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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA

1. lzolirati i desulfatirati glukozinolate prisutne u biljkama porodice Brassicaceae

(Nasturtium officinale i Iberis umbellata).

2. Izvrsiti identifikaciju izoliranih desulfoglukozinolata koristenjem tekucinske
kromatografije ultravisoke djelotvornosti uz detekciju tandemskim masenim
spektrometrom (UHPLC-MS/MS).

3. Kvantificirati glukozinolate biljne vrste Nasturtium officinale i Iberis umbellata.



SAZETAK

Glukozinolati su sekundarni metaboliti identificirani u preko 16 razli¢itih biljnih
porodica, a najznacajnija je porodica Brassicaceae u koju se ubrajaju dobro poznate
biljke iz svakodnevne prehrane. Glukozinolati su fizioloski neaktivni i kemijski stabilni
1 tek njihovom razgradnjom djelovanjem enzima mirozinaze dolazi do oslobadanja
raznovrsnih spojeva. Smatraju se fitokemikalijama s potencijalom prevencije razli¢itih

bolesti u ljudskom organizmu.

U ovom diplomskom radu izolirani su i analizirani glukozinolati iz odabranih dijelova
biljaka Nasturtium officinale i Iberis umbellata. Glukozinolati su identificirani UHPLC-
DAD-MS/MS analizom desulfatiranih glukozinolata. Isti su kvantificirani u razli¢itim
dijelovima biljke prema sluzbenoj ISO 9167-1 metodi koja se zasiva na HPLC analizi
desulfoglukozinolata. Izolacija glukozinolata iz navedenih biljnih materijala je
napravljena metodom ekstrakcije glukozinolata uz desulfataciju. Kod Nasturtium
officinale izolirani su i kvantizirani sljede¢i glukozinolati: metilsulfinilalkilni
glukozinolati i to glukohesperin, 7-(metilsulfinil)heptil-glukozinolat, glukohirsutin,
zatim glukonasturcin koji je aril-alkilni glukozinolat te glukobrasicin i 4-
metoksiglukobrasicin koji spadaju u skupinu indolnih glukozinolata. U sjemenu Iberis
umbellata kvantizirani su spojevi: glukoiberin, sinigrin, glukonapin, glukoibervirin i
glukotropeolin, dok su iz tog sjemena uzgojenoj biljci Iberis umbellata identificirani
sljede¢i  spojevi: glukoiberin, sinigrin, glukoibervirin, glukotropeolin 1 4-
metoksiglukobrasicin. U uzgojenoj biljci Iberis umbellata nije prisutan glukonapin
kojeg nalazimo u sjemenu, ali je identificiran 4-metoksiglukobrasicin koji nije pronaden

u sjemenu.

Kljucne rijeci: glukozinolati, Brassicaceae, Nasturtium officinale, I1beris umbellata,
UHPLC-DAD-MS/MS



SUMMARY

Glucosinolates are secondary metabolites identified in over 16 different plant families,
among which the most important is Brassicaceae family, which includes well known
plants of everyday nutrition. Glucosinolates are physiologically inert and chemically
stable upon activation of the enzyme myrosinase leads to the degradation of
glucosinolates and formation of various compounds. They are considered as

phytochemicals which have potential to protect the human body form various diseases.

In this diploma thesis, glucosinolates from selected parts of Nasturtium officinale and
Iberis umbellata plants were isolated and analysed. Glucosinolates were identified by
UHPLC-DAD-MS/MS analyzing desulfated glucosinolates. The same were quantified
in different plant parts according to the official 1ISO 9167-1 method based on the HPLC
analysis of desulphoglucosinolates. Isolation of glucosinolates from used plant material
was performed using the method of glucosinolate extraction by desulphation. The
following glucosinolates were isolated and quantizated from Nasturtium officinale:
methylsulfinylalkyl glucosinolates le. glucohesperin, 7-
(methylsulfinyl)heptylglucosinolate, glucohirsutin, than gluconasturcin which is
arylalkyl glucosinolate, and glucobrasicin and 4-methoxyglucobrasicin which belong
indole glucosinolates group. The following compounds were quantizated in Iberis
umbellata seeds: glucoiberin, sinigrin, gluconapin, glucoibervirin and glucotropeolin.
While from Iberis umbellata plant cultivated using the same seed following compounds
were indentified: glucoiberin, sinigrin, glucoibervirin, glucotropeolin and 4-
methoxyglucobrasicin. Although present in seeds, gluconapin was not found in
cultivated Iberis umbellata plant; on the other hand 4-methoxyglucobrasicin was

identified in the plant whie beeing absent in the seeds.

Keywords: glucosinolates, Brassicaceae, Nasturtium officinale, Iberis umbellata,
UHPLC-DAD-MS/MS
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UvoD

Biljke porodice Brassicaceae sadrze brojne nehlapljive spojeve velike raznovrsnosti.

Medu vaznijim spojevima koji se nalaze u vecini biljaka ove porodice su glukozinolati.

Glukozinolati su jedinstvena i vazna skupina sekundarnih metabolita u nekim vrstama
biljaka. Glukozinolati su sami po sebi vrlo stabilni i bioloski neaktivni spojevi, te je
njihova razgradnja nuzna za aktivaciju brojnih bioloskih utjecaja koje posjeduju njihovi
razgradni produkti. Najvazniji produkti su izotiocijanati, tiocijanati, nitrili i indoli.

Destilacijom i ekstrakcijom moguce je vrsiti izolaciju ovih hlapljivih komponenti.

U ovom radu provedena je izolacija i kvantizacija glukozinolata iz biljaka Nasturtium
officinale i lberis umbellata. preko odgovaraju¢ih desulfo-oblika. Dokazivanje i
kvantizacija glukozinolata provedena je primjenom tehnike tekucinska kromatografija

ultravisoke djelotvornosti s tandemskim masenim detektorom.



1. OPCI DIO

1.1. Brassicaceae

Brassicaceae, kupusnjace ili porodica cvjetnica (Angiospermae) imenovane su prema
tipskom rodu Brassica. Stari naziv Cruciferae su dobile prema rasporedu latica u
cvjetovima. Ovo je jedna od osam biljnih porodica sa sufiksom -aceae $to je potvrdeno
kao alternativno ime, prema ICBN (¢lanci 18.5 i 18.6 Beckog koda), tako su u upotrebi
oba naziva: Cruciferae i Brassicaceae. Brassicaceae su biljna porodica jednogodisnjih i
trajnih zeleni, rjede grmolikih dvosupnica (u tropima), kojoj pripada vise od 350 rodova
s oko 3000 vrsta. Cvjetovi su krstasica prostolati¢ni (slobodnih latica), dvospolni, a
imaju 4 lapa Caske, 4 latice vjencica, 2 vanjska (kraca) i 4 unutarnja (duza) prasnika i
tuc¢ak s nadraslom plodnicom. Plod je naj¢es¢e komuska ili komuscica, rjede cijepavac,
koji se raspada na jednosjemene ¢lanke ili je plod nepucavac. Porodici pripadaju mnoge

biljke koje se upotrebljavaju za hranu, u gospodarstvu, industriji i ljekarnistvu.

