je 10 uL uzoraka, 190 uL 125 uL FC reagensa
te je smjesa promijesana. Uzorci su inkubirani na sobnoj temperaturi tijekom 5 minuta nakon
¢ega je dodano 75 pL zasi¢ene otopine Na,COs. Tijekom 60 minuta uzorci su inkubirani na
temperaturi od 37 °C, a potom ohladeni na sobnu temperaturu. Pomocu ¢itaca mikrotitarskih
plocica (Tecan, Spark) mjerena je apsorbancija uzoraka pri valnoj duljini od 765 nm. Razlicite
koncentracije galne kiseline (0 — 200 mg/L) korisStene su za izradu bazdarne krivulje pomoc¢u
koje je odredena ukupna koncentracija fenola u uzorcima, a izrazena je u ekvivalentima galne

kiseline (GAE) [37].

3.9. Odredivanje ukupne antioksidativne aktivnosti

Kako bi se odredila antioksidativna aktivnost nepoznatih uzoraka koriStene su tri
spektrofotometrijske metode: DPPH (eng. 2,2 — diphenyl -1 — picrylhydrazyl), FRAP (eng. ferric
reducing antioxidant power) 1 IRAC (eng. Iron (11l) reducing antioxidant capacity assay).
3.9.1. DPPH metoda

Antioksidativna aktivnost uzoraka odredena je sposobnos¢u hvatanja DPPH radikala.
Volumen uzorka od 20 pL je dodan u jazice mikrotitarskih ploc¢ica i 180 puL 0,004% DPPH
reagensa (4 mg DPPH reagensa otopljeno je u 100 mL 100% metanola). Uzorci su zatim
inkubirani u tami 30 minuta uz mijeSanje. Pri valnoj duljini od 517 nm izmjerena je apsorbancija
na Citacu mikrotitarskih plocica (Tecan, Spark). Za izradu bazdarne krivulje koriSteno je
razrjedenje Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) koncentracije 0
—300 mg/L. Antioksidativna aktivnost odredena je iz bazdarne krivulje 1 izrazena u pmol/g FW

kao ekvivalent Troloxa [38, 39].
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3.9.2. FRAP metoda

Kako bi se pripremila FRAP reakcijska smjesa, koriSten je 0,3 M acetatni pufer
(pH=3,6), 10 mM TPTZ otopina i 20 mM FeCls x 6H>O (10:1:1). Reakcijska smjesa je grijana
na 37°C u vodenoj kupelji. Uzorci volumena od 5 puL 1 180 uLL FRAP reakcijske smjese dodani
su u jazice mikrotitarske plocice. Inkubacija uzoraka je provodena u mraku na 37°C tijekom 15
minuta. CitaGem mikrotitarskih plo¢ica (Tecan, Spark) mjerena je apsorbancija uzoraka pri
valnoj duljini od 593 nm. Razrjedenja Troloxa (0 — 300 mg/L) koriStena su za izradu bazdarne

krivulje, a antioksidacijska aktivnost je izraZzena kao ekvivalent Troloxa u umol/g FW [38, 40].

3.10. Odredivanje udjela suhe tvari
Odvagano je 0,5 g svjezeg usitnjenog tkiva u tubice. U suSioniku su ostavljene otvorene
tubice na 105 °C tijekom 24 sata. Nakon toga je izvagano suho tkivo te je izra¢unat udio suhe

tvari kao razlika masa prije i nakon susenja. Udio suhe tvari izraZen je u postocima.

3.11. Odredivanje koli¢ine celuloze

U tubice od 2 mL odvagano je 30 mg tkiva te je dodana otopina octene, dusi¢ne kiseline
1 vode (8:1:2). Uzorci su zatim vorteksirani i grijani na 100°C tijekom 30 minuta (povremeno
protreseni). Nakon toga su uzorci hladeni na ledu 1 centrifugirani 15 minuta na 10 000 g.
Ostavljeno je 150 puL supernatanta i pelet na koji je dodano 1,5 mL vode. Uzorci su protresent,
ponovno centrifugirani, a supernatant je bacen. Uzorci su isprani tri puta s 1,5 mL acetona,
centrifugirani i ostavljeni tijekom no¢i na suSenje u digestoru. Sljedec¢i dan, uzorcima je dodano
175 uL 72% sulfatne kiseline te su inkubirani na sobnoj temepraturi 30 minuta, vorteksirani 1
ponovno inkubirani 15 minuta. Nakon toga je dodano 825 pL vode i1 uzorci su stavljeni na
vorteks, a potom centrifugirani 5 minuta na 10 000 g. U jaZice mikrotitarske ploCice dodano je
10 puL supernatanta, 90 pL vode u 200 pL antron reagensa (2 mg antrona u 1 mL sulfatne
kiseline). Mikrotitarske ploc¢ice su grijane 30 minuta na 80°C. Na ¢ita¢u mikrotitarskih plocica
(Tecan, Spark) mjerena je apsorbancija uzoraka pri 625 nm. Kako bi se odredila bazdarna
krivulja, koriStene su razli¢ite koncentracije otopine glukoze (0 — 10 pg) te je iz nje izraCunata

koncentracija celuloze nepoznatih uzoraka [41].
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3.12. Statisticka obrada podataka

Utjecaj duzine osvjetljenja, odnosno, fotoperioda na indistrijsku konoplju uzgojenu na
bijelom 1 ljubi¢astom svjetlu utvrden je analizom varijance (ANOVA) nakon ¢ega je primijenjen
Fisher's LSD (engl. Least Significant Difference) post-hoc test na razini znac¢ajnosti p<0,05. Za
statistiCku analizu koriSten je racunalni program Statistica ver. 13.1. (Tibco Software Inc.).
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti i standardne devijacije, a razli¢ita slova ukazuju

na statisticki znacajnu razliku.
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4. REZULTATI

4.1. Mjerenje koncentracije produkata lipidne peroksidacije

Biljke uzgojene pod ljubicastom svjetlo§¢u su na 20/4 fotoperiodu pokazale znacajno
nizu koncentraciju TBARS dok je tretman 24/0 uzrokovao znaCajan porast u odnosu na
kontrolu. Biljke uzgojene pod bijelom svjetloS¢u su na fotoperiodima 20/4 1 24/0 pokazale

znacajan porast u odnosu na kontrolu, a vrijednosti se izmedu fotoperioda 20/4 i 24/0 nisu

statisticki znacajno razlikovale.
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Slika 14. Sadrzaj produkata lipidne peroksidacije (TBARS, nmol/g FW) izmjeren u listovima
industrijske konoplje uzgojenih na fotoperiodima 16/8, 20/4 1 24/0 u komorama pod
ljubicastom (a) i bijelom (b) svjetlos¢u. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti £
standardna devijacija (SD). Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu

tretmana (p<0,05, ANOVA, LSD).

