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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA

1. lzolirati hlapljive spojeve iz vrste Sisymbrium officinale (L.) Scop. koristenjem
ekstrakcije 1 destilacije potpomognute mikrovalovima te usporediti s klasicnom
ekstrakcijom i hidrodestilacijom.

2. Izvrsiti identifikaciju hlapljivih izolata koriStenjem veznog sustava plinske
kromatografije i spektrometrije masa (GC-MS).

3. lzolirati glukozinolate iz vrste Sisymbrium officinale (L.) Scop. metodom ekstrakcije
uz desulfataciju.

4. IzvrSiti identifikaciju izoliranih desulfoglukozinolata koriStenjem tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC-DAD).

5. Usporediti rezultate dobivene za vrstu Sisymbrium officinale (L.) Scop. s podrucja

Splita te s podrucja rijeke Krke.



SAZETAK

Glukozinolati, p-tioglukozidni-N-hidroksisulfati s varijabilnim bo¢nim lancem, su
sekundarni metaboliti koji se sintetiziraju iz aminokiselina. Glukozinolati su kemijski
stabilni 1 bioloSki neaktivni spojevi, a njihovom razgradnjom nastaje niz razli¢itih
bioloski aktivnih razgradnih produkata. Razgraduju se enzimskim, termickim 1
kemijskim putem. U ovom radu primijenjene su razli¢ite metode izolacije ukljucujuci
hidrodestilaciju u modificiranoj aparaturi po Clevengeru, autolizu te mikrovalnu
destilaciju 1 ekstrakciju kako bi istrazili termicku, enzimsku i mikrovalovima
potpomognutu razgradnju glukozinolata.

Cilj rada bio je izolirati i identificirati hlapljive sumporove spojeve iz strizuse
(Sisymbrium officinale (L.) Scop.). Strizusa, biljna vrsta porodice Brassicaceae, sabrana
je u Splitu te na podrudju rijeke Krke u svibnju 2019. godine. Glukozinolati su
identificirani indirektno, GC-MS analizom njihovih razgradnih produkata te direktno
HPLC-DAD analizom desulfatiziranih glukozinolata. U svim biljnim dijelovima
strizuse (korijen, stabljika, list, cvijet), s oba podrugja, identificirana su tri glukozinolata
glukoputranjivin (0,68-16,00 umol/g), 4-hidroksiglukobrasicin (0,035-2,732 pmol/g) i
glukobrasicin  (0,244-6,397 umol/g). U korijenu biljke jo§ su identificirani
glukosinalbin, 4-metoksiglukobrasicin i neoglukobrasicin. Hlapljivi spojevi analizirani
GC-MS analizom ukazuju da je najzastupljeniji izopropil-izotiocijanat, kao razgradni

produkt glukoputranjivina.

Kljuéne rijeci: glukozinolati, desulfoglukozinolati, Sisymbrium officinale (L.) Scop.,
GC-MS, HPLC-DAD



SUMMARY

Glucosinolates, p-thioglucoside-N-hydroxysulphates with variable side chains, are
secondary metabolites synthesized from amino acids. Glucosinolates are chemically
stable and biologically inactive compounds, and their degradation produces a number of
different biologically active degradation products. They can be degraded enzymatically,
thermally and chemically. Different isolation methods have been applied in this work,
including hydrodistillation in the modified Clevenger apparatus, autolysis, and
microwave distillation and extraction in order to investigate the thermal, enzymatic, and
microwave-assisted glucosinolate degradation.

The aim of the study was to isolate and identify volatile sulfur compounds from
the hedge mustard (Sisymbrium officinale (L.) Scop.). Hedge mustard, a plant species of
the Brassicaceae family, was collected in Split and in the Krka River area during May
2019. Glucosinolates were identified indirectly by GC-MS analysis of their degradation
products and directly by HPLC-DAD analysis of desulfated glucosinolates. In all plant
parts of the hedge mustard (root, stem, leaf, flower), in both areas, three glucosinolates
were identified: glucoputranjivin (0.68-16.00 umol/g), 4-hydroxyglucobrassicin (0.035-
2.732 umol/g) and glucobrassicin (0.244-6.397 pmol/g). Furthermore, glucosinalbin, 4-
methoxyglucobrassicin and neoglucobrassicin were also identified at the root of the
plant. The volatile compounds analyzed by GC-MS analysis indicate that the most
common degradation product is isopropyl isothiocyanate, as the breakdown product of

glucoputranjivin.

Keywords: glucosinolates, desulfoglucosinolates, Sisymbrium officinale (L.) Scop.,
GC-MS, HPLC-DAD



SADRZAJ

L LY 0 SRS PSS 1
Lo OPCIDIO it 2
1.1, ISparljivi SUMPOTOVE SPOJEVI....cuiiiiiiiiiieiisiesiis sttt 2
1.1.1. Klasifikacija isparljivih sumporovih SPOJEVA........ccoeiviiiiiiiiece e 2

I ] 1112 qa 4] T ] - L USSR 2
1.2.1. Kemijska struktura i nomenklatura glukozinolata..............cccceeverveiiniiinininineseens 3

1.3. Razgradnja glUKOZINOIALA. ..........oiiiieiiiece st sre s 5
1.3.1. ENZIMSKa razgradnja.........ccccevuiiiiiieiiiieiese et re sttt st ste e e 5
1.3.1.1. RAzgradni ProQUKLI..........ccveiieieieiisiscse e 7

1.4, BioloSKa AKEIVNOST.......cciiiiiic ittt et re e s e s e st e s be e te e sraesreenree s 8
1.5. Metode izolacije isparljivii SPOJEVA........cccviiiiiiiiiii e 9
TR B 1= | = Tot T USSP 9
1.5.1.1. VOdENA UESHIACHA .....c.veveeeieeiee s 9

1.5.2, EKSErAKCIJA. ... ettt 10
1.5.2.1. MiKrovalna eKStrakCija.........ccccviviiiiiiiicic ittt 11

1.5.3. Ekstrakcija gluKOZINOIAA...........ccccviiiiiicic ettt 12

1.6. Metode identifikacije iSparljivin SPOJEVA .........cccciiiiiiiiiieic e 13
1.6.1. KrOMAEOGIaFiJal. . cveveeerieiieiieiise st 13
1.6.1.1. Plinska Kromatografija.........cccccceiveiieiiiiicii s 14

1.6.2. SPEKIrOMELITJA MASA.......ciiiiieiiitiiie ettt sre ettt e sb e st eesbesraesreere s 15
1.6.3. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa..........c.cccceevevereeveniennns 17
1.6.4. Tekuéinska Kromatografija.........ccccciiiiieiiiiiciiiis e 18
1.6.4.1. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) .........c.ccccvivvnenennns 18

O = o (o Uot T T PSSP 20
1.7.1. Strizusa (Sisymbrium officinale (L.) SCOP.) .oveovviririiiieieieeee e 21

2. EKSPERIMENTALNI DIO ..ottt 23
2.1, KemiKalije I QPAIAUNa.......coeeieieeeeeeee ettt et sre e sneereeneenee e 23
2.2. BilJNi MAterifal .....cveieeie et nre e 24
N 3 4 71 1 PSS 24

P IV =] (oo [N 0] = Tod | - S 27

2.3.1. MIKrovalna eKStraKCija........ccueieiieiiiiiiecie sttt ee e e 27



2.3.2. EKstrakcija teKuCe-teKUCE......ccviiiiiiiieiii et 30

2.3.3. HIdrodeStilaCija .......ccveieieeeiicicc sttt 31
2.3.4. Ekstrakcija glukozinolata uz desulfataCiju.........cccccevveeeiiiinciiiiic e 32
2.4, MELOUR ANANIZE .....c.eeceeeee ettt et et e e 34
2.4.1. GC-MS @NALIZA........ceie ittt sttt ra e nne s 34
2.4.2. HPLC .ottt ettt et et re s 35
3. REZULTATI FRASPRAVA ..ottt ettt n s 37
3.1. Razgradnja glukozinolata i GC-MS analiza............cccceoviiiiniiiieieeeee s 37
TR I €O Y - g 1 S SR 37
3.2. Izolacija glukozinolata i HPLC analiza...........ccccoviieiiiieiiic e 45
5 T 0 €111 [ SO 47
3.2.2. SEADIJIKA ...veeveviieceees ettt nenns 49
K I T I 1) SRS 51
3.2, CVIJBL ittt b ettt ettt e e r et nnars 52
B, ZAKLIUCAK ....ooovviiiiiiiieeie sttt 54
5. LITERATURA ..ottt ettt et s ettt e ettt e ne e 55
B. PRILOG ...ttt ettt ettt et b et et et e ne st e s et e ss et e et et e e n s 57
6.1. Izracun konacnih koncentracija identificiranih glukozinolata .............cccoooniniiiicicnens 57
6.1 1. SHIZUSA-SPIL....vvoveeeeceeeceesee et 58
6.1.2. SIHZUSA-KIKA ...eoiviiiiiiiie ettt re et st be e ere e 60

6.2. HPLC kromatogrami standarda desulfoglukozinolata..............c.ccccevereiiinininincicnces 63






UvOoD

Isparljivi sumporovi spojevi su posebna grupa metaboli¢kih produkata koji se mogu
prona¢i u biljkama, Zivotinjama i mikroorganizmima, a poznati su po raznolikoj
bioloskoj aktivnosti. Neka od svojstava koja im se pripisuju su antikancerogena,
antioksidacijska i antibakterijska svojstva, a pokazalo se da imaju utjecaj i na

imunoloski sustav. Upravo zbog toga interes za ove spojeve raste iz godine u godinu.

Od svih spojeva koji spadaju u isparljive sumporove spojeve, poseban interes
usmjeren je na razgradne produkte glukozinolata. Po kemijskoj strukturi glukozinolati
su p-tioglukozidni-N-hidroksisulfati s promjenjivim bo¢nim lancem. Ovi spojevi su
pronadeni u 16 biljnih porodica reda Capparales, od kojih je najvaznija porodica

Brassicacea.!

Poznato je da su glukozinolati bioloski neaktivni i1 neisparljivi spojevi, ali
enzimskom, kemijskom ili termi¢kom hidrolizom daju razgradne produkte koji su vrlo
aktivni. Izolaciju spomenutih razgradnih produkata glukozinolata je moguée provesti
destilacijom i ekstrakcijom, dok se identifikacija vr$i primjenom tehnika kao Sto su

plinska i tekuc¢inska kromatografija.



1. OPCIDIO
1.1. Isparljivi sumporovi spojevi

Isparljivi sumporovi spojevi su posebna grupa metabolickih produkata koji se mogu
pronaéi u biljkama, zivotinjama i mikroorganizmima. Rasprostranjeni su u 43 biljne
porodice 1 173 biljna roda, od kojih su najznacanije biljne porodice Brassicaceae,
Liliaceae, Capparaceae, Caricaceae, Rutaceae, Phytolaccaceae i Poaceae. U biljkama se
nalaze u Korijenu, stabljici, listu, cvijetu, sjemenkama, a sadrzaj ovisi o vrsti i
razvojnom stadiju biljke, klimi i na¢inu uzgoja.

Zbog velike zastupljenosti u biljkama, isparljivi sumporovi spojevi su cesto
predmet istrazivanja u svrhu ispitivanja njihovih bioloskih svojstava. Pridodaju im se

vazna svojstva kao §to su antioksidacijska, antitumorska i antibakterijska aktivnost.?

