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POPIS KRATICA

A — apsorbancija

ANOVA - analiza varijance (engl. analysis of variance)

Car — karotenoidi (engl. carotenoids)

CAT — katehin (engl. catechin)

Chl — Kklorofil (engl. chlorophyll)

DNMRT — Duncanov test visestrukih usporedbi (engl. Duncan's New Multiple Range Test)

E — ekvivalent

EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina (engl. ethylenediaminetetracetic acid)

FC — Folin-Ciocalteu (reagens)

FRAP — sposobnost antioksidansa za redukciju Fe3* (engl. Ferric Reducing/Antioxidant
Power)

GA — galna kiselina (engl. gallic acid)

HC — hijerarhijsko klasteriranje (engl. hierarchical clustering)

HPLC — tekucinska kromatografija visoke moci razlu¢ivanja (engl. High-Performance Liquid
Chromatography)

K — kempferol

PCA — analiza glavnih komponenti (engl. Principal Component Analysis)

PCR — lan¢ana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)

Q — kvercetin (engl. quercetin)

ROS - reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species)

RUV - relativni udio vode

SM — suha masa

SS — ukupni topivi Seceri (engl. soluble sugars)

SVM - svjeza masa

TC — ukupni katehini (engl. total catechins)

TEAC - ekvivalent antioksidacijskog kapaciteta Troloxa (engl. Trolox equivalent antioxidant
capacity)

TF — ukupni flavnonoidi (engl. total flavonoids)

TFI — ukupni flavonoli (engl. total flavonols)

TPA — ukupni proantocijanidini (engl. total proanthocyanidins)

TT — ukupni tanini (engl. total tannins)
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1. UVOD



1. 1. Kupusnjace (Brassicaceae) u prehrani ljudi

Porodica kupusnjaca (Brassicaceae) sadrzi preko Cetiri tisuce vrsta, od kojih su brojne
ckonomski znacajne vrste koje se koriste u prehrani, te se ubrajaju medu prve biljke koje su
ljudi uzgajali (Avato i Argentieri, 2015.). Prema Avato i Argentieri (2015.), najpoznatije vrste
iz porodice kupusnjaca koje se koriste kao povrée su varijeteti vrste Brassica oleracea (kupus,
brokula, cvjetaca, raStika i dr.), repa (B. rapa), rotkvica (Raphanus sativus), bijela gorusica
(Sinapis alba). Brokula (B. oleracea var. italica) je medu najpopularnijim kupusnjatama
zastupljenima u prehrani ljudi, a fitokemijski sastav 1 bioloski u€inci zrelih jedinki detaljno su
istrazeni (Samec i sur., 2019.). Uz brokulu, cvjeta¢a (B. oleracea var. botrytis) je globalno vrlo
vazna kupusnjaca te ju se takoder uzgaja Sirom svijeta i koristi kao povrée ili u druge svrhe
(Ahmed i Ali, 2013.). S druge strane, rastika (B. oleracea var. acephala) se upotrebljava u
tradicionalnoj prehrani, pogotovo na podru¢ju Mediterana, no posljednjih godina stekla je
veliku popularnost Sirom svijeta jer je dokazano da je bogata razli¢itim bioaktivnim spojevima,
te posjeduje veéu otpornost na povisene temperature od ostalih kupusnjaéa (Samec i sur.,
2019.).

Prethodna istrazivanja pokazala su da su kupusnjace bogate razli¢itim nutrijentima, kao
Sto su vitamini, karotenoidi 1 brojni polifenoli, ponajprije flavonoidi, hidroksicimetne kiseline,
antocijani 1 lignani, a najviSe istraZivani specijalizirani metaboliti kupusnjaca su glukozinolati
(glikozidi koji sadrze sumpor i dusik) (Ramirez i sur., 2020.). Medutim, sastav specijaliziranih
metabolita unutar porodice, pa ¢ak i vrsta i varijeteta, razlikuje se ovisno o geneti¢kim i
okolisnim ¢imbenicima. Glavni flavonoidi izolirani iz povréa kupusnjaca su flavonoli
kvercetin, kempferol i izoramnetin (Avato i Argentieri, 2015.). Takoder, u velikoj koncentraciji
prisutni su i minerali, kao Sto su kalij, kalcij, magnezij i fosfor, vitamini C, E 1 K, te karotenoidi
(Heimler i sur., 2006.). Uz to, vrste iz porodice kupusnjaca sadrze i jedinstvene profile ostalih

skupina specijaliziranih metabolita kao $to su terpeni i fitosteroidi (Ramirez i sur., 2020.).



Suprotno tome, kupusnjace imaju nisku kalorijsku vrijednost, koja je uglavnom posljedica
niskog udjela masti, dok s druge strane obiluju specijaliziranim metabolitima, $to ih ¢ini vrlo
privlatnom hranom s nutritivnog stajalista (Heimler i sur., 2006.).

Zbog visoke koncentracije i raznolikosti specijaliziranih metabolita, upotreba
kupusnjaca u prehrani za posljedicu ima brojne pozitivne ucinke na ljudsko zdravlje, kao sto
su antimikrobni, antiupalni, antialergeni, citotoksi¢ni i antioksidacijski uéinci (Jahangir i sur.,
2009.; Jeffery i Araya, 2009.; Ramirez i sur., 2020.). Takoder, brojne klini¢ke studije pokazale
su da prehrana kupusnjatama smanjuje rizik za razvoj malignih tumora i ima antidijabeticke
ucinke, a glavnim medijatorima tih u¢inaka smatraju se upravo glukozinolati i fenolni spojevi
(Avato i Argentieri, 2015.). No, ne treba zanemariti niti potencijalni utjecaj drugih prisutnih
spojeva, kao §to su vitamini i karotenoidi (Heimler i sur., 2006.). lako je brokula
najzastupljenija u prehrani ljudi i najc¢eSCe istrazivan varijetet kupusnjaca, epidemioloske
studije uglavnom ne razlikuju u€inke konzumiranja brokule i ostalih kupusnjaca jer sve
kupusnjace sadrze bioaktivne komponente koje imaju sli¢ne ili jednake mehanizme djelovanja,
iako, naravno, mogu varirati u potentnosti (Jeffery i Araya, 2009.).

U posljednje vrijeme, sve se veci naglasak stavlja na konzumiranje tzv. funkcionalne
hrane, koja, osim nutritivne vrijednosti, pokazuje i pozitivne u€inke na ljudsko zdravlje. S
tendencijom povecanja brige o zdravlju dolazi i do povecane popularizacije hrane bogate
bioaktivnim spojevima pa je tako hrana na bazi kupusnjaca sve cijenjenija. S tim u vezi, zbog
paralelne motiviranosti industrijskog sektora za oznafavanje proizvoda kao funkcionalne
hrane, istrazivanja povezana s pronalaskom novih nacina poboljsanja fitokemijskog sastava, i
posljedi¢no bioloskih uc¢inaka biljaka, u posljednjih su nekoliko godina u znac¢ajnom porastu.
Izmedu ostaloga, jedan od fokusa tih istrazivanja jest ,elicitacija‘ prilikom koje se primjenom

bioti¢kih (npr. biljnim hormonima) i/ili abioti¢kih (npr. temperatura, svjetlost) faktora



pokusava povecati udio fenolnih spojeva i1 glukozinolata u zrelim biljkama ili klicama

kupusnjaca (Ramirez i sur., 2020.).

1. 1. 1. Upotreba klica i mikropovr¢a u ljudskoj prehrani

Klice 1 klijanci sve se vise koriste u prehrani jer su generalno bogati vitaminima,
karotenoidima i drugim fitokemikalijama. Klijanci, koji se u zadnje vrijeme ¢esto reklamiraju
kao tzv. mikropovrée (engl. microgreens), najcesce sadrze dvije kotiledone s prvim parom
pravih listova koji izviru ili su otvoreni te se najéeSce skupljaju bez korijenja 7-21 dan nakon
sijanja. Razlog njihove sve ucestalije upotrebe jest to Sto klijanci kupusnjaca sadrze 2-10 puta
veéu koncentraciju fenolnih spojeva u usporedbi s korijenjem 1 cvatovima, inace
najzastupljenijim biljnim organima u prehrani (Baenas i sur., 2017.). Na primjeru Kineskog
kupusa (B. rapa ssp. pekinensis) pokazano je da klice i klijanci sadrze ve¢u koli¢inu sinapinske
i L-askorbinske kiseline (vitamina C) u usporedbi sa starijim stadijima. Medutim, varijacije u
fitokemijskom sastavu tijekom razli€itih stadija su specificne ovisno o analiziranim spojevima,
tako je kod pekinSkog kupusa u starijim stadijima zabiljezena veca koncentracija ferulicne
kiseline i izoramnetina nego u mladim stadijima (Sola i sur., 2020a). Uz to, s obzirom na udio
razli¢itih spojeva s jakim antioksidacijskim djelovanjem, zabiljeZzena je i vrsna specifi¢nost

izmedu razli¢itih varijeteta klijanaca kupusnjac¢a (Xiao i sur., 2019.).

1. 1. 2. Kupusnjace kao izvor antioksidansa

Pozitivan ucinak konzumacije kupusnjata na ljudsko zdravlje moze se pripisati
antioksidacijskom kapacitetu koji potjece od visoke koncentracije antioksidanasa kao $to su L-
askorbinska kiselina, karotenoidi, tokoferoli i fenolni spojevi, kao i glukozinolati (Xiao i sur.,
2016.). Pritom, uoceno je da razli¢iti antioksidansi iz hrane pokazuju sinergisticko djelovanje

i da zajedno imaju jacu sposobnost utiS8avanja ROS (engl. reactive oxygen species, reaktivni



oblici kisika), u odnosu na primjenu pojedina¢nih antioksidansa (Podsedek, 2007.). Naime,
ROS nastaju u stanicama tijekom normalnog stani¢nog metabolizma, medutim, povecanje
koncentracije ROS u stanicama moze dovesti do oSte¢enja vaznih bioloskih makromolekula
kao Sto su molekula DNA, proteini, ugljikohidrati i lipidi $to u kona¢nici moze dovesti do
razvoja razlicitih bolesti. Razvoj razli¢itih bolesti krvozilnog i cerebrovaskularnog sustava,
neuroloskih bolesti, a posebno razlicitih oblika malignih tumora povezan je s povecanjem
koncentracije ROS u stanicama. Naime, ROS dovode do stvaranja oste¢enja molekule DNA u
obliku modifikacija baza, lomova molekule DNA i drugih oSte¢enja koja mogu dovesti do
mutacija i u konaénici do razvoja malignih tumora (Lobo i sur., 2010.). Medutim, brojne
epidemioloSke studije pokazale su da prehrana bogata spojevima koji pokazuju jako
antioksidacijsko djelovanje smanjuje rizik za razvoj malignih tumora, kardiovaskularnih
bolesti i neurodegenerativnih bolesti (Pandey i Rizvi, 2009.). Stoga, zaklju¢eno je da unos
razli¢itih vrsta antioksidansa u organizam hranom moze dovesti do smanjena koncentracije
ROS koji djeluju $tetno na organizam i Smanjiti rizik od razvoja bolesti. Uz to, antioksidansi,
uz ucinak na ROS u stanici, Cesto pokazuju i razli¢ite druge bioloske ucinke, kao $to su
antibakterijski, antivirusni, antialergijski i protuupalni u¢inci (Koksal i Giilgn, 2008.).
Najvaznija skupina antioksidansa iz kupusnjaca su fenolni spojevi, a kao najjaci fenolni
spojevi s antioksidacijskim djelovanjem prepoznati su flavonoidi koji Stite organizam od ROS.
Fenolni spojevi imaju jaku sposobnost utiSavanja ROS zbog izrazite sposobnosti doniranja
elektrona (Podsedek, 2007.). Razlicite in vitro studije pokazale su pozitivnu korelaciju izmedu
udjela ukupnih fenola i antioksidacijskog kapaciteta kako za kupusnjace, tako i za ostale biljke,
Sto upucuje na snazno antioksidacijsko djelovanje fenola (Heimler i sur., 2006.; Marchioni i
sur., 2021.). Takoder, brojne in vitro studije pokazale su da fenolni spojevi imaju jaca

antioksidacijska svojstva od vitamina i karotenoida, inace glavnih skupina antioksidansa iz



kupusnjaca, $to sugerira da su glavni medijatori antioksidacijskog djelovanja kupusnjaca
upravo fenolni spojevi (Re i sur., 1999.).

lako se glavnim izvorom L-askorbinske kiseline (vitamina C) tradicionalno smatra
limun 1 srodne vrste, u nekim dijelovima svijeta ¢ak do polovice preporuc¢enog dnevnog unosa
ovog vitamina zadovoljava se prehranom kupusnja¢ama (Pennington i Fisher, 2010.). Kod
biljaka se u uvjetima stresa, L-askorbinska kiselina oksidira u dehidroaskrobinsku Kiselinu
(Hodges i sur., 2001.), medutim oba oblika su fizioloski znacajni za ljudsko zdravlje
(Tsujimura i sur., 2008.). Nadalje, kao vazna skupina antioksidansa izdvajaju se i karotenoidi,
od kojih su neki prekursori vitamina A i djeluju kao antioksidansi, koji utiSavaju slobodne
radikale i singletne oblike kisika te su odgovorni za do 20% ukupnog antioksidacijskog

kapaciteta kupusnjaca (Podsedek, 2007.).

1. 1. 3. Antidijabeticki potencijal kupusnjaca

Unazad nekoliko godina, u sklopu razli¢itih in vitro i in vivo studija analiziralo su
u¢inke kupusnjaca na razvoj kroni¢nih bolesti, te bioaktivne spojeve koji su potencijalno
odgovorni za te u¢inke. Opazeni su pozitivni uéinci prehrane bogate kupusnjacama primarno
na prevenciju i smanjenje simptoma metaboli¢kih sindroma, dijabetesa i pretilosti, koja je jedan
od rizi¢nih faktora za razvoj dijabetesa (Raiola i sur., 2017.). Kao glavni mehanizmi
antidijabetickog djelovanja kupusnjaca zabiljeZeni su pojacavanje osjetljivosti na inzulin,
inhibicija stvaranja glukoze i smanjivanje stvaranja ROS-ova, dok su mehanizmi djelovanja na
simptome pretilosti inhibicija glukoneogeneze i lipogeneze te smanjivanje akumulacije lipida
(Leisur., 2020.)

Uoceno je da kod osoba oboljelih od dijabetesa tipa 2 prehrana obogacena klijancima
brokule moze smanjiti ucinke komplikacija uzrokovanih dijabetesom te se potice njihova

konzumacija kao dopunska terapija kod ove bolesti (Bahadoran i sur., 2013.). Takoder, uo¢eno



je da spojevi iz brokule imaju sposobnost aktivacije signalnih puteva koji dovode do smanjenje
ekspresije gena ukljuenih u glukoneogenezu 1 lipogenezu, Sto dovodi do ublazavanja
simptoma pretilosti i dijabetesa (Xu i sur., 2018.). Nadalje, na modelu $takora oboljelih od
dijabetesa uoCeno je da metanolni ekstrakti brokule imaju potencijal kao antidijabeticka
terapija i da se mogu Koristiti u svrhu kontrole hiperglikemije, obzirom da su pojedine doze
pokazale jednak ili bolji u¢inak na snizenje hiperglikemije od standardnog lijeka koji se koristio
u eksperimentu (Sahai i Kumar, 2020.).

Jedan od potencijalnih pristupa kojima se nastoji smanjiti otpustanje glukoze iz
probavnog sustava jest inhibiranje enzima koji kataliziraju hidrolizu polisaharida, kao $to su
enzimi a-amilaza i a-glukozidaza. Inhibicija ovih enzima dovodi do smanjenja koncentracije
glukoze u krvi, $to potencijalno moze prevenirati razvoj dijabetesa u ranim fazama (Koss-
Mikotajczyk i sur., 2019.) Takoder, enzim lipaza bitan je u kontroli dijabetesa buduéi da
katalizira reakciju hidrolize lipida, $to dovodi do potrebe veceg unosenja masti (Aloo i sur.,
2021.). Stoga, aktivnost ovog enzima se Cesto cilja za lijeCenje pretilosti. Takoder, uoceno je
da lijecenje pretilosti inhibicijom enzima lipaze dovodi do smanjenja pojave dijabetesa tipa 2
(Gillies i sur., 2007.). Medutim, komercijalni lijekovi koji se koriste u terapiji kao inhibitori
enzima a-amilaze i a-glukozidaze, kao Sto su akarboza i orlistat, ¢esto dovode do nezZeljenih
nuspojava u probavnom sustavu (Ma i sur., 2015.). To je razlog zasto se potencijalni novi
inhibitori ovih enzima aktivno traze u hrani i drugim prirodnim izvorima. Potencijal
kupusnjaca kao potencijalnih izvora novih prirodnih, nesintetskih inhibitora ovih enzima ve¢
je uocen (Aloo i sur., 2021.; Lee i sur., 2013.; Mccue i sur., 2005.; Tan i Chang, 2017.).
Primjerice, dokazano je da etanolni ekstrakti klijanaca brokule pokazuju jaci inhibitorni u¢inak
na enzim a-glukozidazu od inhibitornog u¢inka standardnog inhibitora akarboze te da su bogat
izvor inhibitora enzima lipaze. Medutim, ekstrakti nisu pokazali jaci efekt na inhibiciju enzima

lipaze od standardnog lijeka orlistata (Aloo i sur., 2021.). Takoder, utvrden je i inhibitorni



ucinak ekstrakata cvjetace na aktivnost enzima a-glukozidaze i a-amilaze (Koss-Mikotajczyk
i sur., 2019.), $to ukazuje da su kupusnjace dobar izvor fitokemikalija znac¢ajnog inhibitornog

uc¢inka spram ovih enzima.

1. 2. Meduvrsni prijenos spojeva

Kako bi se u biljci povecao udio spojeva koji pozitivno utjec¢u na ljudsko zdravlje, npr.
spojevi snaznog antioksidacijskog i/ili antidijabetickog ucinka, nastoje se razviti tehnologije
tzv. biofortifikacije (engl. biofortification) koje najces¢e uklju¢uju metode genetickog
inzenjerstva ili konvencionalne tehnike uzgoja (Raiola i sur., 2017.). Geneticko inZenjerstvo
idealna je tehnologija kojom se direktno moze manipulirati genomom biljaka ili unositi gene
iz drugih organizama s ciljem razvoja biljaka boljih nutritivnin svojstava. Primjerice,
poveéanjem ekspresije gena postignuto je povecanje razine alifatskih glukozinolata u kineskom
kupusu (Seo i sur., 2016.). Nadalje, povecanjem ekspresije gena u biosintetskom putu vitamina
E uspjesno je povecan njegov udio kod vrste B. napus (Raclaru i sur., 2006.). Medutim, unatoc
velikim postignu¢ima koje su tehnike genetickog inZenjerstva dostigle u poboljSanju hrane,
genetski modificirana hrana i dalje nailazi na izazove vezane uz zakonsku regulativu i
negativne stavove gradana, §to otezava njen dolazak na trziste (Cui i Shoemaker, 2018.; Jansma
i sur., 2020.).

Zbog toga razvijaju se druge tehnike i metode kojima bi se postiglo poveéanje udjela
spojeva koji pokazuju znacajne pozitivne ucinke na ljudsko zdravlje. Jedna od potencijalnih
metoda jest elicitacija biotickim ili abiotickim faktorima koji mogu inducirati ili pojacati
biosintezu odredenih spojeva u biljkama (Halder i sur., 2019.). Medutim, elicitori potencijalno
mogu povecati 1 razinu ROS-ova u biljkama (Angelova i sur., 2006.), sto moze dovesti do

oksidacijskog stresa i inhibirati rast biljke, a pozitivni ucinci elicitacije na fitokemijski sastav i



bioloske ucinke, kao $to je antioksidacijski kapacitet biljaka, ¢esto nisu znacajni (Natella i sur.,
2016.).

Tehnika meduvrsnog prijenosa spojeva pokazala se kao znacajan i obecavajuci pristup
poboljsavanju fitokemijskog profila i bioaktivnih ucinaka biljaka, a odnosi se na mogucénost
prijenosa bioaktivnih spojeva iz jedne biljne vrste (donor) u drugu (akceptor) i poboljsanje
bioloskih u¢inaka akceptora (Sola i sur., 2020b). Obzirom na to da razli¢ite skupine biljnih
specijaliziranih metabolita imaju znac¢ajne metaboli¢ke uéinke u biljkama (Falcone Ferreyra i
sur., 2012.) i ljudima (Havsteen, 2002.), mogucnost prijenosa spojeva iz biljke donora u biljku
akceptor znacajno mijenja nutritivni potencijal biljaka bez potrebe da se koncentracija
bioaktivnih spojeva povecava metodama genetickog inZenjerstva ili tradicionalnim
agrikulutralnim tehnikama (Sola i sur., 2020b). Naime, prije nekoliko godina utvrdeno je da
biljke mente imaju sposobnost apsorpcije nikotina iz tla zagadenog ovim spojem, pa ¢ak i iz
duhanskog dima, te je to bio prvi dokaz da se ovaj alkaloid, koji je ¢esto detektiran u
prehrambenim proizvodima, moze prenijeti iz jedne biljne vrste u drugu ¢ak i nakon smrti
biljke donora (Selmar i sur., 2015.). Kasnije je i za druge tipove alkaloida utvrdeno da se iz tla
prenose u biljke akceptore, te da koli¢ina apsorbiranih pirolizidin alkaloida ovisi o biljci
akceptoru, a sam proces prijenosa nazvan je horizontalnim prijenosom prirodnih spojeva
(Nowak i sur., 2016.). Smatra se da se egzogeni alkaloidi nakon apsorpcije preko korijena
(Selmar i sur., 2019.), uglavnom pasivnom difuzijom preko plazma membrane (Trapp i Legind,
2011.), prenose ksilemom do drugih dijelova biljke (Nowak i sur., 2017.). Nakon unosa stranih
spojeva, oni se mogu modificirati na razlicite nacine, ovisno o vrsti biljke akceptora i unesenom
spoju, najcesce hidroksilacijom i glukozilacijom (Hijazin i sur., 2019.). Izuzev alkaloida
(Nowak i sur., 2016.; Selmar i sur., 2019.), za druge tipove spojeva kao sto su flavonoidi do
sada nije utvrdeno mogu li se prenositi izmedu biljaka razli¢itih vrsta, iako je poznato da se

flavonoidi mogu prenositi na velike udaljenosti unutar biljke (Sola i sur., 2015.). Medutim,



iako su navedena istrazivanja usmjerena na temeljne aspekte fenomena meduvrsnog prijenosa
spojeva, autori Selmar i sur., (2015. , 2019.) naglasili su da ovakav horizontalni prijenos
spojeva ima velik potencijal s prehrambenog stajaliSta i sugerira novi pristup uzgoju biljaka.
Stoga, kako bi se provjerilo potencijal ovog procesa u proizvodnji biljaka s poboljsanim
fitokemijskim sastavom i biologkim ucincima, autori Sola i sur. (2020b) analizirali su u¢inak
meduvrsnog prijenosa iz ekstrakata vrsta Hypericum perforatum, Matricaria chamomilla, Rosa
sp. i Tamus communis na fitokemijski sastav i antioksidacijski kapacitet klijanaca kineskog
kupusa, te na sposobnost ekstrakta klijanaca da inhibira enzim a-amilazu. Utvrdeno je da
prijenos spojeva iz ekstrakta vrste T. communis dovodi do povecanja koncentracije L-
askorbinske kiseline, kempferola i udjela ukupnih fenola te da povecava antioksidacijski
kapacitet klijanaca kineskog kupusa, kao i sposobnost njihovog ekstrakta da inhibira enzim a-
amilazu. S druge strane, utvrdeno je da ekstrakti vrsta H. perforatum, M. chamomilla i Rosa
sp. dovode do povecanja antiproliferacijske aktivnosti klijanaca kineskog kupusa, Sto sugerira
da je meduvrsni prijenos spojeva iz biljke donora u biljku akceptor obecavajuéi pristup za
dobivanje biljaka poboljsanih svojstava (Sola i sur., 2020b). S obzirom da je istraZivanje ovog
aspekta poboljSavanja biopotencijala biljaka tek na pocetku, preostaje istraZiti mnoge
parametre koji bi mogli biti klju¢ni za meduvrsni prijenos bioaktivnih spojeva. Na primjer, nije
poznato kako na prijenos spojeva i unos u biljku akceptor, osim spojeva prisutnih u biljci
donoru, utjece fitokemijski matriks i neki drugi parametri same biljke akceptor. Takoder,

postavlja se pitanje kako povecati efikasnost takvog prijenosa spojeva izmedu biljnih vrsta.

1. 3. Fitokemijski sastav i bioloski u¢inci ekstrakta ¢aja (Camellia sinensis)

Za promjenu fitokemijskog sastava i bioloskih ucinaka biljke akceptora meduvrsnim
prijenosom spojeva klju¢an je odabir kompatibilnih biljaka donora (Sola i sur., 2020b). Caj (C.

sinensis) je biljka koja se koristi za pripremu popularnog napitka, ¢aja. Ekstrakti biljke ¢aj kao
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dominantne spojeve sadrze flavan-3-ole (katehine) na koje otpada do 30% suhe mase lista, a
od ostalih polifenola zastupljeni su flavonoli i njihovi glikozidi i fenolne kiseline kao
klorogenska kiselina. Uz to, ¢aj je bogat i kafeinom (3%) te drugim metilksantinima, kao $to
je teobromin i teofilin (Graham, 1992.). Eksperimenti in vitro pokazali su snazna
antioksidacijska svojstva ¢aja (Rusak i sur., 2008.), te je utvrdeno da je konzumiranje Caja
povezano sa smanjenjem pojave kroni¢nih bolesti kao $to su kardiovaskularne bolesti i maligni
tumori (Henning i sur., 2005.). Ti pozitivni u¢inci ¢esto su povezani s jakim antioksidacijskim
svojstvima glavnih katehina iz ¢aja: (-)-epigalokatehina, (-)-epikatehina, (-)-epigalokatehin-3-
galata i (-)-epikatehin-3-galata (Rietveld i Wiseman, 2003.). Utvrdeno je da ¢aj i spojevi iz ¢aja
inhibiraju proliferaciju i poti¢u apoptozu tumorskih stanica (Lambert i Yang, 2003.).
Primjerice, dokazano je da ekstrakt zelenog ¢aja pokazuje citotoksi¢ni uéinak na stani¢nu liniju
raka grkljana CK2 ve¢ nakon krace inkubacije (Durgo i sur., 2011.), a sami mehanizmi
protutumorskih djelovanja ekstrakata ¢aja takoder su poznati (Mahmood i sur., 2010.; Nayyar
i sur., 2017.). Osim jakih antioksidacijskih svojstava i protutumorskog potencijala, za ¢aj je
utvrden i Sirok spektar drugih vaznih bioloskih u¢inaka na ljudsko zdravlje kao $to je smanjenje
visokog krvnog tlaka, antimikrobni uc¢inci, smanjenje pretilosti, a jedan od posebno bitnih
svojstava Caja je i njegov antidijabeticki u¢inak (Angelina Faraldo Corréa i sur., 2021.). Tako
je dokazano da ¢aj smanjuje uéinke oksidacijskog stresa, ublazava endotelnu disfunkciju,
modulira ekspresiju citokina, smanjuje rezistenciju na inzulin, smanjuje uc¢inak komplikacija
povezanih s hiperglikemijom te djeluje inhibitorno na enzime a-amilazu i a-glukozidazu (Fu i
sur., 2017.). Na temelju navedenoga, zbog detaljno istrazenog bogatog fitokemijskog sastava i
raznih pozitivnih bioloskih uc¢inaka spojeva koje sadrzi, ¢aj predstavlja potencijalno dobru

biljku donor za meduvrsni prijenos spojeva.
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1. 4. Destabilizacija stani¢ne membrane

Stani¢na membrana predstavlja jednu od barijera tijekom meduvrsnog prijenosa
bioaktivnih spojeva. Zbog njenog kemijskog sastava, kroz membranu ¢e razliiti spojevi
prolaziti razli¢itim stupnjem ucinkovitosti. Spojevi kao miricetin sa Sest hidroksilnih skupina,
koje ga &ine vrlo hidrofilnim, tesko prolaze kroz hidrofobnu stani¢nu membranu (Sola i sur.,
2020b.). Medutim, autori Sola i sur. (2020b) pretpostavljaju da bi prisutnost saponina u
ekstraktima nekih biljaka donora mogla povecati permeabilnost stani¢cne membrane i tako
povecati prijenos spojeva u biljku akceptor. Saponini su amfipatski glikozidi koji selektivno
uklanjaju kolesterol iz stani¢cne membrane (Scheffler i sur., 2014.) i Cesto se koriste u
metodama kao $to je imunocitokemija s ciljem pobolj$anja unosa antitijela u stanice u svrhu
detekcije unutarstani¢nih proteina (Wassler i sur., 1987.). Razli¢ite vrste permeabilizatora
staniéne membrane, kao §to su saponini, primjenjuju se u metodama stani¢ne biologije i
geneti¢kog inZenjerstva, gdje se primarno koriste za pospjeSivanje unosa vektora u stanice s
ciljem kloniranja i ekspresije razli¢itih proteina (Midoux i sur., 1998.).

