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predstojnica Zavoda za prehrambenu tehnologiju na Kemijsko-tehnoloskom fakultetu od 2015.
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the conditions of a simulated digestion process (stomach and small intestine) with human and
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cancer cell lines, proapoptotic activity on two cancer cell lines was determined, the effect of the essential
oil on cancer cells was visualized by optical and atomic force microscopy - AFM, and the antimicrobial
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proapoptotic, antibacterial and antiadhesive activity.
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Kratice

AITC - Alil-izotiocijanat

APS — Amonijev-persulfat

BCN - Benzil-cijanid

BITC — Benzil-izotiocijanat

BTC - Benzil-tiocijanat

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle medij
DMSO - Dimetil-sulfoksid

DNS - Dinitrosalicilna kiselina

ESP - Epitiospecifi¢ni protein

FBS - Serum govedeg fetusa (engl. Fetal Bovine Serum)
GSL - Glukozinolat

HCI - Klorovodi¢na kiselina

INT 2-p-jodofenil-3-p-nitrofenil-5-tetrazolij-klorid
ITC - Izotiocijanat

KOH - Kalijev hidroksid

MAD - Mikrovalna destilacija

MBC - Minimalna baktericidna koncentracija
MHA - Mueller-Hinton agar

MHB - Mueller-Hinton bujon

MHG - Mikrovalna hidrodifuzija i gravitacija
MIC - Minimalna inhibitorna koncentracija

MTT - 3-(4,5-dimetiltiazolid-2)-2,5-difeniltetrazolin-bromid

Na»COs - Natrijev karbonat



NaOAc - Natrijev acetat

SC-CO:z - Superkriti¢na ekstrakcija ugljikovim dioksidom
SDS - (Sodium dodecyl sulfate) Natrijev dodecil-sulfat
TCA - Trikloroctena kiselina

TEMED - Tetrametiletilendiamin

PBS - Fosfatni pufer

RGE (Rabbit gastric extract) — Ekstrakt Zeluca kunica
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SAZETAK

UTJECAJ METODA EKSTRAKCIJE NA BIOLOSKU AKTIVNOST I IN VITRO
GASTROINTESTINALNU STABILNOST GLUKOZINOLATA I NJIHOVIH
RAZGRADNIH PRODUKATA IZ ODABRANIH BILJAKA REDA BRASSICALES

Biljke reda Brassicales poznate su kao izvor glukozinolata (GSL-a) i njihovih
razgradnih produkata - izotiocijanata (ITC-a). Ovo istraZivanje fokusirano je na karakterizaciju
hlapljivih i nehlapljivih sjemenki iz bijele (Sinapis alba L.), smede (Brassica juncea L.), crne
(Brassica nigra L.) i divlje goruSice (Sinapis arvensis L.) te visokog i niskog dragoljuba
(Tropaeolum majus L. var. altum i Tropaeolum majus L. var. nanum). Za ekstrakciju hlapljivih
i nehlapljivih spojeva iz navedenih biljnih vrsta koriStene su klasi¢na (hidrodestilacija u
aparaturi po Clevengeru) i napredne (mikrovalna destilacija - MAD i mikrovalna hidrodifuzija
i gravitacija - MHG) metode izolacije te je koriste¢i optiCku i pretraznu/skenirajucu
mikroskopiju (SEM) ispitan utjecaj tehnika izolacije na povrSinu sjemenki goruSica. U
dobivenim izolatima odreden je kemijski sastav GSL-a koriste¢i UHPLC-DAD-MS/MS
tehniku, dok je analiza ITC-a u eteri¢nim uljima i ekstraktima sjemenki provedena koriStenjem
GC-MS/MS tehnike. Ispitan je stupanj in vitro gastrointestinalne stabilnosti GSL-a i ITC-a iz
bijele, smede i crne goruSice te visokog dragoljuba nakon simuliranog dvofaznog modela
probave koriste¢i komercijalne i ljudske probavne enzime (Zeludac i tanko crijevo). Ispitana je
hipoglikemijska aktivnost (inhibicija enzima a-amilaze i a-glukozidaze) GSL-a prisutnih u
gorusSicama i visokom dragoljubu. Nadalje, ispitana je bioloSka aktivnost eteri¢nih ulja i
ekstrakata smede i crne goruSice (antiproliferativna aktivnost na dvije stani¢ne linije
karcinoma) i visokog dragoljuba (antiproliferativna aktivnost na pet stani¢nih linija karcinoma,
proapoptotska aktivnost na dvije stanicne linije karcinoma, odredivanje antiproliferativnog
mehanizma koriste¢i opticku i mikroskopiju atomskih sila — AFM, antimikrobna aktivnost).

Sjemenke goruSica i dragoljuba bogat su izvor ulja pa je kao dodatak ovom istraZivanju
odreden kemijski sastav masnih kiselina iz ulja dobivenih nakon Soxhlet i superkriticne CO>
ekstrakcije $to je izuzetno vazno zbog odredivanja njihove potencijalne i optimalne primjene u
industriji.

Rezultati ovog istraZivanja su pokazali da razliCiti uvjeti i tehnike izolacije mogu
utjecati na prinos i produkte razgradnje koji potjecu od GSL-a. Prinosi eteri¢nih ulja, odnosno
ekstrakata iz razli¢itih sjemenki goruSice i visokog dragoljuba bili su ve¢i nakon

konvencionalne tehnike ekstrakcije u odnosu na napredne tehnike ekstrakcije. Glavni



identificirani GSL-i su: glukosinalbin u ekstraktu bijele gorusSice, sinigrin u smedoj gorusici,
glukonapin u crnoj gorusici te glukotropeolin u visokom dragoljubu. Glavni identificirani ITC-
i su: alil-ITC (AITC) u smedoj gorusici nakon svih tehnika ekstrakcije, but-3-enil-ITC i AITC
u crnoj gorusici nakon Clevenger ekstrakcije, a 4,5-epitiopentanonitril i 3,4-epitiobutanonitril
nakon mikrovalne ekstrakcije, dok je benzil-ITC (BITC) glavni spoj u visokom dragoljubu
nakon svih tehnika ekstrakcije. GSL-i i ITC-i su pokazali vecu stabilnost nakon Zelucane faze
probave kod svih analiziranih uzoraka. GSL-i nisu pokazali hipoglikemijsku aktivnost
(inhibicija enzima a-glukozidaze i a-amilaze). Visoku antiproliferativnu aktivnost pokazalo je
etericno ulje visokog dragoljuba na svih pet testiranih stani¢nih linija karcinoma (MDA-MB-
231, TCCSUP, HeLLa, HCT116 1 U20S), dok su eteri¢na ulja i ekstrakti goruSica pokazali slabu
do umjerenu antiproliferativnu aktivnost. BITC prisutan u etericnom ulju i ekstraktu visokog
dragoljuba takoder je pokazao proapoptotsku aktivnost na MDA-MB-231 i TCCSUP stani¢nim
linijjama. Opticka i AFM analiza tretiranih stanica TCCSUP stani¢ne linije raka ukazuje na
relevantne morfoloSke promjene kao $to su mjehuri¢i na membrani, skupljanje stanice, gubitak
formiranja kolonija, dok su neke stanice poprimile sferni oblik kao dio antiproliferativnog
mehanizma etericnog ulja visokog dragoljuba. BITC iz visokog dragoljuba je pokazao snazno
antimikrobno i antiadhezijsko djelovanje protiv Staphylococcus aureus i Escherichia coli.
Rezultati analiza sastava masnih kiselina prisutnih u uljima sjemenki goruSica i
dragoljuba nakon dvije tehnike ekstrakcije pokazuju najveéi udio erukinske kiseline u
dragoljubu i najveci prinos ulja u crnoj gorusici nakon Soxhlet ekstrakcije od svih analiziranih

uzoraka.

Kljucne rije€i: gorusice; dragoljub; UHPLC-DAD-MS/MS; GC-MS/MS; glukozinolati;
izotiocijanati; in vitro probava; bioloska aktivnost; Clevenger hidrodestilacija; mikrovalna

destilacija (MAD); mikrovalna hidrodifuzija i gravitacija (MHG); mikroskopija



SUMMARY

INFLUENCE OF EXTRACTION METHODS ON BIOLOGICAL ACTIVITY AND IN
VITRO GASTROINTESTINAL STABILITY OF GLUCOSINOLATES AND THEIR
DECOMPOSITION PRODUCTS FROM SELECTED PLANTS OF THE ORDER
BRASSICALES

Plants of the order Brassicales are known as a source of glucosinolates (GSLs) and their
degradation products - isothiocyanates (ITCs). This work focuses on the study of seeds of white
(Sinapis alba L.), brown (Brassica juncea L.), black (Brassica nigra L.) and wild (Sinapis
arvensis L.) mustard, and nasturtium (Tropaeolum majus L.). Classical (Clevenger
hydrodistillation) and modern (microwave distillation - MAD and microwave hydrodiffusion
and gravity - MHG) extraction techniques were used to extract volatile and non-volatile
compounds from these plant species, and the influence of the extraction techniques on the
surface morphology of the mustard seeds was studied by optical and scanning electron
microscopy (SEM). The chemical composition of GSLs was determined in the extracts obtained
using the UHPLC-DAD-MS/MS technique, while the analysis of ITCs in the essential oils and
extracts was performed using the GC-MS/MS technique. The degree of in vitro gastrointestinal
stability of GSLs and ITCs from white, brown, and black mustard, and from 7. majus was
studied after a simulated two-phase digestion model using commercial and human digestive
enzymes (stomach and small intestine). The hypoglycemic activity (inhibition of a-amylase and
a-glucosidase enzymes) of GSLs present in mustards and 7. majus was investigated. In
addition, the biological activity of the essential oils and extracts of brown and black mustard
(antiproliferative activity against two cancer cell lines) and 7. majus (antiproliferative activity
against five cancer cell lines, proapoptotic activity on two cancer cell lines, determination of
antiproliferative mechanism by optical and atomic forces - AFM, antimicrobial activity) was
determined.

Mustard and 7. majus seeds are a rich source of oil. Therefore, in addition to this PhD
work, the chemical composition of fatty acids was determined from the oils obtained after
Soxhlet and supercritical CO» extraction, which is extremely important for determining their
potential and optimal application in industry.

The results of this work showed that different isolation conditions and techniques can
affect on the yield and degradation products of GSLs. The yields of essential oils, and extracts

from different mustard seeds and 7. majus were higher after conventional extraction technique



than after modern extraction techniques. The major GSLs identified are: glucosinalbin in white
mustard, sinigrin in brown mustard, gluconapin in black mustard, and glucotropaeolin in 7.
majus extract. The major ITCs are: allyl ITC (AITC) in brown mustard after all extraction
techniques, but-3-enyl ITC and AITC in black mustard after Clevenger extraction, and 4,5-
epithiopentanonitrile and 3,4-epithiobutanonitrile after microwave extraction, while benzyl ITC
(BITC) is the major compound in 7. majus after all extraction techniques. GSLs and ITCs
showed higher stability after gastric digestion than intestinal digestion in all analyzed samples.
GSLs did not show hypoglycemic activity (inhibition of a-glucosidase and o-amylase
enzymes). 1. majus essential oil showed high antiproliferative activity against all five cancer
cell lines tested (MDA-MB-231, TCCSUP, HeLa, HCT116, and U20S), whereas mustard
essential oils and extracts showed weak to moderate antiproliferative activity. BITC present in
the 7. majus essential oil and extract also showed proapoptotic activity on MDA-MB-231 and
TCCSUP cell lines. Optical and AFM analyzes of the treated TCCSUP cancer cell lines
indicated relevant morphological changes, such as cell membrane deformation, cell shrinkage,
loss of colony formation, while some cells adopted a spherical shape as consequence of the
antiproliferative mechanism of the essential oil. BITC from 7. majus showed strong
antimicrobial and anti-adhesive activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli.
The results of the analyzes of fatty acid composition in mustards and 7. majus seed oils
after two extraction techniques show the highest content of erucic acid in 7. majus and the

highest oil yield in black mustard after Soxhlet extraction of all analyzed samples.

Keywords: mustards; Tropaeolum majus (nasturtium); UHPLC-DAD-MS/MS; GC-MS/MS;
glucosinolates; isothiocyanates; in vitro digestion; biological activity; Clevenger
hydrodistillation; microwave distillation (MAD); microwave hydrodiffusion and gravity

(MHG); microscopy
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Znanstvena istraZzivanja posljednjih godina usredotofena su na razliite bioloske
aktivnosti biljaka koje pripadaju redu Brassicales zbog visoke prisutnosti glukozinolata i
njihovih razgradnih produkata. Karakteristika svih glukozinolata je kemijska stabilnost i
bioloska neaktivnost koja je prisutna sve dok ne nastupi kemijska, mehanicka ili termicka
obrada biljke. Mehanickom obradom biljke, branjem, ali i Zvakanjem dolazi do ostvarivanja
kontakta izmedu enzima mirozinaze i glukozinolata zbog ¢ega nastaju brojni bioloski aktivni
spojevi poput izotiocijanata, nitrila, epitionitrila i drugih. Opcenito je poznato da su
izotiocijanati, najpoznatiji razgradni produkti glukozinolata, bioloSki najaktivniji, ali u
prisutnosti epitiospecificnog proteina mogu nastati gore spomenuti epitionitrili i nitrili. S
obzirom na njihovu veliku zastupljenost u biljnim vrstama, ¢esto su predmet istraZivanja u
svrhu ispitivanja njihovog bioloSkog znacaja. BioloSke aktivnosti koje im se pripisuju su
antikancerogena, antimikrobna, antifungalna i protuupalna aktivnost. Bioiskoristivost pojedinih
bioaktivnih komponenti koje se nalaze u hrani nije uvijek poznata. Da bi bioaktivna
komponenta bila bioiskoristiva, prvo mora biti oslobodena (biodostupna) iz matriksa hrane te
modificirana u gastrointestinalnom sustavu. Prije zaklju¢ka o mogu¢im ucincima na zdravlje
covjeka, prvo se mora provjeriti kako proces probave utjeCe na stabilnost bioaktivnih
komponenti, odnosno na njihovu biodostupnost i bioiskoristivost. Za ispitivanje
gastrointestinalne stabilnosti glukozinolata i njihovih razgradnih produkata najcesce se koristi
dvofazni in vitro model probave. lako in vivo modeli daju najpreciznije rezultate, in vitro modeli
probave su jeftiniji, brzi i pristupacniji. Vecina in vitro modela koristi komercijalne enzime, ali
s ljudskim probavnim enzimima ocekuju se relevantniji rezultati.

U cilju ocuvanja stabilnosti i vec¢eg prinosa hlapljivih spojeva, ali i prinosa masnih kiselina,
tehnike ekstrakcije imaju vaznu ulogu. Medu ekoloskim tehnologijama, odnosno zelenim
tehnologijama koje koriste manje koli¢ine organskih otapala ili koriste ekoloski prihvatljiva
otapala sa smanjenom potro$njom energije i skra¢enim vremenom za ekstrakciju biljnih vrsta
su i ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima i ekstrakcija superkriticnim fluidima.

Biljke reda Brassicales, osim §to su izvrstan izvor bioloski aktivnih komponenti, takoder su
obilan izvor ulja. Usjevi uljarica iz reda Brassicales jedan su od najvaznijih izvora jestivih
biljnih ulja u svijetu. Takoder, posljednjih desetljeca Brassica uljarice takoder su privukle
paznju zbog njihovih drugih potencijala, ne samo kao izvor jestivih ulja, ve¢ i kao izvor
biogoriva i industrijska sirovina. Ove biljke su od interesa za upotrebu u kozmetici, u

medicinske svrhe, u industriji za maziva te za ljepljive i biorazgradive plasticne proizvode.
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2.1. Red Brasssicales

Red Brassicales, unato¢ tome $to se njegovo ime odnosi na kupusnjace (Brassicaceae)
koje prvenstveno dominiraju sjevernom hemisferom, rasprostranjen je na svim kontinentima
osim Antarktike (Lysak, 2018). Brassicales je morfoloski raznolik red od 4700 vrsta i 400
rodova rasporedenih u 17 porodica, osim porodice Koeberlinaceae, ¢ija je zajednicka
karakteristika prisutnost goru$i¢inih ulja ili glukozinolata (GSL-a) (Cardinal-McTeague i sur.,
2016; Lysak, 2018). Raznolikost i vaznost porodice Brassicaceae, najvec¢e porodice reda
Brassicales koja se sastoji od 3997 vrsta u 341 rodu, zasjenjuje preostalih Sesnaest porodica

(Lysak, 2018).

2.1.1. Porodica Brassicaceae

Porodica Brassicaceae (obitelj kupusnjaca) sadrzi vise od 350 rodova i 3500 vrsta, od
kojih se neke koriste kao hrana, zacini i izvori biljnog ulja i zauzimaju velik udio u prehrani
ljudi zbog visoke hranjive vrijednosti i fitokemikalija poput fenola, vitamina, vlakana, Secera,
GSL-a (izotiocijanati), polifenola, masti i karotenoida (Fernandez-Leon i sur., 2017; Jahangir i
sur., 2009; Nawaz i sur., 2018; Cuomo i sur., 2015). Biljke poput brokule, kelja, cvjetace,
kupusa i goruSice spadaju u dominantne prehrambene usjeve u svijetu i glavni su izvor GSL-a
u svakodnevnoj ljudskoj prehrani (Herr i Buchler, 2010). Sadrzaj GSL-a u biljkama ovisi o
njihovoj vrsti, uzgoju, klimi te agronomskoj praksi. Karakteristika svih GSL-a je kemijska
stabilnost i bioloska neaktivnost koja je prisutna sve dok ne nastupi kemijska, mehanicka ili
termicka obrada biljke. MehaniCckom obradom biljke, branjem, ali i Zvakanjem dolazi do
ostvarivanja kontakta izmedu enzima mirozinaze i GSL-a. Njihova interakcija uz prisustvo
vode rezultira hidrolizom GSL-a prilikom ¢ega se oslobadaju brojni bioloski aktivni spojevi
poput nitrila, izotiocijanata (ITC-a), cijanida te oksazolidintiona (Barba i sur., 2016). Biljke iz
porodice Brassicaceae mogu biti jednogodisnje, dvogodisnje ili viSegodiSnje zeljaste biljke, a
u nekim slucajevima, polugrmovi i grmovi uglavnom raSireni u izvantropskim podrucjima
sjeverne Zemljine polutke pa doseZu do hladnih arkti¢kih podrucja, a u planinama do gornje
granice vegetacije. Cvjetovi biljaka kupusnjaca su pravilni i dvospolni, slobodnih latica, a
gradeni su na osnovi broja Cetiri: sastoje se od 4 lapa, 4 latice, 4 duza, unutarnja prasnika i 2
kra¢a, vanjska prasnika (slika 1). Takoder, cvjetovi mogu biti dvostruki (¢aska i vjencic) ili
jednostavni te skupljeni u cvatove ili pojedinacni. Kod ovih biljaka, plodnica je jednogradna ili

dvogradna, a plodovi su najéeS¢e komuske razlicitog oblika (Zeki¢, 2012).
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Slika 1. Biljke kupusnjace: 1. cvijet, 2. plod komuska, 3. plod komuscica. (Hrvatska
enciklopedija, 2022).

2.1.1.1. GoruSice

GoruSice se nalaze medu najstarijim zabiljeZenim zacinima S$to se vidi u sanskrtskim
zapisima koji datiraju oko 3000. godine prije Krista te su jedne od prvih pripitomljenih usjeva.
Izvorno je to bio zacin poznat kao senf, a rijec je potekla od latinske rije¢i mustum, $to znaci
most. Most, sok od grozda ili drugog voca pomijeSan sa sjemenkama goruSice da bi se formirao
must ardens (,,vru€i ili goru¢i most*), bio je rimski specijalitet. Ljubav Rimljana prema
goruSicama prenijela se cijelom Europom gdje su postale popularne za zaCinjavanje mesa i ribe
(Thomas i sur., 2004). Danas je u svijetu dostupno bezbroj sorti goruSica, od kojih svaka
odrazava lokalnu, regionalnu i nacionalnu kuhinju. Osim tradicionalne uporabe sjemena u
medicini i u prehrani, ove se biljke takoder koriste kao sirovina za prehrambene proizvode i
sto¢nu hranu te u kemijskoj i kozmetic¢koj industriji. No, danas takoder postoji sve veéi interes
za njihove fitosanitarne funkcije u odnosu na neke bolesti, Stetocine i korov (Swarcewicz i sur.,
2013). Biljke gorusice pripadaju porodici Brassicaceae, a suho sjeme je glavni dio biljke koji
se koristi u preradi hrane (senf). Uobicajene vrste goruSice su Zuta ili bijela (Sinapis alba L.),
smeda (Brassica juncea L.) i crna gorusica (Brassica nigra L.). GoruSice imaju bogat kemijski
sastav i njezino brasno sjemena se nasiroko koristi u preradi hrane. GoruSice se koriste i zbog
svog zacinskog okusa koji je proizveden zahvaljuju¢i hidrolizi glukozinolata enzimima
mirozinaze. Sjeme goruSice se naj¢esce koristi kao zacin, medutim, njezin povoljni kemijski

sastav i relativno niska cijena nude Siroke moguénosti za upotrebu kao aditivi u ljudskoj hrani
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i hrani za Zivotinje (Okunade i sur., 2015). GSL-i (tioglukozidi) u goruSicama su pseudo-
tioglukozidi koji sadrze dusik i sumpor. Enzimi mirozinaze su glukohidrolaze. GSL-i i enzimi
mirozinaze prisutni su zajedno u odvojenim odjeljcima biljaka. Nakon ostecenja biljnog tkiva
GSL-i se hidroliziraju te stvaraju razlicite spojeve od kojih su neki bioloski aktivni (ITC-i,
indoli). Ovi spojevi su od neizmjernog interesa za preradu hrane (okus, aroma i druga svojstva)
1 zbog benefita na ljudsko zdravlje (antikancerogena i antimikrobna svojstva) (Okunade i sur.,
2015).

2.1.1.1.1. Bijela goruSica (Sinapis alba L.)

Danas se najceSc¢e uzgajaju tri komercijalne vrste goruSice. To su Zuta ili bijela goruSica
(Sinapis alba L.) (slika 2), crna goruSica (Brassica nigra L.) i smeda ili orijentalna goruSica
(Brassica juncea L.). GoruSica je bila jedna od najranije udomacenih usjeva i proSirena je u

Aziju, Sjevernu Afriku i Europu tijekom tisu¢a godina (Ekanayake i sur., 2016).

Slika 2. Sjeme bijele gorusice (Acharya, 2014).
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Glavni GSL pronaden u bijeloj gorusici je glukosinalbin (Herzallah i Holley, 2012) ili 4-
hidroksibenzil-GSL koji se hidrolizira u nestabilni ITC koji se neenzimski pretvara u SCN-,

fitotoksi¢ni spoj (slika 3) (Popova i Morra, 2014).

" on \/Inozmaza HO,, WOH
7 \\ -
. . Q + 80,5 +SCN
N 7 s

/\\
oo

Glukosinalbin
Slika 3. Hidroliza glukosinalbina enzimom mirozinazom (vlastiti prikaz).

2.1.1.1.2. Smeda (Brassica juncea L.) i crna gorusSica (Brassica nigra L.)

Smeda i crna gorusSica, biljke koje pripadaju porodici Brassicaceae, sadrze GSL-e koji
se u dodiru s enzimom mirozinazom raspadaju u ITC-e koji senfu daju okus (Herzallah i Holley,
2012) (slika 4a i 4b). Uz to, senf se koristi u razlicitim tradicionalnim lijekovima za poticanje
apetita, kao laksativ, ekspektorans, kao antiseptik za razne gastrointestinalne, respiratorne i
kozne bolesti (Abdul-Fadl i sur., 2011.). Smeda gorusica od davnina se koristila za uklanjanje
karijesnog izljeva, ublaZavanje bolova i utrnulosti zglobova, ublaZavanje kaSlja i smanjenje
oteklina, dok se crna goruSica koristila u lijeCenju reume, neuralgije, alopecije, epilepsije,
ugriza zmije, zubobolje, karcinoma i tumora grla (Al-Snafi, 2015). Glavni GSL u smedoj
gorusici, sinigrin (prop-2-enil-glukozinolat) prikazan na slici 5, a koji je takoder prisutan u crnoj
gorusici, hidrolizira se dajuci hlapljivi i bioloski aktivni spoj prop-2-enil-ITC (alil izotiocijanat)

(Popova et Morra, 2014; Mazumder i sur., 2016).
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Slika 4. Sjeme smede ili orijentalne goruSice (Brassica juncea L.) (a) , sjeme crne goruSice

(Brassica nigra L.) (b). (Farmashop, 2022; Biogreen, 2022)

GSL koji je naviSe zastupljen u crnoj goruSici je glukonapin (but-3-enil-glukozinolat) ¢iji
razgradni produkti but-3-enil-ITC i 4,5-epitiopentanonitril pokazuju razliite bioloSke
aktivnosti (Vrca i sur., 2021a). GSL-i u smedoj goruSici rasporedeni su u takozvanim S-
stanicama, u neposrednoj blizini ili u kontaktu s mirozinskim stanicama (Kissen i sur., 2009;
Koroleva i sur., 2000). Sinigrin (prop-2-enil-GSL) jedini je GSL koji je imunohistokemijski

identificiran u zamecima smede goruSice (Andreasson i sur., 2001).

OH OH
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Sinigrin
Slika 5. Hidroliza sinigrina enzimom mirozinazom (vlastiti prikaz).
Povrsinska morfologija sjemena gorusice izvana nalikuje loptici za golf i posjeduje polupravan

niz grebena koji dijele omotac sjemena goruSice daju¢i mrezu koja podsjeca na uzorak pcelinjih

saca (Holley i sur., 1983).
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2.1.2. Porodica Tropaelocaceae

Porodica Tropaeolaceae pripada takoder redu Brassicales, a sastoji se od 92 vrste jednog
roda — Tropaeolum. Dragoljub (Tropaeolum majus L.) je biljka koja pripada porodici
Tropaelocaceae (dragoljupke), a poznata je po svojim ukrasnim i ljekovitim svojstvima (Garzon

and Wrolstad, 2009; Vrca i sur., 2021b).

2.1.2.1. Dragoljub (Tropaeolum majus L.)

Dragoljub je ukrasna, jednogodiSnja, brzorastuca, grmovita ili razgranata (oko 30 cm
visoka) te visoka ili penjaju¢a (moZe narasti do 90 cm) biljka (Niizu i Rodriguez-Amaya, 2005).
Vrste biljke dragoljub razlikuju se prema strukturi, veli€ini i boji cvijeta (Jakubczyk i sur.,
2018). Ova biljka poznata je po svojim ukrasnim svojstvima, njeni listovi i cvjetovi su jestivi
te se koriste u salatama, gdje daju paprikast okus zbog prisutnosti GSL-a. Cvjetovi su obi¢no
Zute, crvene ili narancaste boje koja je i najc¢es¢a (Garzon i Wrolstad, 2009). Njegova terapijska
svojstva su zabiljeZena u brojnim radovima. Biljka se koristi u andskoj biljnoj medicini kao
dezinficijens, za zacjeljivanje rana, antibiotik, kao ekspektorans za ublaZzavanje stanja na prsima
i zbog svojih antiaskorbutskih svojstava (Garzon i Wrolstad, 2009). U Europi se uzgaja od
sedamnaestog stolje¢a zbog upotrebe u narodnoj medicini i kao ukrasna biljka. Fitokemijska
ispitivanja biljke dragoljub izvijestila su o prisutnosti sumporovih spojeva (glukozinolat
glukotropeolin), flavonoida (kvercetin i kempferol), antocijana (delfinidin, cijanidin i
pelargonidin), karotenoida (lutein, zeaksantin, beta karoten), fenolnih kiselina (klorogenska
kiselina), kukurbitacina i vitamina C (Bazylko i sur., 2013). Biljka dragoljub spominje se u
udzbenicima iz farmakognozije i fitoterapije kao lijek za lijeCenje gornjih diSnih putova
(tonzilitis, bronhitis) i bolesti mokracnog sustava (Bazylko i sur., 2013). Stovise, koristi se
izvana u dermatologiji i kozmetologiji za lijeCenje bolesti koZe, noktiju i kose (perut sa
svrbeZzom i ljustenjem), za lijeCenje opeklina od sunca, povrSne opekline i pelenski osip
(Bazylko i sur., 2013). Nadalje, dragoljub zbog visokog sadrZaja bioloski aktivnih spojeva koji
su vrijedne komponente u prehrani smatra se izuzetno vaznom sirovinom. Dragoljub se, kao $to
je ve¢ spomenuto, koristi i u kuhinji. Marinirani u octu, nerazvijeni cvjetni pupoljci koriste se
u jelima kao zamjena za kapare, dok se sjeckani nezreli plodovi mogu dodati u umak od tartara
umjesto hrena. Cvjetovi dragoljuba dodaju se u juhe, meso, jela od tjestenine i namaze. U
Kanadi skuta sa cvijetom dragoljuba je vrlo popularna. Stovise, lii¢e, stabljika i cvjetovi

dragoljuba koriste se za pripremu biljnog octa (Bazylko i sur., 2013).
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Opci dio

Zbog zastupljenosti spojeva iz skupine GSL-a u bioloSkom smislu se smatra vrijednom biljkom

jer njihovi razgradni produkti (ITC-i) imaju Sirok spektar bioloskih aktivnosti poput

antikancerogene, antimikrobne i protuupalne aktivnosti (Wu i sur., 2009; Romeo i sur., 2018;

Wagner i sur., 2011). Antimikrobna aktivnost biljke dragoljub moZe se pripisati benzil-ITC-u

koji je glavni razgradni produkt GSL-a glukotropeolina (slika 6) (Bazylko i sur., 2013).

HO

HOW oK
OH

Slika 6. Glukozinolat glukotropeolin (vlastiti prikaz).

Razli¢iti dijelovi biljke dragoljub (slika 7) koriste se i zbog svojih antidijabetickih svojstava i

svojstava protiv pretilosti (Jurca i sur., 2018).
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Slika 7. Sjeme biljke dragoljub (Tropaeolum majus L.) (Sali¢, 2010).

2.2. Glukozinolati

Glukozinolati (GSL-i) su specijalizirani biljni metaboliti koji se nalaze u biljkama iz
porodice Brassicaceae i Tropaeolaceae, spadaju u specifi¢nu skupinu kemijskih spojeva tzv.
fitokemikalija, kemijski su stabilni i bioloski neaktivni sve dok su fizi¢ki odvojeni od enzima
mirozinaze u biljkama (BlaZevic i sur., 2020a; Stelter i sur., 2014; Vrca i sur., 2021b). Ukoliko
dode do ostecenja strukture tkiva koje moze biti uzrokovano na razli¢ite nacine (branje,
mehanicka obrada, pomocu StetoCina, sjeckanje, Zvakanje...), nastupit ¢e razgradnja GSL-a jer
je doslo do kontakta s enzimom mirozinazom. GSL-i se mogu razgraditi enzimski, termicki ili
kemijski, djelovanjem kiseline ili baze. Hidrolizom GSL-a nastaju brojni spojevi poput ITC-a,
tiocijanata, cijanida, oksazolidintiona i nitrila koji pokazuju biolosku aktivnost poput
antikancerogene, antimikrobne, antifungalne i protuupalne (Barba i sur., 2016; Stelter i sur.,
2014). Dobivanje razgradnih produkata hidrolizom GSL-a ovisi o fizioloskim uvjetima kao §to
je pH i prisutnost odredenih kofaktora (Kumar i sur., 2015). Pri neutralnom pH stvarat ¢e se
ITC-i, a pri kiselom pH nitrili ¢e postati poZeljni produkti (Eschliman i Bossmann, 2019).
Razliciti dijelovi iste biljke takoder predstavljaju kvantitativne i kvalitativne razlike u sadrZaju

GSL-a s drugim ¢imbenicima kao $to su starost biljke i uvjeti rasta okoliSa koji utjeCu na sami
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profil GSL-a. Prva zapaZzanja o jedinstvenim svojstvima GSL-a i ITC-a zabiljeZeni su pocetkom
17. stolje¢a kao rezultati studija o kemijskom podrijetlu oStrog okusa sjemenki goruSice. GSL-
1 poznati kao sinigrin (prop-2-enil) i sinalbin (4-hidroksibenzil) izolirani su poc¢etkom 30-tih
godina 19. stoljeca iz crnih i bijelih sjemenki goruSice. Prva struktura GSL-a predloZena je od
strane Gadamera 1897., a 1956. godine Ettlinger i Lundeen predloZili su ispravnu strukturu
GSL-a i opisali su prvu kemijsku sintezu GSL-a (Cartea i Velasco, 2008). Ovisno o prekursoru
aglukonskog lanca, GSL-i su klasificirani na alifatske, aromatske i indolne (Ishida i sur., 2014).
Blazevi¢ i sur. (2020b) su u sveobuhvatnom, kritickom pregledu strukturne raznolikosti
glukozinolata utvrdili da je do sredine 2018. g. samo 88 struktura od 137 pronadenih u biljkama,
potvrdeno modernim spektroskopskim tehnikama (MS, NMR). Montaut i sur.( 2020) su
izvijestili da su pronasli glukozinolat 4'-O-f-D-apiofuranozilglukomatronalin, izoliran iz

biljaka Hesperis laciniata All. 1 Hesperis matronalis L. (Brassicaceae).

2.2.1. Kemijska struktura i nomenklatura glukozinolata
GSL-i su organski anioni topljivi u vodi koji u svojoj strukturi imaju prepoznatljive

zajednicke skupine, ali i skupinu prema kojoj su individualizirani (slika 8). GSL-i su S-
tioglukozidni-N-hidroksisulfati (poznati jo§ i kao Z-N-hidroksiminosulfatni esteri ili S-
glukopiranozil tiohidroksimati) s varijabilnim bo¢nim lancem.
Kemijski su stabilni, bioloSki neaktivni, hidrofilni i nehlapljivi spojevi koji se pohranjuju u
biljnim vakuolama, a sastoje se od:

% p-p-glukopiranske jedinice,

% O-sulfonirane anomerne Z-tiohidroksimatske funkcijske skupine i

+« varijabilnog aglukonskog bo¢nog lanca (Halkier i Gershenzon, 2006).
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Slika 8. Op¢a struktura glukozinolata gdje je R varijabilni dio lanca iz aminokiseline (vlastiti

prikaz).

Vecina GSL-a sadrZi ravni ili razgranati ugljikovodicni lanac, a ¢esto su u strukturi prisutne i
dvostruke veze, hidroksilne i karbonilne skupine te kovalentno vezani sumpor. Cak jedna
tre¢ina GSL-a u svojoj strukturi sadrZi atom sumpora u raznim oksidacijskim stanjima. Takoder
odredeni dio benzilnih GSL-a u strukturi posjeduju Seere ramnozu i arabinozu koje su
glikozidnom vezom povezane s aromatskim prstenom. (Blazevi¢ i sur., 2012; Blazevi¢ i sur,
2020b).

Pri imenovanju GSL-a koriste se trivijalna imena, ali i polusistematska nomenklatura koju su
uveli Ettlinger i Dateo 1961. godine. Trivijalna nomenklatura se zasniva na dodavanju prefiksa
,»gluko* 1 sufiksa ,,in* latinskom imenu biljke iz koje je pojedini GSL prvi put izoliran. Ime
dobiveno primjenom polusistematske nomenklature se sastoji od sufiksa ,,glukozinolat* i
prefiksa koji odgovara nomenklaturi bo¢nog lanca (R) (Blazevi¢, 2009; Blazevic¢ i sur, 2020b).
Mogu se klasificirati prema njihovom biosintetskom prekursoru aminokiselini i strukturi u
bo¢nom lancu. Ovisno o prekursoru aglukonskog lanca, GSL-i su klasificirani na alifatske,
aromatske i indolne. Spojevi dobiveni iz aminokiselina alanin (Ala), leucin (Leu), izoleucin
(Ile), valin (Val) ili metionin (Met) nazvani su alifatskim GSL-ima, oni izvedeni iz fenilalanina
(Phe) i tirozina (Tyr) nazivaju se aromatskim GSL-ima, a oni dobiveni iz triptofana (Trp)

nazivaju se indolnim GSL-ima. Aglukonski lanci ve¢ine GSL-a potjecu od tih aminokiselina,
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pri ¢emu metionin prolazi kroz osobito §irok raspon transformacija (Halkier i Gershenzon,

2009; Ishida i sur., 2014; Blazevi¢ i sur, 2020Db).

2.2.2. Razgradni produkti glukozinolata

Kada nastupi oSte¢ivanje biljke Stetocinama, Zetvom, preradom hrane ili Zvakanjem u
ustima, tada GSL-i dolaze u kontakt s enzimom mirozinazom. Mirozinaza je skupina enzima
lokalizirana u mirozinskim stanicama (floemi), koje su opaZene u vegetativnim organima
kulture usjeva Brassicaceae (Halkier i Gershenzon, 2006).
GSL-i se akumuliraju u S-stanicama koje su susjedne stanicama floema gdje se nalazi
mirozinaza. Zapravo, prostorno odvajanje mirozinaze od GSL-a je osnova sustava GSL-
mirozinaza. To dovodi do brze hidrolize glikozidne veze, oslobadajuci glukozu i nestabilni
meduprodukt - aglukon, ¢ijim spontanim pregradivanjem dolazi do nastanka raznih produkata
razgradnje (Johnson, 2002a; Johnson, 2002b). Ovisno o strukturi bo¢nog lanca i prisutnosti
dodatnih proteina i kofaktora, pregradivanjem aglukona nastaju ITC-i, oksazolidin-2-tioni,

nitrili, epitionitrili i tiocijanati, indoli (slika 9) (Barba i sur., 2016).
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Slika 9. Hidroliza glukozinolata i njegovi razgradni produkti (vlastiti prikaz).

