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1. UVOD



1.1. Porodica Brassicaceae i rod Brassica

Krstasice ili kupusnjace (Brassicaceae) su velika i ekonomski znacajna biljna porodica
rasirena po svim naseljenim kontinentima, a najvise u gusto naseljenim podrucjima Europe i
Sjeverne Amerike (Jurisi¢ i sur. 2017). Porodica je, dakle, kozmopolitski rasprostranjena, a
prema Warwick i sur. (2006) ukljucuje 338 rodova te 3709 vrsta. Medu njima su i vrste od
znanstvenog znacaja poput onih unutar rodova Arabidopsis i Brassica, koje se Cesto koriste
kao modelni organizmi u istrazivanjima (Koch i Mummenhoff 2006). Predstavnici ove
porodice su jednogodisnje, dvogodisnje ili visegodiSnje (Taiyan i sur. 2001); zeljaste, grmolike
i drvenaste biljke, a brojne se uzgajaju u poljoprivredi. Od kultiviranih biljaka uglavhom su to
povrtne kulture, ali ima i ratarskih, ljekovitih, za€inskih i ukrasnih biljaka (Paradikovi¢ 2009).
Biljke se odlikuju velikom raznoliko$¢u u morfologiji vegetativnih dijelova i velikom sli¢nosti
reproduktivnih organa (Jurisi¢ 2015). Za cijelu porodicu je karakteristi¢na ljutina koja dolazi
od glukozinolata, a novija istrazivanja upucuju na mogucnost prevencije raka i degenerativnih
bolesti konzumacijom odredenih krstasica, zahvaljujuéi glukozinolatima i fenolnim spojevima
(Van Poppel i sur. 1999, Velasco i sur. 2011, Abdull Razis i Mohd Noor 2013, Dos Reis 2015,
Royston i Tollefsbol 2015).

Vecina vrsta iz roda Brassica potjece iz Sredozemlja, Kine i Japana. Vrste su
dvogodisnje, rjede jednogodisnje zeljaste biljke, vjerojatno nastale mutacijama, prilagodbama
ekoloskim uvjetima 1 djelovanjem Covjeka (Paradikovi¢ 2009). Rod obuhvaca oko 40 vrsta,
medu kojima su najznacajnije povrtne vrste i uljarice. U Kini je ljudskom selekcijom i uzgojem
proizveden najveci broj kultivara (Taiyan i sur. 2001).

Zajednicke osobine roda Brassica su debeli, mesnati i krupni listovi, koji su u pocetku
vegetacije prekriveni voStanom prevlakom i formiraju rozetu. U generativnoj fazi se pojavljuje
razgranata cvjetna stabljika koja na vrhovima grana nosi grozdaste cvatove. Cvjetovi su Zuti,
sastoje se od 4 lapa, 4 latice, 6 prasnika (4 duza, 2 kraca) i plodnice s tuckom. Plod je komusSka
koja sadrzi sitno, okruglo, sivosmede sjeme koje se u vrstama i varijetetima morfoloski ne
razlikuje. U jednom gramu sadrzano je 220 — 350 sjemenki (Paradikovi¢ 2009).

Ove vrste su Siroko rasprostranjene u uzgoju zbog dobre adaptacije na razlicite
agroklimatske uvjete. Uzgajaju se kao povrée, zacCini, za dobivanje ulja, a znaCajan Su izvor
dijetalnih vlakana, vitamina C i protutumorskih spojeva. U svijetu je Sest naj¢esce kultiviranih
vrsta ovog roda; B. rapa, B. nigra, B. oleracea, B. juncea, B. napus i B. carinata (Park i sur.
2005), a u ¢ovjekovoj prehrani najveci znacaj ima kupus (Jurisi¢ 2015). Kod nas se iz roda

Brassica, kao povrce, uzgajaju sljedece kulture: Brassica oleracea var. capitata — kupus,
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Brassica oleracea var. sabauda — kelj, Brassica oleracea var. gemmifera — kelj pupcar,
Brassica oleracea var. acephala — rastika, Brassica oleracea var. gongylodes — korabica,
Brassica oleracea var. botrytis — cvjetaca, Brassica oleracea var. italica — brokula, Brassica
rapa var. pekinensis — pekinski kupus, Brassica rapa var. chinensis — kineska rastika, Brassica
rapa var. rapifera — postrna repa, Brassica napus var. napobrassica — podzemna koraba
(Paradikovi¢ 2009). Brassica rapa L. obuhvaca jednogodis$nje ili dvogodiSnje podvrste, visoke
30-120 cm (Taiyan i sur. 2001).

1.1.1. Brassica rapa L. subsp. pekinensis (Lour.) Hanelt - pekinski kupus

Pekinski kupus (Brassica rapa L. ssp. pekinensis) porijeklom je iz Kine, gdje se kultivira
od 5. stoljeca, te je do danas ostao jedno od najpopularnijih povréa Azije (LeSi¢ i sur. 2002).
Usjevi pekinskog kupusa najrasireniji SU u sjeveroisto¢noj Aziji, posebice u Kini, Japanu i
Koreji, gdje je ta vrsta i jedna od najcesce uzgajanih povrtnih kultura (Park i sur. 2005). U
Europu su ga donijeli misionari u 19. stoljecu. Isprva se koristilo originalno ime pe-tsai, $to na
mandarinskom kineskom jeziku znaci bijelo povrée. Nastao je spontanim krizanjem postrne
repe (Brassica rapa ssp. rapifera) i kineske rastike (Brassica rapa ssp. chinensis) (LeSi¢ i sur.
2002). Danas se siroko kultivira, te se esto koristi U znanstvenim istrazivanjima (WWang i sur.
2011).

Pekinski kupus ima tanak, zilicast i plitki korijen, a cijela biljka je visoka oko 30 cm.
Ovalni listovi imaju izrazeno sredi$nje rebro bijele boje (SI. 1). Postoje stotine razli¢itih
varijeteta razlicitih oblika, od kompaktnih okruglih, do izduzenih cilindriénih. U Europi se
najviSe uzgajaju tipovi koji stvaraju glavicu ovalnog ili cilindricnog, izduzenog oblika
svijetlozelene do tamnozelene boje (Lesi¢ i sur. 2002).

Pekin8ki kupus je jednogodiSnja, brzorastuca biljka s kratkom vegetacijom. Iako ve¢ina
varijeteta uspijeva u hladnijim predjelima, mogu se uzgajati i u toplijim podrucjima, poput
Australije. Pri temperaturama vi$im od 25 °C odgada se glavi¢enje i smanjuje kakvoca, pa
nastaju rahle glavice i razvija se rubna palez lis¢a. Optimalne temperature za vegetativni rast
su izmedu 12 1 22 °C, dok je za formiranje glavice potreba temperatura izmedu 16 1 20 ° C.
Vedi intenzitet svjetla pospjeSuje razvoj Sireg liS¢a i ranije glavicenje. Pri nizem intenzitetu
svjetla listovi su uzi, $to smanjuje prinos. Zbog brzog rasta i velike mase listova kineski kupus

trazi mnogo vode, pa je potrebno redovito zalijevanje. Bere se i konzumira u vrijeme



tehnoloske zrelosti, prije nego Sto pocne prorastati, kada postigne potrebnu veli¢inu i

kompaktnost glavice mase od 1 — 2 kg (Lesi¢ i sur. 2002, Jurisi¢ 2015).

W c

Slika 1. Razvojni stadiji pekinskog kupusa (Brassica rapa L. ssp. pekinensis). (A-F — vlastite
fotografije, G - izvor: http://www.holmesseed.com/chinese-cabbage/)

U ljudskoj prehrani se koristi zbog niske kalorijske vrijednosti i spojeva koje sadrzi
(bjelancevine, vitamini, minerali, dijetalna vlakana, glukozinolati i fenolni spojevi) (Cartea i
sur. 2011). Bogat je vitaminom C i mineralima poput kalija, kalcija, magnezija i cinka. Boja
unutarnjih listova ovisi o sastavu karotenoida, a mogu biti bijeli, Zuti ili naranéasti. Zuta boja
unutarnjih listova dolazi od luteina i g-karotena, koji su ujedno i dominantni karotenoidi
pekinskog kupusa. Zuti listovi imaju veéu nutritivnu vrijednost od bijelih, zbog ¢ega se u Aziji
preferiraju zuti kultivari. Karotenoidi imaju znacajnu nutritivnu vrijednost jer su izvori
vitamina A, a putem antioksidacijske aktivnosti smanjuju rizik od raka i kardiovaskularnih
bolesti (Jung i sur. 2014). U pekinskom kupusu prisutni su i glukozinolati koji imaju ulogu u

smanjenju rizika od degenerativnih bolesti kao Sto su rak, kardiovaskularne i
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neurodegenerativne bolesti (Bjorkman i sur. 2011) a kao i ostale vrste iz roda Brassica bogat
je fenolnim spojevima (Cartea i sur. 2011, Seong i sur. 2016).

Pekinski kupus ima blagi, slatkasti okus koji se dosta razlikuje od gorkastog europskog
kupusa (Brassica oleracea var. capitata). Dok zeleni listovi mogu biti malo papreni, debele
bijele peteljke su slatke i so¢ne. Unutarnji listovi su zasti¢eni od sunca, pa su narocito blagog
okusa i so¢ni. U Aziji se tradicionalno koristi u kulinarstvu, ali 1 kod nas je sve ¢es¢e u upotrebi.
Moguénosti uporabe su Siroke zahvaljujuéi blagom slatkastom okusu i hrskavoj teksturi. Moze
se konzumirati sirov, u sendvi¢ima ili salatama, ili termic¢ki obraden u juhama, gulasima,
rolama, sloZencima, przen, u kombinaciji s mesom ili ribom, kao prilog, a lisna rebra se
mogu pohati. Ipak se najcesce priprema svjez kao salata, s razli¢itim za¢inima (LeSi¢ i sur.

2002, Jurigi¢ 2015).

1. 2. Rast i razvoj biljaka

Biljka svoj razvoj zapo€inje kao sjemenka. U sjemenci su sadrzani svi dijelovi potrebni
zarazvoj korijena, izdanka i kotiledona biljke. Kada nastupe povoljni uvjeti sjeme klija i razvija
se klijanac. Kod dvosupnica hipokotilna kuka izbija iz tla, kotiledone se razdvajaju te se dalje
iz epikotila razvijaju listovi. Slijedi rast i razvoj biljke koji je pod utjecajem okolisnih i biljnih
endogenih ¢imbenika. Rast je ireverzibilno povecanje obujma stanice, organa ili cijele biljke.
Tijekom svog rasta i razvoja biljka prolazi kroz mnoge razvojne faze; razvoj vegetativnih
organa (listova, stabljike i korijena) i generativnih organa (formiranje pupova, cvjetova,
plodova) (Leopold 1964). Pekinski kupus se konzumira u vegetativnoj fazi te su u literaturi
veé¢inom dostupni podaci o sadrzaju fitokemikalija odraslih vrsta roda Brassica (Ramos dos
Reis i sur. 2015). No u ljudskoj su upotrebi sve ¢es¢e mlade biljke i biljne klice za koje je
takoder dokazan bogat sadrzaj fitokemikalija, pa posljedi¢no i povoljan utjecaj na ljudsko
zdravlje. Beans i sur. (2012) su istrazivanjem Klijanaca devet vrsta porodice Brassicaceae
ustanovili visok sadrzaj glukozinolata, ukupnih fenola i visoku antioksidacijsku aktivnost kod
brokule, korabe i crvenog kupusa, a Rochfort i sur. (2006) predlazu nezrele mlade listove
kineske rastike kao dobar izvor kempferola i izoramnetina. Fenolni spojevi su Siroko
rasprostranjeni, a njihova zastupljenost ovisi o vrsti, organu i razvojnom stadiju biljke te

okoli$nim uvjetima (Bjérkman i sur. 2011, Petrussa i sur. 2013).



1.3. Specijalizirani metaboliti

Metabolizam ili izmjena tvari je  skup kemijskih  reakcija koje se odvijaju u
zivom organizmu kako bi odrzale sve stanice i organizam na zivotu. Ti procesi omoguéuju
organizmu da raste, da se razmnozava, odrzava svoju Strukturu i reagira na okolinu
(Vukobratovi¢ 2009). Primarni biljni metaboliti (ugljikohidrati, aminokiseline, masne Kiseline,
nukleinske kiseline) su nuzni za zivot biljke. To su funkcionalne tvari zajednicke svim
organizmima koje sudjeluju u procesima fotosinteze, disanja, primanja hranjivih tvari,
prijenosa otopljenih tvari, asimilacije i diferencijacije (Verpoorte 2000).