1.1.1. Klasifikacija isparljivih sumporovih spojeva

Na temelju broja sumporovih atoma prisutnih u njihovoj strukturi, ovi spojevi su

podijeljeni u pet grupa:

1. S1 (spojevi koji u svojoj strukturi sadrze jedan atom sumpora),
2. Sz (spojevi koji u svojoj strukturi sadrze dva atoma sumpora),
3. Sz (spojevi koji u svojoj strukturi sadrze tri atoma sumpora),

4. S4 (spojevi koji u svojoj strukturi sadrze Cetiri atoma sumpora),
5. izotiocijanati i tiocijanati (SCN tj NSC).

Prve cetiri grupe se dalje mogu podijeliti s obzirom na oblik molekule i s

obzirom na prisutnost heteroatoma (dusika i/ili kisika).?

1.2. Glukozinolati

Vazna skupina sekundarnih metabolita u nekim biljnim vrstama su glukozinolati.
Zastupljeni su u 16 botanickih porodica reda Capparales §to ukljucuje poljoprivredno
vazne biljne kulture porodice Brassicaceae (takoder poznat kao krizonosni, zbog
rasporeda oblika Cetiriju latica cvijeta), a sintetiziraju se iz aminokiselina. U porodicu
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Brassicaceae ubrajaju se biljke iz svakodnevne prehrane kao $to su kupus, brokula,
cvjetaca, prokulice, kelj, repa, goruSica i druge. Glukozinolati su pronadeni u svim
dijelovima biljke, iako je sjeme najc¢esce najbogatije glukozinolatima. Sastav, raspodjela
1 sadrzaj ovise o vrsti biljke, varijetetu unutar iste vrste, dijelu i razvojnom stadiju biljke

te 0 uvjetima razvoja.>®

Glukozinolati, poznati pod trivijalnim imenima, sinigrin (alilglukozinolat) i
sinalbin (4-hidroksibenzil glukozinolat) izolirani su jo§ 1830. godine iz sjemenki crne
(Brassica nigra) i bijele (Sinapis alba) gorusice. Prvu strukturnu formulu predlozio je
Gadamer 1897. godine. lako je bila nepravilna, prihvacena je do 1956. godine kada su

Lundeen i Ettlinger predlozili novu i ispravnu strukturu.*
1.2.1. Kemijska struktura i nomenklatura glukozinolata

Glukozinolati su vodotopljivi ionski spojevi koji se sastoje od glukonskog dijela f-p-
glukoze, i aglukonskog dijela s R-skupinom koja ukljuéuje alkilni, arilni ili indolni
boéni lanac. Glukozinolati su sekundarni metaboliti biljaka s dusikom i sumporom®, a
posjeduju zajednicku strukturu koja sadrzi p-p-tioglukoznu grupu povezanu sa

sulfoniranim aldoksidom i razli¢itim duzinama lanaca koji se izvode iz aminokiselina.
Mogu se podijeliti u tri osnovne grupe:

« alifatski glukozinolati koji se izvode iz alanina, leucina, valina ili metionina,

« aromatski glukozinolati iz fenilalanina ili tirozina,

« indol glukozinolati iz triptofana.

Opca strukturna formula prikazana je na slici 1. Struktura bo¢nog lanca (R), po
kojem se glukozinolati medusobno razlikuju, odredena je aminokiselinom (slika 2.).
Lanac glukozinolata je promjenjivi dio molekule i osnhova je njihove strukturne
raznolikosti te bioloske aktivnosti produkata koji nastaju njihovom enzimskom,
termickom ili kemijskom razgradnjom. U prirodi se pojavljuju kao kalijeve soli topljive

u vodi i razrijedenim alkoholima.®®
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Slika 2. Primjeri struktura glukozinolata.

Ettlinger i Dateo su uveli polusistematsku nomenklaturu glukozinolata. Anion
soli se oznacava kao ,,glukozinolat®, a ime R-skupine se koristi kao prefiks. Za vecinu
se glukozinolata koriste trivijalna imena koja su izvedena od latinskog imena biljke iz
koje je spoj prvi put izoliran, s prefiksom ,,gluko* i sufiksom ,,in*“. Nekoliko primjera je

prikazano u tablici 1.4



Tablica 1. Glukozinolati prirodnog porijekla s ustanovljenim strukturama.*

GLUKOZINOLAT R-SKUPINA BILJKA
Glukokaparin CHs Cleome spinosa
Glukolepidin CH3CHz Lepidium menziesii
Glukokohlearin CH3CH2(CHs)CH Cochlearin officinalis
Sinigrin CH2=CHCH: Brassica nigra
Glukonapin CH2=CH(CH2) Brassica napus
Glukoibervirin CH3S(CH>)3 Iberis sempervirens
Glukorafenin CH3S(0)CH=CH(CH2) Raphanus sativus
Sinalbin p-HOCeH4CH: Sinapis alba
Glukoeripestrin CH300C(CHz2)3 Erysimum rupestre

1.3. Razgradnja glukozinolata

Kada se osteti stani¢na struktura biljke koja sadrzi glukozinolate, dolazi do razgradnje
glukozinolata. Glukozinolati se mogu razgraditi enzimskom hidrolizom 1 termi¢kom
razgradnjom. Razgradnja dovodi do nastajanja Citavog niza spojeva, koji ukljucuju
nitrile, izotiocijanate, epitionitrile i vinil-oksazolidintione. Osim gore navedenih nac¢ina

razgradnje, glukozinolati se mogu razgraditi i kemijski (djelovanjem kiseline ili baze).*
1.3.1. Enzimska razgradnja

Enzimska razgradnja glukozinolata katalizirana je enzimom  mirozinazom
(tioglukohidrolaza; EC 3.2.1.147.), a produkti razgradnje mogu biti razli¢iti spojevi
(npr. izotiocijanati, nitrili, tiocijanati i dr.). Sastav ovih spojeva ovisi 0 pH, metalnim

ionima te epitiospecifitnom proteinu (ESP, slika 3.).4



Trivijalno ime mirozinaza ozna¢ava skupinu, odnosno porodicu enzima sli¢nog
djelovanja. Oni se ne razlikuju samo medu razli¢itim biljnim vrstama, ve¢ i u razli¢itim
dijelovima biljke. Mirozinaza i glukozinolati su odvojeni unutar biljke. Glukozinolati su
vjerojatno sadrzani u vakuolama, dok se mirozinaze nalaze u ,,mirozinskim stanicama*

koje su nadene u sjemenu, parenhinskom tkivu, epidermu i zastitnim stanicama.*®

Ostecenjem biljnog tkiva, dolazi do kontakta glukozinolata i mirozinaze, $to
rezultira brzim otpusStanjem produkata nastalih enzimskom hidrolizom glukozinolata. U
reakciji hidrolize dolazi do cijepanja tioglukozidne veze (veza sumpor-glukoza) u
molekuli glukozinolata te se oslobadaju glukoza, sulfat i aglikon. Oslobodeni aglikon je
nestabilan te se spontano pregraduje dajuci razli¢ite razgradne produkte odgovorne za
karakteristi¢an okus i miris biljaka. Krajnji produkt pregradnje aglikona ovisi o strukturi
boc¢nog lanca, uvjetima hidrolize (npr. pH-vrijednost) i prisutnosti kofaktora (npr. Fe?*).
Neki od produkata enzimske hidrolize glukozinolata su i bioloSki aktivni spojevi, a

najznaéajniji su izotiocijanati i indoli.*®
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Slika 3. Opéa shema razgradnje glukozinolata te vrste razgradnih produkata.*

1.3.1.1. Razgradni produkti

Izotiocijanati

Izotiocijanati (R—N=C=S) su spojevi koji su se smatrali ,normalnim*
produktima razgradnje glukozinolata. To su isparljivi spojevi, jakog okusa i arome koji
nastaju pri neutralnom pH kada nestabilni aglikonski meduprodukt podlijeze
Lossenovoj pregradnji. lzotiocijanati su vrlo reaktivni, a zbog toksi¢nosti se smatraju

pogodnima za pesticidnu aktivnost.*®



Tiocijanati

Ponekad mogu nastati tiocijanati (RSCN), posebno u biljkama roda Lepidium.
Smatra se da tiocijanati nastaju iz glukozinolata koji imaju specificne bo¢ne lance (R)
kao $to su alil, benzil i 4-(metiltio)butilglukozinolati. Za nastanak tiocijanata, osim
mirozinaze, potrebno je prisustvo jo$ jednog enzima, tzv. tiocijanat formirajuceg
proteina (TFP). Medutim uvjeti pod kojim nastaju tiocijanati nisu jo§ dovoljno

istrazeni.*®
Nitrili

Nastajanje nitrila (R—C=N) ne zahtjeva pregradnju meduprodukta ve¢ samo
gubitak sumpora iz molekule. Nastajanje nitrila ima prednost nad izotiocijanatima pri

nizim pH vrijednostima (pH<4), a prisustvo Fe?" ili tiolnih spojeva takoder poveéava

moguénost nastanka nitrila.*®

Indoli

IndoIni spojevi nastaju hidrolizom indolnih glukozinolata, zajedno sa
tiocijanatima. Mogu nastati i pod uvjetima koji pogoduju nastanku nitrila, a mogu
nastati i reakcijskim putovima koji nisu vezani za razgradnju glukozinolata. Indoli su

poznati po tome §to sprije¢avaju rast tumora, posebno tumora dojke.*5

1.4. Biolo§ka aktivnost

Sami glukozinolati su bioloSki neaktivni spojevi. Razgradni produkti, nastali bilo
enzimskom 1ili kemijskom razgradnjom, pokazuju biolosko djelovanje i stoga su Cesti
predmet istrazivanja. Razgradnim produktima se pripisuju odredena antikancerogena,

antioksidacijska, antimikrobna i antifungalna djelovanja.*®

Mnogi su znanstvenici u svojim istraZzivanjima pokazali da ljudi koji
konzumiraju kupusnjafe imaju smanjenu pojavu karcinoma. Istrazivanja takoder
upucéuju na to da razgradni produkti modificiraju aktivnost enzima Faze | i Faze 11, koji
predstavljaju prvu obrambenu liniju organizma od kancerogenih tvari. Osim toga,

inhibiraju rast tumora i stimuliraju apoptozu (programiranu smrt stanica).*®



Glukozinolati i njihovi razgradni produkti se smatraju indirektnim
antioksidansima. Njihova antioksidacijska aktivnost se temelji na modificiranju
aktivnosti enzima metabolizma (Faza | i Faza Il). Razgradni produkti glukozinolata
pokazali su Stetnu aktivnost na mikroorganizme poput bakterija, kvasaca i gljivica. Za

razliku od razgradnih produkata, sami glukozinolati su fiziologki neaktivni.*®

lako imaju niz pozitivnih bioloskih ucinaka, odredeni razgradni produkti
pokazuju negativna svojstva (mutagenost, toksi¢nost, kancerogenost). Kod ljudi,
prilikom konzumiranja hrane s visokim sadrzajem glukozinolata, nije ustanovljen
nijedan Stetan ucinak produkata njihove razgradnje na zdravlje. lako prilikom unosa