4.2. Ukupna antioksidativna aktivnost

4.2.1. Ukupna antioksidativna aktivnost odredena DPPH metodom

Biljke uzgojene pod ljubi¢astom svjetlo$¢u na fotoperiodu 20/4 nisu pokazale znacajnu
razliku ukupne antioksidativne aktivnosti dok je tretman 24/0 uzrokovao smanjenje ukupne
antioksidativne aktivnosti u odnosu na kontrolu. Biljke uzgojene pod bijelom svjetlos¢u su na
fotoperiodima 20/4 1 24/0 pokazale znacajno viSu ukupnu antioksidativnu aktivnost u odnosu
na kontrolni fotoperiod. Vrijednosti ukupne antioksidativne aktivnosti na fotoperiodima 20/4 i

24/0 ne pokazuju statisticki znacajnu razliku.
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Slika 15. Antioksidativna aktivnost (umol Trolox/g FW), izraZena kao sposobnost hvatanja
DPPH radikala, izmjerena u listovima industrijske konoplje uzgojenih na fotoperiodima 16/8,
20/4 1 24/0 v komorama pod ljubi¢astom (a) i bijelom (b) svjetlos¢u. Rezultati su prikazani
kao srednje vrijednosti  standardna devijacija (SD). Razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki

znacajne razlike izmedu tretman (p<0,05, ANOVA, LSD).

4.2.2. Ukupna antioksidativna aktivnost odredena FRAP metodom

Biljke uzgojene pod ljubicastom svjetlos¢u su na fotoperiodu 24/0 pokazale znacajno
nizu ukupnu antioksidativnu aktivnost dok je tretman 20/4 uzrokovao porast u odnosu na
kontrolu. Uzgoj biljaka pod bijelom svjetlos¢u su na fotoperiodu 20/4 i 24/0 pokazale porast

ukupne antioksidativne aktivnosti u odnosu na kontrolu, a najizraZeniji porast je uocen na
fotoperiodu 20/4.
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Slika 16. Antioksidativna aktivnost (wmol Trolox/g FW) izmjerena u listovima industrijske
konoplje uzgojenih na fotoperiodima 16/8, 20/4 1 24/0 u komorama pod ljubicastom (a) 1
bijelom (b) svjetlos¢u. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija

(SD). Razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike (p<0,05, ANOVA, LSD).
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4.3. Odredivanje sadrzaja ukupnih topljivih polifenola

Biljke uzgojene pod ljubicastom svjetlos¢u su na fotoperiodu 20/4 pokazale visi sadrzaj
ukupnih topljivih polifenola dok tretman 24/0 nije uzrokovao znacajne promjene u odnosu na
kontrolu. Biljke uzgojene pod bijelom svjetloS¢u su na fotoperiodima 20/4 i 24/0 pokazale visi

sadrzaj ukupnih topljivih polifenola dok je najizrazeniji porast uocen na fotoperiodu 20/4.
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Slika 17. Sadrzaj ukupnih topljivih polifenola (mgcae/g FW) izmjeren u listovima industrijske
konoplje uzgojenih na fotoperiodima 16/8, 20/4 i 24/0 u komorama pod ljubicastom (a) i
bijelom (b) svjetlos¢u. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija

(SD). Razlicita slova oznaavaju statisticki znacajne razlike (p<0,05, ANOVA, LSD).

4.4. Odredivanje sadrZaja askorbinske kiseline

Biljke uzgojene pod ljubi¢astom svjetlos¢u su na fotoperiodima 20/4 1 24/0 pokazale visi
sadrzaj askorbinske kiseline u odnosu na kontrolu dok je najizraZeniji porast na fotoperiodu
24/0. Biljke uzgojene pod bijelom svjetlos¢u su na fotoperiodu 20/4 i 24/0 pokazale visi sadrzaj

askorbinske kiseline u odnosu na kontrolu.
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Slika 18. Sadrzaj askorbinske kiseline (mg/g FW) izmjeren u listovima industrijske konoplje
uzgojenih na fotoperiodima 16/8, 20/4 1 24/0 u komorama pod ljubic¢astom (a) i bijelom (b)
svjetlos¢u. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti * standardna devijacija (SD).

Razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike (p<0,05, ANOVA, LSD).

4.5. Odredivanje koncentracije karotenoida
Biljke uzgojene pod ljubicastom svjetloS¢u su na fotoperiodu 20/4 pokazale nizu
koncentraciju karotenoida dok tretman 24/0 nije uzrokovao znacajne promjene u odnosu na

kontrolu. Biljke uzgojene pod bijelom svjetloS¢u na fotoperiodima 20/4 i 24/0 statisticki se

znacajno ne razlikuju o odnosu na kontrolu.
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Slika 19. Koncentracija karotenoida (mg/g FW) izmjeren u listovima industrijske konoplje
uzgojenih na fotoperiodima 16/8, 20/4 1 24/0 u komorama pod ljubic¢astom (a) i bijelom (b)
svjetlos¢u. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti £ standardna devijacija (SD).

Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike (p<0,05, ANOVA, LSD).
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4.6. Odredivanje sadrzaja celuloza
Biljke uzgojene pod ljubicastom svjetloS¢u su na fotoperiodu 20/4 pokazale znacajno
visi sadrzaj celuloze dok se tretman 24/0 nije statisticki zna€ajno razlikovao u odnosu na

kontrolu. Biljke uzgojene pod bijelom svjetlos¢u na fotoperiodima 20/4 i 24/0 nisu pokazale

statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolu.
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Slika 20. Sadrzaj celuloze (pg glukoze/g FW) izmjeren u listovima industrijske konoplje
uzgojenih na fotoperiodima 16/8, 20/4 1 24/0 u komorama pod ljubi¢astom (a) i bijelom (b)
svjetlo§¢u. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (SD).

Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike (p<0,05, ANOVA, LSD).

4.7. Odredivanje koncentracije proteina

Biljke uzgojene pod ljubicastom svjetlos¢u su na fotoperiodu 24/0 pokazale znacajno
viSu koncentraciju proteina dok tretman 20/4 nije uzrokovao znacajan porast u odnosu na
kontrolu. Biljake uzgojene pod bijelom svjetloS¢u su na fotoperiodu 24/0 pokazale visu

koncentraciju proteina dok tretman 20/4 je uzrokovao niZe vrijednosti u odnosu na kontrolu.
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Slika 21. Koncentracija proteina (mg/g FW)izmjerena u listovima industrijske konoplje
uzgojenih na fotoperiodima 16/8, 20/4 1 24/0 u komorama pod ljubi¢astom (a) i bijelom (b)
svjetlos¢u. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti £ standardna devijacija (SD).

Razlic¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike (p<0,05, ANOVA, LSD).

4.8. Udio suhe tvari
Biljke uzgojene pod ljubicastom svjetlosc¢u su na fotoperiodima 20/4 1 24/0 pokazale visi
udio suhe tvari dok je najizrazeniji porast na fotoperiodu 20/4 u odnosu na kontrolu. Biljke

uzgojene pod bijelom svjetloS¢u prate isti trend kao 1 biljke uzgojene pod ljubi¢astom svjetloscu.
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Slika 22. Udio suhe tvari (%) izmjeren u listovima industrijske konoplje uzgojenih na
fotoperiodima 16/8, 20/4 1 24/0 u komorama pod ljubicastom (a) i bijelom (b) svjetloscu.
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (SD). Razlicita slova
oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike (p<0,05, ANOVA, LSD).

4.9. Odredivanje koncentracije fotosintetskih pigmenata

Biljke uzgojene pod ljubiastom svjetlos¢u su na fotoperiodima 20/4 i 24/0 pokazale
znacajno niZze koncentracije ukupnih klorofila (Chl a + b) u odnosu na kontrolu dok se omjer
klorofila (Chl a/b) pri fotoperiodama 20/4 1 24/0 nije znac¢ajno promijenio u odnosu na kontrolu.
Biljke uzgojene pod bijelom svjetlos¢u su na fotoperiodima 20/4 1 24/0 pokazale znacajno nize
koncentracije Chl a + b u odnosu na kontrolu dok se omjer klorofila (Chl a/b) pri fotoperiodu

24/0 povisio, a tretman 20/4 se nije statisticki znacajno razlikovao.

27



a) b)

6,000 6,000 b b a
T 4,000 a a 2 T 4,000 -
2 2,000 - b o b gk < 2,000 : B b b
oo < oo <
16/8 20/4 24/0 16/8 20/4 24/0
svjetlosni interval svjetlosni interval
H Chla+Chlb Chla/Chlb H Chla+Chlb Chla/Chlb

Slika 23. Sadrzaj ukupnih klorofila (Chl a+b, mg/g FW) i omjer klorofila a i b (Chl a/b mg/g
FW) izmjeren u listovima industrijske konoplje uzgojenih na fotoperiodima 16/8, 20/4 1 24/0 u
komorama pod ljubic¢astom (a) i bijelom (b) svjetlos¢u. Rezultati su prikazani kao srednje
vrijednosti + standardna devijacija (SD). Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike

(p<0,05, ANOVA, LSD).

4.10. Mjerenje fotosintetske ucinkovitosti

Biljke uzgojene pod ljubicastom svjetlos¢u su na fotoperiodu 20/4 pokazale znacajno
nize vrijednosti Fv/Fm dok tretman 24/0 nije uzrokovao znacajnu promjenu u odnosu na
kontrolu. Uzgoj na fotoperiodima 20/4 i 24/0 uzrokovali su nize vrijednosti Plita dok je
najizrazeniji pad na fotoperiodu 20/4 u odnosu na kontrolu. Biljke uzgojene pod bijelom
svjetloS¢u su na fotoperiodu 20/4 pokazale nize vrijednosti Fv/Fm dok se tretman 24/0 nije
statisticki znacajno razlikovao u odnosu na kontrolu. Uzgoj na fotoperiodima 20/4 1 24/0

uzrokovali su niZe vrijednosti Pitotal.
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Slika 24. Parametri maksimalnog prinosa fluorescencije (Fv/Fm, relativne jedinice) i indeks
fotosintetske ucinkovitosti pretvorbe energije od ekscitona do redukcije krajnjeg akceptora
elektrona na PSI (Pliotl, relativne jedinice) izmjereni u listovima industrijske konoplje
uzgojenih na fotoperiodima 16/8, 20/4 1 24/0 u komorama pod ljubi¢astom (a) i bijelom (b)
svjetlos¢u. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti & standardna devijacija (SD).

Razlicita slova oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike (p<0,05, ANOVA, LSD).

Uzgoj biljaka pod ljubi¢astom svjetloscu su na fotoperiodima 20/4 i 24/0 pokazale vise
vrijednosti ABS/RC. NajviSe vrijednosti TRo/RC 1 ETo/RC izmjerene su pri fotoperiodu 20/4
dok se tretman 24/0 nije statisticki znacajno razlikovao u odnosu na kontrolu. Uocen je
statistiCki znacajan porast DIo/RC uzgojem na fotoperiodima 20/4 i 24/0 dok je najizrazeniji
porast na fotoperiodu 24/0 u odnosu na kontrolu. Uzgoj na fotoperiodu 24/0 rezultirao je vi§im
vrijednostima RE¢/RC dok se vrijednosti izmjerene na fotoperiodu 20/4 nisu znacajno

razlikovale.
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Slika 25. Parametri protoka energije kroz aktivna reakcijska sredista (ABS/RC, TRo/RC,
ETo/RC, DIo/RC, REo/RC) izmjereni u listovima industrijske konoplje uzgojenih na
fotoperiodima 16/8, 20/4 1 24/0 u komorama pod ljubicastom svjetlos¢u. Rezultati su prikazani
kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (SD). Razli¢ita slova oznacavaju statisticki

znacajne razlike (p<0,05, ANOVA, LSD).