Takoder, u svrhu permeabilizacije stanicne membrane Cesto se koriste razliCite vrste
deterdzenata (Scheffler i sur., 2014.) koji djeluju na proteine i lipide u stani¢noj membrani
(Hjertén i Johansson, 1972.). Na modelu fosfolipidnog dvosloja fosfatidilkolina, kao modela
staniéne membrane, utvrdeno je da deterdzent Tween povecava permeabilnost takvih
membrana (Simdes i sur., 2005.). Osim in vitro studija, utvrdeno je da Tween uzrokuje
permeabilizaciju membrana i kod bakterijskih stanica (Reitermayer i sur., 2018.), te da u
uvjetima in vitro u kulturi korijenja dature Tween takoder dovodi do permeabilizacije
membrane (Boitel-Conti i sur., 1996.).

Nadalje, utvrdeno je da i tvari koje djeluju kao kelatori iona, kao §to je EDTA
(etilendiamintetraoctena kiselina), djeluju na permeabilizaciju membrane. Smatra se da EDTA

veze katione Ca?* i Mg®" koji stabiliziraju stanine membrane stanica, §to dovodi do
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destabilizacije membrane i povec¢ane permeabilnosti (Vaara, 1992.). Osim toga, utvrdeno je da
EDTA ima sposobnost interkaliranja u staniéne membrane i da negativno nabijene skupine
0vog spoja stupaju u interakciju s pozitivno nabijenim grupama analoga fosfatidilkolina
(Prachayasittikul i sur., 2007.), sto dodatno dovodi do povecanja permeabilnosti membrana. S
obzirom da se EDTA i Tween ve¢ koriste u prehrambenoj industriji, njihova primjena u
kontekstu poboljsanja biljne hrane ne predstavlja rizik za zdravlje ljudi (Evstatiev i sur., 2021.;

Hwang i Winkler-Moser, 2016.).
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2. CILJEVI RADA



2. 1. Opdi cilj rada

Zbog sve vece potraznje za funkcionalnom hranom koja, osim hranidbene vrijednosti,
ima ulogu i u poboljsanju ljudskog zdravlja, u ovom radu kao biljke akceptori koriSteni su
klijanci kupusnjaca (Brassicaceae) — brokule, cvjetace i rastike, koji su zbog pozitivnih u¢inaka
na ljudsko zdravlje (Xiao i sur., 2019.) sve zastupljeniji u svakodnevnoj ljudskoj prehrani. S
ciljem dodatnog poboljsanja njihove hranjive vrijednosti i bioloSkih uc¢inaka, Klijanci su
tretirani vodenim ekstraktom biljke C. sinensis (biljka donor) za koji je utvrdeno da sadrzi
bioaktivne spojeve kojih u klijancima kupusnjaéa nema ili su prisutni u vrlo niskim
koncentracijama, a djeluju blagotvorno na ljudsko zdravlje (Mahmood i sur., 2010.; Nayyar i
sur., 2017.; Rusak i sur., 2021.). Pretpostavka je bila da ¢e do¢i do meduvrsnog prijenosa
specijaliziranih metabolita iz ekstrakta biljke donora u biljke akceptore, te ¢e fitokemijski
sastav 1 bioloski ucinci biljaka akceptora biti poboljSani. Kao negativna kontrola koristena je
skupina biljaka akceptora tretirana samo otapalom u kojemu je pripremljen ekstrakt biljke
donora, tj. deioniziranom vodom.

Kako bi se provjerila moguénost povecanja efikasnosti meduvrsnog prijenosa
specijaliziranih metabolita u biljke akceptore, klice su inkubirane ekstraktima donora u
kombinaciji s permeabilizatorima stanicne membrane: deterdzentom Tween® 20 il
etilendiamintetraoctenom kiselinom (EDTA), a koncentracije svakog od ova dva spoja
odabrane su u skladu s prethodnim radovima (Boitel-Conti i sur., 1996.; Habiba i sur., 2015.).
DeterdZzent Tween djeluje na nacin da otapa proteine stanicne membrane (Hjertén i Johansson,
1972.) i stupa u interakciju s lipidima u stani¢noj membrani (Simdes i sur., 2005.), $to dovodi
do permeabilizacije staniéne membrane, dok EDTA interkaliranjem u stani¢nu membranu i
vezanjem Ca?" iona koji sudjeluju u odrzavanju stabilnosti membrane takoder doprinosi
smanjenju stabilnosti stani¢ne membrane i njenom permeabiliziranju (Prachayasittikul i sur.,

2007.), sto potencijalno moze rezultirati povecanim unosom specijaliziranih metabolita iz
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ekstrakta donora u biljke akceptore. Promjene u sastavu specijaliziranih metabolita nakon
inkubacije u ekstraktima biljke donora analizirane su upotrebom spektrofotometrijskih analiza
1 teku¢inskom kromatografijom visoke moci razlu¢ivanja (HPLC).

Kako bi se dobio uvid u potencijalne promjene bioloskih u¢inaka klijanaca kupusnjaca
nakon meduvrsnog prijenosa spojeva, provedene su analize njihova antioksidacijskog
kapaciteta, te antidijabetickog potencijala mjerenjem sposobnosti njihovih ekstrakata da
inhibiraju aktivnost enzima a-amilaze i a-glukozidaze, koji su povezani s dijabetesom i enzima
lipaze koji je povezan s razvojem pretilosti, koja je jedan od riziénih faktora za razvoj
dijabetesa.

Konac¢no, kako bi se pouzdano procijenilo rezultate, provedene su statisticke analize
eksperimentalno dobivenih podataka na temelju kojih su doneseni zaklju¢ci 0 mogucnosti

primjene Tween-a i EDTA za povecanje uc¢inkovitosti meduvrsnog prijenosa spojeva.

2. 2. Specificni ciljevi rada

Specifi¢ni ciljevi rada obuhvacali su istraZivanje utjecaja meduvrsnog prijenosa
spojeva sa i bez Tween i EDTA na:
a) biomasu i udio vode u klijancima,
b) fitokemijski sastav klijanaca na razini udjela ukupnih fenola i flavonoida, ukupnih tanina,
ukupnih proantocijanidina, ukupnih flavonola, ukupnih katehina i topivih Secera, analizirano
spektrofotometrijskim mjerenjima
c) koncentraciju pojedinac¢nih fenolnih spojeva u Klijancima - fenolnih kiselina (sinapinske,
ferulicne, kavene, p-kumarinske i galne kiseline), flavonoida (kvercetina i kempferola te
njegovog derivata tilirozida), alkaloida kafeina i vitamina L-askorbinske kiseline, sto je
postignuto razdvajanjem, identifikacijom i kvantifikacijom ovih spojeva metodom tekucinske

kromatografije visoke moc¢i razluc¢ivanja,
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d) koncentraciju ukupnih fotosintetskih pigmenata, klorofila i karotenoida, pojedina¢nih
fotosintetskih pigmenata klorofila a i b, te porfirina spektrofotometrijskim analizama,

e) antioksidacijski kapacitet klijanaca upotrebom triju razli¢itih metoda ABTS, DPPH i FRAP,
f) antidijabeticki potencijal klijanaca mjerenjem stupnja inhibicije enzima o-amilaze, o-
glukozidaze, lipaze, sto je provedeno spektrofotometrijskim analizama.

U svrhu procjene statisticke znaCajnosti promjena vrijednosti izmjerenih parametara,
koriStena je jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) i post-hoc test viSestrukih usporedbi
Duncan's New Multiple Range Test (DNMRT). S ciljem analize doprinosa svakog izmjerenog
parametra pojedinoj istrazivanoj skupini provedena je analiza glavnih komponenti (Principal
Component Analysis, PCA) koja je takoder omoguéila i uvid u medusobno grupiranje
istrazivanih skupina obzirom na izmjerene parametre. Uz to, provedena je i metoda
hijerarhijskog Kklasteriranja (Hierarchical Clustering, HC) kako bi se dodatno vizualiziralo
odnose izmedu skupina klijanaca na temelju izmjerenih parametara. Medusobne korelacije

izmedu izmjerenih parametara utvrdene su analizom Pearsonovih koeficijenata korelacije.
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3. MATERIJAL | METODE



3. 1. Popis koristenih kemikalija

ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazoline-6-sulfonska  kiselina), Ci1sH18N4OgS4

(BioChemica)

acetatni pufer, CH3:COOH/CH3COONa (J. T. Baker)
aceton, C3HsO (Gram mol)

amonijev klorid, AICI3 (Kemika)

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (Sigma Aldrich)
DMACA (p-dimetilaminocinamaldehid) (Sigma Aldrich)
DNS (dinitrosalicilna kiselina) (Sigma Aldrich)

etanol, CoHsOH (Gram mol)

Folin-Ciocalteu (FC) reagens (Kemika)

fosfatni pufer, NaH2PO4/Na;HPO4; pH 7,0 (Kemika)
galna kiselina, C7HeOs (Extrasynthese)

Izosan® G (natrijev dikloroizocijanurat dihidrat), CizNa(NCO)s x 2H20 (Pliva)
kalijev klorid, KCI (Alkaloid)

katehin, C1sH140¢ (Sigma Aldrich)

klorovodic¢na kiselina, HCI (Kemika)

metanol, CH3OH (J. T. Baker)

natrijev acetat, CH3COONa x 3H20 (Kemika)

natrijev hidroksid, NaOH (Kemika)

natrijev karbonat, Na2COs (Gram mol)

natrijev klorid, NaCl (Lachner)

natrijev nitrit, NaNO; (Kemika)

Orlistat, (-)-tetrahidrolipstatin, C29Hs3NOs (Sigma Aldrich)

p-nitrofenil-butirat, C10H1:NO4 (Sigma Aldrich)
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= p-nitrofenil-a-D-glukopiranozid, C12H1sNOg (ACROS ORGANICS®)

= saharoza, C12H22011 (Pancreac)

= sumporna kiselina, H.SO4 (Kemika)

» TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin), C1sH12Ns (Sigma Aldrich)

= Trolox (5-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna  kiselina), C14H1804
(ACROS ORGANICS®)

= vanilin (4-hidroksi-3-metoksibenzaldehid), CsHsOs (Sigma Aldrich)

= Zeljezov (1) klorid, FeCl, (Gram mol)

3. 2. Uzgoj klijanaca

Sjemenke brokule (Brassica oleracea var. italica), cvjetace (Brassica oleracea var.
botrytis) i rastike (Brassica oleracea var. acephala) kupljene su od tvrtke Agromlinar d.o.o
(Zagreb, Hrvatska). Biljke sam uzgajao, tretirao i sakupljao u tri odvojene bioloske replike u

periodu od rujna do studenog 2020. godine.

3. 2. 1. Sterilizacija sjemenki i naklijavanje

Sjemenke sam povrsinski sterilizirao 15 minuta inkubacijom u otopini 2,55% (w/v)
vodenoj otopini 1zosan® G (Pliva, Hrvatska) s vrtnjom na digitalnom rotatoru (Thermo Fisher
Scientific, Shanghai, Kina) pri brzini od 20 okretaja/min (rpm), nakon ¢ega sam ih 8-10 puta
isprao u deioniziranoj, autoklaviranoj vodi. Sterilizirane sjemenke smjestio sam u komorice za
isklijavanje s filter papirom natopljenim s 50 mL deionizirane, autoklavirane vode te su
uzgajane u staklenickim uvjetima (22-25°C, vlaznost 65%), sklonjene od svjetlosti. Tre¢i dan

od smjestanja u komorice za isklijavanje, sjemenke sam premjestio na svjetlost.
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3. 2. 1. Meduvrsni prijenos spojeva

Sesti dan uzgoja ostatak vode uklonio sam iz komorice za isklijavanje te sam Klice
podvrgnuo inkubaciji u vodenom ekstraktu biljke ¢aj (Camellia sinensis). Ekstrakt ¢aja
pripremio sam kuhanjem 30 g zelenog ¢aja dobavljenog iz lokalne prodavaonice u 2 L kipuce
deionizirane vode 5 minuta, nakon ¢ega sam ekstrakt ohladio te, zbog isparavanja pri
temperaturi kuhanja, volumen dopunio deioniziranom vodom do 2 L. Ekstrakt s dodatkom
EDTA (2,5 mM) pripremio sam otapanjem odgovaraju¢e mase EDTA u pripremljenom
ckstraktu Caja, a ekstrakt s dodatkom Tween 20 (3%, v/v) pripremio sam otapanjem
odgovarajuc¢eg volumena Tween 20 u pripremljenom ekstraktu ¢aja.

U svaku komoricu dodao sam 50 mL ekstrakta ¢aja, ekstrakt ¢aja s dodatkom EDTA ili
ekstrakt ¢aja s dodatkom Tween 20, odnosno jednak volumen deionizirane vode za kontrolnu
skupinu, te su klice inkubirane 4 h. Nakon inkubacije, klice sam temeljito isprao u deioniziranoj
vodi kako bi ekstrakt uklonio s povrsine klica, te sam ih premijestio na hranjivi supstrat.
Klijance sam uzgajao jos dva tjedna, do pojave prvog pravog lista, u stakleni¢kim uvjetima
(22-25°C, svjetlosni rezim 16 dana svjetlo, 8 sati mrak, vlaznost 65%), te sam nakon toga
sabrao njihove nadzemne dijelove i odmah izvagao svjezu masu klijanaca. Potom sam biljni
materijal smrznuo tekuc¢im dusikom i pohranio ga na —80 °C do liofilizacije na uredaju Alpha
1-2 Christ freeze-dryer, nakon ¢ega sam tkivo usitnio do praha koristenjem tarionika i tucka te

sam dobiveni prah izvagao na analiti¢koj vagi kako bih znao suhu masu klijanaca.

3. 3. Odredivanje biomase uzoraka i relativnog udjela vode

Na temelju broja klijanaca i izvagane ukupne biomase klijanaca po pojedinom uzorku,
izraCunao sam relativnu masu po klijancu, a relativni udio vode u klijancima odredio sam

prema formuli (Garnier i Laurent, 1994.):

SVM — SM

ROV (%) = ( SVM

>><100
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pri ¢emu je: RUV — relativni udio vode u klijancima, SVM — masa svjezih uzoraka, SM — masa

suhih uzoraka (nakon liofilizacije).

3. 4. Priprema ekstrakata

Ekstrakciju spojeva iz liofiliziranog biljnog materijala proveo sam koristenjem 70%
etanola (v/v) tako da sam izvagao 20 mg biljnog materijala na koji sam dodao 1 mL 70%
etanola, kako bih pripremio ekstrakt koncentracije 20 mg/mL. Kako bi se ekstrakcija
pospjesila, smjesu biljnog materijala i 70% etanola inkubirao sam na digitalnom rotatoru
(Thermo Fisher Scientific, Shanghai, Kina) pri brzini od 20 rpm, 60 minuta. Nakon inkubacije,
ekstrakt sam centrifugirao na sobnoj temperaturi 5 min, pri 13 000 rpm u centrifugi Eppendorf
Centrifuge 5804R, nakon ¢ega sam supernatant prenio u novu epruvetu te su uzorci do daljnih

analiza spremljeni na -20°C.

3. 5. Odredivanje udjela specijaliziranih metabolita

3. 5. 1. Odredivanje udjela ukupnih fenola

Za odredivanje udjela ukupnih fenola koristio sam metodu prema Singleton i sur., 1999.
Pomijesao sam 790 pL deionizirane vode, 10 pL ekstrakta i 50 uL Folin Ciocalteuovog (FC)
reagensa te sam smjesu homogenizirao na vrtloznoj mijesalici, nakon ¢ega sam dodao 150 pL
1,88 M otopine Na,COs. Otopinu sam jo$§ jednom homogenizirao i inkubirao 30 minuta u
termostatiranoj tresilici pri 45°C. Nakon inkubacije, prenio sam po 200 uL otopine, u Cetiri
tehnicke replike, svakog uzorka na mikrotitarsku plo¢icu s 96 jazica te sam
spektrofotometrijski izmjerio intenzitet nastalog obojenja mjerenjem apsorbancije pri valnoj
duljini 765 nm na uredaju FLUOstar Optima. Kao kontrolu, umjesto ekstrakta koristio sam

70% etanol.
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Izmjerene vrijednosti apsorbancije umanjio sam za vrijednost apsorbancije kontrolnog
uzorka, a udio ukupnih fenola indirektno sam prikazao preko ekvivalenata galne kiseline
(GAE) na temelju bazdarnog pravca. Bazdarni pravac prikazuje ovisnost apsorbancije razli¢itih
razrjedenja standardne otopine galne kiseline, pripremljene istim postupkom, u odnosu na
masenu koncentraciju otopine (0,1, 0,25, 0,5, 0,75 i 1 mg/mL), na temelju ¢ega je dobivena
jednadzba pravca s pripadaju¢om R? vrijednosti, preko koje sam izra¢unao koncentraciju
ukupnih fenola u uzorcima i izrazio je u mg GAE / g suhe mase (SM).

Jednadzba bazdarnog pravca za galnu kiselinu: y = 0,5353x + 0,1129; R2 =0,9994, pri

¢emu je: X — masena koncentracija galne kiseline, y — apsorbancija uzorka pri 765 nm.

3. 5. 2. Odredivanje udjela ukupnih flavonoida

Za odredivanje udjela ukupnih flavonoida koristio sam metodu prema Zhishen i sur.,
1999. Pomijesao sam 280 pL deionizirane vode, 70 pL ekstrakta i 21 puL 5% otopine NaNO:
te sam homogenizirao smjesu na vrtloznoj mijesalici i inkubirao je 5 minuta na sobnoj
temperaturi (RT), nakon ¢ega sam dodao 21 uL 10% otopine AIClz. Otopinu sam jos$ jednom
homogenizirao i inkubirao 6 minuta na RT. Nakon inkubacije, dodao sam 140 uL 1 M NaOH
i 168 uL deionizirane vode te sam nakon mijesanja na vrtloznoj mijesalici po 200 pL otopine
u tri tehnicke replike za svaki uzorak prenio na mikrotitarsku plo¢icu te Ssam
spektrofotometrijski izmjerio intenzitet nastalog obojenja mjerenjem apsorbancije pri valnoj
duljini 510 nm na uredaju FLUOstar Optima. Kao kontrola, umjesto ekstrakta koristio sam
70% etanol.

Izmjerene vrijednosti apsorbancije umanjio sam za vrijednost apsorbancije kontrolnog
uzorka, a koncentraciju ukupnih flavonoida indirektno sam prikazao preko ekvivalenata
kvercetina (QE) na temelju bazdarnog pravca koji prikazuje ovisnost apsorbancije uzoraka

razrjedenja standardne otopine kvercetina u odnosu na masenu koncentraciju otopina (0,01;
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0,02; 0,04; 0,06; 0,08 i 0,1 mg/mL), na temelju ¢ega je dobivena jednadzba pravca s
pripadaju¢om R? vrijednosti, preko koje sam izradunao koncentraciju ukupnih flavonoida u
uzorcima i izrazio ju kao mg QE / g SM.

JednadZba bazdarnog pravca za kvercetin: y = 3,13x + 0,028; R? = 0,9959, pri ¢emu je:

X —masena koncentracija kvercetina, y — apsorbancija uzorka na 510 nm.

3. 5. 3. Odredivanje udjela ukupnih flavonola

Za odredivanje udjela ukupnih flavonola koristio sam metodu prema Howard i sur.,
2003. Pomijesano sam 50 pL ekstrakta, 50 uL 1 mg/mL HCI u 96% etanolu (w/v) i 910 uL 2
mg/mL HCI u deioniziranoj vodi te sam homogenizirao smjesu na vrtloznoj mijesalici. Nakon
mjeSanja po 200 uL otopine u Cetiri tehnicke replike za svaki uzorak prenio sam na
mikrotitarsku plo¢icu te sam spektrofotometrijski izmjerio intenzitet nastalog obojenja
mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini 355 nm na uredaju FLUOstar Optima. Kao kontrolu,
umjesto ekstrakta koristio sam 70% etanol.

Izmjerene vrijednosti apsorbancije umanjio sam za vrijednost apsorbancije kontrolnog
uzorka, a koncentraciju ukupnih flavonola indirektno sam prikazao preko ekvivalenata
kvercetina (QE) na temelju bazdarnog pravca koji prikazuje ovisnost apsorbancije uzoraka
razrjedenja standardne otopine kvercetina u odnosu na masenu koncentraciju otopina (0,01;
0,02; 0,04; 0,06; 0,08 1 0,1 mg/mL), na temelju cega je dobivena jednadzba pravca S
pripadaju¢om R? vrijednosti, preko koje sam izra¢unao koncentraciju ukupnih flavonola u
uzorcima i prikazao ju kao mg QE / g SM.

Jednadzba bazdarnog pravca za kvercetin: y = 1,0181x + 0,0023; R? = 0,9999, pri ¢emu

je: X —masena koncentracija kvercetina, y — apsorbancija uzorka na 355 nm.
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3. 5. 4. Odredivanje udjela ukupnih katehina

Za odredivanje udjela ukupnih katehina (flavan-3-ola) koristio sam metodu koju sam
modificirao prema Rusak i sur., 2021. Pomije$ao sam 50 uL ekstrakta i 600 uL. DMACA
reagensa (0,1% p-dimetilaminocinamaldehid u 1 M HCI, u metanolu). Nakon mije$anja, po
200 pL otopine u tri tehnicke replike za svaki uzorak prenio sam na mikrotitarsku plocicu te
sam spektrofotometrijski izmjerio intenzitet nastalog obojenja mjerenjem apsorbancije pri
valnoj duljini 595 nm na uredaju FLUOstar Optima. Kao kontrolu, umjesto ekstrakta koristio
sam 70% etanol.

Izmjerene vrijednosti apsorbancije umanjio sam za vrijednost apsorbancije kontrolnog
uzorka, a koncentracija ukupnih katehina indirektno sam prikazao preko ekvivalenata katehina
(CE) na temelju bazdarnog pravca koji prikazuje ovisnost apsorbancije uzoraka razrjedenja
standardne otopine katehina u odnosu na masenu koncentraciju otopina (0,01; 0,05; 0,5; 1; 2,5,
5 i 10 mg/mL), na temelju ¢ega je dobivena jednadzba pravca s pripadaju¢om R? vrijednosti,
preko koje sam izracunao koncentraciju ukupnih katehina u uzorcima i izrazio ju kao mg CE /
g SM.

JednadZba bazdarnog pravca za katehin: y = 2,651x + 0,0658; R? =0,9999, pri cemu

je: x —masena koncentracija katehina, y — apsorbancija uzorka na 595 nm.

3. 5. 5. Odredivanje udjela ukupnih tanina

Za odredivanje udjela ukupnih tanina koristio sam metodu prema Sangeetha i Vedasree,
2012. Sakriveno od svjetlosti, u epruveti sam pomijesao 1,68 mL deionizirane vode, 100 uL
FC reagensa, 200 uL 3.5% otopine NaxCOs i 20 pL ekstrakta te je sam homogenizirao smjesu
na vrtloznoj mijeSalici i inkubirao ju 30 minuta na RT. Nakon inkubacije, po 500 pL smjese

prenio sam u kivetu te sam u tri tehnic¢ke replike za svaki uzorak izmjerio intenzitet nastalog
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obojenja mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini 700 nm na spektrofotometru NanoDrop™
2000c. Kao kontrola, umjesto ekstrakta koristio sam 70% etanol.

Koncentraciju ukupnih tanina indirektno sam prikazao preko ekvivalenata katehina
(CATE) na temelju bazdarnog pravca koji prikazuje ovisnost apsorbancije uzoraka razrjedenja
standardne otopine katehina pripremljene istim postupkom, u odnosu na masenu koncentraciju
otopina (0,25; 0,5; 1 i 10 mg/mL), na temelju ¢ega je dobivena jednadzba pravca s
pripadaju¢om R? vrijednosti, preko koje sam izra¢unao koncentraciju ukupnih tanina u
uzorcima i izrazio ju mg CATE / g SM.

JednadZba bazdarnog pravca za katehin: y = 0,188x - 0,0195; R?=0,9999, pri ¢emu je:

X —masena koncentracija katehina, y — apsorbancija uzorka na 700 nm.

3. 5. 6. Odredivanje udjela ukupnih proantocijanidina

Za odredivanje udjela ukupnih proantocijanidina (kondenziranih tanina) koristio sam
metodu prema Samec i sur., 2014. Sakriveno od svjetlosti, u epruveti sam pomijesao 420 pL
4% otopine vanilina u metanolu, 70 pL ekstrakta i 210 uL klorovodi¢ne kiseline te sam smjesu
homogenizirao na vrtloznoj mijesalici i inkubirao 15 minuta na RT. Nakon inkubacije, po 500
pL smjese prenio sam u kivetu te je u tri tehnicke replike za svaki uzorak izmjeren intenzitet
nastalog obojenja mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini 500 nm na spektrofotometru
NanoDrop™ 2000c. Kao kontrola umjesto ekstrakta koristio sam 70% etanol.

Koncentracija ukupnih proantocijanidina indirektno sam prikazao preko ekvivalenata
katehina (CATE) na temelju bazdarnog pravca koji prikazuje ovisnost apsorbancije uzoraka
razrjedenja standardne otopine katehina u odnosu na masenu koncentraciju otopina (0,01; 0,05;
0,1; 0,5 mg/mL), na temelju &ega je dobivena jednadZba pravca s pripadajuéom R? vrijednosti,
preko koje sam izrac¢unao koncentraciju ukupnih tanina u uzorcima i izrazio ju mg CATE / g

SM.
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Jednadzba bazdarnog pravca za katehin: y = 0,4368x - 0,0077, R? = 0,9979, pri cemu

je: x —masena koncentracija katehina, y — apsorbancija uzorka na 500 nm.

3. 6. Odredivanje udjela topivih Secera

Za odredivanje udjela topivih Secera u uzorcima koristio sam metodu prema Dubois i
sur., 1956. Ekstrakte razrijedene do koncentracije 1 mg/mL volumena 200 uL u epruveti sam
pomijesao sa 100 puL 5% vodene otopine fenola, 500 pL koncentrirane H>SO4 te sam
homogenizirao smjesu na vrtloznoj mijesalici i inkubirao je 10 minuta pri RT, nakon ¢ega sam
ju ponovno homogenizirao na vrtloznoj mijesalici i inkubirao 10 minuta u vodenoj kupelji pri
30°C. Nakon inkubacije, po 200 uL otopine, u tri tehnicke replike, svakog uzorka prenio sam
na mikrotitarsku plocicu te je spektrofotometrijski izmjeren intenzitet nastalog obojenja
mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini 485 nm na uredaju FLUOstar Optima. Kao kontrolu
umjesto ekstrakta koristio sam 70% etanol.

Izmjerene vrijednosti apsorbancije umanjio sam za vrijednost apsorbancije kontrolnog
uzorka, a koncentraciju topivih $eéera indirektno sam prikazao preko ekvivalenata saharoze
(SE) na temelju bazdarnog pravca koji prikazuje ovisnost apsorbancije uzoraka razrjedenja
standardne otopine saharoze u odnosu na masenu koncentraciju otopina (0,01; 0,05; 0,1; 0,25;
0,5 i 1 mg/mL), na temelju Gega je dobivena jednadzba pravca s pripadajuéom R? vrijednosti,
preko koje sam izra¢unao koncentraciju topivih Secera u uzorcima i izrazio ju mg SE / g SM.

Jednadzba bazdarnog pravca za saharozu: y = 4,0093x + 0,0033; R? = 0,9999, pri ¢emu

je: X —masena koncentracija saharoze, y — apsorbancija uzorka na 485 nm.

3. 7. Odredivanje sastava fotosintetskih pigmenata

Za spektrofotometrijsko odredivanje sastava fotosintetskih pigmenata koristio sam

metodu prema Sumanta i sur., 2014. U tu svrhu, pripremio sam ekstrakte fotosintetskih
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pigmenata iz liofiliziranog biljnog materijala koriStenjem 80% acetona (v/v) kao otapala, tako
da sam izvagao 15 mg biljnog materijala na koji sam dodao 1 mL 80% acetona, kako bih
pripremio ekstrakt koncentracije 15 mg/mL. Ekstrakt sam potom centrifugirao na sobnoj
temperaturi 5 minuta, pri 6000 rpm u centrifugi Eppendorf Centrifuge 5804R, nakon ¢ega sam
supernatant prenio u novu epruvetu te sam ekstrakciju na jednak nacin proveo jo$ jednom, dok
talog nije postao potpuno bijel. Po 500 uL ekstrakta prenio sam u kivetu te sam u tri tehnicke
replike za svaki uzorak izmjerio apsorbanciju pri valnim duljinama 470, 575, 590, 628, 647 i
663 nm na spektrofotometru NanoDrop™ 2000c. Koncentracije klorofila a, klorofila b i
karotenoida odredio sam koristenjem sljede¢ih formula:

Chla = 12,25 Aggz — 2,79 Agsr

Chlb = 21,5 Ags7 — 514463

_ (1000 A47 — 1,82 Chl a — 85,02 Chl b)
- 198

Car

(12,25 Aggzs—2,55 Agar) . (20,31 Aga7—4,91 Aggs)
663 647 + 647 663 + (196,25 A5 5 —
892 906 7

Porfirini =
46,6 Asop — 58,68 Agzg) + (61,81 Agep — 23,77 Asys — 3,55 Aezg) +
(42,59 Agyg — 34,32 Asys — 7,25 Asep)

pri ¢emu je: A — apsorbancija (pri odgovarajucoj valnoj duljini), Chl a — koncentracija klorofila

a, Chl b — koncentracija klorofila b, Car — koncentracija karotenoida.