Kao povrée i krmno bilje poznate su razlicite sorte vrtnih (Brassica oleracea: kupus,
kelj, koraba, cvjetaca), vrste repice (Brassica napus), bijele repe (Brassica rapa), rotkve
(Raphanus sativus), biljke uljarice su bijela gorusica (Sinapis alba), slacica ili crna
gorusica (Brassica nigra), a mnoge se krstasice koriste i kao ljekovite biljke. Vrste
razli¢itih rodova npr. Seboja (Cheiranthus), ljubic¢ine (Matthiola), vecernice (Hesperis) i
dr., uzgajaju se kao ukrasne biljke. Mnoge su krstasice Siroko rasireni korovi i biljke
smetistarke, kao $to su dvoredac (Diplotaxis), oranj (Sisymbrium), rusomaca (Capsella),
¢esnjaca (Alliaria), grbica (Lepidium) i dr. U hrvatskoj flori zastupljeno je oko 60
rodova, od kojih su s 10 ili vise vrsta zastupljeni rodovi gromotulja (Alyssum), gusarka

(Arabis), vrzina (Brassica), rezuha (Cardamine incl. Dentaria).

Biljke porodice Brassicaceae sadrze brojne nehlapljive spojeve velike raznovrsnosti.
Medu vaznijim spojevima koji se nalaze u vecini biljaka ove porodice su glukozinolati.
Glukozinolati ~ su  p-tioglukozidni-N-hidroksisulfati ~ (poznati  jo§ 1  kao
Z-N-hidroksiminosulfatni esteri ili S-glukopiranozil tiohidroksimati) s varijabilnim

boénim lancem. Ovi spojevi su pronadeni u ¢ak 16 biljnih porodica reda Capparales.?


https://bs.wikipedia.org/wiki/Sufiks
https://bs.wikipedia.org/wiki/ICBN

Slika 1.

Kupusnjace: 1. Cvijet, 2. Plod komuska, 3. Plod komus¢ica®

U ovom radu su obradene dvije biljne vrsta imena Nasturtium officinale i Iberis

umbellata iz porodice Brassicaceae, ¢ije su karakteristike opisane u nastavku.

1.1.1. Nasturtium officinale W. T. Aiton

Latinsko ime roda Nasturtium officinale potjece od latinske rijeci nasitortium (frknuti
nosom, nasus — nos, torquere — zavrnuti) zbog izrazenog mirisa biljke i soka biljke Koji
stavljen na nosnu sluznicu izaziva kihanje ili osjecaj przenja. Hrvatski naziv biljke je
potocarka, brzorastuca poluvodena biljka iz porodice Brassicaceae. Biljka je udomacena
u Europi, sjevernoj Africi i Aziji te je jedno od najstarijih vrsta povréa koje je ¢ovjek
koristio. Stru¢ak (stabljika) biljke je Supalj pliva na vodi te naraste i do 70 cm visine.
Cvjetovi su sitni i bijele boje, skupljeni u grozdaste cvatove na vrhu stabljike. Cvate od
svibnja do rujna. Plod je oko 1 cm duga komuska koja sadrzi male sjemenke. Nalazimo
je kao samoniklu biljku u potocima, izvorima, plitkim rijekama. Indikator je kvalitetne
pitke vode, pa je rijetka u stajac¢icama. Biljka se koristi i u narodnoj medicini. Stari
Rimljani i Perzijanci koristili su potocarku kao hranu za mozak, svojevrsni tonik za
zivee, ali 1 kao afrodizijak. Ljekovita potocarka smatra se hranom koja usporava
starenje te je jednako dobra, a po nekima i bolja od mnogih drugih namirnica koje se
primjenjuju u tu svrhu. U danasnje vrijeme Cesto se koristi sSamo kao dekoracija jelu, no

njezina nutritivna vrijednost je tolika da ovi listovi ostrog gorkog okusa zasluzuju da ih
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se jede neprokuhane. Sirovi listovi imaju najvecu nutritivnu vrijednost. Sadrze mnogo
luteina, koji poboljSava ili odrzava o¢i zdravima unatoC starenju. PotoCarka sadrzi i
velike koli¢ine joda, te se ne preporucuje ljudima koji pate od hipertireoze. Visoka
koli¢ina joda potocarki daje prednost u odnosu na ostale biljke iz porodice krstaSica.
Biljka sadrzi hranjive tvari koje u svom sastavu imaju sumpor. Osim goruSi¢inog
etericnog ulja koje biljci daje poseban miris i okus, ona sadrzi i bjelancevine,

ugljikohidrate, masti, vitamine i minerale. *

—

Slika 2.

Biljka Nasturtium officinale®

1.1.2. Iberis umbellata L.

Iberis umbellata je jednogodisnja biljka iz porodice Brassicaceae, jednostavna za uzgoj.
Biljke se sire tako da tvore lis¢e visine oko 30 cm s gustim grozdovima od 5 cm te
cvjeta viSe tjedana. Izuzetno su otporne na toplinu i susu, rastu na plodnom kao i na
siromasnom tlu. Jedna je od najlaksih biljaka za uzgoj i1 uspijeva gotovo u svim
sredinama. Epitet vrste dolazi od latinske rijeci za kiSobran ,,umbel*. Biljke tvore gustu
prostirku, najbolje rastu na suncu, a u polusjeni biljke ne cvjetaju obilno. Listovi I.

umbellata su nerazdvojeni i jednostavni, cvjetovi bijeli, rozi i njezno ljubicasti,
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dvostrano simetri¢ni. Cvijet ¢ine 4 latice. Omiljena je biljka u vrtu i Cesto se sadi uz

Setnice. 8

Slika 3.

Biljka Iberis umbellata’

1.2. Glukozinolati

Glukozinolati su jedinstvena i vazna skupina sekundarnih metabolita u nekim vrstama
biljaka. Ispravnu strukturu glukozinolata predlozili su 1956. godine Ettlinger i Lundeen
te opisali prvu sintezu glukozinolata. Ubrajaju se u specifi¢cnu skupinu kemijskih
spojeva tzv. ,fitokemikalija“ koji su zastupljeni u 16 botanickih porodica reda
Capparales. Za prehranu ljudi najznacajnija je porodica Brassicaceae u koju se ubrajaju
kupus, brokula, cvjetaca, prokulice, rotkvica, repa, goruSica i drugi. Glukozinolati su
kemijski stabilni sve dok ne dodu u kontakt s enzimom mirozinazom (f-tioglukozid
glukohidrolaza). Hidroliziraju se u niz bioloski aktivnih tvari, kao $to su izotiocijanati,
indol-3-karbinol 2