Biljke uzgojene pod bijelom svjetlos¢u su na fotoperiodu 20/4 pokazale visu vrijednost
ABS/RC i TRo/RC dok tretman 24/0 nije uzrokovao znacajnije promjene u odnosu na kontrolu.
Vrijednosti ETo/RC nisu se znacajno razlikovale uzgojem na fotoperiodima 20/4 i 24/0. Uzgoj
na fotoperiodima 20/4 i 24/0 rezultirao je viSim vrijednosti DIo/RC dok je najizrazeniji porast
na fotoperiodu 20/4 u odnosu na kontrolu. Uocen je znacajan statisticki pad RE¢/RC uzgojem

na fotoperiodima 20/4 1 24/0 dok je najizrazeniji pad na fotoperiodu 20/4.
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Slika 26. Parametri protoka energije kroz aktivna reakcijska sredista (ABS/RC, TRo/RC,
ETo/RC, DIo/RC, RE¢/RC) izmjereni u listovima industrijske konoplje uzgojenih na
fotoperiodima 16/8, 20/4 1 24/0 u komorama pod bijelom svjetloS¢u. Rezultati su prikazani
kao srednje vrijednosti  standardna devijacija (SD). Razli¢ita slova oznacavaju statistic¢ki

znadajne razlike (p<0,05, ANOVA, LSD).
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5. RASPRAVA

Industrijska konoplja (Cannabis sativa L. subsp. sativa) je azijska biljka bogata
vitaminima, mineralima, ugljikohidratima, viSestruko nezasiCenim masnim kiselinama i
proteinima $to je ¢ini kvalitetnom namirnicom u ljudskoj prehrani. Takoder je bogata prirodnim
antioksidansima koji imaju vaznu ulogu u smanjenju rizika od nastanka bolesti i starenja [42].
Lako se prilagodava raznim klimatskim, temperaturnim 1 svjetlosnim uvjetima [43], a
produzeno izlaganje svjetlosti moze pokrenuti obrambeni mehanizam odnosno aktivirati gene
odgovorne za borbu protiv oksidativnog stresa [28]. Slobodni radikali ¢esto napadaju visestruko
nezasicene masne kiseline $to rezultira lipidnom peroksidacijom, a jedna od zadaca
antioksidansa je da takve reakcije sprijeCi. Prevelika ucestalost lipidne peroksidacije moze
dovesti do smanjenja fluidnosti u bioloSkim membranama i1 oSte¢enja stanica pa su njeni
produkti dobri pokazatelji oksidacijskog stresa [44, 45]. U ovom istrazivanju, uzgoj biljaka pri
fotoperiodima 24/0 pod bijelom svjetlos¢u te na fotoperiodima 20/4 i 24/0 pod ljubicastom
svjetlo§¢u su uzrokovali vecu akumulaciju produkata lipidne peroksidacije u odnosu na kontrolu
Sto moze biti rezultat pojacane proizvodnje ROS. Stepiena i Klobusa [46] su proveli istrazivanje
na psenici gdje su uocili porast lipidne peroksidacije kao posljedicu solnog stresa. Autori navode
kako slobodni radikali uzrokuju razgradnju membranskih lipida Sto utjeCe na poveéanje lipidne
peroksidacije. Isticu kako se biljke s pove¢anom razinom antioksidansa mogu uspjesno obraniti
od nastanka povecane razine lipidne peroksidacije. Sli¢ne rezultate dobili su Vavilin i sur. [47]
proucavajuc¢i akumulaciju produkata lipidne peroksidacije u stanicama vrste Chlorella tijekom
svjetlosnog stresa.

U ovom istrazivanju, uzgoj industrijske konoplje pri oba tipa svjetlosti na fotoperiodu 20/4
uzrokovao je povecanje antioksidativne aktivnosti. Medutim, doSlo je do smanjivanja
antioksidativne aktivnosti pri fotoperiodu 24/0 §to moZe upucivati na to da se biljka vise nije
mogla prilagoditi stresnim uvjetima. Slicne rezultate su dobili Faraloni i sur. [50] istraZivanjem
svjetlosnog stresa na antioksidativnu aktivnost mikroalgi. Povecanje intenziteta svjetlosti
rezultiralo je povecanjem antioksidativne aktivnosti mikroalge Chlamydomonas reinhardtii.
Autori navode kako tijekom fotooksidativnog stresa dolazi do akumulacije viSka energije 1
pokretanja fotoprotektivnih mehanizma 1 sinteze antioksidansa.

Kako bi se nosile sa stresnim ¢imbenicima, biljke izmedu ostalog koriste antioksidanse

poput polifenola i askorbinske kiseline [48, 49]. Na temelju dobivenih rezultata u ovom radu,
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vidljivo je kako porast sadrzaja polifenola prati porast antioksidativne aktivnosti. Moze se
pretpostaviti da je antioksidativna aktivnost medusobno povezana sa ukupnim sadrZajem
topljivih  polifenola. Polifenoli imaju sposobnost neutralizacije ROS-a te doprinose
antioksidativnom djelovanju [52]. Biljke industrijske konoplje uzgojene na fotoperiodu 20/4
pokazale su visi sadrzaj ukupnih topljivih polifenola na ljubicastoj i bijeloj svjetlosti. S druge
strane, uzgoj na ljubicastoj svjetlosti pri fotoperiodu 24/0 doveo je do smanjenja ukupnih
topljivih polifenola, a isti tretman na bijeloj svjetlosti se nije znacajno razlikovao u odnosu na
kontrolu. Sli¢ne rezultate dobili su Radyukina 1 sur. [51] proucavajuci djelovanje svjetlosnog
stresa na akumulaciju fenola u bosiljku. U njihovom istrazivanju, autori pretpostavljaju kako je
svjetlosni stres potaknuo sintezu fenolnih spojeva te kako oni predstavljaju jedan od obrambenih
mehanizama protiv ROS u samoj biljci.