Biljke proizvode brojne organske spojeve koji nemaju neposrednu ulogu u primarnom
metabolizmu, a nazivaju se specijaliziranim (sekundarnim) metabolitima. Za razliku od
primarnih, specijalizirani produkti nemaju ulogu u navedenim procesima, ali su vazni za
prilagodbu biljaka na okolisne uvjete (Bourgaud 2001). Cesto su karakteristi¢ni za samo jednu
biljnu vrstu ili taksonomski srodne vrste. Procijenjeno je da postoji izmedu 100000 i 200000
razli¢itih specijaliziranih metabolita (Pereira i sur. 2009). Imaju vaznu ekolosku ulogu u
biljkama jer ih Stite od herbivora (otrovni za herbivore, ili ih svojim mirisom i okusom
odvracaju), StetoCina i patogena (Bennett i Wallsgrove 1994). Takoder sluze za primamljivanje
oprasivaca i zivotinja koje rasprostranjuju sjemenke, te kao tvari koje posreduju u kompeticiji
biljka-biljka. Tijekom evolucije ove su tvari bile vrlo znacajne za biljke, a mnoge se koriste u
proizvodnji lijekova, polimera, boja, vlakna, ljepila, ulja, voskova i mirisa (Verpoorte 2000,
Bourgaud 2001, Akula i Ravishankar 2011). Temeljem nacina biosinteze specijalizirani
(sekundarni) metaboliti mogu se podijeliti u tri skupine: terpene, fenolne spojeve i spojeve koji
sadrze dusik (Pevalek-Kozlina 2003).

1.3.1. Fenolni spojevi

Iako su fenolni spojevi prisutni i u biljkama 1 Zivotinjama, vec¢ina ih je biljnog podrijetla
(Van Sumere 1989). Fenolni spojevi su specijalizirani sekundarni metaboliti prisutni u svim
biljkama (Lattanzio 2013) koji imaju zastitnu ulogu kako u biljaka tako i u ¢ovjeka koji ih u
svoj organizam unosi hranom i pi¢em biljnog porijekla. Najvaznija su grupa specijaliziranih
biljnih metabolita koncentrirani u sjemenkama, listovima, cvjetovima, kori drveéa, pokozici i
mezokarpu vocéa i povréa, Zitaricama, zacinskom i aromatskom bilju (Alok i sur. 2014).
Bioloski ucinci ovih spojeva najce$¢e se objaSnjavaju njihovim snaznim antioksidacijskim
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svojstvima (Seong i sur. 2016). Antioksidansi u biljkama sprec¢avaju oksidativni stres, a njihova
konzumacija ima povoljan u¢inak na ljudsko zdravlje (usporavaju starenje, sniZzavaju razinu
kolesterola, smanjuju rizik od nastanka raka, Stite srce i krvne zile) (Soory 2009, Alok i sur.
2014). Do danas je poznato preko 8000 razli¢itih struktura fenolnih spojeva (Niéiforovic i
Abramovic¢). Osnovnu strukturu ¢ini aromatski prsten na koji moze biti vezana jedna ili vise
hidroksilnih skupina (Sl. 2), a prema osnovnoj kemijskoj strukturi dijelimo ih na: flavonoide i
neflavonoide (fenolne kiseline i srodni spojevi) (Cartea i sur. 2011). Fenolni spojevi sadrze
jednu ili viSe hidroksilnih skupina vezanih na aromatski prsten, a strukturno su gradeni u
rasponu od jednostavnih fenolnih molekula do visokopolimeriziranih spojeva (Bravo 1998).
Na temelju osnovnog kostura (broj C-atoma) kategorizirani su u nekoliko skupina: C6 —
jednostavni fenoli i benzokinoni (npr. katehol i hidrokinon), C6-C1 — fenolne kiseline (npr.
galna i salicilna kiselina), C6-C2 — acetofenoni i feniloctena kiselina, C6-C3 — hidroksicimetne
kiseline (derivati cimetne kiseline), fenilpropani, kumarini, izokumarini, kromoni (npr. kavina
i ferulinska kiselina, umbeliferon), C6-C4 — naftokinoni (npr. juglon), C6-C1-C6 — ksantoni,
C6-C2-C6 — stilbeni, antrakinoni (npr. resveratrol), C6-C3-C6 — halkoni, flavonoidi,
izoflavonoidi, neoflavonoidi (npr. kvercetin, cijanidin, genistein), (C6-C3) — lignani i
neolignani, (C6-C3-C6)2 — biflavonoidi, (C6-C3), — lignini, (C6)n — kateholski melanini, (C6-
C3-C6)n — kondenzirani tanini (Tablica 1) (Harborne 1989 i Reis Giada 2013).

OH

Slika 2. Osnovna kemijska struktura fenolnih spojeva. (izvor:
https://www.researchgate.net/fiqure/T ypical-structure-of-a-resole-phenol-formaldehyde-
resin-reproduced-from-Gogotov-et-al fig2 306077598)
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Tablica 1. Podjela fenolnih spojeva prema broju ugljikovih atoma, prema Harborne (1989) i
Reis Giada (2013).

Broj ugljikovih | Osnovni ugljikov Skupina fenolnih spojeva
atoma kostur
6 Cs Jednostavni fenoli i benzokinoni
7 Cs-C1 Fenolne kiseline
8 Cs-Co Acetofenoni i feniloctene kiseline
9 Ce-Cs Hidroksicimetne Kiseline, fenilpropani i kumarini
10 Ce-C4 Naftokinoni
13 Ces-C1-Cs Ksantoni
14 Cs-C2-Cs Stilbeni i antrakinoni
15 Cs-C3-Cs Flavonoidi
18 (Ce-Ca):2 Lignani i neolignani
n (C6-Ca)n Lignini

Fenolni spojevi imaju izrazenu antioksidacijsku i aktivnost smanjivanja koli¢ine
slobodnih radikala (Agati 2012). Zastitna uloga fenolnih spojeva u bioloskim sustavima
pripisuje se njihovoj sposobnosti sparivanja (‘hvatanja’) elektrona slobodnog radikala, kelatnog
vezanja iona prijelaznih metala (Fe**, Cu?*, Zn?* i Mg?*), aktiviranja antioksidacijskih enzima
I inhibiranja oksidaza. Zato se fenolnim spojevima i pripisuju mnoga terapijska djelovanja, npr.
antibakterijsko, protuupalno, antialergijsko, antimutageno, antivirusno i antikancerogeno, a
znacajno utjecu i na boju i okus hrane (Ayaz i sur. 2008, Falcone Ferreyra i sur. 2012).

Fenolne spojeve ¢esto nalazimo otopljene u vakuoli u obliku glikozida ili estera. Kada
su u ¢istom obliku jednostavni fenoli su bezbojni, ali lako oksidiraju, pa prilikom izloZenosti
zraku potamne i poprime smeckastu boju (Van Sumere 1989). Biljni fenoli su heterogena
skupina spojeva, od kojih su neki topivi samo u organskim otapalima, neki u vodi, a neki su
veliki netopivi polimeri (Pevalek-Kozlina 2003). Topivi su u polarnim organskim otapalima,
osim ako nisu potpuno esterificirani, eterificirani ili glikozilirani. Topivost u vodi se povecava
s brojem hidroksilnih grupa. U alkalnoj sredini njihova oksidacija je pojacana, pa se tretmani s
alkalnim otapalima trebaju izbjegavati. Vecina fenolnih glikozida je topiva u vodi, ali
odgovarajuci aglikoni su slabije topivi. Fenolni spojevi koji imaju samo par hidroksilnih grupa
topivi su u eteru, kloroformu, etilacetatu, metanolu i etanolu, a fenoli s jednim ili vise alifatskim
postranim lancem topiviji su u manje polarnim otapalima. Fenolne tvari su aromatske, zbog
¢ega intenzivn0 apsorbiraju unutar UV spektra (Van Sumere 1989).

Mnogi fenolni spojevi imaju ulogu u obrani od herbivornih organizama, dok drugi

sudjeluju u mehanickoj potpori, privlacenju oprasivaca i rasprostranjivaca plodova, redukciji

7



rasta susjednih biljaka, te op¢enito zastiti od abiotski i biotski stresnih utjecaja (Cheynier 2013).
Neki fenoli pokazuju alelopatsku aktivnost, reduciraju¢i rast susjednih biljaka Sto im
omogucava bolju izlozenost svjetlosti, te ve¢u dostupnost vode i mineralnih tvari. Kavena i
feruli¢na kiselina u laboratorijskim uvjetima inhibiraju Klijanje i rast mnogih biljaka (Pevalek-
Kozlina 2003).

Fenolni se spojevi mogu sintetizirati na razli¢ite nac¢ine. Dva najvaznija puta biosinteze
ukljucuju put Sikiminske kiseline (Bennett i Wallsgrove 1994) i put jabu¢ne kiseline (SI. 3).
Put Sikiminske kiseline sudjeluje u biosintezi vecine fenola, dok put jabu¢ne kiseline nema
veliki znacaj u sintezi biljnih fenola, ali ima kod bakterija 1 gljiva. Put Sikiminske kiseline
pocinje od jednostavnog ugljikohidrata i nastavlja se do aromatskih aminokiselina. Jedan od
meduspojeva je Sikiminska kiselina, po kojoj je put nazvan. Veéina fenolnih tvari nastaje iz
fenilalanina i tirozina, a klju¢ni korak tih sinteza je transformacija fenilalanina u cimetnu
kiselinu eliminiranjem jedne molekule amonijaka. Tu reakciju katalizira enzim fenilalanin-
amonij-lijaza (PAL) ¢ija je aktivnost pod kontrolom mnogih okoli$nih i unutarnjih ¢cimbenika
(regulatora rasta, opskrbe hranivima, svjetlosti, gljivi¢ne infekcije i ranjavanja). Produkt PAL-
a je trans-cimetna kiselina (Dixon i Paiva 1995, Pevalek-Kozlina 2003, Cartea 2011, Falcone
Ferreyra i sur. 2012).

Eritroza-4-fosfat l < Fosfoenolpiruvat AcetilCoA
Put Sikiminske kiseline Put jabucne kiseline
Fenilalanin

Cimetna kiselina

v v ! }

Jednostavni fenoli Flavonoidi Fenolne kiseline Fenoli

Slika 3. Biosintetski putevi fenolnih spojeva (preuzeto i prilagodeno iz izvora Pevalek-
Kozlina, 2003).



Fenolni sastav podvrsta i varijeteta vrste B. rapa slabije je istrazen od podvrsta i
varijeteta vrste B. oleracea no mogu se smatrati dobrim izvorom polifenola. Glavni
identificirani polifenoli su acilirani mono-, di-, tri- i tetraglukozidi kvercetina, kempferola i
izoramnetina te esteri hidroksicimetnih kiselina s glikozidima, jabu¢nom i kini¢cnom kiselinom
(Cartea 2011). Osnovna razlika izmedu podvrsta B. oleracea i B. rapa je prisutnost derivata
izoramnetina kod podvrsta B. rapa, koji je uvijek odsutan kod B. oleracea podvrsta (Romani
2006). U dostupnoj literaturi je do sada zabiljezena samo koli¢ina ukupnih fenola pekinskog
kupusa u stadiju s razvijenim kotiledonama (Samec i sur. 2018) i odrasloj biljci (Seong i sur.
2015), no nisu zabiljeZeni usporedni podaci o fenolnom sastavu i antioksidacijskom kapacitetu
mlade biljke i njenih razli¢itih razvojnih stadija, koji bi upucivali moze li se ova vrsta u tim

ranijim stadijima takoder smatrati dobrim izvorom fenolnih spojeva.