Osim §to se konzumira svjeze, povrée se vrlo Cesto preraduje te ovisno o uvjetima
prerade, prisutni glukozinolati se mogu razgraditi §to moze imati za posljedicu
promjenu njihove bioloske aktivnosti. Mnogobrojna epidemioloska istrazivanja
dokazala su 1 potvrdila pozitivan u¢inak konzumiranja povréa iz porodice Brassicaceae,
a time i unos glukozinolata u ljudski organizam. Osim §to imaju pozitivan ucinak u
ljudskom organizmu, glukozinolati i njihovi razgradni produkti mogu imati i
antinutritivni u¢inak. Obi¢no jedna biljka sadrzi do pet (naj¢es¢e dva do pet) razlicita

glukozinolata, dok se ¢ak 15 razlicitih glukozinolata moze naéi u istoj biljci. U najvecoj
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koncentraciji nalaze se u sjemenu.’ Glukozinolati su kemijski stabilni i bioloski
neaktivni sve dok se nalaze odvojeni u stanicama biljaka od enzima mirozinaze.
Istrazivanja su potvrdila da su glukozinolati smjesteni u vakuolama, a mirozinaza u
specifiénim ,,mirozinaznim stanicama®. Os$tecenjem tkiva koje mogu uzrokovati
StetoCine ili se oSte¢enja mogu dogoditi tijekom branja, obrade, dolazi do kontakta
izmedu enzima mirozinaze i glukozinolata $to vodi ka hidrolizi glukozinolata te se
oslobadaju aktivni spojevi kao S§to su izotiocijanati, nitrili, cijanidi te

oskazolidintioni. 1911

1.2.1. Hlapljivi sumporovi spojevi

Posebna grupa metabolickih proizvoda su hlapljivi sumporovi spojevi. Oni se mogu
na¢i u biljkama i Zivotinjama. Koncentracija ovih spojeva je razli¢ita u pojedinim
dijelovima biljke (korijen, stabljika, list, cvijet ili plod) te varira i ovisi 0 brojnim
¢imbenicima (vrsta biljke, razvojni stadij, klima, nacin uzgoja). Rasprostranjeni su u
brojnim biljnim porodicama i rodovima, od kojih su najvaznije porodice Brassicaceae,

Liliaceae, Capparaceae, Caricaceae, Rutaceae, Phytolaccaceae i Poaceae.

Imaju veliki bioloski znacaj te su Cesto predmet istrazivanja u cilju dokazivanja tog
znacaja (efekti kemoprevencije raka, antioksidacijska svojstva, antibakterijska aktivnost
I induciranje apoptoze — sulforafen, alicin, dialil-disulfid i dr.). Sumporovi spojevi su
uglavnom spojevi u tragovima i doprinose formiranju mirisa eteri¢nih ulja, iako mogu

biti i dominantne komponente pojedinih ulja.

Kemijske strukture pojedinih sumporovih spojeva su razliCite te variraju od
jednostavnih pa sve do jako slozenih struktura. Kao primjer jednostavne strukture istice
se dimetil-sulfid, dok slozene strukture u sebi mogu sadrzavati i druge heteroatome, kao
Sto su kisik i dusik. Dok se neki spojevi nalaze u samo malom broju biljnih vrsta (kao
etilni-disulfidi i ciklicki polisulfidi), drugi su izrazito rasprostranjeni u biljnom svijetu.
Primjer sumporovih spojeva koji su $iroko rasprostranjeni u biljnim porodicama su
izotiocijanati, razgradni produkti glukozinolata. Postoji nekoliko nacina klasifikacije
hlapljivih sumporovih spojeva, a jedan od njih je na temelju broja sumporovih atoma
koji su prisutni u njihovoj strukturi. S obzirom na ovaj kriterij razlikujemo Cetiri grupe
hlapljivih spojeva ovisno da li u strukturi imaju jedan, dva, tri ili Cetiri sumporova

atoma (S1- S4) te posebnu petu skupinu koju ¢ine izotiocijanati i tiocijanati (SCN tj.



NSC). Unutar samih grupa postoje podjele pa se grupe S1 i S2 dijele dalje prema broju
prisutnih heteroatoma (kisik ili dusik). Grupa S3 dijeli se na tri podgrupe prema broju
prisutnih atoma (S30), podgrupu spojeva s linearnom (SsL) i ciklickom (S3C)
strukturom. Grupa S4 dijeli se na podgrupu s linearnom (SsL) i ciklickom (S4C)

strukturom.1®

1.3. Kemijska struktura i nomenklatura glukozinolata

Glukozinolati su grupa organskih aniona koji se iz biljaka izoliraju kao kalijeve i

natrijeve soli.!!
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Slika 4.

Op¢a struktura glukozinolata

Po kemijskoj strukturi glukozinolati su pg-tioglukozid-N-hidroksisulfati kod kojih je
glukoza i sulfatna skupina vezana na aglikon koji se sintetizira iz aminokiselina i

njihovih analoga.?

Boc¢ni lanac kod glukozinolata je promjenjiv, odreden je aminokiselinom, a po njemu se
glukozinolati medusobno razlikuju. Op¢a struktura glukozinolata je prikazana na slici 4.
Obzirom na boc¢ni lanac, glukozinolati se mogu podijeliti na alifatske, arilalifatske i
heterociklicke (indolne) glukozinolate koji su najvise istrazeni. Ako aglukonski lanac
potjece od aminokiseline alanin, leucin, vanilin, izoleucin ili metionin tada se radi o

alifatskim glukozinolatima.

Kod aromatskih (arilalifatskih) glukozinolata, aglukonski prekursori su aminokiseline

fenilalanin ili tirozin, dok je kod indolnih aminokiselina triptofan. Najbrojniji



glukozinolati su oni koji sadrze nerazgranate ili razgranate alifatske bo¢ne lance. Mnogi
od njih u bo¢nom lancu sadrze dvostruke veze (olefini), hidroksilne ili karbonilne
skupine te kovalentno vezani sumpor. Najveca pojedina¢na grupa (jedna treéina svih
glukozinolata) u bo¢nom lancu sadrzi atom sumpora razli¢itih oksidacijskih stanja, kao
npr. metiltioalkil, metilsulfinilalkil ili metilsulfonilalkil. Osim podjele s obzirom na
aminokiselinu koja je vezana na bo¢ni lanac, glukozinolati se mogu razlikovati i prema

supstituentima na glukonskom dijelu npr. cimetni, benzolni.!

ALIFATSKI AROMATSKI INDOLNI
X
X
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N
Slika 5.