Oksazolidin-2-tioni
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2.2.2.1. Izotiocijanati

Izotiocijanati (ITC-i) su prirodno prisutne organske komponente koje pripadaju visoko
reaktivnim organo-sumpornim sintonima, s opfom strukturom R-N=C=S (slika 10). To su
hlapljivi spojevi, jakog okusa i arome koji nastaju pri neutralnom pH kada nestabilni aglukonski
meduprodukt podlijeZze Lossenovoj pregradnji. Kolicina ITC-a koja ¢e nastati razgradnjom
GSL-a ovisi ponajprije o nacinu pripreme, ali i postupanju s biljkom (Kala i sur., 2018).
ITC-i prisutni u povréu odgovorni su za oStar okus biljke i aktivni su u njenom obrambenom
sustavu, a potjecu iz ve¢ spomenutih GSL-a.
Oni posjeduju snazno antioksidacijsko, protuupalno, antimikrobno, neuroprotektivno i
kardioprotektivno djelovanje. ITC-i se smatraju netoksi¢nim i nisu zabiljeZeni ozbiljni Stetni
ucinci kod ljudi, a u osnovi su esteri izotiocijanske kiseline (H-NCS) (Kala i sur., 2018).
ITC-i, skupina ljutih i gorkih spojeva koji se jo§ nazivaju i "goruSi¢ina ulja", vjerojatno su

najznacajnije i najvise istrazivane komponente (Johnson, 2002b).

Glukoza
O —L> ﬁ‘/\ —L» S=C=N——-=CH;,R
Enimska Lossenova

N

hidroliza €0, S}i) pregradnja
o3so

Slika 10. Shema hidroliticke razgradnje glukozinolata i dobivanje izotiocijanata (vlastiti

prikaz).

2.2.2.2. Nitrili i epitionitrili

Za nastanak nitrila (R-C=N) kao razgradnih produkata GSL-a potreban je gubitak
sumpora iz molekule. Kada je epitiospecifi¢ni protein (ESP) prisutan u biljnom materijalu,
sadrzaj ITC-a smanjen je u korist alternativnih razgradnih produkata GSL-a poput nitrila i
epitionitrila (Vrca i sur., 2021a). Poznato je da se aktivnost ESP-a znacajno smanjuje na

temperaturi od 50 °C ili viSe (Mathuseski i sur., 2004).
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2.3. Bioloska dostupnost i bioraspolozZivost glukozinolata i njihovih razgradnih
produkata

Sto se ti¢e hrane biljnog podrijetla, intenzivirano je uklju¢ivanje biljaka koje pripadaju
porodici kupusnjaca u prehranu, jer one sadrZe hranjive tvari i spojeve koji utjeCu na ocuvanje
zdravstvene ravnoteZe organizma poput vitamina i minerala, te bioaktivnih fitokemikalija (npr.
GSL-i) (Abelldn i sur., 2021). Njihova je zastupljenost u namirnici povezana s prevencijom
upalnih procesa i razvoja karcinoma (Abelldn i sur., 2021). Ovaj sastav povezan je s
prevencijom nekoliko nezaraznih bolesti, kao $to su upalni i tumorski procesi, s aktivnoScu
uklanjanja slobodnih radikala i prevencije razlicitih patoloskih metabolic¢kih procesa (Abelldn
i sur., 2021). Brojne znanstvene studije su nastojale objasniti apsorpciju i metabolizam GSL-a
kao i njihovih razgradnih produkata. Razumijevanje puteva apsorpcije GSL-a i njihovih
razgradnih produkata u ljudskom organizmu je od velike vaznosti, zbog bioloskih svojstava
koja pokazuju njihovi razgradni produkti, posebno ITC-i. Opcenito, svaki GSL moze
istovremeno osigurati razlicite strukture aglukona, odnosno razgradnih produkata. Koja ¢e se
struktura aglukona to¢no oblikovati ovisi o uvjetima okoline i strukturi bo¢nog lanca GSL-a
(Halkier i Gershenzon, 2006). Bioaktivnost ITC-a i indola ovisi o stupnju njihove
bioraspoloZivosti, koja je uvjetovana biodostupno$¢u GSL-a i njihovih produkata razgradnje u
crijevnom traktu. U¢inkovitost ovog procesa ovisi i o fizikalnim znacajkama matrice hrane te
o kemijskim karakteristikama ciljanih bioaktivnih spojeva (Abelldn i sur., 2021).
Biodostupnost se moZe definirati kao kolic¢ina ili frakcija koja se oslobada u probavnom traktu
iz nekog prehrambenog proizvoda u gastrointestinalni trakt i time postaje dostupna za
apsorpciju, dok biorasplozivost ukljucuje takoder koriStenje hranjivih tvari i stoga se moze
definirati kao dio unesenog hranjivog spoja koji dostiZe sistemsku cirkulaciju i koristi se
(Fernandez-Leon i sur., 2016). Podaci o bioraspolozZivosti GSL-a i njihovih razgradnih
produkata, odnosno njihovo oslobadanje iz biljnog matriksa, brzina apsorpcije, raspodjela u
tkivima, metabolizam te izlucivanje u ljudskom organizmu su i dalje oskudni (Prieto i sur.,
2019; Blazevi¢ i sur., 2020a). Apsorpcija GSL-a i njegovih produkata razgradnje u crijevnu
sluznicu i druga sistemska tkiva bitno ovise o vremenu i mjestu djelovanja enzima mirozinaze
tijekom konzumiranja i probave kupusnjaca (Barba i sur., 2016). Studije su pokazale da je
koncentracija intaktnih GSL-a smanjena tijekom gastrointestinalne probave (Michaelsen i sur.,
1994; Blazevi¢ i sur., 2020a). Nerazgradeni GSL-i mogu se djelomice apsorbirati u samom
Zelucu, a preostali GSL-i prolaze dalje kroz gastrointestinalni trakt kako bi dosli do tankog

crijeva gdje ih mogu hidrolizirati bakterijski enzimi nalik biljnim mirozinazama, a raspadni
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produkti mogu biti apsorbirani. Preostali nehidrolizirani GSL-i prolaze u debelo crijevo i tu se
hidroliziraju od strane bakterijske mirozinaze i molekule nastale generiranim raspadom se
apsorbiraju ili izluCuju iz organizma (Barba i sur., 2016). IstraZivanja pokazuju da
konzumiranje svjeZih kupusnjac¢a dovodi do poboljSane bioraspoloZivosti ITC-a §to doprinosi i
vecoj bioloskoj aktivnosti unutar samog organizma (Barba i sur., 2016). Prema Abelldn i sur.
(2021) produkti razgradnje alifatskih GSL-a pokazali su najvecu biodostupnost nakon in vitro

gastrointestinalne probave, ve¢u od skupine indolnih GSL-a.

2.3.1. In vitro probava

Stabilnost i biodostupnost pojedinih bioaktivnih komponenti koje se nalaze u hrani nisu
uvijek poznate. Da bi bioaktivna komponenta bila biodostupna, prvo mora biti oslobodena iz
matriksa hrane u gastrointestinalnom sustavu. Prije zaklju¢ka o moguéim ucincima na zdravlje
covjeka, najprije se mora provjeriti kako proces probave utjeCe na stabilnost bioaktivnih
komponenti, odnosno na njihovu biodostupnost. Biodostupnost se moZe ispitati postupcima in
vitro probave koji se obi¢no sastoji od dvije faze, oponasanje Zelucane i crijevne faze probave.
Nekoliko faktora, ukljucujuci karakteristike uzorka, enzimsku aktivnost, sastav iona i vrijeme
probave imaju znacajan utjecaj na rezultate metoda in vitro probave (Hur i sur., 2001).
Ekstrakt zeCjeg Zeluca (RGE) u kombinaciji s ekstraktom svinjske gusterace (PPE) moze biti
izvrsna zamjena za ljudske lipaze Zeluca i guSterace (Capolino i sur., 2011). Treba naglasiti da
INFOGEST metoda pokazuje dobru korelaciju sa in vivo metodom probave u zavr§noj fazi
svake faze probave (Brodkorb i sur., 2019). In vitro metoda s komercijalnim ili ljudskim
probavnim sokovima temelji se na simulaciji Zelucane faze probave zakiseljavanjem uzorka do
vrijednosti pH 2, Sto je priblizno jednako vrijednosti u Zelucu odrasle osobe. Takoder,
simulacija probave u crijevima izvodi se neutralizacijom uzorka na priblizno pH 7, §to je
najblize pH vrijednosti u crijevima odrasle osobe (slika 11) (BlaZevi¢ i sur., 2020a). Razlike u
profilu proteina i peptida dokazane su kada su komercijalni enzimi usporedeni s ljudskim
probavnim enzimima u simulaciji in vitro probavnih modela. Ove su studije pokazale da su
ljudski probavni enzimi sloZeniji jer sadrZe razliCite enzime, Zucne soli i inhibitore enzima koji
sudjeluju u procesu probave hrane. Pojedinacne varijacije koje su uocene kod ljudskih
probavnih enzima ukljucuju razlike u enzimskoj aktivnosti i volumenu gastrointestinalnih
sokova. Zelu¢ani pH varira ovisno o dobi i periodu hranjenja zbog ¢ega ove varijacije takoder

¢ine simulaciju in vitro probave izazovnom (Furlund i sur., 2012). Za in vitro probavu s
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ljudskim probavnim sokovima, Zelucani i crijevni probavni sokovi se uzimaju od zdravih
donora prilikom endoskopskog zahvata ¢ija je anamneza unaprijed poznata. Uzorci se
centrifugiraju da bi se uklonio mukus i ostaci stanica (Ulleberg i sur., 2011). Aspirati se zatim
skupljaju i stavljaju u zamrziva¢ u alikvotima. Prije daljnje analize svi uzorci Zelucanih sokova
te svi uzorci crijevnih sokova se pomijesaju u svrhu izbjegavanja interindividualnih razlika u

enzimskoj aktivnosti (Almaas i sur., 2006).

Neprobavljeni uzorak

]

Zelutana faza, pH 2

Simulirani Zelugani fluid, Svinjski pepsin
{4mg/ml), inkubacija pri 95 rpm, 37 °C, 1 sat

!

Crijevna faza
simulirani crijevni fluid, - Zuéne soli (40
mg/ml); Pankreatin (20 mg/ml), inkubacija pri
95 rpm, 37 °C, 2,5 sata

!

Centrifugiranje
10000 rpm, 5 min

Slika 11. Prikaz dvofaznog in vitro modela probave (Fawole i Opara, 2016).

2.3.1.1. In vitro probava glukozinolata i izotiocijanata

U cilju odredivanja stupnja stabilnosti i biodostupnosti GSL-a i ITC-a nakon odredene
probavne faze, staticke in vitro metode probave najjednostavnije su metode za simulaciju
metode probave in vivo. UnatoC ocitim nedostacima, one takoder imaju svoje prednosti poput

niske cijene, jednostavnosti, ponovljivosti i jednostavne simulacije svake faze probave
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(Brodkorb i sur., 2019). Prema Fernandez-Leon i sur. (2017) in vitro probava uzrokuje
redukciju GSL-a u biljkama iz porodice Brassicaceae. Vallejo i sur. (2004) su dokazali da su
alifatski GSL-i viSe stabilni od indolnih GSL-a, samo 27% gubitka kod gastri¢ne faze dok je
kod indolnih GSL-a bio zabiljezen gubitak od 73%. Takoder, manja stabilnost GSL-a kod pH
7 u crijevima vodi k razgradnji u ITC-e koji su ciljani bioloski aktivni spojevi. Mikroflora u
ljudskom crijevu moZe hidrolizirati GSL-e u bioaktivne spojeve, ali iskoriStenje je mnogo nize
u odnosu na ono koje je dobiveno iz biljnih mirozinaza (Okunade i sur., 2015). Prema dostupnoj
znanstvenoj literaturi, nema podataka o gastrointestinalnoj stabilnosti glukotropeolina i
njegovog razgradnog produkta benzil-ITC-a. Opcéenito, malo se zna o stabilnosti ITC-a tijekom
procesa probave (Oliviero i sur., 2018). Postoje istraZivanja koja su pratila in vitro probavu
glukotropeolina uz prisustvo tri vrste bakterija iz roda Bifidobacterium (B. pseudocatenulatum,
B. adolescentis, B. longum) koje su ukljucene u degradaciju ovog spoja u debelom crijevu (tre¢a
faza probave) u kojem se nalaze bakterije iz roda Bifidobacterium kao dio crijevne mikroflore
(Cheng i sur., 2004). Metoda probave in vitro s komercijalnim i ljudskim probavnim enzimima

znacajno utjecu na sadrzaj ITC-a nakon probave (Vrca i sur., 2021b).

2.4. Bioloska aktivnost glukozinolata i njihovih razgradnih produkata

Prethodno je spomenuto da su GSL-i kemijski stabilni i bioloski neaktivni spojevi.
Produkti GSL-a pokazuju odredene bioloske aktivnosti od kojih su najzastupljeniji ITC-i. Neke
od bioloskih aktivnosti koje im se pripisuju su antiproliferativna, antimikrobna i antifungalna

aktivnost, a prikazane su u tablici 1 (Barba i sur., 2016).
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Tablica 1. Neke bioloske aktivnosti razgradnih produkata GSL-a (Barba i sur., 2016).

Bioloska aktivnost Razgradni produkti glukozinolata
Fungicidalna aktivnost Metil-ITC

Etil-ITC

Alil-ITC

Prop-2-enil-ITC
But-3-enil-ITC
Pent-4-enil-ITC
3-Metilsulfinilpropil-ITC
Benzil-ITC

Feniletil-ITC
Indol-3-ilacetonitril

5-Viniloksazolidin-2-tion

Baktericidna aktivnost Metil-ITC
All-ITC
4-Metilsulfinilbutil-ITC
Benzil-ITC
Fenil-ITC
2-Feniletil-ITC
4-Hidroksibenzil-ITC

Antiproliferativna aktivnost All-ITC
4-Metilsulfinilbutil-ITC
7-Metilsulfinilheptil-ITC
Fenil-ITC
Fenilmetil-ITC
Feniletil-ITC
Fenilbutil-ITC
Benzil-ITC
Indol-3-karbinol
Indol-3-etil ITC-i
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2.4.1. Hipoglikemijska aktivnost

Pretilost je definirana kao porast tjelesne teZine uzrokovan pretjeranim nakupljanjem
adipocita, a obi¢no prati druga stanja, poput dijabetesa povezanog s inzulinskom rezistencijom,
hipertenzijom i dislipoproteinemijom (Kim i sur., 2017). Dijabetes (Diabetes mellitus) je
kroni¢ni i glavni endokrini poremecaj uzrokovan naslijedenim i/ili ste¢enim nedostatkom u
proizvodnji inzulina od strane guSterace, ili neuc¢inkovito§¢u proizvedenog inzulina (Thirumalai
i sur., 2001). Enzim a-amilaza jedan je od klju¢nih enzima koji sudjeluju u razgradnji Skroba
na apsorbirajuc¢e molekule glukoze. Inhibicija ovih enzima pomaZe u smanjenju postprandijalne
glikemije smanjenjem brzine apsorpcije glukoze i stoga mozZe biti vaZna strategija u lijeCenju
hiperglikemije povezane s dijabetesom tipa 2 (Khatiwada i sur., 2018). Enzimi a-glukozidaze
su enzimi u probavnom traktu koji hidroliziraju ugljikohidrate u glukozu. Jedna strategija koja
je bila razvijena za lijeCenje dijabetesa tipa 2 je inhibicija aktivnosti O-glukozidaze koristeci
sintetske lijekove. Medutim, ovi inhibitori su obi¢no povezani s gastrointestinalnim
nuspojavama. Stoga, razvoj inhibitora iz prirodnih proizvoda nudi alternativhu moguénost za
kontrolu hiperglikemije (Assefa i sur., 2018). Inhibitori koji su trenutno u klini¢koj upotrebi,
poput akarboze, miglitola i vogliboze inhibiraju Sirok raspon glikozidaza poput a-glukozidaze
i o-amilaze (Ponnusamy i sur., 2011). Zbog svoje nespecifi¢nosti u ciljanju razli¢itih
glikozidaza, ova hipoglikemijska sredstva imaju svoja ograniCenja i poznato je da izazivaju
ozbiljne nuspojave poput nadutosti i dijareje (Ponnusamy i sur., 2011). Stoga je ispitivanje
sigurnijih, specifi¢nijih i ucinkovitijih hipoglikemijskih sredstava i dalje vazno podrucje
istrazivanja. Prirodni ekstrakti iz lako dostupnih tradicionalnih ljekovitih biljaka koje nude
veliki potencijal za otkrice novih antidijabetickih lijekova su jedan od glavnih ciljeva
istrazivanja (Ponnusamy i sur., 2011). Primjerice, sulforafan je fitokemikalija koja sadrzi
tipi¢nu skupinu izotiocijanata (NCS skupina) u povréu kupusnjaca kao $to su klice brokule
(Basha i sur., 2017). Basha i sur. (2017) su dokazali moguénost antidijabetickog djelovanja
sulforafana iz ekstrakta brokule. Prema studiji koju su proveli Thirumalai i sur. (2001), smeda
gorusSica pokazuje pozitivne efekte kod dijabetesa kod misSeva te se hipoglikemija i povecanje
inzulina moZe povezati s vodenim ekstraktima sjemenki smede goruSice. Anand i sur. (2007)
su dokazali da vodeni ekstrakt crne goruSice znac¢ajno smanjuje porast glukoze u krvi u vremenu

manje od jednog sata.

22



Doktorski rad — Ivana Vrca Opéi dio

2.4.2. Antikancerogena aktivnost

Mnoga znanstvena istraZzivanja pokazala su da konzumiranje tri do pet obroka koji
sadrze biljke iz porodice Brassicaceae tjedno moZe smanjiti rizik od raka mokra¢nog mjehura,
tankog crijeva, debelog crijeva, pluca, jetre, jednjaka, Zeluca, raka dojke i prostate zbog
prisutnih hlapljivih spojeva kao §to su ITC-i i njihovi metaboliti (Cuomo i sur., 2015; Guine i
sur., 2016; Xie i sur., 2019). Proizvodi razgradnje GSL-a mogu pokazivati svoja antitumorska
svojstva kroz nekoliko razli¢itih mehanizama koji uklju¢uju trenutnu detoksikaciju
karcinogena, poput prevencije stvaranja karcinogenih induciranih DNA-adukata (Boscaro i
sur., 2018). Prema dostupnoj literaturi ITC-i pokazuju obecavajuce kemopreventivne aktivnosti
protiv raka mokra¢nog mjehura i njegove remisije (Veeranki i sur., 2015). Stovise, oralnim
unosom ITC-i selektivno se dopremaju u mjehur izlu€ivanjem urina (Veeranki i sur., 2015).
Benzil-ITC (BITC) pokazuje antikancerogenu aktivnost (Cho i sur., 2016), kao i alil-
izotiocijanat (AITC), erucin (ECN), fenetil-izotiocijanat (PEITC) i sulforafan (SFN) (Veeranki
isur., 2015). Prema Bo i sur. (2016), AITC inducira stani¢ne morfoloske promjene i smanjuje
odrzivost ljudske stanice raka dojke linija MCF-7 i MDA-MB-231. AITC, prisutan u
hidrodestilatu ekstrakta biljke Lepidium latifolium L., pokazao je antiproliferativno djelovanje
protiv stani¢ne linije ljudskog glioblastoma LN229 i stani¢ne linije humanog raka mokra¢nog
mjehura UM-UC-3 (Blazevi¢ i sur., 2019). AITC je takoder utjecao na proliferaciju stanica
stani¢nih linija raka mokraénog mjehura ¢ovjeka (RT4 1 T24) (Savio i sur., 2015). Prema studiji
koju su proveli Cho i sur. (2016) BITC inhibira stanice raka prostate. BITC je takoder pokazao
izvrsno antiproliferativno djelovanje protiv stani¢ne linije humanog raka debelog crijeva HT-
29 (Zhang i sur., 2003). Prema Xie i sur. (2017), BITC tretman rezultira supresijom rasta
tumora, inhibicijom stani¢ne proliferacije i pove¢anom apoptozom u tumorima dojke. BITC i
2-feniletil-ITC inhibiraju rast stanica u ljudskim stanicama raka dojke linije MCF-7 (Tseng i
sur., 2004). Zbog njihove sposobnosti da selektivno uzrokuju zaustavljanje rasta i stanicnu smrt
u stanicama raka, prevencija raka s dijetalnim ITC-ima spremna je za klinicka translacijska
istrazivanja (Singh i Singh, 2012). Budu¢i da velik broj lijekova koji se trenutno koriste protiv
raka potjece iz biljaka, oCekuju se joS intenzivnija istraZivanja novih antitumorskih spojeva
(Pintao i sur., 1995), posebno biljke dragoljub kojoj se pripisuju izraZzena antikancerogena
svojstva (Garzon i Wrolstadt, 2009). Prijavljeno je da dragoljub posjeduje antikancerogeno
djelovanje (Garzon i Wrolstadt, 2009; Pintao i sur., 1995), $to se mozZe objasniti prisutnoscu
gore spomenutog BITC-a — razgradnog produkta benzil-GSL-a (Vrca i sur., 2021; Cho i sur.,

2016; Zhang i sur., 2003).
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2.4.3. Proapoptotska aktivnost

Apoptoza je specifican oblik stani¢ne smrti potreban za razvoj organizma i odrZavanje stani¢ne
homeostaze (Zlender, 2003). S obzirom da se radi o aktivnom procesu koji iziskuje troSenje
energije i aktivaciju gena potrebnih za sintezu proteina, apoptozu jo§ nazivamo ‘‘programirana
smrt stanice” (Zlender, 2003). Za proces apoptoze ili programirane staniéne smrti
karakteristi¢ne su razli¢ite morfoloSke promjene i energetski ovisni biokemijski mehanizmi. To
je intrinzi€ni program samoubojstva stanica koji osigurava pravilan razvoj odrZavanjem
homeostaze tkiva i Cuvanjem organizma oslobadanjem od oStecenih ili inficiranih stanica koje
mogu ometati normalnu funkciju (Sinha i sur., 2014). Apoptoza igra znacajnu ulogu u
prezivljavanju odrZavajuc¢i homeostazu u viSestanicnim organizmima kao i u lijecenju mnogih
bolesti, budu¢i da neispravan rad apoptotickog puta moZe uzrokovati nekoliko ljudskih bolesti
poput raka, neurodegenerativnih kao i nekoliko vrsta autoimunih poremecaja (Sinha i sur.,
2014). Indukcija i izvodenje apoptoze zahtijevaju suradnju niza molekula poput signalnih
molekula, receptora, enzima i proteina za reguliranje gena (Sinha i sur., 2014). Osim §to
razgradni produkti GSL-a pokazuju antiproliferativnu aktivnost (Cuomo i sur., 2015; Guine i
sur., 2016; Xie i sur., 2019; Boscaro i sur, 2018), takoder pokazuju i proapoptotsku aktivnost
(Barba i sur., 2016). Xie i sur. (2017) izvijestili su da lijeCenje BITC-om rezultira supresijom

rasta tumora, inhibicijom stani¢ne proliferacije i pove¢anom apoptozom u tumorima dojke.

2.4.4. Antimikrobna i antifungalna aktivnost

Znanstvena istrazivanja bioloSke aktivnosti GSL-a i njihovih razgradnih produkata na
mikroorganizme poput bakterija, kvasaca i plijesni potvrdila su neaktivnost glukozinolata te
biolosku aktivnost njihovih razgradnih produkata (Barba i sur., 2016). ITC-i, osim
antikancerogene, pokazuju i antimikrobnu aktivnost. ITC-i su hlapljivi spojevi koji ukazuju na
inhibitorni u¢inak na razli¢ite patogene mikroorganizme u niskim koncentracijama, Sto ih ¢ini
poZeljnim antimikrobnim kandidatima (Dufour i sur., 2015). Brojna istrazivanja su takoder
pokazala da su ITC-i ucinkoviti i protiv kukaca i Steto¢ina (Barba i sur., 2016). Na samu
antimikrobnu aktivnost mogu utjecati i struktura ITC-a, prisutnost odredenih funkcionalnih
skupina, molekulska masa ili duljina ugljikovodi¢nog lanca (Ko i sur., 2016). Postoje
istrazivanja da aromati¢ni ITC-i, kao Sto je BITC, imaju vecu antibakterijsku aktivnost u
usporedbi s alifatskim protiv biljnih patogenih bakterija, patogena koji se prenose hranom i

bakterija kvarenja, te Staphylococcus aureus otpornog na meticilin (Ko i sur., 2016). Dias i sur.
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(2014) su dokazali da biljke koje sadrZze u sebi BITC i 2-feniletil-izotiocijanat (PEITC)
pokazuju snaznu antimikrobnu aktivnost protiv MRSA (Methicillin-Resistant S. aureus).
Takoder, Dias i sur. (2014) izvijestili su da je medu svim testiranim ITC-ima protiv 15 izolata
S. aureus otpornog na meticilin, BITC pokazuje najbolju u¢inkovitost. BITC i AITC pokazuju
snazniju antimikrobnu aktivnost prema gram-negativnim (Escherichia coli, Erwinia
carotovora, Pseudomonas fluorescens), nego gram-pozitivnim bakterijama (Listeria
monocytogenes, Bacillus subtilis). AITC i PEITC djeluju protiv razli¢itih patogenih
mikroorganizama (Bacillus, Escherichia, Klebsiella, Listeria, Salmonella, Serratia i
Staphyllococcus) (Ko i sur., 2016). Antimikrobna aktivnost BITC-a je dokumentirana (Ko i
sur., 2016; Jang i sur., 2010; Dias i sur., 2014). Naprotiv, istraZivanja o antimikrobnom
djelovanju eteri¢nog ulja i ekstrakta dragoljuba su oskudna. Bazylko i sur. (2013) izvijestili su
da vodeni i hidroetanolni ekstrakti dobiveni iz dragoljuba suSenjem na zraku i smrzavanjem,
nisu pokazali antimikrobno djelovanje protiv Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa i Bordetella bronchiseptic.
Glavno objasnjenje vjerojatno je nizak sadrzaj BITC-a u ekstraktima. Jedna od glavnih
bioloskih aktivnosti koju pokazuje dragoljub je upravo antimikrobna aktivnost zahvaljujuci
prisutnosti BITC-a, razgradnog produkta glukotropeolina (Bazylko i sur., 2013) koji inhibira
rast gram-negativnih i gram-pozitivnih patogenih bakterija (Jurca i sur., 2018). Bakterijski
mikroorganizmi mogu se zalijepiti za povrSinu i izgraditi bakterijski biofilm nastao iz
bakterijskih stanica i okolnih ekstracelularnih polimernih tvari (Kaiser i sur., 2017). Bakterije
u biofilmovima otpornije su na uobiCajene antibakterijske spojeve i tvari od bakterija u
planktonskom stanju (Kaiser i sur., 2017), zbog cega je vazno identificirati nove prirodne

spojeve s visokom antibakterijskom i biofilmskom ucinkovitoscu.

2.5. Udio ulja i sastav masnih Kiselina u biljkama iz porodice Brassicaceae

Ulje iz sjemenki biljaka koje pripadaju porodici Brassicaceae poput uljane repice i
gorusice su glavni izvori biljnog ulja u prehrambene svrhe na globalnoj razini (Wendlinger i
sur., 2014). SadrZaj ulja u sjemenkama biljaka iz porodice Brassicaceae krece se od 40,0 -
42,0%, a kod sjemenki gorusice 28,0 - 42,0% (Antova i sur., 2017). U pros$losti uljana repica je
okarakterizirana kao biljka Cije ulje sadrZi erukinsku kiselinu zbog Cega je takvo ulje bilo
nepoZeljno, medutim situacija se promijenila kada su novi sojevi uljane repice predstavljeni,

ukljucujuéi kanolu iz Kanade. Ulje kanole karakterizira niska razina erukinske kiseline i nizak
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sadrzaj glukozinolata te se stoga smatra sigurnom za ljudsku konzumaciju (Wendlinger i sur.,
2014).

Inace, ulja biljaka iz ove porodice sadrzi veliki postotak erukinske kiseline koja se smatra
nepozeljnom jer se kod Zivotinja povezuje s lipidozom miokarda i sr¢anim lezijama, zbog cega
se ulje koje ju sadrZi smatra nepoZeljnim u ljudskoj prehrani (Wendlinger i sur., 2014).
Negativni efekti na ljudsko zdravlje nisu utvrdeni, ve¢ su provedene studije na Zivotinjama
(Nayak i sur., 2016). Europska unija je postavila maksimalnu granicu od 5% unosa erukinske
kiseline od ukupnih masnih kiselina. Dok se mnogo paznje posvetilo nepostojanju (redukciji)
erukinske kiseline u ulju uljane repice, prisutnost ove nezeljene masne kiseline u ostalim
biljkama iz porodice Brassicaceae uvelike je zanemarena. Dapace, u Sjevernoj Indiji,
gorusicino ulje se najcesce koristi u prehrani, kao ulje za salate i kuhanje (Wendlinger i sur.,
2014). Medutim, nekoliko je studija pokazalo da ulje goruSice mozZe sadrzavati visoku razinu
erukinske kiseline i potroSacima se savjetuje da je ne koriste kao prehrambeni proizvod. 1z tog
razloga goru$i¢ino ulje je predloZeno za proizvodnju biodizela. Glavne kiseline u uljima
gorusice su oleinska, linolna, linolenska i naravno, erukinska kiselina (Wendlinger i sur., 2014).
Prema Abdul-Fadl i sur. (2011) udio erukinske kiseline nakon Soxhlet ekstrakcije u bijeloj
gorusici iznosi 37,89%, a u smedoj goruSici 23,90%. Ukupan sadrZaj zasi¢enih kiselina u
objema goruSicama je izmedu 8,45-8,94%, a nezasi¢enih oko 90% (Fadl i sur., 2011). Prema
Antova i sur. (2017) koji su ispitivali lipidni sastav ulja dobiven Soxhlet ekstrakcijom razli¢itih
sorta bijelih goruSica erukinska, oleinska, linolna i gadoleinska kiselina takoder su bile glavne
komponente u svim ispitivanim uljima. U svima njima prevladavala je erukinska kiselina ¢iji
je udio iznosio od 28,0 do 53,2% (Antova i sur., 2017). Indija proizvodi gotovo 25 milijuna
tona ulja iz sjemena od ¢ega ulje iz sjemena gorusSice ¢ini 25% proizvodnje. Gorusic¢ino ulje se
mozZe dobiti iz crne, smede i bijele gorusice. Gorkog i oStrog okusa je zbog prisutnosti AITC-
a. Oksidativna stabilnost ulja gorusSice je vrlo mala (Nayak i sur., 2016). Ulje dragoljuba, biljke
koja pripada porodici Tropaelocaceae, a redu Brassicales kao i porodica Brassicaceae, ima
visoki sadrzaj mononezasi¢enih masnih kiselina (> 96%). Sadrzaj erukinske kiseline dostize
80% u nekim sortama biljke, dok je sadrzaj eikozanske kiseline otprilike 15%. Oleinska
kiselina, ¢iji je sadrZaj ispod 2%, pokazuje suprotnu korelaciju u odnosu na erukinsku kiselinu.
Prema Carlson i Kleiman (1993), sorte dragoljuba moZemo podijeliti u tri skupine i to na
temelju sadrzaja oleinske kiseline (< 2%, 4-8% i 17,5%) ili erukinske kiseline (< 68%, 68-74%
i> 76%) (Jakubczyk i sur., 2018).
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2.5.1. Primjena ulja biljaka iz porodice Brassicaceae

Iako jestiva ulja trenutno predstavljaju najvefe trZiSte za Brassica uljarice,
rasprostranjenost poljoprivrednih viskova u mnogim razvijenim zemljama usredotoCila je
pozornost na mogucu industrijsku upotrebu ovih ulja. Korisnost i kvalitetne karakteristike ulja
iz sjemenki odredena je udjelom glavnih sastojaka masnih kiselina. Slijedom toga, jedan od
najvaznijih ciljeva u uzgoju Brassica uljarica je geneti¢ka izmjena sjemenskog ulja
maksimiziranjem udjela specificnih masnih kiselina (Cartea i sur., 2019). Oleokemijska
industrija zabranjuje ulja s visokom razinom erukinske, behenijske i arahidinske (eikozanoinska
kiselina) masne kiseline. Ulje Brassica biljaka karakterizira upravo znacajna koli¢ina erukinske
kiseline (oko 50% ukupnih masnih kiselina), koja je inac¢e odsutna u bilo kojem komercijalnom
biljnom ulju (Cartea i sur., 2019). Erukinska kiselina (cis-13-dokozeinska kiselina, 22:1) ima
22 atoma ugljika s jednom dvostrukom vezom na poloZaju cis-13 ugljikovog lanca. Ulje s
visokim udjelom erukinske kiseline ima antinutritivna svojstva, ali je pogodno za neke
industrijske primjene, kao $to su sredstva protiv blokiranja u polietilenskim filmovima, ljepila
u tisku i1 antikorozivni materijali u industriji Celi¢nih limova (Cartea i sur., 2019). Posljednjih
desetljeca Brassica uljarice takoder su privukle paznju kao izvor biogoriva i industrijska
sirovina o ¢emu je viSe napisano u nastavku ovog rada. Ove biljke su od interesa za upotrebu u
kozmetici, u industriji za maziva te za ljepljive i biorazgradive plasti¢ne proizvode. Pronadena
je 1 primjena erukinske kiseline u medicinske svrhe koja se daje u terapijskim dozama za
lijeCenje adrenoleukodistrofije (X-ALD), genetskog poremecaja koji oStecuje ZivCani sustav i
karakteriziran je nakupljanjem masnih kiselina jako dugog lanca (Cartea i sur., 2019).
Terapiju u obliku nadoknade prehrani koja predstavlja mjeSavinu gliceril-trioleata i gliceril-
trierukata u omjeru 4:1 koji se dobiju iz uljane repice i maslinovog ulja (Lorenzovo ulje) otkrio
je Augusto Odone, ¢iji je sin Lorenzo bolovao od adrenoleukodistrofije. Lorenzovo ulje je

uspjelo zaustaviti progresiju bolesti te je Lorenzo doZivio 30 godina u stadiju paraliziranosti.
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2.6. Ekstrakcija

U cilju o€uvanja stabilnosti i ve€eg prinosa hlapljivih spojeva, ali i prinosa masnih
kiselina tehnike ekstrakcije imaju vaznu ulogu. Generalno, ekstrakcija je ucinkovita i brza
metoda razdvajanja i koncentriranja tvari iz homogenih smjesa na temelju njene razliCite
topljivosti u razli¢itim otapalima koja se medusobno ne mijesaju.
Za ekstrakciju se koriste razli¢ite konvencionalne metode poput destilacije (direktna destilacija
eteri¢nih ulja, destilacija vodenom parom ili destilacija vodom i parom), ekstrakcija otapalima
(ekstrakcija otapalom/ima, maceracija, ekstrakcija s uljima), hladno preSanje, napredne tehnike
(ekstrakcija superkritiénim fluidima, turbo-ekstrakcija, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom
i mikrovalna ekstrakcija) (Bleki¢ i sur., 2011). Unato¢ velikoj potros$nji energije i velikoj
koli¢ini otapala, iskoriStenje je Cesto naznaceno u decimalama. Na primjer, za jedan mililitar
ekstrakta ruZe koji teZi manje od 1 gram nije potreban samo 1 kg svjezih ruza kao sirovine, ve¢
i velika koli¢ina otapala (n-heksan, alkohol), energije (uglavnom iz fosilnih goriva) i vode kao
sredstva za hladenje. Danas ne moZemo pronaci proces proizvodnje parfema, kozmeticku,
farmaceutsku, prehrambenu, finu kemijsku industriju ili industriju biogoriva koja ne koristi
ekstrakcijske procese kao Sto su maceracija, parna ili hidrodestilacija, preSanje, dekokcija,
infuzija, perkolacija i Soxhlet ekstrakcija (Chemat i sur., 2012). Zanimljivo je da maceracija i
hidrodestilacija jo§ uvijek ostaju najcesce tehnike ekstrakcije prirodnih komponenti u treCem

tisu¢ljecu (slika 12) (Chemat i sur., 2019).
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Slika 12. Modificirana aparatura po Clevengeru za hidrodestilaciju (1. tikvica s okruglim dnom;
2. povratno hladilo; 3. prostor za prihvat destilata; 4. kalota za zagrijavanje, 5. reostat) (Zekic¢,

2013).

Konvencionalne ekstrakcije su prilicno zahtjevne, uzimaju mnogo vremena, koriste velike
koli¢ine otapala i u konacnici mogu uzrokovati razgradnju neke ciljne molekule i djelomicni
gubitak isparljivih tvari. Soxhlet ekstrakcija, iako se smatra glavnom referentnom tehnikom za
mjerenje performansi drugih tehnika, tradicionalno se koristi za ekstrakciju lipida (slika 13).
Nadalje, ova metoda ekstrakcije nije samo neucinkovita i ima lo$ prinos bioaktivnih
komponenti, nego je takoder skupa, ali i zbog odlaganja velike koli¢ine organskog otpada moze
ugroziti zastitu okoliSa. U posljednjih nekoliko godina, ¢ini se da je od velike vaznosti razvoj
tehnika bez otapala na nacin da se moderniziraju konvencionalni procesi koji se danas temelje

na ekstrakciji pomoc¢u organskih otapala (Chemat i sur., 2019).
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Slika 13. Soxhletov ekstraktor (Generali¢, 2022).