1.3.1.1. Flavonoidi

Flavonoidi su jedna od najveéih i najznacajnijih skupina biljnih fenolnih spojeva,
koncentrirani pretezito u sjemenkama, kozi voca, kori drveca, listovima i cvjetovima. Znacajan
su potporni materijal biljnih stanica u kojima u obliku lignina i suberina grade stani¢nu stijenku
i doprinose mehanickoj potpori. Neki flavonoidi, poput antocijana, zajedno s flavonima i
flavonolima doprinose boji cvjetova i plodova, Sto je vazno za privlacenje Zivotinja za
oprasSivanje i raznoSenje sjemena (Von Elbe i Schwartz 1996, Davies 2000). Do danas je
identificirano preko 6000 razlicitih flavonoida (Falcone Ferreyra i sur. 2012), a opisano vise
od 10000 struktura flavonoida (Agati i sur. 2012). Najrasirenija su skupina fenolnih spojeva
¢ija se temeljna struktura sastoji od C15 (C6-C3-C6) flavonskog kostura, odnosno dva
benzenska prstena povezana piranskim koji sadrzi kisik (Schmidt 2010), (SI. 4). Flavonoidi se
medusobno razlikuju prema stupnju oksidacije centralnog piranskog prstena, izuzev halkona

kod kojih je piranski prsten otvoren.



Slika 4. Osnovna kemijska struktura flavonoida (A) i prikaz struktura flavonoidnih aglikona
najzastupljenijih u vrstama roda Brassica: kvercetina (B), kempferola (C) i izoramnetina (D)
(preuzeto i prilagodeno iz izvora Cartea i sur. (2011)).

Osnovni kostur flavonoida mozZe imati supstituente — hidroksilne skupine i Secere
(veé¢ina flavonoida prirodno postoje kao glikozidi) (Pevalek-Kozlina 2003, Tsao 2010), pa
mogu biti hidroksilirani, metoksilirani, glikozilirani s monosaharidima ili oligosaharidima, a
¢esto su 1 esterificirani organskim kiselinama. Glikozilacija kod flavonoida uglavnom se
dogada na polozaju 3, a rjede na poloZzaju 7. Seéer koji se najée$¢e veze na aglikonski dio je
glukoza, no pojavljuju se i galaktoza, ramnoza, ksiloza, arabinoza te neki disaharidi kao Sto je
rutinoza (SI. 5). Ovisno o broju i polozaju vezanih hidroksilnih skupina, stupnju nezasic¢enosti
I stupnju oksidacije centralnog C prstena, flavonoidi se dijele u brojne podskupine:
antocijanidini, flavoni, izoflavoni, flavanoni, flavan-3-oli, flavonoli, procijanidini i
dihidrohalkoni. Prema topivosti dijele se na lipofilne i hidrofilne flavonoide, a naj¢esée su
prisutni u obliku O- i C- glikozida (Von Elbe i Scwartz 1996). U vrstama roda Brassica
flavonoidi se pojavljuju u sloZenim oblicima, s pet ili viSe SeCernih grupa koji mogu biti

supstituirani hidroksicimetnim skupinama (Francisco 2009).

Slika 5. Polozaji glikozilacije flavonoida (izvor: https://www.solvobiotech.com/science-
letter/effects-of-flavonoids-on-p-glycoprotein-activity).
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Osnovni kostur sadrzi 15 C-atoma rasporedenih u dva aromatska prstena medusobno
povezana mostom od tri C-atoma, a takva struktura rezultat je dva razli¢ita biosintetska puta,
jer se sintetiziraju iz produkata puta Sikiminske i jabucne kiseline. Kao model za proucavanje
biosinteze flavonoida Koristi se vrsta Arabidopsis thaliana (Falcone Ferreyra i sur. 2012,
Petrussa i sur. 2013). Most i jedan aromatski prsten se sintetiziraju iz fenilalanina u putu
Sikiminske kiseline, dok drugi prsten potjeCe od tri acetatne jedinice iz puta jabuc¢ne kiseline
(SI. 6). Spajanje ova dva dijela katalizira enzim halkon-sintetaza, koja daje halkon iz kojeg
potjecu svi flavonoidi; fenilalanin se transformira u 4-kumaroil-CoA koji ulazi u biosintetski
put flavonoida; djelovanjem enzima halkon sintaza 4-kumaroil-CoA se transformira u halkon,
iz kojeg dalje potjecu svi flavonoidi; aglikonski oblici kvercetina, kempferola i apigenina se
sintetiziraju u prvim koracima biosinteze (Falcone Ferreyra i sur. 2012). Iz halkona enzimom
halkon izomeraza (CHI) nastaje flavanon naringenin koji se enzimom flavanon-3-hidroksilaza
(F3H) oksidira u dihidrokemferol koji se pak hidroksilira u dihidrokevrcetin. Unato¢ detaljnom
razumijevanju biosintetskog puta flavonoida, mehanizmi njihova transporta kroz membrane i
nakupljanje u razli¢itim dijelovima stanice trenutno nisu dovoljno poznati. Smatra se da je
glavna pokretacka sila transporta flavonoida u vakuolu i stani¢nu stijenku protonski gradijent
izmedu citosola i vakuole odnosno stani¢ne stijenke kojeg osigurava H*-ATP-aza (Petrussa i
sur. 2013).

4-kumaroil-CoA
+ 3-malonil-CoA

CHS

A A CHI A . F3H . F3"H . .
naringenin halkon —— naringenin — dihidrokempferol — dihidrokvercetin

FLS FLS

kempferol kvercetin

Slika 6. Biosintetski put flavonoida; CHS = halkon-sintaza, CHI = halkon-izomeraza, F3H =
flavanon-3-hidroksilaza, F3'H = flavonoid-3'-hidroksilaza, FLS = flavonol-sintaza (preuzeto i
prilagodeno iz izvora Falcone Ferreyra i sur. 2012).
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U biljkama flavonoidi imaju razli¢ite uloge, u pigmentaciji i obrani. Antocijani su
obojeni flavonoidi prisutni u cvjetovima i plodovima, koji pomazu primamljivanju Zivotinja za
oprasivanje i rasprostranjivanje sjemenki (Von Elbe i Schwartz 1996). Neki izoflavonoidi
imaju snaznu insekticidnu aktivnost, a drugi pak antiestrogeni u¢inak koji uzrokuje neplodnost
sisavaca (Pevalek-Kozlina 2003). Takoder sluze za zastitu od UV zracenja, stimulaciju dusik
fiksirajucih bakterija, musku fertilnost, prijenos auksina (Kun i sur 2011, Falcone Ferreyra i
sur. 2012).

Ljekovitost velikog broja biljaka bazira se upravo na sadrzaju flavonoida koji imaju
izrazenu antioksidacijsku aktivnost i sposobnost ¢i§¢enja slobodnih radikala (Rice-Evans i sur.
1996) zbog cega im se pripisuju mnoga terapeutska djelovanja, npr. antibakterijsko,
protuupalno, antialergijsko, antimutageno, antivirusno i antikancerogeno (Orhan i sur. 2010).
Procijenjeno je da prosje¢nom prehranom c¢ovjek dnevno u organizam unese izmedu 20 mg i
500 mg flavonoida (Giuliani i sur. 2014, Rakers i sur. 2014). Zbog izrazite farmakoloske
ucinkovitosti danas se flavonoidi sve viSe koriste u medicini, kozmetici 1 prehrambenoj

industriji.

Flavoni i flavonoli su dvije skupine flavonoida koji nisu vidljivi ljudskom oku, ali ih
kukci i péele mogu vidjeti, jer apsorbiraju svjetlost kracih valnih duljina nego antocijani.
Prisutni su uglavnom u cvjetovima i listovima svih zelenih biljaka, a nakupljaju se u epidermi
listova i stabljike gdje Stite biljku od UV-B zracenja. Apsorbiraju u UV-B podrucju spektra, a
propustaju fotosintetski aktivne valne duljine. Flavonol kvercetin (i flavon apigenin) su
regulatori polarnog prijenosa auksina (Pevalek-Kozlina 2003, Kuhn 2011).

Kvercetin 1 kempferol su najzastupljeniji flavonoli povréa, a slijedi ih izoramnetin.
Kvercetin je Cesto predmet istrazivanja u in vitro uvjetima i dokazano je njegovo
antikancerogeno djelovanje, a poznat je i kao dobar hvata¢ slobodnih radikala, antioksidans, te
Stiti od kardiovaskularnih bolesti. Kempferol takoder pokazuje jaku antioksidacijsku aktivnost
i zajedno s kvercetinom sinergijski djeluje na inhibiciju proliferacije stanica raka debelog
crijeva (Rochfort i sur. 2006, Scmidt i sur. 2010). Francisco i sur. (2009) su svojim
istrazivanjem utvrdili da su kempferol, kvercetin i izoramnetin, glikozilirani ili acilirani
drugim hidroksicimetnim kiselinama, najéesé¢i flavonoli podvrsta Brassica rapa. A Lin i
Harnley (2010) su istrazivanjem takoder B. rapa podvrsta ustanovili da su glikozidi
kempferola i kvercetina najzastupljeniji, a u manjoj mjeri i izoramnetina glavni flavonoli

pekinskog kupusa.
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1.3.1.2. Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su sljedeca najvaznija skupina fenolnih spojeva, a dijelimo ih u dvije
glavne skupine — derivati hidroksibenzojeve i derivati hidroksicimetne kiseline (Tsao 2010).
Sastoje se od najmanje jednog aromatskog prstena na koji je vezana jedna ili vise hidroksilnih
skupina (Seong i sur. 2015). Prisutne su u svim biljkama (Hermann 1989); dok voce i povrée
uglavnom sadrzi slobodne fenolne kiseline, u zitaricama i ostalim sjemenkama dolaze u
vezanom obliku (Tsao 2010). Hidroksicimetne kiseline najcesc¢e dolaze u obliku jednostavnih
estera s hidroksikarboksilnim kiselinama ili glukozom, dok su hidroksibenzojeve kiseline
uglavnom prisutne u obliku glukozida. Nadalje, fenolne kiseline se u hrani biljnog podrijetla
mogu pojavljivati kao esteri ili glikozidi konjugirani s drugim spojevima poput flavonoida,
alkohola, sterola, hidroksimasnih kiselina i glukozidima (Hermann 1989, Lattanzio 2013).
Predstavljaju 1/3 fenolnih spojeva ljudske prehrane, a pokazuju visoku antioksidacijsku
aktivnost koja ovisi o broju hidroksilnih skupina (Res Giada 2013). Predmet su mnogih
kemijskih, bioloskih, agronomskih i medicinskih istrazivanja.

Hidroksicimetne kiseline, kao podskupina fenolnih kiselina, su hidroksilirani derivati
cimetne Kkiseline (SI. 7). Osnovna strukturna jedinica im je C6-C3 (Dewick 2007).
Hidroksicimetne Kiseline su, od fenolnih spojeva, najznacajniji fitoaleksini i alelopatski
spojevi. Fitoaleksini su antibiotici slabe potentnosti koji mogu djelovati protiv
mikroorganizama, zivotinjskih stanica i drugih biljnih stanica, doprinose otpornosti biljke na
bolesti, te Stite od predatora (Ahuja i sur. 2010). Imaju jaku antioksidacijsku aktivnost zbog
mogucénosti hvatanja slobodnih radikala i inaktivacije lipidne peroksidacije. Derivati
hidroksicimetnih kiselina, kao $to su sinapinska, kavena, feruli¢na i p-kumarinska, ¢esto su
zastupljeni u zelenoj salati, raj¢ici, kineskoj rastici i pekinskom kupusu (Seong i sur. 2015). A
u vrstama roda Brassica najées¢e su p-kumarinska, sinapinska i feruli¢na, Cesto prisutne u

spojevima sa Se¢erom ili drugom hidroksicimetnom kiselinom (Cartea 2011).

A) B) C)
' R4 OCH? 0
OH HO H,CO "0H
. ~_OH HO
R; COOH 0 OCH3

Slika 7. Osnovna kemijska struktura hidroksicimetnih kiselina (A), feruli¢ne (B) i sinapinske
kiseline (C) (izvori redom: https://www.researchgate.net/figure/Chemical-structure-of-
hydroxycinnamic-acid-14_figl 265476582
https://www.mpbio.com/product.php?pid=05213110&country=223 i
http://www.wikiwand.com/en/Sinapinic_acid)
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Prema Seong 1 sur. (2015) dominantne hidroksicimetne kiseline pekinskog kupusa su
kavena, sinapinska, p-kumarinska i feruli¢na. Sinapinska kiselina $iroko je rasprostranjena u
biljnom carstvu i ¢esto zastupljena u ljudskoj prehrani. Njeni izvori su voée, povrce, Zitarice,
uljarice i1 ljekovito bilje. Moze se pojavljivati u slobodnom obliku, ali kao veéina
hidroksicimetnih kiselina dolazi i u obliku estera. Pokazuje antioksidacijsko, antimikrobno,
protutumorsko, protuupalno i protuanksiozno djelovanje, no pretezito zbog antioksidacijske
aktivnosti ima potencijalnu upotrebu u preradi hrane, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji.
Ima bolju antioksidacijsku aktivnost od ferulicne. Smatra se da sinapin djeluje kao inhibitor
acetilkolinesteraze, pa ima terapeutsku primjenu kod Alzheimerove, Parkinsonove bolesti i

demencije (Nic¢iforovi¢ i Abramovic 2014).