3. 8. Razdvajanje, identifikacija i kvantifikacija vitamina C, kafeina i
pojedinac¢nih fenolnih spojeva metodom tekucinske kromatografije visoke
mo¢i razlucivanja

S ciljem kvalitativne i kvantitativne analize vitamina C, kafeina i pojedina¢nih fenolnih
spojeva iz ekstrakata, koristio sam metodu tekucinske kromatografije visoke mo¢i razlucivanja

obrnutih faza (engl. reversed-phase high-performance liquid chromatography, RP-HPLC). U
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svrhu hidrolize glikoziliranih fenolnih spojeva i dobivanja aglikona, proveo sam kiselinsku
hidrolizu ekstrakata prema Rusak i sur., 2021., s modifikacijama. U epruveti sam pomijesao
2246 uL ekstrakta i 25,4 uL 11,81 M HCI te sam smjesu homogenizirao na vrtloznoj
mijesalici. Uzorke sam zatim inkubirao 2 h na termostatiranoj tresilici pri temperaturi 80°C i
300 rpm. Nakon inkubacije, uzorke sam spremio na -20°C do analize.

Za razdvajanje, identifikaciju i kvantifikaciju vitamina C i fenolnih spojeva koristio
sam uredaj Agilent 1100 Series s UV/Vis detektorom. Razdvajanje spojeva provedeno je na
nepolarnoj koloni Poroshell 120 SB-C18 dimenzija 4,6 x 75 mm s veli¢inom &estica 2,7 um uz
upotrebu pretkolone Zorbax Rx-C18 dimenzija 4,6 x 12,5 mm s veli¢inom Cestica 5 pm. Za
razdvajanje, identifikaciju i kvantifikaciju spojeva koristio sam metodu iz Sola i sur., 2020. Kao
mobilna faza A koriStena je 0,2% octena kiselina, a kao mobilna faza B koriStena je 0,2%
octena kiselina i 80% metanol. Brzina protoka bila je 1 mL/min, a injektirani volumen iznosio
je 25 uL. Gradijent profila (postotak mobilne faze A / postotak mobilne faze B) bio je: u 0.
minuti (100/0), u 42. minuti (20/80), u 43. minuti (0/100) te u 45,1. minuti (100/0).

Flavonoide sam analizirao pri 360 nm, fenolne kiseline i tilirozid sam analizirao pri 310
nm, L-askorbinsku kiselinu i galnu Kiselinu analizirao sam pri 254 nm, a kafein sam analizirao
pri 210 nm. Fenolni spojevi, kafein i L-askorbinska kiselina identificirani su usporedbom s
komercijalnim standardima. Za kvantitativnu analizu, injektirane su otopine standarda
razli¢itih koncentracija (0,01-0,25 mg/mL) i analizirane istom metodom kao i za ekstrakte te
su na temelju njih izvedene jednadZzbe pravaca za svaki spoj, prikazane u Tablica 1., na temelju
kojih je provedena kvantifikacija spojeva u uzorcima prema formuli:

y—>b

X =
a

pri ¢emu je: X —masa spoja, y — apsorbancija.
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Tablica 1. Jednadzbe bazdarnih pravaca i R? vrijednosti standarda odabranih spojeva

Spoj Jednadzba bazdarnog pravca R?
L-askorbinska kiselina y = 649,31 x — 42,759 0,9987
Kafein y = 14996x — 27,482 0,9993
Feruli¢na kiselina y = 2815,8x — 36,454 0,9985
Galna kiselina y =415,45x — 127,56 0,9988
Kavena kiselina y = 1444, 7x — 45,512 0,9974
Kempferol y = 1076,9x — 36,287 0,9954
Kvercetin y =944,51x — 39,118 0,9991
p-kumarinska kiselina y = 3502,6x + 40,25 0,9989
Sinapinska kiselina y =1842,1x + 25,56 0,9982
Tilirozid y =3509,1x — 10,7 0,9995

3. 9. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta

3. 9. 1. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta metodom ABTS

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta metodom ABTS (2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazoline-6-sulfonska kiselina) proveo sam prema radu Poljuha i sur., 2017, a test se
temelji na sposobnosti antioksidansa iz testiranog ekstrakta da obezboje plavo-zeleni radikal
ABTS", reduciranjem u ABTS. Prethodno sam pripremio otopinu ABTS" radikala (88 puL 140
nM K>S,0g dopunjeno do 5 mL sa 7 mM ABTS) kojoj sam apsorbanciju pri 734 nm namjestio
na spektrofotometru NanoDrop™ 2000c na vrijednost 0,7 razrjedivanjem otopine 96%
etanolom. U epruveti sam pomijesao 10 pL uzorka i 1 mL otopine ABTS" radikala te sam
otopinu homogenizirao na vrtloznoj mijesalici I inkubirao u mraku 6 minuta pri RT. Nakon

inkubacije, po 200 pL otopine, u tri tehnicke replike, za svaki uzorak prenio sam na
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mikrotitarsku ploCicu te je spektrofotometrijski izmjeren intenzitet nastalog obojenja
mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini 734 nm na uredaju FLUOstar Optima. Kao kontrolu,
umjesto ekstrakta koristio sam 70% etanol.

Na temelju izmjerenih vrijednosti apsorbancije, izratunao sam postotak inhibicije
ABTS radikala koristenjem formule:

(Abskontrola - Absuzorak) x 100

Abskontrola

% inhibicije =
pri ¢emu je: Abskontrola = apsorbancija kontrolnog uzorka (10 pL 70% etanola + 1 mL ABTS*
radikala), Absuzorak = apsorbancija ekstrakta.

Rezultate sam prikazao indirektno preko ekvivalenata antioksidacijskog djelovanja
standardnog antioksidansa Troloxa (TEAC) koriste¢i bazdarni pravac koji prikazuje ovisnost
postotka inhibicije ABTS" radikala o masenoj koncentraciji otopina Troloksa (0,05; 0,1; 0,25;
0,5 1 mg/mL), na temelju ega je dobivena jednadzba pravca (s pripadajuéom R? vrijednosti)
preko koje sam izracunao vrijednost TEAC uzoraka kao mg TE/g SM.

Jednadzba bazdarnog pravca za TEAC: y = 1,7136x + 0,3041, R? = 0,9973,
pri éemu je: x — postotak inhibicije ABTS" radikala otopinom Troloksa odredene koncentracije,

y — apsorbancija uzorka pri 734 nm.

3. 9. 2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta metodom DPPH

Odredivanje antioksidativnog kapaciteta metodom DPPH (2,2-difenil-2-pikrilhidrazil)
proveo sam prema radu Poljuha i sur., 2017, a temelji se na reduciranju DPPH radikala kod
prisustva antioksidansa u testiranom ekstraktu. Prethodno sam pripremio 0,1 mM otopinu
DPPH u 96% etanolu (w/v). U epruveti sam pomijesao 35 uL uzorka i 665 pL otopine DPPH
te sam otopinu homogenizirao na vrtloznoj mijesalici i inkubirao u mraku 30 min pri RT.
Nakon inkubacije, po 200 pL otopine, u tri tehnicke replike, za svaki uzorak prenio sam na

mikrotitarsku ploCicu te je spektrofotometrijski izmjeren intenzitet nastalog obojenja
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mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini 520 nm na uredaju FLUOstar Optima. Kao kontrola,
umjesto ekstrakta koristio sam 70% etanol.

Na temelju izmjerenih vrijednosti apsorbancije, izratuano sam postotak inhibicije
DPPH radikala koriStenjem formule:

(Abskontrola - Absuzorak) x 100

Abskontrola

% inhibicije =
pri ¢emu je: ADS kontrola predstavlja apsorbanciju kontrolnog uzorka (35 pL 70% etanola i 655
uL DPPH radikala), Abs uzorak predstavlja apsorbanciju uzorka izmjerenu pri 520 nm.
Rezultate sam prikazao indirektno preko ekvivalenata antioksidativhog djelovanja
standardnog antioksidansa Troloxa (TEAC) preko bazdarnog pravca koji prikazuje ovisnost
postotka inhibicije DPPH radikala razrjedenjima standardne otopine Trolox reagensa u odnosu
na masenu koncentraciju otopina (0,05; 0,1; 0,25; 0,5 i 1 mg/mL), na temelju ¢ega je dobivena
jednadzba pravca s pripadajuéom R? vrijednosti, preko koje sam izradunao vrijednost TEAC
uzoraka kao mg TE / g SM.
Jednadzba bazdarnog pravca za TEAC: y = 3,9235x + 0,0041; R? = 0,9997, pri cemu
je: X — postotak inhibicije otopine Trolox odredene koncentracije, y — apsorbancija uzorka na

520 nm.

3. 9. 3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta metodom FRAP

Odredivanje  antioksidacijskog kapaciteta metodom FRAP (engl. Ferric
reducing/Antioxidant power) proveo sam prema radu Poljuha i sur., 2017, a temelji se na
mjerenju reduciraju¢e moci ekstrakta. Prethodno sam pripremio FRAP reagens mijeSanjem 300
mM acetatnog pufera, pH 3,6, 10 mM otopine TPTZ u 40 mM kloridnoj kiselini i 20 mM
otopine FeCls u omjeru 10:1:1. U epruveti sam pomijesao 35 pL ekstrakta i 665 ul. FRAP
reagensa te sam otopinu homogenizirao na vrtloznoj mijesalici i inkubirao u mraku 4 minuta

pri RT. Nakon inkubacije, po 200 uL otopine u tri tehni¢ke replike za svaki uzorak prenio sam
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na mikrotitarsku plocicu te je spektrofotometrijski izmjeren intenzitet nastalog obojenja
mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini 593 nm na uredaju FLUOstar Optima. Kao kontrola,
umjesto ekstrakta koristio sam 70% etanol.

Na temelju izmjerenih vrijednosti apsorbancije, izra¢unao sam postotak redukcije
koristenjem formule:

(AbS uzorak Abs kontrola) x 100
Abs uzorak

% redukcije =

gdje ADbs kontrola predstavlja apsorbanciju kontrolnog uzorka (35 nL 70% etanola i 655 pLL FRAP
reagensa), a Abs uzorak predstavlja apsorbanciju uzorka izmjerenu na 593 nm.

Rezultate sam prikazao indirektno preko ekvivalenata antioksidativnog djelovanja
standardnog antioksidansa Troloxa (TEAC) preko bazdarnog pravca koji prikazuje ovisnost
postotka redukcije razrjedenja standardne otopine Trolox reagensa u odnosu na masenu
koncentraciju otopina (0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 51 10 mg/mL), na temelju ¢ega je dobivena
jednadzba pravca s pripadajuéom R2 vrijednosti, preko koje sam izradunao vrijednost TEAC
uzoraka kao mg TE / g SM.

Jednadzba bazdarnog pravca za TEAC: y = 1,4058x - 0,0203; R? = 0,9999, pri ¢emu je:
X — postotak redukcije otopine Trolox odredene koncentracije, y — apsorbancija uzorka pri 593

nm.

3. 10. Odredivanje antidijabetickih svojstava

3. 10. 1. Odredivanje sposobnosti inhibicije enzima a-glukozidaze

Test inhibicije aktivnosti enzima o-glukozidaze proveo sam prema Nampoothiri i sur.,
2011. i Vinholesisur., 2011., s manjim preinakama. U epruveti sam pomijesao 20 puL ekstrakta
i 100 uL 1 mM otopine p-nitrofenil-a-D-glukopiranozida u 100 mM fosfatnom puferu, pH 7,0

i inkubirao 10 minuta pri 37°C. Potom sam u smjesu dodao 100 pL a-glukozidaze
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koncentracije 56,6 mU/mL te sam smjesu homogeniziro na vrtloznoj mijeSalici i inkubirao 20
minuta pri 37°C, nakon ¢ega sam dodao 500 uL 1 M Na>COs za zaustavljanje reakcije. Nakon
inkubacije, po 200 pL otopine, u tri tehnicke replike, za svaki uzorak prenio sam na
mikrotitarsku ploCicu te je spektrofotometrijski izmjeren intenzitet nastalog obojenja
mjerenjem apsorbancije pri valnoj duljini 405 nm na uredaju FLUOstar Optima. Kao negativnu
kontrolu umjesto uzorka koristio sam 70% etanol, a kao pozitivhu kontrolu umjesto uzorka
koristio sam otopinu akarboze koncentracije 20 mg/mL. Za svaki uzorak pripremio sam
kontrolu kojoj je umjesto enzima a-glukozidaze dodan jednak volumen 100 mM fosfatnog
pufera.

Postotak inhibicije aktivnosti enzima a-glukozidaze izra¢unao sam na temelju formule:

% inhibicije — (1 _ Abs uzorak — Absuzorak bez enzima ) % 100

Abs negativna kontrola — Abs negativna kontrola bez enzima
pri ¢emu je: AbSuzorak — apsorbancija uzorka, AbSuzorak bez enzma — apsorbancija uzorka bez
dodanog enzima, AbSnegativna kontrola — @psorbancija negativne kontrole, AbSnegativna kontrola bez enzima

— apsorbancija negativne kontrole bez dodanog enzima.

3.10. 2. Odredivanje sposobnosti inhibicije enzima a-amilaze

Test inhibicije enzima o-amilaze proveo sam prema Nampoothiri i sur., 2011. i
Nyambe-Silavwe i sur., 2015., s manjim preinakama. U epruveti sam pomijesao 30 pL
ekstrakta i 30 pL a-amilaze koncentracije 10,34 U/mL u 0,02 M natrij-fosfatnom puferu, pH
6,9 s 6 mM NaCl i inkubirao 10 minuta na 25°C u termostatiranoj tresilici. Potom sam u smjesu
dodao 30 uL 1% Skroba otopljenog u 0,02 M natrij-fosfatnom puferu, pH 6,9 s 6 mM NaCl te
sam smjesu homogenzirao na vrtloznoj mijesalici i inkubirao 10 minuta na 25°C u
termostatiranoj tresilici, nakon ¢ega sam dodan 60 puL. DNS reagensa. Smjesu sam potom
inkubirao 10 minuta u kipucoj vodi u vodenoj kupelji, nakon ¢ega je smjesa ohladena te sam

joj dodao 600 pL vode te sam smjesu ponovno homogenizirao na vrtloznoj mijesalici. Po 200
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uL otopine u tri tehni¢ke replike za svaki uzorak prenio sam na mikrotitarsku plo€icu te je
spektrofotometrijski izmjeren intenzitet nastalog obojenja mjerenjem apsorbancije pri valnoj
duljini 520 nm na uredaju FLUOstar Optima. Kao negativna kontrola umjesto uzorka koristen
je 70% etanol, a kao pozitivna kontrola umjesto uzorka koriStena je otopina maltoze
koncentracije 20 mg/mL. Za svaki uzorak pripremio sam kontrola kojoj je umjesto enzima a-
amilaze dodan jednak volumen 0,02 M natrij-fosfatnog pufera.

Postotak inhibicije aktivnosti enzima a-amilaze izratunao sam na temelju formule:

% inhibicije — (1 _ Abs uzorak — Absuzorak bez enzima ) % 100

Abs negativna kontrola — Abs negativna kontrola bez enzima
pri ¢emu je: AbSuzorak — apsorbancija uzorka, AbSuzorak bez enzma — apsorbancija uzorka bez
dOdanog enZima, AbSnegativna kontrola — apsorbanCija negativne kontrOIe, AbSnegativna kontrola bez enzima

— apsorbancija negativne kontrole bez dodanog enzima.

3.10. 3. Odredivanje sposobnosti inhibicije enzima lipaze

Test inhibicije enzima lipaze proveo sam prema metodi koju sam modificirao prema
radu Spinola i sur., 2019. U epruveti sam pomijesao 40 uL ekstrakta i 20 uL 10 mM otopine
p-nitrofenil-butirata u apsolutnom etanolu. Potom sam u smjesu dodao 40 uL lipaze
koncentracije 2,5 mg/mL u 0,1 M fosfathom puferu, pH 8 te sam smjesu homogenizirao na
vrtloznoj mijesalici i inkubirao 20 minuta na 37°C, nakon ¢ega sam dodao 600 pL deionizirane
vode. Po 200 pL otopine u tri tehni¢ke replike, za svaki uzorak prenio sam na mikrotitarsku
plocicu te je spektrofotometrijski izmjeren intenzitet nastalog obojenja mjerenjem apsorbancije
pri valnoj duljini 405 nm na uredaju FLUOstar Optima. Kao negativna kontrola umjesto uzorka
koriSten je 70% etanol, a kao pozitivna kontrola umjesto uzorka koriStena je otopina orlistata
koncentracije 20 mg/mL. Za svaki uzorak pripremljena je kontrola kojoj sam umjesto enzima
lipaze dodao jednak volumen 100 mM fosfatnog pufera.

Postotak inhibicije aktivnosti enzima lipaze izratunao sam na temelju formule:
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% inhibicije — (1 . Abs uzorak — Absuzorak bez enzima ) x 100

Abs negativna kontrola — Abs negativna kontrola bez enzima
pri ¢emu je: AbSuzrak — apsorbancija uzorka, AbSuzorak bez enzma — apsorbancija uzorka bez
dOdanog enZima, AbSnegativna kontrola — apsorbanCija negativne kontrOIE, AbSnegativna kontrola bez enzima

— apsorbancija negativne kontrole bez dodanog enzima.

3. 11. Statisticka obrada podataka

Statisticku obradu podataka proveo sam u programu Statistica 13.1 (Stat Soft Inc.,
SAD). Usporedbu uzoraka s ciljem analize statisticki zna¢ajnih razlika proveo sam pomoéu
jednosmjerne analize varijance (ANOVA) i primjenom post hoc testa viSestrukih usporedbi
Duncan's New Multiple Range Test (DNMRT), a razlike izmedu uzoraka pri p<0,05 su u
rezultatima oznaéene razli¢itim slovima. Za vizualizaciju odnosa izmedu uzorakak, kao i
izmjerenih parametara koristio sam analizu glavnih komponenata (PCA). Za dodatnu
vizualizaciju grupiranja pojedinih istraZivanih skupina na temelju izmjerenih parametara
koristena je i metoda hijerarhijskog klasteriranja (HC) koja koristi Euklidsku udaljenost kao
mjeru slicnosti ili razli¢itosti izmedu uzoraka. Za analizu korelacije izmedu izmjerenih
parametara izraCunao sam vrijednosti Pearsonovih koeficijenata korelacije. Vrijednosti
koeficijenata korelacije od 0,60-0,79 oznacavaju visok stupanj korelacije, a vrijednosti
koeficijenata korelacije od 0,80-1,00 oznacavaju vrlo visok stupanj korelacije (Wuensch i

Evans, 1996.).
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4. REZULTATI



4. 1. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na biomasu klijanaca

Meduvrsni prijenos spojeva generalno nije imao utjecaj na ukupnu svjezu masu
klijanaca u odnosu na kontrolnu skupinu (Tablica 2.), osim kod uzorka klijanaca cvjetace
tretiranih ekstraktom ¢aja u kombinaciji s EDTA, kod kojeg je doslo do statisti¢ki znacajnog
(p<0,05) smanjenja svjeze mase uzorka za ¢ak 35,00% u odnosu na kontrolnu skupinu.
Medutim, na razini prosjecne mase pojedinacnih klijanaca statisticki znacajna razlika nije
zabiljezena (Slika 1.). Medutim, usporedbom svih uzoraka, uodena je statisticki znaéajna
razlika izmedu prosjeéne mase klijanaca kontrolnog uzorka klijanaca brokule te kontrolnog
uzorka klijanaca rastike i uzorka klijanaca cvjetace tretiranih ekstraktom Cs u kombinaciji s

EDTA (Prilog 5.).

140 A

-

N

o
1

[Eny

o

o
1

80 A

40 -

Prosje¢na masa klijanca (mg)

Brokula Cvjetaca Rastika

mKontrola mCaj mCaj+EDTA 0OCaj+ Tween
Slika 1. Prosje¢na masa klijanaca brokule, cvjetace i rastike (mg / klijanac) za kontrolni uzorak,
uzorak tretiran ¢ajem, uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s EDTA i uzorak tretiran ¢ajem u
kombinaciji s Tween. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri bioloske replike +
standardna devijacija. Statisticki znacajno razliite srednje vrijednosti izmedu uzoraka
pojedine vrste klijanaca oznacene su razli¢itim slovom (jednosmjerna ANOVA, Duncan test,

p=<0,05).
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Takoder, nije dosSlo do statisticki znacajnih razlika izmedu uzoraka pojedine vrste

klijanaca u vrijednostima ukupne suhe mase i relativnog udjela vode u klijancima na razini

p=<0,05 (Tablica 2.), niti do statisti¢ki znacajnih razlika u izmjerenom relativnom udjelu vode

izmedu svih uzoraka (Tablica 2., Prilog 5.).

Tablica 2. Ukupna svjeza masa (SVM), ukupna suha masa (SM) i relativni udio vode (RUV)

klijanaca brokule, cvjetace i rastike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem, uzorak tretiran

¢ajem u kombinaciji s EDTA i uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween. Rezultati su

prikazani kao srednje vrijednosti tri bioloske replike + standardna devijacija. Statisticki

znacajno razli¢ite srednje vrijednosti izmedu uzoraka pojedine vrste klijanaca oznacene su

razli¢itim slovom (jednosmjerna ANOV A, Duncan test, p<0,05).

Ukupna svjeza Ukupna suha Relativni udio

masa (SVM)/g masa (SM)/ mg vode (RUV)/ %
Kontrola 54+05a 310,0+63,8a 93,0+0,7 a
= Caj 4,5+0,6 a 337,3+352a 92,3+ 1,0a
g Caj + EDTA 48+04a 330,6 +41,1 a 93,2+0,7 a
Caj + Tween 41=+1,1a 302,1+75,6a 926+0,7a
Kontrola 40+0,2a 3223+6.6a 91,8+0,5a
S Caj 33+0,7ab 260,2 + 54,9 a 92,0+ 0,6 a
f;? Caj + EDTA 26+0,7b 209,1+ 64,1 a 92,1+0,9a
Caj + Tween 41+0,6a 331,3+52,4a 91,9+0,5a
Kontrola 6,4+13a 462,1+£108,3a 928+0,2a
S Caj 6,3+ 1,6a 462,7+ 1444 a 92,7+0,5a
% Caj+EDTA  48+08a 3508 + 65.8 a 925+04a
Caj + Tween 52+10a 395,6 + 96,5 a 92,5+0,5a
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4. 2. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na sadrzaj specijaliziranih

metabolita

4. 2. 1. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio ukupnih fenola

Do najveéeg povecanja U udjelu ukupnih fenola dosSlo je kod klijanaca cvjetace
inkubiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA, kod kojih je koncentracija ukupnih fenola porasla
za 62,79% u odnosu na kontrolnu skupinu i iznosi 15,26 mg ekvivalenata galne kiseline po
gramu SM, §to je ujedno porast od 41,41% u odnosu na skupinu klijanaca cvjetace tretiranih
ekstraktom caja (Slika 2.). Tretmanom klijanaca cvjetae Cajem u kombinaciji s EDTA
postignuta je koncentracija ukupnih fenola vec¢a za 38,48% od one kontrolne skupine klijanaca
brokule i za 31,89% veca od one kontrolne skupine rastike. Koncentracija ukupnih fenola kod
kontrolne skupine Kklijanaca brokule bila za 17,56% visa od koncentracije ukupnih fenola u
kontrolnoj skupini klijanaca cvjetace izmedu kojih je uocena znacajna statisticka razlika pri
p=<0,05 te je tim tretmanom fenolni sastav klijanaca cvjetace premasio koncentracije ukupnih
fenola zabiljezene u klijancima brokule i u klijancima rastike, prilikom medusobne usporedbe
svih uzoraka.

Kod klijanaca brokule je samo tretman ekstraktom ¢aja doveo do statisticki znac¢ajnog
(p=0,05) povecanja koncentracije ukupnih fenola za 19,14% u usporedbi s kontrolnom
skupinom, dok tretmani ekstraktom caja i ekstraktom ¢aja u kombinaciji s Tween nisu
rezultirali statisticki znacajnim razlikama u koncentraciji ukupnih fenola. Kod klijanaca
cvjetace, tretman Cajem 1 ¢ajem u kombinaciji s Tween, doveo je do statisticki znacajnog
povecanja od, redom, 15,12% i 23,43% u usporedbi s kontrolnom skupinom, a tretman ¢ajem
u kombinaciji s EDTA doveo je do poveéanja koncentracije ukupnih fenola koji se statisticki
razlikuje od kontrolne skupine i od druga dva tretmana. Kod klijanaca rastike, tretman ¢ajem
doveo je do statisticki znacajnog povecanja koncentracije ukupnih fenola od 14,75%, dok je

tretman ¢ajem u kombinaciji s EDTA doveo do statisticki znacajnog povecanja od 22,25%,
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medutim ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu ta dva uzorka. Kod rastike tretirane
Cajem u kombinaciji s Tween nije doslo do statisti¢ki znacajne razlike u koncentraciji ukupnih

fenola od kontrolne skupine.
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Ukupni fenoli (mg GAE / g SM)
=
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Brokula CvjetaCa Rastika

mKontrola mCaj mCaj+EDTA OCaj+ Tween
Slika 2. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio ukupnih fenola u klijancima brokule,
cvjetate 1 raStike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran Cajem, uzorak tretiran Cajem u
kombinaciji s EDTA i uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween, izrazenu u miligramima
ekvivalenata galne kiseline po gramu suhe mase (mg EGK / g SM). Rezultati su prikazani kao
srednje vrijednosti tri bioloSke replike + standardna devijacija. Statisticki znacajno razli¢ite
srednje vrijednosti izmedu uzoraka pojedine vrste klijanaca oznacene su razli¢itim slovom

(jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p<0,05).

4.2. 2. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio ukupnih flavonoida
Meduvrsni prijenos spojeva generalno je doveo do smanjenja udjela ukupnih
flavonoida u uzorcima, osim kod klijanaca cvjetace tretiranih ¢ajem u kombinaciji s Tween

gdje nije doslo do statisticki znacajnog pada udjela flavonoida te kod klijanaca rastike tretiranih
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Cajem gdje je doslo do statisti¢ki znacajnog porasta udjela ukupnih flavonoida od 14,40% u
usporedbi s kontrolnom skupinom (Slika 3.).

Najveci pad udjela ukupnih flavonoida zabiljeZen je kod klijanaca brokule tretiranih
Cajem i to za 36,32% u usporedbi s kontrolnom skupinom, a kod klijanaca brokule tretiranih
¢ajem u kombinaciji s EDTA i Tweenom zabiljeZen je redom pad koncentracije od 21,00% i
26,63% u usporedbi s kontrolnom skupinom. Kod klijanaca cvjetace, najveci pad koncentracije
ukupnih flavonoida zabiljezen je kod klijanaca tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA i iznosi
31,91% u odnosu na kontrolnu skupinu, te kod tretmana ¢ajem u iznosu od 16,22%. Kod
klijanaca rastike inkubiranih ekstraktima ¢aja u kombinaciji s EDTA i Tween doslo je do

statisticki znacajnog pada u koncentraciji ukupnih flavonoida od 23,95% i 14,26%.
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Ukupni flavonoidi (mg QE / g SM)
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Brokula CvjetaCa Rastika

mKontrola mCaj mCaj+EDTA OCaj+ Tween
Slika 3. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio ukupnih flavonoida u Klijancima
brokule, cvjetace 1 raStike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem, uzorak tretiran Cajem u
kombinaciji s EDTA 1 uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween, izraZenu u miligramima
ekvivalenata kvercetina po gramu suhe mase (mg QE / g SM). Rezultati su prikazani kao

srednje vrijednosti tri bioloske replike + standardna devijacija. Statisti¢ki znacajno razliite

42



srednje vrijednosti izmedu uzoraka pojedine vrste Klijanaca oznacene su razli¢itim slovom

(jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p<0,05).

4. 2. 3. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio ukupnih flavonola

Kod klijanaca brokule, statisticki znacajna razlika u udjelu ukupnih flavonola
zabiljezena je u uzorku klijanaca tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA, kod kojega je doslo
do smanjenja udjela ukupnih flavonola za 7,81% u odnosu na kontrolnu skupinu, dok kod
ostalih uzoraka nisu zabiljeZene statisticki znacajne razlike u usporedbi s kontrolnim uzorkom
(Slika 4.). S druge strane, kod cvjetaCe je jedina skupina koja se statisticki razlikovala od
kontrolnog uzorka bio uzorak klijanaca tretiranih ¢ajem, gdje je udio ukupnih flavonola
smanjen za 5,96% u odnosu za kontrolnu skupinu, dok kod ostalih skupina nije zabiljezena
statisticki znacajna razlika od kontrolne skupine. Kod klijanaca rastike, do statisti¢ki znac¢ajne
razlike u koncentraciji ukupnih flavonola doslo je kod skupine klijanaca tretiranih ¢ajem u
kombinaciji s Tween, gdje je koncentracija smanjena za 5,10%, dok kod ostalih skupina nije
zabiljezena statisti¢ki znacajna razlika izmedu uzoraka u odnosu na kontrolnu skupinu.

Medusobnom usporedbom svih ispitanih skupina (Prilog 5.) utvrdeno je da je najnizi
udio ukupnih flavonola zabiljezen u uzorku Klijanaca brokule tretirane ¢ajem u kombinaciji s
EDTA i iznosi 13,05 mg ekvivalenata kvercetina po gramu SM te u svim ostalim uzorcima
klijanaca brokule, dok su najvise koncentracije ukupnih flavonola zabiljezene kod uzorka
klijanaca rastike tretirane ¢ajem u kombinaciji s EDTA, kod kojeg koncentracija iznosi 16,08
mg ekvivalenata kvercetina po gramu SM te kod uzorka klijanaca rastike tretiranih ¢ajem i kod
uzorka klijanaca cvjetaCe tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA kod kojih koncentracija

redom iznosi 15,87 i 15,77 mg ekvivalenata kvercetina po gramu SM.
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Slika 4. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio ukupnih flavonola u klijancima
brokule, cvjetace i rastike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem, uzorak tretiran ¢ajem u
kombinaciji s EDTA i uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween, izrazenu u miligramima
ekvivalenata kvercetina po gramu suhe mase (mg QE / g SM). Rezultati su prikazani kao
srednje vrijednosti tri bioloSke replike + standardna devijacija. Statisticki znacajno razliite
srednje vrijednosti izmedu uzoraka pojedine vrste klijanaca oznacene su razli¢itim slovom

(jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p<0,05).