2.6.1. Zelena ekstrakcija

Op¢a definicija zelene kemije je izum, dizajn i primjena kemijskih proizvoda i procesa
koji smanjuju uporabu ili uklanjaju/proizvode opasne tvari.
U odnosu na zelenu ekstrakciju prirodnih komponenti, ova se definicija moZe izmijeniti na
sljede¢i nacin: ,,Zelena ekstrakcija se temelji na otkricu i dizajnu procesa ekstrakcije koji ¢e
smanjiti potroS$nju energije, omoguciti upotrebu alternativnih otapala i obnovljivih prirodnih
proizvoda te osigurati siguran i visokokvalitetni ekstrakt/proizvod* (Chemat i sur., 2012).
,.Sest nadela zelene ekstrakcije prirodnih komponenti* su:

Nacelo 1: Inovacija izborom vrste i uporabom obnovljivih biljnih resursa.
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Nacelo 2: Uporaba alternativnih otapala i to uglavnom vode ili agro-otapala.

Nacelo 3: Smanjenje potrosnje energije obnovom energije i koriStenjem inovativne tehnologije.
Nacelo 4: Proizvodnja koprodukata umjesto otpada koja ukljucuje bio- i poljoprivredno-
rafinirajucu industriju.

Nacelo 5: Smanjenje rada jedinice i davanje prednosti sigurnim, robusnim i kontroliranim
procesima.

Nacelo 6: Cilj je dobiti nenaturirani i biorazgradivi ekstrakt bez oneciS¢enja.

Nacela su definirana i opisana ne kao pravila, ve¢ viSe kao inovativne smjernice koje su
postavili znanstvenici, a uspjesno ih primjenjuje industrija (Chemat i sur., 2012). Zelene metode

ekstrakcije su naravno, ekoloski prihvatljive metode ekstrakcije.

2.6.2. Ekoloski prihvatljive metode ekstrakcije

Medu ekoloskim tehnologijama, odnosno zelenim tehnologijama koje koriste manje
koli¢ine organskih otapala ili koriste ekoloski prihvatljiva otapala, sa smanjenom potro$njom
energije i skraenim vremenom za ekstrakciju biljnih vrsta su: ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima (MAE), ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE), ekstrakcija
superkriti¢nim fluidima, ekstrakcija teku¢inom pod tlakom, ekstrakcija vru¢om vodom pod
tlakom (PHWE) ili subkriticnom vodom, ekstrakcija potpomognuta pulsiraju¢im elektri¢nim
poljem, micelarna ekstrakcija (Khaw i sur., 2017; Ameer i sur., 2017; Kuscu i Eroglu, 2015;
Chemat i sur., 2019).
Glavne prednosti MAE su veliko smanjenje vremena ekstrakcije, ve¢i prinos ulja i aktivnih
sastojaka, poboljSana selektivnost, veca stabilnost i organolepti¢ka kvaliteta ekstrakata
(Cravotto i sur., 2011). MAE je jedna od tehnika ekstrakcije koja se koristi za uspjesno
provodenje ekstrakcije primarnih i sekundarnih metabolita bez dodatka otapala (eteri¢na ulja,
arome, jestiva ulja, antioksidansi i ostali organski spojevi) (Chemat i sur., 2019). Rijec¢ je o
inovativnoj tehnici koja omogucuje provodenje ekstrakcije na praktican i ucinkovit nacin
smanjujuci vrijeme ekstrakcije s nekoliko sati na nekoliko minuta jer ne dolazi do destilacije
otapala, $to je ograni¢avajuci korak procesa ekstrakcije (Chemat i sur., 2019). Takoder, takva
tehnika eliminira naknadno tretiranje otpadnih voda i obi¢no trosi samo dio energije koja se
koristi u uobic¢ajenim konvencionalnim metodama ekstrakcije s organskim otapalima (Chemat

isur., 2019).
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Kada se govori o tehnikama ekstrakcije, poboljSanja se mogu posti¢i primjenom
nekonvencionalnih (modernih) tehnika poput ekstrakcije potpomognute mikrovalovima (MAE)
za dobivanje hlapljivih organskih spojeva i superkriticne CO: ekstrakcije (SC-COz) za

ekstrakciju lipida.

2.6.2.1. Mikrovalna ekstrakcija

Mikrovalna ekstrakcija se smatra izvrsnom alternativom za klasi¢ne ekstrakcije
etericnih ulja iz biljaka poput hidrodestilacije zbog kraceg vremena ekstrahiranja, manje
koli¢ine vode, §to je energetski i ekonomski isplativije (Bleki¢ i sur., 2011). Mikrovalna
ekstrakcija predstavlja novu tehniku izolacije bioaktivnih spojeva iz prehrambenih proizvoda.
Prednosti mikrovalne ekstrakcije su krace vrijeme ekstrakcije s ili bez otapala. Ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima sastoji se od zagrijavanja otapala u kontaktu s uzorkom pomocu
mikrovalne energije (Bleki¢ i sur., 2011).
Postupak ukljucuje pucanje vodikovih veza, kao rezultat dipolske rotacije molekula uzrokovane
mikrovalovima, i migraciju iona koji pospjesuju prodor otapala u matricu, $to omogucuje
otapanje sastojaka koji se ekstrahiraju. Voda ima najvecu dielektri¢nu konstantu i najcesce je
otapalo. Medutim, faktor disipacije znacajno je nizi nego kod ostalih otapala. Dakle, brzina
kojom voda apsorbira mikrovalnu energiju veca je od brzine kojom sustav moZe rasprSiti
toplinu. Ovi fenomeni objaSnjavaju efekte ,,pregrijavanja®, koji nastaju kada je voda prisutna u
matrici (Afoakwah i sur., 2012). Nekoliko je faktora koje treba uzeti u obzir pri koriStenju
metode ekstrakcije potpomognute mikrovalovima. Izbor otapala, vrijeme primjene
mikrovalova, snaga mikrovalova, jedinstvenost uzorka, kontaktna povrSina uzorka i utjecaj
temperature. Za ekstrakciju etericnih ulja iz aromati¢nih biljaka dizajnirana je ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima bez otapala, gdje sadrzaj vlage u biljnoj matrici sluzi za
ekstrakciju, a ne koristi se otapalo (Afoakwah i sur., 2012). Ekstrakciju potpomognutu
mikrovalovima moZe se podijeliti na mikrovalnu destilaciju (MAD) i mikrovalnu hidrodifuziju
i gravitaciju (MHG) koje su izvrsne alternative za konvencionalne tehnike ekstrakcije, a koje
obi¢no zahtijevaju veliki volumen otapala i dugo vrijeme ekstrakcije da se dobiju ekstrakti
bogati hlapivim spojevima, ukljucujuci razgradne produkte GSL-a (slika 14) (Vrca i sur.,

2021a).
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Slika 14. Mikrovalna destilacija (a), mikrovalna hidrodifuzija i gravitacija (b) (Vrca i sur.,

2021b).

Nova tehnika mikrovalne ekstrakcije bez otapala naziva mikrovalna hidrodifuzija i gravitacija
(MHG) koristi se za ekstrakciju etericnih ulja, boja i antioksidansa. Originalno je to
"naglavacke", mikrovalna ekstrakcija koja kombinira mikrovalno grijanje i gravitaciju pri
atmosferskom tlaku. Na temelju relativno jednostavnog principa, ova metoda ukljucuje i
stavljanje biljnog materijala u mikrovalni reaktor bez dodavanja otapala ili vode. Zagrijavanje
in situ vode unutar biljnog materijala rastvara biljne stanice i dovodi do puknuca Zlijezda i uljnih
posuda. Grijanjem primjenom mikrovalova oslobada se eteri¢no ulje i in situ voda te se prenose
iznutra u vanjsku stranu biljnog materijala, a gravitacijom padaju izvan mikrovalnog reaktora

(Chemat i sur., 2012).

2.6.2.2. Ekstrakcija superkriti¢nim fluidom

Ekstrakcija superkriti¢nim fluidom (engl. Supercritical fluid extraction, SFE) postupak
je odvajanja jedne komponente (ekstraktanta) od druge (matrica) koriste¢i superkriti¢ni fluid
kao otapalo za ekstrakciju. Ekstrakcija je obi¢no iz ¢vrstog uzorka, ali moze biti i iz tekucine
(Sapkale i sur., 2010). SFE se smatra izvrsnom alternativom za klasi¢ne ekstrakcije ulja
(Soxhlet ekstrakcija) zbog kra¢eg vremena ekstrakcije, nekoriStenja organskog otapala vec
ekoloski prihvatljivog otapala poput ugljikovog dioksida (Khaw i sur., 2017). Superkriti¢ni
(SC) fluid se moze definirati kao fluid koji postoji u fazi koja ima svojstva i tekuéine i plina

iznad karakteristi¢ne kriticne temperature i tlaka. Kriti¢ni tlak (Pc) smatra se minimalnom

33



Doktorski rad — Ivana Vrca Op¢i dio

koli¢inom tlaka potrebnim za ukapljivanje plina pri njegovoj jedinstvenoj kriti¢noj temperaturi.
Kriti¢na temperatura (Tc) plina je temperatura pri kojoj plin ne postaje teku¢ sve do primjene
dodatnog tlaka. Zeljeni uvjeti ekstrakcije odrzavaju se radom ventila za oslobadanje tlaka i
regulatorom temperature koji su pricvrSéeni na ekstrakcijsku posudu. Europska agencija za
sigurnost hrane i Americka agencija za hranu i lijekove dodijelili su ugljikovu dioksidu (CO»)
opce priznati status sigurnog fluida (GRAS). CO» je najcesce koriSteni superkriti¢ni fluid kao
otapalo zbog njegovih osobina, osobito zbog njegove ekonomicnosti i GRAS statusa. (Ameer i
sur., 2017). Ugljicni dioksid (CO») kao superfluid, u svom superkriticnom fluidnom stanju
(scCOy) razlikuje se od ostalih superkriti¢nih fluida iz viSe razloga: lako je dostupan, moZe se
ponovo upotrijebiti kao plin, ima nisku kriticnu temperaturu (Tc) od 31,1°C, relativno nizak
kriticni tlak (Pc) od 72,8 bara te vecu snagu otapanja za razliku od drugih superkriticnih fluida
(Khaw i sur., 2017). Prednosti ekstrakcije SFE-CO> u odnosu na ekstrakciju s petroleterom
ukljucuje: nisku radnu temperaturu, nema degradacije vecine termolabilnih spojeva, krace
vrijeme ekstrakcije, visoka selektivnost u ekstrakciji spojeva te nema ostataka otapala s

negativnim u¢incima na kvalitetu ulja (Xiao i sur., 2007) (Slika 15).

-

=
.

£ |

Slika 15. Schema uredaja za za ekstrakciju superkriticnim CO> (1. Kompresor; 2. CO>
spremnik; 3. Izmjenjiva¢ topline od nehrdajuceg celika; 4. Rashladna kupelj; 5. Zrakom
pogonjena hidrauli¢na pumpa Haskel MS-71; 6. Ventili (B-HV); 7. Manometri; 8. Ekstraktor;
9. Separator; 10. Vodena kupelj; 11. Centralizirani sistem grijata od staklenih vlakana; 12.

Mjerac protoka) (Joki¢, 2019).
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2.7. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti

Tekuéinska kromatografija je analitiCka tehnika koja seupotrebljava za razdvajanje
otopljenih tvari (Cindri¢ i sur., 2009). Tvari prisutne u otopini u razli¢itim omjerima dolaze u
kontakt s nepokretnom i teku¢om pokretnom fazom zbog razlika u adsorpciji, ionskoj izmjeni,
razdiobi medu fazama ili veli¢ini tvari koje se razdvajaju te imaju razliita vremena zadrZavanja
na kromatografskoj koloni (Cindri¢ i sur., 2009). HPLC je visoko efikasna razdjelna
kromatografija koja se ve¢inom danas koristi kao kromatografija obrnutih faza. Osnovni
konstrukcijski dijelovi u HPLC kromatografu su rezervoar za otapala pokretne faze, pumpa,
injektor, po moguénosti predkolona, kolona za odjeljivanje i detektor (slika 16) (Luterotti,

2009).

injektor

predkolona

komora za pumpa . - b
. . wiva
inijesanje -
otapala T mi

(Ej\ kolona

ik -
N it

spremnici
otapala detektor |  sustav
; podataka

Slika 16. Prikaz komponenti HPLC uredaja (Luterotti, 2009).

Tekué¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High performance liquid
chromatography, - HPLC) je unaprijedena verzija prethodno spomenute tekucinske
kromatografije koja se opcenito koristi u biokemiji i analitici za odvajanje, identifikaciju i
kvantifikaciju aktivnih spojeva (Malviya i sur., 2010). Vrijeme zadrzavanja analiziranih
komponenti varira ovisno o interakcijama izmedu stacionarne faze, analiziranih komponenti i

koriStenog(ih) otapala. Uzorak koji se analizira injektira se u malom volumenu u struju mobilne
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faze i zadrzava se zbog specificnih kemijskih ili fizikalnih interakcija sa stacionarnom fazom
(Malviya i sur., 2010). Koli¢ina usporavanja ovisi o prirodi analita i sastavu stacionarne i
mobilne faze. Vrijeme u kojem odredeni analit eluira (izlazi s kraja kolone) naziva se
retencijskim vremenom. Uobicajena otapala koja se koriste ukljuc¢uju sve kombinacije vode ili

organskih tekucina koje se mijeSaju (najce$¢i su metanol i acetonitril) (Malviya i sur., 2010).
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2.8. Plinska kromatografija
Pod plinskom kromatografijom (engl. Gas Chromatography, GC), uobiCajeno se

podrazumijeva plinsko-tekucinska kromatografija (engl. Gas Liquid Chromatography, GLC)
¢iji temelj funkcioniranja jeste razdijeljenje tvari izmedu pokretne plinovite i nepokretne tekuce
faze. Tvari koje je potrebno odijeliti podvrgavaju se ponovljenim razdiobama izmedu dvije
faze. Jedna faza je nepokretna (stacionarna) koja moze biti ¢vrsta tvar ili tekuéina, dok je druga
faza pokretna (mobilna) koja moze biti tekuéina, plin ili superkriti¢ni fluid. Uzorak je otopljen
u pokretnoj fazi koja prelazi preko nepokretne (stacionarne) faze. Kromatografski postupci
odjeljivanja se temelje na odnosu ravnoteznih koncentracija uspostavljenih u ove dvije faze
(Luterotti, 2009). Na slici 17 su prikazane komponente uredaja za plinsku kromatografiju koji
se sastoji od:

* injekcijskog bloka,

* kromatografske kolone,

* termostata,

* detektora i

* pisaca.
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Slika 17. Prikaz komponenti uredaja za plinsku kromatografiju (Luterotti, 2009).
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Kvalitativnu informaciju moguc¢e je dobiti iz podataka zadrzavanja, npr., iz prilagodenog
volumena ili vremena zadrzavanja analita, u odnosu na referentne standardne supstancije.
Podaci zadrzavanja jako ovise o eksperimentalnim uvjetima kao $to su temperatura kolone,
protok i tip plina nosaca, pad tlaka u koloni, tip i koli¢ina nepokretne faze i dimenzijama kolone
(Luterotti, 2009). Za pouzdanu identifikaciju supstanci kromatografsko odjeljivanje kombinira
se sa spektrometrijskim detektorima, npr., GC sa spektrometrom masa, a HPLC vrlo ¢esto s

UV/Vis-detektorom s diodnim nizom ("diode array") (Luterotti, 2009).

2.8.1. Plinska kromatografija — masena spektrometrija
Plinska kromatografija — masena spektrometrija (GC-MS) je analiticka metoda koja

kombinira svojstva plinske kromatografije za odvajanje i analizu tvari te tehniku masene
spektrometrije za identifikaciju razli€itih tvari unutar analiziranog uzorka na temelju mjerenja
odnosa mase i naboja iona. GC metoda se Kkoristi za razdvajanje hlapljivih i termicki stabilnih
komponenti u uzorku, dok GC-MS fragmentira analit i identificira na temelju svoje mase
(Chauhan i sur., 2014). GC-MS sadrZi dva glavna gradivna bloka: plinski kromatograf i maseni
spektrometar.
GC-MS uredaj sastavljen je od tri glavne komponente:

* jedinice za ubrizgavanje uzorka koja zagrijava tekuéi uzorak i isparava ga,

* kolone koja se koristi za razdvajanje svakog spoja i

» detektora koji identificira spojeve i prikazuje njihove koncentracije kao elektri¢ne

signale (Zvorc i sur., 2021).

GC-MS metoda koristi se za odvajanje sloZenih smjesa, kvantificiranje analita, identifikaciju
nepoznatih pikova i odredivanje razina oneci$¢enja u tragovima. Kombinacija tih dviju tehnika
povecava njihovu pojedinacnu specificnost i osjetljivost ¢ime se omogucuje analitickom
kemicaru da istodobno moZe kvantitativno i kvalitativno identificirati slozene smjese ili
ekstrakte uzoraka koji sadrze veliki broj spojeva. GC-MS se smatra "zlatnim standardom" za
forenzicku identifikaciju tvari jer se koristi za provodenje 100 % specificnog testa, medutim
visoke temperature (300 °C) koje se koriste u otvoru za ubrizgavanje GC-MS (i pe¢nici) mogu
dovesti do toplinske razgradnje injektiranih molekula, Sto rezultira mjerenjem razgradnih

produkata, umjesto stvarnih molekula od interesa (Zvorc i sur., 2021).
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2.9. Proto¢na citometrija

Citometrija je jednostavna, kvantitativna i visokoinformativna metoda za odredivanje
apoptoze na razini pojedinacnih stanica, pri ¢emu je dovoljan relativno malen broj stanica u
ispitivanom uzorku. Razli¢ite morfoloSke i biokemijske promjene u apoptozi stanice mogu se
iskoristiti za citometrijsko odredivanje, pocevsi od plazmolize stanice preko aktivacije kaspaza
(cistein aspartil proteaze), gubitka mitohondrijskoga membranskog potencijala, aktivacije
endogenih endonukleaza, pa do konanog gubitka integriteta stanice i formiranja apoptotskih
tijela.
Prednost protocne citometrije je mogucnost uskladivanja rezultata dobivenih pomocu prednjeg
i boCnoga svjetlosnog snopa (zbog promjene promjera apoptotskih stanica i konformacije
unutrasnjih stanicnih struktura) s rezultatima analize stanicnih markera, tj. specificnih
fluorescentnih protutijela za pojedine apoptotske molekule kao Sto su Fas, FasL, Bcl-2, p53,

fosfatidil serin itd. (Zlender, 2006).

2.10. Mikroskopija atomskih sila

Mikroskop atomskih sila (engl. Afomic Force Microscopy, AFM) je uredaj iznimno
visoke rezolucije, koji se moze koristiti za promatranje morfologije uzorka i kvantitativno
mjerenje njegovih mehanickih svojstava pri atomskoj rezoluciji (Deng i sur., 2018). AFM
nadilazi granice razlucivosti mikroskopa koji koriste valne duljine svjetlosti i elektrona.
Tehnic¢ke prednosti AFM-a glavni su razlozi njegove brze i Siroke primjene u biologiji i
medicini poput moguénosti nedestruktivnih mjerenja, uz dobru lateralnu rezoluciju pritom
koriste¢i prirodno okruZenje bioloskih uzoraka (Cascione i sur., 2016; Deng i sur., 2018). Prvo,
zbog gore spomenute iznimno visoke rezolucije AFM-a moguce je izvoditi izravno
trodimenzionalno snimanje molekularnih, pa ¢ak i atomskih struktura. Nadalje, priprema
uzorka za AFM je jednostavna, oStecenje izvorne strukture je malo, a izvorni izgled uzorka se
moZe odrediti objektivno i to€no. Zatim, zbog Cinjenice da se uzorci mogu promatrati u
fizioloSkim uvjetima, dinamicki procesi molekula, organela i drugih struktura u Zivim
stanicama mogu se mjeriti u stvarnom vremenu pomoc¢u AFM-a. I posljednje, AFM moZe
mjeriti medumolekularne sile, naboj, pH i druge fizikalno-kemijske karakteristike materijala
uzorka (Deng i sur., 2018).
AFM sustav sastoji se od sljede¢ih komponenti: probe, uredaja za detekciju pokreta probe,

povratne petlje za pracenje kretanja probe, piezoelektricnog keramickog uredaja za skeniranje
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uzorka i racunalno kontroliranog prikupljanja slike, prikaza i sustava obrade. AFM proucava
povrSinsku strukturu i svojstva uzorka otkrivanjem vrlo slabih meduatomskih interakcija
izmedu povrsine uzorka i vrha probe (Deng i sur., 2018). Osnovni rezimi rada AFM-a su
kontaktni i osciliraju¢i rezim. U kontaktnom reZimu, proba AFM-a odrZava blagi kontakt s
povrSinom uzorka i odrZava konstantnu silu. U oscilirajuéem reZimu, proba se tjera na
osciliranje pribliZno rezonantnom frekvencijom te povremeno dolazi u kontakt s uzorkom.

AFM primjena u biomedicinskim istraZivanjima od izuzetne je vaZnosti jer moZe istaknuti
znacajne razlike u morfologiji stanicne membrane izmedu normalnih stanica i tumorskih stanica
te moZe odrediti jesu li stanice maligne ili ne, u usporedbi s tumorskim stanicama iz istog izvora
(Deng i sur., 2018). AFM mjerenje moze rezultirati vizualiziranjem fine strukture pojedinacnih
Zivih stanica. Na temelju AFM tehnike utiskivanja, stani¢na elasticna svojstva mogu se
kvantitativno mjeriti. Naime, ovom tehnikom se mogu izmjeriti i nanomehanicka svojstva
stanice poput Youngovog modula (Li i sur., 2018). Takoder, s prakti¢ne tocke gledisSta, spajanje
opticke i AFM mikroskopije olakSalo je odabir bioloSkih uzoraka za istraZivanje i
pozicioniranje AFM probe na odabranom uzorku. Kombinacija fluorescentne mikroskopije s
AFM-om uvela je vaznu prednost za dekodiranje bioloSkih procesa u smislu mehanickih i
morfoloSkih varijacija molekula i oznacavanja stani¢nih komponenti (Cascione i sur., 2016).
Nedavno je predloZeno da proucavanje morfoloskih i biofizickih promjena u stanicama raka
lije¢enim lijekovima protiv raka bi pomoglo u procjeni antikancerogenog djelovanja lijeka.
Takav prijedlog je doneSen zato Sto antimikrotubularni lijekovi utjecu na oblik i fizicka svojstva
stanice, kao Sto su hrapavost i uko€enost, koji su povezani sa stani¢nim funkcijama prianjanja,
pokretljivoscu, transformacijom i invazijom. Ove promjene u morfologiji i fizickim svojstvima
pojedinih stanica mogu se detektirati AFM mikroskopijom. Posebno je ova metoda prikladna

za mjerenje promjene biofizickih svojstava stanice (Kim i sur., 2012).

2.11. Skenirajuca elektronska mikroskopija

Skeniraju¢a elektronska mikroskopija (engl. Scaning Electron Microscopy - SEM)
predstavlja vrstu elektronske mikroskopije pomocu koje je moguce dobiti visoku rezolucijsku
sliku povrSine ispitivanog uzorka. Uslijed nacina na koji se formira slika, SEM snimke imaju
karakteristi¢ni, skoro trodimenzionalni izgled i daju moguénost proucavanja strukture povrsine
samog uzorka. Glavna osobina ove mikroskopije je da se uzorak moZe promatrati direktno u

reflektiranom snopu elektrona sa znatno boljom rezolucijom nego kod optickog mikroskopa
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(Peri¢ i sur., 2015). SEM radi pri velikom povecanju do 300 000 puta pa ¢ak i do 1 000 000
puta (u nekim modernim modelima) pri ¢emu stvara vrlo precizne slike Sirokog spektra

materijala (Mohammed i Abdullah, 2018).
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. Kemikalije i aparatura
Kemikalije:
* 1 M otopina HCIl, BDH Prolabo, UK,
e Acetonitril, Honeywell, Riedel-de Haén, Goteborg — Svedska,
* Alil-izotiocijanat, Sigma—Aldrich, Merck KgaA, SAD,
* Amonijev karbonat, VWR Chemicals, BDH, SAD,
* Benzil-cijanid, Sigma—Aldrich, Merck KgaA, SAD,
* Benzil-izotiocijanat, Sigma—Aldrich, Merck KgaA, SAD,
e Dekstran (DEAE-sephadex A-25), Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD,
e Dinitrosalicilna kiselina (DNSA), Alfa Aesar, Massachusetts, SAD,
e Dulbecco's modified Eagle’s medium (DMEM), Euroclone, Milano, Italija,
* Etanol, Gram-Mol d.o.0, Zagreb, Hrvatska,
e Fetalni govedi serum (engl. Fetal bovine serum, FBS), Euroclone, Milano, Italija,
* Hemoglobin, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD,
* Kalcijev klorid dihidrat, VWR Chemicals, BDH, SAD,
» Kalijev dihidrogen fosfat, VWR Chemicals, BDH, SAD,
« Kalijev klorid, Gram-Mol d.o.o, Zagreb, Hrvatska,
e Kazein, Alfa Aesar, Haverhill, Massachusetts, SAD,
* Klorovodicna kiselina, Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska,
* Magnezijev klorid heksahidrat, VWR Chemicals, BDH, SAD,
* Natrijev acetat, Merck, Darmstadt, Njemacka,
e Natrijev hidrogen karbonat, T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska,
* Natrijev karbonat bezvodni, T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska,
* Natrijev sulfat bezvodni, T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska,
* Pankreatin, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD,
e Pentan, Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika,
e PSenicni Skrob, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD,
* RGE (rabbit gastric extract), Lipolytech, Marseille, Francuska,
* Stanicne linije raka ATCC (LGC Standards),
» Sulfataza, (iz Helix pomatia, tip H-1), Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD,

e Trikloroctena kiselina, Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska,
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o Zucne soli, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD.

Aparatura:

Analiticka vaga, Explorer® Semi-Micro, model EX224, OHAUS, SAD,

Aparatura za mikrovalnu ekstrakciju ETHOS X uredaj, model 196-001, Milestone,
Italija,

Centrifuga ThermoScientific mySpin 12, model 75004083, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, SAD,

Centrifuga, IKA mini G, IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Njemacka,
Elektri¢ni mlinac za kavu, model SCG3050SS, Sencor Europe, Prag, Ceska Republika,
GC-FID plinski kromatograf (model 3900; Varian Inc., Lake Forest, CA, USA) s
plameno-ionizacijskim detektorom (FID),

GC-MS/MS, model 8890 GC opremljen s automatskim tekuc¢inskim injektorom, model
7693A, a u sprezi s tandemskim spektrometrom masa (MS/MS) model 7000D GC/TQ,
Varian Inc., Lake Forest, CA, SAD,

Inkubator, Thermo-Shaker TS-100, Biosan, Riga, Latvija,

Microplate photometer HiPo MPP-96, Biosan, Riga, Latvija,

Opticki mikroskop, ZEISS AXIO Imager.A2m, Njemacka,

Protoc¢ni citometar, model BD Accuri C5, MA, SAD,

Skenirajuci elektronski mikroskop (JEOL JSM-5200, Japan),

Sustav za Soxhlet ekstrakciju (Biichi B-811-LSV, Flawil, gvicarska),

Tehnicka vaga, model Kern 572, Kern & Sohn, Njemacka,

Termostat za grijanje, Thermo Block TDB 120, Biosan, Riga, Latvija,
UHPLC-DAD-MS/MS, Ultimate 3000RS s TSQ Quantis MS/MS detektorom, Thermo
Fischer Scientific, SAD,

Ultrazvu¢na kupelj, model Elmasonic S, Elma Schmidbauer GmbH, Singen, Njemacka,
Uparivac dusikom, model Dri-Block DB100/3, Techne, Njemacka,

UV/VIS spektrometar, Lambda EZ 201, Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts, SAD,
Vodena kupelj, Julabo, Seelbach, Njemacka,

Vortex, model Dragon LAB MX-S, Peking, Kina.
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3.2. Priprema biljnog materijala
3.2.1. Biljni materijal

Sjeme razlicitih vrsta gorusica komercijalno je dostupno. Sjeme bijele i smede goruSice
(8. alba i B. juncea) kupljeno je u Harissa Spice Store d.o.o. (Zagreb, Hrvatska), dok je crna
goruSica (B. nigra) nabavljena online u Ekirana-Indian Groceries (Rotterdam, Nizozemska)
(slika 18). Divlja gorusica je nabavljena u B i T World Seeds (Aigues-Vives, Francuska). Sjeme
visokog i niskog dragoljuba (7. majus L. altum i nanum) takoder je komercijalno dostupno i za

ovo istrazivanje nabavljeno je u Marcon d.o.o. (Novi Marof, Hrvatska), a proizvodi ga Hortus

sementi, (Longiano FC, Italija) (slika 19). Svi uzorci pribavljeni su u koli¢ini od 1 kg.

Slika 18. Sjeme bijele i smede goruSice (a), crne gorusSice (b) i divlje goruSice (c) (vlastita

fotografija).

Slika 19. Sjeme cijelog zrna (a) i mljevenog (b) zrna visokog dragoljuba (vlastita fotografija).
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3.2.2. Priprema biljnog materijala za ekstrakciju glukozinolata

Sjeme razlicitih vrsta gorusica i dragoljuba posebno je samljeveno u mlincu za kavu,
prosijano te je odvagano pri masi 100 + 0,1 mg biljnog materijala. Materijal je rasporeden u
Eppendorf reakcijske tube. U svaku tubu dodan je 1 mL 70%-tnog etanola. Tube su zatvorene
sigurnosnim kapicama, kratko vorteksirane (15 s) i prebacene u vodenu kupelj na temperaturu
od 90 °C gdje su drZane otprilike 5 min (slika 20a). Uzorci su potom prebaceni u ultrazvu¢nu
kupelj tijekom perioda od 10 min, a nakon toga su stavljeni centrifugu na 2700 okr./min u

trajanju od 10 min (slika 20b).

Slika 20. Uzorci u vru¢oj vodenoj kupelji (a) i ultrazvucnoj kupelji (b) (vlastita fotografija).

3.2.3. Priprema biljnog materijala za ekstrakciju eteri¢nih ulja i ekstrakata

Uzorci za ekstrakciju eteri¢nih ulja i ekstrakata iz sjemenki goruSica i dragoljuba
pripremljeni su u obliku praha pomoc¢u Sencor mlinca za kavu te su zatim natopljeni u
destiliranoj vodi posto se radi o suhom biljnom materijalu prije razlicitih tehnika ekstrakcije

(Clevenger hidrodestilacija, MAD i MHG). Biljni materijali su odvagani pri masi od 50-100 g.

3.3. Metode ekstrakcije
3.3.1. Metoda ekstrakcije glukozinolata

100 mL otopine 70%-tnog etanola dobiveno je mijeSanjem 70 mL etanola i 30 mL
ultraciste vode, dok je otopina natrijevog acetata (NaOAc, 20 mM, pH = 5,5) dobivena je
otapanjem 0,8259 g NaOAc u 500 mL ultraciste vode nakon Cega je pH podeSavan dodatkom
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klorovodi¢ne kiseline (25% HCI).Otopina dekstrana dobivena je otapanjem 10,0125 g
dekstrana u 125 mL ultraciste vode, a otopina sulfataze pripremljena je otapanjem 5000 U
sulfataze u 30 mL ultraciste vode uz dodatak 30 mL apsolutnog etanola i mijeSanjem na
magnetskoj mijesalici 10-15 min. Otopina je zatim raspodijeljena u dvije kivete, centrifugirana
20 min na 4500 okr/min. Supernatant je zatim prebacen u Cistu ¢aSu i pomijeSan s 90 mL
apsolutnog etanola. Dobivena otopina raspodijeljena je u dvije kivete i centrifugirana na 2500
okr./min u trajanju od 15 min. Supernatant je zatim odbacen, a talog otopljen u 25 mL ultracCiste
vode. Dobivena otopina stavljena je kratko na vorteks (15 s) i cuvana u Eppendorf tubama na
temperaturi od -20 °C do daljnjih analiza.

U svrhu kolona za postupak ekstrakcije glukozinolata koriStene su staklene Pasteur
pipete napunjene samljevenim filter papirom u visini 1 cm. Kao kolone posluzile su staklene
pipete napunjene mljevenim filter papirom u visini 1 cm. Mljeveni materijal zbijen je u svrhu
sprjeCavanja istjecanja gela. U tako pripremljene pipete dodano je 0,5 mL dekstrana i 1 mL

ultraciste vode (slika 21).

Slika 21. Kolone za ekstrakciju glukozinolata (vlastita fotografija).
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3.3.2. Metode ekstrakcije eteri¢nih ulja i ekstrakata
3.3.2.1. Ekstrakcija hlapljivih spojeva Clevenger hidrodestilacijom

Usitnjeni biljni materijal gorusSice ili dragoljuba (50 g) stavljen je u tikvicu volumena
od 2 L koja je zatim nadopunjena destiliranom vodom do pola. Na tikvicu su se postavili
modificirani nastavci po Clevengeru koji su se nadopunili destiliranom vodom dok se voda nije
pocela prelijevati bo¢nom cijevi natrag u tikvicu, a nakon toga se dodao trap koji predstavlja
smjesu otapala za skupljanje isparljivih spojeva u slu¢aju njihove male koncentracije (slika 22).
Kao trap najcescée se pripremi smjesa pentana i dietil-etera u omjeru 3:1. Na nastavke su se
postavila kuglasta hladila, a dvije aparature serijski su se spojile gumenim crijevima. Smjese su
zagrijavane preko kalota u trajanju od 2,5 sata od pocetka destilacije (kad padne prva kap). Po
zavrSetku destilacije, trap se odvojio pipetom s vrha modificiranog nastavka po Clevengeru, a
aparatura se dodatno isprala pentanom kako bi se pokupili zaostali hlapljivi spojevi. Trap s
hlapljivim spojevima suSen je s malo bezvodnog natrijevog sulfata kako bi se pokupila
eventualno zaostala voda. Na kraju se izvrSila dekantacija u vijalice i uzorci su skladisteni na -

20 °C do analize.

Slika 22. Clevenger hidrodestilacija (vlastita fotografija).
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3.3.3.2. Mikrovalna ekstrakcija

Ekstrakcija koja koristi dielektri€no zagrijavanje primjenom mikrovalova predstavlja
modernu tehniku izolacije hlapljivih spojeva. Primjenom odredene snage mikrovalova postize
se zagrijavanje prilikom cCijeg izbora treba biti oprezan kako ne bi doSlo do razgradnje
termolabilnih komponenata. Cijeli sustav za brzu mikrovalnu ekstrakciju se sastoji od
mikrovalne pecnice, nastavaka za dobivanje etericnog ulja (primjenom destilacije) i ekstrakata
(primjenom gravitacijske sile). Uredaj za hladenje (chiller) konstantno sustav opskrbljuje
vodom za hladenje koja prolazi hladilom, uz podeSenu temperaturu na 13 °C. U programskom
suCelju uredaja potrebno je odabrati "fragrance" ili "flavor" te podesiti odredenu snagu
mikrovalova §to ovisi o koli¢ini i karakteristikama koriStenog biljnog materijala. Maksimalna
primjenjiva snaga iznosi 1800 W. Temperatura koja se prosjecno postize je oko 98 °C. Osim
snage, potrebno je podesiti i vrijeme trajanja procesa. Ukoliko je biljni materijal suh, potrebno
ga je prethodno potopiti u destiliranoj vodi. Za razliku od hidrodestilacije, u reaktor se ne dodaje
voda ako se radi o svjezem biljnom materijalu. Hlapljivi spojevi su izolirani iz razli¢itih
sjemenki goruSice i dragoljuba ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima koriste¢i uredaj

ETHOS X (Milestone, Italija) pri snazi od 500 W.

3.3.3.2.1. Ekstrakcija hlapljivih spojeva destilacijom potpomognutom mikrovalovima
(MAD)

Mikrovalovi oslobadaju eteri¢no ulje koje isparava s vodom koja je prisutna u samim
stanicama biljnog materijala. Voda u hladilu omogucéava kondenzaciju nastalih para te se
etericno ulje skuplja u postranoj cijevi ispunjenoj destiliranom vodom, dok se viSak vode
prelijeva dodatnim cijevima natrag u reaktor budu¢i da se mora nadoknaditi izgubljena voda iz
biljnog materijala. Kod biljnog materijala gdje je prinos eteri€nog ulja izrazito mali te je granicu
faza (vodene i uljne) tesko uociti, dodaje se pentan kako bi se omogucilo jednostavnije
odijeljivanje eteri¢nog ulja. Priprema biljnog materijala za MAD podrazumijevala je vaganje
odredene kolicine sjemenki gorusica i dragoljuba (50-100 g) (slika 23). Izvagane sjemenke su
se potom usitnile u elektricnom mlincu ili tu¢kom u tarioniku te kao takve su se prebacile u
tikvicu za destilaciju volumena 2 L. U tikvicu se dodala destilirana voda u koli¢ini koja je bila
potrebna da sav biljni materijal bude natopljen posSto se radilo o suhom biljnom materijalu.
Naposljetku, nastala je pastozna smjesa, jer je biljni materijal upio svu destiliranu vodu. Pocetna

temperatura destilacije bila je oko 94 °C, dok je maksimalna postignuta temperatura tijekom
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cijelog procesa iznosila 99-100 °C. Osim snage, potrebno je bilo namjestiti vrijeme trajanja
samog procesa, koje je u ovom slucaju iznosilo 30 min intenzivne destilacije uz dodatnih 5 min
potrebnih za hladenje. Eteri¢no ulje se susilo s bezvodnim natrijevim sulfatom i pohranilo u

zamrziva¢ do daljnje analize.

Slika 23. Mikrovalna destilacija (MAD) (vlastita fotografija).