prevelikih doza moze doéi do §tetnih u¢inaka.*®

1.5. Metode izolacije isparljivih spojeva

Mirisne biljke sadrze isparljive spojeve, dok neke od njih sadrZe eteri¢na ulja koja su
smjese isparljivih spojeva. Ovisno o vrsti biljke, razli€iti dijelovi biljke se mogu koristiti
za izolaciju isparljivih spojeva. Klasi¢ne metode koje se primjenjuju za izolaciju
isparljivih spojeva su destilacija 1 ekstrakcija. Medutim, danas se sve ¢eSce primjenjuju
nove modernije metode poput mikrovalne i ultrazvucne ekstrakcije te ekstrakcije sa

superkriti¢nim otapalima.
1.5.1. Destilacija

Destilacija je postupak koji sluzi za odjeljivanje ili prociS¢avanje komponenti iz
njihovih smjesa. Komponente u smjesi se odjeljuju s obzirom na razliku u temperaturi
vrelista. Razlikuje se vodena, vodeno-parna i parna destilacija. Sve tri metode se temelje
na istim principima, a razlika je u kontaktu biljnog materijala i vode, odnosno vodene

pare.’
1.5.1.1. Vodena destilacija

Vodena destilacija (hidrodestilacija) je najstarija metoda koja se koristi za izolaciju
eterinog ulja. Danas se koriste razli¢ite izvedbe aparatura, ovisno o tome koriste li se
za izolaciju etericnog ulja tezeg ili lakSeg od vode. Standarne laboratorijske aparature za
izolaciju eteri¢nih ulja hidrodestilacijom su: aparatura po Ungeru, aparatura prema
Europskoj farmakopeji, aparatura prema Clevenger-u. *
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Aparatura po Clevenger-u (slika 4.). omoguéava odvajanje komponenti
etericnog ulja od vode na temelju razlika u polarnosti i topljivosti. Metoda
podrazumijeva mijeSanje materijala, prethodno usitnjenog, s vodom uz zagrijavanje do
vrenja. Pare koje izlaze kondenziraju se u hladilu i sakupljaju u srediSnjem dijelu
aparature. Sredi$nja cijev aparature je u donjem sloju ispunjena destiliranom vodom, a u
gornjem organskim otapalom ili smjesom otapala (trap). Kada kondenzirana smjesa
vode i komponenti eteri¢nog ulja prolazi kroz organsko otapalo, komponente etericnog
ulja se zadrzavaju u njemu, a voda samo prolazi. Na taj nacin se prikuplja eteri¢no ulje,
koje se pipetom uklanja kroz gornji otvor, a voda se ispusta kroz pipac na dnu

Clevengerovog nastavka.*

* Povratno hladilo

- Prostor za prihvat
[l destilata

-

~

4 Tikvica s okruglim dnom

- Kalotas poostat

Slika 4. Modificirana aparatura po Clevengeru.*

1.5.2. Ekstrakcija

Ekstrakcija je metoda izolacije neke tvari iz otopine, suspenzije, emulzije ili krute tvari
pomocu otapala. Ekstrakcija bilja je proces odjeljivanja tvari iz biljnog materijala na

temelju razlicite topljivosti u ekstrakcijskom sredstvu. Za ekstrakciju se koriste
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neisparljiva i isparljiva otapala. Najcesce se kao otapalo koristi voda te organska otapala

kao $to su dietil-eter, diklormetan, pentan i petroleter.’

Osim klasi¢nih metoda ekstrakcije, danas su sve viSe prisutne moderne metode.
Takve metode su: ultrazvucna i mikrovalna ekstrakcija te ekstrakcija subkritinim i
superkriticnim otapalima. Kao primjer zelene kemije posebno se isti¢e mikrovalna

ekstrakcija.
1.5.2.1. Mikrovalna ekstrakcija

Mikrovalovi su neioniziraju¢i elektromagnetski valovi frekvencija izmedu 300 MHz i

300 GHz, odnosno valnih duljina izmedu 1 m i 1 mm, $to ih smjeSta izmedu
infracrvenog i radiofrekventnog zracenja. Mikrovalovi imaju sposobnost prodiranja u
bioloski materijal i utjeu na polarne molekule u bioloskom materijalu (voda). U novije
vrijeme razvijena je instrumentacija za izolaciju eteri¢nog ulja bez otapala (engl. Solvent
Free Microwave Extraction, SFME). Patentirana je 2004. godine za izolaciju ulja iz
biljnog materijala gdje se mikrovalno zracenje koristi za zagrijavanje. Rije¢ je o
tehnologiji koja kombinira mikrovalno zracenje i suhu destilaciju u svrhu izolacije
eteri¢nog ulja. Uredaj se sastoji od mikrovalne pe¢nice s komorom za biljni materijal te
kondenzacijske jedinice koja je postavljena iznad mikrovalne komore, a povezane su
prikljuénim kanalom (cijevi) formirajuci vanjski dio zatvorenog sustava. Ova metoda
ekstrakcije ima brojne prednosti u odnosu na klasicne metode, a to su krace vrijeme
ekstrakcije, poboljSani ekstrakcijski prinos te mogucénost ekstrakcije bez koriStenja
otapala. Uz brojne pozitivne ucinke, potrebno je obratiti paznju na  poviSenu

temperaturu koja moZe $tetno utjecati na bioloski aktivne spojeve.’°

Programska podrSka kontrolira i prikazuje sve parametre u realnom vremenu
tijekom ekstrakcije: temperaturu, vrijeme i snagu. Biljni materijal ne treba biti smrvljen,
veéinu je moguce koristiti cjelovitog. Razlog tomu je Sto njegovim ozracivanjem
mikrovalovima, voda prisutna u stanicama se zagrijava i isparava te dolazi do pucanja
stani¢nih stjenki. Poluautomatski sustav za mikrovalnu destilaciju inspiriran je
aparaturom po Clevenger-u (slika 5.a). Izraden je od stakla i sastavljen od reaktora za
biljni materijal, kondenzatora i modula za destilaciju. Modul za destilaciju omogucuje

oporabu mirisa zahvaljujuc¢i odvajanju organske i vodene faze uz kontinuirano
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odvodenje vode u reaktor. Ulje se jednostavno sakuplja na vodenom sloju na lijevoj

strani modula za destilaciju.®

Godine 2008. osmisljena je nova tehnika zelene ekstrakcije koju je izradio
Chemat i sur., nazvana mikrovalna hidrodifuzija i gravitacija za izolaciju aroma (engl.
Microwave Hydrodiffusion and Gravity, MHG; slika 5.b). Konfiguracija omogucuje
mikrovalnu ekstrakciju prirodnih aromati¢nih tvari i nehlapljivih spojeva kao Sto su
pigmenti, flavonoidi i karotenoidi. Ova originalna, "naopaka"”, mikrovalna tehnologija je
kombinacija zagrijavanja mikrovalovima i gravitacije pri atmosferskom tlaku. Arome
pri tome difundiraju izvan biljnog materijala te se vodeni ekstrakt silom gravitacije

ispusta dok vanjski sustav hladenja neprestano kondenzira ekstrakt.®

= Mikrovalna
pecnica

—— > Stakleni reaktor

> Hladilo

[—T—1
{
\

b

————= Eteritno ulje

=) —= Vodena faza

——— Hiadilo

Refuks

“ — > Stakleni reaktor —> Vodena faza

\ — = Diklormetanski
Mikrovalna ) ekstrakt
pecnica

Slika 5. a) Sustav za mikrovalnu destilaciju eteri¢nih ulja; b) Sustav za mikrovalnu

ekstrakciju aroma.'?
1.5.3. Ekstrakcija glukozinolata

Glukozinolati su u zadnje vrijeme tema sve viSe istrazivanja zbog njihovog pozitivnog

uc¢inka na ljudsko zdravlje. U skladu s tim razvijena je metoda ekstrakcije glukozinolata
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iz biljnog materijala. Ova metoda se sastoji od ekstrakcije 70% metanolom, enzimske
desulfatacije 1 HPLC analize dobivenih desulfoglukozinolata. Metoda ukljucuje

nekoliko koraka, a to su priprema biljnog materijala, liofilizacija, sama ekstrakcija,

pro¢idéavanje ekstrakata, separacija i u kona¢nici HPLC analiza.''?

Desulfatacija se provodi uz pomo¢ enzima sulfataze. Sulfataza (EC 3.1.6.1.),

izolirana iz puza vinogradnjaka (Helix pomatia, L.), odcjepljuje sulfatni ion iz molekule

glukozinolata pri ¢emu nastaje desulfoglukozinolat (slika 6).?

HOH HOH
H - H.
HO © QS0s H O OH
HO S 2N ?—IO S ~N
OH C OH c
H H R H H R
Intaktni glukozinolat Desulfoglukozinolat

Slika 6. Reakcijska shema desulfatacije glukozinolata.

1.6. Metode identifikacije isparljivih spojeva

Prilikom analize i identifikacije isparljivin spojeva mogu se koristiti kromatografske
(plinska 1 tekucinska kromatografija) 1 spektroskopske tehnike (UV, IR 1 NMR
spektroskopija). Danas se najviSe koristi kromatografija u sprezi sa spektrometrijom
masa i kao takva sluzi za odjeljivanje komponenti te za njihovo kvantitativno i

kvalitativno odredivanje u smjesi.
1.6.1. Kromatografija

Kromatografija je analiticka tehnika odjeljivanja koja se zasniva na razli¢itoj raspodjeli
komonenti uzoraka izmedu dvije faze od kojih je jedna nepokretna (stacionarna), a
druga pokretna (mobilna). Ova metoda ima prednost nad ostalim metodama zato §to
omogucava brzu 1 potpuniju analizu. Stacionarna faza mozZe biti krutina ili kapljevina, a
mobilna faza kapljevina ili plin. Komponente se pod utjecajem mobilne faze kre¢u kroz

stacionarnu fazu razli¢itom brzinom i tako se odjeljuju.’
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Kromatografske metode se mogu podijeliti u dvije osnovne grupe: plosna
kromatografija i kromatografija na stupcu. Detaljna podjela kromatografskih tehnika

prikazana je na slici 7.1

KROMATOGRAFIJA
Plosna kromatogratija Kolonska kromatografija
Tankoslojna Papirna Kapljevinska Plinska
kromatografija kromatografija kromatografija kromatografija
Elektrokromatografija
Kromatografija sa
superkriticnim fluidima

Slika 7. Podjela kromatografskih tehnika prema obliku sustavu.

1.6.1.1. Plinska kromatografija

Plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography, GC) je najc¢es¢e koriStena tehnika
odjeljivanja isparljivih spojeva. Ona predstavlja brzu metodu odjeljivanja, koja je

pogodna i u situacijama kad je dostupna vrlo mala koli¢ina uzoraka.’