4. 2. 4. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio ukupnih katehina

Kod klijanaca brokule, zapazeno je povecanje udjela ukupnih katehina kod klijanaca
tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA i Tweenom i to u iznosu od 27,79% i 26,66%, dok
tretman Cajem nije doveo do statisticki znacajnog povecanja u udjelu ukupnih katehina u
odnosu na kontrolni uzorak pri p<0,05 (Slika 5.). Kod klijanaca cvjetace zabljezeno je
povecanje udjela ukupnih katehina kod klijanaca tretiranima ¢ajem u kombinaciji s EDTA i
Tweenom u iznosu od 32,14% i 26,42%, medutim tretman ekstraktom caja nije doveo do
statisticki znacajnog povecanja udjela ukupnih katehina. Kod klijanaca rastike, najvisi udio

ukupnih katehina izmjeren je kod klijanaca tretiranih ¢ajem, kod kojih je doslo do povecanja u
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udjelu ukupnih katehina od 26,01%, dok je kod klijanaca tretiranih ¢ajem u kombinaciji s
EDTA i Tweenom doSlo do povecanja od 18,03% i 13,62%.

Medusobnom usporedbom svih skupina Klijanaca (Prilog 5.), najvisi udio ukupnih
katehina utvrden je kod klijanaca rastike tretiranih ¢ajem. Usporedbom kontrolnih skupina,
najmanji udio ukupnih katehina sadrzavali su klijanci brokule, dok nije bilo statisti¢ki znacajne

razlike izmedu kontrolne skupine klijanaca cvjetace 1 kontrolne skupine klijanaca rastike.

S 0,9 - L a a
2081 + T 1]
0,7 - b ]
0,6 - T
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

kupni katehini (mg CE

U

Brokula CvjetaCa Rastika

mKontrola mCaj mCaj+EDTA OCaj+ Tween
Slika 5. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio ukupnih katehina u klijancima brokule,
cvjetate 1 raStike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran Cajem, uzorak tretiran Cajem u
kombinaciji s EDTA i uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween, izrazenu u miligramima
ekvivalenata katehina po gramu suhe mase (mg CE / g SM). Rezultati su prikazani kao srednje
vrijednosti tri bioloSke replike + standardna devijacija. Statisticki znacajno razli¢ite srednje
vrijednosti izmedu uzoraka pojedine vrste klijanaca oznaCene su razli¢itim slovom

(jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p<0,05).
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4. 2. 5. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio ukupnih tanina

Kod klijanaca cvjetace tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA zabiljeZeno je statisticki
znacajno povecanje koncentracije ukupnih tanina u iznosu od 13,79% u odnosu na kontrolnu
skupinu, dok kod ostalih dvaju skupina nije zabiljezena statisticki znacajna promjena u
koncentraciji ukupnih tanina pri p<0,05 (Slika 6.). Kod klijanaca rastike, zabiljezeno je
povecanje u koncentraciji ukupnih tanina kod skupine tretirane ¢ajem u kombinaciji s EDTA i
kod skupine tretirane ¢ajem i to redom u iznosu od 6,84% te 4,63%, dok tretman ¢ajem u
kombinaciji s Tween nije doveo do statisticki znac¢ajne promjene u koncentraciji ukupnih
tanina. S druge strane, kod klijanaca brokule nije zabiljezena statisticki znacajna razlika
koncentracije ukupnih tanina izmedu kontrolne i tretiranih skupina. Takoder, kod skupina
klijanaca brokule zabiljezena je najniza koncentracija ukupnih tanina usporedbom svih

analiziranih skupina (Prilog 5.).

Ukupni tanini (mg CE / g SM)
= = N N w
o (6] o [6)] o

[6)]
1

o

Brokula CvjetaCa Rastika

mKontrola mCaj mCaj+EDTA OCaj+ Tween
Slika 6. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio ukupnih tanina u klijancima brokule,
cvjetate 1 raStike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem, uzorak tretiran cCajem u
kombinaciji s EDTA 1 uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween, izraZenu u miligramima

ekvivalenata katehina po gramu suhe mase (mg CE / g SM). Rezultati su prikazani kao srednje
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vrijednosti tri bioloSke replike + standardna devijacija. Statisticki zna¢ajno razliite srednje

vrijednosti izmedu uzoraka pojedine vrste klijanaca oznaCene su razli¢itim slovom

(jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p<0,05).

4. 2. 6. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio proantocijanidina

NajviSe koncentracije ukupnih proantocijanidina zabiljezene su kod skupina klijanaca
rastike (Slika 7.). Do statisticki znacajnog povecanja koncentracije ukupnih proantocijanidina
doslo je kod klijanaca cvjetace tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA i ¢ajem u kombinaciji s
Tween i to redom u iznosu od 9,71%, odnosno 12,49%, dok je tretman ¢ajem doveo do pada u
koncentraciji proantocijanidina u odnosu na kontrolnu skupinu u iznosu od 8,13%. S druge
strane, kod Klijanaca brokule i rastike nije doslo do statisticki znacajnih promjena u
koncentraciji proantocijanidina u odnosu na kontrolnu skupinu, medutim, kod uzoraka rastike
tretirane s ¢ajem u kombinaciji s EDTA i Tweenom, uoceno je statisticki zna¢ajno manja
koncentracija proantocijanidina u odnosu na skupinu tretiranu ¢ajem i to sa smanjenjem od

7,83%, odnosno 10,85%.
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Slika 7. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio ukupnih proantocijanidina u klijancima
brokule, cvjetace i rastike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem, uzorak tretiran ¢ajem u
kombinaciji s EDTA i uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween, izrazenu u miligramima
ekvivalenata katehina po gramu suhe mase (mg CE / g SM). Rezultati su prikazani kao srednje
vrijednosti tri bioloSke replike + standardna devijacija. Statisticki znacajno razli¢ite srednje
vrijednosti izmedu uzoraka pojedine vrste klijanaca oznaCene su razli¢itim slovom

(jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p<0,05).

4. 3. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio topivih Secera

Kod klijanaca brokule, nakon bilo kojeg od tretmana zabiljeZen je pad u udjelu topivih
Secera U odnosu na kontrolnu skupinu pri p<0,05 (Slika 8.). Kod klijanaca brokule tretiranih
Cajem zabiljezen je pad udjela topivih Secera od 45,30%, kod klijanaca brokule tretiranih ¢ajem
u kombinaciji s EDTA, doslo je do pada u udjelu u iznosu od 15,48%, a kod klijanaca brokule
tretiranih ¢ajem u kombinaciji s Tween u iznosu od 63,83%. Kod klijanaca cvjetace tretiranih
¢ajem i ¢ajem u kombinaciji s EDTA zabiljezen je pad udjela topivih Secera i to redom u iznosu
od 15,63% i 42,81%, medutim, kod klijanaca cvjetace tretiranih ¢ajem u kombinaciji s Tween,

nije doslo do statisticki znacajne promjene u udjelu u odnosu na kontrolnu skupinu. Kod
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klijanaca rastike tretiranih ¢ajem te ¢ajem u kombinaciji s Tween, doslo je do smanjenja udjela
u odnosu na kontrolnu skupinu i to redom od 17,34% te 61,83%, medutim kod skupine
klijanaca rastike tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA, nije doslo do statisticki znaCajne
razlike u odnosu na kontrolnu skupinu. Usporedbom svih analiziranih skupina, do najveceg je
pada udjela doslo kod klijanaca brokule i raStike tretiranih deterdzentom Tween, a udjeli

topivih Secera izmedu svih kontrolnih uzoraka nisu se statistic¢ki razlikovali pri p<0,05 (Prilog

5.).
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Slika 8. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio topivih Se¢era u klijancima brokule,
cvjetace 1 raStike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran Cajem, uzorak tretiran Cajem u
kombinaciji s EDTA 1 uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween, izraZenu u miligramima
ekvivalenata saharoze po gramu suhe mase (mg SE / g SM). Rezultati su prikazani kao srednje
vrijednosti tri bioloSke replike + standardna devijacija. Statisticki znacajno razliite srednje
vrijednosti izmedu uzoraka pojedine vrste klijanaca oznacene su razliCitim slovom

(Jjednosmjerna ANOVA, Duncan test, p<0,05).
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4. 4. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio i odnose izmedu

fotosintetskih pigmenata i udio porfirina

Promjene udjela klorofila a nisu zabiljezene izmedu pojedinih skupina klijanaca
brokule i cvjetace, medutim kod klijanaca rastike tretiranih ¢ajem doslo je do povecanja udjela
klorofila a u iznosu od 6,27% u odnosu na kontrolnu skupinu, dok ostali tretmani klijanaca
rastike nisu doveli do statisticki zna¢ajne promjene u udjelu pri p<0,05 (Tablica 3.). S druge
strane, tretman ¢ajem doveo je do povecanja udjela klorofila b kod klijanaca brokule od 4,61%
u odnosu na kontrolnu skupinu, a tretman ¢ajem u kombinaciji s EDTA doveo je do smanjenja
udjela klorofila b u iznosu od 5,32%, dok tretman ¢ajem u kombinaciji s Tween nije doveo do
statisticki znacajne promjene u udjelu u usporedbi s kontrolnom skupinom. Kod klijanaca
cvjetace, tretman ¢ajem i ¢ajem u kombinaciji s EDTA doveo je do smanjenja u udjelu klorofila
b u iznosu od, redom, 17,65% i 17,23%, dok tretman ¢ajem u kombinaciji s Tween nije doveo
do statisti¢ki znacajne promjene (p<0,05) u odnosu na kontrolnu skupinu. Kod klijanaca
rastike, i tretman Cajem i tretman ¢ajem u kombinaciji s EDTA nisu doveli do statisticki
znacajne razlike u udjelu u odnosu na kontrolnu skupinu, dok je tretman ¢ajem u kombinaciji
s Tween doveo do smanjenja u iznosu od 12,23%.

Omijer klorofila a i klorofila b kod analiziranih skupina klijanaca brokule nije se
statisti¢ki promijenio u odnosu na kontrolnu skupinu, iako je kod klijanaca tretiranih ¢ajem u
kombinaciji s EDTA zamijeCena statisticki znacajno veca vrijednost od vrijednosti kod
klijanaca tretiranih ¢ajem i ¢ajem u kombinaciji s EDTA. Kod klijanaca cvjetace, najveci
omjeri Kklorofila a i b zamijeceni su kod klijanaca tretiranih ¢ajem i ¢ajem u kombinaciji s
EDTA koji su za 25,00%, odnosno 16,67% veci u odnosu na kontrolnu skupinu, dok tretman
¢ajem u kombinaciji s Tween nije doveo do statisticki znacajne promjene u odnosu na
kontrolnu skupinu. Kod klijanaca rastike vrijednosti omjera klorofila a i b se izmedu tretmana

ne razlikuju, medutim tretman ¢ajem u kombinaciji s Tween doveo je do povecanja omjera u
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iznosu od 7,69% u odnosu na kontrolnu skupinu, dok ostali tretmani nisu doveli do statisti¢ki

znacajne promjene omjera klorofilaa i b.

Tablica 3. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio klorofila a, klorofila b i omjera

klorofila a i klorofila b u Kklijancima brokule, cvjetace i rastike za kontrolni uzorak, uzorak

tretiran Cajem, uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s EDTA 1 uzorak tretiran Cajem u

kombinaciji s Tween, izrazenu u miligramima po gramu suhe mase (mg / g SM). Rezultati su

prikazani kao srednje vrijednosti tri bioloSke replike + standardna devijacija. Statisticki

znacajno razliCite srednje vrijednosti izmedu uzoraka pojedine vrste klijanaca oznacene su

razli¢itim slovom (jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p<0,05).

Klorofil a Klorofil b
(ma/ g SM) (g /g SM) Chla/Chlb
Kontrola 30,1+0,3a 28,2+0,3b 1,1+0,0ab
= Caj 304+06a 295+1,2a 1,0£0,1b
§ Caj + EDTA 30,0£0,5a 26,7+0,3 ¢ 1,1+0,0a
Caj + Tween 292+12a 29,2 +0,8 ab 1,0+0,1b
Kontrola 292+18a 23,8+0,8a 1,2+0,1b
S Caj 293+2,0a 19,6 +0,7b 15+02a
-:'% Caj + EDTA 282+1,1a 19,7+ 1,0b 1,4+0,1a
Caj + Tween 283+14a 23,2+0,3a 1,2+0,1b
Kontrola 28,7+ 1,8b 229+ 0,6 ab 1,3+0,1b
S Caj 305+1,0a 23,3+0,6a 1,3+0,1ab
E Caj+ EDTA  284+0,7b 221+0,7b 1,3+ 0,0 ab
Caj + Tween 28,1+0,5b 20,1+0,5¢ 1,4+00a

Udio ukupnih klorofila nakon tretmana klijanaca brokule ¢ajem porastao je za 4,61%,

dok je udio kod klijanaca tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA pao za 5,31%, a tretman

klijanaca tretiranih ¢ajem u kombinaciji s Tween nije doveo do statisticki znacajne promjene u

odnosu na kontrolnu skupinu pri p<0,05. Takoder, ni kod klijanaca cvjetace tretman ¢ajem u
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kombinaciji s Tween nije doveo do promjene koncentracije ukupnih klorofila, dok su tretmani
¢ajem 1 Cajem u kombinaciji s EDTA smanjili koncentraciju klorofila za 7,74%, odnosno
9,62% u odnosu na kontrolnu skupinu. Kod klijanaca rastike, tretman ¢ajem povecao je
koncentraciju Kklorofila za 4,66% u odnosu na kontrolnu skupinu, dok je tretman ¢ajem u
kombinaciji s Tween doveo do smanjena koncentracije u iznosu od 6,41%.

Koncentracija porfirina kod klijanaca brokule tretiranih ¢ajem i ¢ajem u kombinaciji s
Tween nije se statistiCki znaéajno razlikovala u odnosu na kontrolnu skupinu, dok je
koncentracija kod klijanaca tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA pala za 5,24%. Kod
klijanaca rastike, koncentracija porfirina kod skupine tretirane ¢ajem porasla je za 8,55% u
odnosu na kontrolnu skupinu, dok je nakon tretmana ¢ajem u kombinaciji s Tween smanjena
za 6,98%. Nadalje, koncentracije karotenoida izmedu tretmana kod klijanaca brokule i rastike
nisu se znacajno mijenjale, dok je kod klijanaca cvjetace nakon tretmana ¢ajem i ¢ajem u

kombinaciji s EDTA koncentracija porasla za 33,33% u oba slucaja.
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Tablica 4. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio porfirina, ukupnih klorofila i ukupnih
karotenoida u klijancima brokule, cvjetace i rastike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem,
uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s EDTA 1 uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween,
izrazenu u miligramima po gramu suhe mase (mg / g SM). Rezultati su prikazani kao srednje
vrijednosti tri bioloSke replike + standardna devijacija. Statisticki zna¢ajno razliite srednje
vrijednosti izmedu uzoraka pojedine vrste klijanaca oznaCene su razli¢itim slovom

(jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p<0,05).

Porfirini Klorofili Karotenoidi

(mg /g SM) (mg /g SM) (mg /g SM)

Kontrola 70,6 £0,4a 58,3+0,6b 2,3+0,6a

= Caj 69,5+ 0,6 a 59,8 +0,8 a 16+0,6a
g Caj + EDTA 66,9+ 1,4 b 56,7 + 0,7 C 22+05a
Caj+ Tween  68,8+2,0ab 58,4+0,5b 1,6 +0,6a
Kontrola 63,5+0,9a 53,0+ 1,4a 33£06Db

3] Caj 55,5+ 0,6 C 489+ 1,4b 44+0,5a
-:'% Caj + EDTA 539+1,7¢ 479+0,8b 44+05a
Caj + Tween 599+1,3b 515+13a 35+0,4b
Kontrola 57,3+0,7b 515+12b 3,7+0,4a

g Caj 62,2+0,7 a 53,9+ 0,6 a 38+0,8a
E Caj+ EDTA 580+ 1,0b 50,5+ 0.9 b 37+05a
Caj + Tween 53,3+t1,7¢C 48,2+ 09c 45+03a

Udio klorofila u sumi klorofila i karotenoida kod klijanaca brokule iznosio je 96,00%,
dok je kod klijanaca cvjetace i rastike iznosio 90,00%, dok je kod klijanaca cvjetace i rastike
udio karotenoida bio 10,00% te izmedu tretmana nisu zabiljezene statisticki znacajne razlike
unutar vrsta klijanaca (Tablica 5.). Omjer klorofila i karotenoida kod klijanaca brokule i rastike
izmedu tretmana nije se statisticki razlikovao, dok je kod klijanaca cvjetaCe najveca vrijednost
zabiljezena kod kontrolne skupine i skupine tretirane ¢ajem u kombinaciji s Tween, a kod

klijanaca tretiranih ¢ajem, odnosno ¢ajem u kombinaciji s EDTA omjer je pao za 32,12%,
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odnosno 32,72%. Ukupna koncentracija ukupnih fotosintetskih pigmenata (klorofila i
karotenoida) kod klijanaca tretiranih Cajem u kombinaciji s EDTA pala za 2,64%, a
koncentracija klijanaca tretiranih ¢ajem i ¢ajem u kombinaciji s Tween nije dovela do statisti¢ki
znacajne promjene u odnosu na kontrolnu skupinu. Takoder, ni kod klijanaca cvjetace tretman
Cajem u kombinaciji s Tween nije doveo do promjene koncentracije ukupnih klorofila i
karotenoida, dok su tretmani ¢ajem i ¢ajem u kombinaciji s EDTA smanjili koncentraciju
ukupnih karotenoida i klorofila za 5,33%, odnosno 7,28% u odnosu na kontrolnu skupinu. Kod
klijanaca rastike, tretman ¢ajem povecao je koncentraciju ukupnih karotenoida i klorofila za
4,17% u odnosu na kontrolnu skupinu, dok je tretman ¢ajem u kombinaciji s Tween doveo do

smanjena koncentracije u iznosu od 4,53%.
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Tablica 5. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na odnose koncentracija ukupnih klorofila i

ukupnih karotenoida u klijancima brokule, cvjetace i rastike za kontrolni uzorak, uzorak

tretiran Cajem, uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s EDTA 1 uzorak tretiran Cajem u

kombinaciji s Tween. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri bioloSke replike +

standardna devijacija. Statisticki znacajno razliCite srednje vrijednosti izmedu uzoraka

pojedine vrste klijanaca oznacene su razli¢itim slovom (jednosmjerna ANOVA, Duncan test,

p=<0,05).
Car + Chl chl/ Car/ Chl/ Car
(Car + Chl) (Car + Chl)

Kontrola 60,6 + 0,5 ab 1,0+00a 0,0+0,0a 279+104 a
< Caj 61,5+08a 1,0+0,0a 00+£0,0a  437+173a
g Caj+ EDTA  59,0+09c 1,0+0,0a 0,0+£00a 26,9+65a

Caj+ Tween 60,0+ 0,7 bc 1,0+0,0a 0,0+00a 48,1+283 a

Kontrola 56,3+ 1,7a 0,9+0,0a 0,1+£0,0a 16,5+3,0a
3 Caj 533+1,7bc  09+00a 01+0,0a 112+1,0b
‘i% Caj+EDTA  522+04c 09+0,0a 0,1+0,0a 11,1+ 1,5b
- Caj + Tween 55,0+ 1,1 ab 0,9+0,0a 0,1+0,0a 150+2,1a

Kontrola 552+1,3b 0,9+0,0a 0,1+0,0a 142+ 1,4ab
S Caj 576+1,3a 09+0,0a 0,1£0,0a 15,0+3.8 a
’;‘é Caj+EDTA  543+07bc  09+00a 01+00a  139+24ab

Caj+Tween  52,7+1,0cC 09+00a 0,1+00a 10,7+0,9b
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4. 5. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio kafeina, vitamina C i
pojedinacnih fenolnih spojeva

Ukupno je identificirano i kvantificirano 10 spojeva, od Cega pet fenolnih kiselina
(feruli¢na, galna, kavena, sinapinska i p-kumarinska), dva flavonoida (kempferol i kvercetin),
jedan derivat flavonoida (tilirozid) te L-askorbinska kiselina (vitamin C) i kafein. Fenolni
profili brokule, cvjetace i rastike nakon tretmana ekstraktom ¢aja s oznac¢enim identificiranim
spojevima prikazani su na Slikama 9., 10. i 11. Udio ukupnih identificiranih spojeva izmedu
kontrolne skupine i tretiranih skupina za sve tri vrste klijanaca nije se statisticki razlikovao.
Usporedbom svih analiziranih skupina (Prilog 6.), najmanji udio ukupnih identificiranih
spojeva zabiljezZen je kod uzoraka klijanaca brokule, a najve¢i kod klijanaca cvjetace tretiranih
¢ajem u kombinaciji s EDTA, tretiranih ¢ajem i tretiranih ¢ajem u kombinaciji s Tween te kod
uzoraka klijanaca rastike tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA. Tako je kod klijanaca
cvjetace tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA ukupni udio identificiranih spojeva ve¢i za
13,16% u odnosu na kontrolnu skupinu. Takoder, nije zabiljezena statisticki znacajna razlika
izmedu udjela ukupnih identificiranih fenolnih spojeva, ukupnih identificiranih fenolnih
kiselina i flavonoida izmedu kontrolne skupine 1 tretiranih skupina za sve od tri vrste klijanaca
pri razini znacajnosti p<0,05. S druge strane, kod klijanaca brokule i rastike je nakon tretmana
¢ajem u kombinaciji s EDTA zabiljezen statisticki znac¢ajan rast udjela ukupnih identificiranih

ne-fenolnih spojeva.
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Kromatogrami ekstrakta klijanaca brokule dobiveni teku¢inskom kromatografijom

visoke moci razlu¢ivanja snimljeni (A) pri valnoj duljini 210 nm (B) pri valnoj duljini 254 nm,

(C) pri valnoj duljini 310 nm, (D) pri valnoj duljini 360 nm. Kaf — kafein, L-ask - L-askrobinska

kiselina,

Gal — galna kiselina, Fer — feruli¢na kiselina, Kav — kavena kiselina, p-kum — p-

kumarinska kiselina, Sin — sinapinska kiselina, Til — tilirozid, K — kempferol, Q — kvercetin.
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Slika 10. Kromatogrami ekstrakta klijanaca cvjetace dobiveni tekuc¢inskom kromatografijom

visoke mo¢i razlucivanja snimljeni (A) pri valnoj duljini 210 nm (B) pri valnoj duljini 254 nm,

(C) pri valnoj duljini 310 nm, (D) pri valnoj duljini 360 nm. Kaf — kafein, L-ask - L-askrobinska
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kiselina, Gal — galna kiselina, Fer — feruli¢na kiselina, Kav — kavena kiselina, p-kum — p-

kumarinska kiselina, Sin — sinapinska kiselina, Til — tilirozid, K — kempferol, Q — kvercetin.
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Slika 11. Kromatogrami ekstrakta klijanaca rastike dobiveni teku¢inskom kromatografijom
visoke moc¢i razlu€ivanja snimljeni (A) pri valnoj duljini 210 nm (B) pri valnoj duljini 254 nm,
(C) pri valnoj duljini 310 nm, (D) pri valnoj duljini 360 nm. Kaf — kafein, L-ask - L-askrobinska
kiselina, Gal — galna kiselina, Fer — feruli¢na kiselina, Kav — kavena Kiselina, p-kum — p-

kumarinska kiselina, Sin — sinapinska kiselina, Til — tilirozid, K — kempferol, Q — kvercetin.

4.5. 1. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio L-askorbinske kiseline
Usporedbom svih analiziranih skupina, opaZeno je da najve¢u koncentraciju L-
askorbinske kiseline sadrze klijanci cvjetace (Prilog 6.). Kod klijanaca brokule i rastike
tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA zabiljezen je porast koncentracije L-askorbinske
kiseline od 21,03%, odnosno 30,64%, dok kod ostalih tretmana klijanaca brokule i rastike nije
zabiljezena statisticki znacajna razlika u koncentraciji ovog vitamina u odnosu na kontrolnu
skupinu (Slika 12.). Takoder, ni kod jednog tretmana klijanaca cvjetace nije zabiljezena

statisticki znacCajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu pri p<0,05.
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Slika 12. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio L-askorbinske kiseline u Kklijancima
brokule, cvjetace i rastike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem, uzorak tretiran ¢ajem u
kombinaciji s EDTA i uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween, izrazenu u miligramima
po gramu suhe mase (mg / g SM). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri bioloske
replike + standardna devijacija. Statisticki znacajno razliCite srednje vrijednosti izmedu
uzoraka pojedine vrste klijanaca oznacene su razli¢itim slovom (jednosmjerna ANOVA,

Duncan test, p<0,05).

4.5. 2. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio kafeina

Kod kontrolnih skupina klijanaca brokule, cvjetace i rastike, nije detektirana prisutnost
kafeina (Slika 13.). Kod klijanaca brokule tretiranih ¢ajem koncentracija kafeina iznosila je
0,98 mg / g SM, a kod klijanaca brokule tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA, odnosno s
Tweenom, doslo je do povecanja koncentracije u odnosu na skupinu tretiranu ¢ajem od
20,65%, odnosno 25,62%. Kod klijanaca cvjetaCe tretiranih Cajem koncentracija kafeina
iznosila je 1,05 mg / g SM, a kod klijanaca brokule tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA,
odnosno s Tweenom, doslo je do povecanja koncentracije u odnosu na skupinu tretiranu ¢ajem

od 44,45%, odnosno 51,50%, sto su ujedno najvise koncentracije kafeina, u usporedbi sa svim
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uzorcima (Prilog 6.). S druge strane, kod klijanaca rastike tretiranih ¢ajem, koncentracija
kafeina iznosila je 1,01 mg / g SM, medutim koncentracija kafeina u uzorcima tretiranima

¢ajem u kombinaciji s EDTA i Tween nije se statisticki razlikovala od uzorka tretiranih ¢ajem.

[ =S SN SN
R, N D o
1 1

Kafein (mg /g SM)
o o
(o)} oo

o o
N b
1 1

nd nd nd

o

Brokula Cvjetaca Rastika
mKontrola mCaj @Caj+EDTA oOCaj+ Tween
Slika 13. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio kafeina u klijancima brokule, cvjetace
1 rastike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem, uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s
EDTA 1 uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween, izraZenu u miligramima po gramu suhe
mase (mg / g SM). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri bioloSke replike =+
standardna devijacija. Statisticki znacajno razliCite srednje vrijednosti izmedu uzoraka

pojedine vrste klijanaca oznacene su razli¢itim slovom (jednosmjerna ANOVA, Duncan test,

»<0,05).

4.5. 3. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio feruli¢ne Kiseline

Kod klijanaca brokule, nakon tretmana ¢ajem, ¢ajem u kombinaciji s EDTA i ¢ajem u
kombinaciji s Tween zabiljeZen je pad koncentracije feruli¢ne kiseline u usporedbi s
kontrolnom skupinom u iznosu od, redom, 28,73%, 20,21% te 30,41% (Slika 14.). Kod

klijanaca cvjetace, nakon tretmana ¢ajem i Cajem u kombinaciji s EDTA, zabiljezen je pad
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koncentracije feruli¢ne kiseline u odnosu na kontrolnu skupinu od 20,34%, odnosno 25,10%,
medutim kod skupine tretirane ¢ajem u kombinaciji s Tween, nije doslo do statisticki znacajne
promjene koncentracije u odnosu na kontrolnu skupinu. S druge strane, kod klijanaca rastike
tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA 1 Tween opaZeno je statisticki znacajno povecanje
koncentracije za 15,71%, odnosno 21,32%. Najvisa koncentracija ferulicne kiseline u
kontrolnim uzorcima zabiljezena je kod klijanaca cvjetaCe, a kod klijanaca rastike tretiranih
EDTA i Tween zabiljeZene su koncentracije feruli¢ne kiseline ¢ije se vrijednosti statisticki ne
razlikuju od koncentracije zabiljezene kod kontrolne skupine klijanaca cvjetace na razini

statisticke znacajnosti od p<0,05 (Prilog 6.).

be @0

bc

Feruli¢na kiselina (mg/ g SM)
o ol N w N a1 (o] ~N ©

Brokula CvjetaCa Rastika

mKontrola mCaj mCaj+EDTA OCaj+ Tween
Slika 14. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio feruli¢ne kiseline u klijancima
brokule, cvjetace 1 raStike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem, uzorak tretiran ¢ajem u
kombinaciji s EDTA 1 uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween, izraZenu u miligramima
po gramu suhe mase (mg / g SM). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri bioloske
replike + standardna devijacija. Statisticki znacajno razliCite srednje vrijednosti izmedu
uzoraka pojedine vrste klijanaca oznacene su razli¢itim slovom (jednosmjerna ANOVA,

Duncan test, p<0,05).
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4.5. 4. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio galne Kiseline

Kod klijanaca cvjetace, kod sva tri tretmana zabiljezen je statisticki znacajan porast u
koncentraciji galne kiseline u odnosu na kontrolnu skupinu te izmedu koncentracija galne
kiseline u tretiranim skupinama nije bilo statisticki znacajnih razlika (Slika 15.). Kod klijanaca
raStike, nakon tretmana Cajem nije doslo do statisticki znacajnog povecanja u koncentraciji
galne kiseline u usporedbi s kontrolnom skupinom, medutim nakon tretmana Cajem u
kombinaciji s EDTA 1 ¢ajem u kombinaciji s Tweenom, doslo je do statisticki znacajnog
povecanja u iznosu od 25,74%, odnosno 33,54%. S druge strane, kod Klijanaca brokule nije
doslo do statisticki znacajne razlike izmedu koncentracija zabiljezenih u kontrolnoj skupini i
tretiranim skupinama, medutim kod klijanaca brokule tretiranih ¢ajem, zabiljeZena je statisticki
znacajno niza koncentracija galne kiseline od koncentracije izmjerene kod klijanaca brokule

tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA, u iznosu od 14,17%.