Page 1 sur. [53] su proveli istrazivanje kojom su ispitali akumulaciju askorbinske kiseline
tijekom svjetlosnog stresa na listovima vrste Arabidopsis thaliana. Askorbinska kiselina svojom
antioksidativnom aktivnosc¢u sudjeluje u borbi protiv oksidativnog stresa i doprinosi stvaranju
sekundarnih metabolita. Kvaliteta, intenzitet i duzina svjetlosti mogu utjecati na akumulaciju
askorbinske kiseline u biljci [54]. Povecanjem stresnog utjecaja dolazi do povecanja razine
askorbinske kiseline u biljnom tkivu koja djeluje kao enzimski kofaktor, regulira signalizaciju
u stanicama 1 ostalim metaboli¢kim putevima, koordinira sintezu fitohormona, opcenito
sudjeluje u rastu biljke 1 odgovoru na stres kao prilagodbu na okoliSne promjene [55, 56]. U
ovom istrazivanju, fotoperiod 24/0 uzrokovao je povecanu sintezu askorbinske kiseline. Naime,
askorbinska kiselina pruza fotoprotektivnu ulogu, odnosno sudjeluje u mehanizmima za
ocuvanje fotosintetskih komponenti. Moze se pretpostaviti kako je doslo do vece potrebe za
sintezom askorbinske kiseline uslijed oksidacijskog stresa te se na taj nacin biljka prilagodila
stresnim uvjetima [57].

Celuloza ¢ini glavnu komponentu stani¢ne stijenke biljaka i jedan je od najzastupljenijih
biopolimera [61]. Bioticki 1 abioticki stresori utje¢u na mikrotubule te utjecu na sintezu celuloze.
Akumulacija celuloze je jedan od antioksidacijskih odgovora na stresne uvjete u biljci [58, 62].
Rezultati dobiveni mjerenjem sadrzaja celuloze u konoplji pokazuju razlicite rezultate. Biljke
uzgojene pod bijelom svjetlo§¢u nisu pokazale znac¢ajne promjene pri fotoperiodima 20/4 i 24/0
u odnosu na kontrolu dok su biljke uzgojene pod ljubiCastom svjetloS¢u pri fotoperiodu 24/0

pokazale znacajan porast $to ukazuje da je ljubicasta svjetlost djelovala kao stresor na biljke.
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Tijekom oksidativnog stresa dolazi do razaranja vaznih bioloskih molekula kao S§to su
proteini [63]. Kada se oksidirani proteini ne mogu obnoviti i izgube svoju funkciju, moze do¢i
do njihove agregacije [64]. U naSem istrazivanju fotoperiod 24/0 uzrokovao je najvecu
akumulaciju proteina §to moze biti odgovor na povecanu akumulaciju ROS—a zbog ¢ega dolazi
do razgradnje proteina i samim time nastaje veca potreba za njihovom proizvodnjom [65].
Sli¢ne rezultate su dobili Rakszegi i sur. [66] ispitivanjem utjecaja oksidativnog stresa na pSenici
Sto je rezultiralo porastom sadrzaja proteina kao odgovor na povecanu koli¢inu ROS-a.
Istrazivanje koje su proveli Jiao i1 sur. [67] na repi upucuje na razgradnju proteina nakon
dugotrajnog izlaganja svjetlosti. Autori takoder tvrde kako proteini reakcijskih sredista mogu
biti meta fotooksidativnog stresa tijekom fotoinhibicije PSI.

U naSem istraZivanju, fotoperiod 20/4 je utjecao na povecanje udjela suhe tvari i na
ljubicastoj 1 bijeloj svjetlosti dok se udio suhe tvari na fotoperiodu 24/0 smanjio. Uzrok tome
moze biti veca potreba za obranom organizma od ROS-a §to je dovelo do usporenog rasta ili
stopiranja rasta [68]. Poveéanjem stope fotosinteze dolazi do povecanja koli¢ine ugljikohidrata
Sto moZe na kraju rezultirati pove¢anim udjelom suhe tvari [69].

Karotenoidi $tite fotosintetski aparat protiv okoli$nih faktora kao $to je neoptimalna koli¢ina
svjetlosti. Tijekom fotooksidativnog stresa karotenoidi imaju sposobnost hvatati ROS [58].
Ramel 1 sur. [60] svojim istrazivanjem pretpostavljaju kako svjetlosni stres dovodi do
proizvodnje ROS—a zbog kojih dolazi do oksidacije B-karotena. S druge strane, istraZivanje koje
su proveli Faraloni i sur. [50] na vrsti Chlamydomonas reinhardtii ukazuje kako svjetlosni stres
utjee na povecanu sintezu karotenoida odnosno aktivira fotoprotektivne mehanizme,
promovirajuci sintezu karotenoida te sprje¢ava razgradnju klorofila. U ovom istrazivanju, moze
se pretpostaviti da industrijska konoplja nije uspjela aktivirati fotoprotektivne mehanizme
odnosno da se nije dovoljno prilagodila uvjetima uzgoja jer je pove¢anjem duljine izlaganja
svjetlosti doslo do razgradnje klorofila, a koncentracija karotenoida se nije znacajno mijenjala.

Nize koncentracije klorofila povezuju se sa smanjenjem ucinkovitosti fotosustava u
tilakoidnim membranama koje i dalje mogu ostati potpuno funkcionalne. U istrazivanju koje su
proveli Tzvetkova-Chevolleau i sur. [70] doslo je do povecane ekspresiju proteina i smanjenje
prekursora klorofila te samog klorofila u vrsti Arabidopsis thaliana. Tijekom uzgoja konoplje
na fotoperiodima 20/4 1 24/0 pri oba tipa svjetlosti doslo je do smanjenja koncentracije klorofila

najvjerojatnije zbog njegove razgradnje. Koncentracija klorofila a, b 1 karotenoida u biljkama
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moze se smanjiti pod djelovanjem stresnih ¢imbenika kao §to je prekomjerna koli¢ina svjetlosti.
Poveéana koncentracija karotenoida stiti kloroplaste i pomaze odrzavanju koncentracije
klorofila [71]. Istrazivanje koje su proveli Mohammadkhani i Heidari [72] izmjerili su nize
vrijednosti klorofila a, b 1 ukupni sadrzaj klorofila dok su vrijednosti karotenoida bile vise u
kultivarima kukuruza izlozenih vodnom stresu. Mafakheri 1 sur. [73] su istrazivanjem stresa na
kultivarima slanutka uocili smanjenje klorofila @ i b te ukupnih klorofila. Prekomjerna
apsorpcija energije u fotosintetskom aparatu dovodi do povecanja ROS-a. Kako bi se smanjio
ili sprijecio takav ishod, dolazi do razgradnje apsorbiraju¢ih pigmenata Sto moze biti uzrok
smanjenja koncentracije klorofila. U naSem istrazivanju, promjena fotoperioda u odnosu na
kontrolu nije znacajno utjecala na omjere klorofila a i b $to moze biti rezultat manje osjetljivosti
klorofila b na promjene fotoperioda [74].