Pokretna faza je kemijski inertan plin, argon, helij, dusSik ili ugljikov dioksid.
Nepokretna faza je nehlapljiva tekuéina nanesena na kruti nosac. Injektor, kolona i
detektor su grijani na temperature koje omogucuju plinovito stanje uzorka, s time da su
injektor 1 detektor grijani na viSe temperature od kromatografske kolone kako bi se
postiglo brzo uplinjavanje pri injektiranju i sprije¢ila kondenzacija dolaskom na
detektor. Komponente uzorka koje se eluiraju s kolone odreduju se na detektoru te je
moguce njihovo kvalitativno 1 kvantitativno odredivanje. Mjerenjem vremena
zadrZavanja te usporedbom s onima standarda, moguce je kvalitativno odrediti o kojem
je spoju rijec. PovrSina ispod kromatografske krivulje predstavlja kvantitativan signal i
reciprocna je koncentraciji promatrane komponente. Plin kao mobilna faza krece se vrlo
brzo kroz kolonu pa je za mjerenje potrebno nekoliko minuta u odnosu na ostale
kromatografske tehnike. Automatsko biljezenje signala na spregnutom detektoru, vrlo
mali volumeni uzoraka te kratko vrijeme snimanja (ili mjerenja) cine plinsku
kromatografiju iznimno popularnom, a vrlo &esto i jedinom moguéom tehnikom.*
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Slika 8. Shematski prikaz plinskog kromatografa.'*

1.6.2. Spektrometrija masa

Spektrometrija masa je tehnika koja se koristi za ispitivanje kemijskih vrsta. Ovom
tehnikom se analiziraju molekule na temelju njihovog omjera mase i naboja (m/z).

Glavni dijelovi spektrometra masa su ionizator, analizator i detektor (slika 9.).”
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Slika 9. Shema spektrometra masa.®

Plinoviti uzorak ulazi u ionizator gdje se u slucaju elektron-ionizacije
bombardira elektronima energije 50-70 eV. Nastaje molekulski kation M™ koji se dalje
razlaZze na Citav niz fragmenata. Fragmenti koji nastaju ovise o strukturi molekule i
iznosu energije elektrona kojima se bombardira molekula. Na ovaj nacin se u ionizatoru
stvara ionski snop. Dobiveni ioni se razvrstavaju u analizatoru na temelju intenziteta i
veli¢ine m/z, a razvrstavanje se vr$i propuStanjem kroz promjenjivo magnetsko ili
elektri¢no polje. Tonski snop se fokusira kroz le¢e i dolazi do ¢etveropolnog filtra masa,
sastavljenog od cetiri elektrode koje su paralelne s ionskim snopom. Kroz filter masa
mogu pro¢i samo ioni koji su postigli stabilnu putanju, a ostali se uklanjaju (filtriraju).
Osciliranjem iona, vec¢ina ih se izgubi udaranjem u jednu od elektroda gdje se izbijaju.

Preostali ioni odredenog omjera m/z usmjeravaju se do detektora spektrometra masa.*1®

Kao rezultat analize dobije se spektar masa koji prikazuje odnos intenziteta i
omjera m/z nastalin fragmenata (slika 10.). Najvisi signal (osnovni pik) predstavlja

standard prema kojem se odreduje udio fragmenata koji su formirali ostale signale.
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Slika 10. Spektar masa.*

1.6.3. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa

Vezana tehnika plinska kromatografija-spektrometar masa (GC-MS) omogucava
dobivanje maksimuma podataka uz koriStenje minimalne koli¢ine materijala. Plinska
kromatografija je odlicna tehnika za odjeljivanje i kvantizaciju, ali nepouzdana za
kvalitativno odredivanje. Stoga se za kvalitativno odredivanje koristi masena
spektrometrija. S pomoéu GC-MS-a dobivaju se karakteristi¢na retencijska vremena
koja upucuju na moguce spojeve, a njihova struktura se moze potvrditi usporedbom s
retencijskim vremenom i masenim spektrom poznatog uzorka. Budué¢i da GC-MS
obuhvac¢a 1 odjeljivanje sastojaka na GC-u, mozZe se primjenjivati i za analizu

onecis¢enih uzoraka spojeva ili smjesa.**°

Na slici 11. prikazana je pojednostavljena shema GC-MS-a. U plinskom se
kromatografu koriste zagrijane kapilarne kolone ispunjene stacionarnom fazom za
odvajanje komponenata. Mala koli¢ina uzorka se ubacuje u zagrijani injektor, gdje ga
lagani protok mobilne faze (npr. helij) unosi u kolonu. Uzorak prolazi kroz kolonu, pri
¢emu isparljivije komponente (koje se slabije vezuju za stacionarnu fazu) prolaze brze
od onih koje su manje isparljivije. Razdvojene komponente izlaze s kolone u razli¢itim
vremenima i prenose se u ionizacijsku komoru masenog spektrometra, gdje se ioniziraju
i fragmentiraju. U sustavu se najéeS¢e koristi kvadropolni analizator masa.
Kombinacijom plinske kromatografije 1 masene spektrometrije omoguceno je
odjeljivanje komponenata smjesa u plinskom kromatografu te njihova identifikacija

prema masenim spektrima koji se nalazi u Wileyevoj bazi masenih spektara.*®
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Slika 11. Shematski prikaz vezanog sustava GC-MS-a.*®
1.6.4. Tekuéinska kromatografija

Tekucinska kromatografija (engl. Liquid Chromatography, LC) je vrlo vazna
kromatografska tehnika buduc¢i da se velik broj spojeva, oko 85 %, ne moze prevesti u
plinovito stanje ili nisu stabilni.}* Postoje dvije vrste tekuéinske kromatografije,
klasicna 1 teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC). Kod klasi¢ne
kromatografije se koriste velike kolone ispunjene poroznom stacionarnom fazom, dok
mobilna faza prolazi gravitacijski ¢ime je protok malen, $to je mana tehnike. Zbog toga
se u vecini slucajeva koristi suvremenija analiticka tehnika HPLC kod koje se koristi
pumpa za dovodenje mobilne faze te se zbog toga postize bolje razdvajanje

komponenti.t’

1.6.4.1. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)

Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) je vrsta tekuéinske kromatografije na stupcu uz upotrebu
visokih tlakova za postizanje velikih brzina protoka. Potreba brzeg i djelotvornijeg
odjeljivanja zahtjeva koriStenje slozene instrumentacije koja se sastoji od spremnika
mobilne faze, injektora, kolone, pumpe koja pokrece mobilnu fazu kroz kolonu,

detektora i sustava za obradu otpada (slika 12.).1418
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Slika 12. Shematski prikaz HPLC uredaja.**

Kod teku¢inske kromatografije visoke djelotvornosti tekué¢i uzorak se injektira u
tekucu mobilnu fazu. Sustav za opskrbu mobilnom fazom uvijek sadrzi pumpu koja
omogucava postizanje visokog tlaka te sustav koji omogucéuje mijeSanje otapala.
Otapala koja se koriste kao mobilna faza moraju biti visoke ¢isto¢e 1 mjehuri¢i zraka
moraju biti uklonjeni iz njih. Koriste se uobicajena otapala, Cista ili u nekom omjeru
(npr. voda, metanol i druga organska otapala). Sustav za injektiranje omogucava
precizno injektiranje tocno odredenog volumena tekuceg uzorka u kolonu. Volumeni
uzoraka se kre¢u se od 0,5 pL do 5,0 mL. Kolona, promjera izmedu 2,1 1 4,6 mm te
duzine od 30 do 300 mm, punjena je Cesticama stacionarne faze razli¢itog kemijskog
karaktera. Ispred glavne kolone se postavljaju krac¢e predkolone istog punila kako bi se
postiglo bolje razdvajanje komponenti, ali i sa ciljem zaStite glavne kolone. Detektori
kao 1 kod plinske kromatografije mogu pruziti i kvalitativan 1 kvantitativan signal. Kao
detektori se najceS¢e koriste UV-VIS, UV-VIS-DAD ili MS detektori, ali mogu se

koristiti i fluorescentni, elektrokemijski detektori i dr.2418

Na slici 13. prikazani su UV apsorpcijski spektri (200-350 nm) razlicitih
desulfoglukozinolata (dGSL), koji su predstavnici najéeS¢ih strukturnih klasa tih
spojeva.?
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Slika 13. UV spektri najc¢es¢ih grupa glukozinolata: (A) alkenilni, (B) tioalkenilni, (C)
sulfinilni, (D) indolni, (E) i (F) aromatski.

1.7. Brassicaceae

Kupusnjace (lat. Brassicaceae) su biljna porodica koja spada u razred dvospunica
(Eudicotiledona). Porodica obuhvaca vise od 350 rodova i preko 3200 vrsta koje su
uglavnom rasprostranjene u umjerenom klimatskom podru¢ju (Sredozemlje), ali ih je

mogucée pronaéi gotovo po &itavoj Zemlji.*°

Stari naziv krstaSice (lat. Cruciferae) su dobile prema krstastom rasporedu latica
u cvjetovima. Porodica je okarakterizirana jednostavnom gradom pravilnih i dvospolnih
cvjetova koji se sastoje od 4 lapa caske, 4 latice, 6 prasnika (4 duza unutarnja 1 2 kraca
vanjska). Vjenci¢ je obi¢no pravilan, bijele, Zute, naran€aste, purpurno crvene ili plave

boje. Plodovi su uglavnom komuske razli¢itog oblika. Za cijelu porodicu je
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karakteristi¢na ljutina koja potjece od glukozinolata. Djelovanjem enzima mirozinaze

oni daju niz produkata koji su odgovorni za gorko-ljuti okus.**°

Porodici pripadaju dobro poznate vrste koje se koriste u svakodnevnoj prehrani,
imaju Siroku primjenu u industriji, medicini i gospodarstvu. Mnoge krstaSice se uzgajaju
od najranijih pocetaka ljudske civilizacije, ¢ak 1 od prije 8000 godina. Najznacajnije
povrée i krmne biljke porodice jesu pojedine svojte roda Brassica, s golemim brojem
varijeteta. Osobito je raznolik kompleks varijeteta kupusa (Brassica oleracea L.).
Kupus i njegov bliski srodnik kelj vjerojatno se uzgajaju dulje od 4000 godina na
podrucju istocnog Sredozemlja i u Maloj Aziji. Rimljani su vjerovali da kupus lijeci od
melankolije te da je boZanskog podrijetla, tj. da je nastao od Jupiterovih kapi znoja
izlu¢enih dok se mucio tumacenjima dvaju proroCanstva. Znacajna uljarica je uljana
repica (Brassica napus L. ssp. oleifera (DC.) Janch.) od koje se upotrebljavaju
sjemenke za potrebe proizvodnje jestivog ulja, margarina te u novije vrijeme znacajan je
izvor sirovina za proizvodnju tzv. biogoriva. lako se krstaSice ne mogu mjeriti s
mahunarkama ili travama po svojem znacenju u ¢ovjekovoj prehrani, ¢ine vrlo znacajnu

komponentu poljoprivredne djelatnosti mnogih zemalja.**°
1.7.1. Strizusa (Sisymbrium officinale (L.) Scop.)