90 -
80 - ab a
70 A b
60
50 -
40 -
30 H
20 A

Galna kiselina (mg / g SM)

10 -

Brokula Cvjetaca Rastika

mKontrola mCaj mCaj+EDTA OCaj+ Tween
Slika 15. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio galne kiseline u klijancima brokule,
cvjetate 1 raStike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem, uzorak tretiran Cajem u
kombinaciji s EDTA i uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween, izrazenu u miligramima

po gramu suhe mase (mg / g SM). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri bioloske
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replike + standardna devijacija. Statisti¢ki znacajno razliCite srednje vrijednosti izmedu
uzoraka pojedine vrste klijanaca oznacene su razli¢itim slovom (jednosmjerna ANOVA,

Duncan test, p<0,05).

4.5. 5. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio kavene kiseline

Kod tretiranih skupina klijanaca rastike, nije doslo do statisticki znacajnih razlika u
koncentraciji kavene kiseline u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 16.). Kod Klijanaca
brokule, nakon tretmana ¢ajem te tretmana ¢ajem u kombinaciji s Tween, doslo je do statisticki
znacajnog smanjenja U koncentraciji kavene kiseline u odnosu na kontrolnu skupinu od
22,73%, odnosno 14,81%, dok kod tretmana ¢ajem u kombinaciji s EDTA, nije zabiljeZena
statistiCki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu. Suprotno, kod tretmana klijanaca
cvjetace Cajem u kombinaciji S EDTA, doslo je do statisti¢ki znacajnog pada u koncentraciji
kavene kiseline od 17,81%, dok nakon tretmana ¢ajem i ¢ajem u kombinaciji s Tween, nije
doslo do statisticki znacajnog pada u koncentraciji kavene kiseline te se izmjerene
koncentracije nisu statisticki razlikovale izmedu tretiranih skupina klijanaca cvjetace.
Usporedbom svih analiziranih skupina (Prilog 6.), najvise koncentracije kavene kiseline
zabiljezene su kod klijanaca brokule kontrolne skupine te skupine tretirane ¢ajem u kombinaciji
s EDTA. Znacajno, nakon tretmana klijanaca rastike ¢ajem u kombinaciji s Tweenom, kod
kojih je u kontrolnoj skupini zabiljezena najniza koncentracija kavene kiseline, koncentracija
kavene kiseline je dostigla koncentraciju zabiljezenu u klijancima kontrolne skupine cvjetace,
od kojih je kontrolna skupina rastike imala koncentraciju nizu za 19,72%, nakon tretmana nije

zabiljeZena statisticka razlika izmedu ta dva uzorka, usporedbom svih analiziranih skupina.
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Slika 16. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio kavene kiseline u klijancima brokule,
cvjetate 1 raStike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem, uzorak tretiran Cajem u
kombinaciji s EDTA i uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween, izrazenu u miligramima
po gramu suhe mase (mg / g SM). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri bioloske
replike + standardna devijacija. Statisticki znacajno razliCite srednje vrijednosti izmedu
uzoraka pojedine vrste klijanaca oznacene su razli¢itim slovom (jednosmjerna ANOVA,

Duncan test, p<0,05).

4.5. 6. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio p-kumarinske kiseline

Kod tretiranih skupina Klijanaca brokule zamijeéen je statisticki znaCajan pad
koncentracije p-kumarinske kiseline, kod klijanaca tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA od
32,77%, a kod klijanaca tretiranih ¢ajem i ¢ajem u kombinaciji s Tween zabiljeZen je pad
koncentracije u iznosu od 68,75%, odnosno 65,14% u odnosu na kontrolnu skupinu, a
vrijednosti su se takoder statisticki znacajno razlikovale od koncentracije kod klijanaca
tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA (Slika 17.). Kod klijanaca cvjetace zabiljezen je
statisticki znacajan pad u koncentraciji p-kumarinske kiseline kod skupine tretirane cajem u

iznosu od 40,48% te kod skupine tretirane cajem u kombinaciji s EDTA u iznosu od 36,00% u
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odnosu na kontrolnu skupinu. Medutim, kod klijanaca cvjetace tretiranih ¢ajem u kombinaciji
s Tween, nije doSlo do statisticki znaCajnog pada u koncentraciji p-kumarinske kiseline
usporedbom s kontrolnom skupinom. Takoder, vrijednost koncentracije p-kumarinske kiseline
kod klijanaca cvjetace tretiranih ¢ajem u kombinaciji s Tween nije se statisticki razlikovala od
koncentracije izmjerene kod klijanaca cvjetace tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA, Cija se
vrijednost koncentracije nije razlikovala od koncentracije izmjerene u skupini klijanaca
cvjetace tretirnaih ¢ajem. Kod klijanaca rastike, najvisa koncentracija p-kumarinske Kiseline
zabiljeZena je kod klijanaca rastike tretiranih ¢ajem u kombinaciji s Tween, ¢ija se vrijednost
nije statisticki razlikovala od koncentracije utvrdene kod klijanaca rastike tretiranih cajem u
kombinaciji s EDTA. Takoder, kod klijanaca rastike tretiranih ¢ajem i ¢ajem u kombinaciji s
EDTA nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu skupinu. Pritom, usporedbom
svih analiziranih skupina (Prilog 6.), najvise su vrijednosti koncentracije p-kumarinske Kiseline
zabiljezene kod uzoraka kontrolne skupine klijanaca cvjetace 1 klijanaca cvjetace inkubiranih
¢ajem u kombinaciji s Tween, dok koncentracija u klijancima rastike inkubiranih ¢ajem u
kombinaciji s Tween konkurira koncentraciji u klijancima cvjetace inkubiranima ¢ajem i ¢ajem
u kombinaciji s EDTA, dok su najnize koncentracije zabiljezene kod klijanaca brokule te

kontrolne skupine klijanaca rastike i skupine klijanaca rastike tretiranih ¢ajem.
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Slika 17. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio p-kumarinske kiseline u klijancima
brokule, cvjetace i rastike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem, uzorak tretiran ¢ajem u
kombinaciji s EDTA i uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween, izrazenu u miligramima
po gramu suhe mase (mg / g SM). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri bioloske
replike + standardna devijacija. Statisticki znacajno razliCite srednje vrijednosti izmedu
uzoraka pojedine vrste klijanaca oznacene su razli¢itim slovom (jednosmjerna ANOVA,

Duncan test, p<0,05).

4.5. 7. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio sinapinske kiseline

Koncentracija sinapinske kiseline nakon tretmana izmedu uzoraka nije se statisticki
znacajno mijenjala niti kod jedne vrste klijanaca (Slika 18.). Medutim, usporedbom svih
analiziranih uzoraka (Prilog 6.), kod kontrolne skupine Kklijanaca rastike opaZena je
koncentracija sinapinske kiseline veca od kontrolnih skupina klijanaca brokule i cvjetace,
izmedu kojih nije bilo statisticki znacajne razlike. No, kod tretiranih skupina klijanaca cvjetace,
koncentracija sinapinske kiseline u skupini tretiranoj ¢ajem u kombinaciji s EDTA, odnosno
Tweenom dovela je do povecanja koncentracije koja konkurira koncentraciji sinapinske

kiseline u kontrolnoj skupini klijanaca rastike.
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Slika 18. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio sinapinske kiseline u Kklijancima
brokule, cvjetace i rastike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem, uzorak tretiran ¢ajem u
kombinaciji s EDTA i uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween, izrazenu u miligramima
po gramu suhe mase (mg / g SM). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri bioloske
replike + standardna devijacija. Statisticki znacajno razliCite srednje vrijednosti izmedu
uzoraka pojedine vrste klijanaca oznacene su razli¢itim slovom (jednosmjerna ANOVA,

Duncan test, p<0,05).

4.5. 8. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio kempferola

NajviSe koncentracije kempferola zabiljeZene su kod uzoraka klijanaca cvjetace, dok
su najnize koncentracije zabiljezene kod uzorka klijanaca brokule (Slika 19.). Pritom, kod
klijanaca cvjetace tretiranih ¢ajem doslo je do povecanja u koncentraciji kempferola od 43,56%
u odnosu na kontrolnu skupinu, no kod ostalih tretmana, koncentracija kempferola u klijancima
cvjetace nije se statistiCki razlikovala od kontrolne skupine, te nije zabiljeZena statisticki
znacajna razlika izmedu koncentracija kempferola kod teretiranih skupina klijanaca cvjetace
medusobno. S druge strane, kod klijanaca brokule, nakon tretmana ¢ajem i tretmana ¢ajem u

kombinaciji s Tween doslo je do smanjenja koncentracije kempferola u odnosu na kontrolnu
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skupinu u iznosu od 18,88%, odnosno 17,10%, dok se vrijednost koncentracije kempferola kod
klijanaca brokule tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA nije statisticki razlikovala ni od
koncentracije u kontrolnoj skupini klijanaca ni od koncentracija u ostala dva tretmana klijanaca
brokule. Kod klijanaca raStike nije uocena statisticki znacajna razlika u koncentraciji

kempferola izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina.
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Slika 19. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio kempferola u klijancima brokule,
cvjetaCe 1 raStike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem, uzorak tretiran Cajem u
kombinaciji s EDTA 1 uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween, izraZenu u miligramima
po gramu suhe mase (mg / g SM). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri bioloske
replike + standardna devijacija. Statisticki znacajno razliCite srednje vrijednosti izmedu
uzoraka pojedine vrste klijanaca oznacene su razli¢itim slovom (jednosmjerna ANOVA,

Duncan test, p<0,05).

4.5. 9. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio kvercetina
Kod klijanaca cvjetace i rastike, nije zabiljeZena promjena koncentracije kvercetina kod

tretiranih skupina u odnosu na kontrolne skupine klijanaca (Slika 20.). Medutim, kod klijanaca
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brokule tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA zamijeceno je statisticki znacajno povecanje
koncentracije kvercetina u odnosu na kontrolnu skupinu u iznosu od 20,54%, dok druga dva
tretmana nisu dovela do statisti¢ki znacajne razlike u koncentraciji kvercetina u odnosu na
kontrolnu skupinu. Usporedbom svih analiziranih skupina (Prilog 6.), najnize koncentracije

kvercetina zabiljezene su u skupinama klijanaca cvjetace.
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Slika 20. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio kvercetina u klijancima brokule,
cvjetaCe 1 raStike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem, uzorak tretiran Cajem u
kombinaciji s EDTA 1 uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween, izraZzenu u miligramima
po gramu suhe mase (mg / g SM). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri bioloske
replike + standardna devijacija. Statisticki znacajno razliCite srednje vrijednosti izmedu
uzoraka pojedine vrste klijanaca oznacene su razli¢itim slovom (jednosmjerna ANOVA,

Duncan test, p<0,05).

4.5.10. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio tilirozida
Kod klijanaca cvjetace tretiranih Cajem, ¢ajem u kombinaciji s EDTA 1 ¢ajem u

kombinaciji s Tween doslo je do statisticki znacajnog povecanja koncentracije tilirozida u
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odnosu na kontrolnu skupinu u iznosu od, redom, 50,36%, 49,77% i 43,28%, te se te vrijednosti
medusobno nisu statisticki razlikovale (Slika 21.). Ujedno, kod kontrolne skupine klijanaca
cvjetace zabiljeZena je najniza koncentracija tilirozida, a koncentracija je kod tretiranih skupina
klijanaca cvjetace dostigla koncentracije tilirozida izmjerene u skupinama klijanaca brokule
(Prilog 6.). Kod klijanaca brokule i raStike nije uoCena statistiCki znaCajna razlika u

koncentracijama izmedu skupina.
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Slika 21. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio tilirozida u klijancima brokule,
cvjetace i1 raStike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran Cajem, uzorak tretiran Cajem u
kombinaciji s EDTA i uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween, izrazenu u miligramima
po gramu suhe mase (mg / g SM). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri bioloske
replike + standardna devijacija. Statisticki znacajno razliCite srednje vrijednosti izmedu
uzoraka pojedine vrste klijanaca oznacene su razli¢itim slovom (jednosmjerna ANOVA,

Duncan test, p<0,05).
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4. 6. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na antioksidacijski kapacitet

4. 6. 1. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na antioksidacijski kapacitet odreden
metodom ABTS

Kod klijanaca cvjetace tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA i Tween zabiljezen je
porast antioksidacijskog kapaciteta u iznosu od 12,06%, odnosno 14,17%, dok tretman ¢ajem
nije doveo do statisticki znacajnog povecanja u odnosu na kontrolnu skupinu. Kod klijanaca
brokule, vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta porasle su nakon tretmana cajem u
kombinaciji s EDTA i Tween u iznosu od 25,66%, odnosno 26,14%, te se medusobno nisu
statisti¢ki znacajno razlikovale, dok je tretman Cajem u kombinaciji S Tween kod Kklijanaca
brokule doveo do statisticki znac¢ajnog povecanja u odnosu na kontrolnu skupinu i skupinu
tretiranu Cajem. Takoder, kod skupina klijanaca brokule je usporedbom svih analiziranih
skupina zabiljezen najnizi antioksidacijski kapacitet. Kod klijanaca rastike nije zamije¢ena

statisticki znaCajna razlika izmedu analiziranih skupina.
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Slika 22. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na antioksidacijski kapacitet odreden
metodom ABTS klijanaca brokule, cvjetace i rastike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem,

uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s EDTA 1 uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween,
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izrazen kao mg ekvivalenta Troloxa po gramu suhe mase (mg / g SM). Rezultati su prikazani
kao srednje vrijednosti tri bioloske replike + standardna devijacija. Statisti¢ki zna¢ajno razli¢ite
srednje vrijednosti izmedu uzoraka pojedine vrste klijanaca oznacene su razli¢itim slovom

(jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p<0,05).

4. 6. 2. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na antioksidacijski kapacitet odreden
metodom DPPH

Kod klijanaca brokule i cvjetace, tretman ¢ajem u kombinaciji s EDTA doveo je do
statisticki znacajnog povecanja antioksidacijskog kapaciteta u iznosu od 8,14%, odnosno
7,54%. S druge strane, tretmani ¢ajem i ¢ajem u kombinaciji s Tween kod klijanaca brokule i
cvjetace nisu doveli do statisti¢ki znacajne razlike u antioksidacijskom kapacitetu u odnosu na
kontrolnu skupinu, te se vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta svih tretiranih skupina obaju
skupina klijanaca nisu statisticki razlikovale. Takoder, nijedan od tretmana nije doveo do

povecanja antioksidacijskog kapaciteta kod klijanaca rastike u odnosu na kontrolnu skupinu.
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Slika 23. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na antioksidacijski kapacitet, odreden

metodom DPPH, klijanaca brokule, cvjetace i rastike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran
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¢ajem, uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s EDTA 1 uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s
Tween, izrazen kao TEAC (engl. Trolox equivalent antioxidant capacity, ekvivalent
antioksidacijskog kapaciteta Troloxa), odnosno mg ekvivalenta Troloxa po gramu suhe mase
(mg / g SM). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri bioloske replike + standardna
devijacija. Statisti¢ki znacajno razli¢ite srednje vrijednosti izmedu uzoraka pojedine vrste

klijanaca oznacene su razli¢itim slovom (jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p<0,05).

4. 6. 3. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na antioksidacijski kapacitet odreden
metodom FRAP

Kod svih tretiranih skupina klijanaca brokule, cvjetace i rastike, zabiljeZen je statisticki
znacajan porast antioksidacijskog kapaciteta u odnosu na antioksidacijski kapacitet
odgovarajuc¢ih kontrolnih skupina. Tako, kod klijanaca brokule tretiranih ¢ajem zabiljezeno je
povecanje antioksidacijskog kapaciteta za 6,38% u odnosu na kontrolnu skupinu, a vrijednosti
antioksidacijskog kapaciteta klijanaca tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA i Tween
statisticki su se razlikovale od vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta kontrolne skupine te od
skupine tretirane ¢ajem te su bile povecane za 17,84%, odnosno 13,35% u odnosu na kontrolnu
skupinu. Jednak trend kao i kod klijanaca brokule, zabiljezen je i kod klijanaca cvjetace, kod
kojih je doslo do povecanja antioksidacijskog kapaciteta klijanaca tretiranih ¢ajem od 10,60%,
kod klijanaca tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA od 18,77% te kod klijanaca tretiranih
¢ajem u kombinaciji s Tween od 15,84%, u odnosu na kontrolnu skupinu klijanaca cvjetace.
Kod svih tretiranih skupina klijanaca rastike doslo je do povecanja antioksidacijskog kapaciteta
u odnosu na kontrolnu skupinu te se vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta tretiranih skupina
klijanaca rastike medusobno nisu statisticki razlikovale. Pritom, kod klijanaca rastike tretiranih
¢ajem, doslo je do povecanja od 10,06% u odnosu na kontrolnu skupinu, dok je kod klijanaca
rastike tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA, odnosno Tween, doslo do povecanja u iznosu

od 14,95%, odnosno 13,07%.
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Slika 24. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na antioksidacijski kapacitet odreden
metodom FRAP klijanaca brokule, cvjetace i rastike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem,
uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s EDTA 1 uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween,
izrazen kao TEAC (engl. Trolox equivalent antioxidant capacity, ekvivalent antioksidacijskog
kapaciteta Troloxa), odnosno mg ekvivalenta Troloxa po gramu suhe mase (mg / g SM).
Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri bioloske replike + standardna devijacija.
Statisticki znacajno razli¢ite srednje vrijednosti izmedu uzoraka pojedine vrste Klijanaca

oznacene su razli¢itim slovom (jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p<0,05).

4. 7. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na antidijabeticka svojstva

4.7.1. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na sposobnost inhibicije a-glukozidaze
Povecanje sposobnosti inhibicije enzima a-glukozidaze u odnosu na kontrolnu skupinu
zabiljezeno je kod klijanaca cvjetace tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA od 4,97%, dok su
ostala dva tretmana dovela do smanjenja sposobnosti inhibicije enzima a-glukozidaze, kod
klijanaca tretiranih ¢ajem u iznosu od 8,41%, a kod klijanaca tretiranih ¢ajem u kombinaciji s

Tween od 6,04% (Slika 25.). Kod klijanaca brokule, tretman ¢ajem doveo je do smanjena
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sposobnosti inhibicije u iznosu od 6,17%, dok ostala dva tretmana nisu dovela do statisticki
znacajnih promjena u odnosu na kontrolnu skupinu. Kod klijanaca rastike, tretman ¢ajem nije
doveo do statisticki zna¢ajnih razlika u odnosu na kontrolnu skupinu, dok je kod klijanaca
rastike tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA, postotak inhibicije smanjen za 20,29%, a kod
klijanaca rastike tretiranih ¢ajem u kombinaciji s Tween, postotak inhibicije smanjen je za
27,89%. Pritom, usporedbom svih analiziranih skupina, najveci postotak inhibicije enzima o-
glukozidaze zabiljezen je kod klijanaca brokule kontrolne skupine te skupina tretiranih cajem
u kombinaciji s EDTA i1 Tween, dok je najnizi postotak inhibicije uo€en kod klijanaca rastike
tretiranih ¢ajem u kombinaciji s Tween. Za usporedbu, postotak inhibicije aktivnosti a-

glukozidaze akarbozom, standardnim inhibitorom a-glukozidaze, iznosio je 92,70% =+ 1,21.
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Slika 25. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na sposobnost inhibicije enzima a-glukozidaze
ekstraktima klijanaca brokule, cvjetace i rastike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem,
uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s EDTA 1 uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween,
izrazen kao postotak inhibicije enzima (%). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri

bioloske replike + standardna devijacija. Statisticki znacajno razliCite srednje vrijednosti
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izmedu uzoraka pojedine vrste klijanaca oznaCene su razliCitim slovom (jednosmjerna

ANOVA, Duncan test, p<0,05).

4.7.2. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na sposobnost inhibicije a-amilaze

Kod klijanaca rastike tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA, odnosno Tween,
zabiljezeno je povecanje postotka inhibicije enzima a-amilaze u iznosu od 53,65%, odnosno
75,62% u odnosu na kontrolnu skupinu, dok tretman ¢ajem nije doveo do statisticki znacajne
promjene u odnosu na kontrolnu skupinu (Slika 26.). Kod klijanaca cvjetace, tretman Cajem
doveo je do povecanja postotka inhibicije u iznosu 20,43%, dok ostali tretmani nisu doveli do
statisti¢ki znacajne promjene u odnosu na kontrolnu skupinu. Kod klijanaca brokule, tretmani
¢ajem i ¢ajem u kombinaciji s EDTA nisu doveli do statisticki znacajne promjene u odnosu na
kontrolnu skupinu, dok je tretman ¢ajem u kombinaciji s Tween doveo do smanjenja postotka
inhibicije u iznosu od 21,77%. Za usporedbu, postotak inhibicije enzima lipaze standardnim

inhibitorom maltozom iznosio je 26,43% =+ 2,95.
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Slika 26. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na sposobnost inhibicije enzima a-amilaze

ekstraktima klijanaca brokule, cvjetace i rastike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem,
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uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s EDTA 1 uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween,
izrazen kao postotak inhibicije enzima (%). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri
bioloSke replike + standardna devijacija. Statisti¢ki znacajno razlicite srednje vrijednosti
izmedu uzoraka pojedine vrste klijanaca oznacCene su razli¢itim slovom (jednosmjerna

ANOVA, Duncan test, p<0,05).

4. 7. 3. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na sposobnost inhibicije lipaze

Sva tri tretmana kod klijanaca cvjetace dovela su do povecanja postotka inhibicije
enzima lipaze (Slika 27.). Kod klijanaca cvjetaée tretiranih ¢ajem doslo je do povecanja od
4,24% u odnosu na kontrolnu skupinu, kod klijanaca cvjetace tretiranih ¢ajem u kombinaciji s
EDTA uiznosu od 2,75%, a kod klijanaca cvjetace tretiranih ¢ajem u kombinaciji s Tween do
povecanja u iznosu od 4,17%. Kod klijanaca brokule, tretmani ¢ajem i ¢ajem u kombinaciji s
EDTA doveli su do poveéanja u iznosu od 7,00%, odnosno 4,33%, dok tretman Cajem u
kombinaciji s Tween nije doveo do statisticki znacajne promjene u postotku inhibicije u odnosu
na kontrolnu skupinu. Kod klijanaca rastike, tretman ¢ajem u kombinaciji s Tween doveo je do
povecanja u iznosu od 3,07%, dok ostali tretmani nisu doveli do statisticki znacajne promjene
u odnosu na kontrolnu skupinu. Postotak inhibicije standardnog inhibitora lipaze, orlistata,

iznosio je 81,97% + 0,25.
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Slika 27. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na sposobnost inhibicije enzima lipaze
ekstraktima klijanaca brokule, cvjetace i rastike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem,
uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s EDTA 1 uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween,
izrazen kao postotak inhibicije enzima (%). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri
bioloske replike + standardna devijacija. Statisticki znacajno razlicite srednje vrijednosti
izmedu uzoraka pojedine vrste klijanaca oznafene su razli¢itim slovom (jednosmjerna

ANOVA, Duncan test, p<0,05).

4. 8. Kemometrijske analize

4. 8. 1. Analiza glavnih komponenti

Dvije glavne komponente (PC 1 i PC 2) objasnile su ukupno 62,84% ukupne
varijabilnosti. Analiza je jasno razdvojila analizirane skupine na temelju vrste klijanaca.
Pritom, najudaljeniji uzorci od ostalih su uzorci klijanaca brokule. Odvajanju analiziranih
skupina klijanaca brokule od uzoraka klijanaca cvjetace i rastike najvise su pridonijele
izmjerene koncentracije ukupnih Kklorofila, klorofila a, klorofila b, porfirina, koncentracija
kavene kiseline i kvercetina te sposobnost inhibicije enzima a-glukozidaze. Kod klijanaca

brokule, sva tri tretmana su se grupirala zajedno te su se jasno odvojili od kontrolne skupine
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klijanaca brokule. Skupina klijanaca rastike tretiranih ¢ajem i kontrolne skupine klijanaca
raStike grupirale su se zajedno i1 odvojile od klijanaca rastike tretiranih ¢ajem u kombinaciji s
EDTA, odnosno Tween, koje su se medusobno zajedno grupirale. Kod klijanca cvjetace, sva
tri tretmana su se grupirala zajedno te su se jako odvojili od kontrolne skupine klijanaca
cvjetace, a najudaljenija od kontrolne skupine bila je skupina klijanaca cvjetace tretirana ¢ajem

u kombinaciji s EDTA.
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Slika 28. Dijagram (biplot) analize glavnih komponenata (Principal Component Analysis,

PCA) izmedu izmjerenih ukupnih i pojedinac¢nih bioaktivnih spojeva kontrolne i tretiranih
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skupina klijanaca brokule cvjetate 1 raStike, njihovih fotosintetskih pigmenata,
antioksidacijskog kapaciteta i sposobnosti inhibicije dijabetickih enzima. A) Grupiranje
uzoraka, B) grupiranje analiziranih parametara. B — brokula, C — cvjetaca, R — rastika, K —
kontrolna skupina, C — skupina tretirana ¢ajem, E — skupina tretirana ¢ajem u kombinaciji s
EDTA, T — skupina tretirana ¢ajem u kombinaciji s Tween, ABTS, FRAP i DPPH — metode
odredivanja antioksidacijskog kapaciteta, TPA — ukupni proantocijanidini, TF — ukupni
flavonoidi, TFI — ukupni flavonoli, TT — ukupni tanini, TP — ukupni fenoli, TC — ukupni
katehini, SS — topivi Seceri, TIC — ukupni identificirani spojevi, Chl — ukupni klorofili, Chl a —
klorofil a, Chl b — klorofil b, Chl a / Chl b — omjer klorofila a i b, Car — ukupni karotenoidi,
Porf — ukupni porfirini, Glukozidaza — postotak inhibicije a-glukozidaze, Amilaza — postotak
inihibicije a-amilaze, Lipaza — postotak inhibicije lipaze, Q — kvercetin, Kav — kavena kiselina,
Gal — galna kiselina, Kaf — kafein, L-ask — L-askorbinska kiselina, K — kempferol, p-kum — p-

kumarinska kiselina, Fer — feruli¢na kiselina, Sin — sinapinska kiselina, Til — tilirozid.

4. 8. 2. Hijerarhijsko klasteriranje

Metoda hijerarhijskog klasteriranja razdvojila je na jednu granu skupine klijanaca
brokule, a na drugu granu skupine klijanaca cvjetace 1 rastike, nakon ¢ega se grana koja sadrzi
skupine klijanaca cvjetace i rastike razdvojila na granu koja sadrzi skupinu klijanaca cvjetace
i granu koja sadrzi skupinu klijanaca rastike. Kod klijanaca brokule, u prvom grananju odvojila
se skupina tretirana ¢ajem u kombinaciji s EDTA koja se najvise razlikuje od ostalih skupina,
nakon toga se odvojila kontrolna skupina od skupine tretirane ¢ajem i ¢ajem u kombinaciji s
Tween. Kod klijanaca cvjetace, prvo se odvojila kontrolna skupina od tretiranih skupina, nakon
cega se u sljede¢em grananju odvojila skupina klijanaca tretirana ¢ajem u kombinaciji s EDTA
od skupina tretiranih ¢ajem i ¢ajem u kombinaciji s Tween. Kod klijanaca rastike, prvo se
odvojila kontrolna skupina kao zasebna grana od tretiranih skupina te se nakon odvojila

skupina tretirana ¢ajem od skupina tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA, odnosno Tween.
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Slika 29. Hijerarhijsko klasteriranje, izrazeno kao Euklidska udaljenosti, kontrolne i tretiranih
skupina klijanaca brokule, cvjetace i rastike, na temelju izmjerenih ukupnih i pojedina¢nih
bioaktivnih spojeva, njihovih fotosintetskih pigmenata, antioksidacijskog kapaciteta i
sposobnosti inhibicije dijabetickih enzima. B —brokula, C — cvjetaca, R —rastika, K — kontrolna
skupina, C — skupina tretirana ¢ajem, E — skupina tretirana ¢ajem u kombinaciji s EDTA, T —

skupina tretirana ¢ajem u kombinaciji s Tween.