Svjetlost je vazan ¢imbenik u rastu i razvoju biljke te utjece na fotosintezu [59]. Za
postizanje optimalne fotosintetske ucinkovitosti, svaki list se treba prilagoditi intenzitetu,
dugotrajnosti i kvaliteti svjetlosti. Prevelika koli¢ina svjetlosti moze uzrokovati ostecenja u
fotosintetskom aparatu $to utjece na fotokemijsku uc¢inkovitost [75]. Ako se apsorbira prevelika
koli¢ina energija u odnosu na potrebe odvijanja fotosinteze dolazi do akumulacije suviSka
energije u tilakoidnim membrana S§to izaziva oSte¢enja na PSII te u konacnici rezultira
zatvaranjem reakcijskih sredista PSII 1 fotoinhibicijom. Fotoinhibicija nastaje kao posljedica
proizvodnje ROS-a koji su odgovorni za oStecenja reakcijskih sredista PSII [73]. Molekula
klorofila u antenama kompleksa fotosustava apsorbira foton (ABS). Zatim dolazi do prijenosa
ekscitacijske energije s molekule na molekulu kroz kompleks antena. Dio energije se otpusSta u
obliku topline (Dly), dio je uhvacen u reakcijskom sredistu (TRo), a dio se iskoriStava za
redukciju Qa (plastokinona) (ETo) te se energija prenosi kroz transportni lanac elektrona [31].

U ovom istrazivanju maksimalni kvantni prinos PSII (Fv/Fm) kretao se izmedu 0,790 —
0,829, a prema Bolhar-Nordenkampfu 1 sur. [76] vrijednosti koje karakteriziraju funkcionalni
fotosintetski aparat su upravo izmedu 0,75 — 0,85. Parametar Pliwm predstavlja indeks
fotosintetske ucinkovitosti koji opisuje koliko je energije potrebne od ekscitona do redukcije
krajnjeg akceptora elektrona u PSI. Povecanjem duljine izlaganja svjetlosti smanjile su se
vrijednosti parametra Pl Sto su takoder uocili i Shamsabad 1 sur. [77] u svom istrazivanju.
Nadalje, dobiveni rezultati mjerenja konoplje su takoder pokazali da na fotoperiodu 20/4 pri

bijeloj svjetlosti dolazi do povec¢anja ABS/RC, TRo/RC i1 DIo/RC. Sli¢an trend su takoder uocili
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Shamsabad i sur. prouc¢avajuci fotosintetski aparat u listovima jagode te pretpostavljaju kako je
doslo do inaktivacije dijelova reakcijskih sredista ili do njihovog gaSenja. Poveéane vrijednosti
DIo/RC upucuju kako se suvisSak apsorbirane energije rasipa u obliku topline [77]. Medutim, na
fotoperiodu 20/4 (ljubicasta svjetlost) dolazi do povec¢anja ABS/RC, TRo/RC, ETo/RC, DIo/RC.
Dulje izlaganje svjetlosti dovelo je do smanjenja vrijednosti parametra ETo/RC S§to je
primijeceno u istrazivanju koje su provodili Mihaljevi¢ i sur. [78] u kultivarima crvenog hrusta
tijekom stresa izazvanog susom. To ukazuje na povecano otpustanje apsorbirane energije (DIo)
uz istovremeno smanjenje ucinkovitog protoka elektrona u transportnom lancu (ETo) te se na
taj nacin sprijecava fotoosteCenje sustava §to je takoder pokazatelj odredene prilagodbe
fotosintetskog aparata na produzeno izlaganje svjetlosti. Nepromijenjene vrijednosti ETo/RC pri
izlaganju bijeloj svjetlosti se mogu odnositi na bolju toleranciju biljke koja moze zastiti

fotosintetski aparat bez toplinskog rasipanja apsorbirane energije [79].
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6. METODICKA OBRADA NASTAVNE JEDINICE

6.1. Priprema za nastavni sat

Datum: ...

Razred: 4.razred gimnazije

Ime i prezime ucitelja/nastavnika kemije: Antonia Vicic¢

Tematska cjelina: Kemija odabranih biomolekula

Nastavna jedinica: Vitamini

Tip sata: Obrada novog gradiva 1 ponavljanje

Cilj: Objasniti vaznost 1 ulogu vitamina

POSTIGNUCA 1Z | ISHODI RAZINA | PLANIRANI OSTVARENOST
PIP-A UCENJA I | ISHODA | ZADACI/AKTIVNOSTI | PLANIRANIH
POUCAVANIJA | (prema ZA PROVIJERU | ZADATAKA/AKTIVNOSTI
Crooksu | USVOJENOSTI ZA PROVIJERU
1988): ISHODA UCENJA I | USVOJENOSTI ISHODA
POUCAVANIJA UCENJA I POUCAVANJA
KEM SS A.4.12. | Usporeduje R1,R2 Po ¢emu se vitamini
Istrazuje svojstva, | svojstva razlikuju od ostalih
sastav 1  vrstu | odredenih esencijalnih tvari koje
odabranih vitamina unosimo hranom?
biomolekula
primjenjujuéi
kemijsko nazivljei | Usporeduje Koje strukturne formule
simboliku u okviru | strukture vitamina u svom sastavu
koncepta odredenih sadrze dusik?
vitamina
KEM SS B.4.13. | Objasniti R2 Zasto nije preporucljivo
Istrazuje kemijske | topljivost iz prehrane potpuno
promjene vitamina izbaciti masti i ulja? Koje
odabranih su posljedice?
biomolekula.
KEM SS D.4.16. | Izratunati R2,R3
Primjenjuje maseni udio
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matematicka vodika u
znanja i vjestine. molekuli