3.3.3.3.2. Ekstrakcija hlapljivih spojeva mikrovalnom hidrodifuzijom i gravitacijom
(MHG)

Kod mikrovalne hidrodifuzije i gravitacije (MHG) izvedba aparature razlikuje se od one
kod mikrovalne destilacije buduc¢i da se primjenjuje gravitacijska sila (slika 24a). Biljni
materijal postavljen je u stakleni reaktor unutar mikrovalne pec¢nice. Stakleni reaktor za MHG
ima otvor na dnu za razliku od prethodno opisane izvedbe gdje je otvor bio na vrhu reaktora.
Na otvor se nadograduje staklena cijev te hladilo. Ekstrakt se skuplja u ¢aSu na dnu aparature
nakon Cega slijedi ekstrakcija aroma diklormetanom (ponekad je potrebno napraviti filtraciju
prije same ekstrakcije) (slika 24b). Temperatura koja se postiZze unutar samog uredaja je oko 98
°C, a vrijeme ekstrakcije je podeSeno na 15 min uz dodatnih 5 min potrebnih za hladenje sustava

za ekstrakciju. Uzorak je spremljen u vijalice u zamrzivac na -20 °C do daljnje analize.
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Prinos eteri¢nog ulja je izracunat prema jednadZzbi:

Prinos (%) = (masaeteriénog ulja / masaviljnog materijala)xlOO% (D

Slika 24. Mikrovalna ekstrakcija hidrodifuzijom i gravitacijom (MHG) (a), ekstrakcija

diklormetanom u lijevku (b) (vlastita fotografija).

3.4. Desulfatacija glukozinolata

Kod desulfatacije GSL-a, supernatanti se mikropipetom prebace u prethodno
pripremljene kolone za ekstrakciju, a zatim se vrsi ispiranje kolona. U svaku kolonu se dva puta
doda po 1 mL 70%-tnog etanola kako bi se uklonile nepolarne molekule, a nakon toga se dodaje
1 mL ultraciste vode kako bi se isprao etanol. Potom je u svaku kolonu dodano dva puta po 1
mL NaOAc kako bi se postigli optimalni uvjeti za djelovanje sulfataze. Zatim se posuda za
otpad zamijenila stalkom u kojem su se nalazile oznacene tube za ekstrakte i iznad njega je
pozicioniran stalak s kolonama. U svaku kolonu je zatim dodano 20 pL otopine sulfataze i 50
puL NaOAc. Kolone su zatim prekrivene aluminijskom folijom i ostavljene preko noc¢i. Iduci
dan u kolone je dodano dva puta po 0,75 mL ultraciste vode kako bi se eluirali desulfoGSL-i.

Dobiveni su uzorci prebaceni u bocice i Cuvani na temperaturi od -20 °C do HPLC-DAD (engl.
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High-performance liquid chromatography) i UHPLC-MS/MS (engl. Ultra-high performance
liquid chromatography-MS/MS) analize.

3.5. Odredivanje prinosa eteri¢nih ulja i ekstrakata

Nakon provedene GC-MS/MS analize, uslijedilo je uparavanje otapala u kojima su
otopljena eteriCna ulja i ekstrakti goruSica i visokog dragoljuba. Kao otapala koriStena su
pentan, dietil-eter i diklormetan. Postupak uparavanja se provodio u struji duSika (slika 25).
Eteri¢na ulja i ekstrakti su se zagrijavali pri temperaturi pribliznoj od 50 °C, §to je iznad
temperature vrenja upotrijebljenih otapala. Zahvaljujuéi propuhivanju s inertnim dusikom ovaj
proces uparavanja je ubrzan. Prednost koriStenja otapala s niskim vreliStem je taj S$to se uzorak
izlaZze niskim temperaturama te se na taj nacin sprjeCava potencijalni gubitak prisutnih

termolabilnih komponenti. Uzorci se ¢uvaju na temperaturi od -20 °C do daljnje analize.

Slika 25. Prikaz uredaja za uparavanje eteri¢nih ulja i ekstrakata inertnim duSikom (vlastita

fotografija).
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Konacna masa eteri¢nih ulja i ekstrakata izraCuna se iz razlike mase vijalice nakon uparavanja
1 mase prazne vijalice:
ms; = my; — my,
mq = masa prazne vijalice,
m, = masa vijalice nakon uparavanja u struji dusika,
ms = masa eteri¢nog ulja ili ekstrakta.
Konacni prinos eteri¢nog ulja ili ekstrakta odreden je na sljedec¢i nacin:

mg3

Prinos = X 100, )

Mpiljni materijal

Mpitjni materijat = Masa ukupne koliCine biljnog materijala (goruSice ili visoki dragoljub).

3.6. UHPLC-MS/MS

Analiza desulfatiranih GSL-a dobivenih ekstrakcijom iz uzoraka razli¢itih vrsta
gorusice i dragoljuba napravljena je pomo¢u UHPLC-DAD-MS/MS Ultimate 3000RS s TSQ
Quantis MS/MS detektorom (Thermo Fisher Scientific, SAD) na koloni Hypersil GOLD 3,0
mm X 100 mm s promjerom c¢estica 3 um (Thermo Fisher Scientific, SAD) (slika 26). Kao
mobilna faza koriSteni su ultracista voda (otapalo A) i 30% acetonitril (otapalo B). Namjesten
je protok od 0,5 mL/min kako slijedi: 0,14 min 96% A i 4% B; 7,84 min 14% A i 86% B; 8,96
min 14% A 1 86% B; 9,52 min 5% A 1 95% B; 13,16 min 5% A i 95% B; 13,44 min 96% A i
4% B; 15,68 min 96% A i 4% B. Volumen injektiranog uzorka je 5 pL te je temperatura kolone
postavljena i odrZavana na temeraturi od 25 °C. Signali su snimani DAD detektorom na valnoj
duljini od 227 nm, a maseni spektri su snimani u pozitivnom nacinu pri temperaturi od 350 °C.
Za kvantizaciju desulfoGSL-a kori$ten je desulfosinigrin kao eksterni standard, to¢nije baZdarni
pravac za raspon koncentracija od 13,56 do 542,50 pM. Za izracun svakog pojedinog

desulfoGSL-a upotrijebljene su literaturne vrijednosti za faktore odziva.
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Slika 26. UHPLC-DAD-MS/MS uredaj (vlastita fotografija).

3.7. Plinska kromatografija-masena spektrometrija

Koncentracija hlapljivih spojeva u svim ispitivanim uzorcima eteri¢nih ulja i ekstrakata
odredivana je spregnutom tehnikom plinska kromatografija tandemska spektrometrija masa
(GC-MS/MS). Koristeni instrument je plinski kromatograf model 8890 GC opremljen s
automatskim teku¢inskim injektorom model 7693A, a u sprezi s tandemskim spektrometrom
masa (MS/MS) model 7000D GC/TQ (Agilent Inc., Santa Clara, CA, SAD). Za odjeljivanje se
koristila nepolarna HP-SMS UI kolona (dimenzije: 30 m duZine, unutarnji promjer 0,25 mm i
debljina sloja nepokretne faze 0,25 wm, Agilent Inc., Santa Clara, CA, SAD) (slika 27).
Temperaturni program za kolonu HP-5MS UI postavljen je na nacin da je poCetna temperatura
bila 60 °C, izotermno postavljena u trajanju od 3 min, nakon ¢ega se zagrijavala do 246 °C
brzinom 10 °C/min te je nakon toga postavljena izotermno u trajanju od 3 min. Ostali
kromatografski uvjeti su kako slijedi: plin nositelj bio je helij; brzina protoka iznosila je 1
mL/min; injekcijski blok zagrijan je na 250 °C; volumen analiziranog uzorka bio je 1 pL; omjer
raspodjele iznosio je 1:50. Tandemski spektrometar masa (MS/MS) je koristen u MRM nacinu

snimanja, a ostali uvjeti su bili kako slijedi: ionizacijski potencijal bio je 70 eV; temperatura
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ionskog izvora bila je 230 °C; temperatura pomoc¢nog grijaca iznosila je 280 °C; temperature
prvog i drugog kvadropola (Q1 i Q2) bile su 150 °C, dok je protok duSika kroz kolizijsku ¢eliju
iznosio 1,5; odgoda snimanja radi otapala bila je 2,1 minutu.

Prilikom kvantitativnog odredivanja praéeni su slijedeci karakteristi¢ni prijelazi (fragmenti) uz

tocno odredene kolizijske energije u cilju dobivanja Sto viSeg odziva:

149 - 91 m/z @ 8 eV kvantifikacijski,
149 - 65 m/z @ 40 eV kvalifikacijski,
91 - 39m/z @ 36 eV kvalifikacijski,
91 - 65m/z @ 18 eV kvalifikacijski.

Slika 27. GC-MS/MS uredaj (vlastita fotografija).
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3.8. Probava

3.8.1. Prikupljanje ljudskih probavnih sokova

Ljudski probavni sokovi (Zelu€ani i crijevni) su aspirirani od zdravih donora ¢ija je
anamneza unaprijed poznata. PoCetna frakcija aspiriranog probavnog soka odbacena je, a
preostali sadrZaj sakupljen je u sterilnoj cijevi. Zatim je dobiveni uzorak centrifugiran u
vremenu od 5 min pri brzini od 5000 okr/min zbog uklanjanja sluzi i ostataka stanica. Probavni
sokovi iz Zeluca od svih donora su medusobno pomijesani u svrhu izbjegavanja velikih razlika
u enzimatskoj aktivnosti. Jednako tako se uradilo i s probavnim sokovima iz tankog crijeva.
Tako pripremljeni uzorci probavnih sokova podijeljeni su u alikvote i pohranjeni su na
temperaturi od — 20 °C do daljnje analize. Dozvolu za prikupljanje probavnih sokova ljudi
odobrili su: Eticko povjerenstvo Klinicko - bolnickog centra - Split i Eticko povjerenstvo
Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, Ur. Broj: 380-59-10106-20-111/105, klasa: 641-
01/20-02/01.

3.8.2. Odredivanje enzimske aktivnosti ljudskih probavnih sokova

U svrhu odredivanja enzimske aktivnosti Zelu¢anog ljudskog soka koriStena je 2,5%-tna
otopina ljudskog hemoglobina pripremljena u fosfatnom puferu (pH 7,6). Otopina hemoglobina
zakiseljena je koncentriranom sumpornom kiselinom 10 pL na 1 mL hemoglobina. Za
odredivanje enzimske aktivnosti ljudskog crijevnog soka koristena je 1%-tna otopina kazeina.
Koristen je volumen uzorka od 20 pL na 500 pL otopine enzima (500 uL otopine hemoglobina
zakiseljene s koncentriranom sumpornom kiselinom za Zelu€ani sok i 500 pL otopine kazeina
za crijevni sok). Same enzimske otopine su prije dodavanja uzorka stavljene na kratku
inkubaciju u trajanju od 10 min pri temperaturi od 37 °C. U Eppendorf tube zatim je stavljeno
500 uL enzimske otopine i 20 pL uzorka. Za uzorke slijepe probe enzimska otopina s uzorkom
odmabh je prebacena u tubu u kojoj se nalazio 1 mL 10%-tne trikloroctene kiseline kako bi se
odmah zaustavila enzimska reakcija. Ostale tube stavljene su na inkubaciju u trajanju od 20 min
na temperaturu od 37 °C. Nakon toga uzorci su prebaceni u tube koje su sadrzavale 1 mL 10%-
tne trikloroctene kiseline u svrhu zaustavljanja enzimske reakcije probavljenih uzoraka. Uzorci
su zatim kratko ostavljeni da se istaloZe te potom stavljeni na centrifugu na 10 min i uz 5000
okr/min. Nakon centrifugiranja odvojen je supernatant i prebacen u Ciste tube te zatim u kvarcnu
kivetu. Uzorcima je mjerena apsorbancija pri valnoj duljini od 280 nm (Almaas i sur., 2011)

(slika 28).
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Slika 28. Spektrofotometar (vlastita fotografija).

3.8.3. Elektroforeza proteina u SDS-poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE) - ljudski i
komercijalni enzimi

U svaku eppendorficu je dodano po 5 i 10 uL uzorka. U eppendorficu gdje je 5 uL
uzorka dodan je 1 uL boje (brom fenol plavo), a gdje je 10 uL uzorka 2 puL boje. Centrifugiranje
se provodilo nakon stavljanja boje zbog boljeg mijeSanja (ako se stavlja prva) te ponovno nakon
uzorka. Nakon toga su uzorci stavljeni 5 min na 95 °C da bi se enzimi denaturirali (slika 29). U

prvu jazicu se dodao biomarker (5 pL), a u sljedece jaZice uzorci.
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ermo Block TDB-120

Temperature

Time (hr:min)

Slika 29. Termostat za grijanje (denaturacija enzima) (vlastita fotografija).

Gel za odjeljivanje (12 %) pripremljen je od: akrilamida (4,8 mL), donjeg pufera (2,5 mL),
10%-tnog natrijevog dodecil sulfata (SDS (120 pL)), destilirane vode (4,7 mL),
tetrametiletilendiamina (TEMED (50 pL)) i 10%-tnog amonijevog persulfata (APS (100 uL)).
Gel za sabijanje (4 %) pripremljen je od: akrilamida (800 uL), gornjeg pufera (1,5 mL), SDS
10% (50 pL), destilirane vode (3,7 mL), TEMED (25 pL) i APS 10% (50 pL). Prvo se stavlja
pufer pa voda, zatim akrilamid i na kraju se dodaju ostali sastojci.

Prvo je napravljen gel za odjeljivanje te nakon $to se polimerizirao, pripremio se gel za
sabijanje. Kada se pripremio gel za odjeljivanje, stavljen je na plocicu (5-5,5 mL), a zatim je
dodan izopropanol (1 mL). Nakon toga je stavljen gel za sabijanje (otprilike 10 min nakon) do
vrha (otprilike 1,5-2 mL) i stavljeni su CeSlji¢i (uzi) (slika 30). Kada se polimerizirao gel za
sabijanje, plocica se isprala destiliranom vodom. Plocica je stavljena 1 sat (60 min) na 100 V.
Zatim je uronjena u boju preko noc¢i u veliku Petrijevu zdjelicu. Nakon 24 sata plocica je

stavljena u boju za odbojavanje.
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Slika 30. Elektroforeza proteina u SDS-poliakrilamidnom gelu (vlastita fotografija).

3.8.4. In vitro metoda probave s komercijalnim i ljudskim probavnim enzimima
Dvofazni in vitro model probave podrazumijeva simuliranu probavu u Zelucu i u tankom
crijevu s komercijalnim probavnim enzimima i s ljudskim probavnim enzimima prikupljenih
od zdravih donora (slika 31). In vitro model probave GSL-a i ITC-a s komercijalnim enzimima
raden je prema metodi Brodkorb i sur. (2019) uz modifikacije, a in vitro model probave s
ljudskim probavnim enzimima raden je prema BlaZevi¢ i sur. (2020a) uz modifikacije. Ukupni
volumen neprobavljenih uzoraka i s probavnim sokovima (ljudskim i komercijalnim)
postavljen je na 1,5 mL. Neprobavljeni uzorci nisu sadrZavali probavne enzime niti su stavljeni
na proces inkubacije, ali su nadopunjeni destiliranom vodom do volumena 1,5 mL. Dvofazni in
vitro model probave podrazumijeva simuliranje probave Zeluca i tankog crijeva. Za odredivanje
biodostupnosti (stabilnosti) GSL-a, koriSteni su ekstrakti bijele, smede i crne goruSice te
visokog dragoljuba pripremljeni u 70%-tnom etanolu. U sve Eppendorf tube stavljeno je 650
uL pojedinog ekstrakta. Prije dodatka Zeluc¢anih enzima, pH uzoraka namjesten je na 2 koristeci
1 M HCL. Uzorci s ljudskim Zelucanim sokom sadrZavali su 650 uL ekstrakta uzorka, 182 pL
Zelu¢anog soka (13 U), 40 uLL HCl-a i razrijedeni su destiliranom vodom do konacnog
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volumena od 1,5 mL. Uzorci s ljudskim crijevnim sokom sadrZavali su 650 uL ekstrakta uzorka,
442 uL crijevnog soka (26 U) te su nadopunjeni destiliranom vodom do kona¢nog volumena
1,5 mL. Za in vitro metodu probave ITC-a s komercijalnim i ljudskim probavnim enzimima,
eteri¢no ulje dragoljuba i Cisti spojevi BITC-a i AITC-a (Sigma-Aldrich, Merck KgaA, SAD)
takoder su pripremljeni u 70%-tnom etanolu koncentracije 2 mg/mL. Uzorci s ljudskim
Zelu¢anim sokom sastoje se od 750 pL ekstrakta dragoljuba, 260 uL Zelucanog soka (13 U) i
nadopunjen je s destiliranom vodom do kona¢nog volumena. Uzorak s ljudskim crijevnim
sokom sadrzi 750 pL ekstrakta dragoljuba, 650 pL ljudskog crijevnog soka (26 U) te je ostatak
do 1,5 mL dodana destilirana voda. Uzorci s komercijalnim Zelu€anim enzimima sadrzavali su
650 pL ekstrakta uzorka, 40 pL HC11 234 pL SGF-a (simulirani Zelu¢ani sok — engl. Simulated
gastric fluid) u kojem je otopljen RGE-a (engl. Rabbit gastric extract, Lipolytech, Francuska)
koji sadrzi ZeluCani pepsin i lipazu ne manje od 500 U/mg pepsina i 15 U/mg lipaze) i
nadopunjeni destiliranom vodom do kona¢nog volumena 1,5 mL. Uzorci s komercijalnim
crijevnim enzimima sadrzavali su 650 uL ekstrakta i 338 uL SIF-a (simulirani crijevni sok —
engl. Simulated intestinal fluid) u kojem je otopljen pankreatin i Zu¢ne soli (Sigma-Aldrich,
Merck KgaA, SAD). Ti su uzorci takoder nadopunjeni do kona¢nog volumena 1,5 mL. Uzorci
koji sadrZe ZeluCane probavne enzime i pH 2 inkubirani su 30 min (ekstrakti goruSica i
dragoljuba) i 60 min (eteri¢no ulje dragoljuba i €isti spojevi AITC i BITC), a uzorci s crijevnim
probavnim enzimima i pri pH 7 inkubirani su 120 min (slika 32). Nakon inkubacije uzorci su
stavljeni na led 5 min da bi se zaustavila enzimska reakcija. Uzorci su potom centrifugirani u
vremenu od 5 min na sobnoj temperaturi pri broju okretaja od 10000 okr./min
(ThermoScientific mySpin 12, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) da bi se izdvojio
supernatant (gornji dio) i pelet (donji dio) (slika 32). Nakon centrifugiranja ekstrakata goruSica
i visokog dragoljuba, provedena je desulfatacija GSL-a.

Nakon centrifugiranja etericnog ulja visokog dragoljuba i cistih spojeva AITC i BITC,
supernatant i pelet uzoraka ekstrahirani su smjesom pentana i dietil-etera u omjeru 3:1. Uzorci
su radeni u duplikatu te su spremljeni u bocice u zamrziva¢ na -20 °C do daljnje analize.

Stabilnost (biodostupnost) ciljanog spoja izraunata je prema jednadzbi:

Stablll‘lOS'[ (%) = (kOl’lCCH'[I‘aCIJ Auzorka pos]ije probave / kOl’lCGHtI‘aCIJ Auzorka prije probave)xloo% (3)
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Slika 32. Simuliranje dvofaznog in vitro modela probave: stavljanje uzoraka na probavu u
inkubator (a) i centrifugiranje uzoraka (b) (vlastita fotografija).
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3.9. Hipoglikemijska aktivnost glukozinolata
3.9.1. Inhibicija enzima a-glukozidaze

Za ispitivanje hipoglikemijske aktivnosti glukozinolata, C¢isti spojevi sinigrina,
glukonapina i glukotropeolina te akarboze kao pozitivne kontrole pripremljeni su u ultracistoj
vodi pri koncentraciji od 1mg/mL. Inhibitorna aktivnost a-glukozidaze odredena je prema
metodi Radunz i sur. (2021) s modifikacijama pomoc¢u 96-mikrotitarske ploce. Ukratko, enzim
a-glukozidaza (0,1 U/mL) otopljen je u fosfatnom puferu (pH = 7,0). Supstrat 4-nitrofenil-a-D-
glukopiranozid (PNPG) 5 mM, takoder je otopljen u istom puferu (pH=7,0). Reakcijska smjesa
ukupnog volumena 100 pL inkubirana je 30 min na temperaturi od 37 °C. Akarboza je koriStena
kao kontrola. Nakon inkubacije, dodano je 100 uL 0,2M natrijevog karbonata (Na>COz3) kako
bi se zaustavila enzimska reakcija. Svi uzorci su izvedeni u triplikatu. Apsorbancija je oCitana

pri valnoj duljini od 405 nm.

Postotak inhibicije odreden je prema jednadzbi (1):

Inhibicija (%) = (Ao —Acc) - (A2 -A1)) / (Ao —Aoc)*100% 4

gdje je: Ao = smjesa pufera, otapala, supstrata i enzima; A, = smjesa pufera, otapala i supstrata;
A> = reakcijska smjesa pufera, uzorka, supstrata i enzima; A; = mjeSavina pufera, uzorka i
supstrata.
3.9.2. Inhibicija enzima a-amilaze

Inhibitorna aktivnost enzima a-amilaze odredena je prema metodi Radunz i sur. (2021)
i Telagari i sur. (2015) s modifikacijama pomocu 96-mikrotitarske ploc¢e. Reakcijska smjesa
koja sadrzi 50 pL fosfatnog pufera (pH = 7,0), 10 pL a-amilaze (1 U/mL) i 10 pL uzorka
prethodno je inkubirana na 37 °C tijekom 15 min. Zatim je dodano 30 pL. 1% topljivog Skroba
(pH 7.,0) kao supstrat i inkubacija je dalje nastavljena na temperaturi od 37 °C kroz 15 min. U
smjesu je potom dodano 100 pL dinitrosalicilne kiseline (DNS) kao reagensa u boji i prebacena
je na vodenu kupelj na temperaturu od 100 °C gdje je drzana otprilike 10 min. Apsorbancija
dobivene smjese izmjerena je pri valnoj duljini od 540 nm. Akarboza u istoj koncentraciji kao
1 ispitivani uzorci koriStena je kao standard. Rezultati su izraZeni kao postotak inhibicije, koji
je izracunat primjenom prethodno navedene formule za odredivanje inhibicije enzima a-

glukozidaze.
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3.10. Antiproliferativna aktivnost
3.10.1. Postupak uzgoja i nasadivanja stanica za MTT metodu

Nakon odmrzavanja stani¢ne linije su uzgojene u Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) mediju u vlaZznom inkubatoru na temperaturi od 37 °C uz 5%-tnu koncentraciju CO>
(Slika 26). DMEM medij sadrzi FBS (govedi serum), potrebne hranjive tvari kao §to su
aminokiseline i minerali, te antibiotike i fenol crveni indikator koji promjenom boje u Zutu
ukazuje da je medij potrebno promijeniti. Adherirane stanice, nakon uklanjanja DMEM-a,
odvojene su od podloge enzimom tripsinom. Brojanje stanica odvija se tako da se 10 pL stanica
pomijesa s 90 uL Trypan plave boje koja oboji mrtve stanice i omogucava brojenje Zivih stanica
koje nisu obojane. Zatim se jednak broj stanica presaduje u 96 jaZica u 3 replikata te se stanice
ostave preko noci da se prihvate za podlogu. U sljede¢em koraku stanice karcinoma tretiraju se
prethodno pripremljenim uzorcima eteri¢nih ulja i ekstrakata goruSica i visokog dragoljuba u
koncentracijama od 1 pug/mL, 5 pg/mL, 10 ug/mL, 50 pg/mL i 100 pg/mL tijekom perioda od
4,24, 48 i 72 sata. Sest jaZica koje predstavljaju kontrolu ostavljene su u samom mediju te u

njih nisu dodani uzorci.

3.10.2. Antiproliferativna aktivnost MTT metodom

Vitalnost i stupanj proliferacije stanica odredena je mjerenjem stani¢nog metabolizma
koriste¢i MTT metodu (slika 33) na MDA-MB-231 i TCCSUP stani¢nim linijama. MDA-MB-
231 je stani¢na linija adenokarcinoma dojke, a TCCSUP je stani¢na linija karcinoma prijelaznih
stanica mokra¢nog mjehura. Rije¢ je o epitelnim, adheretnim linijama koje se lako uzgajaju u
kulturi. MTT (3-(4,5-dimetiltiazolid-2)-2,5-difeniltetrazolin-bromid) je prah Zute boje koji se
pripremi otapanjem u fosfatnom puferu (PBS). U metabolicki aktivnim stanicama se reducira,
dok ga metabolic¢ki neaktivne stanice ne vezu. Metabolicki aktivne stanice pretvaraju MTT u
ljubicasto obojen spoj formazan. Odumrle stanice nemaju sposobnost pretvorbe MTT-a.
Mehanizam pretvorbe MTT-a vjerojatno ukljucuje reakciju s NADH-om koji prenosi elektrone
do MTT-a. Novonastali unutarstani¢ni ljubicasti spoj se mozZe mjeriti spektrofotometrijski, a da
bi se mogla ocitati apsorbancija potrebno ga je otopiti u otopini DMSO (dimetil sulfoksid). Sat
vremena nakon §to se doda MTT, supernatant se odsiSe i doda se DMSO. Plocice su inkubirane
na temperaturi od 37 °C uz treskanje tijekom 10 min. Apsorbancija je mjerena na valnoj ljudini

od 570 nm.
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Slika 33. Antiproliferativno djelovanje MTT metodom (vlastita fotografija).

3.10.3. Antiproliferativna aktivhost MTS metodom

Antiproliferativno djelovanje etericnog ulja i ekstrakta visokog dragoljuba, kao i Cisti
spojevi BITC i BCN odredeno je na tri stani¢ne linije raka: stani¢na linija raka vrata maternice
(HeLa), stani¢na linija raka debelog crijeva (HCT116) i stani¢na linija osteosarkoma (U20S)
MTS metodom. Stani¢ne linije donacija su laboratorija prof. Janosa Terzica s Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Splitu. Antiproliferativna aktivnost odredena je pomocu vodenog testa
CellTiter 96® na bazi MTS-a (Promega, Wisconsin, SAD). Stanice su uzgajane u CO
inkubatoru na temperaturi od 37 °C i uz 5%-tnu koncentraciju CO2 dok nisu dostigle 80%
konfluentnosti. Postupak uzgoja proveden je jednako za sve stani¢ne linije. Stani¢na linija HeLa
prvi put je izolirana 1951. iz adenokarcinoma vrata maternice pacijentice Henriette Lacks te je
prilagodena na in vitro uzgoj u laboratorijskim uvjetima. Ima sposobnost neograniceno se
umnaZzati dok god ima dovoljno hranjivih tvari te primjerenih uvjeta uzgoja, a danas se koristi
u brojnim laboratorijima za ispitivanja kontrole lijekova, za prac¢enje ucinka razlic¢itih spojeva,
a takoder je pogodna kao domacéin za ekspresiju razli¢itih rekombinantnih proteina i cjepiva

(Hendrick i sur., 2006). Stani¢na linija ljudskog osteosarkoma U20S jedna je od prvih
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generiranih stanicnih linija i koristi se u raznim podru¢jima biomedicinskih istrazivanja.
Ljudski osteosarkom je primarni maligni tumor kosti koji pogada djecu i mlade (u dobi od 15
do 29 godina), ali i odrasle u kasnijoj Zivotnoj dobi (dob > 60 godina). Stanice za uzgoj uzete
su od ljudskog osteosarkoma 1964. iz umjereno diferenciranog sarkoma tibije od 15-godiS$nje
djevojcice. To je jedna od prvih generiranih stani¢nih linija (Niforou i sur., 2018). HCT116 je
ljudska stani¢na linija raka debelog crijeva koja se koristi u raznim biomedicinskim
istrazivanjima koje ukljucuju proliferaciju karcinoma debelog crijeva i odgovarajuce inhibitore.
Rijec je o epitelnoj adheretnoj liniji koja se lako uzgaja u kulturi.

Stanice su prebrojane pomoc¢u automatskog ru¢nog brojaca stanica (Merck, New York, SAD),
a 0,5%10* stanica/jazici zasijano je u plofe s 96 jaZica i tretirano serijski razrijedenim
ekstraktima. Stanice su potom uzgajane tijekom perioda od 48 sati, nakon ¢ega je u svaku jaZicu
dodano 20 uLL MTS tetrazolij reagensa (Promega, Wisconsin, SAD). Nakon 3 sata inkubacije
na temperaturi od 37 °C i uz 5%-tnu koncentraciju CO-, apsorbancija je izmjerena na valnoj

duljini od 490 nm pomocu ¢itaca ploca s 96 jazica (Bio-Tek, EL808, Vermont, SAD).

3.11. Proapoptotska aktivnost

Nakon odmrzavanja, stani¢ne linije MDA-MB-231 i TCCSUP su uzgojene u vlaZznom
inkubatoru na temperaturi od 37 °C uz 5%-tnu koncentraciju CO2 u DMEM mediju. U plocice
s 24 jaZice dodan je DMEM medij i plocCice su ostavljene preko noc¢i zbog prijanjanja stanica
na podlogu. Stanice su potom tretirane tijekom perioda od 48 sati uzorcima eteri¢nih ulja i
ekstraktom visokog dragoljuba dobivenih nakon MAD i MHG tehnika ekstrakcije (slika 34).
Postotak apoptotskih stanica je izraZen kao broj pozitivnih stanica u ukupnom broju stanica,

¢ija je vrijednost postavljena kao 100% (BD Pharmingen Technical Data, 2022).
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Slika 34. Ispitivanje proapoptotske aktivnost Aneksinom V-FITC (vlastita fotografija).

Aneksin V-FITC (Aviscera Bioscience, Santa Clara, SAD) je komplet za ispitivanje
proapoptotske aktivnosti koji sadrzi potrebne komponente za detekciju apoptoze stanica
proto¢nom citometrijom. Aneksin V-FITC je fluorescentna proba koja se veZe na fosfatidilserin
u prisutnosti kalcija na pocetku apoptoze. Test se sastoji od vezanja Aneksina V-FITC na
fosfatidilserin u membrani stanica na pocCetak apoptoze i vezanje propidij jodida na stani¢nu
DNK u stanicama gdje je membrana potpuno ugrozena. Nakon inkubacije stanica, Aneksin V-
FITC se detektira kao zelena fluorescencija, a propidijev jodid kao crvena fluorescencija
pomocu protocne citometrije (Aviscera Bioscience, 2022.)

Sve komponente potrebne za ispitivanje proapoptotske aktivnosti moraju posti¢i sobnu
temperaturu prije same upotrebe. Pufer za vezivanje (1 mL) prvo se razrijedi sa 9 mL
deionizirane vode. Zatim se zagriju svi reagensi na sobnu temperaturu prije pocetka analize.
Apoptoza stanica potaknuta je prethodno opisanom metodom. Nakon toga se stanice prikupe
centrifugiranjem i resuspendiraju se u razrijedenom puferu za vezivanje pri koncentraciji od
~1x10° stanica/mL. Zatim se doda 500 uL suspenzije apoptoti¢kih stanica u plasti¢nu 12x75

mm epruvetu. Potom se doda 5 uL. Aneksina V-FITC konjugata i 10 puL otopine propidijevog
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jodida za svaku stani¢nu suspenziju. Epruvete se inkubiraju pri sobnoj temperaturi to¢no 10
min i zaStite od svjetlosti. Stanice, koje su u ranoj fazi apoptoze obojit ¢e se samo s Aneksinom
V-FITC konjugatom. Zive stanice nece biti obojene niti otopinom propidijevog jodida ili
Aneksin V-FITC konjugatom. Nekroti¢ne stanice biti ¢e obojene i otopinom propidijevog

jodida i Aneksin V-FITC konjugatom.

3.12. AFM mikroskopija

ICso koncentracija (50% inhibicije rasta stanica) eteri¢nog ulja visokog dragoljuba
odredena je na TCCSUP stani¢noj liniji putem prethodno opisane MTT metode. Za proucavanje
antiproliferativnog mehanizma TCCSUP stanicna linija tretirana je s eteri¢cnim uljem visokog
dragoljuba u subtoksi¢noj koncentraciji od 10 pg/mL tijekom 24 sata (ICso = 29,63 pg/mL).
TCCSUP stani¢na linija uzgajana je u DMEM mediju u vlaznom inkubatoru na 37 °C s 5%
CO,. Isti broj stanica (2x10*) prebacen je u TPP 40 Petrijeve zdjelice (Techno Plastic Products
AG, Svicarska) i ostavljene su preko noéi da se adheriraju. U svrhu otkrivanja morfoloskih
promjena tretiranih stanica napravljena je mikroskopija atomskih sila (AFM) i opticka
mikroskopija koje su provedene koristenjem Nanowizard IV sustava (JPK/Bruker, Berlin,
Njemacka) koji je postavljen na invertirani opticki mikroskop IX73 (Olympus, Tokio, Japan).
AFM mjerenje Zivih stanica provedeno je pri 37 °C u DMEM mediju pomoc¢u qp-BioAC-CI
CB3 probe (Nanosenzori, Svicarska) u QI™ modu s rezolucijom 128x128 piksela. Pritom je
maksimalna sila bila do 200 pN, a brzina probe do 150 pm/s. Obrada i prikaz podataka
napravljeni su pomoc¢u programske podrSke JPK Data Processing (JPK/Bruker, Berlin,

Njemacka).

3.13. Antibakterijska aktivnost
3.13.1. Sojevi bakterija i uvjeti rasta

Za antibakterijska ispitivanja koriSteni su Gram pozitivni Staphylococcous aureus
ATCC 25923 i Gram negativna Escherichia coli ATCC 11229, pohranjeni u zbirci
mikroorganizama Laboratorija za mikrobiologiju hrane na Odsjeku za prehrambene znanosti
Biotehnic¢kog fakulteta SveuciliSta u Ljubljani. Bakterije su pohranjene na temperaturi od - 80
°C u tripticnoj juhi od soje (Biolife, Milano, Italija) s 15% glicerola (Kemika, Zagreb,
Hrvatska). Revitalizirane su na Mueller-Hinton agaru (MHA) (BioMéroeux, Marcy—l'Etoile,

Francuska) i inkubirane aerobno tijekom perioda od 24 sata na temperaturi od 37 °C.
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Standardizirana inokulacija s koncentracijom stanica od 5 log jedinica za stvaranje kolonija
(CFU)/mL pripremljena je u MH bujonu (MHB) (Oxoid, Hampshire, UK) za antibakterijske

testove.

3.13.2. Antibakterijska aktivnost visokog dragoljuba

Minimalne inhibitorne koncentracije (engl. Minimal inhibitory concentration, MIC)
odredene su metodom mikrodilucije. Eteri¢no ulje i ekstrakt visokog dragoljuba te Cisti spojevi
(BITC i BCN) otopljeni su u apsolutnom etanolu (Merck, Darmstadt, Njemacka) i razrijedeni
prije upotrebe. U mikrotitarskoj plo€ici s 96 jazica radena su dvostruka razrijedenja etericnog
ulja, ekstrakta i Cistih spojeva kako bi se postigle koncentracije od 2 mg/mL do 0,06 mg/mL s
kona¢nim volumenom od 50 pL. Isti volumen pripremljenog inokuluma (vidi odjeljak 3.13.1.)
dodan je u svaku jaZicu i pomijeSan. Nakon inkubacije dodano je 10 pL 2-p-jodofenil-3-p-
nitrofenil-5-tetrazolij klorida (INT, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) kao pokazatel;
metabolicke aktivnosti bakterija (Klan¢nik i sur., 2010). MIC je bila najniza koncentracija pri
kojoj rast bakterija nije detektiran kao smanjenje INT u crveni formazan. Koncentracija etanola
u testu nikada nije prelazila 1%, Sto nije imalo utjecaja na rast odabranih bakterija. Za
odredivanje minimalnih baktericidnih koncentracija (MBC), 5 uL kultura, sakupljenih iz svake
jazice mikrotitarske plocice s 96 jazica, inokulirano je na MHA i inkubirano aerobno tijekom
perioda od 24 sata na temperaturi od 37 °C. MBC odredena je kao koncentracija u kojoj

bakterije nisu rasle.

3.13.3. Kinetika rasta bakterija

Eteri¢no ulje i ekstrakt visokog dragoljuba te Cisti spojevi, BITC i BCN, dodani suu 5
mL medija za rast kako bi se dobile konac¢ne koncentracije za S. aureus ATCC 25923 od 0,25
mg/mL do 0,031 mg/mLiza E. coli ATCC 11229 od 1 mg/mL do 0,125 mg/mL. Nadalje, BITC
1 BCN su zajedno testirani u omjeru 1:2 i 1:1 protiv S. aureus ATCC 25923 i E. coli ATCC
11229 u odnosu na rezultate dobivene za MIC. Kao pozitivna kontrola koriStene su kulture (S.
aureus ili E. coli) bez dodatka biljnih pripravaka. Za negativnu kontrolu koristen je MHB sa ili
bez dodatka biljnih pripravaka u razli¢itim koncentracijama koja se nakon mjerenja oduzima
od dobivenih rezultata. Inokula je pripremljena kako je gore opisano (vidi odjeljak 3.13.1.).
Volumen od 100 pL pripremljenih kultura i negativnih kontrola, s ili bez dodatka biljnih

pripravaka, dodan je u mikrotitarske plocice s 96 jazica (Nunc 266 120 polistirenske ploce;
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Nunc, Danska). Opticka gusto¢a na valnoj duljini od 600 nm mjerena je pomocu Multiskan
¢itata (ThermoScientific Waltham, MA, USA) svakih 30 min tijekom perioda od 24 sata na

temperaturi od 37 °C kako bi se dobile krivulje rasta.