Znanstveni naziv roda potje¢e od grcke rijeci sisymbrion kojom su stari Grei nazivali
aromati¢ne biljke posveéene bozici Veneri, koje su smatrali protuotrovima svim
otrovima. Ljekoviti oranj ili jo§ poznata kao strizusa je jednogodi$nja ili dvogodiSnja
zeljasta biljka iz porodice kupusnjaca, visine 5-100 (130) cm. Korijen je tanak, a
stabljika kruto uspravna, obi¢no pravilno razgranjena i obrasla unatrag savinutim
¢ekinjastomaljavim dlakama. Izmjenicni listovi su uglavnom perasto razdijeljeni, dugi 3
do 6 cm. Cvatovi — grozdovi sastavljeni od velikog broja sitnih cvjetova na tankim
stapkama, smjeSteni su na vrhovima stabljike i postranih ogranaka. Cvjetovi su gradeni
na temelju broja Cetiri. Latice su blijedoZute, za polovinu duze od lapova. Cvate od
svibnja do srpnja. Plod je Stapicasta komuSka prilegla uz stabljiku, obi¢no s 5 do 10
sjemenki. Raste na suhim i toplim ruderalnim mjestima, u naseljima, uz ceste i putove,
na gradiliStima, nasipima, zidovima, obalama rijeka i slicnim staniStima, kako na
priobalju tako na kontinentu. Najvjerojatnije potjece sa Sredozemlja, ali je udomacena

vrsta u najveéem dijelu Europe i Azije.?°
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U narodnoj medicini (lat. officinalis, ljekovit) Sirom Europe oranj je sluzio u
lijeCenju skorbuta i bolesti grla pa se u nekim jezicima naziva ,,pjevacevom biljkom*.
Ljekoviti oranj je diureti¢na, toni¢na i laksativna biljka pa se i danas rabi za lijeCenje
bronhitisa i zelu¢anih tegoba. Od davnina se oranj uzgaja zbog upotrebe u kulinarstvu,
kao salate (listovi) i zacini (sjemenke) zahvaljuju¢i njegovom intenzivnhom mirisu.
Listovi imaju nagorkast okus, sli¢an onomu kupusa, a sjemenke su bogate masnim
uljem koje se iz njih i komercijalno dobiva. U zapadnoj Europi su rabljene da bi se
dobila zamjena za senf. Korijenje ornja otpusta alkalijske tvari pa se preporucuje i

sadnja u svrhu ublazavanja kiselosti tla.?

Slika 14. Sisymbrium officinale (L.) Scop.:
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Kemikalije i aparatura

Kemikalije:

Pentan, BDH PROLABO, Ujedinjeno Kraljevstvo,

Diklormetan, T.T.T., Sveta Nedelja, Hrvatska,

Dietil-eter, PanreacQuimica S.L.U., Barcelona, Spanjolska,

Bezvodni natrijev sulfat, BDH PROLABO, Ujedinjeno Kraljevstvo,

Natrijev klorid, T.T.T., Sveta Nedelja, Hrvatska,

Metanol (70 %), Gram-Mol d.o.0, Zagreb, Hrvatska,

Klorovodi¢na kiselina (25 %), Gram-Mol d.0.0, Zagreb, Hrvatska,

Natrijev acetat, Merck, Darmstadt, Njemacka,

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

Sinigrin hidrat, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD,

Sulfataza (iz Helix pomatia, tip H-1), Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD,
Aposlutni etanol, Gram-Mol d.o.0, Zagreb, Hrvatska.

Aparatura:

Elektri¢ni mlinac za kavu, Sencor Europe, Prag, Ceska Republika,
Tehnicka vaga, Kern&Sohn, Njemacka,

Lijevak za odjeljivanje, Deotto lab, Hrvatska,

Modificirana aparatura po Clevengeru, Deotto lab, Hrvatska,
Uredaj za mikrovalnu ekstrakciju, Ethos X; Milestone Srl, Italija,
Uredaj za pripravu ultraciste vode,

Magnetska mjesalica, Heidolph MR Hei-End, Njemacka,

pH metar, Hanna instruments HI 9321, SAD,

Centrifuga, Nuve, NF 1200R, Turska,

Vortex, Dragon lab, Peking, Kina,

Ultrazvuéna kupelj, Elma Schmidbauer GmbH, Singen, Njemacka,
Vodena kupelj, Julabo, Seelbach, Njemacka,

Centrifuga, IKA-Werke GmbH&Co. KG, Staufen, Njemacka,
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. Uredaj za uparavanje strujom dusika, Dri-Block DB100/3, Techne, Ujedinjeno
Kraljevstvo,
. GC-MS, 3900/2100T, Varian Inc., Lake Forest, Kalifornija, SAD,

. HPLC-DAD, 1090 Series Il, Hewlett Packard, Palo Alto, Kalifornija, SAD.

2.2. Biljni materijal

2.2.1. Strizusa

Biljni materijal (slika 15.) je sakupljen 14. svibnja 2019. na podrucju Splita, to¢nije kod
zgrade Tri Fakulteta te na podrudju rijeke Krke. Cuvan je na sobnoj temperaturi, a
potom je obraden, posebno materijal iz Splita i sa Krke, nakon nekoliko dana. Materijal
je obraden na nacin da je usitnjen te podijeljen na 3 dijela. Prvi dio je obraden
mikrovalnom destilacijom (MW - "fragrance"), drugi mikrovalnom ekstrakcijom (MW -
»flavour®), a tre¢i dio biljnog materijala iskoristen je za klasi¢nu hidrodestilaciju u

modificiranoj aparaturi po Clevenger-u.

Ly “mm!‘\‘

Slika 15. Sisymbrium officinale (L.) Scop.

Toc¢ne odvage biljnog materijala koje su koristene u odredenim metodama
izolacije prikazane su u tablici 2.
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Tablica 2. Masa biljnog materijala.

METODA MASA (9) MASA (g)
-Split- -Krka-
MW Destilacija 200,00 110,21
MW Ekstrakcija 152,37 113,39
Hidrodestilacija 200,81 -
Autoliza 15,00 10,43

Takoder, dio sabranog materijala je osuSen te podijeljen na Cetiri dijela (slika
16.) cvijet, stabljika, list i korijen. Kao takav, obraden je na nacin da je samljeven i
prosijan (slika 17.) te upotrebljen za izolaciju glukozinolata metodom ekstrakcije uz

desulfataciju. U tablici 3. se nalaze to¢ne odvage pojedinih dijelova biljnog materijala.

Tablica 3. Masa suhog biljnog materijala za izolaciju glukozinolata ekstrakcijom uz

desulfataciju.

Ekstrakcija glukozinolata
BILINI DIO st MASA (me)
Korijen 100,11 100,07
Stabljika 100,15 100,18
List 100,05 100,05
Cvijet 100,15 100,07
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Slika 16. Uzorci biljnog materijala podijeljeni na Cetiri dijela.

Slika 17. Uzorci biljnog materijala nakon mljevenja i prosijavanja.
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2.3. Metode izolacije

2.3.1. Mikrovalna ekstrakcija

Aparatura za mikrovalnu ekstrakciju se sastoji od dva dijela, Sto omogucava dvije vrste
izolacije iz biljnog materijala. Biljni materijal strizuSe je obraden na oba nacina,

mikrovalnom destilacijom i mikrovalnom ekstrakcijom.

Gornji dio aparature (slika 18.) omogucava izolaciju hlapljivih spojeva (engl.
fragrance). Kako se radi o procesu mikrovalne destilacije, kona¢ni produkt je eteri¢no
ulje. Za razliku od hidrodestilacije, destilacija potpomognuta mikrovalovima ima

odredene prednosti, a to su krace vrijeme destilacije i nema upotrebe organskog otapala.

Slika 18. Uredaj za mikrovalnu destilaciju (gornji dio, engl. fragrance).

Usitnjeni biljni materijal se stavi u staklenu tikvicu. Na tikvicu se poveze sustav
za refluks pa hladilo. Po zavrSetku destilacije hlapljivi spojevi odvoje se pomoc¢u male

koli¢ine pentana. Uvjeti pri kojima se izvodi destilacija: snaga od 500 W i temperatura
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98 °C u trajanju od 35 minuta. Nakon zavrSetka destilacije, sloj pentana i hlapljivih
spojeva se odvoji u Cistu ¢asu, a ostatak vode ispusti preko pipca. Doda se bezvodni
natrijev sulfat u slu¢aju da ima zaostale vode. Zatim se eteri¢no ulje prebaci u prethodno
izvaganu bocicu. Dio organskog otapala zaostalog u uzorku se ukloni uparivaCem u
struji duSika nakon cega ide na GC-MS analizu. Uzorak se do analize Cuva u

zamrzivacu.

Slika 19. Biljni materijal poslije mikrovalne destilacije.

Doniji dio aparature (slika 20.) primjenjuje se za izolaciju aroma (engl. flavour).
Ovdje je slucaj mikrovalne ekstrakcije bez dodatka organskog otapala. Uz pomo¢
mikrovalova i djelovanjem gravitacijske sile, u casi postavljenoj na dnu aparature,
sakuplja se ekstrakt. Uvjeti za mikrovalnu ekstrakciju su identi¢ni onima za mikrovalnu
destilaciju (500 W, 98 °C, 35 min).
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Slika 20. Mikrovalna ekstrakcija uz gravitacijsku silu (donji dio, engl. flavour).

Po zavrSetku ekstrakcije dobiveno je oko 250 mL ekstrakta koji se prelije u
lijevak za odijeljivanje te se ekstrahira s 10 mL diklormetana 3 puta. Diklormetanski
sloj se odvoji, ispusti preko pipca te susi s bezvodnim natrijevim sulfatom. Kona¢ni
ekstrakt prebaci se u prethodno izvaganu bocicu te se viSak organskog otapala otkloni
uparivanjem u struji dusika kao i u slu¢aju mikrovalne destilacije. Tako dobiveni uzorci

se ¢uvaju u zamrzivacu (-20 °C) do GC-MS analize.
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Slika 21. Obrada ekstrakta nakon mikrovalne ekstrakcije.

2.3.2. Ekstrakcija tekuce-tekucée

Klasi¢na ekstrakcija iz biljnog materijala striZzuSe napravljena je kako bi se rezultati

usporedili s rezultatima mikrovalne ekstrakcije.

Usitnjeni i izvagani biljni materijal stavi se u tikvicu s ravnim dnom i prekrije s
destiliranom vodom. Doda se enzim mirozinaza kako bi se poboljsala sama izolacija
glukozinolata iz biljnog materijala. Tikvicu se potom zacepi i oblozi parafilmom te

ostavi 24 sata na sobnoj temperaturi.

Najprije se doda 10 mL diklormetana direktno u tikvicu s biljnim materijalom,
nakon toga se smjesa filtrira. Filtrat se prebaci u lijevak za odjeljivanje te ga se
ekstrahira s jo§ dva obroka po 10 mL diklormetana. Diklormetanski sloj se potom
odvoji 1 susi s bezvodnim natrijevim sulfatom i1 odekantira u prethodno izvaganu bocicu.
Visak organskog otapala se ukloni u struji dusika te je tako pripremljen uzorak za GC-

MS analizu.
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2.3.3. Hidrodestilacija

Zbog usporedbe s mikrovalnom destilacijom provedena je i klasi¢na hidrodestilacija iz

biljnog materijala strizuse.

Hidrodestilacija (slika 22.) biljnog materijala se odvijala u aparaturi po
Clevengeru u trajanju od 2,5 sata. Kao trap se koristila smjesa organskih otapala
pentana i dietil-etera u omjeru 3:1. Proces hidrodestilacije je prethodno opisan u opéem
dijelu rada pod poglavljem 1.5.1.1. Eteri¢no ulje koje je dobiveno nakon destilacije se
odvoji od vodenog sloja pomocu propipete te osusi s bezvodnim natrijevim sulfatom
kako bi se uklonio viSak vode. Zatim se eteri¢no ulje prebaci u prethodno odvaganu

bocicu i spremi u zamrziva¢ do analize na GC-MS-u.