B-karotena

Potrebna predznanja i vjeStine: znanje iz biologije 1 organske kemije (prepoznavanje
ugljikovodi¢nih dijelova u molekulama)

Kljuéni pojmovi: vitamini, svojstva vitamina, prehrana, vitamin topljivi u mastima, vitamini
topljivi u vodi

Povezanost s nastavnim predmetima:

-Biologija

Razrada postignuca (ishoda) i zadaci/aktivnosti za provjeru njihove usvojenosti

6.2. Struktura nastavnog sata

ETAPE NASTAVNOG | AKTIVNOSTI AKTIVNOSTI SOCIOLOSKI OBLICI
SATA UCITELJA/NASTAVNIKA | UCENIKA RADA

UVODNI DIO Rjesavanje radnog listica | Ulenici rjeSavaju radni | Individualni rad

(10 min) ucenici ¢e ponoviti gradivo | listi¢ za ponavljanje,

proslog  sata, odnosno | usmeno izlazu odgovore

amidne spojeve i1 amidnu

vezu.
SREDISNJI DIO Napisati na ploéu naslov | Aktivnho sudjelovanje u | Frontalni rad
(25 min) Vitamini. Porazgovarati s | razgovoru. -razgovor

uéenicima 0 vaznosti

vitamina, koje vitamine Frontalni, individualni
znaju, u kojim namirnicama rad

mogu prona¢i odredene -razgovor

vitamine. -pisanje

Podijeliti u¢enike u grupe (3- Grupni rad

4 ucenika) i zadati im da -pretrazivanje

pronadu uloge odredenog informacija

vitamina 1 namirnice u
kojima se nalaze. Za
istrazivanje mogu Koristiti

udzbenik 1 internetske
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stranice poput portala IZZI i
Edutorija.

Nakon istrazivanja,
predstavnici  pojedinacnih
grupa izlaze na plocu i
zapisuju kljucne informacije
o vitaminu kojim je bio
dodijeljen. Nadopuniti
informacijama  koje  su
mozda ucenici izostavili.
Ostali  ucenici  zapisuju

informacije drugih ucenika.

Pisanje zapisa s ploce u

biljeznicu.

Aktivno slusati.

Postavljati pitanja.

Individualni rad

-pisanje, razgovor

ZAVRSNI DIO
(10 min)

Ponavljanje gradiva u paru

pomocu Kahoot kviza.

Aktivno sudjelovati u

rjeSavanju kviza

Rad u paru
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6.3. Plan ucenickog zapisa

Vitamini
-skupina organskih spojeva za rast, razvitak i reprodukciju
-provitamin: metabolickim putem prelaze u aktivni oblik vitamina
-avitaminoza: potpuni nedostatak nekog vitamina
-hipovitaminoza: djelomi¢ni nedostatak
-hipervitaminoze: prevelika koli¢ina
-vitamini topljivi u vodi (skupina B, vitamin C)

-vitamini topljivi u mastima (D, E, K, A)

Vitamin A | Vitamin C Vitamin D | Vitamin E Vitamin K Skupina
vitamina B
Uloga u vid, rast, | antioksidans | razina antioksidans zgrusavanje | koza, kosa,
organizmu razvoj kalcija i krvi nokt??
fosfora energlja
Uzroci no¢no skorbut, rahitis gubitak hemoragijska slabost,
nedostatka sljepilo umor, misiéne mase, bolest anemija,
L slabost hemoliza umor
vitamina crvenih krvnih
stanica
Prisutnost u | ulje jetre citrusno izlaganje orasSasti lisnato kvasac,
namirnicama | Tibe, voce voce, UV- . plodqw, povrée i voce banang,
i povrée brokula svjetlosti, | zeleno lisnato orasi
riblje ulje povrcée
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6.4. Radni listi¢
6.4.1. Radni listi¢ 1. — Amidi

1. Dopuni recenicu s rije¢ima koje nedostaju.
a) Amidi su karboksilnih kiselina.
b) skupina (C=0) veze se na amino skupinu (-NHy) i tvori
skupinu ( ).
2. Zaokruzi slovo ispred tocnog odgovora.
Trivijalni naziv etanamida je:
a) formamid
b) etilamid
¢) benzamid
d) acetamid
3. Dopuni recenicu s rije¢ima koje nedostaju.

a) Najjednostavniji amid je ili koji nastaje u jetri kao produkt

razgradnje , a izluCuje se preko bubrega.

b) Amidi su podlozni reakcijama

6.4.2. Kviz — Vitamini
1. Zaokruzi slovo ispred to¢nog odgovora. Vitamini su:
a) kofaktori u brojnim enzimskim reakcijama
b) amini koji se mogu naci u biljkama
c) skupina spojeva male molekulske mase
d) 1izvori energije za zivotne funkcije
2. Zaokruzi slovo T ako je tvrdnja tocna, a slovo N ako je tvrdnja neto¢na.
a) Vitamin A i E se mogu pohraniti u organizmu. T/N
b) Dobar izvor vitamina topljivih u mastima su voce i povrée. T/N
¢) Vitamin B kompleksa se izlu¢uje mokracom. T/N
d) Dobar izvor vitamina topljivih u vodi je Zivotinjska jetra. T/N
3. Zaokruzi slovo ispred to¢nog odgovora.
Koji se vitamin svrstava u vitamine topljive u vodi?

a) vitamin A
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b) vitamin C
¢) vitamin K
d) vitamin D
Koji se vitamin svrstava u vitamine topljive u mastima?
a) askorbinska kiselina
b) riboflavin
c) tokoferol
d) niacin
U jetri se mogu sintetizirati:
a) karotenoidi
b) nista navedeno
¢) vitamini topljivi u mastima
d) vitamini topljivi u vodi
Za sintezu aktivnog koagulacijskog faktora potreban je:
a) vitamin C
b) vitamin K
¢) vitamin A
d) vitamin E
4. Zaokruzi slovo ispred neto¢ne tvrdnje.
Neki vitamini:
a) sudjeluju kao antioksidansi u kemijskim reakcijama
b) se oksidiraju dajuci energiju
c¢) sudjeluju u sastavu vaznih biomolekula
d) odrZavaju normalan rast i razvoj organizma
5. Izraunaj maseni udio vodika u molekuli beta karotena. Molekulska formula beta karotena je