Primjeri struktura glukozinolata (X = glukozinolatni dio)

Pri imenovanju glukozinolata Cesto se koriste trivijalna imena, ali i polusistematska
nomenklatura koju su uveli Ettlinger i Dateo 1961. godine. Trivijalna nomenklatura se
temelji na dodavanju prefiksa ,,gluko” i sufiksa ,,in“ latinskom imenu biljke iz koje je
odredeni glukozinolat prvi put izoliran. Ime dobiveno primjenom polusistematske
nomenklature se sastoji od sufiksa ,,glukozinolat™ i prefiksa koji odgovara nomenklaturi
bocnog lanca (R). Postoje i glukozinolati prirodnog porijekla s ustanovljenim grupama.
Razlikuju se glukozinolat glukokaparin s R-skupinom CHs koji je prisutan u biljci
Cleome spinosa ili pak glukozinolat sinigrin sa skupinom CH>=CHCH> prisutan u biljci

Brassica nigra.

1.4. Biosinteza glukozinolata

Znanstvenici Conti i Kjaer su na temelju slicnosti ugljikovog skeleta nekih
aminokiselina i glukozinolata pretpostavili da su prirodni prekursori aglukonskog dijela
glukozinolata aminokiseline. Poznato je samo osam aminokiselinskih prekursora od
kojih potjecu glukozinolati, dok ostatak nastaje modificiranjem produljenog bo¢nog

lanca aminokiselina. Biosinteza glukozinolata temelji se na tri zasebna koraka. Prvi
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korak biosinteze je produljenje bo¢nog aminokiselinskog lanca umetanjem metilenske
grupe uz prisutnost brojnih enzima. Ukljucuje reakcije oksidacije, kondenzacije s acetil-
CoA, izomerizacije, oksidacije i dekarboksilacije. Kao posljedica navedenih reakcija
nastaje 2-okso kiselina s jednom metilenskom skupinom vise u odnosu na pocetnu
aminokiselinu. Ovaj korak biosinteze se moze ponavljati mnogo puta, a svaki sljedeci
put rezultira nastankom okso Kiseline s jednom metilenskom skupinom vige.!!
Metabolicka modifikacija aminokiseline ili njenog derivata produljenog bo¢nog lanca je
drugi korak biosinteze. Oksidacija aminokiseline u aldoksim je pocetna reakcija ovoga
koraka koja ukljucuje brojne enzime (citokrom Psso monooksigenaze, flavin ovisne
monooksigenaze i peroksidaze). Aldoksim se potom pretvara u tiohidroksimat
metabolickim putem koji jo§ uvijek u potpunosti nije poznat. Tiohidroksimat se
glukozilira u desulfoglukozinolat koji se potom sulfatira do glukozinolata. Posljedniji,
tre¢i korak biosinteze ukljucuje niz sekundarnih modifikacija bo¢nog lanca osnovnog
glukozinolata. Aminokiselinski bo¢ni lanac ¢iji je prekurskor metionin sklon je
modifikacijama poput postupne oksidacije atoma sumpora u metiltioalkilnom bo¢nom
lancu u metilsulfinilalkil ili metilsulfonilalkil. Metilsulfinilalkil bo¢ni lanci

oksidacijskim cijepanjem pretvaraju se u alkenil i hidroksialkenil lance.***
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Slika 6.

Pojednostavljena shema drugog koraka biosinteze glukozinolata®!



1.5. Razgradnja glukozinolata

Glukozinolati su sami po sebi vrlo stabilni i bioloski neaktivni spojevi te je njihova
razgradnja nuzna za aktivaciju brojnih bioloskih utjecaja koje posjeduju njihovi
razgradni produkti. Pri razgradnji bilo enzimskoj, djelovanjem enzima mirozinaze ili
kemijskoj djelovanjem kiseline ili baze, dobiva se ¢itav niz razgradnih produkata koji
ukljuéuju nitrile, izotiocijanate, tiocijanate, epitionitrile i indole.!* Neki od nastalih
razgradnih produkata glukozinolata posjeduju antioksidacijska, antibakterijska i

antitumorska svojstva, a neki su i Stetni.

1.5.1. Razgradni produkti glukozinolata

Izotiocijanati su hlapljivi spojevi izuzetno jakog mirisa i arome, tako je za aromu
gorusice i hrena zasluzan prop-2-enil-izotiocijanat, navedeni izotiocijanat se cCesto
naziva i ,,gorusi¢inim uljem®. Nastaju pri neutralnom pH kada nestabilni aglukonski
meduprodukt podlijeze Lossenovoj pregradnji. Smatraju se ,,normalnim® produktima
razgradnje glukozinolata. Vrlo se reaktivni i upotrebljavaju se kao pesticidi zbog svog
tokis¢nog djelovanja na pojedine vrste insekata. To su spojevi kemijske formule
R-N=C=S. Odredeni izotiocijanati koji sadrZze f-hidroksilnu skupinu u boc¢nom lancu
imaju sposobnost da spontanom intramolekulskom reakcijom tvore ciklicke tionske
spojeve, odnosno oksazolidin-2-tione, glavne produkte uljane repice. Koli¢ine
izotiocijanata koji nastaju iz glukozinolata u hrani su promjenjive. Nitrili ili organski
cijanidi su spojevi kemijske formule R-C=N nastaju gubitkom sumpora iz
glukozinolatne molekule pri kiselim uvjetima hidrolize. Epitionitrili, osim kiselog pH,
za nastanak zahtijevaju i prisutnost epitiospecifi¢nog proteina (ESP) te Fe?" iona.
Nastaju samo uz navedene uvjete te iskljucivo iz glukozinolata koji sadrze terminalnu
dvostruku vezu u boénom (R) lancu. Tiocijanati su spojevi kemijske formule R-S-C=N i
o0 njihovom nastanku se zna vrlo malo i kao produkti nastaju samo ponekad. Nastajanje
tiocijanata zahtjeva prisutnost enzima mirozinaze i tiocijanat-formirajuceg proteina
(TFP). Smatra se da tiocijanati nastaju iz glukozinolata koji imaju specificne bocne

lance (R) kao $to su alil-, benzil- i 4-(metiltio)butil-glukozinolat.?
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1.5.2. Enzimska razgradnja

Enzim tioglukozid-glukohidrolaza katalizira hidrolizu glukozinolata, a u biljci je prvi
put otkriven 1840. godine. Trivijalno ime enzima je mirozinaza. Nalazi se odvojena od
glukozinolata, vjerojatno u biljnim tvorevinama koje nazivamo ,mirozinskim
stanicama®. Mirozinaza predstavlja skupinu odnosno porodicu enzima sli¢nih funkcija.
Aktivnost mirozinaze je dokazana kod svih biljaka koje sadrze glukozinolate. Osim u
biljkama, identificirana je i u nekim bakterijama 1 gljivama. OSte¢enjem biljnog tkiva,
dolazi do mijesanja glukozinolata i mirozinaze, Sto rezultira brzim otpustanjem
produkata nastalih enzimskom hidrolizom glukozinolata. Tijekom hidrolize nastaju
razli¢iti spojevi (izotiocijanati, tiocijanati, epitionitili, nitrili i oksazolidintioni). U
reakciji hidrolize dolazi do cijepanja tioglukozidne veze odnosno do pucanja veze
izmedu sumpora u glukoze u molekuli glukozinolata. Mirozinaza odcjepljuje glukozu, a
zatim se s nestabilnog aglukona eliminira sulfat Lossenovom pregradnjom. Struktura
nastalih produkata ovisi o razliitim ¢imbenicima: strukturi bo¢nog lanca, prisustvu
kofaktora i uvjetima hidrolize. Kod utjecaja uvjeta u kojima se hidroliza odvija,
posebno je vazna pH vrijednost. Pri pH=7 obi¢no nastaju izotiocijanati. Oni su
poprili¢no reaktivni, hlapljivi i mirisni. U Kiselim uvjetima, pri pH<4, glavni produkti

razgradnje su nitrili.>!
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Slika 7.