Slika 22. Hidrodestilacija strizuse.
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2.3.4. Ekstrakcija glukozinolata uz desulfataciju

Protokol za izolaciju glukozinolata uz desulfataciju koji je koriSten u ovom radu je
identican onom u diplomskom radu kolegice Dine Vlajcevi¢ pod nazivom Termicka,
enzimska i mikrovalovima potpomognuta razgradnja glukozinolata te njihova
identifikacija preko razgradnih i desulfatiziranih produkata.! Odvaze se po 100 mg
svakog dijela biljke i doda po 1 mL metanola kao ekstrakcijskog otapala. Smjesa se
homogenizira koriste¢i homogenizator (15000 okretaja u trajanju 1 min) kako bi se
oStetile staniCne stijenke 1 povecala ekstrakcijska sposobnost. Tubice s
homogeniziranom otopinom se potom zagriju na 90 °C (slika 23.) toliko kratko da
zapocne vrenje metanola, a samim time se inaktivira enzim mirozinaza te sprijeci

razgradnja glukozinolata.

Slika 23. Zagrijavanje tubica u vodenoj kupelji.

Dodatno, ekstrakcija se poboljSava djelovanjem ultrazvuka u ultrazvucnoj
kupelji. Sljede¢i korak je centrifugiranje i odijeljivanje dobivenog supernatanta od
istaloZzenog biljnog materijala. Postupak se ponavlja jo§ jednom dodatkom novog
obroka metanola u zaostali biljni materijal. Zdruzeni ekstrakti sadrzavaju intaktne
glukozinolate, ali i ostale ekstrahirane spojeve prisutne u biljnom materijalu te
zahtjevaju prociScavanje i u konacnici desulfataciju ¢ime je uzorak pripremljen za

analizu tekuc¢inskom kromatografijom.
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Procisc¢avanje se provodi na kolonicama od staklenih kapaljki ispunjenih prvotno
samljevenim filter papirom, ali i slojem dekstran gela. Ekstrakt se nanosi na kolonu te
se procis¢ava dodatkom metanola, $to uklanja razli¢ite polarne tvari kao $to su klorofil,
a metanol se uklanja ultracistom vodom (slika 24.). NanoSenjem pufera ostvaruju se
uvjeti za djelovanje enzima sulfataze. Nakon dodatka enzima, kolone se ostavljaju
preko no¢i na tamnom mjestu pri sobnoj temperaturi te se sutradan desulfatirani
glukozinolati eluiraju u pripremljene tubice. Tako pripremljeni uzorci spremni su za

analizu.

Slika 24. Kolone za ekstrakciju glukozinolata.
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2.4. Metode analize

2.4.1. GC-MS analiza

Za kvalitativnu i kvantitativnu identifikaciju hlapljivin sumporovih spojeva koristi se
vezani sustav plinske kromatografije (Varian model 3900) i spektrometrije masa
(Varian model 2100 T, slika 25.) proizvodaca Varian Inc., Lake Forest, CA, USA.
Uzorci su analizirani na nepolarnoj koloni VF-5MS (30 m x 0,25 mm) sa slojem
stacionarne faze debljine 0,25 um. Plin nositelj je helij, dok je protok postavljen na 1
mL/min. Zadana temperatura injektora je 250 °C, a volumen injektiranog uzorka iznosi
1 pL. Temperaturu kolone se postavi na sljedeéi nacin: 3 min izotermno na 60 °C, zatim
je uslijedilo zagrijavanje do 246 °C brzinom od 3 °C/min te zadrzavanje na navedenoj
temperaturi u trajanju 25 min. Energija ionizacije uzorka u spektrometru masa iznosi 70
eV, temperatura izvora iona je postavljena na 200 °C, dok podrucje skeniranja obuhvaca

40-350 masenih jedinica.’

Slika 25. GC-MS uredaj (Varian, SAD).
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2.4.2. HPLC

Za analizu desulfoglukozinolata dobivenih ekstrakcijom uz desulfataciju koristi se
vezani sustav HPLC-DAD, Hewlett Packard 1090 Series Il (slika 26.). Koristi se kolona
NUCLEOSIL C-18 (250 mm x 4 mm) s promjerom ¢estica 5 um (Macherey - Nagel,
Diiren, Njemacka). Kao pokretna faza koristi se smjesa vode i acetonitrila gdje je
postavljen protok od 0,8 mL/min. Volumen injektiranog uzorka iznosio je 20 pL. Za
detekciju pojedinih spojeva koji izlaze iz kromatografske kolone koristen je UV-DAD
detektor (A=227 nm). Radna temperatura je sobna, a vrijeme trajanja analize iznosilo je
60 minuta. U tablici 4. prikazan je sastav mobilne faze koji je koriSten za analizu HPLC-

om.

Tablica 4. Sastav mobilne faze koristene za HPLC analizu desulfoglukozinolata.

Vrijeme (min) Voda (%) Acetonitril (30%o) Gradijent
Pocetni uvjeti 100 0 -
0,5 96 4 -
28,0 14 86 Linearno
4,0 14 86 -
2,0 5 95 Linearno
13,0 5 95 -
1,0 96 4 Linearno
8,0 96 4 -
0,0 0 100 -
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Slika 26. HPLC uredaj (Hewlett Packard 1090 Series II).

Slika 27. HPLC uredaj (injekcijski blok - Sprica, igla, ventil i autosampler).
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3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1. Razgradnja glukozinolata i GC-MS analiza

U ovom radu istrazivani su glukozinolati biljne vrste strizusa (Sisymbrium officinale
(L.) Scop.) sakupljene s podru¢ja Splita i rijeke Krke. Za identifikaciju spojeva
koriStena je indirektna metoda koja se sastoji od enzimske ili termicke razgradnje
glukozinolata, izolacije hlapljivih razgradnih produkata hidrodestilacijom, destilacijom
ili ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima te njihove identifikacije spregnutom

tehnikom plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS).

Enzimska razgradnja (autoliza) provedena je na nacin da se biljni materijal
macerira0 24 sata u destiliranoj vodi, s dodatkom enzima mirozinaze, na sobnoj
temperaturi nakon Cega je provedena ekstrakcija s diklormetanom. Za biljni materijal s
podrucja rijeke Krke provedena je autoliza svih dijelova biljke pojedina¢no, dok je

autoliza biljnog materijala s podrucja Splita provedena svih dijelova biljke zajedno.

Termicka razgradnja provedena je postupkom hidrodestilacije u aparaturi po
Clevengeru u trajanju od 2,5 sata na temperaturi od 100 °C. Takoder je proveden
postupak mikrovalne destilacije mikrovalovima snage 500 W (35 min; 98 °C). IzvrSena

je i mikrovalna ekstrakcija (snaga mikrovalova 500 W; temperatura 98 °C; 35 min).

3.1.1. GC-MS analiza

Svi uzorci dobiveni u ovom dijelu istrazivanja podvrgnuti su GC-MS analizi te su na taj
nacin dobiveni kromatogrami ukupne ionske struje za svaki uzorak. Razgradni produkti
koji su uspjesno identificirani usporedbom spektra masa pojedinih komponenti sa
spektrima masa iz biblioteke po Wiley-u prikazani su u tablicama 5-8.
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Slika 28. Kromatogram ukupne ionske struje diklormetanskog ekstrakta nakon autolize
(Split).
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Slika 29. Kromatogram ukupne ionske struje diklormetanskog ekstrakta nakon autolize
(Krka).
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Tablica 5. Razgradni produkati dobiveni autolizom biljnog materijala strizuse.

AUTOLIZA
Identificirani Vrijeme w/w
Glukozinolati razgradni zadrzavanja (%)
produkti (min) Split | Krka
o izopropil-
Glukoputranjivin o 4,3 - 7,0
Izotiocljanat

- -Nije identificiran.

Iz kromatograma ukupne ionske struje diklormetanskih ekstrakata nakon
autolize vidljivo je da je jedini identificirani spoj izopropil-izotiocijanat i to samo u
cvijetu biljnog materijala s podrucja rijeke Krke. Zaklju€eno je, s obzirom na rezultate,

da je potrebno dodati enzim mirozinazu tijekom autolize.
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Slika 30. Kromatogram ukupne ionske struje eteri¢nog ulja strizuSe dobivenog

hidrodestilacijom.
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Slika 31. Spektar masa izopropil-izotiocijanata, razgradnog produkta glukoputranjivina.
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Slika 32. Spektar masa sec-butil-izotiocijanata, razgradnog produkta glukokohlearina.
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Tablica 6. Razgradni produkati dobiveni hidrodestilacijom biljnog materijala strizuse.

HIDRODESTILACIJA
Identificirani Vrijeme wiw
Glukozinolati razgradni zadrZavanja (%)
produkti (min) Split Krka
L izopropil-
Glukoputranjivin o 4,3 40,96 /
Izotiocljanat
] sec-butil-
Glukokohlearin 7,2 4,76 /

izotiocijanat

Na kromatogramu (slika 30.) vidljivi su pikovi oba karakteristi¢na razgradna
produkta. Izopropil-izotiocijanat je dominantniji i izraZeniji u odnosu na Sec-butil-
izotiocijanat. Izolacija spojeva iz strizuSe s podrucja rijeke Krke postupkom
hidrodestilacije nije provedena zbog nedovoljno sabranog biljnog materijala. Na slici
31. je prikazan maseni spektar izopropil-izotiocijanata. Sukladno s ,,dusikovim
pravilom* za spojeve s neparnim brojem atoma duSika molekulski pik ima neparnu
masu, m/z = 101. Uocava se 1 osnovni pik m/z = 41 te ostali karakteristi¢ni pikovi
manjeg intenziteta (m/z = 86; m/z = 60). Na slici 32. je prikazan maseni spektar sec-
butil-izotiocijanata. Uoc¢ava se molekulski pik m/z = 115, osnovni pik m/z = 41 te ostali
karakteristi¢ni pikovi (m/z = 86; m/z = 56). Masa etericnog ulja iznosila je 6,55 mg

odnosno iskoristenje je bilo 0,0033 %.
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Slika 33. Kromatogram ukupne ionske struje etericnog ulja strizuse (Split) dobivenog

mikrovalnom destilacijom.

41




KkCounts] Strizusa_MW_destil

E ja_2 SMS[TIC
30 3

40:350
Ll

3003

250

Az

49.618 min

2004

6.326 min

38.605 min
42937 min

1505

29.578 min

Slika 34. Kromatogram ukupne ionske struje eteri¢nog ulja strizuse (Krka) dobivenog

mikrovalnom destilacijom.

Tablica 7. Razgradni produkati dobiveni mikrovalnom destilacijom biljnog materijala

strizuse.
MIKROVALNA DESTILACIJA
Identificirani Vrijeme w/w
Glukozinolati razgradni zadrZavanja (%)
produkti (min) Split | Krka
o izopropil-
Glukoputranjivin | = 4,3 85,45 | 15,80
Izotiocljanat
) sec-butil-
Glukokohlearin o 7,2 14,00 | 0,78
izotiocijanat

Iz etericno ulje dobiveno destilacijom primjenom

mikrovalova, moZe se vidjeti kako su kao i kod hidrodestilacije dobiveni razgradni

kromatograma za

produkti izopropil-izotiocijanat i sec-butil-izotiocijanat, ali u ve¢em postotku. 1z toga se
da zakljuciti da je MW destilat bio puno ¢i8¢i u odnosu na destilat hidrodestilacije.
Masa etericnog ulja bila je 3,3 mg (Split) i 1,1 mg (Krka) odnosno iskoriStenje je bilo
0,00165 % (Split) i 0,00101 % (Krka).
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Slika 35. Kromatogram ukupne ionske struje ekstrakta dobivenog mikrovalnom

hidrodifuzijom uz gravitaciju (Split).

kCounts] Strizusa_MW_destildgija_2 SMS|TIC
3504 40:350 E

e
3004

=

250

38605 min - 4
6.326 min
49.618 min

42,937 min

29.578 min

Slika 36. Kromatogram ukupne ionske struje ekstrakta dobivenog mikrovalnom

hidrodifuzijom uz gravitaciju (Krka).