4. 8. 3. Analiza Pearsonovih koeficijenata korelacije

Vrijednosti Pearsonovih koeficijenata korelacije izmedu izmjerenih parametara
vrijednosti za pojedine analizirane bioloske ucinke i fitokemijskih analiza za pojedine skupine
klijanaca, kao i ostale korelacije svih izmjerenih parametara, prikazane su u Prilozima 2., 3. i
4. Pritom, vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta kod klijanaca brokule izmjerene metodama

ABTS, FRAP i DPPH pokazale su najvisu pozitivnu korelaciju s vrijednostima koncentracije
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ukupnih katehina te koeficijenti redom iznose 0,98, 0,98 i 1,00. Takoder, vrijednosti dobivene
metodom FRAP kod klijanaca brokule pokazale su visoku pozitivhu Kkorelaciju sa
vrijednostima koncentracije kvercetina od 0,95 i negativhu korelaciju s koncentracijom
porfirina od -0,96. Takoder, vrijednosti dobivene metodom DPPH za klijance brokule pokazale
su visoku koncentraciju s vrijednostima dobivenima metodom ABTS i FRAP. Kod klijanaca
cvjetaCe, najveca pozitivna korelacija uo¢ena je izmedu vrijednosti koncentracija kafeina i svih
triju metoda mjerenja antioksidacijskog kapaciteta, te je uocena negativna korelacija izmedu
koncentracije kavene Kiseline i antioksidacijskog kapaciteta izmjerenog metodm DPPH u
iznosu od -0,95. Takoder, kod klijanaca cvjetae uocena je pozitivna korelacija izmedu
vrijednosti izmjerenih metodom DPPH i FRAP u iznosu od 0,99. Kod klijanaca rastike, uo¢ena
je pozitivna korelacija izmedu koncentracije ukupnih flavonola i sinapinske Kiseline s
vrijednostima antioksidacijskog kapaciteta izmjerenog metodom ABTS od 0,96, odnosno 0,99.
Takoder, vrijednosti izmjerene metodom FRAP pozitivno su Korelirale s vrijednostima
koncentracija L-askorbinske kiseline, kavene kiseline te vrijednosti koncentracija ukupnih
identificiranih spojeva, dok su vrijednosti izmjerene metodom DPPH najjace korelirale s
vrijednostima koncentracija kavene, galne i feruli¢ne kiseline.

Kod klijanaca brokule, vrijednosti postotaka inibicije enzima o-amilaze pokazale su
najvecu pozitivnu korelaciju s koncentracijom klorofila a od 0,99 te je uoCena negativna
korelacija izmedu vrijednosti ukupnih flavonoida i postotaka inhibicije lipaze, medutim
izmedu vrijednosti postotaka inihibicije a-glukozidaze i drugih izmjerenih parametra nije
uocena korelacija iznad razine 0,95. Takoder, kod klijanaca cvjetate izmedu vrijednosti
postotaka inhibicije dijabetickih enzima i drugih izmjerenih parametra nije uoc¢ena korelacija
iznad razine 0,95. Kod klijanaca rastike, vrijednosti postotaka inhibicije a-amilaze pokazale su
najvece pozitivne korelacije s koncentracijama kavene, galne 1 ferulicne kiseline. Takoder,

uocena je negativna korelacija izmedu koncentracije galne kiseline i vrijednosti postotaka
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inhibicije a-glukozidaze te izmedu vrijednosti postotaka inhibicije lipaze i vrijednosti
koncentracije topivih Secera, a izmedu vrijednosti postotaka inhibicije lipaze i vrijednosti

koncentracija karotenoida uocena je pozitivna korelacija.
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5. RASPRAVA



Meduvrsni prijenos spojeva jednostavna je tehnika koja ne ukljucuje geneticku
modifikaciju i lako je primjenjiva u svakodnevnom Zivotu. Obzirom da postoji potreba za
poboljSanjem sastava hrane, ovaj pristup ima velik potencijal. Stoga, u ovom istrazivanju,
istraZzen je utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva iz ekstrakta biljke donora, ¢aja u klijance
kupusnjaca, brokule, cvjetace i raStike, koji predstavljaju biljke akceptore, na njihov
fitokemijski profil i svojstva koja doprinose funkcionalnosti klijanaca brokule, cvjetace i
rastike kao hrane. Pritom, ekstrakt C. sinensis odabran je zbog bogatog fitokemijskog sastava
i dobro istrazenih pozitivnih bioloskih u¢inaka na ljudsko zdravlje (Nayyar i sur., 2017.; Rusak
i sur., 2008.). Obzirom na veliku raznolikost varijeteta unutar vrste B. oleracea, a i op¢enitu
varijabilnost i plasti¢nost metaboloma vrsta roda Brassica (Ramirez i sur., 2020.), kako bi se
istrazili u¢inci meduvrsnog prijenosa, koristena su tri razlicita varijeteta vrste B. oleracea, koji
su vrlo visoko zastupljeni u prehrani ljudi u svijetu i u Republici Hrvatskoj. Nadalje, kako bi
se istrazila moguénost povecanja ucinkovitosti meduvrsnog prijenosa spojeva, ekstrakt je
primijenjen u kombinaciji s permeabilizatorima stani¢ne membrane koji potencijalno dovode
do ucinkovitijeg prijenosa spojeva iz ekstrakta biljke donora u biljke akceptore. Na temelju
rezultata, procijenjena je znacajnost meduvrsnog prijenosa spojeva sa stajalista poboljSanja
antioksidacijskog kapaciteta i antidijabetickih svojstava klijanaca te povecanja koncentracije
spojeva sa zna¢ajnim nutritivnim svojstvima i bioloskim u¢incima na ljudsko zdravlje. Ovo je
prvo istrazivanje kojim se nastoji dokazati da ¢e prijenos spojeva iz ekstrakta biljke donora biti
razli¢ito u¢inkovit obzirom na vrstu biljke akceptora i kojim se nastoji dobiti uvid u potencijal
povecanja ucinkovitosti meduvrsnog prijenosa spojeva. Uz to, raspravljeni su razlozi
smanjenog ili povecanog prijenosa pojedinacnih spojeva ili skupina spojeva u biljke akceptore,
obzirom na njihovu kemijsku strukturu i bioloska svojstva te moguci fizioloski mehanizmi koji

se aktiviraju kao odgovor biljaka na unos egzogenih spojeva u biljke akceptore.
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5. 1. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na biomasu klijanaca

Djelovanje razli¢itih vrsta egzogenih faktora na biljke potencijalno dovodi do pojave
oksidativnog stresa u biljkama, koji posljedi¢no moze dovesti do sSmanjenog rasta i smanjenja
biomase biljaka (Biba i sur., 2020.; Teh i sur., 2016.; Wu i sur., 2019.). Obzirom da u ovom
istrazivanju medusobnom usporedbom vrijednosti prosjecne mase klijanaca izmedu tretmana
nisu uocene statisti¢ki znacajne razlike, moze se zakljuciti da primijenjeni tretmani ne djeluju
inhibitorno na rast klijanaca brokule, cvjetace i rastike i da ne¢e dovesti do smanjenog prinosa
njihove biomase. Takoder, jednako rezultatima Habiba i sur. (2015.) koji su istrazivali
djelovanje EDTA na biomasu klijanaca vrste B. napus L., nije uoCena statisticki znacajna
razlika u biomasi izmedu kontrolne skupine i klijanaca izlozenima EDTA, $to upucuje da on
takoder ne djeluje inhibitorno na prirast biomase u ispitivanoj koncentraciji. Nadalje, niti
tretman s deterdZzentom Tween 20 nije djelovao inhibitorno na rast biljaka, a isto je primije¢eno
uradu Knypl, 1977. gdje Tween 20 nije imao ucinka na stimulaciju rasta hipokotila klijanaca
vrste Amaranthus caudatus, dok su druge vrste deterdzenta Tween 50 i 65 pokazale znac¢ajno
povecanje rasta. Bududi da je jedan od najvecih izazova biljne biologije povecanje proizvodnje
hrane i postizanje vece produkcije hrane na manjoj povrsini (Gruissem i sur., 2012.; Rothstein,
2007.), ova metoda povecavanja hranjive vrijednosti klijanaca neée dovesti do potrebe za

vecom proizvodnjom obzirom da ne dovodi do smanjenog prinosa biomase.

5. 2. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na sadrzaj specijaliziranih
metabolita

5. 2. 1. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio ukupnih fenola

Tretmani klijanaca cvjetace doveli su do znacajnog povecanja koncentracije ukupnih
fenola, i bududi da je cvjetaca u odraslom stadiju prema radu Heimler i sur. (2006.) sadrzi ¢ak
dvostruko manju koncentraciju ukupnih fenola, ova tehnika pokazuje velik potencijal za

povecanje fenolnog sastava cvjetace, prvenstveno tretman u ¢ajem u kombinaciji s EDTA.
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Opcenito, ova kombinacija je i kod ostale dvije analizirane skupine klijanaca, uz tretman ¢ajem,
pokazala najveéi potencijal za povecanje udjela ukupnih fenola. U radu Sola i sur., 2020b
takoder je zabiljeZeno statisti¢ki zna¢ajno povecanje koncentracije ukupnih fenola izmjereno u
inicijalnoj fazi in vitro modela probave klijanaca vrste kineskog kupusa tretiranih ekstraktima
Matrricaria chamomilla i Tamus communis gdje je postignuto povecanje od 38,62%, odnosno
33,02% u odnosu na kontrolnu skupinu. Medutim, to povecanje manje je od povecanja
koncentracije ukupnih fenola zabiljeZenog nakon tretmana klijanaca cvjetace Cajem u
kombinaciji s EDTA u iznosu od 62,79%. Na temelju toga, moze se zakljuciti da je cvjetaca
od triju proucavanih vrsta klijanaca najkompatibilniji akceptor spojeva iz ¢aja. S druge strane,
jednako kao u radu Samec i sur., 2018. nije opaZena statisticki znacajna razlika u razinama
ukupnih fenola izmedu klijanaca brokule i rastike te vrijednosti nakon tretmana Cajem u
kombinaciji s EDTA izmedu te dvije vrste takoder nisu varirale medusobno, a vrijednosti
koncentracija kod cvjetace tretirane istim tretmanom premasile su vrijednosti druge dvije vrste.
Zanimljivo, uo¢ena je vrlo visoka korelacija izmedu koncentracije sinapinske kiseline i
koncentracije ukupnih fenola kod klijanaca cvjetace i rastike, vjerojatno zbog njene visoke
koncentracije u vrstama porodice Brassicaceae i dominantnom udjelu medu fenolim kiselinama

ovih vrsta (Nguyen i sur., 2021.).

5. 2. 2. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio ukupnih flavonoida

Smanjenje koncentracije ukupnih flavonoida nakon tretmana tretmana potencijalno se
moze objasniti mehanizmom negativne povratne sprege. Naime, ulaskom egzogeno dodanih
flavonoida ili fenolnih spojeva iz apliciranog ekstrakta, potencijalno je doslo do smanjenja
aktivnosti enzima u biosintetskom putu flavonoida ili smanjenja ekspresije gena u
biosintetskom putu flavonoida. U radu Sola i sur., 2020b. tako je utvrdeno metodom

kvantitativni PCR (qPCR) da je meduvrsnim prijenosom iz biljaka donora u klijance kineskog
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kupusa doslo do smanjenja ekspresije gena za kalkon sintazu koja katalizira prvu reakciju u
biosintetskom putu flavonoida. Mehanizmi povratnih sprega i regulacija biosintetskog puta
flavonoida jos uvijek nisu potpuno istrazeni, medutim identificirana je skupina gena Kkoji
kodiraju transkripcijske faktore koji igraju ulogu u regulaciji ekspresije gena u flavonoidnom
biosintetskom putu na razini transkripcije (Xu i sur., 2015.). To¢an mehanizam ove regulacije
nije poznat i nije poznato dogada li se regulacija na razini transkripcije ili na epigenetic¢koj
razini (DNA metilacija, histonske modifikacije). Povezano, uocena je vrlo visoka pozitivna
korelacija izmedu koncentracije p-kumarinske kiseline i koncentracije ukupnih flavonoida kod
klijanaca brokule od 0,96 te je moguée da je pad u koncentraciji flavonoida povezan sa
smanjenjem koncentracije p-kumarinske kiseline koja je jedan od pocetnih intermedijera u
fenilpropanoidnom biosintetskom putu koji se nalazi na po¢etku biosintetskog puta flavonoida.
Nesto manja korelacija od 0,78 zamijecena je i kod kod klijanaca cvjetace. Takoder, kod
klijanaca cvjetace zabiljeZena je vrlo visoka negativna korelacija izmedu razine ukupnih fenola
i flavonoida od -0,95 te je upravo potencijalno poveéana koncentracija fenola dovela do
smanjenja koncentracije flavonoida, no koja klasa fenolnih spojeva je glavni medijator te
negativne korelacije nije utvrdeno. Stoga, ukoliko se daljnjim ekspresijskim analizama utvrdi
da je negativna povratna sprega regulirana direktno egzogeno dodanim flavonoidima, s ciljem
uspostavljanja normalnih koncentracija flavonoida u biljkama akceptorima i zaobilaZenja
negativne povratne sprege, jedna od mogucnosti jest Smanjivanje koncentracije flavonoida u
ekstraktima biljaka donora, modificiranjem ekstrakcijskih metoda koristenjem otapala koje ¢e
minimalizirati ekstrakciju flavonoida iz biljaka.

U skladu s rezultatima objavljenima u radu Heimler i sur. (2006.), niza koncentracija
ukupnih flavonoida zabiljezena je kod kontrolnih skupina cvjetace u odnosu s rastiku, dok
izmedu kontrolnih skupina brokule i rastike nije uocena statisticki znacajna razlika, koja je

utvrdena u radu Samec i sur., 2018., gdje je utvrdena nesto veéa koncentracija ukupnih
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flavonoida kod rastike, nego kod klijanaca brokule. Razlog toga potencijalno je razliita
metoda ekstrakcije, koja je dovela do navedene razlike. Do smanjenja udjela flavonoida u
odnosu na kontrolnu skupinu nije doSlo samo kod tretmana klijanaca cvjetate Cajem u
kombinaciji s Tween i klijanaca rastike tretiranih ¢ajem, gdje je ¢ak doslo do povecanja
koncentracije ukupnih flavonoida, a razlog tome moze biti smanjena efikasnost prijenosa

spojeva koji su inhibirali biosintetski put flavonoida kod ova dva tretmana.

5. 2. 3. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio ukupnih flavonola

Promjene u koncentraciji ukupnih flavonola obzirom na tretmane bile su vrsno-
specifi¢ne, kod klijanaca brokule tretman ¢ajem u kombinaciji s EDTA doveo je do smanjenja
koncentracije ukupnih flavonola, kod klijanaca cvjetace tretman Cajem, a kod klijanaca rastike
tretman ¢ajem u kombinaciji s Tween, dok su kod ostalih tretmana koncentracije
nepromijenjene u odnosu na kontrolnu skupinu. Kako su flavonoli u vodenom ekstraktu ¢aja
uglavnom u glikozidnoj formi, jer su kao aglikoni netopljivi u vodi (Mahmood i sur., 2010.),
njihov je prijenos kroz stani¢nu membranu u biljke akceptore vjerojatno bio otezan zbog
vezanih Se¢ernih komponenti te zbog toga vjerojatno nije doslo do prijenosa i povecanja
koncentracije ukupnih flavonola. Stoga, kako bi se prijenos flavonola povecao, za ekstrakciju
flavonola iz ¢aja potrebno je modulirati metodu pripreme ekstrakta biljke donora kako bi se
koncentracija aglikonskih formi flavonola povecala i omoguéio ucinkovitiji prijenos ili je
potrebno ekstrakte ¢aja podvrgnuti hidrolizi kako bi se flavonoli oslobodili Secera i povecala
efikasnost njihovog unosa u biljke akceptore. Nadalje, obzirom da su koncentracije flavonola
nakon tretmana uglavnom bile stabilne 1 nisu se statisticki razlikovale od kontrolne skupine,
dok su koncentracije ukupnih flavonoida (u koje pripadaju i flavonoli) znacajno varirale u

odnosu na kontrolne skupine, skupina flavonoida ¢ija je koncentracija bila znatno promijenjena
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nakon tretmana nisu flavonoli, ve¢ se radi o nekoj drugoj skupini flavonoida Cije je smanjenje

udjela dovelo do smanjenja koncentracije ukupnih flavonoida.

5. 2. 4. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio ukupnih katehina

Katehini (flavan-3-oli) glavni su fenolni spojevi u ekstraktima ¢aja i ¢ine 20-30% suhe
mase zelenog ¢aja (Mahmood i sur., 2010.), stoga je poveéanje koncentracije nakon tretmana
Cajem u biljkama akceptorima ocekivano. Medutim, do poveéanja koncentracije katehina kod
brokule i cvjetace doslo je tek nakon inkubacije ¢ajem u kombinaciji s permeabilizatorima
membrane, dok je kod rastike koncentracija porasla i kod tretmana ¢ajem. Statisti¢ki znacajno
povecanje koncentracije katehina tek inkubacijom u kombinaciji s permeabilizatorima upucuje
na njihov potencijal u pove¢anju efikasnosti meduvrsnog prijenosa katehina. lako u radu Samec
i sur. (2018.) nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u koncentracijama endogeno prisutnih
katehina izmedu brokule i rastike, u ovom istrazivanju utvrdeno je da je koncentracija u
kontrolnoj skupini raStike ve¢a nego u kontrolnoj skupini brokule. To upucuje na iznimnu
plasti¢nost sekundarnog metabolizma kupusnjaca koji ovisi 0 mnogim faktorima. Nadalje, iako
je kod klijanaca rastike zabiljeZena najviSa koncentracija ukupnih katehina nakon tretmana
Cajem, postotak tog povecanja u odnosu na kontrolnu ipak je manji od povecanja koncentracije
nakon tretmana klijanaca cvjetace ¢ajem u kombinaciji s EDTA, $to upucuje da su klijanci
cvjetace bolji akceptori katehina, te da je efikasnost prijenosa vjerojatno neovisna o endogeno
prisutnoj koncentraciji odredenog spoja. Takoder, koncentracija katehina pokazala je visoku
pozitivnu korelaciju s koncentracijama kafeina kod klijanaca brokule, cvjetace i raStike S§to
potencijalno moze znaciti da je prijenos ovih spojeva medusobno ovisan ili da je efikasnost
prijenosa ovih spojeva iz ekstrakta biljke donora jednaka zbog odredenih zajednickih kemijskih

ili drugih svojstava. Ovo povecanje u koncentraciji katehina potencijalno moglo bi pojacati
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bioloSke ucinke biljaka donora, obzirom da je za katehini i njihove metaboliti dokazano jako

antimikrobno, antidijabeticko, antioksidativno i brojna druga djelovanja (Nayyar i sur., 2017.).

5. 2. 5. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio ukupnih tanina

U skladu s rezultatima u radu Heimler i sur., 2006., koncentracija ukupnih tanina veéa
je kod klijanaca cvjetace, nego kod klijanaca brokule. Nadalje, pod utjecajem tretmana
koncentracija tanina kod klijanaca brokule ostala je konstantna, dok je kod klijanaca cvjetace
tretirane ¢ajem u kombinaciji s EDTA koncentracija zna¢ajno porasla, a jednako je povecanje
koncentracije tanina zabiljezeno 1 kod rastike tretirane Cajem u kombinaciji s EDTA i
tretmanom ¢ajem. lako su tanini generalno nepozeljni u prehrani zbog svojstva agregiranja
proteina §to dovodi do stezuceg okusa u ustima prilikom konzumiranja hrane bogate taninima,
utvrdeno je da imaju antioksidacijsko djelovanje i njihov visoki udio u ¢aju djelomi¢no se
pripisuje jakom antioksidacijskom i antikancerogenom djelovanju ¢aja (Chung i sur., 1998.;

Nayyar i sur., 2017.).

5. 2. 6. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio proantocijanidina

NajviSa koncentracija proantocijanidina detektirana je kod klijanaca raStike, $to je u
skladu s ranije objavljenim rezultatima (Samec i sur., 2018.). Nadalje, koncentracija
proantocijanidina kod klijanaca brokule u rangu je ve¢ objavljenih vrijednosti (Tan i Chang,
2017.). Medutim, povecanje koncentracije proantocijanidina u odnosu na kontrolnu skupinu
zabiljezeno je samo kod tretmana klijanaca cvjetace ¢ajem u kombinaciji s permeabilizatorima
membrane. Obzirom da su neki tipovi proantocijanidina oligomeri katehina, postoji mogucnost
da su katehini iz ¢aja kod ovih klijanaca polimerizirali u proantocijanidine, $to bi bio
potencijalni razlog njihove poviSene koncentracije. U prilog tome, uocena je vrlo visoka

korelacija izmedu koncentracije proantocijanidina 1 ukupnih katehina kod uzoraka klijanaca
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cvjetace. Nadalje, u ¢aju je dokazana visoka, ¢ak 13 puta visa koncentracija proantocijanidina,
nego ona zabiljeZzena kod klijanaca brokule (Tan i Chang, 2017.), stoga je vjerojatno da
povecanje koncentracije u biljkama akceptorima nije zabiljezeno kod vise uzoraka zbog visoke
molekulske mase proantocijanidina, Sto je vjerojatno otezalo njihov prijenos kroz membranu

biljaka akceptora.

5. 3. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio topivih Seéera

Sederi, kao znadajan sastojak stani¢nih membrana, sudjeluju u odrzavanju stabilnosti
stani¢nih membrana (Hincha i sur., 2006.). Stoga, u skladu s tim, o¢ekivano je bilo povecanje
koncentracije topivih Sefera c¢ijom bi povecanom sintezom stanica kompenzirala
destabilizaciju stanicne membrane permeabilizatorima. Medutim, osim kod klijanaca cvjetace
tretirane Cajem u kombinaciji s Tween i klijanaca rastike tretiranih ¢ajem u kombinaciji s
EDTA, zabiljezen je pad koncentracije topivih Secera. Tako je izmedu vrijednosti koncentracija
ukupnih fenola i koncentracija topivih Secera kod uzoraka klijanaca cvjetace uocena vrlo
visoka negativna korelacija od -0,90, §to potencijalno ukazuje da kod klijanaca cvjetace unos
fenolnih spojeva dovodi do smanjenja koncentracije topivih Secera. Jedan od razloga toga
potencijalno je promjena ravnoteze specijaliziranih metabolita i posljedi¢no aktiviranje
biosintetskih putova koji koriste Secere kao supstrate u biosintetskim rekacijama. Smanjenje
koncentracije Secera u hrani pozeljno je zbog njegovih negativnih ucinaka na ljudsko zdravlje
(Kroemer i sur., 2018.), stoga opazeni u¢inak meduvrsnog prijenosa spojeva koji djeluje na
smanjenje koncentracije topivih Secera u klijancima je itekako pozeljan. Nadalje, izmjerene
vrijednosti koncentracije topivih Secera kod klijanaca brokule odgovaraju nedavno objavljenim
podacima za koncentraciju odredenu u uzorcima svjeze mase i usporedbom s rezultatima

vrijednosti ostalih istrazivanih klijanaca, klijanci brokule, zajedno s klijancima cvjetace i
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rastike, istrazenih u ovom radu, predstavljaju vrste klijanaca s najmanjim udjelom Secera
(Marchioni i sur., 2021.).

ZabiljeZena je iznimno visoka korelacija izmedu vrijednosti koncentracije karotenoida
i koncentracije topivih Secera kod istrazivanih skupina klijanaca brokule od 0,97. Pozitivna
korelacija izmedu koncentracije Secera i karotenoida zabiljeZena je ranije (Park i sur., 2017.).
Razlog tome je ocita veza izmedu koncentracije fotosintetskih pigmenata i Secera kao finalnih
produkata fotosinteze. Takoder, postoje dokazi da glukoza kao jedan od glavnih topivih Secera,
aktivira biosintezu karotenoida (Couée i sur., 2006.). S druge strane, kod klijanaca rastike i
brokule uocena je negativna korelacija izmedu koncentracije topivih Secera i karotenoida, za
Sto je vjerojatno odgovoran mehanizam pozitivne povratne sprege koji poti¢e fotosintezu
prilikom smanjenje koncentracije Secera preko sinteze karotenoida. UoCene vrsno-specificne
razlike u odgovoru na promjene koncentracije topivih Seera i promjene koncentracije

karotenoida znac¢ajne su u istraZivanjima mehanizma regulacije fotosinteze.

5. 4. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio i odnose izmedu

fotosintetskih pigmenata i koncentraciju porfirina

Analiza koncentracije i odnosa fotosintetskih pigmenata moze dati uvid u fiziolosko
stanje biljke (Sims i Gamon, 2002.), na temelju ¢ega se indirektno mogu dobiti zakljuéci o
potencijalnom stresnom uc¢inku odredenog tretmana na biljku. Nepromijenjenost koncentracije
klorofila a izmedu analiziranih skupina klijanaca brokule i cvjetace potencijalno bi moglo
znaciti da meduvrsni prijenos spojeva ne dovodi do oksidativnog stresa i drugih vrsta stresa
koje bi mogle negativno djelovati na fotosintezu. S druge strane, uocCeno povecanje
koncentracije klorofila a kod klijanaca rastike tretiranih ¢ajem moglo bi biti uzrokovano
pokusajem nadvladavanja smanjenja stope fotosinteze zbog potencijalnih oksidativnih

ostec¢enja. S druge strane, koncentracija klorofila b nije bila konstantna izmedu analiziranih
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skupina i uocena je veca varijabilnost u njenoj koncentraciji te je izmedu razli¢itih tretmana
izmedu razlicitih vrsta klijanaca uo¢en specifi¢an odgovor na udio klorofila b. Tako je tretman
¢ajem kod klijanaca brokule povisio koncentraciju klorofila b, a kod klijanaca cvjetace je doslo
do smanjenja koncentracije klorofila b, dok je kod klijanaca rastike nakon istog tretmana
koncentracija ostala nepromijenjena u odnosu na kontrolnu skupinu. Tretman ¢ajem u
kombinaciji s EDTA smanjio je koncentraciju Klorofila b kod klijanaca brokule i cvjetace,
stoga je moguce da je EDTA sam ili u kombinaciji s odredenim spojevima iz ekstrakta ¢aja
uzorkovao oksidacijski stres koji je doveo do smanjenja koncentracije klorofila b. Ovakvi
podaci ukazuju da je odgovor razli¢itih vrsta klijanaca na jednak tretman razli¢it i
nejednoznacan, na razini promjene koncentracije fotosintetskih pigmenata. Medutim, do
smanjenja koncentracije klorofila b potencijalno je moglo do¢i i zbog smanjene potrebe za
fotosintezom, obzirom da je egzogeni prijenos spojeva doveo do povecanja koncentracije
specijaliziranih metabolita i potencijalno posljedi¢no zaustavio odredene biosintetske puteve
specijaliziranog metabolizma te time smanjio potrebu biljke da provodi fotosintezu. Nadalje,
koncentracija ukupnih klorofila vrlo je visoko korelirala s koncentracijom klorofila b kod svih
vrsta klijanaca, §to je ocekivano obzirom da je koncentracija klorofila a izmedu uzoraka
uglavnom bila konstantna. Znacajne podatke o fotosintetskim procesima moze dati analiza
omjera klorofila a i b. Autori Marchioni i sur., 2021. kod klijanaca brokule utvrdili su omjer u
iznosu od 3,37, dok je u radu Samec i sur., 2018. utvrden omjer kod klijanaca brokule od 2,39,
a kod klijanaca rastike od 1,91. Nesto nize vrijednosti dobivene u ovom eksperimentu kod
kontrolnih i tretiranih skupina, od prethodno objavljenih mogu biti rezultat brojnih faktora, a
dodatno daju informacije o plasti¢nosti fotosintetskih procesa, posebno kod mladih biljaka.
Razlike u koncentraciji fotosintetskih pigmenata izmedu razli¢itih autora mogu biti uzrokovane

razli¢itim na¢inom uzgoja, koristenjem razli¢itih supstrata za uzgoj i slicno te vrijeme sabiranja
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i razli¢ita sezona uzgoja takoder mogu utjecati na razlike u rezultatima (Marchioni i sur.,
2021.).

Tretman ¢ajem u kombinaciji s EDTA kod klijanaca brokule i cvjetace doveo je do
smanjenja koncentracije porfirina. Potencijalni razlog toga mogla bi biti slicna kemijska
struktura EDTA i intermedijera u biosintetskom putu porfirina, $to je potencijalno omogucilo
vezanje EDTA u aktivno mjesto enzima u biosintetskom putu porfirina i inhibiralo njihovu
aktivnost, §to je onda potencijalno dovelo do smanjenja koncentracije porfirina kod klijanaca
brokule i cvjetade. Nadalje, koncentracije karotenoida kod klijanaca brokule i rastike ostale su
jednake izmedu tretiranih skupina i1 kontrolnih skupina, medutim kod klijanaca cvjetace
tretman ¢ajem i1 ¢ajem u kombinaciji s EDTA doveo je do povecanja koncentracije karotenoida.
Ovo povecanje koncentracije karotenoida je znacajno, obzirom da su to spojevi s jakom
antioksidacijskom aktivno$c¢u, koja je bitna znacajka funkcionalne hrane (Marchioni i sur.,
2021.). Koncentracija karotenoida kod klijanaca brokule visa je nego dosad objavljene
vrijednosti, koje su iznosile od 0,22 mg / g SM (Marchioni i sur., 2021.) do 0,46 mg / g SM

(Samec i sur., 2018.), §to je vjerojatno posljedica razli¢itih uvjeta uzgoja.