3.13.4. Antiadhezijski test

Adhezija S. aureus ATCC 25923 i E. coli ATCC 11229 analizirana je uz tretiranje sa
etericnim uljem i ekstraktom visokog dragoljuba te BITC i BCN. Inokule su pripremljene kako
je gore opisano (vidi odjeljak 3.13.1.) i tretirane sa eteri¢nim uljem, ekstraktom, BITC i BCN
u koncentracijama MIC, Y2 MIC i % MIC. Zatim su prebaceni (200 uL) na polistirenske
mikrotitarske plocice s 96 jazica (Nunc 266 120 polistirenske ploce; Nunc, Danska) i inkubirane
aerobno na temperaturi od 37 °C tijekom 24 sata. Supernatanti s neadherentnim stanicama
uklonjeni su iz svake jaZice i isprani tri puta s PBS-om (Oxoid, Hampshire, UK). Zatim je
dodano 200 puL PBS-a i uzorci su tretirani ultrazvukom tijekom 10 min (28 kHz, 300 W;
IskraPlo, Setnjernej, Slovenija). Adhezija stanica ispitivana je kao CFU/mL, kako je prethodno

opisano (Siki¢ Pogagar i sur., 2016). Netretirana kultura ozna¢ena je kao negativna kontrola.

3.14. Statisticka analiza

Eksperimentalni podaci za in vitro probavu s komercijalnim i ljudskim probavnim
enzimima sjemena bijele, smede i crne goruSice obradeni su pomocu programa Excel za
odredivanje srednje vrijednosti kao i standardne devijacije (SD). Svi pokusi izvedeni su u
duplikatima, a podaci su prikazani kao srednja vrijednost dvaju mjerenja £ SD. Nespareni-T
test koriSten je za usporedbu svih skupina u odnosu na kontrolu pomoc¢u programa GraphPad
Prism 7.00 (San Diego, CA, SAD). Podaci su prihvacéeni kao znacajni pri p-vrijednosti <0,05.

Eksperimentalni podaci za in vitro probavu s ljudskim probavnim enzimima sjemena
visokog dragoljuba obradeni su pomocu programa Excel za odredivanje srednje vrijednosti kao
1 SD. Svi pokusi izvedeni su u duplikatima, a podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD
dvaju mjerenja.

Eksperimentalni podaci za in vitro probavu s komercijalnim i ljudskim probavnim
enzimima AITC-a, etericnog ulja visokog dragoljuba i Cistog spoja BITC-a obradeni su
pomocu programa Excel za odredivanje srednje vrijednosti kao i SD. Svi pokusi izvedeni su u

duplikatima, a podaci su prikazani kao srednja vrijednost £ SD dvaju mjerenja. Nespareni-T-
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test koriSten je za usporedbu svih skupina u odnosu na kontrolu pomoc¢u programa GraphPad
Prism 7.00 (San Diego, CA, SAD). Podaci su prihvacéeni kao znacajni pri p-vrijednosti <0,05.

Za antiproliferativnu aktivnost MTT testom, vrijednosti ICso (50% koncentracije
inhibicije rasta stanica) izraunate su iz tri nezavisna eksperimenta te je statisticka analiza
odredena koriStenjem programa za analizu podataka GraphPad Prism 7.0 (San Diego, CA,
SAD). Statisticka znacajnost odredena je koriStenjem T-testa za srednje vrijednosti. Razina
statisticke znacajnosti postavljena je na p-vrijednost <0,05.

Za antiproliferativnu aktivnost MTS testom, mjerenja su provedena u Cetiri ponavljanja
za svaku koncentraciju, a vrijednosti ICsp izracunate su iz tri neovisna eksperimenta koriStenjem
programa za analizu podataka GraFit 6 (Erithacus, East Grinstead, UK). Kontrola otapala je
izmjerena i ukljuena u dobivene rezultate. Statisticke analize provedene su dvosmjernom
ANOVA metodom nakon cega je slijedio Sidakov test viSestrukih usporedbi. Statisticki
znacajne razlike oznacene su kao **** p < (,0001.

Za proapototsku analizu, rezultati su prikazani kao sredstva tri nezavisna
eksperimenta sa SD vrijednostima. Nespareni-T test koriSten je za usporedbu svih skupina u
odnosu na kontrolu pomoc¢u programa GraphPad Prism 7.00 (San Diego, CA, SAD). Statisticki
znacajne razlike oznaCene su kao * p < 0,051 ** p < 0,005.

Za antibakterijsku aktivnost, svi eksperimenti izvedeni su u tri ponavljanja kao tri ili
viSe nezavisna eksperimenta. Podaci su izraZeni kao srednja vrijednost = SD, uz analizu
pomocu programa Origin 2018 (OriginLab, Northampton, SAD). Statisticka analiza provedena
je u IBM SPSS Statistics 23 (Statsoft Inc., Tulsa, SAD). Za provjeru normalnosti distribucije
podataka proveden je Kolmogorov-Smirnov test normalnosti, a statisticka znacajnost odredena
je koriStenjem T-testa za srednje vrijednosti. Razina statisticke znac¢ajnosti postavljena je na p-
vrijednost <0,05.

Eksperimentalni podaci za odredivanje hipoglikemijske aktivnosti obradeni su pomocu
programa Excel za odredivanje srednje vrijednosti kao i SD. Svi pokusi izvedeni su u

triplikatima, a podaci su prikazani kao srednja vrijednost + SD triju mjerenja.
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3.15. DODATAK

3.15.1. Opticka i skenirajuca elektronska mikroskopija

Opticki mikroskop (ZEISS AXIO Imager.A2m, Njemacka) i skenirajuci elektronski mikroskop
(JEOL JSM-5200, Japan) koriSteni su za ispitivanje povrSinske morfologije sjemena gorusice
prije i nakon upotrebe Clevenger hidrodestilacije i MAD-a (uvjeti koji su opisani u 3.3.2.1. i
3.3.3.2.1.). U tu svrhu, netaknute sjemenke gorusSice su koriStene. Kod skenirajuce elektronske
mikroskopije (SEM), povecanja su dobivena pri naponima ubrzanja od 15 kV 125 kV kod slika
dobivenih povratno rasprSenim elektronima (engl. Backscattered electron image - BEI) i

sekundarnim elektronima (engl. Secondary electron image - SEI).

3.15.2. Ekstrakcija masti i ulja
3.15.2.1. Soxhlet ekstrakcija

Soxhlet ekstrakcija izvedena je na univerzalnom sustavu za ekstrakciju (Biichi B-811-
LSV, Flawil, Svicarska). Otapalo isparava iz posude, pare se podizu do hladila, kondenziraju i
kondenzirano otapalo prelijeva se preko cijevi za kondenzaciju u uzorak sadrZzan u
ekstrakcijskoj ¢ahuri. Tvari topljive u otapalu zadrZavaju se i odrZzavaju kontakt u uzorku sve
dok razina otapala ne dosegne visinu na koju je postavljen opticki senzor, kada se otvori stakleni
ventil i otapalo s ekstrahiranom tvari pusti natrag u posudu s otapalom. Oko 100 g uzorka
izvagano je u staklene epruvete, koje se zatim pri¢vrste na ekstrakcijsku komoru, a 150 mL
dietil etera stavlja se u posude s otapalima i koristi se kao otapalo tijekom 6 sati. Za svaki uzorak
izracunat je postotak sadrzaja ulja. Uzorci su radeni u dva primjerka. Dobiveni uzorci ¢uvani

su na temperaturi od -20 °C do daljnje analize.

3.15.2.2. Ekstrakcija superkriti¢cnim CO: fluidom (SCO3)

Eksperiment je proveden u sustavu ekstrakcije nadkriticne tekucine (SFE) koji je
napravljen prema metodi Joki¢ i sur. (2015). Samljeveni uzorci svake sorte (100 g) stavljeni su
u posudu za ekstrakciju. Ekstrakcije su izvedene pod tlakom od 300 bara i temperaturom od 40
°C. KoriSten je nacin dinamicke ekstrakcije za SFE gdje je superkritiéni CO> kontinuirano
prolazio kroz matricu uzorka. Masa biljnog materijala u ekstraktoru i vrijeme ekstrakcije
odrZavani su konstantnim tijekom pokusa. Brzina protoka CO; izmjerena je Matheson FM-
1050 (E800) mjeracem protoka. Svaki postupak ekstrakcije trajao je 120 min, jer duZe vrijeme

ekstrakcije nije znacajno povecalo prinos ekstrakcije. Dobiveni ekstrakti u svakom
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eksperimentu sakupljani su u separatoru prethodno izvagane staklene epruvete na 1,5 MPa i 25
°C. Dobiveni prinos ekstrakta odreden je vaganjem na vagi s precizno$¢u od + 0,0001 g. Prinos
ekstrakcije izraZen je kao % (g ekstrakta/100 g uzorka). Za svaki uzorak izracunat je postotak
sadrzaja ulja. Uzorci su radeni u duplikatu. Dobiveni ekstrakti cuvaju se na -20 °C do daljnje

analize.

3.15.3. Sastav masnih kiselina

Za odredivanje sastava masnih kiselina ulja bijele, smede, crne i divlje goruSice te
visokog i niskog dragoljuba, metilni esteri su pripremljeni transmetilacijom upotrebom 2 M
KOH u metanolu i heptanu. Analiza metilnih estera masnih kiselina (engl. Fatty acid methyl
esters - FAMESs) provedena je plinskim kromatografom (model 3900; Varian Inc., Lake Forest,
CA, USA) s plameno-ionizacijskim detektorom (FID) uporabom kapilarne kolone RTX 2560
(100 m 0,25 mm i.d.; debljina obloge 0,20 um; Restek, Bellefonte, PA, SAD) (slika 35).
Razlicite sjemenke gorusice i dragoljuba mase 0,1 g izvagane su u epruveti s navojem od 5 mL.
Ulje se otopilo u 2 mL heptana, a zatim se dodalo 0,2 mL 2M metanolne otopine kalijevog
hidroksida (KOH). Nakon toga, epruveta je zatvorena i muckana 30 s. Otopina je zatim
ostavljena da se odvoji gornji sloj, odnosno da se odvoji bistra otopina heptana koja sadrzi
metilne estere i koja je spremna za injektiranje u kromatograf. Otopina heptana (gornji sloj) (1
pL) ubrizgana je u kromatograf s omjerom razdvajanja od 1:100. Nositelj plina bio je helij, a
brzina protoka u koloni 3 mL/min. Temperatura injektora bila je 225 °C, a detektora 240 °C.
Odvajanje metil estera osigurano je pomoc¢u programa grijanja pecnice. Pocetna temperatura je
bila 140 °C, postavljena izotermno u trajanju od 5 min, podignuta na 240 °C brzinom od 4
°C/min i drZana na 240 °C u trajanju od 20 min. FAME je izmjeren koristenjem FAME skupa
standarda (Supelco 37 Component FAME Mix, Sigma-Aldrich), a rezultati identificiranih
komponenti izraZeni su kao postoci metil estera odredenih masnih kiselina, odredivanjem
postotka predstavljenog povrSinom odgovarajuéeg vrha u odnosu na zbroj povrSina svih

vrhova. Analiza je provedena u duplikatu.
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Slika 35. GC-FID uredaj (vlastita fotografija).
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4. REZULTATI
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4.1. HPLC-MS analiza glukozinolata u analiziranim uzorcima
GSL-i prisutni u bijeloj, smedoj i crnoj gorusici te visokom dragoljubu identificirani su
UHPLC-DAD-MS/MS tehnikom preko desulfo oblika (tablica 2, slike 36-40). GSL prisutan u

niskom dragoljubu isti je kao u visokom dragoljubu stoga kromatogrami nisu prikazani.

Relativni intenzitet
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Slika 36. MS spektar glukosinalbina u bijeloj goruSici. Masa m/z = 368 odgovara natrijevom

aduktu desulfoglukosinalbina.
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Relativni intenzitet
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Slika 37. MS spektar sinigrina u smedoj goruSici. Masa m/z = 302 odgovara natrijevom aduktu

desulfosinigrina.
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Relativni intenzitet
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Slika 38. MS spektar 4-hidroksiglukobrasicina u smedoj gorusici. Masa m/z = 407 odgovara

natrijevom aduktu desulfo-4-hidroksiglukobrasicina.
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Relativni intenzitet
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Slika 39. MS spektar glukonapina u crnoj goruSici. Masa m/z = 316 odgovara natrijevom

aduktu desulfoglukonapina.
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Intenzitet
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e
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Slika 40. HPLC kromatogram sjemena visokog dragoljuba. Pik na 17 min je glukotropeolin.

Tablica 2. SadrZaj glukozinolata u razli¢itim vrstama goruSica i visokom dragoljubu.

Uzorci Glukosinalbin Sinigrin 4-Hidroksiglukobrasicin | Glukonapin Glukotropeolin
(ng/g biljnog (ng/g biljnog | (ug/g biljnog materijala) | (ug/g biljnog (ng/g biljnog
materijala) materijala) materijala) materijala)

Bijela 151,20 + 1,69 / / / /

gorusica

Smeda / 52,46 £ 1,56 1,00 £ £ 0,05 / /

gorusica

Crna / 12,40 £ 0,51 1,60+ £ 0,08 40,25+ 2,90 /

gorusica

Visoki / / / / 16,86 + 0,01

dragoljub

Vrijednosti su srednja vrijednost + SD (n=2).
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Rezultati

4.2. GC-MS analiza etericnih ulja i ekstrakata razli¢itih vrsta goruSice i visokog

dragoljuba

GC-MS/MS analiza eteri¢nih ulja i ekstrakata bijele i divlje goruSice nakon sve tri

tehnike ekstrakcije (Clevenger hidrodestilacija, MAD i MHG) pokazala je da u njima nema

hlapljivih spojeva GSL-a (podaci i kromatogrami nisu prikazani). Hlapljivi (razgradni) spojevi

GSL-a dobiveni Clevenger hidrodestilacijom, MAD i MHG tehnikom ekstrakcije iz smede i

crne gorusSice te visokog dragoljuba identificirani su GC-MS/MS analizom (tablice 3 i 4, slike

41-49). Hlapljivi spojevi prisutni u niskom dragoljubu isti su kao u visokom dragoljubu (podaci

1 kromatogrami nisu prikazani).

Tablica 3. Hlapljivi spojevi u etericnom ulju i ekstraktima iz sjemenki smede i crne goruSice

nakon Clevenger hidrodestilacije, MAD i MHG.

Hilapljivi spojevi u Smeda gorusSica Crna gorusica
sjemenkama gorusice

Clevenger MAD MHG Clevenger MAD MHG

hidrodestilacija hidrodestilacija
(% hlapljivih komponenti)

AITC 95,94* 91,07 99,01 15,39 2,50 3,40
But-3-enil-ITC 1,02 / / 80,58 4,76 5,80
3.4-Epitiobutanonitril / / / / 7,51 25,97
4,5-Epitiopentanonitril / / / / 50,70 59,93
Benzenpropanonitril / / / / 1,96 /
2-Feniletil-ITC / 6,81 / / 3,85 /
Ukupan prinos hlapljivih 96,96 97,88 99,01 95,97 71,28 95,1
spojeva (%)
Ukupan prinos (mg/g) 3,80£09 0,89 +£0,2 2,15+£0,1 7,46 £ 1,5 1,44+0,1 | 2,38+0,3

*Vrca i sur., (2021a)
AITC alil-izotiocijanat
ITC izotiocijanat

MAD destilacija potpomognuta mikrovalovima

MHG mikrovalna hidrodifuzija i gravitacija
Vrijednosti prinosa ulja su srednja vrijednost + SD (n=3).
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Slika 41. GC-MS kromatogram hlapljivih spojeva u etericnom ulju smede goruSice nakon

Clevenger hidrodestilacije.
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Slika 42. GC-MS kromatogram hlapljivih spojeva u etericnom ulju smede goruSice nakon
MAD tehnike.
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Rezultatd
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Slika 43. GC-MS kromatogram hlapljivih spojeva u ekstraktu smede goruSice nakon MHG

tehnike.
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Slika 44. GC-MS kromatogram hlapljivih spojeva u etericnom ulju crne goruSice nakon

Clevenger hidrodestilacije.
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Slika 45. GC-MS kromatogram hlapljivih spojeva u eteri¢nom ulju crne gorusice nakon MAD

tehnike.
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Slika 46. GC-MS kromatogram hlapljivih spojeva u ekstraktu crne goruSice nakon MHG
tehnike.
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Rezultati

Tablica 4. Hlapljivi spojevi u etericnom ulju i ekstraktu iz sjemenki visokog dragoljuba poslije

Dlevenger hidrodestilaTije, MAD and MHG.

Hlapljivi spojevi u Clevenger MAD#* MHG*
sjemenkama visokog dragoljuba hidrodestilacija (%) (%) (%)
Benzaldehid - - 4,42
BCN 3,52 0,80 37,00
BITC 95,40 97,81 54,35
Ukupan prinos hlapljivih spojeva u eteri¢nim uljima 98,92 98,61 95,77
i ekstraktu (%)
Ukupan prinos eteri¢nih ulja i ekstrakta (mg/g) 78,437 31,25+£2.3 1,84 £0,2

*Vrca i sur., (2022).

BCN Benzil-cijanid

BITC Benzil-izotiocijanat

MAD Destilacija potpomognuta mikrovalovima

MHG Mikrovalna hidrodifuzija i gravitacija

Vrijednosti prinosa ulja su srednja vrijednost + SD (n=3).
Intenzitet
eowres| @ 2 1-BCN

2-BITC

©

Vrijeme (min)

Slika 47. GC-MS kromatogram hlapljivih spojeva u etericnom ulju sjemenki visokog

dragoljuba nakon Clevenger hidrodestilacije.
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Slika 48. GC-MS kromatogram hlapljivih spojeva u eteriCnom ulju sjemenki visokog
dragoljuba nakon MAD tehnike.
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Slika 49. GC-MS kromatogram hlapljivih spojeva u etericnom ulju sjemenki visokog

dragoljuba nakon MHG tehnike.
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4.3. Stabilnost (biodostupnost) glukozinolata i izotiocijanata u ispitivanim uzorcima

Za eksperimente in vitro metode probave korisSteni su komercijalni i ljudski probavni
sokovi. Prije same metode probave, odredena je enzimska aktivnost komercijalnih i ljudskih
probavnih sokova spektrofotometrijski.

Elektroforeza proteina u ljudskim i komercijalnim probavnim sokovima napravljena je
u SDS-poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE) radi identifikacije pojedinih probavnih enzima.

UHPLC-DAD-MS/MS tehnikom analize dobivene su koncentracije GSL-a iz bijele,
smede i1 crne goruSice te visokog dragoljuba prije i nakon Sto su uzorci biljnog materijala
podvrgnuti simuliranom dvofaznom modelu probave koriste¢i ljudske i komercijalne probavne
enzime. Tablice 5-11 prikazuju koncentraciju GSL-a izrazenu u mikrogramima po gramu
biljnog materijala i biodostupnost u neprobavljenom uzorku i u uzorcima nakon pojedinih faza

probave.

Tablica 5. SadrZaj glukosinalbina u bijeloj goruSici prije i poslije in vitro metode probave.

Uzorci bijele gorusice SadrzZaj glukosinalbina Biodostupnost p-vrijednost

(ng/g biljnog materijala) glukosinalbina

(%)

Neprobavljeni uzorak 151,20 + 1,69 100,00 -
Poslije  Zelucane faze uz dodatak 142,55 +7,85 94,28 +5,19 ns
komercijalnih enzima
Poslije crijevne faze uz dodatak 101,4 +7,07 67,06 + 4,68 p <0,05
komercijalnih enzima
Poslije Zelucane faze uz dodatak ljudskih 134,65 + 4,03 89,05 + 2,67 p <0,05
enzima
Poslije crijevne faze uz dodatak ljudskih 128,95 + 10,96 85,28 + 7,25 ns
enzima

Vrijednosti su srednja vrijednost = SD (n=2). Nespareni-T-test koriSten je za usporedbu svih skupina u odnosu na
kontrolu pomoc¢u programa GraphPad Prism 7.00 (San Diego, CA, SAD). Podaci su prihvaceni kao znacajni pri
p-vrijednosti <0,05. ns- not significant
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Rezultati

Tablica 6. SadrzZaj sinigrina u smedoj gorusici prije i poslije in vitro metode probave.

Uzorci smede gorusice Sadrzaj sinigrina Biodostupnost p-vrijednost
(ng/g biljnog materijala) sinigrina (%)

Neprobavljeni uzorak 52,46 + 1,56 100,00 -

Poslije  Zelu¢ane faze wuz dodatak 34,01 + 8,03 64,85 + 15,31 ns

komercijalnih enzima

Poslije crijevne faze wuz dodatak 18,94 £ 4,16 36,10 £ 7,93 p < 0,05

komercijalnih enzima

Poslije Zelucane faze uz dodatak ljudskih 49,17 £ 1,19 93,73 £2,27 ns

enzima

Poslije crijevne faze uz dodatak ljudskih 22,19+ 1,16 42,31 £2,22 p <0,05

enzima

Vrijednosti su srednja vrijednost + SD (n=2). Nespareni-T-test koriSten je za usporedbu svih skupina u odnosu na
kontrolu pomocu programa GraphPad Prism 7.00 (San Diego, CA, SAD). Podaci su prihvaceni kao znacajni pri

p-vrijednosti <0,05. ns- not significant

Tablica 7. Sadrzaj 4-hidroksiglukobrasicina u smedoj gorusici prije i poslije in vitro metode

probave.
Uzorci smede gorusice Sadrzaj 4- Biodostupnost 4- p-vrijednost
hidroksiglukobrasicina hidroksiglukobrasicina
(ng/g biljnog materijala) (%)
Neprobavljeni uzorak 1,00 + 0,05 100,00 -
Poslije ZeluCane faze uz dodatak 0,94 + 0,08 93,82 + 8,20 ns
komercijalnih enzima
Poslije crijevne faze uz dodatak 0,42 £ 0,01 41,47 +0,97 p < 0,05
komercijalnih enzima
Poslije ZeluCane faze uz dodatak 0,96 + 0,03 95,92 + 2,54 ns
ljudskih enzima
Poslije crijevne faze uz dodatak 0,35+0,11 34,59 + 11,09 p <0,05
ljudskih enzima

Vrijednosti su srednja vrijednost = SD (n=2). Nespareni-T-test koriSten je za usporedbu svih skupina u odnosu na
kontrolu pomocu programa GraphPad Prism 7.00 (San Diego, CA, SAD). Podaci su prihvaceni kao znacajni pri

p-vrijednosti <0,05. ns- not significant
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Tablica 8. SadrZaj glukonapina u crnoj gorusici prije i poslije in vitro metode probave.

Uzorci crne gorusSice Sadrzaj glukonapina Biodostupnost p-vrijednost
(ug/g biljnog materijala) glukonapina (%)

Neprobavljeni uzorak 40,25 +2,90 100,00 -

Poslije Zelu¢ane faze uz dodatak 33,39 +£0,77 78,94 £ 0,64 ns

komercijalnih enzima

Poslije crijevne faze uz dodatak 12,05 +£ 0,27 28,49 + 1,81 p <0,05

komercijalnih enzima

Poslije ZeluCane faze uz dodatak 40,15 +2,35 94,91 +£5,56 ns

ljudskih enzima

Poslije crijevne faze uz dodatak 27,28 +0,74 64,48 +1,74 p <0,05

ljudskih enzima

Vrijednosti su srednja vrijednost = SD (n=2). Nespareni-T-test koriSten je za usporedbu svih skupina u odnosu na
kontrolu pomoc¢u programa GraphPad Prism 7.00 (San Diego, CA, SAD). Podaci su prihvaceni kao znacajni pri
p-vrijednosti <0,05. ns- not significant

Tablica 9. SadrZaj sinigrina u crnoj gorusici prije i poslije in vitro metode probave.

Uzorci crne goruSice Sadrzaj sinigrina Biodostupnost p-vrijednost
(ug/g biljnog materijala) sinigrina (%)

Neprobavljeni uzorak 12,40 + 0,51 100,00 -

Poslije ZeluCane faze uz dodatak 11,05 £ 0,10 89,11 +0,83 ns

komercijalnih enzima

Poslije crijevne faze uz dodatak 2,93 +0,27 23,59 +2.20 p <0,05

komercijalnih enzima

Poslije ZeluCane faze uz dodatak 11,56 £0,70 93,21 +5,68 ns

ljudskih enzima

Poslije crijevne faze uz dodatak 5,10 £ 0,40 41,12+ 3,26 p < 0,05

ljudskih enzima

Vrijednosti su srednja vrijednost + SD (n=2). Nespareni-T-test koriSten je za usporedbu svih skupina u odnosu na
kontrolu pomoc¢u programa GraphPad Prism 7.00 (San Diego, CA, SAD). Podaci su prihvaceni kao znacajni pri
p-vrijednosti <0,05. ns- not significant
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Rezultati

Tablica 10. Sadrzaj 4-hidroksiglukobrasicina u crnoj gorusSici prije i poslije in vitro metode

probave.
Uzorci crne goruSice Sadrzaj 4- Biodostupnost 4- p-vrijednost
hidroksiglukobrasicina hidroksiglukobrasicina
(ng/g biljnog materijala) (%)
Neprobavljeni uzorak 1,60 + 0,08 100,00 -
Poslije ZeluCane faze uz dodatak 1,58 +0,03 98,64 + 1,99 ns
komercijalnih enzima
Poslije crijevne faze uz dodatak 0,24 + 0,08 14,64 £4,79 p < 0,05
komercijalnih enzima
Poslije ZeluCane faze uz dodatak 1,28 0,10 80,00 + 6,19 ns
ljudskih enzima
Poslije crijevne faze uz dodatak 0,24 £ 0,01 15,25+0,76 p < 0,05
ljudskih enzima

Vrijednosti su srednja vrijednost + SD (n=2). Nespareni-T-test koriSten je za usporedbu svih skupina u odnosu na
kontrolu pomoc¢u programa GraphPad Prism 7.00 (San Diego, CA, SAD). Podaci su prihvaceni kao znacajni pri

p-vrijednosti <0,05. ns- not significant

Tablica 11. Sadrzaj glukotropeolina u visokom dragoljubu prije i poslije in vitro metode

probave.
Uzorci visokog dragoljuba Sadrzaj glukotropeolina Biodostupnost glukotropeolina
(ng/g biljnog materijala) (%)
Neprobavljeni uzorak 16,86 £ 0,01 100,00
Poslije ZeluCane faze uz dodatak 15,97 + 0,03 94,72 + 0,89
ljudskih enzima
Poslije crijevne faze uz dodatak 13,75 + 0,20 81,55+ 1,87
ljudskih enzima

Vrijednosti su srednja vrijednost = SD (n=2).

Sadrzaj ITC-a koji ostaje nakon probave i dostupan je za apsorpciju, izuzetno je vazan

zbog razlic¢itih bioloskih aktivnosti koje im se pripisuju poput antikancerogene, antimikrobne

antifungalne i protuupalne aktivnosti. Tablice 12-14 i Slike 56-58 prikazuju koncentraciju i

stabilnost Cistog spoja AITC-a, BITC-a iz eteri¢nog ulja visokog dragoljuba nakon MAD-a te

¢istog spoja BITC-a u uzorcima podvrgnutim in vitro ZeluCanim i crijevnim fazama probave

nakon GC-MS/MS analize.
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Rezultati

Tablica 12. Koncentracija ¢istog spoja AITC-a prije i poslije in vitro metode probave.

ljudskih enzima

Faze probave Koncentracija Stabilnost AITC-a p-vrijednost
AITC-a (mg/mL) (%)

Neprobavljeni uzorak 2,47 +0,03 100,00 -

Poslije ZeluCane faze uz dodatak 2,13 £0,05 85,14 £ 1,80 p < 0,05

komercijalnih enzima

Poslije crijevne faze uz dodatak 1,37 +£0,18 54,87 +£ 6,42 p <0,05

komercijalnih enzima

Poslije ZeluCane faze uz dodatak 2,16 +0,08 86,27 + 2,69 p < 0,05

ljudskih enzima

Poslije crijevne faze uz dodatak 0,76 £ 0,03 30,20 + 0,94 p < 0,05

*Vrcai sur., (2021a)

Vrijednosti su srednja vrijednost + SD (n=2). Nespareni-T-test koriSten je za usporedbu svih skupina u odnosu na
kontrolu pomoc¢u programa GraphPad Prism 7.00 (San Diego, CA, SAD). Podaci su prihvaceni kao znacajni pri
p-vrijednosti <0,05. ns- not significant

Tablica 13. Koncentracija BITC-a iz etericnog ulja visokog dragoljuba prije i poslije in vitro

metode probave.

ljudskih enzima

Koncentracija Stabilnost BITC-a p-vrijednost
Faze probave
BITC-a (mg/ml) (%)
Neprobavljeni uzorak 1,67 £0,18 100,00 -
Poslije ZeluCane faze uz dodatak 1,62 +0,11 ns
97,57 £3,15
komercijalnih enzima
Poslije crijevne faze uz dodatak 1,19 + 0,02 ns
71,17 £ 1,21
komercijalnih enzima
Poslije ZeluCane faze uz dodatak 1,22 + 0,00 ns
73,47 £ 0,06
ljudskih enzima
Poslije crijevne faze uz dodatak 0,91+ 0,01 p < 0,05
54,90 + 0,39

*Vrcai sur., (2021b)

Vrijednosti su srednja vrijednost + SD (n=2). Nespareni-T-test koriSten je za usporedbu svih skupina u odnosu na
kontrolu pomoc¢u programa GraphPad Prism 7.00 (San Diego, CA, SAD). Podaci su prihvaceni kao znacajni pri
p-vrijednosti <0,05. ns- not significant
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Rezultati

Tablica 14. Koncentracija Cistog spoja BITC-a prije i poslije in vitro metode probave.

ljudskih enzima

Faze probave Koncentracija Stabilnost BITC-a p-vrijednost
BITC-a (mg/mL) (%)

Neprobavljeni uzorak 1,78 £ 0,34 100,00 -

Poslije Zelucane faze uz dodatak 1,41 +£ 0,01 79,23 + 0,67 ns

komercijalnih enzima

Poslije crijevne faze uz dodatak 1,25 + 0,09 70,36 + 5,15 ns

komercijalnih enzima

Poslije ZeluCane faze uz dodatak 1,29 + 0,02 72,24 + 0,87 ns

ljudskih enzima

Poslije crijevne faze uz dodatak 1,15+ 0,05 64,70 + 3,02 ns

*Vrca i sur., (2021b)

Vrijednosti su srednja vrijednost + SD (n=2). Nespareni-T-test koriSten je za usporedbu svih skupina u odnosu na
kontrolu pomoc¢u programa GraphPad Prism 7.00 (San Diego, CA, SAD). Podaci su prihvaceni kao znacajni pri
p-vrijednosti <0,05. ns- not significant
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4.4. Hipoglikemijska aktivnost analiziranih uzoraka glukozinolata

Hipoglikemijska aktivnost cistih spojeva GSL-a glukonapina, sinigrina i
glukotropeolina  (inhibitorna aktivnost a-glukozidaze 1 a-amilaze) odredena je
spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 405 nm, odnosno 540 nm. Rezultati inhibitorne
aktivnosti a-glukozidaze GSL-a glukonapina, sinigrina i glukotropeolina te akarboze prikazani
su u tablici 20. Nijedan od ispitivanih GSL-a nije pokazao inhibitornu aktivnost a-amilaze
(podaci nisu prikazani). Akarboza je koriStena kao pozitivna kontrola. Svi uzorci su radeni u

triplikatu.

Tablica 15. Inhibitorna aktivnost a-glukozidaze GSL-a glukonapina, sinigrina i

glukotropeolina.
Uzorci (¢ = 500 pg/mL) Inhibicija a-glukozidaze (%)
Sinigrin 0,00
Glukonapin 0,00
Glukotropeolin 3,31 +£0,1
Akarboza 62,31+1,5

Vrijednosti su srednja vrijednost + SD (n=3).
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4.5. Antiproliferativna aktivnost eteri¢nih ulja i ekstrakata ispitivanih uzoraka
Antiproliferativna aktivnost eteri¢nih ulja i ekstrakata smede i crne gorusSice ispitana je
na MDA-MB-231 i TCCSUP stani¢nim linijama raka mjerenjem stanicnog metabolizma
koriste¢i MTT metodu (slike 50-53). Stanice raka tretirane su na 4, 24, 48 i 72 sata, a rezultati
su prikazani samo na 72 sata zbog slabog ili umjerenog antiproliferativnog ucinka goruSica te

su izraZeni kao ICsp vrijednosti (50% koncentracije inhibicije rasta stanica).

1004
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% metabolicki aktivnih stanica
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o® $

Smeda gorusica

Slika 50. Antiproliferativna aktivnost eteri¢nih ulja i ekstrakta smede goruSice nakon 72 sata
na stani¢nu liniju raka dojke MDA-MB-231 u koncentracijama od 1, 5, 10, 50 i 100 pg/mL.
Clevenger — etericno ulje nakon Clevenger hidrodestilacije; MAD — etericno ulje nakon
mikrovalne destilacije; MHG - ekstrakt nakon mikrovalne hidrodifuzije i gravitacije (Vrca i

sur., 2021a).
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Slika 51. Antiproliferativna aktivnost eteri¢nih ulja i ekstrakta crne goruSice nakon 72 sata na
stanicnu liniju raka dojke MDA-MB-231 u koncentracijama od 1, 5, 10, 50 i 100 pg/mL.
Clevenger — etericno ulje nakon Clevenger hidrodestilacije; MAD — etericno ulje nakon
mikrovalne destilacije; MHG - ekstrakt nakon mikrovalne hidrodifuzije i gravitacije (Vrca i

sur., 2021a).
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Slika 52. Antiproliferativna aktivnost eteri¢nih ulja i ekstrakta smede goruSice nakon 72 sata
na stani¢nu liniju raka mokraénog mjehura TCCSUP u koncentracijama 1, 5, 10, 50 i 100
pg/mL. Clevenger — eteric¢no ulje nakon Clevenger hidrodestilacije; MAD — eteri¢no ulje nakon
mikrovalne destilacije; MHG - ekstrakt nakon mikrovalne hidrodifuzije i gravitacije (Vrca i

sur., 2021a).
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Slika 53. Antiproliferativna aktivnost eteri¢nih ulja i ekstrakta crne goruSice nakon 72 sata na
stani¢nu liniju raka mokra¢nog mjehura TCCSUP u koncentracijama 1, 5, 10, 501 100 pg/mL.
Clevenger — etericno ulje nakon Clevenger hidrodestilacije; MAD — etericno ulje nakon
mikrovalne destilacije; MHG - ekstrakt nakon mikrovalne hidrodifuzije i gravitacije (Vrca i

sur., 2021a).

Antiproliferativna aktivnost etericnog ulja i ekstrakta visokog dragoljuba dobivenih
razli¢itim tehnikama ekstrakcije (Clevenger hidrodestilacija, MAD i MHG) ispitana je takoder
na 4,24, 48 i 72 sata pri koncentracijama 1, 5, 10, 50 i 100 pg/mL na MDA-MB-231 i TCCSUP
stani¢nim linijama raka MTT metodom (slike 54 i 55). Prikazani su rezultati na sva vremena te

su izraZzeni kao ICso vrijednosti (50% koncentracije inhibicije rasta stanica).
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Slika 54. Antiproliferativna aktivnost etericnog ulja i ekstrakta visokog dragoljuba na stani¢nu

liniju raka dojke MDA-MB-231 nakon Clevenger hidrodestilacije (a), MAD (b) i MHG (c).
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Slika 55. Antiproliferativna aktivnost etericnog ulja i ekstrakta visokog dragoljuba na stani¢nu
linijju raka mokra¢nog mjehura TCCSUP nakon Clevenger hidrodestilacije (a), MAD (b) i
MHG (c).

Zbog visoke antiproliferativne aktivnosti visokog dragoljuba na MDA-MB-231 i

TCCSUP stani¢nim linijama dokazanih MTT metodom, dodatno je ispitana antiproliferativna
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aktivnost etericnog ulja i ekstrakta visokog dragoljuba dobivenih tehnikama ekstrakcije MAD
i MHG, kao i cistih spojeva BITC-a i BCN-a zajedno na HeLa, HCT116 i U20S stani¢nim
linijama raka pomocu testa proliferacije stanica MTS (slika 56). Stanice raka tretirane su 48

sati, a rezultati su izraZeni kao ICso vrijednosti (50% koncentracije inhibicije rasta stanica).

a * ok kK b 30 * %k k
309 M1 q bk
T g mm  Visoki dragoljub (MAD) s, RREE [ —
[] [ ! I 1 -
T == Visoki dragoljub (MHG) e =
= 20 = 204
£ = ok ok %
2 — 2
3 T 3
O 404 H © 10-
o_lr_‘r_.r_ 0-
HeLa HCT116 U20S HeLa HCT116 U20S

Slika 56. Antiproliferativna aktivnost etericnog ulja visokog dragoljuba nakon MAD-a i
ekstrakta visokog dragoljuba nakon MHG (a), te antiproliferativna aktivnost benzil-
izotiocijanata (BITC) i benzil-cijanida (BCN) (b) na stani¢noj liniji raka vrata maternice
(HeLa), stani¢noj liniji raka debelog crijeva (HCT116) i stani¢noj liniji osteosarkoma (U20S)
odredene testom stani¢ne proliferacije na temelju MTS-a. Rezultati su prikazani kao sredstva
tri nezavisna eksperimenta sa SD vrijednostima. Statisticke analize provedene su dvosmjernom
ANOVA metodom nakon cega je slijedio Sidakov test viSestrukih usporedbi. Statisticki

znacajne razlike oznacene su kao p < 0,0001 (Vrca i sur., 2022).
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4.6. Proapoptotska aktivnost etericnog ulja i ekstrakta visokog dragoljuba
U tablicama 16-19 prikazani su rezultati protocne citometrije analize indukcije apoptoze
nakon tretmana eteri¢nim uljem i ekstraktom visokog dragoljuba na stanicama linije raka dojke

MDA-MB-231 i raka mokra¢nog mjehura TCCSUP.