Tablica 8. Razgradni produkati dobiveni mikrovalnom ekstrakcijom biljnog materijala

strizuse.
MIKROVALNA EKSTRAKCIJA
Identificirani Vrijeme wiw
Glukozinolati razgradni zadrZavanja (%)
produkti (min) Split | Krka
o izopropil-
Glukoputranjivin R 4,3 tr tr
izotiocijanat

i -tragovi

43



AL o~

Glukoputranjivin

O
H,0. |
mirozinaza SOy
OH
S
S (0]
* HO
HO OH
~——— OH
/N N- glukoza
T T
SO3 803
HSO,
pH7
S
x
|
( N2 v>
Looscnova
pregradnja
N
N C//
\C
\ + S
\S
izopropil-izotiocijanat 2-metilpropanonitril

Slika 37. Shematski prikaz razgradnje glukoputranjivina.
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3.2. 1zolacija glukozinolata i HPLC analiza

Sve biljne vrste koje sadrze glukozinolate imaju karakteristi¢an i jedinstven profil, stoga
iznimnu vaznost pridonosi njihova identifikacija 1 u konacnici kvantizacija. U 3.1.
poglavlju opisana je identifikacija glukozinolata preko razgradnih produkata, izopropil-
izotiocijanata 1 sec-butil-izotiocijanata koriste¢i GC-MS tehniku. U svrhu kvantizacije
glukozinolata, pristupilo se njihovoj izolaciji. Glukozinolati su ekstrahirani iz susene
biljke strizuSe iz razli¢itih biljnih tkiva. Ekstrakcija smjesom metanola i vode je
izvrSena iz 100,0 mg usitnjenog biljnog materijala pri 92 °C s ciljem inhibicije
mirozinaze. NanoSenjem dobivenih ekstrakta na ionsko-izmjenjivacku kolonu koja
sadrzi dekstran, a potom ispiranjem ultracistom vodom, 70 % metanolom i puferom
uklonjene su nepolarne komponente, kao S§to je klorofil. Dodatkom sulfataze,
ekstrahirani glukozinolati su desulfatizirani. Usporedno, pripravljene su razliCite
koncentracije desulfosinigrina za kalibracijsku krivulju. Svi uzorci su analizirani HPLC-
UV tehnikom. Bazdarna krivulja je prikazana na slici 38. odakle je vidljiva visoka

korelacija i linearnost za razli¢ite koncentracije desulfatiziranog sinigrina (R?=0,9945).
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R2=0.9945
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0 100 200 300 400 500 600
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Slika 38. Bazdarna krivulja sinigrina.
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Tablica 9. Desulfoglukozinolati identificirani u striZusi.

Vrijeme zadrZavanja
(min) Naziv

1 10,10 Desulfoglukoputranjivin

2 11,50 Desulfoglukosinalbin

3 14,35 Desulfo-4-hidroksiglukobrasicin
4 19,90 Desulfoglukobrasicin

5 22,80 Desulfo-4-metoksiglukobrasicin
6 27,80 Desulfoneoglukobrasicin

U tablici 9. prikazani su desulfoglukozinolati identificirani u strizusi kao i
njihova vremena zadrzavanja na temelju kojih se odreduje prisustvo istih
(desulfo)glukozinolata u drugim biljnim vrstama. Desulfoglukoputranjivin je potvrden
usporedbom s ekstraktom desulfoglukozinolata iz sjemena Lunaria annua gdje je ovaj
glukozinolat dominantan (Slika 49). Desulfoglukosinalbin je potvrden usporedbom s
ekstraktom desulfoglukozinolata iz sjemena Sinapis alba gdje je ovaj glukozinolat
dominantan (Slika 50). Indolni glukozinolati potvrdeni su usporedbom vremena

zadrzavanja komercijalno dostupnih standarda (slike 51-54).
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3.2.1. Korijen
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Slika 39. HPLC kromatogram ekstrakta iz korijena strizuse (Krka).
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Slika 40. HPLC kromatogram ekstrakta iz korijena strizuse (Split).

Na slikama 39. 1 40. prikazani su HPLC kromatogrami ekstrakta iz korijena strizuSe sa
podru¢ja Splita i rijeke Krke. Identificirani su pikovi pri 10,10 min koji odgovaraju
desulfoglukoputranjivinu. Osim vremena zadrzavanja, njegovo prisustvo potvrdeno je
pregledom pripadajuceg UV spektra pri 227 nm (Slika 41.) koji odgovara alkenilnim
glukozinolatima. Ostali pikovi ranijih vremena zadrzavanja pripadaju necisto¢ama koje
nisu u potpunosti uklonjene postupkom procis¢avanja ekstrakta jer njihove apsorpcijske
vrpce nemaju izgled karakteristican glukozinolatnom. Dodatna potvrda prisustva je
prethodna GC-MS analiza gdje je identificiran razgradni produkt ovog glukozinolata,

izopropil-izotiocijanat.
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Izracunata koncentracija desulfoglukoputranjivina je iznosila 2,629 umol/g
(Split) 1 0,680 umol/g (Krka), a detaljni proracun prikazan je u prilogu. U tablici 10. su
prikazani svi identificirani desulfoglukozinolati i njihove kona¢ne koncentracije u
uzorku. Ostali glukozinolati su takoder potvrdeni pregledom pripadaju¢eg UV spektra.
Medutim, nisu potvrdeni GC-MS analizom zato §to su spojevi koji nastaju razgradnjom
indolnih glukozinolata (4-hidroksiglukobrasicin, glukobrasicin, 4-metoksiglukobrasicin,

neoglukobrasicin) termicki nestabilni te se raspadaju na temperaturi injektora GC-MS-a
(250 °C).
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Slika 41. HPLC kromatogram ekstrakta iz korijena strizuse (Split) te UV spektri: a)
desulfoglukoputranjivina; b) desulfoglukosinalbina; C) desulfo-4-

hidorksiglukobrasicina; d) desulfoglukobrasicina; €) desulfo-4-metoksiglukobrasicina;
f) desulfoneoglukobrasicina.
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Tablica 10. Koncentracije identificiranih glukozinolata u ekstraktu korijena strizuse.

SPOJ Konac¢na koncentracija u uzorku (umol/g)
SPLIT KRKA

Glukoputranjivin 2,629 0,680
Glukosinalbin 1,251 0,265
4-Hidroksiglukobrasicin 0,035 0,307
Glukobrasicin 0,244 0,966
4-Metoksiglukobrasicin 0,430 0,667
Neoglukobrasicin 4,488 7,865

3.2.2. Stabljika
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Slika 42. HPLC kromatogram ekstrakta iz stabljike strizuse (Krka).
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Slika 43. HPLC kromatogram ekstrakta iz stabljike strizu$e (Split).

Za razliku od ekstrakta korijena, ekstrakt stabljike sadrzi tri desulfoglukozinolata:
desulfoglukoputranjivin,  desulfo-4-hidroksiglukobrasicin i  desulfoglukobrasicin.
Ekstrakt stabljike strizuSe sa podrucja Splita u maloj koncentraciji sadrzi 1 desulfo-4-
metoksiglukobrasicin. Osim vremena zadrZavanja, njihova prisutnost potvrdena je
pregledom odgovarajuceg UV spektra pri 227 nm. Najveca koncentracija u uzorku za
Split i Krku pripada glukoputranjivinu, koji je potvrden i prethodnom GC-MS analizom

preko svog razgradnog produkta (izopropil-izotiocijanat).

Tablica 11. Koncentracije identificiranih glukozinolata u ekstraktu stabljike strizuse.

Konaéna koncentracija u
SPOJ
uzorku (umol/g)
SPLIT KRKA
Glukoputranjivin 16,000 5,979
4-Hidroksiglukobrasicin 0,408 1,340
Glukobrasicin 1,706 0,758
4-Metoksiglukobrasicin 0,018 -
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3.2.3. List
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Slika 44. HPLC kromatogram ekstrakta iz lista strizuse (Krka).
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Slika 45. HPLC kromatogram ekstrakta iz lista strizuse (Split).

Na slikama 44. 1 45. prikazani su HPLC kromatogrami ekstrakta iz lista strizuSe.
Identificirani su pikovi pri 10,10 min (desulfoglukoputranjivin), 14,35 min (desulfo-4-
hidroksiglukobrasicin) i 19,90 min (desulfoglukobrasicin). U ekstraktu lista strizuse, sa
podrucja Splita, najveca je koncentracija glukoputranjivina (12,196 pmol/g), dok sa
podru¢ja Krke najveca koncentracija je glukobrasicina (6,397 pmol/g). Osim vremena

zadrzavanja, njihova prisutnost potvrdena je pregledom odgovaraju¢eg UV spektra pri
227 nm.
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Tablica 12. Koncentracije identificiranih glukozinolata u ekstraktu lista strizuse.

Konac¢na koncentracija u
SPOJ
uzorku (umol/g)
SPLIT KRKA
Glukoputranjivin 12,196 3,645
4-Hidroksiglukobrasicin 1,339 2,732
Glukobrasicin 4,574 6,397
3.2.4. Cvijet

Slika 46. HPLC kromatogram ekstrakta iz cvijeta strizuse (Krka).
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Slika 47. HPLC kromatogram ekstrakta iz cvijeta strizuse (Split).
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Na slikama 46. i 47. prikazani su HPLC kromatogrami ekstrakta iz cvijeta strizuse.
Identificirani su pikovi pri 10,10 min (desulfoglukoputranjivin), 14,35 min (desulfo-4-
hidroksiglukobrasicin) i 19,90 min (desulfoglukobrasicin). U oba ekstrakta cvijeta
strizuSe najveca je koncentracija glukoputranjivina (Split-14,125 umol/g; Krka-12,973
umol/g). Osim vremena zadrzavanja, njihova prisutnost potvrdena je pregledom

odgovaraju¢eg UV spektra pri 227 nm.

Tablica 13. Koncentracije identificiranih glukozinolata u ekstraktu cvijeta strizuse.

Konac¢na koncentracija u
SPOJ
uzorku (umol/g)
SPLIT KRKA
Glukoputranjivin 14,125 12,973
4-Hidroksiglukobrasicin 1,295 1,719
Glukobrasicin 3,112 3,904

- 2
D-glukoza { ?S/.\},R l S?‘ R -N=C=S

J ) __,/'f Izotiocijanati
0,80 s +
|
AN )
; . R-C=N
Glukozinolati Nitrili

Glukoputranjivin  Glukokohlearin

Glukosinalbin Glukobrasicin
M H OCH;
HO HaCO
4-Hidroksiglukobrasicin 4-Metoksiglukobrasicin Neoglukobrasicin

Slika 48. Shema razgradnje glukozinolata i strukturne formule identificiranih

glukozinolata u strizusi (Sisymbrium officinale (L.) Scop.).
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4. ZAKLJUCAK

» U izolatima strizuse dobivenih hidrodestilacijom u aparaturi po Clevengeru i
mikrovalnom destilacijom, GC-MS analizom preko razgradnih produkata identificirani
su glukoputranjivin (izopropil-izotiocijanat) i glukokohlearin (sec-butil-izotiocijanat). U
izolatima dobivenih ekstrakcijom pod utjecajem mikrovalova identificiran je izopropil-
izotiocijanat, ali u tragovima $to upucuje da je materijal bio vremenski premalo izlozen

shazi mikrovalova od 500 W.