Opéa shema razgradnje glukozinolata te vrste razgradnih produkata?

1.6. Metode izolacije

Metode izolacije odabiru se na nacin da se osigura izolacija odredenog spoja ili spojeva
s minimalnim gubitcima i bez nastanka artefakata. Razli¢ite metode izolacije se
upotrebljavaju kako bi se upoznala kemijska priroda spojeva koji su u biljkama.
NajceS¢e koriStene metode izolacije su destilacija 1 ekstrakcija. Ipak, danas se

upotrebljavaju i modernije metode kao $to su mikrovalna i ultrazvuéna ekstrakcija.'*

1.6.1. Ekstrakcija

Ekstrakcija je metoda koja omogucéava izolaciju neke tvari iz otopine, suspenzije,
emulzije ili krute smjese pomocu otapala. Omogucuje ravnotezno odvajanje jedne ili

vise komponenti pomocu otapala koja se medusobno ne mijesaju. NajceS¢e koriStena
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otapala su voda, dietil-eter, diklormetan, pentan. Ekstrakcija se primjenjuje za
izdvajanje zeljenih komponenti bez koriStenja visokih temperatura zbog prisutnosti
termolabilnih tvari, za biljni materijal koji sadrzi male koli¢ine hlapljivih sastojaka, za
sastojke dobro topive u vodu, kao u za cvjetove koji sadrze vrlo fine mirisne
komponente. Uz klasi¢ne metode ekstrakcije, danas su sve viSe u upotrebi i moderne
metode poput ultrazvu¢ne i mikrovalne ekstrakcije te ekstrakcije superkriticnim i

subkriti¢nim otapalima.?!*

1.6.2. Ekstrakcija glukozinolata

Posljednjih godina se sve viSe povecava svijest nutricionista, kemicara i drugih kao i
potrosaca o utjecaju glukozinolata na zdravlje ljudi. Glukozinolati i njegovi razgradni
produkti su vrlo vazni zbog svojih nutritivnih, antikancerogenih, antifungalnih,
antibakterijskih svojstava te toksi¢nosti za neke vrste insekata. Danas je poznata i
metoda ekstrakcije glukozinolata iz biljnog materijala, koja ukljucuje ekstrakciju 70%
metanolom, enzimsku desulfatizaciju i HPLC analizu dobivenih desulfoglukozinolata.
Desulfataciju kataliziraju enzimi sulfataze koje spadaju u porodicu esteraza, na nacin da
odcjepljuju sulfatni ion iz molekule glukozinolata §to dovodi do nastanka

desulfoglukozinolata.*>*®
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Slika 8.

Shema desulfatacije glukozinolata®

13



1.7. Kromatografija

Kromatografija je fizikalno-kemijska tehnika i analiticka metoda odjeljivanja tvari u
smjesi na temelju njihove razdiobe izmedu dviju faza, pokretne (mobilne) i nepokretne
(stacionarne). Stacionarna faza moze biti krutina ili kapljevina, dok je mobilna faza
kapljevina ili plin. Osnovni princip kromatografske metode temelji se na razliitom
afinitetu komponenata smjese prema stacionarnoj fazi. One koje imaju ve¢i afinitet duze
se zadrzavaju na stacionarnoj fazi, odnosno sporije putuje kroz mobilnu fazu.’ Vrijeme
zadrzavanja pojedine komponente uzorka je vrijeme koje je proteklo od ulaska do
izlaska komponente iz kolone. Kromatografija omoguc¢uje odjeljivanje i identifikaciju
slozenih smjesa organskih spojeva te omoguéava brzu i potpuniju analizu. Poznato je
nekoliko podjela kromatografskih metoda. Osnovna podjela je prema agregatnom stanju
mobilne faze na plinsku i teku¢insku kromatografiju. Kod plinske kromatografije
mobilna faza je inertni plin, a kod tekucinske tekucina male viskoznosti. Plinska
kromatografija se dalje dijeli na kromatografiju plin-teku¢e (GLC) i plin-kruto (GSC).
Tekucinska kromatografija se prema nacinu ostvarivanja kontakta izmedu pokretne i

nepokretne faze dijeli na plosnu i kromatografiju na stupcu. 1"

1.7.1. Tekuéinska kromatografija

Teku¢inska kromatografija je analiticka tehnika za razdvajanje tvari na osnovi
razmjeStanja izmedu Cvrste stacionarne 1 tekuce mobilne faze. Dvije su vrste tekuc¢inske
kromatografije, klasi¢na i tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC). Za
vecinu slucajeva koristi se suvremenija analiticka tehnika HPLC kod koje je pumpa
zaduzena za dovodenje mobilne faze i radi toga se postize bolje razdvajanje

komponenti.

1.7.1.1. Teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti

Tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti je kromatografija na stupcu uz
upotrebu visokih tlakova zbog postizanja velike brzine protoka. Odjeljivanje se postize

prolaskom tekuée mobilne faze pod tlakom kroz celi¢nu kolonu napunjenu cesticama
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stacionarne faze noseéi sastavnice uzorka. Razlikujemo viSe vrsta odjeljivanja ¢iji

mehanizam ovisi o vrsti stacionarne faze.®

Tablica 1. Mehanizam odjeljivanja s obzirom na vrstu stacionarne faze?