1.4. Antioksidacijsko djelovanje fenolnih spojeva

Antioksidansi su kemijske tvari koje spre¢avaju oksidaciju spojeva podloznih oksidaciji,
doniranjem elektrona ili vodikova atoma, ¢ime u bioloskim sustavima onemogucuju djelovanje
slobodnih radikala (oksidansa) kad su oni u Stetnom suvisku tj. kad je koncentracija slobodnih
radikala veca nego $to je potrebno za odvijanje normalnih fizioloskih procesa. Antioksidansi
inaktiviraju djelovanje slobodnih radikala pa tako zaustavljaju lancanu reakciju stvaranja novih
radikala 1 spre¢avaju njihovo S$tetno djelovanje. Osim S§to sprefavaju nezeljene procese
oksidacije, antioksidansi mogu doprinijeti smanjenju oStecenja nastalih djelovanjem slobodnih
radikala (Krishnaiah 2011).

Slobodni radikali sumolekule koje imaju nespareni elektron i stoga su izuzetno reaktivni.
U Zivom organizmu proizvode se pri normalnim fizioloskim procesima te imaju vrlo vaznu
ulogu u odvijanju brojnih funkcija, osobito u medustani¢noj komunikaciji gdje uvelike
potpomazu u obrani od bakterija 1 drugih Stetnih agenasa. Kada se nadu u suvisku narusavaju
stabilnost drugih molekula u okolini da bi postigli vlastitu ravnoteZzu, pokre¢u nepoZzeljne
lan¢ane reakcije koje dovode do oksidativnog stresa, zbog ¢ega nastaju oksidativna oStecenja
biomolekula, oSte¢enja tkiva, smrt stanica i razli¢ite bolesti. Radikali se obi¢no stabiliziraju
delokalizacijom elektrona, stvaranjem intramolekularnih vodikovih veza ili daljnjom
reakcijom s drugim lipidnim radikalom (Lobo i sur. 2010, Sisein 2014).

Tvari kao §to su vitamin C, vitamin E, karoteni, fenolni spojevi, estrogeni biljnog

podrijetla imaju antioksidacijsku sposobnost, a prirodni izvor antioksidacijskih tvari su
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uljarice, cjelovite zitarice, povrce, voce, zeljaste biljke, zaCinsko bilje, listovi, korijen. Fenolni
spojevi su grupa specijaliziranih aromatskih metabolita biljke za koje se zna da posjeduju
viSestruka bioloska djelovanja kao $to su antioksidativna (Cartea 2011) i antimikrobna
aktivnost (Ayaz i sur. 2008). Neke studije su pokazale da su mnogi biljni fenolni spojevi znatno
uc¢inkovitiji antioksidansi in vitro nego §to je to vitamin E ili C, te da je njihova konzumacija
povezana sa smanjenim rizikom od pojave karcinoma (Caristi i sur. 2003).

Da bi se odredio antioksidacijski kapacitet razvijen je velik broj metoda koje se temelje
na razli¢itim mehanizmima obrambenog sustava antioksidansa, poput uklanjanja ili inhibicije
slobodnih radikala ili keliranja metalnih iona, koji bi u suprothom doveli do nastajanja
slobodnih radikala. Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti koriste se razli¢ite metode
temeljene na redukciji radikala ABTS" (2,2'-azinobis (3- etilbenzotiazolin-6-sulfonska
kiselina)) i DPPH (2,2-difenil-pikrilhidrazil), te metoda odredivanja antioksidacijske jakosti
redukcijom Zzeljeza (FRAP; eng. ferric reducing/antioxidant power), a zbog kompleksnih
oksidacijskih procesa pozeljno je paralelno koristiti vise metoda jer na osnovi samo jedne
dobiveni rezultati ne mogu biti precizno interpretirani. Metode temeljene na redukciji radikala
(ABTS i DPPH) te metoda odredivanja antioksidacijske jakosti redukcijom zeljeza (FRAP) su
Siroko rasprostranjene metode koje se koriste za odredivanje antioksidacijske aktivnosti biljnog
materijala. Baziraju se na prijenosu elektrona iz uzorka na reaktivni radikal i mjere se
spektrofotometrijski temeljem promjene boje (Seong i sur. 2015). Dok se metode ABTS i
DPPH temelje na redukciji slobodnih radikala dodatkom antioksidacijskih spojeva prisutnih u
uzorku, metodom FRAP se mjeri redukcija Fe** iona koji se iz Fe* - TPTZ kompleksa (2,4,6-

tripiridil-s-triazin) reduciraju do iona Fe?* djelovanjem antioksidacijskih spojeva uzorka.
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2. CILJ RADA

Sadrzaj (kvalitativni 1 kvantitativni) fenolnih spojeva, kao i njihov antioksidacijski
kapacitet, ovise 0 razvojnom stadiju biljke (Petropoulos i sur. 2018). Do sada su u dostupnoj
literaturi informacije o sadrzaju fenolnih spojeva i antioksidacijskom kapacitetu pekinskog
kupusa zabiljezene za odrasle biljke (Seong i sur. 2015), no ne postoje usporedni podaci 0
kvantitativnom i kvalitativnom sadrzaju fenolnih spojeva i1 antioksidacijskom kapacitetu
razli¢itih razvojnih stadija ove vrste koji takoder mogu biti znacajan izvor navedenih spojeva.
Stoga je cilj ovog diplomskog rada bio I) odrediti koli¢ine ukupnih fenola, flavonola i
hidroksicimetnih kiselina (podskupina fenolnih Kkiselina), 1) identificirati i kvantificirati
najzastupljenije pojedina¢ne flavonoide i fenolne kiseline, te Il1) odrediti antioksidacijski
kapacitet pet razvojnih stadija pekinskog kupusa (prvi stadij su ¢inile mlade biljke s otvorenim
kotiledonama, drugom stadiju pripadale su biljke s razvijenim dvjema kotiledonama i dva prava
lista, tre¢em biljke s Cetiri lista, a biljke cetvrtog 1 petog stadija imale su po Sest, odnosno deset
razvijenih listova) s ciljem utvrdivanja koji od testiranih razvojnih stadija bi se, s obzirom na
navedene parametre, moglo predloziti za daljnje istrazivanje potencijala u prehrambenoj

industriji.
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3. MATERIJALI |
METODE



3.1. Materijali

Sve postupke uzgoja i pripreme biljnog materijala kao i laboratorijske metode, u sklopu
ovog diplomskog rada, osobno sam odradila. Kao modelni organizam za istrazivanje sadrzaja
fenolnih spojeva i antioksidacijskog kapaciteta ovisno o razvojnom stadiju biljke koriStena je
podvrsta pekinski kupus (Brassica rapa L. subsp. pekinensis (Lour.) Hanelt). Sjemenke
pekinskog kupusa nabavljene su iz firme International Seeds Processing GmbH, Quedlinburg
(Njemacka). Sjemenke su naklijavane na vlaznom filter papiru pri kontroliranim uvjetima
svjetlosti, temperature i vlage, tj. u mraku, pri temperaturi od 23 °C i udjelu vlage od 65%.
Nakon ¢etiri do pet dana naklijavanja klijanci su presadeni u teglice s univerzalnim supstratom
za bilje Stender B400 (Schermbeck, Njemacka) koji je prethodno prosijan i steriliziran, te dalje
uzgajani do trenutka sakupljanja u stakleniku Botani¢kog zavoda Bioloskog odsjeka
Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, pri konstantnim uvjetima (temp.
22-25 °C, svjetlosni rezim 16 h dan/8 h no¢, vlaga 65%) uz kontrolirano zalijevanje. Biljni
materijal sakupljan je u pet razli¢itih razvojnih stadija: 1 — razvijene dvije kotiledone, 2 —
razvijene 2 kotiledone i 2 lista, 3 — razvijena 4 lista, 4 — razvijeno 6 listova, 5 — razvijeno 10
listova. Biljke u stadiju broj 1 sabirane su u starosti tri do pet dana, a dalje su sakupljane u
razmacima od sedam do dvanaest dana ovisno o brzini razvoja listova (izmedu svakog
razvojnog stadija prosao je period od desetak dana) (Tablica 2). Na isti nacin uzgojene su tri
bioloske replike. Uzgoj i sakupljanje nadzemnih dijelova biljaka proveden je u periodu od
veljaée do svibnja 2018. godine. Biljke su rezane sterilnim Skarama ispod donjih listova,
oCiS¢ene od zaostale zemlje, isprane u tekucoj vodovodnoj i destiliranoj vodi, te odmah
koriStene za izradu ekstrakata. ViSak biljnog materijala je usitnjen pod tekuc¢im duSikom i

uskladiSten na -80 °C.
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Tablica 2. Oznaka, slika i opis pet odabranih razvojnih stadija pekin§kog kupusa koristenih za
analizu fenolnih spojeva i antioksidacijskog kapaciteta.

Oznaka Slika razvojnog stadija Opis razvojnog stadija
razvojnog
stadija
- starost biljaka 3-5 dana
1 (razvijene dvije kotiledone)
- starost biljaka 10-16 dana
5 (razvijene dvije kotiledone i
dva lista)
- starost biljaka 17-26 dana
3 (razvijena Cetiri lista)
- starost biljaka 24-40 dana
4 (razvijeno Sest listova)
- starost biljaka 31-46 dana
5 (razvijeno deset listova)
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3.2. Metode

3.2.1. Priprema ekstrakata

Sakupljen i oc¢is¢en biljni materijal smrznut je teku¢im dusikom i usitnjen u tarioniku.
Kao ekstrakcijsko otapalo koristen je 70%-tni etanol (EtOH). Ekstrakti kona¢ne koncentracije
150 mg/mL pripremljeni su u epruvetama na sljede¢i nacin: usitnjeno biljno tkivo preliveno je
odredenim volumenom ekstrakcijskog otapala te pri sobnoj temperaturi 60 minuta inkubirano
na vrtloZznoj mijesalici pri 50 okretaja u minuti. Dobiveni ekstrakti centrifugirani su 5 minuta
pri 13000 g u centrifugi Eppendorf Centrifuge 5804R, te su supernatanti odvojeni u nove
epruvete i spremljeni na -20 °C do daljnjih analiza (SI. 8). Navedena metoda izrade ekstrakta
optimizirana je u Laboratoriju za fitokemiju Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-matematickog

fakulteta SveuciliSta u Zagrebu.

Slika 8. Postupak izrade ekstrakta: A) sakupljanje, ¢is¢enje i priprema biljnog tkiva, B)
smrzavanje i usitnjavanje teku¢im dusikom, C) dodavanje 70%-tnog etanola i homogeniziranje
u tarioniku, D) pro¢iséeni supernatanti.
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3.2.2. Odredivanje ukupnih fenola

Fenolni spojevi mogu se analizirati primjenom spektrofotometrijskih i kromatografskih
metoda. U usporedbi s kromatografskim, spektrofotometrijske metode su jednostavne i
prakti¢ne, a za odredivanje ukupnih fenola najc¢esca je u upotrebi metoda odredivanja s Folin-
Ciocalteu reagensom. Sadrzaj ukupnih fenola u etanolnim ekstraktima  odreden je
spektrofotometrijski, mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri valnoj duljini 740 nm,
modificiranom metodom prema Zhishen i sur. (1999). Metoda se temelji na reakciji fenola s
Folin-Ciocalteu reagensom Kkoji predstavlja smjesu fosfovolframove i fosfomolibdenske
kiseline koje se pri oksidaciji fenolnih spojeva reduciraju u plavo obojeni volfram-oksid i
molibden-oksid (Ough i Amerine 1998).