M¢=C40oHse. (zadaca)

6.4.3. Ocekivani odgovori na listi¢ 1. — Amidi
1. Dopuni recenicu s rije¢ima koje nedostaju.

a) Amidi su derivati karboksilnih kiselina.
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b) Karbonilna skupina (C=0) veze se na amino skupinu (-NHb>) i tvori amidnu skupinu
(CONH»).
2. Zaokurizi slovo ispred tocnog odgovora.
Trivijalni naziv etanamida je:
a) formamid
b) etilamid
¢) benzamid
d) acetamid
3. Dopuni recenicu s rije¢ima koje nedostaju.
a) Najjednostavniji amid je urea ili mokracevina koji nastaje u jetri kao produkt
razgradnje bjelancevina, a izlucuje se preko bubrega.

b) Amidi su podlozni reakcijama hidrolize.

6.4.4. Ocekivani odgovori na kviz — Vitamini
1. Zaokruzi slovo ispred to¢nog odgovora. Vitamini su:
a) kofaktori u brojnim enzimskim reakcijama
b) amini koji se mogu naci u biljkama
c¢) skupina spojeva male molekulske mase
d) izvori energije za Zivotne funkcije
2. Zaokruzi slovo T ako je tvrdnja tocna, a slovo N ako je tvrdnja neto¢na.
a) Vitamin A i1 E se mogu pohraniti u organizmu. T/N
b) Dobar izvor vitamina topljivih u mastima su voce i povrée. T/N
¢) Vitamin B kompleksa se izluc¢uje mokrac¢om. T/N
d) Dobar izvor vitamina topljivih u vodi je Zivotinjska jetra. T/N
3. ZaokruZi slovo ispred to¢nog odgovora.
Koji se vitamin svrstava u vitamine topljive u vodi?
e) vitamin A
f) vitamin C
g) vitamin K
h) vitamin D

Koji se vitamin svrstava u vitamine topljive u mastima?
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e) askorbinska kiselina
f) riboflavin
g) tokoferol
h) niacin
U jetri se mogu sintetizirati:
e) karotenoidi
f) nisSta navedeno
g) vitamini topljivi u mastima
h) vitamini topljivi u vodi
Za sintezu aktivnog koagulacijskog faktora potreban je:
e) vitamin C
f) vitamin K
g) vitamin A
h) vitamin E
4. Zaokruzi slovo ispred neto¢ne tvrdnje.
Neki vitamini:
e) sudjeluju kao antioksidansi u kemijskim reakcijama
f) se oksidiraju dajudi energiju
g) sudjeluju u sastavu vaznih biomolekula
h) odrzavaju normalan rast i razvoj organizma
5. Izracunaj maseni udio vodika u molekuli beta karotena. Molekulska formula beta karotena je
M (CaoHse).
Racun:
Zadano je:
Mt (CaoHse)
Racun:
Mg (CyoHse) = 40 X Ar(C) + 56 X Ar(H) = 40 X 12 + 56 X 1,008 = 480 + 56,448
= 536,448

56 X Ar(H) _ 56,448
Mr(CyoHsg) 536,448

w(H, CooHse) = =0,1052 x 100 = 10,52%
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w(H, CsoHse) = 10,5 %
Odgovor:

Maseni udio vodika u molekuli beta karotena iznosi 10,5%.
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7. ZAKLJUCAK

Promjena fotoperioda utjecala je na biokemijski sastav industrijske konoplje (Cannabis sativa
L. subps. sativa) 1 fotosintetsku ucinkovitost. Biljke uzgojene pod ljubi¢astom svjetlos¢u na
fotoperiodu 24/0 pokazale su smanjenje ukupne antioksidacijske aktivnosti koja je rezultirala
povecanjem koncentracije produkata lipidne peroksidacije nastalih zbog smanjenog odgovora
biljke na povecani oksidativni stres uzrokovan produljenom izlaganju svjetlosti. Takoder, doslo
je do povecanja koncentracije askorbinske kiseline koje moze biti rezultat nastojanja biljke da
pojaca antioksidativno djelovanje. Nasuprot tomu, uzgoj na fotoperiodu 20/4, pod ljubicastom
svjetlo§¢u, rezultirao je porastom ukupne antioksidacijske aktivnosti, te smanjenjem
koncentracije produkata lipidne peroksidacije. Moguée je da je povecanju ukupne
antioksidacijske aktivnosti pridonijelo 1 povecanje koncentracije ukupnih polifenola i
askorbinske kiseline zabiljezeno pri fotoperiodu 20/4.

Pri uzgoju pod bijelom svjetlos¢u doslo je do znacajnog povecanja antioksidacijske aktivnosti
kao 1 koncentracije ukupnih polifenola te askorbinske kiseline na oba fotoperioda (20/4 i 24/0).
Medutim, zabiljeZeno je i povecanje koncentracije produkata lipidne peroksidacije, $to upucuje
na to da je pod bijelom svjetlos¢u biljka izlozena ve¢em oksidativnom stresu koji izaziva i veéi
antioksidacijski odgovor.

Fotoperiod 20/4 uzrokovao je znacajno smanjenje fotosintetske uc¢inkovitosti (Fv/Fm 1 Pliotar) u
odnosu na kontrolu uslijed inaktivacije reakcijskih srediSta, neovisno o tipu osvjetljenja.
Izlaganje kontinuiranom osvjetljenu (fotoperiod 24/0) dovelo je do povecanja elektronskog
transporta u odnosu na kontrolu, uslijed ¢ega se maksimalna fotosintetska ucinkovitost nije
promijenila (Fv/Fm). Fotoperiod 16/8 se pokazao kao najpovoljniji omjer osvjetljenja i tame za

uc¢inkovite fotokemijske reakcije.
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