Mehanizam

. Stacionarna faza Uzorak
odjeljivanja

Tekuéina adsorbirana na ¢vrstoj tvari .
Nepolarne i slabo

Razdioba ili organski spojevi vezani na ¢vrsti .
y polarne tvari
nosac

Adsorpcija Polarna (silikagel) Polarne tvari
Ionski izmjenjivac (polimeri sa

. sulfonskim i karboksilnim kiselim Tvari ionskog
lonska izmjena X . . Lo

skupinama ili s baziénim aminskim karaktera

funkcijskim skupinama

Smjesa tvari s

Raspodijela prema Polimerni gelovi razli¢itih veli¢ina ;
SRV razlikama u
veli¢ini Cestica pora e e
veli€ini Cestica
Stereokemijske Celulozni derivati, proteini, peptidi, . .
: - - L Enantiomeri
interakcije ciklodekstrini

Vise od 80% odjeljivanja ¢ini kromatografija obrnutih faza koja uz kromatografiju
normalnih faza pripada razdjelnoj kromatografiji. Kromatografije u kojima je
stacionarna faza polarna (silikagel), a mobilna faza manje polarna ili nepolarna (heksan,
diklormetan, metanol) su kromatografije normalnih faza. Kod kromatografije obrnutih
faza kemijski modificirana povrsina silikagela je stacionarna, nepolarna faza, a voda,
acetonitril, metanol je mobilna, polarna faza. Odjeljivanje treba optimizirati izborom
prikladne stacionarne faze te dodatno sustavom mobilne faze pri ¢emu mobilna faza
treba biti znatno razlicite polarnosti. U tekucinskoj kromatografiji normalnih faza
polarni spojevi se eluiraju posljednji. Sto je mobilna faza nepolarnija, vrijeme
zadrZzavanja je dulje. U kromatografiji obrnutih faza polarni spojevi se eluiraju prvi, a

$to je mobilna faza nepolarnija jade se zadrzavaju nepolarni spojevi.'®?!
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Slika 9.
Shematski prikaz HPLC uredaja??

1.7.1.2. Vezani sustav tekuc¢inska kromatografija-masena spektrometrija

Vezani sustav tekucéinska kromatografija visokog ucinka- spektrometrija masa (HPLC-
DAD-MS/MS) je sustav koji omogucava odjeljivanje komponenata smjese i njihovu
detekciju na temelju omjera mase i naboja (m/z) nabijenih Cestica. Ovom metodom
moguce je izvrSiti kvalitativnu analizu koja se sastoji od snimanja uzorka, odredivanja
molekulske mase spoja, odredivanja prekursora odredenog fragmenta te analize
fragmentacije odredenog molekulskog iona. Prednost ovog sustava je istovremeno
pracenje analize koriStenjem dvaju detektora: DAD (engl. diode array detektor) koji

ima moguénost izbora do 8 valnih duljina i spektrometra mase (do 3000 Da).?>%
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Slika 10.

Shema kvadropolnog spektrometra masa®
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Kemikalije i aparatura

Kemikalije:
o Metanol (70 %), Gram-Mol d.0.0, Zagreb, Hrvatska
o Natrijev acetat, Merck, Darmstadt, Njemacka,

o Dekstran (DEAE-sephadex A-25), Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD
Ultracista voda,

o Sulfataza, (iz Helix pomatia, tip H-1), Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD.
Aparatura:

o Elektri¢ni mlinac za kavu, Sencor Europe, Prag, Ceska Republika

o Analiticka vaga, Explorer® Semi-Micro, OHAUS, SAD,

o Vortex, Dragon lab, MX- S,

o Homogenizator, Omni International, Kennesaw, Georgia, SAD

o Ultrazvuéna kupelj, Elma Schmidbauer GmbH, Singen, Njemacka,

o Vodena kupelj, Julabo, Seelbach, Njemacka,

o Centrifuga, IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Njemacka

o Laboratorijske case,

o centrifugalne mikroepruvete,

o Kapalice,

o UHPLC-DAD-MS/MS, Thermo Fischer Scientific, SAD.

2.2. Biljni materijal

Biljka Nasturtium officinale je pripremljena, samljevena i dobivena iz Poljske. Sjeme
biljke Iberis umbellata komercijalno je pribavljeno u Bauhausu, proizvodac¢a Tuinplus

b. v. Heerenveen, Nizozemska, dok je druga koristena biljka Iberis umbellata uzgojena
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na Kemijsko-tehnoloskom fakultetu u Splitu u travnju 2018. godine, a sabrana je nakon

Setrdeset dana.

Slika 11.

Pripremljeni uzorci biljnog materijala (Nasturtium officinale)

To¢ne mase biljnog materijala upotrebljene za izolaciju glukozinolata metodom

ekstrakcije uz desulfataciju prikazane su u tablici 2.

Tablica 2.: Masa biljnog materijala biljke za izolaciju glukozinolata ekstrakcijom uz

desulfataciju

Uzorak biljnog materijala Metoda izolacije Masa (mg)
Nasturtium officinale Ekstrakcija glukozinolata 100,03
Iberis umbellata sjeme Ekstrakcija glukozinolata 58,36

Iberis umbellata . .
] o Ekstrakcija glukozinolata 100,00
uzgojena biljka
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2.3. Ekstrakcija glukozinolata i desulfatacija

Postupak izolacije glukozinolata opisan je u diplomskom radu Termicka, enzimska i
mikrovalovima potpomognuta razgradnja glukozinolata te njihova identifikacija preko

razgradnih i desulfatiziranih produkata.’

2.3.1. Otopine potrebne za ekstrakciju
Za ekstrakciju glukozinolata pripremljeno je 100 mL otopine 70% metanola, koja se
dobije mijesanjem 70 mL metanola i 30 mL ultraciste vode.
Pored navedene otopine koristene su i sljedece otopine:
¢ Natrijev acetat (NaOAcC)
e Dekstran

e Sulfataza

2.3.2. Kolone i centrifugalne mikroepruvete — priprema

Kao kolone sluze staklene pipete napunjene mljevenim filter papirom u visini od 1 cm,
kako ne bi doslo do istjecanja gela. U tako pripremljenu kolonu otpipetira se 0,5 mL

dekstrana te po 1 mL ultraciste vode.
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Slika 12.

Kolone za ekstrakciju

2.3.3. Biljni materijal

Nasturtium officinale i Iberis umbellata su koristene kao biljni materijal (oko 100
miligrama). Navedena masa biljnog materijala rasporedena je u centrifugalne
mikroepruvete te je u svaku dodan 70% metanol (1 mL). Centrifugalna mikroepruvete
su zatvorene sigurnosnim kapicama, stavljene na vorteks, potom homogenizirane i
prebacene u vruc¢u vodenu kupelj do 5 minuta, a nakon toga su stavljene na ultrazvu¢nu
kupelj (10 min) te potom centrifugirane na 2700 okr/min. Po zavrSetku, supernatant je
odvojen pipetiranjem te prebacen u prethodno pripremljene kolone. U centrifugalnu
mikroepruvetu s biljnim materijalom ponovno je dodan 1 mL 70% otopine metanola te

je postupak ponovljen.
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Slika 13.

Homogenizator, ultrazvu¢na kupelj i vrué¢a vodena kupelj

Zatim je u svaku kolonu dodano 2 puta po 1 mL 70% metanola s ciljem da se uklone
nepolarne molekule te 1 mL ultraciste vode radi ispiranja metanola. Na kraju je u svaku
kolonu dodano 2 puta po 1 mL NaOAc za postizanje optimalnih uvjeta za djelovanje
enzima sulfataze. Potom se posuda za otpad zamijenila stalkom s oznacenim
centrifugalnim mikroepruvetama za ekstrakte iznad kojeg je postavljen stalak s
kolonama (kolona 1 odgovara centrifugalnoj mikroepruveti 1). U tako postavljene
kolone dodano je 20 pL otopine sulfataze te 50 uL NaOAc te su ostavljene preko noci
prekrivene aluminijskom folijom. Sutradan je u kolone dodano 2 puta po 0,75 mL
ultraciste vode kako bi s kolone eluirali desulfoglukozinolati. Dobiveni uzorci su

prebaceni u bocice i do analize cuvani U zamrzivacu.