Sadrzaj ukupnih fenola u pojedinim uzorcima odreden je o¢itavanjem bazdarnog pravca
dobivenog mjerenjem apsorbancije etanolnih otopina galne kiseline. Za o¢itavanje bazdarnog
pravca prvo je pripremljena mati¢na etanolna otopina galne kiseline kona¢ne koncentracije 2
mg/mL; 100 mg galne kiseline otopljeno je u 50 mL 96%-tnog EtOH. Iz mati¢ne otopine
pripremljen je niz razrjedenja (0,1 - 1 mg/mL) u kona¢nom volumenu 1 mL. Bazdarni dijagram
za odredivanje sadrZzaja ukupnih fenola, kao ekvivalenata galne Kiseline, prikazuje ovisnost

apsorbancije otopine pri 740 nm o masenoj koncentraciji galne kiseline.

Jednadzba bazdarnog pravca za galnu kiselinu:

y = 0,6381x — 0,0468; R?=0,9966

Prvo je pripremljena 1,88 M otopina natrijevog karbonata. Smjese otopina radene su na
mikrotitarskoj plocici s 96 jazica pri ¢emu je svaka reakcija radena u tri ponavljanja. U 53
jazice otpipetirano je po 158 pL deionizirane vode (dH20) i 10 puL Folin-Ciocalteu (FC)
reagensa u koje je redom dodavano: 2 uL 70%-tnog EtOH kao slijepa proba ili 2 pL galne
kiseline otopljene u 70%-tnom EtOH u razli¢itim koncentracijama ili 2 pL ekstrakta pekinskog
kupusa. Sve smjese su desetak puta promijesane pipetom. Potom je u sve jazice dodano po 30
puL 1,88 M NaCOs (natrijevog karbonata) te jo§ jednom promijesano. Smjese otopina
inkubirane su 30 minuta na 45 °C. Nakon inkubacije ocitane su apsorbancije na
spektrofotometru FLUORstar Optima na valnoj duljini od 740 nm. Sadrzaj ukupnih fenola u
pojedinim uzorcima pekinskog kupusa odredio se ocitavanjem bazdarnog pravca dobivenog

mjerenjem apsorbancije etanolnih otopina galne kiseline poznatih koncentracija (0,1 - 1
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mg/mL) te izrazio u miligramima ekvivalenta galne kiseline po gramu svjeze mase uzorka (mg
EGK/g svm).

U Excelu je izraden bazdarni pravac, a sadrzaj ukupnih fenola izracunat je prema formuli:

[Fenoli] = AT_b (mg/mL)

pri ¢emu je:

A — apsorbancija pri 740 nm
a — ekstincijski koeficijent

b — odsjecak na osi y

3.2.3. Odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola

Ukupne hidroksicimetne kiseline i flavonoli izmjereni su na spektrofotometru Thermo
Scientific Nanodrop 2000c. Za odredivanje ukupnih spojeva koristena je modificirana metoda
prema Howard i sur. (2003). U Eppendorf epruvete dodano je 25 uL uzorka nehidroliziranog
ekstrakta pekinskog kupusa, 25 pL otopine klorovodi¢ne kiseline (HCI) masene koncentracije
1 g/L razrijedene u 96%-tnom EtOH i 455 pL vodene otopine HCI masene koncentracije 2 g/L.
Smjese su deset sekundi mijesane na tresilici nakon ¢ega su prebacene u staklene Kivete.
Ukupne hidroksicimetne kiseline mjerene su na valnoj duljini 310 nm, a ukupni flavonoli na
360 nm. Za izradu bazdarnog pravca za hidroksicimetne kiseline koriStena je kavena kiselina
(0,01 — 1 g/L), a za flavonole kvercetin razli¢itih koncentracija (0,1 — 1,55 g/L). Po 25 uL
kavene kiseline i1 kvercetina razli¢itih koncentracija pomijeSano je na tresilici s 25 pL 1 g/L
HCI u 96%-tnom EtOH i 455 pL 2 g/L HCI u deioniziranoj vodi, te su na spektrofotometru
izmjerene apsorbancije. Sadrzaj ukupnih hidroksicimetnih Kiselina i flavonola odreden je
pomoc¢u jednadzbi bazdarnih pravaca dobivenih mjerenjem apsorbancije otopina kavene

kiseline, odnosno kvercetina u 96%-tnom etanolu.

Jednadzba bazdarnog pravca za kavenu kiselinu:
y =3,7781x + 0,0345; R? = 0,9945

Jednadzba bazdarnog pravca za kvercetin:
y =1,8127x + 0,1181; R?=0,9955
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Sadrzaj ukupnih hidroksicimetnih kiselina izrazen je kao miligram ekvivalenta kavene
kiseline (eng. caffeic acid equivalents) po gramu svjeze mase uzorka (mg CAE/g svm), dok je
sadrzaj flavonola izrazen u miligramu ekvivalenta kvercetina (eng. quercetin equivalents) po
gramu svjeze mase uzorka (mg QE/g svm). U Excelu je izraden bazdarni pravac, a sadrzaj

ukupnih hidroksicimetnih kielina i flavonola izracunat je prema formuli:

Hidroksicimetne kiseline Alb
ili =— (mg/mL)
Flavonoli

pri ¢emu je:

A — apsorbancija pri 740 nm
a — ekstincijski koeficijent

b — odsjecak na osi y

3.2.4. Razdvajanje, identifikacija i kvantifikacija fenolnih spojeva metodom tekuéinske

kromatografije visoke mo¢i razlucivanja

Kvalitativna i kvantitativna analiza fenolnih spojeva uzoraka provedena je metodom
tekuc¢inske kromatografije visoke moci razluc¢ivanja (HPLC; eng. high-performance liquid
chromatography). Metoda se koristi za razdvajanje komponenti iz smjese na osnovi kemijskih
interakcija izmedu tvari koja se analizira i stacionarne faze u stupcu. U sklopu ovog diplomskog
rada analizirani su aglikonski oblici fenolnih spojeva pa su u tu svrhu ekstrakti hidrolizirani
sljede¢im postupkom: na odredeni volumen ekstrakta dodana je koncentrirana klorovodi¢na
kiselina (HCI) tako da je njena kona¢na koncentracija bila 1,2 M. Uzorci su potom inkubirani
na termomikseru u trajanju od 2 sata, pri temperaturi od 80°C i 300 okretaja u minuti. Nakon
zavrSetka hidrolize ekstrakti su do upotrebe skladisteni na -20°C.

Za razdvajanje, identifikaciju i kvantifikaciju fenolnih spojeva koristen je uredaj Agilent
1100 Series s UV/VIS detektorom. Razdvajanje je provedeno na nepolarnoj koloni Poroshell
120 SB-C18 dimenzija 4,6 x 75 mm s veli¢inom Cestica 2,7 um uz upotrebu pretkolone Zorbax
Rx-C18 dimenzija 4,6 x 12,5 mm s veli¢inom ¢estica 5 um. Mobilna faza A bila je 0,2%-tna

octena kiselina, a mobilna faza B smjesa 0,2%-tne octene kiseline i 80%-tnog metanola. Brzina
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protoka otapala bila je 1 mL/min, a aplicirani volumen uzorka 25 pL. KoriStena je metoda

razvijena u Laboratoriju za fitokemiju Bioloskog odsjeka Prirodoslovno-matematickog

fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Flavonoidi su analizirani pri valnoj duljini 360 nm, a za analizu

fenolnih kiselina koriStena je valna duljina od 310 nm.

Spojevi su identificirani usporedbom retencijskih vremena pikova dobivenih analizom

ekstrakata s retencijskim vremenima pikova dobivenih analizom standarda. Kvantifikacija

spojeva provedena je upotrebom bazdarnih pravaca odgovarajucih standarda (Tablica 3),

prema formuli:

pri ¢emu je:
X = masa spoja

y = apsorbancija

x=12" (mg/kg)

Bazdarni pravci za svaki spoj definirani su analizom otopina razli¢itih koncentracija

(0,01-0,25 mg/mL) standarda istom metodom kao i za ekstrakte.

Tablica 3. Jednadzbe bazdarnih pravaca i R? vrijednosti standarda odabranih fenolnih spojeva

Fenolni spoj JednadZzba bazdarnog pravca R?
Sinapinska kiselina y =1842.1x + 25.56 0.999
Feruli¢na kiselina y = 2815.8x — 36.454 0.999
Kvercetin y =944.51x — 39.118 0.997
Kempferol y = 1076.9x — 36.287 0.998
Izoramnetin y =1241.9x — 39.743 0.999
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3.2.5. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta metodom ABTS

ABTS (2,2'-azinobis (3- etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)) je metoda primjenjiva
za ispitivanje lipofilnih i hidrofilnih antioksidansa ukljuc¢ujué¢i fenole, hidroksicinamate,
karotenoide i plazmatske antioksidanse. Metoda se temelji na ,,gaSenju plavo-zelenog ABTS*
radikal-kationa koji se formira kemijskom ili enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a
nekoliko sati prije analize. Za oksidaciju otopine ABTS-a Koristi se otopina kalijevog
peroksodisulfata. Dodatkom antioksidansa dolazi do redukcije prethodno generiranog radikala
ABTS", sto ovisi 0 antioksidacijskoj aktivnosti i koncentraciji ispitivanog antioksidansa te
trajanju reakcije. Udjel reduciranog radikala ABTS* kojeg gase antioksidansi, mjeri se
pra¢enjem smanjenja apsorbancije radikala ABTS", te se antioksidacijska aktivnost izrazava
kao postotak inhibicije radikala ABTS" (Re i sur. 1999).

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti pripremljena je otopina radikala ABTS* koja
se oksidira pomocu kalijevog peroksodisulfata. Kona¢na koncentracija otopine kalijevog
peroksodisulfata iznosila je 2,45 mM. Pomijesano je 88 pul 140 mM otopine kalijevog
peroksodisulfata te nadopunjeno sa 7 mM otopinom ABTS reagensa do volumena od 5 mL.
Ovako pripremljena otopina omotana je folijom i ostavljena da odstoji minimalno 12 sati, kako
bi doslo do potpune oksidacije.

Na mikrotitarsku plo¢icu otpipetirano je: 200 pL radikala ABTS" i 2 uL 70%-tnog
EtOH kao slijepa proba ili 200 pL radikala ABTS™ i 2 pL ekstrakta. Nakon postavljanja
reakcija smjese su promijeSane pipetom desetak puta te ostavljene na sobnoj temperaturi, u
mraku, da inkubiraju 6 minuta. Prije mjerenja na spektrofotometru FLUORstar Optima
provjerena je i podeSena apsorbancija radikala ABTS™ na spektrofotometru Thermo Scientific
Nanodrop 2000c dodavanjem ABTS reagensa ili razrjedivanjem 96%-tnim etanolom, tako da
apsorbancija iznosi 0,7 + 0,02. Maksimum apsorbancije radikal ABTS" dostiZze na valnim
duljinama od 645 nm, 734 nm ili 815 nm, a u ovom istrazivanju apsorbancije su mjerene na
734 nm, na spektrofotometru FLUORstar Optima. Uz mjerenje uzoraka, izmjerena je
apsorbancija slijepe probe koja sluzi kao referentno mjerenje. Postotak inhibicije radikala

ABTS" izracunat je prema formuli:

— A,
* 100

% inhibicije =
0
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pri ¢emu je:
A, — apsorbancija slijepe probe (bez ekstrakta)
A; —apsorbancija uzorka (s ekstraktom)

3.2.6. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta metodom DPPH

Metoda DPPH (2,2-difenil-pikrilhidrazil) je brza i jednostavna, pa tako i jedna od
najéeSce koriStenih metoda kojom se odreduje sposobnost hvatanja slobodnih radikala. Zashiva
na redukciji alkoholne otopine radikala DPPH u prisutnosti antioksidansa (AH) ili radikala (R)
pri ¢emu dolazi do tvorbe neradikalnog oblika DPPH (DPPH-H). Uslijed reakcije s
antioksidansom radikal DPPH se reducira u neradikalni oblik pri ¢emu dolazi do smanjenja
apsorbancije (Fernandes i sur. 200). Smanjenje apsorbancije proporcionalno je aktivnosti
antioksidansa, a iz izmjerenih vrijednosti apsorbancije rac¢una se postotak inhibicije radikala
DPPH. Za mjerenje antioksidacijskog kapaciteta koristila se modificirana metoda prema
Germano i sur. (2002).