5. 5. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio kafeina, vitamina C i
pojedinacnih fenolnih spojeva
5. 5. 1. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio L-askorbinske kiseline

Veca koncentracija L-askorbinske kiseline zabiljezena je kod klijanaca cvjetace, nego
kod klijanaca brokule i rastike. S druge strane, kod odraslih stadija cvjetace i rastike zamijecen
je obrnut rezultat, zabiljezena je srednja vrijednost koncentracija L-askorbinske kiseline kod
brokule u iznosu od 52,9 mg/100 g SVM, a kod cvjetace je iznosila 19,3 mg/100 g SVM (Singh
I sur., 2007.), sto upucuje na razlike u koncentraciji pojedinih spojeva izmedu razlicitih

razvojnih stadija. Razlike u koncentraciji L-askorbinske kiseline izmedu razli¢itih razvojnih
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stadija iste biljke zamijecene su i na primjeru kineskog kupusa, gdje je najvisa koncentracija
L-askorbinske kiseline zamije¢ena kod klijanaca, a kod starijih analiziranih stadija njena je
koncentracija znacajno smanjena (Sola i sur., 2020a). U radu Pérez-Balibrea i sur. (2011.)
opazeno je da se koncentracija L-askorbinske Kkiseline u klijancima brokule moze povecati
sedmodnevnim tretmanom salicilnom kiselinom za vise od 20% u odnosu na kontrolnu
skupinu. U sklopu ovog istrazivanja, znacajan porast koncentracije L-askorbinske kiseline od
21,03% kod klijanaca brokule tretiranih ¢ajem u kombinaciji s EDTA u duljini od Cetiri sata
¢ini iznimno obecavajucom strategijom za povecanje koncentracije L-askorbinske kiseline kod
klijanaca brokule, obzirom da uz smanjeno vrijeme inkubacije dovodi do sli¢énog povecanja u
koncentraciji. Nadalje, u radu Sola i sur. (2020b), poveéanje koncentracije L-askorbinske
kiseline uoceno je kod kineskog kupusa nakon meduvrsnog prijenosa spojeva iz ekstrakta vrste
T. communis za 5,08% u odnosu na kontrolnu skupinu, §to je daleko niZi rezultat od rezultata
dobivenih nakon tretmana klijanaca brokule i rastike ¢ajem u kombinaciji s EDTA.
Pretpostavlja se da je tretman ¢ajem u kombinaciji s EDTA kod klijanaca brokule i rastike
doveo do povecanja koncentracije L-askorbinske kiseline prijenosom spojeva koji sudjeluju u
biosintetskom putu L-askorbinske kiseline, a ne direktnim prijenosom L-askorbinske kiseline,
obzirom da je u ekstraktu c¢aja koncentracija L-askorbinske kiseline niska ili ispod razine
detekcije (Somanchi i sur., 2018.). Zabiljezeno povecanje koncentracije L-askorbinske kiseline
iznimno je znacajno, obzirom na jako antioksidacijsko djelovanje i druge znacajne pozitivne

ucinke na ljudsko zdravlje (Dominguez-Perles i sur., 2014.).

5. 5. 2. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio kafeina
Prisutnost spoja koji nije endogeno prisutan kod netretiranih biljaka pokazuje
sposobnost klijanaca brokule da unose i zadrzavaju spojeve koji nisu prirodno prisutni u njima.

Kako porodica kupusnjaca ne sadrzi enzime ukljucene u biosintetski put kafeina, kao $to je
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enzim kafein sintetaza koji je eksprimiran u rodovima Camellia, Coffea i Theobroma (Kato i
sur., 2000.; Mizuno i sur., 2003.; Yoneyama i sur., 2006.), pretpostavlja se da u biljci nije
mogu¢ ni katabolizam tog spoja te da se zbog toga nakon prijenosa iz ekstrakta biljke donora
njegova koncentracija u biljci akceptoru naknadno ne mijenja. Pretpostavlja se da je kafein
nakon unosa u stanice, kao ksenobiotik za kupusnjace, unesen u vakuolu posredstvom
transportera iz porodice ABC (Rea, 2007.; Yazaki, 2006.). Podatak o ovakvom heterolognom
prijenosu spoja koji prirodno nije prisutan u biljci akceptoru, vazan je jer naglasava vaznost
odabira najoptimalnijih kombinacija biljaka donora i akceptora kako bi se postigao efekt
prijenosa spojeva koje biljka ne moze metabolizirati i koji bi onda bili bioraspolozivi inducirati
pozitivne biolosSke ucinke u ljudskom organizmu, nakon konzumacije biljaka akceptora
poboljsanima spojevima iz biljaka donora koji potencijalno nisu adekvatni za ljudsku prehranu.

Nadalje, povecan unos kafeina prilikom inkubacije klijanaca brokule i cvjetace u
kombinaciji s permeabilizatrima membrane dodatno naglasava njihov uc¢inak na povecanje
efikasnosti meduvrsnog prijenosa spojeva iz biljke donora i akceptora. S druge strane, kod
rastike nije uoceno povecanje prilikom inkubacije klijanaca s permabilizatorima, Sto upucuje
na vecu rigidnost stanicne membrane kod klijanaca rastike i ukazuje na potencijalnu potrebu

koriStenja vece koncentracije permeabilizatora kako bi se postigao povecani efekt prijenosa.

5. 5. 3. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio feruli¢ne kiseline

Jedan od razloga smanjenja koncentracije feruli¢ne kiseline kod svih tretiranih skupina
klijanaca brokule te kod klijanaca cvjetace tretiranih ¢ajem i ¢ajem u kombinaciji s EDTA
potencijalno je usmjeravanje slobodne feruli¢ne kiseline u izgradnju stani¢ne stijenke, gdje se
veze najcesce na O-2 atom arabinoze i na O-6 atom galaktoze u bo¢nim ograncima pektina, te
na O-5 atom arabinofuranoze (Saulnier i Thibault, 1999.). Takoder, polimerizacija feruli¢ne

kiseline i njenog alkohola dovodi do sinteze lignina (Samec i sur., 2021.), za koji je dokazano
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da se sintetizira prilikom stresa uzrokovanog niskom temperaturom kod duhana (Zhou i sur.,
2019.) te se njegova sinteza takoder mogla aktivirati prilikom stresa induciranog inkubacijom
biljaka akceptora u ekstraktima biljaka donora. Kako je prijenos spojeva potencijalno doveo
do smanjenja integriteta stanicne membrane i stijenke, potencijalno je stanica slobodnu
feruli¢nu kiselinu usmjerila u sintezu pektina i lignina u stani¢noj stijenci kako bi se integritet
stanice ostao o¢uvan. Obzirom da kod klijanaca rastike smanjenje koncentracije feruli¢ne
kiseline nije uo¢eno, to potencijalno ukazuje na vecu rigidnost stani¢ne stijenke i membrane
klijjanaca rastike. Drugi potencijalni razlog smanjenja koncentracije feruli¢ne kiseline je
mehanizam negativne povratne sprege do kojeg je potencijalno doslo zbog egzogenog unosa
fenolnih spojeva koji su onda smanjili ekspresiju gena ili aktivnost enzima u fenolnom
biosintetskom putu, a obzirom da je enzim kafeat O-metiltransferaza koji prevodi kavenu
kiselinu u feruli¢nu kiselinu tre¢i enzim u fenilpropanoidnom biosintetskom putu (Lam i sur.,
1996.), smanjenje koncentracije ferulicne kiseline nije neocekivano. Takoder, uocena vrlo
visoka pozitivna korelacija izmedu koncentracije feruli¢ne kiseline i ukupnih flavonoida kod
klijanaca brokule i cvjetace dodatno potvrduje hipotezu o negativnoj povratnoj sprezi u
fenolnom biosintetskom putu. S druge strane, meduvrsni prijenos spojeva u kineski kupus kao
akceptor nije doveo do promjene u koncentraciji feruli¢ne kiseline nakon tretmana ekstraktima
cetiri biljaka donora, a autori smatraju da do prijenosa feruli¢ne kiseline koja je detektirana u
ekstraktima biljaka donora nije doslo zbog metoksi skupine u strukturi feruli¢ne kiseline koja
potencijalno sprje¢ava prijenos kroz straniénu membranu (Sola i sur., 2020b). Stoga, kako je
kod klijanaca rastike tretiranih ¢ajem u kombinaciji s Tween doslo do povecanja koncentracije
ferulicne kiseline, a kod klijanaca cvjetace tretiranih istim tretmanom nije zabiljezen pad
koncentracije, postoji vjerojatnost da je Tween u ekstraktu kod ovih biljaka neutralizirao
negativan ucinak metoksi skupine feruli¢ne kiseline na prijenos i omogucio njen prijenos u

klijance cvjetace i rastike.
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5. 5. 4. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio galne kiseline

Galna kiselina prisutna je u vodenom ekstraktu ¢aja (Hodgson i sur., 2000.; Rusak i
sur., 2021.), stoga je njen prijenos u biljke akceptore bio o¢ekivan. Medutim, do prijenosa je
doslo kod tretiranih skupina klijanaca cvjetace te kod klijanaca rastike inkubiranih ¢ajem u
kombinaciji s permeabilizatorima stani¢ne membrane. Nadalje, uocena visoka korelacija
izmedu koncentracije kavene kiseline i koncentracije galne kiseline kod klijanaca brokule i
raStike ocekivana je, obzirom da je, izmedu ostalog, moguca sinteza galne kiseline iz kavene
preko intermedijera 3,4,5-trihidroksicimetne kiseline. Takoder, pozitivna korelacija uo¢ena je
izmedu koncentracije ukupnih katehina i galne kiseline, Sto je oéekivano obzirom da su
katehini (flavan-3-oli) ¢esto esterificirani s galnom kiselinom, tvoreci katehin galate (Bontpart

i sur., 2016.).

5. 5. 5. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio kavene kiseline

Kavena kiselina, kod biljaka se sintetizira iz p-kumarinske kiseline enzimom kumarat
3-hidroksilaza, prekursor je feruli¢ne kiseline (Li i sur., 2020.). No, kako za razliku od p-
kumarinske kiseline i feruli¢ne kiseline, nije dokazano da kavena kiselina direktno sudjeluje u
izgradnji stani¢ne stijenke biljnih stanica (Zhang i sur., 2019.), smatra se da je to razlog §to nije
doslo do smanjenja koncentracije kavene kiseline kod klijanaca brokule tretiranih ¢ajem u
kombinaciji s EDTA i klijanaca cvjetace tretiranih ¢ajem i ¢ajem u kombinaciji s Tween, dok
je doslo do smanjenja koncentracije p-kumarinske kiseline i1 ferulicne kiseline zbog
potencijalnog usmjeravanja slobodnih molekula p-kumarinske i ferulicne kiseline u sintezu
sastojaka staniCne stijenke, kao $to je predstavljeno u poglavlju 5. 5. 3. lzmedu vrijednosti
koncentracija p-kumarinske kiseline i kavene kiseline, uocena je vrlo visoka pozitivna
korelacija kod svih triju vrsta klijanaca, kao i izmedu vrijednosti koncentracija kavene kiseline

i ferulicne kiseline, Sto naglasava visoku regulaciju ovog biosintetskog puta.
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5. 5. 6. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio p-kumarinske Kiseline

Suprotno rezultatima u radu Sola i sur., 2020b., gdje je opaZeno da meduvrsni prijenos
spojeva iz Cetiri razli¢itih biljaka donora dovodi do poveéanja koncentracije p-kumarinske
kiseline u klijancima kineskog kupusa, jednak trend nije zabiljezen nakon meduvrsnog
prijenosa spojeva u klijance brokule, cvjetace i raStike. Do povecanja koncentracije p-
kumarinske kiseline kod biljaka akceptora potencijalno nije doslo zbog vrlo niskih
koncentracija p-kumarinske kiseline u ekstraktu ¢aja (Rusak i sur., 2021.). Stovise, zabiljezen
je pad koncentracije te se smatra da je do smanjenja koncentracije p-kumarinske kiseline iz
jednakog razloga kao i do smanjenja koncentracije feruliéne kiseline, zbog mehanizma
negativne povratne sprege koji djeluje na sintezu p-kumarinske kiseline, zbog egzogenog unosa
fenolnih spojeva, obzirom da je reakcija sinteze p-kumarinske kiseline iz fenilalanina enzimom
fenilalanin-amonij lijaza (PAL) na samom pocetku fenilpropanoidnog biosintetskog puta.
Povezanost opadanja koncentracije feruli¢ne kiseline i p-kumarinske kiseline moze se uociti i
na temelju visoke pozitivne korelacije (r = 0,97) koncentracija tih dvaju kiselina, te da je uzrok
te promjene za ta dva spoja zajednicki. Pretpostavlja se da bi se ovo smanjenje moglo izbjeci
ukoliko ekstrakt biljke donora sadrzi visu koncentraciju p-kumarinske kiseline, kao $to je bio
slu¢aju kod ekstrakata koristenih za meduvrsni prijenos spojeva u radu Sola i sur. (2020b) te
bi to onda potencijalno moglo smanijiti i efekt smanjenja koncentracije ukupnih flavonoida, do
kojeg je potencijalno doslo zbog smanjenja koncentracije p-kumarinske kiseline. Drugi
potencijalni razlog smanjenja koncentracije p-kumarinske kiseline, primarno kod klijanaca
cvjetate je usmjeravanje p-kumarinske Kkiseline u sintezu tilirozida, ¢ije je povecanje
koncentracije uoceno nakon tretmana klijanaca cvjetace. Naime, tilirozid se sintezira
kemijskom reakcijom glikoziliranog oblika kempferola i p-kumarinske kiseline. Takoder,
visoka negativna korelacija (r = -0,79) izmedu koncentracije p-kumarinske kiseline i tilirozida

govori u prilog tome da je dio p-kumarinske kiseline usmjeren u sintezu tilirozida, obzirom da
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je smanjenjem koncentracije p-kumarinske kiseline doslo do povec¢anja koncentracije tilirozida

kod klijanaca cvjetace.

5. 5. 7. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio sinapinske Kiseline

Sinapinska kiselina dominantna je fenolna kiselina kod porodice kupusnjaca (Ayaz i
sur., 2008.) te vjerojatno zbog njene visoke koncentracije, nije doslo do dovoljnog jakog efekta
koji bi doveo do jake modulacije biosintetskog puta sinapinske Kiseline i promjene njene
endogene koncentracije. Takoder, utvrdeno je da vodeni ekstrakti ¢aja sadrze vrlo niske
koncentracije sinapinske kiseline (Jeszka-Skowron i sur., 2018.), stoga nije o¢ekivano njeno
poveéanje zbog prijenosa iz ekstrakta biljke donora. S druge strane, u radu Sola i sur., 2020b.
prijenos spojeva u kineski kupus doveo je do smanjenja koncentracije sinapinske kiseline
nakon tretmana ekstraktom vrste Rosa sp., zbog ¢ega se moze zakljuéiti da je koncentracija
sinapinske kiselina nakon prijenosa spojeva stabilnija u klijancima brokule, cvjetace i rastike,

nego u klijancima kineskog kupusa.

5. 5. 8. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio kempferola

Kempferol je ve¢ ranije identificiran kao glavni flavonoidni aglikon kod cvjetace, a
znacajno je da su iz nje izolirani i okarakterizirani glikozidi kempferola s vise od ¢etiri Se¢erne
komponente (Llorach i sur., 2003.). Stoga, visa koncentracija kempferola kod klijanaca
cvjetate u usporedbi s klijancima drugih vrsta nije iznenadujuc¢a. Kako je povecanje
koncentracije kempferola zabiljeZeno samo kod klijanaca cvjetace tretiranih ¢ajem, smatra se
da je zbog ve¢ visoke endogene koncentracije kempferol unesen prijenosom iz ¢aja zadrzan u
obliku kempferola, a da je kod drugih vrsta klijanaca koje endogeno sadrze nizu koncentraciju
kempferola, egzogeno unesen kempferol iz caja metaboliziran dalje niz flavonoidni

biosintetski put u produkte koji su u tim vrstama stabilniji. To je potencijalan razlog zasto nije
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zabiljezeno povecanje koncentracije kempferola kod tretiranih skupina klijanaca raStike 1

brokule, iako je kempferol identificiran kao sastojak ¢aja (Rusak i sur., 2021.).

5. 5. 9. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio kvercetina

Kvercetin je dominantan flavonol u ekstraktu ¢aja te je prisutan u viSestruko vecoj
koncentraciji nego kempferol (Rusak i sur., 2021.). Kod klijanaca brokule i rastike kvercetin
je dominirao u usporedbi s kempferolom, dok je kod klijanaca cvjetade zabiljezen obrnut
odnos. Medutim, kod odraslih biljaka brokule je kempferol izdvojen kao dominantni flavonoid
(Vallejo i sur., 2004.), dok su kod varijeteta rastike B. oleracea convar. acephala var. sabellica,
koncentracije kempferola i kvercetina bile podjednake (Olsen i sur., 2009.). To upuéuje da su
odnosi koncentracija ovih spojeva izmedu razvojnih stadija vrlo dinamicni 1 skloni
promjenama. Tretman klijanaca brokule ekstraktom ¢aja u kombinaciji s EDTA doveo je do
povecanja koncentracije kvercetina, dok s druge strane kod cvjetace nije zabiljeZeno statisticki
znacajno povecanje koncentracije kvercetina, vjerojatno zbog toga Sto je kod klijanca brokule
kvercetin dominantan spoj pa je nakon prijenosa favorizirana njegova akumulacija u obliku
kvercetina, dok je kod klijanaca cvjetace uneseni kvercetin vjerojatno metaboliziran u spojeve
koji su stabilniji i dominantniji u stanicama klijanaca cvjetace, kako bi se odrzala homeostaza
sadrzaja flavonoida unutar biljke. Kod klijanaca rastike nije zamijeCena promjena
koncentracije kvercetina, vjerojatno zbog otezanog unosa flavonola poput kvercetina kroz
rigidne stani¢ne membrane rastike, obzirom da sadrzi pet hidroksilnih skupina, koje otezavaju

prijenos kroz hidrofobnu stani¢nu membranu.

5. 5. 10. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio tilirozida
Tilirozid je derivat kempferola i trans-p-kumarinske kiseline (Goto i sur., 2012.). Kod

cvjetace, kod koje je uoeno poveéanje koncentracije tilirozida kod tretiranih skupina u odnosu
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na kontrolnu skupinu, zabiljeZzena je pozitivna korelacija (r = 0,96) izmedu koncentracije
kempferola i tilirozida, $to upucuje da povecanje koncentracije kempferola prijenosom iz
ekstrakta biljke donora dovodi do povecanja koncentracije tilirozida. To upucuje da cvjetaca
egzogeno unesen kempferol skladisti u obliku glukozida tilirozida, konjugacijom s trans-p-
kumarinskom kiselinom. S druge strane, kako kod klijanaca brokule i rastike nakon tretmana
nije zamijeceno povecanje koncentracije kempferola, jednako tako nije niti doslo do promjene

u koncentraciji tilirozida izmedu kontrolne i tretiranih skupina.

5. 6. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na antioksidacijski kapacitet

Mjerenjem antioksidacijskog kapaciteta metodom FRAP zabiljezen je porast
antioksidacijskog kapaciteta nakon sva tri tretmana kod svih triju vrsta klijanaca, dok je
metodom DPPH zabiljezen porast antioksidacijskog kapaciteta kod klijanaca brokule i cvjetace
samo nakon tretmana ¢ajem u kombinaciji s EDTA. Metodom ABTS zabiljezeno je povecanje
antioksidacijskog kapaciteta nakon tretmana klijanaca brokule i cvjetace ¢ajem u kombinaciji
s EDTA, odnosno Tween. Razli¢iti rezultati izmjereni razli¢itim metodama ocekivani su,
obzirom da razli¢ite metode koriste razli¢ite mehanizme te posljedi¢no reagiraju s razli¢itim
skupinama antioksidansa u uzorku (Huang i sur., 2005.; Magalhaes i sur., 2008.). Usporedbom
rezultata svih triju metoda, moze se zakljuciti da je tretman ¢ajem u kombinaciji s EDTA kod
klijanaca brokule i cvjetate doveo do najveceg povecanja antioksidacijskog kapaciteta,
obzirom da je kod svih triju koriStenih metoda kod ovih uzoraka zamije¢eno povecanje
antioksidacijskog kapaciteta, sto ukazuje na velik potencijal EDTA na povecanje prijenosa
spojeva s antioksidacijskim djelovanjem iz ekstrakta biljke donora u biljke akceptore. S druge
strane, metodama ABTS i DPPH nije zamijeena razlika u antioksidacijskom kapacitetu
izmedu kontrolne skupine i tretiranih skupina klijanaca rastike, Sto upucuje na to da je prijenos

spojeva s antioksidacijskim djelovanjem u klijance rastike otezan, Sto ga potencijalno ne ¢ini
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kompatibilnom biljkom akceptorom za prijenos bioaktivnih spojeva iz ¢aja. U radu Sola i sur.,
2020b. uoceno je da prijenos spojeva iz ekstrakta vrste M. chamomilla u klijance kineskog
kupusa povecava antioksidacijski kapacitet izmjeren metodom ABTS za ¢ak 39,57% u odnosu
na kontrolnu skupinu. Potencijalni razlog sto ekstrakt ¢aja nije doveo do ovako visokog
povecanja je Sto ekstrakt M. chamomilla vjerojatno sadrzi puno viSe razine antioksidansa koji
jako djeluju na inhibiciju ABTS radikala, a koji su meduvrsnim prijenosom spojeva preneseni
u kineski kupus, a ta razina je u ¢aju vjerojatno niza. S druge strane, u istom radu, metodom
FRAP najvece je povecanje antioksidacijskog kapaciteta zabiljeZzeno tretmanom kineskog
kupusa ekstraktom T. communis, $to je dovelo do povecanja za tek 7,40%, dok je tretman ¢ajem
u kombinaciji s EDTA kod klijanaca cvjetace doveo do povecanja od 15,81% u odnosu na
kontrolnu skupinu, $§to je daleko vece povecanje i upucuje da Caj sadrzi visok udio
antioksidansa koji reagiraju sa spojevima koristenima u metodi FRAP. Povezano s tim, vece
su vrijednosti zabiljezene prilikom mjerenja antioksidacijskog kapaciteta metodom FRAP,
nego prilikom mjerenja metodama ABTS i DPPH (Rusak i sur., 2021.), $to dodatno upucuje
na to da je metoda FRAP optimalna za mjerenje antioksidacijskog kapaciteta ¢aja. Nadalje, s
ciljem povecanja antioksidacijskog kapaciteta klijanaca brokule, u radu Natella i sur., 2016.,
autori su klijance brokule tretirali razli¢itim koncentracijama manitola, saharoze, natrijevog
klorida, salicilne kiseline, 1-aminociklopropan-1-karboksilne kiseline i metil-jasmonata, te je
od svih tretmana jedino tretman manitolom koncentracije 176 mM doveo do povecanja
antioksidacijskog kapaciteta klijanaca brokule izmjerenog metodom ABTS. Stoga se s ciljem
povecanja antioksidacijskog kapaciteta klijanaca brokule, potencijalno optimalnijim c¢ini
tretman ¢ajem u kombinaciji s EDTA ili Tween.

Nadalje, vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta kod klijanaca brokule i cvjetace
izmjerene metodama ABTS, FRAP i DPPH medusobno su vrlo visoko korelirale, dok kod

klijanaca rastike vrijednosti izmjerene metodom ABTS nisu Korelirale s vrijednostima
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izmjerenima metodama DPPH i FRAP, dok je izmedu njih zabiljezena vrlo visoka korelacija.
Nadalje, vrijednosti koncentracija ukupnih fenola visoko ili vrlo visoko korelirale su s
vrijednostima antioksidacijskog kapaciteta izmjerenog svima trima metodama kod klijanaca
cvjetace, dok je korelacija kod klijanaca brokule zamijecena izmedu koncentracije ukupnih
fenola i antioksidacijskog kapaciteta izmjerenog metodama FRAP i DPPH, a kod klijanaca
raStike je zamije¢ena samo izmedu rezultata mjerenja metodom ABTS i koncentracije ukupnih
fenola. Visoke i vrlo visoke korelacije izmedu vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta i
koncentracije ukupnih fenola u skladu su s ve¢ ranije objavljenim opaZzanjima (Augusto i sur.,
2015.; Marchioni i sur., 2021.; Piluzza i Bullitta, 2011.; Rusak i sur., 2021.; Turumtay i sur.,
2014.) koja upucuju da su fenoli jedni od glavnih medijatora antioksidacijskog djelovanja.
Nadalje, kod klijanaca brokule i cvjetace zabiljeZena je vrlo visoka, odnosno visoka korelacija
izmedu koncentracija ukupnih katehina i vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta izmjerenog
svih trima metodama, §to ukazuje na njihovu potencijalnu ulogu u posredovanju
antioksidacijskog djelovanja klijanaca kupusnjaca i Sto potvrduju ranije objavljeni rezulati o
antioksidacijskim sposobnostima katehina (Grzesik i sur., 2018.). Takoder, vrlo visoka
korelacija uocena je izmedu koncentracije kvercetina i antioksidacijskog kapaciteta kod
klijanaca brokule, $to upucuje na jak doprinos flavonoida kvercetina antioksidacijskom
djelovanju klijanaca brokule, Sto je za ocekivati obzirom na jak antioksidacijski uc¢inak
flavonoida (Avato i Argentieri, 2015.) i visoku koncentraciju flavonoida kvercetina kod
brokule (Vallejo i sur., 2004.). Takoder, kod klijanaca rastike i brokule, utvrdena je vrlo visoka
korelacija izmedu antioksidacijskog kapaciteta izmjerenog metodama FRAP i DPPH i
koncentracije L-askorbinske kiseline, $to nije iznenadujue obzirom na njenu visoku
koncentraciju u klijancima brokule i rastike (Dominguez-Perles i sur., 2014.; Samec i sur.,
2018.) te njeno jako antioksidacijsko djelovanje (Jahangir i sur., 2009.). Kod klijanaca cvjetace,

uocena je vrlo visoka korelacija izmedu koncentracije kafeina i antioksidacijskog kapaciteta
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izmjerenog svima trima koriStenim metodama. To vjerojatno upucuje na to da je prijenosom
kafeina paralelno unesena vrlo visoka koncentracija drugih spojeva s jakim antioksidacijskim
ucincima, $to je dovelo do ove vrlo visoke korelacije, medutim, unato¢ njegovoj niskoj
koncentraciji u tretiranim skupinama klijanaca, ne treba ni zanemariti antioksidacijske u¢inke
samog kafeina, koji su detaljno istrazeni (Azam i sur., 2003.; Shi i sur., 1991.; Vieira i sur.,

2020.).

5. 7. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na antidijabeticka svojstva

5. 7. 1. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na sposobnost inhibicije a-glukozidaze
Sposobnost inhibicije enzima a-glukozidaze ekstraktima odraslih biljaka cvjetace
(Koss-Mikotajczyk i sur., 2019.) i brokule (Lee i sur., 2013.) ve¢ je istrazena, a nedavno su
objavljeni podaci o potencijalu klijanaca brokule kao bogatog izvora inhibitora a-glukozidaze
(Alooisur., 2021.). Medutim, jedino je tretman klijanaca cvjetace ¢ajem u kombinaciji s EDTA
doveo do povecanja inhibicije enzima a-glukozidaze njihovim ekstraktom. Kako je kod
odredenih tretmana ¢ak doslo do smanjenja sposobnosti inhibicije enzima a-glukozidaze,
vjerojatno je meduvrsni prijenos spojeva narusio biosintetske puteve kljuénih metabolita koji
djeluju kao jaki inhibitori enzima a-glukozidaze, $to je u konaénici dovelo do smanjene
sposobnosti inhibicije enzima o-glukozidaze ekstrakata klijanaca kupusnjaca. Takoder,
vrijednosti postotaka inhibicije bile su znacajno nize od vrijednosti postotka inhibicije
standardnog inhibitora enzima a-glukozidaze, akarboze, §to ukazuje da se ekstrakti klijanaca
kupusnjaca u analiziranoj koncentraciji ne bi bili adekvatna zamjena standardnih lijekova u
terapiji i prevenciji dijabetesa koja cilja enzim a-glukozidazu. Medutim, uo¢ena je vrlo visoka
korelacija (r = 0,85) izmedu vrijednosti postotaka inhibicije enzima o-glukozidaze i
koncentracije ukupnih tanina kod klijanaca cvjetate. To ukazuje da su upravo tanini iz

klijanaca cvjetace potencijalni medijatori inhibicije enzima a-glukozidaze. To je u skladu s
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prethodnim istrazivanjima koja su identificirala taninsku kiselinu, specifi¢ni tip tanina, kao vrlo
jak inhibitor enzima a-glukozidaze, s nizom vrijednosti 1Cso od akarboze, $to ukazuje na njen
velik potencijal kao inhibitor enzima a-glukozidaze (Xiao i sur., 2015.). S druge strane, kod
klijanaca cvjetaCe 1 rasStike, uocena je vrlo visoka korelacija izmedu koncentracije ukupnih
proantocijanidina (kondenziranih tanina) i vrijednosti postotaka inhibicije enzima a-
glukozidaze, $to upucuje da su proantocijanidini iz klijanaca cvjetace i rastike glavni medijatori
inhibitornog ucinka na enzim a-glukozidazu. Takoder, proantocijanidini su ve¢ ranije
identificirani kao jaki inhibitori enzima o-glukozidaze (Budi Sasmito i Puspitasari, 2016.;

Kunyanga i sur., 2011.).