= Analizom s HPLC-DAD tehnikom potvrdena je prisutnost glukoputranjivina dok su
identificirani i drugi glukozinolati (glukosinalbin te indolni: 4-hidroksiglukobrasicin,
glukobrasicin, 4-metoksiglukobrasicin i neoglukobrasicin), ¢iji razgradni produkti nisu

identificirani GC-MS analizom, vjerojatno zbog njihove termicke nestabilnosti.

* Jedino u ekstraktu korijena strizuSe preko desulfatiziranih glukozinolata
identificirani i kvantificirani su glukoputranjivin, glukosinalbin te indolni 4-
hidroksiglukobrasicin, glukobrasicin, 4-metoksiglukobrasicin i neoglukobrasicin. U
korijenu strizuSse s podru¢ja Splita u vecoj koncentraciji su glukoputranjivin i
glukosinalbin u odnosu na korijen strizuSe s podrucja rijeke Krke, koji ima vecu

koncentraciju indolnih glukozinolata.

= U ekstraktima stabljike, lista 1 cvijeta strizuSe preko desulfatiziranih glukozinolata
identificirani su i kvantificirani  glukoputranjivin, 4-hidoksiglukobrasicin i
glukobrasicin. Kao 1 u ekstraktu korijena, ekstrakti strizuSe s podrucja Splita imaju vecu
koncentraciju glukoputranjivina u odnosu na ekstrakte strizuse s podrucja rijeke Krke

koji su bogatiji indolnim glukozinolatima.
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6. PRILOG

6.1. Izra¢un konac¢nih koncentracija identificiranih glukozinolata

Za kvantizaciju identificiranih glukozinolata koriste se sljedece jednadzbe:
y-C
x=2"" (1
=

_xxMxD
W

)

x = koli¢ina glukozinolata u ekstraktu,

y = povrsina ispod pika,

¢ = odsjecak na y-0si,

m = nagib pravca,

xt = koncentracija glukozinolata u uzorku,
M = faktor odziva,

D = faktor razrijedenja,

W = masa uzorka.
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6.1.1. Strizuga-Split

e Korijen:

311, 085

1, 77468
X (GIV) = 0.17529 pmol/mL x ™ M& «1 =2, 629 umol/g
t

01g

X(GJV) = =175, 29uM=0,17529 umol/mL

148,121 _ 83, 4uM=0,0834 umol/mL
1, 77468
1,5mL

X (GSNB) =0, 0834 pmol/mL x x1=1,251 umol/g
t
01g

X(GSNB) =

14, 7105
1, 77468
1,5mL
X (4-OHGBS) = 0, 008289 umol/mL x x 0,28 =0, 035 pmol/g
t
0,19

X(4-OHGBS) = =8, 289uM=0,008289 pumol/mL

99, 650 _ 56,15uM=0,05615 umol/mL
1,77468
1,5mL

X (GBS) =0, 05615 pmol/mL x x 0,29 =0, 244 pmol/g
t
01g

= 114, 73uM=0,11473 pmol/mL

X(GBS) =

203, 610

1, 77468
X (4-OMeGBS) = 0,11473 umol/mL x
t
0,1g

X(4-OMeGBS) =

1m0, 25 20, 430 umol/g

2655, 23

1, 77468
X (Ne0GBS) = 1, 49623 umol/mL x > ™ x 0, 20 = 4, 488 umol/g
t

x(NeoGBS) = = 1496, 23uM=1,49623 pmol/mL

019

o Stabljike:

X(GIV) = 1927, 09
1, 77468
1,5mL

X (GJV) =1, 08588 umol/mL x x1 =16 umol/g
t
01g

=1085,88uM=1,08588 pmol/mL
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x(4-OHGBS) = 1172’ >1

77468

X (4-OHGBS) = 0, 09721 pmol/mL x
i 0,1g

=97,21uM=0,09721 umol/mL

1omL 6,28 =0, 408 umol/g

X(GBS) = 29022 _ 30 3111M=0,39231 pmol/mL
1,77468
1,5mL

X (GBS) =0, 39231 umol/mL x x0,29=1, 706 umol/g
t

01g

X(4-OMeGBS) = 18’ 5505

77468
X (4-OMeGBS) = 0, 004818 pmol/mL x 15mbL x0,25=0, 018 umol/g
t
01g

= 4,818uM=0,004818umol/mL

e List:

((GIV) = 14429

1, 77468
1,5mL

X (GJV) = 0,81309 umol/mL x x1=12,196 pmol/g
t
0,1g

=813, 09uM=0,81309 pumol/mL

X(4-OHGBS) = 1565’ %

77468
X (4-OHGBS) =0, 31890 pmol/mL x 1.5mL x 0,28 =1, 339 umol/g
t
0,1¢g

=1051, 42uM=1,05142 pumol/mL

=318, 90uM=0,31890 pmol/mL

1865, 93

1, 77468
X (GBS) = 1, 05142 pmol/mL x > M 0, 20 = 4. 574 umol/g
t

0,1g

X(GBS) =

o Cuvijet:
X(GJIV) =

1671,11 =941, 64uM=0,94164 pmol/mL
1, 77468
1,5mL

X (GJV) =0, 94164 pmol/mL x x1 = 14,125 pumol/g
t 01g

547, 048

1, 77468

X(4-OHGBS) = = 308, 25uM=0,30825 pmol/mL
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X (4-OHGBS) = 0, 30825 umol/mL x > ™ % 0, 28 = 1, 295 mol/g
t

0,19
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1269, 77

X(GBS) = = 715, 49uM=0,71549 pmol/mL
1, 77468
1,5mL
X (GBS) =0, 71549 umol/mL x x 0,29 =3,112 umol/g
t
01g

Sjeme ukupno: (2,629+1,251+0,035+0,244+0,430+4,488) umol/g = 9,077 pmol/g
Stabljika ukupno: (16+0,408+1,706+0,018) pmol/g =18,132 pmol/g

List ukupno: (12,196+1,339+4,574) umol/g =18,109 umol/g

Cvijet ukupno: (14,125+1,295+3,112)umol/g =18,532 umol/g

6.1.2. Strizusa-Krka

o Korijen:
X(GIV) = 80, 5065
1, 77468
1,5mL
X (GJV) =0, 04536 pumol/mL x x1 =0, 680 pmol/g
t
0,1g

=45, 36uM=0,04536 pmol/mL

S 17, 64uM=0,01764 pmol/mL
1,77468
15mL

X (GSNB) =0, 01764 umol/mL x x1 =0, 265 umol/g
t
01g

X(GSNB) =

X(4-OHGBS) 2&6205 =1085,88uM=1,08588 pmol/mL

1, 77468
X (4-OHGBS) = 1, 08588 pmol/mL x 1.5mL x 0,28 =0, 307 umol/g
t
0,1g

X(GBS) = 394,21 _ 222,13uM= 0,22213pmol/mL

1, 77468
1,5mL

x,(GBS) = 0,22213umol/mL x 0Ts

x 0,29 = 0,966 pumol/g

x(4-0MeGBS) = 8505 _ 177 98,M=0,17798 pmol/mL

1, 77468
1,5mL

01g

x 0,25=0, 667 umol/g

x,(4-OMeGBS) = 0,17798umol/mL x
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4681,19

1, 77468
X (neoGBS) = 2, 62178umol/mL x
t
019

x(NeoGBS) = = 2621, 78uM=2,62178umol/mL

LML 0,20 = 7,865 umol/e

e Stabljika:

x(GIV) = 197 4505 _ 508 631M=0.39863 umol/mL

1, 77468
X (GJV) =0, 39863 umol/mL x
' 0,1g

1,5 mL x1=15,979 umol/g

X(4-OHGBS) = 1566’ 39

77468
X (4-OHGBS) =0, 31915 pmol/mL x L5 mL x 0,28 =1, 340 umol/g
t
0,19

=319,15uM=0,31915 pmol/mL

309, 3

1,77468

x (GBS) = 0,17428 pumol/mL x
t

X(GBS) =

=174, 28uM=0,17428 pmol/mL

LSmL 0, 29 = 0, 758umol/e

01g
o List:
X(GIV) = 431,21

1,77468
1,5mL

X (GJV) =0, 24298 pmol/mL x x1 =3, 645 umol/g

t
01g

=242, 98uM=0,24298 umol/mL

1154, 42

1, 77468
X (4-OHGBS) = 0, 6505 umol/mL x > M= x 0, 28 = 2, 732 umol/g
t

01g

X(4-OHGBS) = =650, SuM=0,6505 umol/mL

2609,83

1, 77468
X (GBS) = 1, 47059 umol/mL x > M % 0. 20 = 6. 397 umol/g
t

01g

X(GBS) = = 1470, 59uM=1,47059 pumol/mL

o Cuvijet:
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1534, 91

1, 77468
X (GJV) = 0,86489 umol/mL x
t

X(GJV) = = 864,89uM=0,86489 pmol/mL

Lomb 1 212,973 umol/g

01g

726,42
1,77468

X (4-OHGBS) = 0, 40932 pmol/mL x
t
0,1¢g

x(4-OHGBS) = = 409, 32uM=0,40932 pmol/mL

Lomb 6,28 = 1,719 umol/g

1592, 74

1, 77468
X (GBS) = 0,89748 pmol/mL x
t

x(GBS) = = 897, 48uM=0,89748 pmol/mL

LombL . 0,29 = 3,904 umol/e

01g

Sjeme ukupno: (0,68+0,265+0,307+0,966+0,667+7,865) umol/g =10,75 pumol/g
Stabljika ukupno: (5,979+1,340+0,758) pmol/g =8,077 pumol/g
List ukupno: (3,645+2,732+6,397) umol/g =12,774 umol/g

Cvijet ukupno: (12,973+1,719+3,904) umol/g =18,569 pmol/g
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6.2. HPLC kromatogrami standarda desulfoglukozinolata

Na slikama 49.-54. su prikazani kromatogramiinternih standarda koristenih za analizu

glukozinolata.
mAl - ]
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Slika 49. HPLC kromatogram iz sjemena biljke Lunaria annua (L.) te UV spektar

desulfoglukoputranjivina.
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Slika 50. HPLC kromatogram iz sjemena biljke Sinapis alba (L.) te UV spektar
desulfoglukosinalbina.
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Slika 51. HPLC kromatogram desulfo-4-hidroksiglukobrasicina te njegov odgovarajuci
UV spektar.

Slika 52. HPLC kromatogram desulfoglukobrasicina te njegov odgovarajuc¢i UV
spektar.
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Slika 53. HPLC kromatogram desulfo-4-metoksiglukobrasicina te njegov odgovarajuci
UV spektar.

.919

| I original spectrum(a)

<
=
:
1

Slika 54. HPLC kromatogram desulfoneoglukobrasicina te njegov odgovaraju¢i UV

spektar.
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