Kao i kod prethodne metode, u mikrotitarsku plocicu otpipetirano je: 190 uL 0,1 mM
otopine DPPH reagensa u 96%-tnom etanolu i 10 uL 70 %-tnog EtOH kao slijepa proba ili 190
uL 0,1 mM otopine DPPH reagensa u 96%-tnom etanolu i 10 pL ekstrakta. Pri pipetiranju
smjese su kratko promijesane i ostavljene da inkubiraju 30 minuta na sobnoj temperaturi.
Nakon inkubacije izmjerena je apsorbancija reakcija na spektrofotometru, pri valnoj duljini
517 nm. Za referentno mjerenje na spektrofotometru Kkoristena je slijepa proba. Reakciju
uklanjanja slobodnog radikala prati promjena boje od intenzivno ljubicaste na pocetku reakcije
do Zute, a Sto se detektira smanjenjem apsorbancije na navedenoj valnoj duljini. Postotak

inhibicije radikala DPPH izracunat je prema formuli:

o Ag = Ay
% inhibicije = ——— * 100
Ag
pri cemu je:
A, — apsorbancija slijepe probe (bez ekstrakta)
A; — apsorbancija uzorka (s ekstraktom)
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3.2.7. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta metodom FRAP

Metoda FRAP (eng. ferric reducing/antioxidant power) je jednostavni direktni test
antioksidacijskog kapaciteta gdje se antioksidacijska aktivnost opisuje kao sposobnost
reduciranja. Neenzimski antioksidansi (npr. vitamin C i bioflavonoidi) mogu se smatrati
reducensima koji uzrokuju redukciju oksidansa. U FRAP metodi oksidans se reducira pomoc¢u
reducensa u redoks — kolorimetrijskoj reakciji, pri niskim pH uvjetima. Iz Fe** - TPTZ
kompleksa (2,4,6-tripiridil-s-triazin) ioni Fe®** se reduciraju do iona Fe?* koji pokazuju

maksimalnu apsorbanciju pri valnoj duljini od 593 nm (Benzie i Strain 1999):

redukcija

Fe3* - TPTZ ——— Fe?" - TPTZ (nastanak plavog obojenja)

Prvo je pripremljen svjezi FRAP reagens mijesanjem 25 mL 300 mM acetatnog pufera,
2,5 mL 10 mM TPTZ otopine i 2,5 mL 20 mM FeCls x 6H20 (Zeljezo (III) klorid heksahidrat)
koji je zagrijan na 37 °C. A otopina TPTZ-a, koncentracije 10 mM, dobivena je otapanjem
159,4 mg TPTZ-a u 50 mL klorovodié¢ne kiseline (HCI). Na mikrotitarsku plocicu otpipetirano
je: 190 pL reagensa FRAP i 10 uL 70 %-tnog EtOH kao slijepa proba ili 190 uL reagensa
FRAP i 10 puL ekstrakta. Pri pipetiranju smjese su kratko promijesane i ostavljene na sobnoj
temperaturi da odstoje 4 minute. Nakon inkubacije izmjerene su apsorbancije zadanih reakcija
na valnoj duljini od 593 nm. Kao referentno mjerenje koristena je apsorbancija slijepe probe.

Postotak redukcije Fe3* - TPTZ izra¢unat je prema formuli:

A
%4100

% redukcije =

pri cemu je:
A, — apsorbancija slijepe probe (bez ekstrakta)
A; — apsorbancija uzorka (s ekstraktom)
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3.2.8. Statisticka obrada podataka

Dobiveni podaci su statisticki obradeni u programu Statistica 13,1 (Stat Soft Inc., SAD).
Usporedba uzoraka provedena je pomocu jednosmjerne analize varijance (ANOVA) te
primjenom testa "Duncan’s New Multiple Range Test" (DNMRT), tj. post hoc testa visestrukih

usporedbi. Statisti¢ki znaGajnim smatrane su vrijednosti koje se razlikuju na razini p<0,05.
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4. REZULTATI



4.1. Ukupni fenoli

Rezultati na slici 9 pokazuju promjenu koncentracija ukupnih fenola u razli¢itim
razvojnim stadijima biljke. Zabiljezena je visoka koncentracija ukupnih fenola na samom
pocetku razvoja biljke, u prvoj fazi razvoja kotiledona gdje iznosi 154 mg EGK/100 g svm.
Sazrijevanjem biljke i razvojem prvih listova zabiljezen je pad sadrzaja ukupnih fenola (stadij
2 — 111 mg EGK/100 g svm, stadij 3 — 99 mg EGK/100 g svm). Daljnjim rastom biljke u
stadijima 4 i 5 zabiljezen je rast sadrzaja ukupnih fenola od 33,12 % i 41,77 % u odnosu na
tre¢i stadij. Najmanja vrijednost zabiljeZena je u treCem stadiju (99 mg EGK/100 g svm), a
najveca u posljednjem stadiju prilikom razvoja najveceg broja listova (170 mg EGK/100 g
svm). Stadiji 1, 4 i 5 biljeze statisticki znacajno vece koncentracije ukupni fenola od stadija 2
i3.

250 ~

200 -+

1o
2KV

150 b

1
ke

100 -

Ukupni fenoli (mg EGK/100 g svm)
(O
o

o

1 2 3 4 5
Razvojni stadiji

Slika 9. Ukupni fenoli pet razvojnih stadija pekinskog kupusa (stadij 1= kotiledone, stadij 2 =
kotiledone i 2 lista, stadij 3 = 4 lista, stadij 4 = 6 listova i stadij 5 = 10 listova) izrazeni u
miligramima ekvivalenta galne kiseline na 100 grama svjeze mase uzorka (mg EGK/100 g
svm). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija. Vrijednosti
oznacene razliitim slovima smatraju se medusobno statisticki znacajno razli¢itima
(jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p<0,05).
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4.2. Ukupne hidroksicimetne kiseline i flavonoli

Sadrzaj ukupnih hidroksicimetnih kiselina (SI. 10) i flavonola (SI. 11) odreden je
spektrofotometrijski pomocu modificirane metode prema Howard i sur. (2003). Najniza
koncentracija ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola zabiljeZena je u stadiju 2, u kojem
su razvijene kotiledone i prva dva prava lista, i to u vrijednostima od 72,35 mg CAE/100 g svm
hidroksicimetnih kiselina i 56,79 mg QE/100 g svm flavonola. Opet je zabiljezen trend visokog
sadrzaja spojeva u prvoj fazi, potom pad u drugoj fazi u kojoj biljka razvija prve listove, te
ponovni postepeni porast sadrzaja spojeva daljnjim starenjem biljke i1 razvojem novih listova.
Najvisa koncentracija ispitivanih spojeva identificirana je, dakle, prilikom razvoja kotiledona,
a idudi rast biljezi se prilikom razvoja vece biljne mase, u ¢etvrtom i petom stadiju u kojem
biljka sadrzi Sest do deset listova. Najvisa koncentracija hidroksicimetnih kiselina iznosi 119
mg CAE/100 g svm, a flavonola 148 mg QE/100 g svm. Koli¢ina ukupnih hidroksicimetnih
kiselina stadija 2 statisticki se znatno razlikuje u odnosu na stadije 1 i 4 koji biljeze veéu
koncentraciju navedenih spojeva (SI. 10). Sli¢an odnos izmedu stadija uocen je i kod ukupnih
flavonola (SI. 11), gdje je tijekom razvoja prvih pravih listova (stadij 2) znatno niza
koncentracija u odnosu na stadij 1 (samo kotiledone) i stadije sa Sest ili deset listova (stadiji 4
i 5). Sadrzaj ukupnih hidroksicimetnih kiselina je visi od sadrzaja ukupnih flavonola u prva tri

razvojna stadija, dok je u stadiju 4 i 5 visa koncentracija ukupnih flavonola.

160 -
140 -
120 -

a
ab ab
100 - T
80 - b
60 -
40 -
20 -
0 . . . . .
1 2 3 4 5

Razvojni stadiji

a

(mg CAE/100 g svm)

Ukupne hidroksicimetne kiseline

Slika 10. Ukupne hidroksicimetne kiseline pet razvojnih stadija pekinskog kupusa (stadij 1=
kotiledone, stadij 2 = kotiledone i 2 lista, stadij 3 = 4 lista, stadij 4 = 6 listova i stadij 5 = 10
listova) izrazene U miligramima ekvivalenta kavene kiseline na 100 grama svjeze mase uzorka
(mg CAE/100 g svm). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija.
Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima smatraju se medusobno statisti¢ki znacajno razli¢itima
(jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p<0,05).
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Slika 11. Ukupni flavonoli pet razvojnih stadija pekinskog kupusa (stadij 1= kotiledone, stadij
2 = kotiledone i 2 lista, stadij 3 = 4 lista, stadij 4 = 6 listova i stadij 5 = 10 listova) izraZzeni u
miligramima ekvivalenta kvercetina na 100 grama svjeZze mase uzorka (mg QE/100 g svm).
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija. Vrijednosti oznacene
razli¢itim slovima smatraju se medusobno statisticki znaCajno razli¢itima (jednosmjerna
ANOVA, Duncan test, p<0,05).
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4.3. Kvalitativna i kvantitativna analiza fenolnih spojeva metodom tekucinske

kromatografije visoke moc¢i razludivanja

Metodom tekucinske kromatografije visoke moci razluc¢ivanja (HPLC; eng. high
performance liquid chromatography) razdvojeni su, identificirani i kvantificirani flavonoidi
(SI. 12 A) i hidroksicimetne kiseline (SI. 12 B) pekinskog kupusa. Od flavonoida kvercetin,

kempferol i izoramnetin, a od hidroksicimetnih kiselina identificirane su feruli¢na i sinapinska

kiselina.
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Slika 12. A) Flavonoidi i B) hidroksicimetne kiseline pekinskog kupusa u stadiju razvoja s
deset listova razdvojeni metodom tekucinske kromatografije visoke mo¢i razlucivanja. Q =
kvercetin, K = kempferol, Isor = izoramnetin, Fer = feruli¢na kiselina, Sin = sinapinska
kiselina.
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Koncentracija feruli¢ne kiseline najveca je u stadijima 4 (17,16 mg/kg svm) i 5 (18,18
mg/kg svm), dok je u stadijima 3 (9,78 mg/kg svm), 2 (7,24 mg/kg svm) i 1 (4,01 mg/kg svm)
znatno manja i medusobno se statistiCki ne razlikuju (SI. 13). Sinapinska kiselina je
najzastupljenija u 1. stadiju (23,72 mg/kg svm), dok su koncentracije u ostala Cetiri stadija
znatno manje (2 — 4,53 mg/kg svm, 3- 5,16 mg/kg svm, 4 — 7,35 mg/kg svm i 5 — 3,21 mg/kg