2.3.4. UHPLC-DAD-MS/MS analiza

Za analizu desulfoglukozinolata dobivenih ekstrakcijom uz desulfataciju koristen je
uredaj UHPLC-DAD-MS/MS Ultimate 3000RS s TSQ Quantis MS/MS detektorom
(Thermo Fischer Scientific, SAD) na koloni Hypersil GOLD 3.0 mm x 100 mm,
promjera Cestica 3.0 um (Thermo Fischer Scientific, SAD). Kao mobilna faza koristeni
su voda (otapalo A) i 30% acetonitril (otapalo B) uz protok od 0.5 mL/min kako slijedi:
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0.14 min 96% A i 4% B; 7.84 min 14% A i 86% B; 8.96 min 14% A i 86% B; 9.52 min
5% A i 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. Temperatura kolone je odrzavana na 25 °C, a injektirani volumen uzorka je
odrzavan 5 pL. Signali su snimani DAD detektorom pri 227 nm, a maseni spektri su
snimani u pozitivnom modu pri 350 °C. Za kvantizaciju desulfoglukozinolata koristen
je desulfosinigrin kao eksterni standard, to¢nije bazdarni pravac za raspon koncentracija
od 13,56 do 542,50 uM. Za izracun svakog pojedinog desulfoglukozinolata
upotrijebljene su literaturne vrijednosti za faktore odziva.

Slika 14.

UHPLC-DAD-MS/MS uredaj
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3. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu su kvantizirani glukozinolati biljnih vrsta Nasturtium officinale i Iberis
umbellata pomoc¢u vezanog sustava tekucinska kromatografija-masena spektrometrija.
Kao biljni materijal koristeni su uzorci biljke Nasturtium officinale koji su dopremljeni
iz Poljske te sjeme Iberis umbellata koje je komercijalno pribavljeno i biljka Iberis

umbellata uzgojena na Kemijsko-tehnoloskom fakultetu u Splitu.

3.1. Nasturtium officinale

HPLC analiza

Slika 15.
Kromatogram desulfoglukozinolata (dGSL) iz uzorka potocarke.

1) 6-(metilsulfinil)heksil-dGSL, 2) 7-(metilsulfinil)heptil-dGSL,
3) 8-(metilsulfinil)oktil-dGSL, 4) 2-feniletil-dGSL, 5) indol-3-ilmetil-dGSL,
6) 4-metoksiindol-3-ilmetil-dGSL

Ekstrakcija glukozinolata u njihovom desulfo-obliku provedena je iz uzorka biljnog
materijala Nasturtium officinale. Analizom dobivenog proc¢iséenog ekstrakta na
UHPLC-DAD-MS/MS  uredaju utvrdeno je da ovaj ekstrakt sadrzi Sest
desulfoglukozinolata (slika 15.). Njihova identifikacija provedena je preko masenih
spektara svakog od signala. Prvotno je na masenom spektrometru namjesteno snimanje

svih masa (engl. full scan) kako bi se moglo vidjeti koji molekulski ioni su
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karakteristi¢ni za pojedini signal. Prilikom procesa desulfatacije dodaje se pufer
(natrijev acetat), tako da u konacnici, u masenim spektrima molekulskih iona
desulfoglukozinolata, vrijednosti mase se uoCavaju uveéane za masu iona natrija

(Ar=23) tj. [M-H+Na]", detektirane u pozitivnom na¢inu snimanja.

Na 5,20 min uocena je masa 408, a usporedbom s literaturom pretpostavljeno je da je
rije¢ o desulfoglukohesperinu. Minutu nakon pojavljuje se 7-(metilsulfinil)heptil-
glukozinolat s masom 422, a jo§ minutu nakon desulfoglukohirsutin s masom 436.
Zakljucuje se da je ovdje rije¢ o homolognom nizu (+14 za jednu CHz skupinu). Pri
vremenu zadrzavanja 7,70 min uocava se karakteristican 366 koji odgovara
desulfoglukonasturcinu. UV spektar ovog arilalkilnog glukozinolata je usporeden s
literaturnim te je to bila dodatna potvrda da je rije¢ o ovom desulfoglukozinolatu. Sesti
desulfoglukozinolat identificiran je pri vremenu zadrzavanja od 7,8 min, a masa 421 je
odgovarala 4-metoksidesulfoglukobrasicinu. Rije¢ je o indolnom glukozinolatu ¢iji UV

spektar odgovara literaturnom (tablica 3).

Tablica 3. Glukozinolati identificirani u ekstraktu biljnog materijala potocarke

Ime spoja Trivijalno ime Vrijeme Masa Koli¢ina
zadrzavanja desulfoglukozinolata (pmol/g)
(min) + Natrij

6-
(Metilsulfinil)heksil- Glukohesperin 5,20 408 tr*
glukozinolat
7-
(Metilsulfinil)heptil- 6,20 422 tr
glukozinolat
8-
(Metilsulfinil)oktil- Glukohirsutin 7,20 436 tr
glukozinolat
2-Feniletil- Glukonasturcin 7.70 366 1,33
glukozinolat
4-Metoksiindol-3- 4- 7.80 421 1,04

ilmetil-glukozinolat  metoksiglukobrasicin

Indol-3-ilmetil-

glukozinolat Glukobrasicin 7,00 391 0,17

*tr — tragovi; <0,1 pmol/g
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Slika 16.

Spektar masa 6-(metilsulfinil)heksil-desulfoglukozinolata (desulfoglukohesperin)
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Slika 17.

Spektar masa 7-(metilsulfinil)heptil-desulfoglukozinolata
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Slika 18.

Spektar masa 8-(metilsulfinil)oktil-desulfoglukozinolata (desulfoglukohirsutin)
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Slika 19.

Spektar masa 2-feniletil-desulfoglukozinolata (desulfoglukonasturcin)
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Slika 20.

UV spektar 2-feniletil-desulfoglukozinolata (desulfoglukonasturcin)
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Slika 21.

Spektar masa 2-metoksiindol-3-ilmetil-desulfoglukozinolata (desulfo-4-

metoksiglukobrasicin)
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Slika 22.

UV spektar 2-metoksiindol-3-ilmetil-desulgoglukouinolata (desulfo-4-

metoksiglukobrasicin)
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Slika 23.

Spektar masa indol-3-ilmetil-desulfoglukozinolata (desulfoglukobrasicin)
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Slika 24.