Tablica 16. Proapoptotska aktivnost etericnog ulja visokog dragoljuba na stani¢noj liniji raka

dojke MDA-MB-231.

Kasna apoptoza Rana + kasna apoptoza

Kontrola (%) MAD eteri¢no ulje (%) Kontrola (%) MAD eteri¢no ulje (%)

Sr. vr. +SD Sr. vr. +SD p-vrijednost Sr. vr. +SD Sr. vr. +SD p-vrijednost
1,52 0,10 2,88 0,56 p < 0,05 3,12 1,25 6,06 0,79 p < 0,05

Vrijednosti su srednja vrijednost + SD (n=3). Nespareni-T test koriSten je za usporedbu svih skupina u odnosu na
kontrolu pomocu programa GraphPad Prism 7.00 (San Diego, CA, SAD). Statisti¢ki znacajne razlike oznacene su
kao * p < 0,051 ** p <0,005.

Tablica 17. Proapoptotska aktivnost ekstrakta visokog dragoljuba na stani¢noj liniji raka dojke

MDA-MB-231.

Kasna apoptoza Rana + kasna apoptoza

Kontrola (%) MHG ekstrakt (%) Kontrola (%) MHG ekstrakt (%)

Sr.vr. | £SD Sr.vr. | £SD p-vrijednost Sr.vr. | £SD Sr.vr. | £SD p-vrijednost
1,52 0,10 7,90 1,82 p < 0,005 3,12 1,25 14,21 3,12 p < 0,005

Vrijednosti su srednja vrijednost = SD (n=3). Nespareni-T test koriSten je za usporedbu svih skupina u odnosu na
kontrolu pomoc¢u programa GraphPad Prism 7.00 (San Diego, CA, SAD). Statisti¢ki znacajne razlike oznacene su

kao * p < 0,05 i ** p < 0,005.

Tablica 18. Proapoptotska aktivnost etericnog ulja visokog dragoljuba na stani¢noj liniji raka

mokraé¢nog mjehura TCCSUP.

Kasna apoptoza Rana + kasna apoptoza

Kontrola (%) MAD etericno ulje (%) Kontrola (%) MAD eteri¢no ulje (%)

Sr. vr. +SD Sr. vr. +SD p-vrijednost Sr. vr. +SD Sr. vr. +SD p-vrijednost
1,77 1,48 0,04 0,03 ns 18,14 3,13 44,47 6,98 p < 0,005

Vrijednosti su srednja vrijednost = SD (n=3). Nespareni-T test koriSten je za usporedbu svih skupina u odnosu na
kontrolu pomocu programa GraphPad Prism 7.00 (San Diego, CA, SAD). Statisti¢ki znacajne razlike oznacene su
kao * p < 0,051 ** p <0,005.

99



Doktorski rad — Ivana Vrca Rezultati

Tablica 19. Proapoptotska aktivnost ekstrakta visokog dragoljuba na stanicnoj liniji raka

mokra¢nog mjehura TCCSUP.

Kasna apoptoza Rana + kasna apoptoza

Kontrola (%) MHG ekstrakt (%) Kontrola (%) MHG ekstrakt (%)

Sr.vr. | £SD Sr.vr. | £SD p-vrijednost Sr.vr. | £SD Sr.vr. | £SD p-vrijednost
1,77 1,48 0,26 0,01 ns 18,14 3,13 38,11 3,08 p < 0,005

Vrijednosti su srednja vrijednost + SD (n=3). Nespareni-T test koriSten je za usporedbu svih skupina u odnosu na
kontrolu pomoc¢u programa GraphPad Prism 7.00 (San Diego, CA, SAD). Statisti¢ki znacajne razlike oznacene su
kao * p < 0,05 i ** p < 0,005.
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4.7. Antiproliferativni mehanizam eteri¢nog ulja visokog dragoljuba sniman opti¢ckom i
AFM mikroskopijom

Na slikama 57-61 prikazani su rezultati netretiranih stanica i antiproliferativnog
mehanizma eteri€nog ulja visokog dragoljuba na stanicama linije raka mokra¢nog mjehura

TCCSUP dobiveni optickom i AFM mikroskopijom.

-

Slika 57. Netretirane TCCSUP stanice raka mokra¢nog mjehura snimane optickom

mikroskopijom.
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Slika 58. Tretirane TCCSUP stanice raka mokraénog mjehura snimane optickom

mikroskopijom.
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Slika 59. Tretirane TCCSUP stanice raka mokraénog mjehura snimane optickom

mikroskopijom.
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3.9 um

0 um

Slika 60. Netretirana cijela TCCSUP stanica raka mokra¢nog mjehura mjerena AFM-om.
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3.08 um

0 um

3.5um

Slika 61. Netretirani (a) i tretirani (b) dio TCCSUP stanice raka mokra¢nog mjehura mjeren

AFM-om.
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4.8. Antibakterijska aktivnost spojeva prisutnih u visokom dragoljubu

Rezultati

Zbog visoke antiproliferativne aktivnosti MTT i MTS metodom i najveceg prinosa

eteri¢nog ulja i ekstrakta od svih ispitivanih uzoraka nakon razliCitih tehnika ekstrakcije, za

procjenu antibakterijske aktivnosti etericno ulje i ekstrakt visokog dragoljuba pripremljeni su i

testirani na S. aureus ATCC 25923 i E. coli ATCC 11229. U ispitivanje su ukljuceni i Cisti

spojevi, BITC i BCN (tablica 20, slike 62-68).

Tablica 20. Minimalna inhibitorna i baktericidna koncentracija (mg/mL) BITC-a, BCN-a,

etericnog ulja visokog dragoljuba poslije MAD i ekstrakta visokog dragoljuba poslije MHG na

S. aureus ATCC 25923 1 E. coli ATCC 11229.

Ciste komponente i S. aureus ATCC 25923 E. coli ATCC 11229

biljni preparati MIC (mg/mL) MBC (mg/mL) MIC (mg/mL) MBC (mg/mL)
BITC 0,125 0,25 0,5 1

BCN 0,125 0,25 1 2
Eteri¢no ulje poslije MAD 0,0625 0,125 0,25 0,5
Ekstrakt poslije MHG 0,0625 0,125 0,25 0,5

*Vrca i sur., (2022)

BITC Benzil-izotiocijanat

BCN Benzil-cijanid (2-fenilacetonitril)

MAD Destilacija potpomognuta mikrovalovima

MHG Ekstrakcija potpomognuta mikrovalnom hidrodifuzijom i gravitacijom
MIC Minimalna inhibitorna koncentracija

MBC Minimalna baktericidna koncentracija

Eksperiment je raden u tri ponavljanja.

S R T

| avh | o
¥ S

Slika 62. Minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) eteri¢nog ulja visokog dragoljuba

odredene su metodom mikrodilucije.
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Slika 63. Ucinci cistih spojeva (BITC i BCN), eteri¢nog ulja i ekstrakta visokog dragoljuba u

razli¢itim koncentracijama (mg/mL) na rast S. aureus. Kulture su aerobno inkubirane 24 sata

na temperaturi od 37 °C. Od dobivenih rezultata oduzete su negativne kontrole. Prikazane su

prosjecne vrijednosti ODgoo + SD (Vrca i sur., 2022).
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Slika 64. Ucinci BITC-a i BCN-a u omjeru 1:1 mg/mL odredeni s obzirom na vrijednosti MIC

narast S. aureus. Kulture su aerobno inkubirane 24 sata na temperaturi od 37 °C. Od dobivenih

rezultata oduzete su negativne kontrole. Prikazane su prosjecne vrijednosti ODgoo = SD (Vrca i

sur., 2022).
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Slika 65. U¢inci BITC-a i BCN-a u omjeru 1:2 mg/mL odredeni s obzirom na vrijednosti MIC
narast S. aureus. Kulture su aerobno inkubirane 24 sata na temperaturi od 37 °C. Od dobivenih
rezultata oduzete su negativne kontrole. Prikazane su prosjecne vrijednosti ODgoo = SD (Vrca i

sur., 2022).
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Slika 66. Ucinci cistih spojeva (BITC i BCN), etericnog ulja i ekstrakta visokog dragoljuba u

razli¢itim koncentracijama (mg/mL) na rast E. coli. Kulture su aerobno inkubirane 24 sata na

temperaturi od 37 °C. Od dobivenih rezultata oduzete su negativne kontrole. Prikazane su

prosjecne vrijednosti ODgoo + SD (Vrca i sur., 2022).
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Slika 67. Ucinci BITC-a i BCN-a u razli¢itim omjerima 1:1 mg/mL odredeni s obzirom na
vrijednosti MIC na rast E. coli. Kulture su aerobno inkubirane 24 sata na temperaturi od 37 °C.
Od dobivenih rezultata oduzete su negativne kontrole. Prikazane su prosje¢ne vrijednosti ODgoo

+ SD (Vrca i sur., 2022).
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Slika 68. Ucinci BITC-a i BCN-a u razli¢itim omjerima 1:2 mg/mL odredeni s obzirom na
vrijednosti MIC na rast E. coli. Kulture su aerobno inkubirane 24 sata na temperaturi od 37 °C.
Od dobivenih rezultata oduzete su negativne kontrole. Prikazane su prosjecne vrijednosti ODgoo

+ SD (Vrcai sur., 2022).

4.8.1. Ucinak hlapljivih spojeva prisutnih u sjemenu visokog dragoljuba na prianjanje
bakterija na polistirensku povrsinu

Biljni pripravci dobiveni iz sjemena visokog dragoljuba, odnosno eteri¢no ulje i
ekstrakt, te Cisti spojevi BITC i BCN ispitani su na djelovanje protiv prianjanja S. aureus i E.

coli na polistirensku povrSinu. Ispitane su koncentracije MIC, V2 MIC i % MIC (slike 69 i 70).
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Slika 69. Ucinci cistih spojeva (BITC i BCN), etericnog ulja i ekstrakta visokog dragoljuba u
koncentraciji MIC, ¥2 MIC i 4 MIC na prianjanje na polistirensku povrSinu S. aureus. Spojene
stanice suspendirane su ultrazvukom, a njihove koncentracije odredene su brojanjem ploca.
Podaci su prosjecne vrijednosti logl0 CFU/mL + SD. p <0,05 u odnosu na kontrolu (Vrca i

sur., 2022).
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Slika 70. U¢inci cistih spojeva (BITC i BCN), etericnog ulja i ekstrakta visokog dragoljuba u
koncentraciji MIC, %2 MIC i %4 MIC na prianjanje na polistirensku povrsinu E. coli. Spojene
stanice suspendirane su ultrazvukom, a njihove koncentracije odredene su brojanjem ploca.
Podaci su prosjecne vrijednosti logl0 CFU/mL + SD. p <0,05 u odnosu na kontrolu (Vrca i
sur., 2022).
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4.9. DODATAK
4.9.1. Povrsina sjemena smede i crne gorusice optickom i SEM mikroskopijom

PovrSina sjemena bijele, smede, crne i divlje gorusice skenirana je pomocu opticke i
SEM mikroskopije. PovrSina sjemena bijele i divlje goruSice nema jasno definirane grebene,
stoga se nisu mogle odrediti njihove duljine (slike nisu prikazane). PovrSina sjemena smede i
crne gorusice ima jasno definirane grebene prije i poslije razlicitih tehnika izolacije (Clevenger

hidrodestilacija i MAD) stoga su rezultati prikazani na slici 71 i tablici 21.

S00um QAOCVR0
.

Slika 71. Opticke i SEM slike tretiranih i netretiranih uzoraka smede goruSice (a,g-netretirane,
b,h-nakon Clevenger hidrodestilacije, c,i-nakon MAD-a) i crne gorusSice (d,j-netretirane, ek -
nakon Clevenger hidrodestilacije, f,1-nakon MAD-a) pri razli¢itim povec¢anjima (Vrca i sur.,
2021a).
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Tablica 21. Duljina grebena sjemenki smede i crne goruSice prije i nakon razlicitih tehnika
ekstrakcije.

Netretirani i tretirani uzorci nakon DuZina grebeni DuZina grebeni sjemenki
razlicitih tehnika ekstrakcije sjemenki smede crne gorusice (um)

gorusSice (um)

Netretirani uzorci 103,02* + 17,322 78,83 16,292
Uzorci nakon Clevenger hidrodestilacije 106,05 + 17,69 92,40 + 12,312
Uzorci nakon MAD 108,17 + 18,632 120,55 +23,91°

*Vrca i sur., (2021a)

MAD Destilacija potpomognuta mikrovalovima

Vrijednosti su srednja vrijednost + SD najmanje deset odredivanja. Srednje vrijednosti s razli¢itim slovima (a,b)
unutar svakog stupca statisticki su znacajne (p < 0,05).
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4.9.2. Sastav masnih kiselina i prinos ulja u analiziranim uzorcima

Analiziran je sastav masnih kiselina u Cetiri vrste gorusice (bijela, smeda, crna i divlja
gorus$ica) nakon Soxhlet i SC-COz ekstrakcije, kao i u sjemenkama visokog i niskog dragoljuba
nakon Soxhlet ekstrakcije koriste¢i GC-FID tehniku. Zbog iznimno niskog prinosa ulja nakon
SC-CO; ekstrakcije, sastav masnih kiselina u sjemenkama visoki i niski dragoljub nije se mogao
odrediti GC-FID-om (podaci nisu prikazani). Dobiveni rezultati prikazani su u tablicama 22 i

23.
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Rezultati

Tablica 22. Sastav masnih kiselina i prinos ulja u goruSicama i dragoljubu nakon Soxhlet

ekstrakcije.

Srednja vrijednost (% ) nakon Soxhlet ekstrakcije

Sastav masnih kiselina Bijela Smeda Crna Divlja Visoki Niski
gorusica gorusica gorusica gorusica dragoljub dragoljub
Miristinska (C14:0) 0,02+0,03° | 0,08+0,00 | 0,03+£0,04 | 0,09+0,01 | 0,05+0.02 | 0,05+0,00
Miristoleinska(C14:1) / / / / / 0,79 £ 1,12
Pentadekanska (C15:0) / / / / 0,04 0,01 0,80+ 1,10
cis-10-Pentadekanska / / / / / 0,03 + 0,05
(CI5:1)
Palmitinska (C16:0) 2,78 +0,14 | 3,61£0,06 | 2,27+0,01 | 3,66+0,03 1,49 £ 0,21 0,68 + 0,93
Palmitoleinska (C16:1) 0,15+0,00 | 0,19+0,01 | 0,17+0,00 | 0,16+0,00 | 0,05+£0,02 | 0,04+0,01
Heptadekanska (C17:0) / 0,02 £ 0,02 / / / 0,01 £0,01
cis-10-Heptadekanska / / 0,01 £ 0,02 / 0,01 £0,02 | 0,04 +0,00
(C17:1)
Stearinska (C18:0) 1,00+£0,00 | 1,43+0,02 | 1,01+0,01 | 0,98+0,04 | 0,21+0,02 | 0,46 +0,02
Oleinska (C18:1n9c) 21,57 £0,57 | 20,67 +0,04 | 9,03+0,15 | 11,18 +0,02 | 598+0,51 | 10,30+ 0,59
Linolna (C18:2n6c) 9,07+0,12 | 23,85+0,02 | 15,53 +0,43 | 1534+£0,01 | 1,86+0,16 | 6,60+ 0,44
Arahidinska (C20:0) 0,69+0,03 | 1,01+0,02 | 0,92+0,05 | 0,51+0,02 | 0,21 £0,00 | 042 0,00
vy -Linolna (C18:3n6) / 0,06 +0,01 | 0,03+0,04 | 0,10+0,02 / /
cis-11-Eikozenoinska 10,22 +0,14 | 11,77+ 0,05 | 5,30+0,06 | 15,78 £0,02 | 21,58 £0,46 | 20,61 0,07
(C20:1)
Linolenska+Heneikozeinska | 9,24 +0,39 | 10,91 £0,05 | 10,23 +0,43 | 1548 £0,04 | 1,78+0,18 | 3,57 £0,24
(C18:3n3 + C21:0)
cis-11,14-Eikosadienska 0,36 £0,02 | 1,07+0,01 | 0,85+0,01 1,73+0,04 | 0,25+0,01 0,43 +£0,01
(C20:2)
Behenijska (C22:0) 0,68 +£0,04 | 0,60+0,00 | 1,35+0,01 | 0,75+0,02 | 0,51+£0,02 | 0,56+0,02
cis-11,14,17-Eikosatrienska / / / / 0,05 + 0,00 0,04 + 0,00
(C20:3n3)
Erukinska (C22:1n9) 40,91 £0,85 | 23,01 £0,02 | 48,28 £0,94 | 31,61 £0,11 | 64,65+ 1,50 | 53,76 + 1,40
Trikozanoinska (C23:0) 0,03+0,04 | 0,13+0,00 | 0,13+0,02 | 0,37+0,00 | 0,09+0,01 0,10 = 0,00
cis-13,16- 0,29 + 0,03 / 1,76 £ 0,03 / 0,14 £0,00 | 0,23 +£0,00
Dokosadienoinska (C22:2)
Lignocerinska (C24:0) 0,32+0,02 | 0,36+0,01 | 0,82+0,04 / 0,12+0,01 0,21 £ 0,00
Nervonska (C24:1) 2,67+ 0,01 | 1,24+0,01 | 2,27+0,01 / 0,92 £ 0,05 1,07 £ 0,02
Sadrzaj ulja u sjemenu (%) | 24,89 £0,02 | 30,78 £0,57 | 37,46 £0,04 | 31,04 0,50 | 7,95+0,25 8,44 £ 0,11

*Vrijednosti su srednja vrijednost + standardna devijacija (SD) dvaju ponavljanja (n=2).
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Rezultati

Tablica 23. Sastav masnih kiselina i prinos ulja u goruSicama nakon SC-CO> ekstrakcije.

Sastav masnih Kiselina

Srednja vrijednost (%) nakon SC-CO: ekstrakcije

Bijela gorusica Smeda gorusSica Crna gorusica Divlja gorusica
Miristinska (C14:0) 0,14" £ 0,00 0,08 = 0,02 0,16 + 0,00 0,06 = 0,08
Pentadekanska (C15:0) 0,03 £ 0,04 / 0,01 £0,02 /
Palmitinska (C16:0) 4,95 £0,03 3,89+£0,17 4,44 £ 0,06 5,07 £0,16
Palmitoleinska (C16:1) 0,30 + 0,00 0,23 £0,01 0,34 £ 0,00 0,10+ 0,14
Heptadekanska (C17:0) 0,03 + 0,00 0,02 £ 0,03 0,04 £ 0,00 /
cis-10-Heptadekanska (C17:1) 0,04 £ 0,00 / 0,05 £ 0,04 /
Stearinska (C18:0) 1,32 £ 0,00 1,44 £ 0,02 1,72 £ 0,01 1,21 £0,04
Elaidinska (C18:1n9t) / / 0,05 £ 0,00 /
Oleinska (C18:1n9c) 25,96 £ 0,15 20,67 £ 0,77 12,82 £ 0,01 12,17 £ 0,01
Linolna (C18:2n6c¢) 12,82 £ 0,01 23,94 +£0,70 17,90 £ 0,10 15,81 +0,18
Arahidinska (C20:0) 0,67 = 0,00 0,91 £ 0,04 1,16 £ 0,01 0,57 £ 0,04
y-Linolenska (C18:3n6) 0,05 £ 0,00 0,05 +£0,01 0,02 £ 0,04 /
cis-11-Eikozenoinska (C20:1) 9,76 + 0,03 12,14 £ 0,30 6,33 £0,04 16,19+ 0,16
Linolenska+ Heneikozeinska 12,52 + 0,01 12,15+ 0,49 11,04 + 0,04 15,70 £ 0,46
(C18:3n3 + C21:0)
cis-11,14-Eikosadienska 0,39 £ 0,05 1,09 £ 0,03 0,95 £ 0,03 1,86 + 0,07
(C20:2)
Behenijska (C22:0) 0,47 £ 0,01 0,49 + 0,06 1,22 +£0,01 0,65 = 0,08
cis-8,11,14-Eikosatrienska / / 0,03 +0,01 /
(C20:3n6)
Erukinska (C22:1n9) 28,79 £ 0,22 21,21 £ 1,51 38,22 +0,29 28,62 + 0,04
Trikozanoinska (C23:0) 0,11 £0,01 0,17 £ 0,00 0,15 £0,01 0,51 £0,08
cis-13,16- Dokosadienoinska 0,34 + 0,01 0,44 £ 0,02 1,33 £ 0,01 0,27 £ 0,02
(C22:2)
Lignocerinska (C24:0) 0,18 £ 0,01 0,23 £0,05 0,46 £ 0,01 0,71 £0,48
Nervonska (C24:1) 1,12 £ 0,02 0,86 £0,10 1,15 +£0,01 0,52 £0,74
SadrZaj ulja u sjemenu (%) 11,12+0,12 9,66 £ 0,14 6,53 £0,12 7,64 £0,15

*Vrijednosti su srednja vrijednost + standardna devijacija (SD) dvaju ponavljanja (n=2).
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5. RASPRAVA
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5.1. Kemijska analiza
5.1.1. HPLC-DAD-MS/MS glukozinolata u hidroetanolnim ekstraktima

U tablici 2 prikazan je sadrzaj GSL-a u hidroetanolnim ekstraktima bijele, smede i crne
gorusice te visokog dragoljuba.
Na slikama 36-40 prikazani su MS spektri identificiranih glukozinolata preko odgovarajuceg
desulfo-oblika. Analiza je pokazala da je glavni i jedini GSL prisutan u hidroetanolnom
ekstraktu bijele goruSice glukosinalbin (151,20 £ 1,69 ug/g biljnog materijala), dok je u smedoj
gorusici glavni spoj sinigrin (52,46 + 1,56 ug/g biljnog materijala) i u manjoj koncentraciji 4-
hidroksiglukobrasicin (1,00 + 0,05 pg/g biljnog materijala). U crnoj goruSici glavni GSL-i su
glukonapin (40,25 + 2,90 pg/g biljnog materijala), sinigrin (12,40 + 0,51 ug/g biljnog
materijala) i 4-hidroksiglukobrasicin (1,60 + 0,08 pg/g biljnog materijala). Glukotropeolin je
glavni i jedini GSL prisutan u visokom dragoljubu (16,86 + 0,01 pg/g biljnog materijala).
Nastanak razgradnih produkata u biljkama goruSice uvelike ovisi o aktivnosti mirozinaze,
srodnih bakterijskih enzima ili daljnje kemijske transformacije prije konzumacije (Lietzow,
2021). Rezultati dobiveni u okviru ovog doktorskog rada su u skladu s navodima Popove i sur.
(2016), tj. bijela gorusSica sadrzi glukosinalbin, ali ne i snigrin, a smeda gorusSica sadrZi sinigrin,
ali ne i glukosinalbin. Glukosinalbin je prekursor aktivne komponente, p-hidroksibenzil-ITC-a
(p-HBITC) u etericnom ulju bijele gorusice (Ekanayake i sur., 2016; Lietzow, 2021).
Najvaznija komponenta smede goruSice je sinigrin koji hidrolizom djelovanjem enzima
mirozinaze daje hlapljivi AITC (Lietzow, 2021; Vrcai sur., 2021a). Prema Popova i sur. (2016),
rasponi pronadenih sadrZaja bili su za sinigrin od 64 do 189 pmol/g suhog biljnog materijala i
za glukosinalbin od 126 do 201 umol/g suhog biljnog materijala u smedoj i bijeloj gorusici.
SadrZaj sinigrina u ovom istraZivanju bila je neSto niza (52,46 + 1,56 pg/g biljnog materijala)
od one koju navodi Popova i sur (2016), dok se koncentracija glukosinalbina (151,20 + 1,69
ug/g biljnog materijala) nalazila unutar granica koje ista autorica prikazuje u svom radu.
Lietzow (2021) je izvijestila da je glavni GSL prisutan u crnoj gorusici sinigrin, $to nije u skladu
s dobivenim rezultatima u ovom istraZivanju gdje je glukonapin glavni GSL, a sinigrin prisutan
kao manja komponenta. Vrca i sur. (2021a) su dokazali da je glavna komponenta u etericnom
ulju crne gorusSice but-3-enil-ITC ¢iji je prekursor glukonapin. Lykkesfeldt i Mgller (1993) su
izvijestili da je glukotropeolin (benzil-GSL) jedini GSL u biljci dragoljub Sto je u skladu s

rezultatima ovog istraZivanja.
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Kleinwaechter i sur. (2008) izvijestili su da se znacajne koli¢ine glukotropeolina nalaze u lis¢u
dragoljuba. Prema navodima Lykkesfeldt i Mgller (1993) i Kleinwaechter i sur. (2008)
koncentracija glukotropeolina je svakako veca u 1i§¢u, nego u sjemenu dragoljuba. Prema ovom
istrazivanju, glavni GSL-i su glukosinalbin, sinigrin, glukonapin i glukotropeolin u bijeloj,
smedoj i crnoj gorusici te visokom dragoljubu, Sto je u skladu s dosadasnjim istraZivanjima
(Lietzow, 2021; Popovaisur., 2016; Vrcaisur., 2021a; Vrcai sur., 2021b; Lykkesfeldt i Mgller,
1993; Kleinwaechter i sur., 2008).
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5.1.2. GC-MS analiza razgradnih produkata glukozinolata u etericnim uljima i
ekstraktima gorusica i visokog dragoljuba

GC-MS/MS analiza eteri¢nih ulja i ekstrakata bijele i divlje goruSice nakon sve tri
tehnike ekstrakcije (Clevenger hidrodestilacija, MAD i MHG) pokazala je da u njima nema
hlapljivih spojeva GSL-a (podaci i kromatogrami nisu prikazani). Hlapljivi (razgradni) spojevi
GSL-a dobiveni Clevenger hidrodestilacijom, MAD i MHG tehnikom ekstrakcije iz smede i
crne gorusice, identificirani su GC-MS/MS analizom (tablica 3, slike 41-46). Analiza je
pokazala da je glavni hlapljivi spoj u etericnim uljima i ekstraktu smede goruSice AITC (91-
99%) (slike 41-43). Dodatno kao manje zastupljene komponente u hidrodestilatu je identificiran
but-3-enil-ITC, dok je MAD sadrzavao 2-feniletil-ITC. Hlapljivi spojevi iz crne goruSice
potjecu od istih GSL-a koji su prisutni i u smedoj gorusici, pri cemu glavni razgradni produkti
potjecu od razgradnje but-3-enil-GSL-a. Glavne komponente nakon Clevenger hidrodestilacije,
MAD i MHG bile su but-3-enil-ITC (80,58%) i 4,5-epitiopentanonitril (50,70%, odnosno
59,93%) (tablica 3, slike 44-46). Nakon Clevenger hidrodestilacije uz but-3-enil-ITC, prisutan
je 1 AITC kao manje zastupljena komponenta (15,39%) u etericnom ulju crne gorusSice (slika
44). Nakon MAD i MHG tehnika ekstrakcije, u etericnom ulju i ekstraktu crne gorusice prisutni
su jo§ 3,4-epitiobutanonitril, but-3-enil-ITC i AITC (slike 45 i 46). Benzenpropanonitril i 2-
feniletil-ITC identificirani su u eteri¢nom ulju crne goruSice nakon MAD tehnike ekstrakcije
(tablica 3). Nastanak epitionitrila u etericnom ulju i ekstraktu crne goruSice nakon MAD i MHG
tehnika ekstrakcije moZe se objasniti prisutnoscu epitiospecificnog proteina (ESP). Nadalje,
sjeme crne goruSice za mikrovalnu ekstrakciju namakano je duZi vremenski period pri sobnoj
temperaturi zbog Cega je omogucena aktivnost ESP-a. Nakon Clevenger hidrodestilacije ne
dolazi do nastanka epitionitrila u etri¢cnom ulju crne goruSice upravo zbog neposrednog
namakanja prije same hidrodestilacije. Kod Clevenger hidrodestilacije u kratkom vremenu se
postize visoka temperatura (~100 °C kod Clevenger hidrodestilacije) koja onemogucava
aktivnost ESP-a upravo zbog njegove temperaturne osjetljivosti. ESP je potreban za razgradnju
GSL-a u epitionitrile i nitrile, ali ne i u ITC-e (Eisenschmidt-Bonn i sur., 2019).

Nedostatak Zeljenih razgradnih produkata GSL-a (ITC-a) u hlapljivim izolatima bijele
goruSice moZe se objasniti da glukosinalbin, koji je karakteristi¢an za sjemenke bijele gorusice,
hidrolizom prvenstveno daje p-hidroksibenzil-ITC, spoj koji je nestabilan zbog reakcije s
vodom 1 moZe se dalje razgraditi na razne spojeve $to ovisi o pH, ionima metala i proteinima
(Paunovi¢ i sur., 2012; Bones i Rossiter, 2006). Divlja gorusica, koja je u dalekom srodstvu s

bijelom goruSicom, isto sadrzi glukosinalbin (Agerbirk i sur., 2008) Sto takoder moze biti
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objasnjenje zasto nema razgradnih produkata GSL-a (ITC-a) u hlapljivim izolatima divlje
gorusice.

Yu i sur. (2003) primijenili su razliCite uvjete za dobivanje eteri¢nog ulja smede gorusice

koji su ukljucivali namakanje u puferu pH 4,5 uz dodatak askorbinske kiseline, ekstrakciju na
temperaturi od 70 °C tijekom 2 sata i naknadnu destilaciju vodenom parom. Eteri¢no ulje
dobiveno pri ovim uvjetima sadrZavalo je manji postotak AITC-a nego u ovom istraZivanju
zbog njegove nestabilnosti i stvaranja drugih hlapljivih spojeva (npr. sulfida). Singh i sur.
(2017) proveli su istrazivanje gdje su dobili niZi postotak AITC-a u odnosu na ovo istraZivanje
i veéi sadrzaj but-3-enil-ITC-a u etericnom ulju smede goruSice nakon Clevenger
hidrodestilacije tijekom 6 sati.
Kao sto je prethodno spomenuto, glavni hlapljivi spojevi crne goruSice dobiveni su razgradnjom
but-3-enil-GSL-a. Glavne komponente nakon Clevenger hidrodestilacije, MAD-a, MHG-a bile
su but-3-enil-ITC i 4,5-epitiopentanonitril. Namakanje u vodi prije mikrovalne izolacije
omogucilo je stvaranje epitionitrila kod crne goruSice. Kada je ESP prisutan u biljnom
materijalu, sadrzaj ITC-a se smanjuje u korist alternativnih produkata razgradnje, nitrila i
epitionitrila (Eisenschmidt-Bonn i sur., 2019), §to je u skladu s dobivenim rezultatima nakon
mikrovalne izolacije u ovom istraZivanju. Suprotno rezultatima dobivenim u ovom istraZivanju,
Mejia-Garibay i sur. (2015) izvijestili su o AITC-u kao glavnoj komponenti u eteri¢nom ulju
crne goruSice koja potjece od alil-GSL-a. Takoder, rezultati dobiveni u ovom istraZivanju
pokazali su da produkti razgradnje GSL-a nastali toplinskom razgradnjom tijekom
hidrodestilacije nakon 2,5 sata daju veci prinos nego u slu¢aju MAD-a i MHG-a gdje su
produkti razgradnje GSL-a proizvedeni enzimatskom razgradnjom (30 min) nakon cega je
uslijedila termicka razgradnja (u trajanju od 30, odnosno 15 min) (tablica 3).

Hlapljivi spojevi iz sjemenki biljke visoki dragoljub takoder su izolirani Clevenger
hidrodestilacijom, MAD i MHG tehnikom ekstrakcije (tablica 4, slike 47-49). Glavni hlapljivi
Spoj prisutan u etericnim uljima i ekstraktu visokog dragoljuba je BITC nakon sve tri tehnike
ekstrakcije. BCN je prisutan kao manja komponenta nakon Clevenger hidrodestilacije i MAD
tehnike (3,52%) (slika 47 i 48), dok je nakon MHG tehnike prisutan u znatno vecem postotku
(37,00%) (tablica 4, slika 49). GC-MS/MS analiza pokazala je da je nakon MHG tehnike u
ekstraktu visokog dragoljuba prisutan i benzaldehid u manjoj koncentraciji (slika 49, tablica 4).
Bloem i sur. (2008) izvijestili su da je benzil-GSL jedini GSL prisutan u biljci dragoljub, a
nakon konzumacije BITC je njegov razgradni produkt koji je identificiran u urinu prasadi. U

dragoljubu, BITC je glavna komponenta (82,5%) dobivena procesom hidrodestilacije
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(Benyelles i sur., 2015), Sto je slicno rezultatima ovog istraZivanja. BITC je pronadena kao
glavna komponenta u etericnom ulju visokog dragoljuba (97,81%), a BCN (2-fenilacetonitril)
je spoj prisutan u malom postotku (0,80%) nakon 30 min tretmana i primjene snage
mikrovalovima od 500 W pomo¢u MAD-a (Vrca i sur., 2021b). Ovi hlapljivi spojevi takoder
su prisutni i u ekstraktu visokog dragoljuba nakon MHG ekstrakcije, ali u razli¢itim
koncentracijama. Veca koli¢ina BCN-a u ekstraktu nakon MHG i Clevenger hidrodestilacije
(37,00%, odnosno 3,52%) moZe se objasniti gore spomenutom prisutno§éu ESP-a. Interakcija
ESP-a s enzimom mirozinazom, kao $to je ve¢ spomenuto, preusmjerava reakciju prema
proizvodnji epitionitrila ili nitrila ovisno o strukturi GSL-a (Kissen i sur., 2008). Duze
namakanje sjemena visokog dragoljuba u vodi prije MHG omogucilo je stvaranje BCN-a, §to
objasnjava njegov visok postotak u ekstraktu sjemenki visokog dragoljuba. Poznato je da se
aktivnost ESP-a znacajno smanjuje na temperaturi od 50 °C ili viSoj (Mathuseski i sur., 2004).
Bazylko i sur. (2013) takoder su izvijestili o prisutnosti BITC-a u dragoljubu u razli¢itim
koli¢inama (7,4 + 2,2 — 277,6 £ 57,0 ug/g), ali je pripravak ekstrakata bio druk¢iji (vodeni i
hidroetanolni ekstrakti). Prema Wielanek i sur. (2004), nakon in vitro hidrolize benzil-GSL-a u
dlakavom korijenu dragoljuba, produkti razgradnje bili su BITC, BCN i benzil-tiocijanat
(BTC). Hlapljivi spojevi identificirani u etericnim uljima i ekstraktu dragoljuba u ovom
provedenom istraZivanju od velike su vaZnosti upravo zbog svoje izuzetne bioloske aktivnosti
(Dias i sur., 2014; Dufour 1 sur., 2015; Garzon 1 Wrolstadt, 2009; Pintao i sur., 1995). Prema
Blazevi¢ i sur. (2020b), prinos etericnog ulja dobivenog iz biljaka koje sadrze GSL-e
primjenom MAD-a je manji od prinosa dobivenog konvencionalnim tehnikama ekstrakcije
(Clevenger hidrodestilacija), a §to je u skladu i rezultatima ovog istrazivanja (tablica 4). Unatoc
nizem prinosu hlapljivih izolata, moderne tehnike ekstrakcije poput MAD-a nude i druge
prednosti poput kraceg vremena ekstrakcije, manje potro$nje energije i smanjene opasnosti za

okoli§ (manje izbacivanja CO2 u atmosferu) (Moradi i sur., 2018; Mohamadi i sur., 2013).
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5.2. In vitro probava

Faktori koji utjeCu na metodu in vitro probave su: enzimska aktivnost, sastav iona i
vrijeme probave (Furlund i sur., 2012; Vrca i sur., 2021a; Vrca i sur, 2021b). U svrhu $to
preciznijeg izvodenja metode in vitro probave, potrebno je odrediti enzimsku aktivnost ljudskih
probavnih sokova te uraditi usporedbu s aktivnoS¢u komercijalnih probavnih enzima. KoriStena
metoda (Almaas i sur., 2011) detaljno je opisana u poglavlju 3.8.2. Tijekom eksperimentalnog
rada in vitro metode probave s ljudskim i komercijalnim probavnim enzimima koriSten je
volumen Zelucanog soka koji je odgovarao enzimatskoj aktivnosti od 13 U za in vitro probavu.
U radu je koriSten volumen crijevnog soka koji je odgovarao enzimatskoj aktivnosti od 26 U za

in vitro probavu.

5.2.1. In vitro probava glukozinolata

Koncentracija GSL-a te njihova identifikacija prije i nakon provedene in vitro probave
u Zelucu i u tankom crijevu odredena je UHPLC/MS-MS tehnikom analize. Stabilnost GSL-a
odredena je omjerom izmedu njihove koncentracije prije i nakon in vitro probave u Zelucu i
tankom crijevu. GSL-i iz sjemena bijele, smede i crne goruSice podvrgnuti su dvofaznom in
vitro modelu probave pomoc¢u komercijalnih i ljudskih probavnih enzima. Glukotropeolin
prisutan u sjemenu visokog dragoljuba podvrgnut je in vitro modelu probave pomocu ljudskih
probavnih enzima.

Glukosinalbin, glavni GSL prisutan u bijeloj gorusici pokazuje visoku biodostupnost
(stabilnost) nakon obje ZeluCane faze (> 85%) (tablica 5). In vitro zZelu€ana probava s ljudskim
probavnim enzimima pokazuje statisticku znacajnost u odnosu na neprobavljeni uzorak (p <
0,05) (tablica 5). Kod in vitro crijevne faze s komercijalnim enzimima njegova stabilnost je
smanjena gotovo za tre¢inu i pokazuje statisticki zna€ajnu razliku u odnosu na neprobavljeni
uzorak (p < 0,05), a nakon in vitro crijevne faze s ljudskim probavnim enzimima pokazuje
gotovo jednaku stabilnost kao i nakon Zelu€anih faza (tablica 5).