svm) i medusobno se znacajno ne razlikuju (p<0,05) (SI. 14).
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Slika 13. Sadrzaj feruli¢ne kiseline pet razvojnih stadija pekinskog kupusa (stadij 1=
kotiledone, stadij 2 = kotiledone i 2 lista, stadij 3 = 4 lista, stadij 4 = 6 listova i stadij 5 = 10
listova) izrazen u mg/kg svjeze mase. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti +
standardna devijacija. Vrijednosti oznaCene razliCitim slovima smatraju se medusobno
statisti¢ki znacajno razli¢itima (jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p<0,05).
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Slika 14. Sadrzaj sinapinske kiseline pet razvojnih stadija pekinskog kupusa (stadij 1=
kotiledone, stadij 2 = kotiledone i 2 lista, stadij 3 = 4 lista, stadij 4 = 6 listova i stadij 5 = 10
listova) izrazen u mg/kg svjeze mase. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti +
standardna devijacija. Vrijednosti oznacene razliCitim slovima smatraju se medusobno
statisti¢ki znacajno razli¢itima (jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p<0,05).
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Medu flavonoidima, najzastupljeniji je bio kempferol, zatim kvercetin, a najmanje je
detektirano izoramnetina (SI. 18 A). Kempferol je prisutan u znatno vecoj koncentraciji u
stadiju 4 (53,77 mg/kg svm), dok su koncentracije u stadijima 3 (32,19 mg/kg svm), 1 (24,98
mg/kg svm) i 2 (21,91 mg/kg svm) znatno manje (SI. 16). Najveca koncentracija kvercetina
zabiljezena je u stadijima 1 (13,05 mg/kg svm) i 4 (13,28 mg/kg svm) pri c¢emu se koncentracija
kvercetina u tim stadijima znacajno statisticki razlikuje od stadija 2 (7,55 mg/kg svm) (Sl. 15).
Izoramnetin je najzastupljeniji u stadijima 4 (6,94 mg/kg svm) i 5 (6,45 mg/kg svm), pri cemu
se ti stadiji znatno statisticki razlikuju od stadija 1 (2,19 mg/kg svm), 2 (2,26 mg/kg svm) i 3
(2,12 mg/kg svm), (SI. 17). U svakom od stadija je zabiljezena statisti¢Cki znatno veca
koncentracija kempferola nego kvercetina ili izoramnetina (SI. 18 B).
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Slika 15. Sadrzaj kvercetina pet razvojnih stadija pekinskog kupusa (stadij 1= kotiledone, stadij
2 = kotiledone i 2 lista, stadij 3 = 4 lista, stadij 4 = 6 listova i stadij 5 = 10 listova) izrazen u
mg/kg svjeze mase. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija.
Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima smatraju se medusobno statisti¢ki zna¢ajno razli¢itima
(jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p<0,05).
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Slika 16. Sadrzaj kempferola pet razvojnih stadija pekinskog kupusa (stadij 1= kotiledone,
stadij 2 = kotiledone i 2 lista, stadij 3 = 4 lista, stadij 4 = 6 listova i stadij 5 = 10 listova) izrazen
u mg/kg svjeze mase. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija.
Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima smatraju se medusobno statisticki znacajno razli¢itima
(jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p<0,05).
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Slika 17. Sadrzaj izoramnetina pet razvojnih stadija pekinskog kupusa (stadij 1= kotiledone,
stadij 2 = kotiledone i 2 lista, stadij 3 = 4 lista, stadij 4 = 6 listova i stadij 5 = 10 listova) izrazen
u mg/kg svjeze mase. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija.
Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima smatraju se medusobno statisti¢ki znacajno razli¢itima
(jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p<0,05).
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Znacajno najveca koncentracija pojedinacnog spoja je zabiljeZena za kempferol i to u
stadijima 3, 415 (Sl. 18 A). U svim stadijima koji sadrze prave listove, dakle stadiji 2, 3,415,
kempferol je dominantan medu identificiranim spojevima. U stadiju 1 koji sadrzi samo

kotiledone dominantni identificirani spojevi su kempferol i sinapinska kiselina (Sl. 18 B).
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Slika 18. Usporedba HPLC metodom identificiranih fenolnih spojeva (flavonoida i
hidroksicimetnih kiselina) pekinskog kupusa s obzirom na fenolni spoj (A) i razvojni stadij
(B). Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima smatraju se medusobno statisticki znacajno
razli¢itima (jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p<0,05).
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4.4. Antioksidacijski kapacitet odreden metodom ABTS

Najvisi antioksidacijski kapacitet zabiljezen je u prvom razvojnom stadiju s 31,93%
inhibicije radikala ABTS" (SI. 19). Nakon prvog stadija slijedi pad antioksidacijske aktivnosti
u drugom stadiju, a treci, Cetvrti i peti stadij biljeze postepeni rast. U petom stadiju zabiljeZzeno
je 30,52% inhibicije, nakon ¢ega redom slijede Cetvrti stadij s 29,95%, treci s 24,76% inhibicije
radikala ABTS', te naposljetku drugi razvojni stadij s najnizom zabiljezenom
antioksidacijskom aktivnoscu (19,43%). Analizom varijance stadiji 1, 4 i 5 grupirani su u istu
skupinu, te se medusobno statisticki ne razlikuju, dok se stadiji 2 i 3 medusobno i sa stadijima

1, 41 5 statisticki zna¢ajno razlikuju.
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Slika 19. Antioksidacijski kapacitet pet razvojnih stadija pekinskog kupusa (stadij 1=
kotiledone, stadij 2 = kotiledone i 2 lista, stadij 3 = 4 lista, stadij 4 = 6 listova i stadij 5 = 10
listova) izmjeren metodom ABTS i prikazan kao postotak inhibicije radikala ABTS". Rezultati
su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija. Vrijednosti oznacene razli¢itim
slovima smatraju se medusobno statisticki znacajno razli¢itima (jednosmjerna ANOVA,
Duncan test, p<0,05).

36



4.5. Antioksidacijski kapacitet odreden metodom DPPH

Uslijed reakcije s antioksidansom dolazi do pretvorbe radikala DPPH u neradikalni oblik
(uklanjanja slobodnog radikala) sto se detektira smanjenjem apsorbancije koja je
proporcionalna aktivnosti antioksidansa, a izrazava se kao postotak inhibicije radikala DPPH.
Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem, prikazani na Sl. 20, pokazuju da razliciti stadiji razvoja
imaju bliske vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta odredenog metodom DPPH, te se
izmjerene vrijednosti medusobno statisticki ne razlikuju. NajviSa vrijednost zabiljeZena je u
prvom stadiju i iznosi 27,77% inhibicije radikala DPPH, a najniza u ¢etvrtom stadiju (25,32%
inhibicije radikala DPPH).
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Slika 20. Antioksidacijski kapacitet pet razvojnih stadija pekinskog kupusa (stadij 1=
kotiledone, stadij 2 = kotiledone i 2 lista, stadij 3 = 4 lista, stadij 4 = 6 listova i stadij 5 = 10
listova) izmjeren DPPH metodom i prikazan kao postotak inhibicije radikla DPPH. Rezultati
su prikazani kao srednje vrijednosti & standardna devijacija. Vrijednosti oznacene razli¢itim
slovima smatraju se medusobno statisticki znacajno razli¢itima (jednosmjerna ANOVA,
Duncan test, p<0,05).
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4.6. Antioksidacijski kapacitet odreden metodom FRAP

U sklopu metode FRAP ucinak antioksidansa izraCunat je u odnosu na signal reakcije
od iona Fe?* otopine poznate koncentracije, a koja predstavlja reakciju izmjene jednog
elektrona. Rezultati analize antioksidacijskog kapaciteta, odredeni metodom FRAP (SI. 21),
pokazuju da aktivnost pada u drugom stadiju, a dalje postepeno raste. Prvi stadij biljezi 86,25%
redukcije radikala Fe** - TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin), drugi 81,2%, tre¢i 82,36%, a &etvrti
i peti 87,31% te 87,97% redukcije radikala Fe3* - TPTZ, §to znaci da je najvisa antioksidacijska
aktivnost zabiljezena u zadnjem ispitivanom stadiju, a najniza u drugom stadiju, prilikom
razvoja prvog para listova. Stadiji 1, 4 i 5 spadaju u istu statisticku skupinu, te se statisti¢ki

znacajno razlikuju od stadija 2 1 3.

88 -
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74 -

72 T
1 2 3 4 5

1T

Postotak redukcije radikala Fe3*

Razvojni stadiji

Slika 21. Antioksidacijski kapacitet pet razvojnih stadija pekinskog kupusa (stadij 1=
kotiledone, stadij 2 = kotiledone i 2 lista, stadij 3 = 4 lista, stadij 4 = 6 listova i stadij 5 = 10
listova) izmjeren FRAP metodom i prikazan kao postotak redukcije Fe** - TPTZ radikala do
Fe?" - TPTZ radikala. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija.
Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima smatraju se medusobno statisticki znacajno razli¢itima
(jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p<0,05).
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5. RASPRAVA



Pekinski kupus (Brassica rapa L. subsp. pekinensis (Lour.) Hanelt) je u prehrani covjeka
sve zastupljenija biljka iz porodice kupusnjaca (Brassicaceae). Prehrambena kvaliteta odrasle
biljke potjece od bjelancevina, vitamina, minerala, dijetalnih vlakana, glukozinolata i fenolnih
spojeva (Cartea i sur. 2011) koji pozitivno utje¢u na ljudsko zdravlje. Bioloski ucinci fenolnih
spojeva najcesce se objasnjavaju njihovim snaznim antioksidacijskim svojstvima (Seong i sur.
2016). Sadrzaj (kvalitativni i kvantitativni) fenolnih spojeva, kao i njihov antioksidacijski
kapacitet, ovise 0 razvojnom stadiju biljke (Petropoulos i sur. 2018). Do sada su u dostupnoj
literaturi informacije o sadrzaju fenolnih spojeva i antioksidacijskom kapacitetu pekinskog
kupusa zabiljezene za stadij s razvijenim kotiledonama (Samec i sur. 2018) i odrasle biljke
(Seong i sur. 2016), no ne postoje usporedni podaci o kvantitativnom 1 kvalitativnom sadrzaju
fenolnih spojeva i antioksidacijskom kapacitetu razli¢itih razvojnih stadija ove vrste. Pavlovié¢
(2017) navodi koncentracije slobodnih i vezanih fenolnih kiselina pekinskog kupusa u
razvojnim stadijima koji odgovaraju stadijima 1 i 3 u sklopu ovog diplomskog rada, no
usporednih podataka o sadrzaju dominantnih flavonoida te antioksidacijskom kapacitetu
pekinskog kupusa razli¢itih razvojnih stadija do sada nema. Stoga je cilj ovog diplomskog rada
bio odrediti koli¢ine ukupnih fenola, flavonola i hidroksicimetnih kiselina (podskupina
fenolnih kiselina), identificirati 1 kvantificirati najzastupljenije pojedinacne flavonoide i
fenolne kiseline, te odrediti antioksidacijski kapacitet pet razvojnih stadija pekinskog kupusa:
1 = razvijene kotiledone, 2 = razvijene kotiledone i 2 lista, 3 = razvijeno 4 lista, 4 = razvijeno
6 listova, 5 =razvijeno 10 listova kako bi se moglo zakljuciti koji od testiranih razvojnih stadija
pokazuje najveci sadrzaj fenolnih spojeva i najveci antioksidacijski kapacitet.

Spektrofotometrijskim mjerenjem utvrdeno je da najraniji stadij (razvijene samo
kotiledone) 1 dva najkasnija stadija (razvijeno Sest, odnosno deset listova) imaju znatno vecu
koli¢inu ukupnih fenola u odnosu na stadije kada pekinski kupus ima razvijene kotiledone i
dva lista (stadij 2) ili Cetiri lista (stadij 3) (S1. 9). Pretpostavljam da biljka u najranijem stadiju
razvoja, kada ima samo kotiledone, sintetizira ve¢u koli¢inu ukupnih fenolnih spojeva
(poznatih antioksidansa) zbog potrebe za dodatnom zastitom od potencijalnog oksidativnog
stresa kojemu moze biti izloZena tijekom intenzivnog rasta (Kaciene i sur. 2015). Tijekom
prijelaza iz stadija kotiledona u stadij s pravim listovima (u ovom slucaju stadiji 2 i 3) biljka
vjerojatno veci dio energije usmjeri u biosintetske puteve primarnih metabolita koji su joj nuzni
za razvoj prvih pravih listova. Nakon razvoja prva Cetiri prava lista koli¢ina ukupnih fenolnih
spojeva u biljci ponovno znacajno poraste vjerojatno zbog potrebe zastite biljke od okoliSnog
stresa kao $to su UV-zrake kojima je zbog svoje vece povrsine vise izlozena. U literaturi je do

sada zabiljezena koli¢ina ukupnih fenola u stadiju s razvijenim kotiledonima pekinskog kupusa
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(Samec i sur. 2018), $to odgovara stadiju 1 u sklopu ovog diplomskog rada, i zabiljeZene
vrijednosti su vrlo sli¢ne (1,54 mg ekvivalenata galne kiseline (EGK)/g svjeZe mase u uzorcima
iz ovog rada i 13,20 mg EGK/g suhe mase u uzorcima iz rada Samec i sur.). Navedeno ide u
prilog to¢nosti podataka. Takoder, Seong i sur. (2015) su zabiljezili vecu koli¢inu ukupnih
fenola u vanjskim (starijim) listovima tehnoloski zrelog pekinskog kupusa, sto se poklapa s
mojim rezultatom u sklopu ovog diplomskog rada.

Koli¢ina ukupnih hidroksicimetnih kiselina nije se znatno razlikovala medu testiranim
stadijima, izuzev stadija 2 u odnosu na stadije 1 i 4 koji su znacajno statisticki veéi vjerojatno
jer se, iz ve¢ spomenutog razloga, dio energije tijekom razvoja prvih pravih listova (stadij 2)
koristi za sintezu primarnih metabolita (SI. 10). Slican odnos izmedu stadija uocen je i za
ukupne flavonole (SI. 11), tijekom razvoja prvih pravih listova (stadij 2) znatno je niza
koncentracija ovih spojeva u odnosu na stadij 1 (samo kotiledone) i stadije sa Sest ili deset
listova (stadiji 4 i 5).