UV spektar indol-3-ilmetil-desulfoglukozinolata (desulfoglukobrasicin)

Kvantizacija je napravljena preko kalibracijske krivulje sinigrina uz primjenu faktora
odziva za svaki od pojedinih spojeva

e glukohesperin 1,0

o 7-(metilsulfinil)heptil-glukozinolat 1,0

e glukohirsutin 1,1

e glukonasturcin 0,95
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e glukobrasicin 0,29

e 4-metoksiglukobrasicin 0,25
U uzorku Nasturtium officinale uo¢ena je najveca koli¢ina glukonasturciuma od 1,33
umol/g. Glukonasturcium je glukozinolat koji je prvi put detektiran kod biljne vrste
Nasturtium officinale po kojem je vrsta i dobila ime. Metilsulfonilglukozinolati su
detektirani preko MS/MS detektora, ali povrSinu nije bilo moguce integrirati tj.
kvantizacija nije bila moguca jer je vrijednost ispod 0,01 umol/g. Takoder su utvrdena i
dva indolna glukozinolata, od kojih je 4-metoksiglukobrasicina (1,04 pumol/g) bilo

znatno vise od glukobrasicina (0,17 umol/g).

3.2. Iberis umbellata

497 4 1 2 - 090720 #17 Iberis umbe“ata Sjeme UV_VIS_1 WVL:227 nm
mAU
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Kromatogrami desulfoglukozinolata: gornji iz uzorka sjemena lIberis umbellata i donji

iz uzorka uzgojene biljke Iberis umbellata

1 — glukoiberin, 2 — glukoibervirin, 3 — sinigrin, 4 — glukonapin, 5 — glukotropeolin, 6 —

4-metoksiglukobrasicin
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Ekstrakcijom glukozinolata u njihovom desulfo-obliku provedena je iz uzorka biljnog

materijala Iberis umbellata. Analizom procis¢enog ekstrakta na UHPLC-MS/MS

uredaju utvrdeno je da ekstrakt iz sjemena Iberis umbellata sadrzi 5 glukozinolata
(Slika 25. gornji kromatogram).
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Slika 28.
Spektar masa i UV spektar desulfoglukoibervirina
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Slika 29.
Spektar masa i UV spektar desulfoglukotropeolina
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Slika 30.

Spektar masa i UV spektar desulfo-4-metoksiglukobrasicina
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Iberis umbellata je takoder kvantizirana preko kalibracijske krivulje sinigrina. Svaki

detektirani spoj ima faktor odziva u odnosu na sinigrin. Faktor odziva za:
o Glukoiberin 1,07
o Glukoibervirin 0,8
o Glukotropeolin 0,95
o 4-Metoksiglukobrasicin 0,25

o Glukonapin 1,11

U sjemenu je pronaden glukozinolat glukonapin kojeg nema u uzgojenoj biljci vrste
Iberis umbellata. 4-metoksiglukobrasicin je pronaden u uzgojenoj biljci i nema ga u
sjemenu, Sto znaci da se biljka prilagodava trenutnim uvjetima i sintetizira sebi potrebne
glukozinolate kako bi prezivjela nepovoljne uvjete i stres. Biljka je uslijed svoga
prezivljavanja sintetizirala 4-metoksiglukobrasicin, dok je izbacila glukozinolat
glukonapin koji joj nije bio neophodan za zivot. Iz navedenih kromatograma vidljivo je
da uzgojena biljka vrste Iberis umbellata ima puno manje glukozinolata u odnosu na

sjeme iste vrste.

Tablica 4. Razgradni produkti glukozinolata dobiveni ekstrakcijom biljnog materijala iz

sjemena Iberis umbellata

Ime spoja Trivijalno ime Vrijeme Masa Koli¢ina
zadrzavanja desulfoglukozinolata glukozinolata
(min) + Natrij pmol/g

3-

Metilsulfinilpropil-  Glukoiberin 1,15 366 7,45

glukozinolat

2-Propenil- Sinigrin 2,00 302 58,96

glukozinolat

8-Butenil- Glukonapin 4,72 316 0,11

glukozinolat

3-

Metilsulfanilpropil- Glukoibervirin 5,30 350 5,23

glukozinolat

Benzil-glukozinolat Glukotropeolin 6,35 352 0,71
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Tablica 5. Razgradni produkti glukozinolata dobiveni ekstrakcijom biljnog materijala iz

uzgojene biljke Iberis umbellata

. L . Vrijeme M+ Koli¢ina gl.
Ime spoja Trivijalno ime zadrZavanja Natrii
(min) atrij pmol/g
3-Metilsulfinilpropil- Glukoiberin 1,15 366 4,62
glukozinolat
Prop-2-enil- Sinigrin 2,00 302 12,04
glukozinolat
3-Metilsulfanilpropil- Glukoibervirin 5,30 350 2,65
glukozinolat
Benzil-glukozinolat Glukotropeolin 6,35 352 0,04
4-Indol-3-ilmetil- 4-Metoksiglukobrasicin 7,80 421 0,03
glukozinolat
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4. ZAKLJUCAK

Analizom biljke Nasturtium officinale UHPLC-DAD-MS/MS tehnikom
potvrdena je prisutnost metilsulfinilglukozinola koji ¢ine homolgni niz: 6-
(metilsulfiil)heksil,  7-(metilsulfinil)heptil,  8-(metilsulfinil)oktil,  zatim
glukonasturcium iz skupine arilalkila te dva idnolna glukozinolata: 4-

metoksiglukobrasicin i glukobrasicin.

U uzorku Nasturtium officinale preko desulfatiziranih glukozinolata
kvantificirani  su:  6-(metilsulfinil)heksil (manje od 0,01 pmol/g),
7-(metilsulfinil)heptil (manje od 0,01 umol/g), 8-(metilsulfinil)oktil (manje od
0,01 upmol/g), glukonasturcin (1,33 umol/g), 4-metoksiglukobrasicin (1,04
umol/g) i glukobrasicin (0,17 pmol/g).

Analizom sjemena lberis umbellata UHPLC-MS/MS tehnikom utvrdena je
prisutnost  sljede¢ih  glukozinolata:  glukoiberin, sinigrin, glukonapin,

glukoibervirin i glukotropeolin.

U uzorku sjemena Iberis umbellata preko desulfatiziranih glukozinolata
kvantificirani su: glukoiberin (7,45 umol/g), sinigrin (58,96 umol/g), glukonapin
(0,11 pumol/g), glukoibervirin (5,23 pmol/g), glukotropeolin (0,71 umol/g).

Analizom uzgojene biljke Iberis umbellata UHPLC-MS/MS tehnikom
potvrdeno je 5 glukozinolata: glukoiberin, sinigrin, glukoibervirin,

glukotropeolin i 4-metoksiglukobrasicin.

U uzorku uzgojene biljke Iberis umbellata preko desulfatiziranih glukozinolata
kvantificirani su: glukoiberin (4,62 umol/g), sinigrin (12,04 umol/g),
glukoibervirin (2,65 umol/g), glukotropeolin (0,04 umol/g),
4-metoksiglukobrasicin (0,03 umol /g).
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