Sinigrin (alil-GSL) je glavni GSL prisutan u sjemenu smede goruSice.
Hidroksiglukobrasicin je takoder prisutan u smedoj goruSici kao manje zastupljena
komponenta. Koncentracija i biodostupnost (stabilnost) sinigrina i 4-hidroksiglukobrasicina u
neprobavljenom uzorku i u uzorcima podvrgnutim ZeluCanim i crijevnim fazama probave
prikazane su u tablicama 6 i 7. Alifatski GSL sinigrin, prisutan u smedoj gorusici, gotovo je

jednako stabilan u in vitro Zelucanoj fazi s ljudskim probavnim enzimima kao i u
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neprobavljenom uzorku (> 90%). Njegova biodostupnost nakon in vitro ZeluCane faze s
komercijalnim enzimima je znacajno manja u odnosu na in vitro Zeluanu fazu s ljudskim
probavnim enzimima, ali i dalje sinigrin pokazuje vecu stabilnost kod Zelu€anih faza u odnosu
na crijevne faze s obje vrste enzima (tablica 6). Obje crijevne faze kod probave sinigrina
pokazuju statisticki znac¢ajnu razliku u odnosu na neprobavljeni uzorak (p < 0,05). GSL 4-
hidroksiglukobrasicin u smedoj goruSici prisutan je kao manja komponenta koja pokazuje
gotovo potpunu stabilnost kod obje Zelucane faze u odnosu na neprobavljeni uzorak te znacajnu
razgradnju kod obje crijevne faze (< 50%) (tablica 7) sa statisticki znacajnom razlikom od p <
0,05 nakon in vitro crijevne faze s komercijalnim probavnim enzimima i p < 0,05 i nakon in
vitro crijevne faze s ljudskim probavnim enzimima.

Glukonapin je glavni GSL prisutan u sjemenkama crne goruSice. Sinigrin i 4-
hidroksiglukobrasicin su GSL-i takoder prisutni u crnoj gorusici, ali u manjim koncentracijama.
Koncentracija 1 biodostupnost glukonapina, sinigrina i 4-hidroksiglukobrasicina u
neprobavljenom uzorku i u uzorcima podvrgnutim Zelu€anim i crijevnim fazama probave
prikazane su u tablicama 8-10.

GSL-i prisutni u crnoj gorusici pokazuju vecu stabilnost kod in vitro Zelucanih faza u

odnosu na crijevne faze kod simuliranog dvofaznog modela probave (tablice 8-10). Glukonapin
je najmanje stabilan nakon in vitro crijevne faze s komercijalnim enzimima gdje je njegova
biodostupnost manja od tre¢ine u odnosu na neprobavljeni uzorak (tablica 8). Obje crijevne
faze kod probave glukonapina pokazuju statisticki znacajnu razliku u odnosu na neprobavljeni
uzorak (p < 0,05 nakon in vitro crijevne faze s komercijalnim probavnim enzimima i p < 0,05 i
nakon in vitro crijevne faze s ljudskim probavnim enzimima).
Sinigrin takoder pokazuje visoku stabilnost kod Zeluc¢anih faza i znacajnu razgradnju nakon
crijevnih faza (< 25% nakon in vitro crijevne faze s komercijalnim enzimima i < 50 % nakon
in vitro crijevne faze s ljudskim probavnim enzimima). Obje crijevne faze kod probave sinigrina
prisutnog u crnoj gorusici pokazuju statisticki znacajnu razliku u odnosu na neprobavljeni
uzorak (p < 0,05). GSL 4-hidroksiglukobrasicin pokazuje skoro potpuno razgradnju u crijevnim
fazama u odnosu na Zelucane faze i neprobavljeni uzorak sa statisticki zna¢ajnom razlikom od
p < 0,05 (tablica 10).

Glukotropeolin je glavni i jedini GSL prisutan u sjemenkama visokog dragoljuba.
Koncentracija i biodostupnost glukotropeolina u neprobavljenom uzorku i u uzorcima
podvrgnutim in vitro Zelucanoj i crijevnoj fazi probave s ljudskim probavnim enzimima

prikazane su u tablici 11.
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Glukotropeolin prisutan u sjemenu visokog dragoljuba pokazuje vecu stabilnost kod in vitro
Zelu€ane faze u odnosu na crijevnu fazu kod simuliranog dvofaznog modela probave isto kao i
GSL-i prisutni u razli€itim vrstama goruSica. Glukotropeolin, isto kao i glukosinalbin, je
aromatski GSL te se iz dobivenih rezultata moze zakljuciti da su aromatski GSL-i najstabilniji
nakon obje faze probave s ljudskim probavnim enzimima i to u iznosu > 80%.

Stabilnost i biodostupnost pojedinih bioaktivnih komponenti koje se nalaze u hrani
nisu uvijek poznate, stoga ih je poZeljno ispitati postupcima in vitro probave Kkoristeci
komercijalne i ljudske probavne enzime koji se obicno sastoji od dvije faze, oponaSanje
Zeluc€ane i crijevne faze probave (Vrcai sur., 2021a; Vrcai sur, 2021b). Hidroliza GSL-a odvija
se 1 u gornjem probavnom traktu, dok se apsorpcija produkata hidrolize dogada u crijevnom
traktu (Kuljarachanan i sur., 2021). Djelovanje ZeluCane kiseline u Zelucanoj fazi podupire
stvaranje produkata razgradnje na bazi nitrila, koji inae imaju manje pozitivne zdravstvene
ucinke od poZeljnih ITC-a (Hanschen i sur., 2017; Kuljarachanan i sur., 2021). Ipak, buduci da
se vecina povréa Brassica obi¢no kuha prije konzumacije, dolazi do inaktivacije endogene
mirozinaze. U tom slucaju, intaktni GSL-i, koji su prili¢no stabilni na toplini i pri kiselim
uvjetima, kre¢u se kroz probavni trakt i ulaze u debelo crijevo, a koje potom hidroliziraju
crijevne bakterije (Kuljarachanan i sur., 2021). Uz pH od 1,0-3,0 tijekom procesa probave,
Zeludac djeluje kao barijera protiv infekcija i trovanja hranom. Kako bi se istrazili utjecaji u
ovoj fazi, ekstrakti GSL-a su podvrgnuti pH 2 upotrebom komercijalnih i ljudskih Zelu€anih
sokova. U ovim dvofaznim in vitro modelima probave s komercijalnim i ljudskim probavnim
enzimima, trajanje Zelucane faze je postavljeno na 30 min, $to oponasa vrlo kratko vrijeme
prolaska tekuéine u Zelucu. Prethodne studije koje su se bavile utjecajem kiselosti na GSL-e
pokazale su da nizak pH ima mali utjecaj, odnosno da se u nekim slucajevima uopcée ne
uocCavaju produkti razgradnje (Vaughn i Berhow, 2005; Blazevi¢ i sur., 2014), s ¢ime se
generalno slazu i rezultati dobiveni u ovom istraZivanju. Prema Blazevi¢ i sur. (2020), glavni
GSL glukorafenin iz Mathiole incana L. pokazuje visoku biodostupnost nakon in vitro Zelucane
faze s ljudskim probavnim enzimima (90-93%), §to je u skladu s dobivenim rezultatima ovog
istrazivanja. Vallejo i sur. (2004) izvijestili su da probavna faza koja ukljucuje pepsin ima
znacajan ucinak na stabilnost GSL-a brokule, $to je suprotno od dobivenih razultata gdje je
ve¢ina GSL-a pokazala visoku ili potpunu stabilnost (biodostupnost). Jedno od objasnjenja
zaSto je doslo do vece razgradnje GSL-a u njihovoj Zelu€anoj fazi je trajanje same faze koja je
iznosila 2 sata te potencijalna razgradnja GSL-a u nitrile pri kiselim uvjetima. Za aktiviranje,

odnosno potpuni proces transformacije GSL-a, kako su izvijestili Frandsen i sur. (2019), €ini
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se da su potrebni dodatni uvjeti kao §to je prisutnost iona Zeljeza. Duodenum, gdje pH naglo
raste na 6,5-7,5, djeluje kao pH “komora za hladenje” probavnog procesa. U ovom provedenom
istrazivanju, za simulaciju in vitro i ex vivo procesa probave, koriSteni su crijevni komercijalni
1 ljudski sokovi pH~7,0, a trajanje je postavljeno na 120 min, oponasajuci produljeno vrijeme
crijevne faze koje je potrebno zbog potpunije apsorpcije. U crijevnim fazama, svi GSL-i su
pokazali veci stupanj razgradnje u odnosu na Zelu€ane faze. Prema istraZivanju Fernandez-Leon
i sur. (2017), promatraju¢i pojedinacno intaktne GSL-e u brokuli ,,Parthenon® i savojskom
kupusu ,,Dama®, indolni GSL-i su pokazali najvecu stabilnost. Razgradnju GSL-a ljudskom
probavnom mikroflorom prethodno je istraZivalo nekoliko autora (Elfoul i sur., 2001; Krul i
sur., 2002; Cheng i sur., 2004). GSL se moze hidrolizirati dijelom zbog nedenaturirane
mirozinaze koja ostaje u biljci koja se konzumira, a produkti razgradnje mogu se apsorbirati.
Medutim, ¢ak i ako se enzimi mirozinaze inaktiviraju kuhanjem biljnog materijala, pretvorba
GSL-a u ITC-e i dalje moZe biti posredovana bakterijskom mikroflorom unutar debelog crijeva
(Dinkova-Kostova i Kostov, 2012).

Fokus ovog provedenog istrazivanja bio je procijeniti biodostupnost (stabilnost) GSL-a u
Zelucu i tankom crijevu nakon simuliranog modela probave koji se temelji na komercijalnim i
ljudskim probavnim sokovima. KoriSteni su ljudski probavni sokovi jer sadrze sloZenu
mjeSavinu enzima prisutnih u viSe izoforma, inhibitora enzima i Zu¢nih soli koje su klju¢ne za
proces probave, za razliku od Siroko koriStenih komercijalnih probavnih enzima (lipaza,
pankreatin, pepsin, ekstrakt Zuci) (Eriksen i sur.; 2010, Furlund i sur., 2012). Takoder su
koriSteni i komercijalni probavni sokovi (Zelu€ani ekstrakt kuni¢a, pankreatin, Zu¢ne soli) zbog
usporedbe dviju metoda. Iz dobivenih rezultata, mozZe se zakljuciti, da na biodstupnost GSL-a,
osim razli¢itih enzima (ljudskih i komercijalnih), utjece i njihova struktura te koncentracija u

samom biljnom materijalu.

5.2.2. In vitro probava izotiocijanata

ITC-i, najpoznatiji i najvise istraZivani razgradni produkti GSL-a, pokazuju povoljne
ucinke na ljudsko zdravlje, stoga je njihova stabilnost (biodostupnost) nakon probave osobito
vazna i zanimljiva. Sadrzaj ITC-a prije i nakon provedene in vitro probave u Zelucu i u tankom
crijevu odreden je GC-MS/MS analizom i prikazan u tablicama 12-14.
Stabilnost ITC-a odredena je omjerom izmedu njihove koncentracije prije i nakon in vitro

probave u Zelucu i tankom crijevu.
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Rezultati analize pokazali su da su Cisti spojevi AITC i BITC, te BITC iz etericnog ulja
sjemena visokog dragoljuba stabilniji nakon in vitro Zelu€anih faza probave isto kao i njihovi
prekursori, GSL-i (tablice 12-14). Stabilnost AITC-a nakon in vitro zeluCane faze s
komercijalnim enzimima iznosi 85,14%, a nakon in vitro Zelu¢ane faze probave s ljudskim
probavnim sokovima 86,27%. Obje ZeluCane faze pokazuju statisticku znacajnu razliku u
odnosu na neprobavljeni uzorak AITC-a (p < 0,05). Nakon in vitro crijevne faze s
komercijalnim enzimima, stabilnost AITC-a bila je dvostruko manja u odnosu na neprobavljeni
uzorak (100,00%). Nakon in vitro crijevne faze s ljudskim probavnim enzimima, stabilnost
AITC-a bila je skoro trostruko manja u odnosu na in vitro Zelu¢anu fazu s ljudskim probavnim
enzimima (tablica 12). Takoder, crijevne faze pokazuju statistiCku znacajnu razliku u odnosu
na neprobavljeni uzorak AITC-a (p < 0,05 nakon in vitro crijevne faze s komercijalnim
enzimima i p < 0,05 nakon in vitro crijevne faze s ljudskim probavnim enzimima).

Nakon in vitro ZeluCane faze s komercijalnim probavnim enzimima stabilnost BITC-a
u etericnom ulju dragoljuba iznosi 97,57%, a s ljudskim probavnim enzimima iznosi 73,47% u
odnosu na neprobavljeni uzorak. S druge strane, BITC iz etericnog ulja podvrgnut crijevnoj fazi
probave je manje stabilan jer se njegova koncentracija smanjila za gotovo treinu svoje
vrijednosti u odnosu na neprobavljeni uzorak nakon in vitro metode probave s komercijalnim
enzimima (71,17%) te gotovo polovinu u odnosu na neprobavljeni uzorak nakon in vitro metode
probave s ljudskim probavnim enzimima te iznosi 54,90%. Uzorak nakon in vitro metode
probave s ljudskim probavnim enzimima pokazuje statisticki znacajnu razliku u odnosu na
neprobavljeni uzorak (p < 0,05). BITC iz eteri¢nog ulja stabilniji je u Zelu¢anoj nego u crijevnoj
fazi probave, a samim time je i njegova biodostupnost u Zelucu znatno veca nakon in vitro
metode probave, dok je u crijevnoj fazi nakon primjene obiju metoda doslo do znacajnije
razgradnje. Koncentracija Cistog spoja BITC-a nakon in vitro Zelucane faze s komercijalnim
enzimima manja je nego kod eteri¢nog ulja dragoljuba te iznosi 79,23%, a nakon koriStenja
ljudskih crijevnih probavnih enzima 72,24%. Koncentracija Cistog spoja BITC-a nakon in vitro
crijevne faze s komercijalnim enzimima iznosi 70,36% iz ¢ega se moze zakljuciti da je Cisti
spoj BITC manje stabilan kod obje faze in vitro metode probave u odnosu na neprobavljeni
uzorak, a nakon in vitro crijevne faze s ljudskim probavnim enzimima dolazi do njegove blaze
razgradnje u odnosu na Zeluc¢anu fazu i njegova biodostupnost iznosi 64,70%. Svi probavljeni
uzorci ne pokazuju statisticki znacajnu razliku u odnosu na neprobavljeni uzorak. BITC iz
etericnog ulja i Cisti spoj sveukupno su stabilniji u odnosu na €isti spoj AITC. Jedan od mogucih

razloga zaSto je BITC stabilniji u odnosu na AITC leZi u njegovoj strukturi. Naime, BITC spada
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u aromatske ITC-e, a AITC u alifatske ITC-e, zbog Cega se iz dobivenih rezultata, moze
zakljuditi da su alifatski ITC-i manje stabilni, isto kao i njihovi prekursori GSL-i.

Brojni su razlozi zbog kojih moZe do¢i do promjene koncentracije, odnosno stabilnosti ciljanih
spojeva pa tako i biodostupnosti nakon razli¢itih metoda probave poput razlike izmedu sastava
komercijalnih i ljudskih probavnih enzima. Ljudski probavni sokovi sastoje se od enzima
razli¢itih izoforma koji se mogu razlikovati s obzirom na specifi¢nost i aktivnost od pro¢i§¢enih
Zivotinjskih enzima koji se koriste za oponaSanje in vitro metode probave. Ljudski probavni
sokovi sadrze enzime i kofaktore u fizioloskoj kombinaciji i zbog toga mogu imati prednost u
odnosu na umjetne otopine sastavljene od procis¢enih komercijalnih enzima. Takoder se moze
pretpostaviti da je jedan od razloga razlicite stabilnosti izmedu etericnog ulja dragoljuba i Cistog
spoja BITC-a taj $to se u etericnom ulju dragoljuba, osim BITC-a, nalaze i drugi spojevi koji u
primijenjenim uvjetima mogu doprinijeti uocenim razlikama, a Sto bi trebalo dodatno istraziti.
Nadalje, prema dostupnoj literaturi nema istraZivanja koja kompariraju in vitro model probave
s komercijalnim i ljudskim probavnim enzimima budu¢i da se prema gore navedenim
karakteristikama probavnih ljudskih i komercijalnih sokova mogu ocekivati odredene razlike u
dobivenim rezultatima.

Prema dostupnoj znanstvenoj literaturi, nema podataka o gastrointestinalnoj stabilnosti
AITC-aiBITC-a, odnosno opcenito je malo poznato o gastrointestinalnoj stabilnosti razgradnih
produkata GSL-a. Prema Puangkamu i sur. (2017), in vitro metoda probave pokazala je
znacajan ucinak na 2-fenetil-ITC, tj. njegova stabilnost je smanjena za polovicu, §to je u skladu
1 s rezultatima u ovom istraZivanju da in vitro probava znacajno utjece na njihovu stabilnost.
Rodriguez-Hernandez i sur. (2013) takoder su dokazali da se koli¢ina ITC-a smanjuje nakon in
vitro metode probave. Prema istraZivanju, a u okviru ovog doktorskog rada, BITC je stabilniji
nakon ZeluCanih faza nego nakon crijevnih faza in vitro metodom probave koriStenjem
komercijalnih i ljudskih probavnih enzima (Vrca i sur., 2021b). Prema Kawakishiju i sur.
(1987), proteoliticka probavljivost proteinsko-AITC adukta ispitana je na govedem serumu
albumin-AITC adukt pomocu tripsina, kimotripsina i pepsina. Probavljivost s tripsinom i
kimotripsinom bila je znacajno smanjena, dok s pepsinom ne, $to je takoder u skladu s
dobivenim rezultatima ovog istrazivanja. U jednoj objavljenoj studiji na Iljudima,
bioraspoloZivost AITC-a bila je 1,3 puta veca kada se brokula uzimala zajedno s mesom
(Rungapmestry i sur., 2007).

Dobiveni rezultati jasno su pokazali i razlike u stopi stabilnosti AITC-a, BITC-a u

¢istom obliku i inkorporiranom u etericnom ulju visokog dragoljuba, kao i izmedu in vitro
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metoda probave koriste¢i razliCite probavne enzime. Enzimska sloZenost ljudskih probavnih
sokova razlikuje se u odnosu na komercijalne probavne enzime. Kod ljudi su detektirane
sljede¢e komponente Zelu¢anih sokova: pepsin, tripsin, gastriksin, Zu¢, mali peptidi i fragmenti
proteina (Foltz i sur., 2015). Duodenalni sok sadrZi pankreasne i crijevne enzime kao $to su
proteoliticki enzimi, crijevne lipaze, enterokinaze, tripsinogen, kimtripsinogen i amilaza (Hur i
sur., 2011). Slabija gastrointestinalna stabilnost ¢istog BITC-a u usporedbi sa stabilno$¢u
BITC-a unutar eteri¢nog ulja visokog dragoljuba mogla bi biti povezana s zaStitnim u¢inkom
matriksa pod gastrointestinalnim uvjetima. Takoder se mozZe pretpostaviti da je jedan od razloga
razlicite stope stabilnosti BITC-a prisutnog u etericnom ulju sjemenki visokog dragoljuba i
Cistog spoja, da etericno ulje iz sjemenki visokog dragoljuba, osim BITC-a, sadrzi i druge
spojeve poput BCN-a koji moZe doprinijeti uocenim razlikama u primijenjenim uvjetima, $to,
naravno, treba dodatno istraziti. Cinjenica je da se opéenito malo zna o stabilnosti ITC-a i

drugih razgradnih produkata GSL-a (Oliviero i sur., 2018).

5.3. Hipoglikemijska aktivnost glukozinolata u goruSicama i visokom dragoljubu

U tablici 15 prikazana je hipoglikemijska aktivnost (inhibicija enzima a-glukozidaze)
Cistih spojeva GSL-a sinigrina, glukonapina i glukotropeolina te akarboze kao kontrole.
Sinigrin i glukonapin ne pokazuju inhibiciju enzima a-glukozidaze i a-amilaze (podaci nisu
prikazani), izuzev glukotropeolina koji pokazuje nisku stopu inhibicije enzima a-glukozidaze
od 3,31 £ 0,1%. Akarboza, koja se uzima kao kontrola, pokazala je hipoglikemijsku aktivnost
(inhibicija a-glukozidaze) od 62,31 £ 1,5%.

Ispitivanje hipoglikemijske aktivnosti komponenti hrane vaZno je zbog poveznice sa
Se¢ernom boles¢u. Drugi naziv za SeCernu bolest (dijabetes) je globalna epidemija jer broj
oboljelih osoba u svijetu rapidno se povecava. Jedan od najznacajnijih razloga je promjena
nacina Zivota koju obiljeZava ve¢i unos visokokaloricne hrane i smanjena tjelesna aktivnost.
Svjetske procjene govore da 537 milijuna osoba u dobi od 20 do 79 godina Zivi sa Se¢ernom
boles¢u. Prema podacima CroDiab Registra osoba sa Se¢ernom boles¢u, u Hrvatskoj je u 2021.
bilo 327 785 osoba sa Se¢ernom bolesti, a broj oboljelih povecava se iz godine u godinu.
Seéerna bolest je tre¢i vode¢i uzrok smrti sa udjelom od 8,2% u 2020. godini (Diabetesatlas,
2022.). Inhibicija enzima a-glukozidaze i a-amilaze pomaZe u smanjenju postprandijalne
glikemije smanjenjem brzine apsorpcije glukoze i stoga moze biti vaZna strategija u lijeCenju

hiperglikemije povezane s dijabetesom tipa 2. Zbog svoje nespecifi¢nosti u ciljanju razlicitih

132



Doktorski rad — Ivana Vrca Rasprava

glikozidaza, hipoglikemijska sredstva poput akarboze, miglitola i vogliboze imaju svoja
ograni¢enja i1 poznato je da izazivaju ozbiljne nuspojave (Ponnusamy i sur., 2011). Stoga je
ispitivanje sigurnijih, specifi¢nijih i ucinkovitijih hipoglikemijskih sredstava i dalje vaZno
podrugje istraZivanja. Dobiveni rezultati u skladu s do sada poznatim studijama prema kojima
GSL-i nisu bioloski aktivni spojevi (Barba i sur., 2016; Al-Gendy i sur., 2016) te se iz

provedenog istrazivanja moZe zakljuciti da nemaju hipoglikemijsku aktivnost.

5.4. Antiproliferativna aktivnost
5.4.1. Antiproliferativna aktivnost eteri¢nih ulja i ekstrakata smede i crne gorusice MTT
metodom

Antiproliferativna aktivnost eteri¢nih ulja i ekstrakata smede i crne goruSice ispitana je
na MDA-MB-231 stani¢noj liniji raka dojke i TCCSUP stani¢noj liniji raka mokra¢nog mjehura
mjerenjem stani¢nog metabolizma koriste¢i MTT metodu nakon 72 h i pri koncentracijama od
1, 5,10,501 100 pg/mL (slike 50-53).

Najbolja antiproliferativna aktivnost smede gorusice na MDA-MB-231 stani¢nu liniju
raka dojke dobivena je za MHG ekstrakt koji ima ICso vrijednost od 57,6 pg/mL, zatim
Clevenger hidrodestilacijski ekstrakt s ICs vrijednos$¢u od 105,4 ug/mL dok je MAD ekstrakt
pokazao 33,0% pri koncentraciji od 100 pg/mL (slika 50). Crna gorusica pokazala je jos bolju
antiproliferativnu aktivnost na stani¢nu liniju raka dojke MDA-MB-231 gdje je MHG ekstrakt
takoder pokazao najbolju aktivnost s ICso vrijednos¢u od 9,1 pg/mL, a zatim Clevenger
hidrodestilacijski ekstrakt s ICso vrijedno$¢u od 23,3 pg/mL i MAD ekstrakt koji je pokazao
25,9% pri 100 pg/mL (slika 51). Hlapljivi izolati smede goruSice pokazali su slabu aktivnost
protiv TCCSUP stanicne linije raka mokraénog mjehura s 49,3%, 19,0% i 16,6% pri 100 pg/mL
za MHG, MAD i Clevenger hidrodestilacijski ekstrakt, redom (slika 52). MHG ekstrakt crne
goruSice pokazao je najbolju antiproliferativnu aktivnost na stani¢nu liniju raka mokra¢nog
mjehura TCCSUP s vrijedno$¢u ICso od 27,21 pg/mL, nakon Cega slijedi ekstrakt Clevenger
hidrodestilacije s vrijedno$¢u ICsp od 71,3 pg/mL i MAD ekstrakt koji pokazuje 29,4% pri 10
pg/mL (slika 53).

Budué¢i da je karcinom znacajan javnozdravstveni problem te drugi vode¢i uzrok smrti
iza bolesti srca i krvnih Zila u Republici Hrvatskoj (HZJZ, 2018), antiproliferativna aktivnost
razgradnih produkata GSL-a i drugih prirodnih bioaktivnih spojeva vrlo se intenzivno istraZuje.

Mnoga znanstvena istraZivanja pokazala su da konzumiranje biljaka iz reda Brassicales moze

133



Doktorski rad — Ivana Vrca Rasprava

smanjiti rizik od raka mokra¢nog mjehura, tankog crijeva, debelog crijeva, pluca, jetre,
jednjaka, Zeluca, raka dojke i prostate zbog prisutnih hlapljivih spojeva kao §to su ITC-i i
njihovi metaboliti (Drozdowska i sur., 2020; Veeranki i sur., 2015), stoga je vazno ispitati
njihovu antiproliferativnu aktivnost. Bassan i sur. (2018) izvijestili su da se konzumiranjem
Brassica povr¢a smanjuje rizik od raka dojke, Sto ukljucuje i goruSice. Opcenito, dobiveni
rezultati sugeriraju umjereni antiproliferativni u¢inak razgradnih produkata GSL-a iz goruSica
(tj. ITC-a, epitionitrila) na stani¢noj liniji raka dojke MDA-MB-231. Prema Bo i sur. (2016)
AITC inducira stani¢ne morfoloske promjene i inducira apoptozu u stani¢noj liniji raka dojke
MDA-MB-231 putem GADD153 mehanizma. Conde-Rioll i sur. (2018) identificirali su 3,4-
epitiobutanonitril kao glavni aktivni spoj iz biljke L. latifolium koji ubija veliki broj stanica iz
ljudskih stani¢nih linija raka, ukljucujuéi stani¢nu liniju raka dojke MDA-MB-231, s ¢ime se
slazu rezultati dobiveni u ovom istrazivanju da epitionitrili prisutni u MHG ekstraktu crne
goruSice imaju umjerenu antiproliferativnu aktivnost. Naprotiv, Sayeed i sur. (2018) nisu
izvijestili o inhibicijskom u€inku AITC-a na stani¢nu liniju raka dojke MDA-MB-231. In vitro
i in vivo modeli pokazuju da izloZenost ITC-ima ima izvrstan potencijal protiv karcinogeneze
raka mokra¢nog mjehura (Bassan i sur., 2018). Prema Blazevi¢ i sur. (2019) AITC je pokazao
antiproliferativno djelovanje na ljudski mjehur i glioblastom stani¢ne linije raka (UM-UC-3 i
LLN229) nakon 72 sata s vrijednostima ICsp od 28,2, odnosno 77,2 pg/mL., dok uzorci sa AITC-
om u ovom istraZivanju pokazuju slabiji antiproliferativni u¢inak na MDA-MB-231 stani¢noj
liniji raka dojke i TCCSUP stanic¢noj liniji raka mokra¢nog mjehura. Prema Savio i sur. (2015)
AITC takoder utjece na morfoloske promjene i inhibira stani¢nu proliferaciju stani¢ne linije

ljudskog mokra¢nog mjehura (RT4 i T24).

5.4.2. Antiproliferativna aktivnost eteri¢nih ulja i ekstrakta dragoljuba, te Cistih spojeva
BITC-ai BCN-a MTT i MTS metodom

Antiproliferativna aktivnost eteri¢nih ulja i ekstrakata visokog dragoljuba ispitana je
zajedno na MDA-MB-231 stani¢noj liniji raka dojke i TCCSUP stani¢noj liniji raka mokra¢nog
mjehura mjerenjem stanicnog metabolizma koriste¢i MTT metodu nakon 4, 24, 48 i 72 h pri
koncentracijama od 1, 5, 10, 501 100 pg/mL (slike 54 i 55).

Etericno ulje visokog dragoljuba nakon Clevenger hidrodestilacije pokazalo je visoku
antiproliferativnu u¢inkovitost na stani¢nu liniju MDA-MB-231 nakon 4, 24, 48 1 72 sata (46,51
pg/mL, 44,11 pg/mL, 9,123 pg/mL i 10,57 pg/mL) (slika 54a). Etericno ulje visokog
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dragoljuba nakon MAD tehnike pokazalo je nabolji antiproliferativni uc¢inak na stani¢nu liniju
raka dojke MDA-MB-231 nakon 4, 24, 48 i 72 sata (40,38 pg/mL, 4,209 ug/mL, 0,7981 pg/mL
1 0,5758 pg/mL) (slika 54b). Ekstrakt visokog dragoljuba nakon MHG tehnike pokazao je
slabiji antiproliferativni ucinak na stani¢nu liniju raka dojke MDA-MB-231 u odnosu na
eterina ulja dragoljuba S§to se moZe pripisati smanjenom udjelu BITC-a te vecoj prisutnosti
BCN-a koji ne pokazuje visoku biolosku aktivnost. Antiproliferativna aktivnost MHG ekstrakta
dragoljuba nakon 4, 24, 48 i 72 sata iznosila je 153,8 pg/mL, 131,9 pg/mL, 29,79 ug/mL,
odnosno 25,17 pg/mL (slika 54c). Na TCCSUP stani¢nu liniju raka mokra¢nog mjehura,
antiproliferativni u¢inak eteri¢nog ulja nakon Clevenger hidrodestilacije bio je 185,9 ug/mL,
58,38 ug/mL, 21,27 ug/mLi 11,4 ug/mL nakon 4, 24, 48 i 72 sata (55a), a nakon MAD tehnike
pokazalo je najbolji antiproliferativni u¢inak (58,61 pg/mL, 29,63 pg/mL, 7,519 pg/mLi 1,782
pg/mL nakon 4, 24, 48 i 72 sata) (55b). Ekstrakt visokog dragoljuba nakon MHG na stani¢nu
liniju raka mokra¢nog mjehura TCCSUP pokazao je najlosiji antiproliferativni u¢inak (/, 118,1
pg/mL, 95,59 ug/mL i 71,43 ug/mL na 4, 24, 48 i 72 sata) (slika 55c).

Antiproliferativna aktivnost etericnog ulja i ekstrakta visokog dragoljuba dobivenih
tehnikama ekstrakcije MAD i MHG, kao i €istih spojeva BITC-a i BCN-a ispitana je zajedno
na HeLLa, HCT116 1 U20S stani¢nim linijama raka pomocu proliferacije stanica MTS metodom
nakon 48 sati (slika 56). Eteri¢no ulje visokog dragoljuba (MAD) pokazalo je bolji u¢inak na
sve tri stani¢ne linije raka: HeLa, HCT116 i U20S (ICsp 4,91 pg/mL, 1,49 pg/mL, odnosno
4,53 pg/mL) u usporedbi s MHG ekstraktom visokog dragoljuba (ICsp 26,93 ug/mL, 11,79
pg/mL i 22,09 ug/mL). BITC je pokazao mnogo ve¢i inhibitorni u€inak na sve ispitivane
stanice (ICso 1,39 pg/mL, 0,85 pg/mL i 1,27 pg/mL) za razliku od BCN-a (ICsp 26,29 ug/mL,
22,82 pg/mL i 22,82 pg/mL).

Prema dostupnoj literaturi BITC pokazuje antitumorska svojstva kod razlicitih vrsta
karcinoma (Xie i sur., 2019), §to je u skladu s dobivenim rezultatima na pet stani¢nih linija u
ovom istrazivanju (MDA-MB-231, TCCSUP, HeLa, HCT116 i U20S). Pri koncentracijama
BITC >10 uM (1,49 pg/mL), stopa prezivljavanja 4T1-Luc stanica karcinoma dojke misa bila
je < 50% koriStenjem MTT testa (Xie i sur., 2019). To je u skladu i s dobivenim rezultatima za
etericno ulje visokog dragoljuba koje sadrzi BITC > 95% nakon MAD tehnike na stani¢nu liniju
MDA-MB-231 nakon 48 i 72 sata (0,7981 pg/mL i 0,5758 pg/mL) i na TCCSUP stani¢nu liniju
nakon 72 sata (1,782 ug/mL). Prethodne studije na in vitro kulturi stanica otkrile su da BITC
pokazuje antikancerogene ucinke izazivanjem apoptoze i zaustavljanjem G2/M stanicnog

ciklusa u razli¢itim stanicama raka ukljucujuéi rak dojke, rak pluca, rak guSterae i stanice
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leukemije u koncentracijama izmedu 2 do 100 pmol/L (0,30 pg/mL-14,92 pg/mL) (Cho i sur.,
2016), Sto je u skladu s rezultatima u ovom doktorskom radu na stani¢noj liniji raka vrata
maternice (HeLa), stani¢noj liniji humanog raka debelog crijeva (HCT116) i stani¢noj liniji
humanog osteosarkoma (U20S) gdje je ICso bio < 2 pg/mL za isti spoj BITC, a ICsp je bio <
5 ug/mL za eteri¢no ulje dragoljuba. Rezultati MTT testa pokazali su da BITC (5-20 umol/L)
(0,75 pg/mL-2,98 ng/mL) smanjuje broj odrzivih TRAMP-C2 stanica raka prostate i DU145
ljudskih stanica raka prostate (5-10 pmol/L) (0,75 pg/mL-1,49 pg/mL) na nacin ovisan o
koncentraciji (Cho i sur., 2016). Prema Veeranki i sur. (2015), BITC inhibira osteosarkom §to
je u skladu s gore dobivenim rezultatima u ovom istraZivanju na stani¢nu liniju humanog
osteosarkoma (U20S). Da ITC-i pokazuju visoko antiproliferativno djelovanje, Huong i sur.
(2011) takoder su dokazali na stanicnoj liniji raka vrata maternice (HEp-2 i KB) pomocu MTS
testa. Dobiveni rezultati pokazali su znacajno smanjenje vitalnosti stanica 2-feniletil-ITC-om
(PEITC), Sto ga cini snaznim inhibitorom rasta stanica raka vrata maternice (Huong i sur.,
2011), kao i BITC. BITC je pokazao izvrsnu antiproliferativnu aktivnost protiv stani¢ne linije
humanog raka debelog crijeva HT-29: nakon 3 sata izlaganja BITC-u i 69 sati bez BITC-a, ICso
je bio 5,4 + 0,9 pmol/LL (0,81 + 0,13 pug/mL) i nakon izlaganja 72 sata BITC-u, ICsp je bio 5,1
+ 1,4 umol/L (0,76 £ 0,21 pg/mL) (Zhang i sur., 2003). Nastruzzi i sur. (2000) izvijestili su da
je ITC iz benzil-GSL-a najaktivniji spoj od svih testiranih razgradnih produkata iz razli¢itih
GSL-a protiv ljudske K562 eritroleukemijske stani¢ne linije, proizvodeéi 50%-tnu inhibiciju
rasta stanica u koncentracijama od 1-6 uM (0,15 — 0,90 pg/mL) raspon. Nitril iz benzil GSL-a
pokazao je niZu antiproliferativnu aktivnost protiv ljudske K562 eritroleukemijske stani¢ne
linije u usporedbi s BITC-om (Nastruzzi i sur., 2000.), §to je u skladu s dobivenim rezultatima
u ovom provedenom istraZivanju gdje je ICsp < 27 ug/mL za BCN. S tim se takoder slazu
dobiveni rezultati na svih pet stani¢nih linija testiranim ekstraktom dragoljuba nakon MHG
tehnike koji je u velikom postotku sadrzavao BCN uz BITC smanjujuci time njegovu biolosku
aktivnost. Nastruzzi i sur. (1996) izvijestili su da produkti razgradnje iz glukorafenina pokazuju
antiproliferativno djelovanje protiv nekoliko drugih tumorskih stanica, tj. FL (miSje
eritroleukemijske stanice), Jurkat (ljudske T-limfoidne stanice), Hela (stanice humanog
karcinoma cerviksa), H9 (ljudske T-limfoidne stanice) i H3-T1-1 stanice (dobivene
transfekcijom HelLa s LTR-HIV-1-CAT plazmid). Prema kriterijima koriStenim za
kategorizaciju aktivnosti na ispitivane stani¢ne linije temeljene na vrijednostima ICso (Al-
Gendy i sur., 2016), rezultati dobiveni u ovom istraZivanju sugeriraju visoko aktivno

antiproliferativno djelovanje etericnog ulja dragoljuba i Cistog spoja BITC na sve testirane
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stanicne linije raka. Ekstrakt dragoljuba takoder je pokazao visoko aktivno antiproliferativno
djelovanje na stani¢noj liniji raka HCT116. Ekstrakt dragoljuba pokazao je umjereno aktivno
antiproliferativno djelovanje na drugim ispitivanim stani¢nim linijama raka (HeLa i U20S).
BCN je pokazao umjereno aktivno antiproliferativno djelovanje na ispitivanim stani¢nim
linijama raka HelLa, HCT116 i U20S. Rezultati prikazani u ovom istraZivanju pokazuju da je
produkt razgradnje benzil GSL-a, BITC, visoko bioloski aktivan. Zahvaljuju¢i svemu
navedenom, BITC se potencijalno moze koristiti u svrhu daljnjih detaljnijih istraZivanja na

podrucju preventivnih terapeutika za razlicite vrste karcinoma.
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5.5. Proapototska aktivnost eteri¢nog ulja i ekstrakta visokog dragoljuba
Citometrija je jednostavna, kvantitativna i visokoinformativna metoda za odredivanje

apoptoze na razini pojedinacnih stanica, pri ¢emu je dovoljan relativno malen broj stanica u
ispitivanom uzorku (poglavlje 2.9.). U tablicama 16-19 prikazani su rezultati proto¢ne
citometrije analize indukcije apoptoze nakon tretmana etericnim uljem (MAD) i MHG
ekstraktom visokog dragoljuba na stani¢nim linijjama raka dojke MDA-MB-231 i raka
mokra¢nog mjehura TCCSUP.
Rezultati prikazuju stanice koje nisu usle u apoptozu (PI-/aneksin V-), stanice u kasnoj apoptozi
(PI+/aneksin V+) te ukupno stanice u ranoj i kasnoj apoptozi (aneksin V+) (tablice 16-19).
Uc¢inak je mjeren proto¢nom citometrijom nakon 48 sati inkubacije. Etericno ulje i ekstrakt
visokog dragoljuba su ispitani pri ICso koncentracijama nakon 48 sati dobivenih nakon MTT
metode. Kod MDA-MB-231 stanicne linije raka dojke najveéi je porast postotka stanica u
ranoj+kasnoj fazi apoptoze bio nakon tretmana ekstraktom visokog dragoljuba u odnosu na
netretirane stanice (tablica 17). Eteri¢no ulje i ekstrakt visokog dragoljuba na stanicama raka
MDA-MB-231 u fazama kasne apoptoze (a) i rana + kasna apoptoza (b) pokazuje statisticku
znacajnost od p < 0,05 i p < 0,005 u odnosu na kontrolu.
Kod TCCSUP stani¢ne linije raka mokra¢nog mjehura najveci je porast postotka stanica u
ranoj+kasnoj apoptozi bio nakon tretmana eteri¢nim uljem visokog dragoljuba u odnosu na
kontrolu (tablica 18). Ekstrakt dragoljuba je znacajnije povecao postotak stanica u kasnoj
apoptozi nego etericno ulje kod MDA-MB-231 stanic¢ne linije raka dojke (tablice 18 i 19), dok
su testirani uzorci pokazali relativno sli¢an ucinak na postotak stanica u kasnoj apoptozi kod
TCCSUP stani¢ne linije (tablice 18 i 19). Eteri¢cno ulje i ekstrakt visokog dragoljuba na
stanicama raka TCCSUP kasna apoptoza (a) ne pokazuju statisticki znacajnu razliku u odnosu
na kontrolu, dok kod rana + kasna apoptoza (b) pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0,005).