Metodom tekuéinske kromatografije visoke moci razluc¢ivanja (HPLC; eng. high
performance liquid chromatography) razdvojila sam, identificirala i kvantificirala dominantne
fenolne kiseline, koje su u slucaju pekinSkog kupusa sinapinska i feruli¢na, te flavonoide
kempferol, kvercetin i izoramnetin (SI. 14, SI. 13, SI. 16, Sl. 15, SI. 17). U stadiju 1 koli¢inski
znacajno dominiraju kempferol i sinapinska kiselina (p<0,05), u ostalim stadijima prevladava
kempferol. Izoramnetin je najslabije zastupljen spoj u prva tri razvojna stadija, dok su u stadiju
4 izoramnetin i sinapinska kiselina najslabije zastupljeni, a u zadnjem stadiju sinapinska
kiselina biljezi najnizu koncentraciju (SI. 18 B).

Trend promjene koli¢ine identificiranih hidroksicimetnih kiselina, feruli¢ne i sinapinske,
je u slucaju razli¢itih razvojnih stadija pekinSkog kupusa bio suprotan; sinapinska Kkiselina je
najzastupljenija u stadiju 1, medu ostalim stadijima nisam uo¢ila razliku u koncentraciji (SI.
13), a feruli¢na kiselina je upravo obrnuto — najve¢om koncentracijom zastupljena u stadijima
415, u prva tri stadija joj se koncentracije medusobno ne razlikuju (SI. 14). Na temelju ovog
rezultata zaklju¢ujem da ove dvije hidroksicimetne kiseline, gledano s razvojnog aspekta,
pekinski kupus sintetizira 1/ili koristi obrnuto proporcionalno. Analogan rezultat dobili su i
Seong i sur. (2015) analiziraju¢i sadrzaj ovih kiselina u unutarnjim, sredi$njim i vanjskim
listovima pekinskog kupusa u odraslom (tehnoloski zrelom) stadiju, naime zabiljezili su
najvecu koncentraciju sinapinske kiseline u unutraSnjim (najmladim) listovima, a feruli¢nu
samo u vanjskim (najstarijim) listovima. Povecanje koncentracije ferulicne Kkiseline
zabiljezene u stadijima 4 1 5 objasnjavam ¢injenicom da je ova kiselina prekursor koniferilnog

alkohola, monomera lignina koji osigurava ¢vrstocu stani¢ne stijenke i cijele biljke, a §to biljka
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ima vise listova (vecu povrsinu) potrebna joj je i veca koli¢ina lignina za ucvrs¢ivanje stijenki
(Carnachan 2000). Promjene u koli¢ini pojedina¢nih fenolnih spojeva klijanaca breze ovisno o
starosti klijanaca istrazila je Keski-Saari (2005); slicno mojim rezultatima, uocila je znacajne
razlike medu razvojnim stadijima iste vrste, kao i1 da su te promjene specifi¢ne za biljnu vrstu.
Koncentracija sinapinske kiseline bila je izmedu 60 mg/kg (sredi$nji listovi) i 80 mg/kg
(unutrasnji listovi) suhe mase, Sto je, uz pretpostavku da je udio spoja u alikvotu suhe mase
otprilike 10 puta ve¢i u odnosu na isti alikvot svjeze mase, slicno udjelima koje sam ja
zabiljezila u stadijima 2, 3, 4 1 5, medutim znatno manje nego u stadiju 1, tj. kotiledonima.

Rochfort 1 sur. (2006) su zabiljezili udjele kvercetina, kempferola i izoramnetina u
listovima kineske rastike (Brassica rapa L. ssp. chinensis L. (Hanelt.)) 70 dana od dana sijanja
sjemenki, medutim taj razvojni stadij je neusporediv s onima koje sam ja istrazivala u sklopu
ovog diplomskog rada pa ne mogu usporedivati rezultate. Ova grupa autora predlozila je
nezrele listove kineske rastike kao potencijalno vazan izvor kempferola i izoramnetina; u tom
kontekstu ja bih kotiledone kineskog kupusa predlozila kao dobar izvor sinapinske kiseline. S
obzirom da je za sinapinsku kiselinu dokazano selektivno anksioliticko djelovanje (Chen
2016), konzumacija pekinskog kupusa u stadiju s kotiledonima potencijalno bi mogla pomoci
ljudima s problemom anksioznosti.

Sto se ti¢e antioksidacijskog kapaciteta pekinikog kupusa, pretpostavila sam da ¢e se
znacajno razlikovati izmedu odabranih razvojnih stadija, §to su rezultati metoda ABTS i FRAP
i potvrdili. Objema metodama zabiljeZen je znatno manji antioksidacijski kapacitet stadija 2 i
3 u odnosu na stadije 1, 4 i 5 (p<005) (SI. 19 i SI. 21). Stovise, metodom ABTS utvrdeno je da
stadij 2 ima manji kapacitet i od stadija 3 (SI. 19). Ovakvi rezultati su u skladu s odnosom
koli¢ine fenolnih spojeva koje sam zabiljezila u testiranim stadijima. Ocekivala sam da ce
stadiji s najmanjom koli¢inom ukupnih fenolnih spojeva (stadij 2 1 3) ujedno pokazati i
najmanji antioksidacijski kapacitet s obzirom da su fenolni spojevi glavni antioksidansi biljaka.
Pozitivnu korelaciju antioksidacijskog kapaciteta 1 sadrzaja fenolnih spojeva, kao zna€ajnih
antioksidansa, zabiljezili su i Seong i sur. (2015) kod listova zrelog pekinskog kupusa.
Zanimljivo je primijetiti da metodama ABTS i FRAP izmedu najranijeg stadija kada su
razvijene samo kotiledone 1 kasnijih stadija kada biljka ima Sest ili deset pravih listova nije
zabiljezena znacajna razlika u antioksidacijskom kapacitetu (SI. 19 i Sl. 21). Ovaj rezultat
ukazuje na to da u slu¢aju potrebe za odredenom antioksidacijskom aktivnosti (u ovom sluc¢aju
otprilike 30% inhibicije ABTS" radikala i 87% redukcije Fe**-TPTZ radikala), nije nuzno
uzgajati pekinski kupus do stadija od Sest ili deset listova, ve¢ se istu moZe posti¢i koriStenjem

kupusa u stadiju samo s kotiledonima, $to uvelike skracuje vrijeme uzgoja, smanjuje koli¢inu
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obzirom na koli¢inu pojedinacnih identificiranih fenolnih spojeva, pretpostavljam da sli¢nom
antioksidacijskom kapacitetu stadija 1, 4 i 5 doprinosi znatno veéa koncentracija sinapinske
kiseline u stadiju 1, te vece koncentracije kempferola i ferulicne kiseline u stadijima 4 1 5.
DPPH metodom nisam utvrdila statisticki znacajne razlike izmedu testiranih stadija (SI.
20) pa zaklju¢ujem da su za ovaj biljni materijal ABTS i FRAP metoda prikladnije. Floegel i
sur. (2011) su takoder zakljucili da je, za analizu biljnih uzoraka koji sadrze hidrofilne i
lipofilne antioksidanse te pigmente, ABTS metoda osjetljivija od metode DPPH. Prednost
metode ABTS jest sto je ABTS topljiv i u vodenom 1 u organskom mediju, pa se test moze
koristiti za odredivanje i hidrofilnih i lipofilnih antioksidansa. Takoder, test je jednostavan i
omogucuje testiranje u Sirokom rasponu pH (Ozgen i sur. 2006). Nedostatci su to Sto metoda
odreduje samo reaktivnost prema radikalu ABTS*, a ne inhibiciju oksidativnog procesa.
Takoder, neki polifenolni spojevi sporo reagiraju s radikalom ABTS", pa mjerenje moze biti
vremenski dugotrajno. Neki autori kao zamjerku navode i ¢injenicu da radikal ABTS™ po svojoj
strukturi 1 reaktivnosti nije sli¢an radikalima koji se pojavljuju u bioloskim sustavima
(MacDonald-Wicks i sur. 2006). Prednosti metode FRAP su jednostavnost i brzina, a
nedostatak ove metode je taj Sto ¢e svaki spoj, neovisno o tome ima li antioksidacijsku
sposobnost ili ne, a posjeduje nizi standardni potencijal od redoks-para (Fe**-TPTZ)/(Fe?*-
TPTZ), rezultirati redukcijom kompleksa i tako povecati FRAP vrijednost uzorka, tj. dat ¢e
lazno vece rezultate (Rayan i sur. 2010). Prednosti metode DPPH su njena jednostavnost i
brzina, a nedostaci topljivost radikala DPPH samo u organskim otapalima, pa je test ogranic¢ene
primjenjivosti pri odredivanju hidrofilnih antioksidansa. Takoder, apsorbancija radikala DPPH
pri 517 nm, osim zbog reakcije s antioksidansom, moze se smanjivati i zbog utjecaja svjetlosti.
Prisutnost vode u otapalu moze dovesti do pogresnih rezultata jer dolazi do agregacije ili
koagulacije radikala DPPH, zbog ¢ega postaje teZe dostupan za reakciju s antioksidansima

(Kedare i Singh 2011).
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6. ZAKLJUCAK



Na temelju rezultata dobivenih u sklopu ovog diplomskog rada zaklju¢ujem sljedece:

1) stadiji 1 (kotiledone), 4 (Sest pravih listova) i 5 (deset pravih listova) sadrze znacajno vece
koli¢ine ukupnih fenola u odnosu na stadije 2 (kotiledone i dva prava lista) i 3 (Cetiri lista),
te najvece koncentracije ukupnih flavonola, pri ¢emu su one znacajno vece samo u odnosu
na koncentraciju u stadiju 2

2) stadiji 1 i 4 imaju najvecée koncentracije ukupnih hidroksicimetnih kiselina, pri ¢emu su one
znacajno vece samo u odnosu na koncentraciju u stadiju 2

3) najvece koncentracije kvercetina zabiljezene su takoder u stadijima 1 i 4, pri ¢emu se stadij
5 znacajno ne razlikuje od stadija 4

4) najveca koncentracija kempferola zabiljeZena je u stadiju 4

5) stadiji 4 i 5 imaju znacajno veéu koncentraciju feruli¢ne kiseline i izoramnetina od stadija
1,2i3

6) u stadiju 1 koli¢inski znacajno dominiraju kempferol i sinapinska kiselina, u ostalim
stadijima prevladava kempferol

7) od stadija 1 prema stadiju 5 omjer kvercetina i izoramnetina se smanjuje

8) trend promjene koli¢ine identificiranih hidroksicimetnih kiselina, feruli¢ne i sinapinske, je
u slucaju razlic¢itih razvojnih stadija pekinskog kupusa bio suprotan: sinapinska kiselina je
bila najzastupljenija u stadiju 1, a feruli¢na kiselina je upravo obrnuto — najve¢om
koncentracijom zastupljena u stadijima 45

9) stadiji 1, 4 i 5 pokazali su znacajno veci antioksidacijski kapacitet (izmjeren ABTS i FRAP
metodama) od stadija 2 i 3. Uz to, ABTS i FRAP metodom izmedu stadija 1 kada
su razvijene samo kotiledone i stadija 4 i 5 kada biljka ima Sest ili deset pravih listova
nije zabiljezZena znacajna razlika u antioksidacijskom kapacitetu

10) s obzirom na rezultate, zaklju¢ujem da u sklopu ovog diplomskog rada testirani stadiji 1, 4 i
5 imaju vecu koncentraciju fenolnih spojeva i antioksidacijski kapacitet od stadija 2 i 3, te bi

ih se stoga moglo predloziti za daljnje istrazivanje potencijala u prehrambenoj industriji.

S obzirom na manjak informacija u dostupnoj literaturi, fenolni profil i antioksidacijski
kapacitet pekinskog kupusa bi trebalo istraziti u svim razvojnim stadijima, do pune tehnoloske
zrelosti biljke, kako bi se utvrdilo koji od stadija s obzirom na navedene parametre bi mogao
posluziti za daljnja istrazivanja potencijalne primjene u prehrambenoj industriji, a ovaj

diplomski rad mozZze biti doprinos tim daljnjim istrazivanjima.
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