Brojne prethodne studije izvijestile su o djelovanju ITC-a kao inhibitorima mitoze i
stimulatorima apoptoze u ljudskim tumorskim stanicama (Barba i sur., 2016). Prema Xie i sur.
(2017), lijecenje BITC-om rezultira supresijom rasta tumora, inhibicijom stani¢ne proliferacije
1 pove¢anom apoptozom u tumorima dojke. Prethodne studije na in vitro kulturi stanica otkrile
su da BITC pokazuje antikancerogene ucinke izazivanjem apoptoze i zaustavljanjem G2/M
stanicnog ciklusa u razli¢itim stanicama raka ukljucujuci rak dojke, rak pluca, rak gusterace i
stanice leukemije u koncentracijama izmedu 2 do 100 umol/L (0,30 pg/ml.-14,92 pg/mL) (Cho
i sur., 2016). Prema istraZivanju Ma i sur. (2019) stanice oralnog karcinoma skvamoznih stanica

SCC9 tretirane BITC-om pri koncentracijama 5 i 25 pM (0,746 pg/mL i 3,73 pg/mL) tijekom
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24 1 48 sata, imale su znacajno povecanu stanic¢nu apoptozu na nacin ovisan o dozi i vremenu,
Sto sugerira da BITC inhibira vitalnost stanica induciraju¢i stani¢nu apoptozu. Takvi dobiveni

rezultati u skladu su s ovim istrazivanjem.

5.6. Antiproliferativni mehanizam eteri¢nog ulja visokog dragoljuba

Na slikama 57-61 prikazane su netretirane i tretirane stanice TCCSUP stani¢ne linije
raka mokraé¢nog mjehura eteri¢nim uljem visokog dragoljuba subtoksicnom koncentracijom od
10 pg/mL nakon 24 sata. Netretirane stanice imale su izduZeni oblik s jezgrom u srediStu, §to
je potvrdeno optickom i AFM mikroskopijom (slike 57, 60 i 61a). Stanice su bile potpuno
zalijepljene za posudicu za kulturu stanica i formirale su kolonije (slika 57). Zbog izrazitih
morfoloskih promjena i oSte¢enja na TCCSUP stanicama raka mokraénog mjehura koje su
tretirane s ICso koncentracijom od 29,63 pg/mL, stanice nisu bile prikladne za mjerenje. Stoga
su stanice tretirane subtoksi¢nom koncentracijom od 10 pg/mL tijekom 24 sata. Opticka
mikroskopija tretiranih stanica izloZenih etericnom ulju visokog dragoljuba u subtoksicnoj
koncentraciji od 10 ug/mL tijekom 24 sata pokazala je da se kod nekih stanica ne mogu uociti
nikakve morfoloske promjene, dok su na nekim stanicama uocCene relevantne morfoloske
promjene kao §to su mjehuri¢i na membrani, skupljanje stanice, gubitak formiranja kolonija, a
neke su stanice poprimile sferni oblik (slike 58 i 59). AFM analiza tretiranih stanica ukazuje
takoder na promjene stani¢ne povrSine/formiranje mjehurica na membrani kao dio
antiproliferativnog mehanizma (slika 61b). Te formacije membranskih mjehuri¢a nisu uocene
kod netretiranih stanicama (slike 57, 60 i 61a).

Gomez i sur. (2016) istrazili su utjecaj etericnog ulja Decatropis bicolor na MDA-MB-
231 stanic¢noj liniji raka dojke s ICso koncentracijom na razli¢ita vremena (3, 6, 12 i 24 sata).
Eteri¢no ulje pokazalo je relevantne morfoloske promjene nakon 3 sata inkubacije, ukljucujuci
smanjenje veliCine stanica, mjehurice membrane, skupljanje stanica i gubitak formiranja
kolonija (Gomez i sur., 2016) s ¢ime se slazu i rezultati prikazani u ovom istraZivanju. Ove
promjene su se povecavale s vremenom, a nakon 6, 12 i 24 sata inkubacije, stanice su izgledale
zaobljene i apoptotska tijela su bila prisutna. Sli¢ne karakteristike uocene su kod stanica raka
dojke izloZenim paklitakselu (Gomez i sur., 2016). Ove morfoloske karakteristike upucuju na
indukciju apoptoze etericnog ulja Decatropis bicolor (Gomez i sur., 2016). Spomenute
promjene uoCene su i na TCCSUP stanicama nakon tretmana eteri¢nim uljem visokog

dragoljuba u ovom istrazivanju. Prema Kim i sur. (2012), netretirane Ishikawa stanice (stanice
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raka endometrije) pokazale su konvencionalni stani¢ni oblik s izraZenim granicama i centralno
smjeStenim jezgrama, s ¢ime se slazu i dobiveni rezultati ovog istraZivanja. Tamo nije bilo
tipicnih morfoloskih promjena nakon 6 sati tretmana. No, s druge strane, kada su Ishikawa
stanice bile izloZene paklitakselu dulje od 24 sata, olite apoptotske promjene, kao npr.
agregacije, mikronuklearne stanice i plutajuce stanice su opazene (Kim i sur., 2012). Zanimljivo
je da su stani¢ne membrane bile ozbiljno oStec¢ene (Kim i sur., 2012). Proliferativne i apoptotske
analize sugeriraju da lijeCenje paklitakselom poti¢e apoptotsku smrt stanica i smanjuje
proliferaciju Ishikawa i HeLa stanica (Kim i sur., 2012), §to je u skladu s dobivenim rezultatima
na TCCSUP stanicama raka mokraénog mjehura tretiranim eteri¢nim uljem visokog dragoljuba.
Apoptoza je proces definiran jedinstvenim morfoloskim i biomehani¢kim karakteristikama
ukljucujuéi skupljanje stanica i nuklearnu kondenzaciju. lako su postojale druge karakteristike
koje se pripisuju apoptotskom procesu, gubitak volumena ili skupljanje stanice jedina je
karakteristika programirane stani¢ne smrti koja se opaZa u stanicama raka endometrije (Kim i
sur., 2012), sto je takoder u skladu s dobivenim rezultatima na TCCSUP stani¢noj liniji raka
mokra¢nog mjehura tretiranoj eteri¢nim uljem visokog dragoljuba. Cisplatin, koji je jedan od
primarnih lijekova koji se koristi u lijecenju karcinoma cerviksa, endometrije i jajnika, izaziva
dva razli¢ita na¢ina stani¢ne smrti, nekrozu i apoptozu. Nekrozu karakterizira citosolno oticanje
1 rani gubitak integriteta plazma-membrane, dok apoptoza ukljuCuje skupljanje stanica i

fragmentaciju DNA (Kim i sur., 2012).
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5.7. Antibakterijska aktivnost spojeva prisutnih u visokom dragoljubu

Antibakterijska aktivnost eteri¢nog ulja i ekstrakta visokog dragoljuba te Cistih spojeva
BITC i BCN na Staphylococcus aureus ATCC 25923 1 Escherichia coli ATCC 11229 prikazana
je u tablici 20 i na slikama 62-68. S. aureus je bio izloZen hlapljivim izolatima tijekom 24 sata
u koncentracijama od 0,25 mg/mL do 0,031 mg/mL. Kao §to se moZe vidjeti na slici 63, BITC
1 BCN u koncentraciji od 0,25 mg/mL potpuno su inhibirali rast S. aureus, dok je ucinak
etericnog ulja (MAD) i ekstrakta (MHG) bio jo§ izraZeniji. Eteri¢no ulje i ekstrakt su inhibirali
rast S. aureus u koncentraciji od 0,125 mg/mL. Ovaj jaci antibakterijski u¢inak moze biti
posljedica sinergije Cistih spojeva BITC-a i BCN-a koji su sastavni dio ovih izolata. Da bi se
potvrdila ova hipoteza, BITC i BCN zajedno su testirani u razli¢itim omjerima protiv S. aureus.
Kada je omjer BITC-a i BCN-a bio 1:1, u¢inak je bio jaci u usporedbi s omjerom 1:2 (slike 64
i 65). Kada je koncentracija BITC-ai BCN-a odgovarala njihovim MIC-evima, njihov je u€inak
bio baktericidan, kao Sto su i ucinci etericnog ulja i ekstrakta visokog dragoljuba. Kada je
koncentracija BITC-a u kombinaciji bila dvostruko niZa, nije bilo baktericidnog ucinka, ali je
uoden inhibicijski uginak. Cak i pri niZim koncentracijama u obje kombinacije uoceni su
inhibicijski u€inci. Ovi rezultati pokazuju da je BITC glavni spoj koji diktira antibakterijska
svojstva. To se moZe primijetiti 1 promatranjem krivulja rasta S. aureus tijekom izlaganja
etericnom ulju visokog dragoljuba, gdje je €ak niZa koncentracija inhibirala rast S. aureus. U
usporedbi s eteri¢nim uljem, inhibicijski u¢inak ekstrakta visokog dragoljuba na rast S. aureus
bio je slabiji, Sto se moZe objasniti nizim udjelom BITC-a u ekstraktu. Da bi se postigao isti
ucinak pripravaka visokog dragoljuba na rast E. coli, kao $to je uoc¢eno u S. aureus, morale su
se koristiti ve¢e koncentracije (u rasponu od 1 mg/mL do 0,125 mg/mL) (slika 66). BITC je
imao baktericidni u¢inak na rast E. coli u koncentraciji od 1 mg/mL, dok BCN nije imao
baktericidni u¢inak u ovoj koncentraciji (slika 66). Eteri¢no ulje i ekstrakt visokog dragoljuba
imali su dvostruko nizu baktericidnu koncentraciju u odnosu na BITC, §to opet ukazuje da je
kombinacija ta dva &ista spoja vaZna za antibakterijska svojstva. Cak su i niZe koncentracije
hlapljivih izolata imale inhibitorne ucinke (slika 66).
Iz dobivenih rezultata vidljivo je da su svi pripravci imali antibakterijsko djelovanje protiv S.
na E. coli (tablica 20). Eteri¢no ulje i ekstrakt visokog dragoljuba imali su isti u¢inak protiv S.
aureus s MIC 0,0625 mg/mL i MBC 0,125 mg/mL, dok je u¢inak BITC i BCN bio dvostruko
slabiji (tablica 20). Etericno ulje i ekstrakt visokog dragoljuba bili su uc¢inkoviti i protiv E. coli,

s MIC 0,25 mg/mL i MBC 0,5 mg/mL. BITC je imao MIC 0,5 mg/mL protiv E. coli, dok je
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MBC bio 1 mg/mL. BCN je imao dvostruko slabiji u¢inak na E. coli u odnosu na BITC (Tablica
20, slika 66). Sli¢no kao i za S. aureus, kombinacije BITC-a i BCN-a u omjerima 1:1 i 1:2,
pokazale su da je BITC glavni spoj koji izaziva ve¢i antibakterijski u¢inak visokog dragoljuba.
U kombinaciji koja je odgovarala MIC-evima, BITC i BCN su imali baktericidni u¢inak (slike
80 i 81). Kada je koncentracija BITC u kombinaciji bila dvostruko niZa u odnosu na BCN,
inhibitorni ucinak je bio slabiji (slike 67 1 68).

Hlapljivi izolati dobiveni iz sjemena visokog dragoljuba, odnosno eteri¢no ulje i
ekstrakt, te Cisti spojevi BITC i BCN takoder su ispitani na djelovanje protiv prianjanja S.
aureus i E. coli na polistirensku povrSinu. Ispitane su koncentracije MIC, ¥2 MIC i ¥4 MIC. Kao
Sto se moZe vidjeti na slikama 69 i 70, svi pripravci u koncentraciji MIC znacajno su smanjili
adheziju S. aureus i E. coli na povrSinu polistirena (p <0,05). BITC i eteri¢no ulje znacajno su
smanjili adheziju S. aureus i E. coli na polistirensku povrSinu (p <0,05) ¢ak i u koncentraciji ¥2
MIC. Najniza koncentracija nije imala antiadhezijski u€inak. Sli¢ni rezultati dobiveni za BITC
1 eteri¢no ulje mogu se objasniti kemijskim sastavom eteri¢nog ulja, koji se uglavnom sastoji
od BITC-a. BITC je imao najizraZeniji antiadhezijski u¢inak protiv S. aureus i E. coli. BITC je
smanjio adheziju S. aureus u koncentraciji MIC i Y2 MIC za 99,99% i 99,9%, $to je odgovaralo
smanjenju od 4 odnosno 3 logl0 CFU/mL. Sli¢no je uoceno i kod E. coli, gdje je BITC u
koncentraciji MIC smanjio adheziju za 99,99%, §to je odgovaralo smanjenju od 4 logl0
CFU/mL.

ITC-i, osim antiproliferativne, pokazuju i antimikrobnu aktivnost. Znanstvena
istrazivanja pokazala su da su GSL-i bioloski neaktivni na mikroorganizme poput bakterija,
kvasaca i plijesni, za razliku od njihovih razgradnih produkata (Barba i sur., 2016). ITC-i su
hlapljivi spojevi koji pokazuju inhibitorni u¢inak na razli¢ite patogene mikroorganizme u
niskim koncentracijama, Sto ih ¢ini poZeljnim antimikrobnim kandidatima (Dias i sur., 2014),
spojevima koji se dobivaju razgradnjom GSL-a i poznati su kao ucinkoviti inhibitori rasta
Gram-negativnih i Gram-pozitivnih patogenih bakterija (Kaiser i sur., 2017). Medu svim
testiranim ITC-ima (AITC, BITC, PEITC) protiv 15 izolata S. aureus otpornih na meticilin,
BITC je bio najuinkovitiji s MIC-om koji se kretao od 2,9 do 110 pg/mL sa stopom
antibakterijske aktivnosti do 87% (Dias i sur., 2014). Veca ucinkovitost BITC-a protiv 15
izolata S. aureus otpornih na meticilin u usporedbi s nekim drugim ITC-ima (PEITC i AITC)
moZe se pripisati aromatskom prstenu i kratkom ugljikovom lancu (Dias i sur., 2014). Prema

Ko i sur. (2016), MIC i MBC od BITC-a bili su Cetiri puta ve¢i od nasih dobivenih rezultata
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(MIC = 0,500 + 0,000 mg/mL, a MBC > 1000 mg/mL). Kaiser i sur. (2017) izvijestili su da je
srednji MIC za BITC za sve testirane izolate Pseudomonas aeruginosa 2145 + 249 ug/mL. Li
i sur. (2020) izvijestili su da je MIC proc¢is¢enog BITC-a dobivenog iz sjemenki papaje protiv
E. coli i S. aureus bio 1 pL/mL, odnosno 0,5 uL/mL. Polifenoli i polisaharidi se posljednjih
godina koriste kao prirodne bakteriostatske tvari, a njihove MIC vrijednosti su puno vece od
onih u BITC-u (Li i sur., 2020). Posljedi¢no, produkti razgradnje benzil-GSL-a (osobito BITC)
obecavaju kao alternativna antibakterijska sredstva $to je od iznimne vaZnosti za prehrambene
i medicinske svrhe.

Nadalje, poznato je da su Gram-negativne bakterije otpornije na tretmane u odnosu na Gram-
pozitivne bakterije zbog vanjske membrane (Breijyeh i sur., 2020). Brojne studije su pokazale
da je manja vjerojatnost da se otpornost na bolest javlja na kombinaciju spojeva nego na jednu
aktivnu komponentu (Caesar i Cech, 2019), Sto potvrduju i podaci u ovom istrazivanju dobiveni
na S. aureus i E. coli. Cak i niZe koncentracije hlapljivih izolata imale su inhibitorne ucinke.
Takoder, vazno je koristiti niske koncentracije biljnih pripravaka kako bi se utjecalo ne samo
na rast bakterija, ve¢ i na svojstva vazna za fenotipove bakterija kao §to su stvaranje biofilma,
virulencija, prepoznavanje kvoruma, patogenost (Diaz-Nunez i sur., 2021). Stovise, koritenje
tako niskih koncentracija moze smanjiti rizik od razvoja rezistencije bakterija (Rami¢ i sur.,
2021.).

ITC-i su poZeljni spojevi i zbog svoje sposobnosti sprjeCavanja tvorbe biofilma, kao i dobre
ucinkovitosti na utvrdenim biofilmovima (Kaiser i sur., 2017). Kaiser i sur. (2017) izvijestili su
da ¢ak i niske koncentracije ITC-a mogu inhibirati stvaranje biofilma i poremetiti odrZivost
biofilma, §to je u skladu s dobivenim rezultatima. BITC je imao najizraZeniji antiadhezijski
ucinak protiv S. aureus i E. coli. Svi ostali pripravci u koncentraciji MIC smanjili su adheziju
obiju bakterija za viSe od 90%, $to je vise od 1 log10 CFU/mL. To zadovoljava preporuke koje
je predlozila Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA, 2018).

Prema dobivenim rezultatima, BITC je obe¢avajuci prirodni spoj s jakim djelovanjem protiv

prianjanja S. aureus i E. coli na povrSinu polistirena.
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5.8. DODATAK

5.8.1. PovrSinska morfologija sjemena gorusice snimana optickom i SEM mikroskopijom

Kako bi se odredio utjecaj tehnika ekstrakcije na povrSinsku morfologiju sjemena smede
i crne gorusice, povrSinska morfologija ispitana je optickom i SEM mikroskopijom te prikazana
na slici 71 i u tablici 21. Grebeni na povrsini sjemena smede i crne gorusSice su jasno vidljivi i
pravilno oblikovani i duljine grebena mogu se izracunati prije i nakon razli¢itih tehnika
ekstrakcije pomocu opticke mikroskopije (tablica 21, slika 71). Morfologija povr§ine sjemena
skenirana optickom i SEM mikrokopijom pokazala je da ispitani uzorci imaju kompaktnu
mikrostrukturu grebena po cijeloj povrSini uzorka, a njihova povrSinska morfologija izvana
izgleda kao koza citrusa (slika 71-g, 71-j). Grebeni sjemena smede goruSice se ne razlikuje
znacajno (p > 0,05) nakon razlic¢itih tehnika ekstrakcije u odnosu na netretirani uzorak. Grebeni
sjemenki crne gorusice se statisticki razlikuju (p <0,05) nakon MAD-a u odnosu na netretirani
uzorak, dok se nakon Clevenger hidrodestilacije statisticki znacajno ne razlikuju. Grebeni
sjemenki goruSice su ve¢i nakon MAD nego nakon Clevenger hidrodestilacije za obje vrste
sjemenki gorusSice. PovrSinska morfologija sjemena goruSice izvana nalikuje loptici za golf i
posjeduje poluravan niz grebena koji dijele omota¢ sjemena goruSice daju¢i mrezu koja
podsjeca na uzorak pcelinjih sa¢a (Holley i sur., 1983), §to je u skladu s dobivenim rezultatima
ovog istrazivanja. Osim navedenog istrazivanja od Holley i sur (1983) koji je istraZivao
morfologiju sjemenki smede goruSice, nema dostupnih podataka o istraZivanjima utjecaja

tehnika ekstrakcije na povrSinsku morfologiju sjemena gorusice.

5.8.2. Prinos ulja i sastav masnih Kiselina iz sjemenki gorusica i dragoljuba nakon dviju
tehnika ekstrakcije

Prinosi ulja i sastav masnih kiselina u analiziranim uzorcima dobiveni GC-FID
tehnikom prikazani su u tablicama 22 i 23. Prinosi ulja dobiveni iz razli¢itih sjemenki gorusice
koristenjem Soxhlet ekstrakcije bili su znacajno ve¢i u odnosu na prinose ulja nakon SC-CO»
ekstrakcije (tablice 22 i 23). Prinos ulja crne goruSice nakon Soxhlet ekstrakcije bio je najveci
u usporedbi s prinosima ostalih sjemenki goruSice (tablica 23). Zanimljivo je da su uzorci
gorusice koji su dali najvec¢i prinos nakon Soxhlet ekstrakcije, dali najmanji prinos nakon SC-
CO; ekstrakcije (tablice 22 i 23). Prinosi ulja visokog i niskog dragoljuba najniZi su od svih

analiziranih uzoraka nakon Soxhlet ekstrakcije (tablica 22).
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Takoder, analiziran je sastav masnih kiselina u Cetiri vrste gorusSice (bijela, smeda, crna
1 divlja goruSica) nakon Soxhlet i SC-CO: ekstrakcije, kao i u sjemenkama visokog i niskog
dragoljuba nakon Soxhlet ekstrakcije koriste¢i GC-FID tehniku. Zbog iznimno niskog prinosa
ulja nakon ekstrakcije SC-CO;, sastav masnih kiselina u sjemenkama visokog i niskog
dragoljuba nije se odredio GC-FID-om (podaci nisu prikazani). Kao §to se moZe vidjeti u tablici
22, glavne nezasi¢ene masne kiseline u sjemenkama bijele, smede, crne i divlje gorusice bile
su: oleinska (C18:1), linolna (C18:2), cis-11-eikozeinska (C20:1) i erukinska kiselina (C22:1)
nakon Soxhlet ekstrakcije, ali u razlic¢itim koli¢inama. U bijeloj i smedoj gorusici ima dvostruko
viSe oleinske kiseline nego u sjemenkama crne i divlje goruSice. SadrZaj linolne kiseline
znacajno je ve¢i u smedoj, nego u bijeloj gorusici, dok je u jednakom postotku prisutna u
sjemenkama crne i divlje goruSice (tablica 22). U sjemenkama crne goruSice sadrzaj cis-11-
eikozenoinske kiseline je dvostruko manji u odnosu na njezin sadrZaj u sjemenkama bijele i
smede goruSice, a tri puta manji nego u sjemenkama divlje goruSice nakon Soxhlet ekstrakcije.
Erukinska kiselina je najviSe prisutna u sjemenkama crne gorusice, a najmanje u sjemenkama
smede goruSice. Glavne zasi¢ene masne kiseline prisutne u svim sjemenkama goruSice su:
palmitinska, stearinska i behenijska kiselina nakon Soxhlet ekstrakcije. Linolenska +
heneikozeinska (C18:3n3 + C21:0), polinezasi¢ena i zasi¢ena masna kiselina takoder su bile
prisutne nakon Soxhlet i SC-CO; ekstrakcije (tablice 22 i 23). Sastav masnih kiselina pokazao
je velike varijacije izmedu razli¢itih vrsta goruSice i sjemenki dragoljuba. Oleinska i linolna
kiselina, kao i linolenska + heneikozeinska kiselina, prisutne su u sjemenkama visokog
dragoljuba u manjem postotku nego u gorusicama. Sjeme visokog dragoljuba ima znacajno veci
postotak cis-11-eikozenoinske i erukinske kiseline (u sadrzaju od > 50%) u odnosu na razlicite
sjemenke goruSice, posebno sjeme visokog dragoljuba (tablica 22). Ono Sto je zanimljivo,
ekstrakcija SC-CO, smanjuje sadrZaj erukinske kiseline u ulju gorusica (do 12,12% u
sjemenkama bijele gorusice).

Stamenkovi¢ i sur. (2018) izvijestili su da je najbolji prinos ulja iz sjemenki bijele
goruSice postignut Soxhlet ekstrakcijom u usporedbi s drugim primijenjenim tehnikama
ekstrakcije. SadrZaj ulja u sjemenkama bijele goruSice razli¢itog podrijetla varirao je izmedu
19,5% - 43,5% nakon Soxhlet ekstrakcije koriste¢i kao otapalo petroleter ili n-heksan
(Stamenkovi¢ i sur., 2018). Sharafi i sur. (2015) izvijestili su da se sadrzaj ulja u sjemenkama
smede gorusice kretao od 20 do 31%, §to je u skladu s dobivenim sadrzajem ulja u sjemenkama
smede goruSice nakon Soxhlet ekstrakcije (Tablica 22). Prema Aloh i sur. (2015) Soxhlet

ekstrakcija sjemenki smede goruSice tijekom 6 sati korisStenjem dietil-etera kao otapala dala je
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postotak prinosa od 22,93%, §to je nesto manje od dobivenog u usporedbi s rezultatima u ovom
provedenom istraZivanju. Vjerojatni razlog manjeg prinosa u odnosu na dobiveni rezultat u
ovom istraZivanju nakon Soxhlet ekstrakcije je izbor organskog otapala. Prema Verma i sur.
(2019) sadrzaj ulja je veci kada se kao otapalo koristi petroleter u usporedbi s n-heksanom.
Dobiveni udio ulja iz goruSica slican je prijavljenom sadrZaju ulja u divljoj goruSici (Al-
dobouni i sur., 2016; Jham i sur., 2009). Opcenito, dobiveni rezultati su u skladu s prethodno
dobivenim rezultatima za Brassica vrste (Sharafi 1 sur., 2015; Verma i sur., 2019; Aloh i sur.,
2015; Stamenkovi¢ i sur., 2018). Seal i sur. (2018) izvijestili su o tri puta ve¢em prinosu ulja u
sjemenkama bijele goruSice nakon SC-CO; ekstrakcije. Potencijalni odgovor leZi u primjeni
druk¢ijih parametara ekstrakcije od nasih kao $to su tlak i temperatura (p = 413,69 barait = 80
°C) od kojih temperatura ima najveci utjecaj. Obje vrste sjemenki dragoljuba dale su najmanji
prinos ulja nakon Soxhlet ekstrakcije u usporedbi sa sjemenkama gorusice (tablica 22). Prema
Carlson i Kleiman (1993) sadrzaj ulja se kretao od ca. 6 do 11% u sjemenkama dragoljuba, §to
je u skladu s dobivenim rezultatima.

Analiza sastava masnih kiselina vrlo je vazna za nutritivne podatke i pomaze razumjeti
dostupnost razli¢itih masnih kiselina u jestivim uljima i prehrambenim proizvodima te onim
uljima koji se mogu koristiti u industrijske svrhe. Sedam glavnih masnih kiselina ekstrahiranih
iz pripadnika roda Brassica su: palmitinska (C16:0), stearinska (C18:0), oleinska (C18:1),
linolna (C18:2), linolenska (C18:3), eikozenoinska (C22:0) i erukinska (C22:1) kiselina
(Sharafi i sur., 2015), $to je u skladu s dobivenim rezultatima u ovom istraZivanju. Dobiveni
rezultati su takoder usporedni s rezultatima Ensminger i sur. (1986) da ulje sjemenki smede
gorusice sadrzi palmitinsku, oleinsku, erukinsku, linolnu, linolensku i eikozenoinsku kiselinu.
Lipidni sastav ulja dobivenih Soxhlet ekstrakcijom razlicitih sorti bijele goruSice pokazao je da
su erukinska, oleinska, linolna i gadoleinska kiselina glavne komponente u svim ispitivanim
uljima. U svima je prevladavala erukinska kiselina koja se kretala od 28,0 do 53,2% (Antova i
sur., 2017). Prema Abdul-Fadlu i sur. (2011) udio erukinske kiseline nakon Soxhlet ekstrakcije
u bijeloj gorusici iznosio je 37,89%, a u smedoj gorusici 23,90%, $to je gotovo isti postotak
erukinske kiseline kao u ovdje prikazanim rezultatima. Prema Lazzeri i sur. (2013.), erukinska
kiselina je glavna masna kiselina u 11 vrsta porodice Brassicaceae, s vrijednostima izmedu 28
- 56% nakon ekstrakcije, Sto je takoder u skladu s dobivenim rezultatima (23,01 - 48,28%
pokazuje visoku varijabilnost do 25,27% nakon Soxhleta ekstrakcije i 21,21 - 38,22%
pokazujuci varijabilnost do 17,01% nakon ekstrakcije SC-CO»). Ulje dragoljuba ima visok udio

mononezasi¢enih masnih kiselina (> 96%) (Jakubczyk i sur., 2018). Sadrzaj erukinske kiseline
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u nekim biljnim sortama doseze 80%, dok je sadrzaj eikozenoinske kiseline oko 15%. Oleinska
kiselina, ¢iji je sadrzaj ispod 2%, pokazuje inverznu korelaciju s erukinskom kiselinom
(Jakubcezyk 1 sur., 2018). Sorte dragoljuba mogu se podijeliti u tri skupine na temelju sadrZaja
oleinske kiseline (<2%, 4-8% i 17,5%) ili erukinske kiseline (<68%, 68-74% i >76%)
(Jakubezyk i sur., 2018). Sjemenke dragoljuba imale su najve¢i udio erukinske i cis-11-
eikozenoinske kiseline medu svim sjemenkama vrste Brassica (tablica 22). Dobiveni rezultati
su u skladu s prethodnim izvjeStajima o sastavu masnih kiselina vrsta Brassica (Sharafi i sur.,
2015; Carlson i Kleiman 1993; Lazzeri i sur., 2013). Budu¢i da oleinska kiselina igra vaznu
ulogu u povecanju nutritivne kvalitete ulja Brassica vrsta, a smeda goruSica imala je najnizi
sadrzaj erukinske kiseline i najve¢i sadrzaj oleinske kiseline nakon bijele gorusice, dobiveni
rezultati sugeriraju da veliki napori koji su uloZeni u smanjenje erukinske kiseline i povecanje
oleinske kiseline u sjemenkama uljane repice, mozZe biti jednako uspjesno i primjenjivo sa
sjemenkama smede goruSice. Ulje repice jedno je od najces¢e konzumiranih biljnih ulja i jedna
je od najvrednijih jestivih masti, uglavnom zbog visokog sadrZaja (oko 90%) nezasi¢enih
masnih kiselina s 18 ugljikovih atoma (Sagan i sur., 2019). Proizvodi se od sorti uljane repice
s niskom razinom erukinske kiseline, a karakterizira ga prisutnost masnih kiselina koje su
poZeljne u prehrani ljudi i Zivotinja te su prisutne u omjerima sliénim onima koje se nalaze u
najvrjednijim uljima, poput maslinovog ulja (Sagan i sur., 2019). Osim toga, dobiveni rezultati
sugeriraju da je crna goruSica izvrstan kandidat za proizvodnju erukinske kiseline i koriStenje
u industrijske svrhe zbog najveceg sadrzaja erukinske kiseline i prinosa ulja nakon Soxhlet

ekstrakcije (tablica 22).
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6. ZAKLJUCCI
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Na osnovu provedenih eksperimenata te prikazanih i interpretiranih rezultata mogu se izvesti

sljede¢i zaklju€ci ovog doktorskog istrazivanja:

* Razliciti uvjeti pripreme uzorka i tehnike izolacije bioaktivnih spojeva (Clevenger
hidrodestilacija, MAD, MHG) kvalitativno i kvantitativno utjecu na razgradne produkte
glukozinolata te posljedi¢no na stupanj bioloske aktivnosti dobivenih hlapljivih izolata.

* Prinosi eteri¢nih ulja, odnosno ekstrakata iz razli¢itih sjemenki goruSice i visokog
dragoljuba bili su veéi nakon konvencionalne metode izolacije (Clevenger
hidrodestilacija) u odnosu na moderne metode izolacije (MAD, MHG).

*  MAD metoda izolacije znacajnije utjeCe na povrSinsku morfologiju sjemena gorusSice u
odnosu na Clevenger hidrodestilaciju.

»  UHPLC-DAD-MS/MS analizom identificirani su sljede¢i glavni spojevi iz skupine
glukozinolata u ispitanim uzorcima sjemenki: glukosinalbin u bijeloj goruSici, sinigrin
u smedoj gorusici, glukonapin u crnoj gorusici te glukotropeolin u visokom dragoljubu.

*  GC-MS/MS analizom identificirani su sljedeci hlapljivi glavni spojevi: alil izotiocijanat
(AITC) u sjemenkama smede goruSice nakon svih tehnika izolacije; but-3-enil-
izotiocijanat i AITC u sjemenkama crne goruSice nakon Clevenger hidrodestilacije, te
4,5-epitiopentanonitril i 3,4-epitiobutanonitril nakon MAD i MHG ekstrakcije; benzil-
izotiocijanat (BITC) u sjemenkama visokog dragoljuba.

* QGastrointestinalna stabilnost glukozinolata i izotiocijanata (u smjesi spojeva i
pojedinacno) veca je nakon Zelucane faze u odnosu na crijevnu fazu nakon obje metode
simuliranog modela probave.

* Aromatski glukozinolati (glukosinalbin i glukotropeolin) iz bijele goruSice i visokog
dragoljuba pokazuju visoku stabilnost nakon in vitro metode probave s ljudskim
probavnim enzimima.

* Generalno, glavni glukozinolati u goruSicama pokazuju vecu stabilnost nakon in vitro
metode probave s ljudskim probavnim enzimima u odnosu na in vitro metodu probave
s komercijalnim probavnim enzimima.

* MHG ekstrakt smede i crne goruSice pokazao je umjeren stupanj antiproliferativne
aktivnosti na stani¢nu liniju karcinoma dojke (MDA-MB-231).

* MHG ekstrakt crne goruSice pokazao je bolju antiproliferativnu aktivnost na stani¢nu
linijju karcinoma mokraé¢nog mjehura (TCCSUP) u odnosu na eteri¢na ulja nakon

Clevenger hidrodestilacije i MAD destilacije.
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Hlapljivi izolati smede goruSice pokazali su slabu antiproliferativnu aktivnost na
stani¢nu liniju karcinoma mokraé¢nog mjehura (TCCSUP).

Etericno ulje (MAD) visokog dragoljuba pokazalo je visok stupanj antiproliferativne
aktivnosti na sve testirane stani¢ne linije (MDA-MB-231, TCCSUP, HeLa, HCT116 i
U20S), a koji se pripisuje prisutnosti benzil-izotiocijanata.

Etericno ulje (MAD) i ekstrakt (MHG) visokog dragoljuba pokazali su proapoptotsku
aktivnost na MDA-MB-231 stani¢noj liniji raka dojke i TCCSUP stani¢noj liniji raka
mokra¢nog mjehura.

Opticka i AFM analiza tretiranih stanica TCCSUP stani¢ne linije raka mokra¢nog
mjehura potvrdila je visok stupanj antiproliferativnog mehanizma etericnog ulja
visokog dragoljuba (tvorba mjehuri¢a na membrani, skupljanje stanica).

Glukozinolati sinigrin, glukonapin i glukotropeolin ne pokazuju hipoglikemijsku
aktivnost (inhibicija a-glukozidaze i a-amilaze).

Cisti spoj benzil-izotiocijanat i eteri¢no ulje visokog dragoljuba pokazali su snaZno
antimikrobno i antiadhezijsko djelovanje na bakterije Staphylococcus aureus i
Escherichia coli.

Prinos ulja sjemenki goruSica bio je ve¢i nakon Soxhlet ekstrakcije u odnosu na SC-
CO3 ekstrakciju.

Crna goruSica pokazala je najve¢i prinos ulja u sjemenkama u odnosu na druge vrste
gorusice.

Prinos ulja sjemenki visokog i niskog dragoljuba niZi je od prinosa ulja sjemenki
goruSica nakon Soxhlet ekstrakcije.

Glavne masne kiseline u sjemenkama goruSice bile su: erukinska i oleinska kiselina
nakon obje tehnike ekstrakcije.

Ulja sjemenki visokog i niskog dragoljuba sadrzi vecu koncentraciju erukinske kiseline

u odnosu na ulje sjemenki gorusica.
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