5. 7. 2. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na sposobnost inhibicije a-amilaze
Najvece poboljSanje u sposobnosti inhibicije enzima a-amilaze pokazali su klijanci
rastike tretirani ¢ajem u kombinaciji s EDTA, odnosno Tween, u odnosu na kontrolnu skupinu,
te klijanci cvjetae tretirani ¢ajem. To ukazuje da su kod klijanaca rastike, permeabilizatori
stani¢ne membrane omogucéili prijenos spojeva koji su jaki inhibitori enzima a-amilaze iz
ekstrakta Caja u klijance rastike. S druge strane, kod klijanaca cvjetace prijenos spojeva Koji
imaju jaku sposobnost inhibicije enzima a-amilaze iz ekstrakta ¢aja bio prilikom tretmana
ekstraktom Caja. Vec je ranije utvrdeno da ekstrakt ¢aja ima jaku sposobnost inhibicije enzima
a-amilaze (Desseaux i sur., 2018.; Miao i sur., 2015.). Uoceno je da spojevi iz ekstrakta Caja
imaju sposobnost vezanja na aminokiselinske ostatke enzima a-amilaze stvaraju¢i komplekse
vodikovim vezama i Van der Waalsovim interakcijama, sto dovodi do inhibicije aktivnosti
enzima (Miao i sur., 2015.). Takoder, i kupusnjace su poznate kao dobar izvor inhibitora
enzima a-amilaze. Tako je za vodene ekstrakte odraslog oblika cvjetace uocen postotak
inhibicije enzima a-amilaze od 24% (Koss-Mikotajczyk i sur., 2019.), sto je veéi postotak od

zabiljezenog postotka inhibicije u slucaju etanolnog ekstrakta kontrolne skupine klijanaca
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cvjetace. To potencijalno upuéuje na to da su jaki inhibitori enzima a-amilaze hidrofilni
spojevi. Nadalje, usporedbom raznih vrsta povréa, klijanci brokule su se pokazali iznimno
jakim inhibitorima ovog enzima (Mccue i sur., 2005.), a za ekstrakte raStike nisu pronadeni
podaci. No, obzirom da je kod kontrolne skupine klijanaca raStike uocCen najnizi postotak
inhibicije od svih analiziranih skupina, upuéuje na njihov slabiji potencijal kao inhibitora
enzima o-amilaze, no obzirom na najvisi postotak povecanja inhibitorne sposobnosti,
potencijal klijanaca rastike nakon meduvrsnog prijenosa spojeva nije zanemariv. Takoder,
izmedu vrijednosti postotaka inhibicije enzima a-amilaze ekstraktima klijanaca raStike i
koncentracije kavene, galne i feruli¢ne kiseline uocene su vrlo visoke korelacije, redom 0,98,
0,991 1,00. To upuéuje da bi glavni medijatori ovog inhibitornog ué¢inka mogle biti navedene
fenolne kiseline. Njihov potencijal kao inhibitora enzima a-amilaze ve¢ je prepoznat, te su
zabiljezne ICso vrijednosti za galnu i kavenu kiselinu bile nize od vrijednosti standardnog
inhibitora, $to upucuje na njihov jak inhibitorni u¢inak prema enzimu a-amilazi. Takoder, jak
inhibitorni u¢inak pokazala je i feruli¢na kiselina, medutim ICsp vrijednost feruli¢ne kiseline
prema enzimu a-amilazi nije bila niza od vrijednosti standardnog inhibitora (Tan i Chang,
2017.). Potencijal meduvrsnog prijenosa spojeva kao alata za pobolj$anje inhibitornog u¢inka
prema enzimu o-amilazi ve¢ je analiziran (Sola i sur., 2020b.) te je uoeno da od Cetiri ispitana
tretmana, jedino tretman ekstraktom T. communis dovodi do povecanja postotka inhibicije tog
enzima, dok je kod odredenih tretmana takoder uocena tendencija pada vrijednosti postotka
inhibicije. Medutim, uo¢eno povecanje vrijednosti postotaka inhibicije bilo je manje od
vrijednosti uo¢enih u ovom istrazivanju, Sto dodatno upucuje na potencijal ¢aja kao biljke

donora.
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5. 7. 3. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na sposobnost inhibicije lipaze

Potencijal ekstrakata kupusnjaca, posebno brokule, kao izvora inhibitora enzima lipaze
veé je istrazen, te je u komparativnoj studiji uoceno da semi-purificirani ekstrakti brokule
pokazuju puno jac¢i u¢inak na inhibiciju enzima lipaze od ucinka ekstrakta zelenog ¢aja (Tan i
Chang, 2017.). Medutim, prijenos spojeva iz ekstrakta ¢aja doveo je do povecanja sposobnosti
inhibicije enzima lipaze ekstraktima klijanaca kupusnjaca, primarno ekstraktima klijanaca
cvjetaCe gdje su sva tri tretmana pokazala povecanje postotaka inhibicije tog enzima. Kod
klijanaca brokule do povecanja su doveli tretman ¢ajem i ¢ajem u kombinaciji s EDTA, dok je
kod klijanaca raStike do povecanja doveo samo tretman cajem u kombinaciji s Tween.
Medutim, nijedan tretman nije doveo do poveéanja koje bi kompetiralo vrijednostima koje je
pokazao standardni inhibitor, orlistat. No, znacajno je da nijedan tretman nije doveo do
smanjena vrijednosti postotaka inhibicije, kao Sto je to bio slucaj kod sposobnosti inhibicije
enzima a-glukozidaze i a-amilaze, gdje su odredeni tretmani doveli do smanjenja vrijednosti
postotka inhibicije. To ukazuje da prijenos spojeva iz ¢aja ne djeluje negativno na biosintetske
puteve kljuénih inhibitora enzima lipaze iz klijanaca kupusnjaca, §to ga Cini potencijalnim
alatom za povecanje ovog bioloskog ucinka klijanaca kupusnjaca. Nadalje, kod klijanaca
cvjetace uocena je vrlo visoka pozitivna korelacija izmedu vrijednosti koncentracije tilirozida
1 vrijednosti postotaka inhibicije enzima lipaze, Sto upucuje na njegov jak inhibitorni u¢inak
prema tom enzimu. Vec je ranije uoceno da tilirozid ublazava metabolicke poremecaje kod
modela pretilih miseva (Goto i sur., 2012.), a obzirom da je enzim lipaza jedan od ciljeva
terapije pretilosti (Tan i Chang, 2017.), inhibicija enzima lipaze jedan je od potencijalnih
mehanizama ovog opazenog ucinka. Takoder, kod klijanaca rasStike uocena je vrlo visoka (r =
0,97) pozitivna korelacija izmedu vrijednosti postotaka inhibicije enzima lipaze i koncentracije
karotenoida. Pritom, postoje dokazi o inhibitornom djelovanju odredenih karotenoida na enzim

lipazu (Lunagariya i sur., 2014.).
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5. 8. Kemometrijske analize

5. 8. 1. Analiza glavnih komponenti

Prema dijagramu dobivenom na temelju analiz glavnih komponenti, koji je dobiven na
temelju setova podataka dobivenih prethodnim analizama i omogucuje vizualizaciju stupnja
ovisnosti pojedine istraZivane varijable o pojedinom tretmanu i vizualizaciju odnosa izmedu
uzoraka, moze se uociti da je obzirom na glavnu komponentu 1 (PC 1) tretman koji je doveo
do najveceg udaljavanja od kontrolne skupine, tretman klijanaca cvjetace ¢ajem u kombinaciji
s EDTA. To pokazuje da je ovaj tretman doveo do najvecih promjena u fitokemijskom sastavu
i bioloskim ué¢incima klijanaca cvjetace u odnosu na kontrolnu skupinu. lako su se i ostala dva
tretmana klijanaca cvjetace jasno odvojili od kontrolne skupine, tretman ¢ajem u kombinaciji
s Tween blizi je kontrolnoj skupini, §to potencijalno ukazuje da je tretman u kombinaciji s
Tween djelomi¢no inhibirao prijenos odredenih spojeva, obzirom da je tretman cajem
udaljeniji od kontrolne skupine. Odvajanje tretiranih skupina od kontrolne skupine klijanaca
nakon meduvrsnog prijenosa spojeva iz razli¢itih biljaka donora ve¢ je utvrdeno (Sola i sur.,
2020b). S druge strane, za razliku od klijanaca cvjetace, kod klijanaca rastike moze se vidjeti
da se tretman ¢ajem grupirao zajedno s kontrolnim uzorkom, §to ukazuje da samo tretman
¢ajem nije doveo do velikih razlika u odnosu na kontrolnu skupinu, no tretmani ¢ajem u
kombinaciji s permeabilizatorima odvojili su se od kontrolne skupine, sto ukazuje na to da je
koristenje permeabilizatora prilikom prijenosa spojeva iz ¢aja u klijance rastike preporucljivo
i neophodno kako bi se postigao trazeni u¢inak. Nadalje, svi tretmani klijanaca brokule odvojili
su se od kontrolnog uzorka klijanaca brokule, i kao i u slucaju cvjetace, iako je efekt odvajanja
manji, najudaljeniji je uzorak klijanaca tretiran ¢ajem u kombinaciji s EDTA, dok je najblizi
kontrolnom uzorku uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween, §to potencijalno ukazuje da

je tretman u kombinaciji s Tween djelomicno inhibirao prijenos odredenih spojeva, obzirom
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da je tretman ¢ajem udaljeniji od kontrolne skupine, a da tretman ¢ajem u kombinaciji s EDTA

dovodi do najvecih promjena kod klijanaca brokule u odnosu na kontrolnu skupinu.

5. 8. 2. Hijerarhijsko klasteriranje

Na temelju analize metodom hijerarhijskog Klasteriranja, dobiveni rezultati su
odgovarali rezultatima dobivenima metodom analize glavnih komponenti. Uo¢ava se najveca
udaljenost izmedu klijanaca cvjetace i rastike i klijanaca brokule, $to je uoceno i na temelju
dijagrama dobivenih PCA. Pritom, kod klijanaca brokule, uo¢eno je najvece odvajanje uzorka
tretiranog ¢ajem u kombinaciji s EDTA, §to ukazuje da je taj tretman doveo do najveceg efekta
u vidu promjene fitokemijskog sastava i bioloSkih ucinaka, odnosno svih izmjerenih
parametara u ovom istrazivanju, dok su tretmani ¢ajem i ¢ajem u kombinaciji s Tween doveli
do slicnog ucinka. Nadalje, kod klijanaca cvjetace, najveci je ucinak na diferencijaciju od
kontrolne skupine, kao i kod klijanca brokule, imao tretman ¢ajem u kombinaciji s EDTA, dok
su tretmani ¢ajem i ¢ajem u kombinaciji s Tween medusobno bliski. Kod klijanaca rastike, svi
su se tretmani odvojili od kontrolne skupine, a tretmani ¢ajem u kombinaciji s
permeabilizatorima su se dodatno odvojili od tretmana ¢ajem, Sto ukazuje na to da je njihova

upotreba prilikom prijenosa spojeva iz ¢aja u klijance rastike pozeljna.
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6. ZAKLJUCAK



U ovom istrazivanju, utvrdene su promjene kod klijanaca brokule, cvjetace i rastike
prijenosom spojeva iz ckstrakta Caja na razini fitokemijskog sastava i antioksidacijskog
kapaciteta te sposobnosti inhibicije enzima a-amilaze, a-glukozidaze i lipaze, povezanih s
razvojem dijabetesa i pretilosti te je testirana moguénost pobolj$anja uc¢inkovitosti prijenosa
spojeva u biljke akceptore djelovanjem na stani¢énu membranu biljaka akceptora tvarima koje
naru$avaju njenu stabilnost, kao sto su EDTA i Tween. Najznacajnije, utvrdeno je povecanje
koncentracije ukupnih fenola nakon tretmana klijanaca brokule, cvjetace i rastike ¢ajem, a do
najveceg je povecanja doveo tretman ¢ajem u kombinaciji s EDTA kod klijanaca cvjetace gdje
je koncentracija ukupnih fenola povecana za 62,79% u odnosu na kontrolnu skupinu. PCA je
takoder potvrdila da je tretman ¢ajem imao najveci utjecaj na promjenu fitokemijskog sastava
1 analiziranih bioloskih uc¢inaka kod klijanaca cvjetace, Sto pokazuje da su klijanci cvjetace
najkompatibilniji akceptor spojeva iz ¢aja. Obzirom na ostale fitokemijske parametre i
koncentracije identificiranih pojedinacnih spojeva, uocena je iznimna vrsna specificnost u
prijenosu pojedinih spojeva u razli¢ite akceptore, ali i unutar pojedina¢nih vrsta klijanaca,
ovisno o tretmanu. Nadalje, utvrdeno je povecanje antioksidacijskog kapaciteta klijanaca,
ovisno o koriStenoj metodi. Tako je metodom FRAP utvrdeno da svi tretmani kod svih vrsta
klijanaca dovode do povecanja antioksidacijskog kapaciteta, $to ukazuje na prijenos
bioaktivnih spojeva s jakim antioksidacijskim djelovanjem i na potencijal ovakvih Kklijanaca
kao potentnijih utiSivaca slobodnih radikala u ljudskom organizmu. Uoceno je da tretman
klijanaca ¢ajem dovodi do povecanja inhibitornog djelovanja prema enzimu lipazi u najve¢em
broju analiziranih uzoraka, $to dodatno pojacava biopotencijal ovih klijanaca kao hrane. Moze
se zakljuciti da je tretman klijanaca brokule, cvjetace i rastike obecavajuci pristup povecanju
fitokemijskog sastava i bioloskih ucinaka, $to potvrduje hipotezu da meduvrsni prijenos
spojeva dovodi do pozitivnih promjena u sastavu specijaliziranin  metabolita,

antioksidacijskom kapacitetu i inhibitornom djelovanju na analizirane enzime. Sinergisti¢ko
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djelovanje prenesenih s endogenim spojevima biljke akceptora moglo bi biti kljucnim za
znacajno poboljsanje njenih pozitivnih bioloskih uc¢inaka. Ovaj rad daje temelj za daljnja
istrazivanja potencijala meduvrsnog prijenosa spojeva u razvoju biljaka poboljSanih svojstava
i pronalazak najkompatibilnijih kombinacija biljaka donora i akceptora. Pritom, kao
obecavajuce biljke donori primjenu bi potencijalno mogle naci invazivne biljne vrste koje su
Cesto bogate specijaliziranim biljnim metabolitima. Medutim, potrebna su daljnja in vitro i in
Vivo istraZzivanja uéinaka ovakvih biljaka na raznim modelima kako bi se dobila $ira slika
u¢inaka biljaka poboljsanih meduvrsnim prijenosom spojeva, kao i daljnja istrazivanja
fizioloskih, biokemijskih i promjena u ekspresiji gena i proteina u samim biljkama akceptorima

nakon unosa egzogenih spojeva.
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9. PRILOZI



Prilog 1. Utjecaj meduvrsnog prijenosa spojeva na udio ukupnih identificiranih fenolnih spojeva, ukupnih identificiranih fenolnih kiselina,

flavonoida, ne-fenolnih spojeva te ukupnih identificiranih spojeva u klijancima brokule, cvjetace i rastike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran

Cajem, uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s EDTA i uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween, izrazenu u miligramima po gramu suhe mase

(mg / g SM). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri bioloske replike + standardna devijacija. Statisti¢ki znacajno razliite srednje

vrijednosti izmedu uzoraka pojedine vrste klijanaca oznacene su razli¢itim slovom (jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p<0,05).

Ukupni Ukupne Ukupni Ukupni Ukupni
identificirani identificirane identificirani identificirani identificirani

fenolni spojevi fenolne kiseline flavonoidi ne-fenolni spojevi spojevi
(mg /g SM) (mg /g SM) (mg /g SM) (mg /g SM) (mg /g SM)
Kontrola 2338+32a 161,8+3,5a 720+42a 84,7+ 68D 318,6+8,4a
= Caj 2325+9,5a 161,6 + 8,2 a 70,8+33a 885+3,1b 3209+ 112a
g Caj + EDTA 2325+8,9a 162,3+ 6,4 a 70,2+49a 103,7+ 74 a 336,2+14,8a
Caj + Tween 234,2+82a 162,2+9,4a 720x12a 90,3+ 5,3ab 3246+ 13,4a
Kontrola 261,7+19,5a 169,4+55a 92,3+ 14,8 a 140,8 £ 15,3 a 402,4 + 26,4 a
3 Caj 285,1 + 58,8 1756+ 22,1 a 109,5+ 36,8 a 147,9+3,0 a 433,0 56,0 a
'S% Caj + EDTA 322,0+10,3 a 1925+74a 1295+5,0a 1414+ 11,7 a 463,4 £ 20,8 a
Caj + Tween 308,1+21,9a 188,6 = 13,0 a 1195+ 9,7 a 1235+ 7,6a 431,6+28,5a
Kontrola 275,7+ 10,0 a 180,6 £5,2 a 95,1+5.8a 929+7.1b 368,5+ 15,0 a
£ Caj 292,3+125a 190,3+ 10,9 a 102,0+6,2a 110,4 + 14,5 ab 402,7 £26,6 a
);% Caj + EDTA 300,6 = 12,3 a 2007+55a 99,9+ 7,3 a 12234064 4228+ 125a
Caj + Tween 2934+22.1a 1929+ 11,4a 100,5+ 10,9 a 112,5+ 6,3 ab 406,0 + 28,4 a
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Prilog 2. Pearsonovi koeficijenti korelacije izmedu izmjerenih parametara fitokemijskog sastava, antioksidacijskog kapaciteta i stupnja inhibicije

enzima a-amilaze, a-glukozidaze i lipaze za pojedine uzorke klijanaca brokule. Tamno otisnute vrijednosti znacajne su na razini p<0,05. *Opis

kratica koriStenih u tablici zbog veli¢ine nalazi se na kraju ovog poglavlja.

ABTS FRAP DPPH Amil Gluk Lip TP TF TFl TC SS TT TPA Chla Chlb Chl Car Porf L-ask Kaf Kav Gal Fer Sin Til Q K p-kum TIC
ABTS 1,00
FRAP 091 1,00
DPPH 097 097 100
Amil -065 -041 -060 1,00
Gluk 048 049 059 -0,78 1,00
Lip 041 044 033 034 -057 1,00
TP 046 077 061 024 011 053 1,00
TF -056 -048 -044 -009 046 -09 -038 1,00
TFI -034 -069 -054 -018 -031 -023 -095 007 1,00
TC 098 098 100 -05 052 040 063 -050 -053 1,00
SS -066 -03 -046 044 014 -059 010 080 -036 -050 1,00
TT -024 -05 -036 -053 024 -069 -094 050 083 -040 -009 1,00
TPA 006 -005 o011 -073 084 -08 -041 074 016 004 025 069 1,00
Chla -073 -048 -066 099 -072 021 019 004 -017 -063 054 -046 -063 1,00
Chlb -007 -042 -031 -007 -056 028 -066 -043 087 -027 -069 048 -026 -012 1,00
Chl -036 -059 -05 033 -08 036 -057 -040 0777 -051 -045 028 -051 028 092 100
Car -046 -016 -024 024 038 -064 020 081 -049 -029 097 -011 040 035 -083 -066 1,00
Porf -077 -096 -08 021 -044 -041 -0% 038 08 -08 013 071 011 026 061 069 -006 1,00
L-ask 057 08 074 -005 045 028 094 -018 -09 074 014 -076 -008 -008 -079 -080 032 -096 1,00
Kaf 091 o8 08 -030 011 07 061 -08 -039 0% -072 -052 -03 -042 003 -014 -058 -078 058 1,00
Kav -018 006 003 -011 o068 -072 020 08 -051 -003 08 000 063 000 -087 -08 09 -021 042 -042 100
Gal 020 049 042 -016 073 -037 05 047 -08 038 060 -034 044 -010 -097 -098 078 -063 078 002 08 1,00
Fer -076 -062 -063 022 019 -084 -034 09 005 -068 0% 03 051 035 -041 -026 08 047 -023 -092 074 038 100
Sin 003 -027 -021 007 -067 053 -04 -065 07 -015 -076 023 -049 -002 096 092 -09 044 -063 022 -097 -097 -058 1,00
Til 041 013 020 -014 -047 070 -016 -08 046 025 -09% 004 -049 -025 08 07 -099 006 -031 058 -097 -08 -08 092 1,00
Q 084 095 09 -053 072 014 07 -019 -072 093 -016 -042 023 -055 -059 -079 008 -093 08 070 034 069 -038 -051 -012 1,00
K -068 -05% -05 008 031 -0% -036 09 005 -061 08 042 062 022 -043 -033 08 043 -021 -08 079 043 099 -062 -08 -029 1,00
p-kum  -062 -043 -045 013 036 -084 -017 096 -014 -051 093 025 057 02 -05 -047 093 027 -002 -081 087 057 097 -075 -094 -016 098 1,00
TIC 065 0% o081 -017 052 02 091 -019 -093 08 007 -070 -001 -019 -076 -081 027 -098 099 063 041 077 -028 -061 -027 092 -024 -006 1,00
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Prilog 3. Pearsonovi koeficijenti korelacije izmedu izmjerenih parametara fitokemijskog sastava, antioksidacijskog kapaciteta i stupnja inhibicije

enzima a-amilaze, a-glukozidaze i lipaze za pojedine uzorke klijanaca cvjetace. Tamno otisnute vrijednosti znacajne su na razini p<0,05. *Opis

kratica koriStenih u tablici zbog veli¢ine nalazi se na kraju ovog poglavlja.

ABTS FRAP DPPH Amil Gluk Lip TP TF TFl TC SS TT TPA Chla Chlb Chl Car Porf L-ask Kaf Kav Gal Fer Sin Til Q K p-kum TIC
ABTS 1,00
FRAP 095 1,00
DPPH 09 099 100
Amil 022 026 036 1,00
Gluk 001 010 005 -086 1,00
Lip 073 074 079 08 -058 1,00
TP 071 08 08 -016 058 033 1,00
TF -067 -087 -090 -011 -038 -050 -0,95 1,00
TFI 032 021 007 -084 076 -041 044 -014 1,00
TC 093 091 084 -013 039 044 087 -075 05 1,00
SS -037 -062 -066 013 -061 -017 -09 092 -018 -056 1,00
TT 026 047 047 -047 08 -014 08 -079 047 05 -093 1,00
TPA 074 058 045 -044 044 009 056 -032 08 08 -016 032 1,00
Chla -08% -079 -069 032 -049 -026 -08 062 -076 -097 046 -054 -094 1,00
Chlb -027 -05 -067 -044 -006 -052 -062 08 041 -026 081 -056 027 006 1,00
Chl -047 -073 -080 -034 -018 -05 -078 093 021 -049 08 -067 003 030 097 100
Car 029 057 068 045 005 053 062 -082 -04 027 -08 05 -027 -007 -1,00 -097 1,00
Porf -053 -077 -08 -040 -012 -063 -078 093 022 -052 08 -062 000 033 096 100 -096 1,00
L-ask -064 -036 -024 008 013 -027 -007 -010 -053 -05 -038 029 -081 064 -05 -038 055 -031 1,00
Kaf 097 098 097 040 -008 084 073 -077 011 08 -047 02 05 -073 -049 -064 050 -0,70 -046 1,00
Kav -073 -091 -09 -038 -011 -072 -08 09 007 -070 081 -059 -022 053 08 09 -08 097 -006 -08 1,00
Gal 08 092 094 062 -030 09% 05 -0 -014 070 -038 013 034 -054 -05 -066 05 -072 -036 097 -08 1,00
Fer -052 -077 -08 -03%5 -017 -059 -08 09 018 -053 08 -066 -001 035 09 100 -096 1,00 -032 -069 096 -070 1,00
Sin 082 09 09 00 041 051 098 -09 034 09 -08 075 05 -081 -064 -08 064 -08 -016 08 -091 074 -08 1,00
Til 077 08 09 064 -022 091 065 -08 -026 062 -05% 028 016 -043 -076 -08 077 -08 -008 091 -094 09 -08 078 1,00
Q 021 051 o061 021 029 032 069 -08 -024 029 -091 073 -021 -013 -097 -096 097 -093 061 040 -08 041 -094 067 065 1,00
K 058 07 08 07 -025 08 058 -079 -04 043 -060 029 -009 -021 -08 -0% 08 -093 017 077 -092 08 -091 069 09 077 1,00
p-kum  -027 -055 -066 -053 004 -058 -05 078 049 -022 075 -048 032 001 099 095 -1,00 09 -054 -049 08 -058 094 -060 -079 -094 -091 1,00
TIC 075 09 09 013 035 05 09 -099 018 081 -08 075 040 -069 -077 -09% 077 -091 -001 08 -097 07 -092 098 08 079 079 -074 1,00
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Prilog 4. Pearsonovi koeficijenti korelacije izmedu izmjerenih parametara fitokemijskog sastava, antioksidacijskog kapaciteta i stupnja inhibicije

enzima a-amilaze, a-glukozidaze i lipaze za pojedine uzorke klijanaca rastike. Tamno otisnute vrijednosti znacajne su na razini p<0,05. *Opis

kratica koriStenih u tablici zbog veli¢ine nalazi se na kraju ovog poglavlja.

ABTS FRAP DPPH Amil Gluk Lip TP TF TFl TC SS TT TPA Chla Chlb Chl Car Porf L-ask Kaf Kav Gal Fer Sin Til Q K p-kum TIC
ABTS 1,00
FRAP 0,03 1,00
DPPH -034 091 1,00
Amil -047 086 099 1,00
Gluk 057 -071 -093 -094 1,00
Lip -083 030 052 063 -053 1,00
TP 08 046 012 -002 013 -067 1,00
TF 028 -052 -0,70 -067 085 -004 -011 1,00
TFI 096 -007 -039 -052 052 -094 08 012 1,00
TC 045 074 043 037 -006 010 063 017 023 1,00
SS 079 -048 -069 -078 068 -098 053 021 09 -019 1,00
TT 071 072 042 030 -015 -040 09 -026 064 076 024 1,00
TPA 074 -017 -053 -058 081 -039 047 08 058 053 046 031 1,00
Chla 064 -011 -046 -049 075 -023 039 08 045 059 031 027 099 1,00
Chlb 084 -048 -079 -086 091 -079 050 064 08 010 087 022 08 073 100
Chl 081 -034 -069 -075 09 -05 049 078 071 034 067 026 09 091 09 1,00
Car -086 043 068 078 -073 097 -060 -029 -093 007 -099 -031 -058 -043 -092 -0,76 1,00
Porf 0% -011 -050 -058 077 -060 067 066 078 052 064 049 09 091 09 097 -074 1,00
L-ask 022 097 084 076 -063 008 063 -05% 014 072 -028 08 -012 -009 -033 -025 023 000 1,00
Kaf 009 094 o079 075 -05 038 043 -020 -009 08 -052 068 010 019 -034 -012 043 009 088 1,00
Kav -024 096 099 097 -086 049 022 -062 -031 05 -066 052 -040 -032 -070 -058 063 -037 09 087 1,00
Gal -044 087 099 100 -096 058 002 -072 -047 035 -074 033 -060 -052 -08 -076 074 -059 078 073 097 1,00
Fer -041 0% 099 100 -091 062 004 -062 -048 046 -077 036 -050 -040 -081 -068 076 -051 08 081 098 099 100
Sin 099 -003 -038 -051 057 -08 087 023 099 035 08 067 069 057 08 078 -09 08 017 000 -029 -048 -046 1,00
Til 003 05 032 034 -000 053 010 044 -023 08 -053 027 048 061 -008 023 040 032 037 07 043 028 042 -008 1,00
Q 066 062 040 026 -024 -055 092 -049 069 05 037 09 008 000 018 011 -040 032 078 047 045 031 029 066 -007 1,00
K 015 09 o076 071 -046 033 048 -017 -003 092 -047 072 015 023 -029 -006 037 015 08 100 084 070 078 006 076 050 1,00
p-kum  -080 055 08 0% -09%4 07/ -043 -066 -079 -003 -086 -014 -081 -072 -100 -094 091 -087 041 041 076 08 08 -08 012 -011 036 1,00
TIC 021 098 084 o077 -062 011 062 -052 012 07 -030 084 -009 -006 -033 -023 025 002 100 091 0% 078 08 016 042 076 091 041 1,00
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Prilog 5. Rezultati statisticke obrade podataka (jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p <0,05) izmedu svih uzoraka klijanaca brokule, cvjetace i
raStike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem, uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s EDTA 1 uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween.
Statisticki znacajno razlicite srednje vrijednosti izmedu uzoraka oznacene su razli¢itim slovom. *Opis kratica koriStenih u tablici zbog veli¢ine

nalazi se na kraju ovog poglavija.
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Prilog 6. Rezultati statisticke obrade podataka (jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p <0,05) izmedu svih uzoraka klijanaca brokule, cvjetace i

raStike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem, uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s EDTA 1 uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween.

Statisticki znacajno razlicite srednje vrijednosti izmedu uzoraka oznacene su razli¢itim slovom. *Opis kratica koriStenih u tablici zbog veli¢ine

nalazi se na kraju ovog poglavija.
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Prilog 7. Usporedba rezultata izmjerenih parametara izmedu svih uzoraka klijanaca brokule,
cvjetace 1 raStike za kontrolni uzorak, uzorak tretiran ¢ajem, uzorak tretiran Cajem u
kombinaciji s EDTA i uzorak tretiran ¢ajem u kombinaciji s Tween, prikazani kao tzv.

heatmap. *Opis kratica koristenih u tablici zbog veli¢ine nalazi se na kraju ovog poglavlja.
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Legenda:
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*ABTS, FRAP i DPPH — metode odredivanja antioksidacijskog kapaciteta, TPA — ukupni
proantocijanidini, TF — ukupni flavonoidi, TFl — ukupni flavonoli, TT — ukupni tanini, TP —
ukupni fenoli, TC — ukupni katehini, SS — topivi $eceri, TIC — ukupni identificirani spojevi,
TIP — ukupni identificirani fenolni spojevi, TIPA — ukupne identificirane fenolne kiseline, TIF
— ukupni identificirani flavonoidi, TINP — ukupni identificirani nefenolni spojevi, Chl — ukupni
klorofili, Chl a — klorofil a, Chl b —klorofil b, Chl a/ Chl b —omijer klorofilaa i b, Car — ukupni
karotenoidi, Porf — ukupni porfirini, Gluk — postotak inhibicije a-glukozidaze, Amil — postotak
inihibicije a-amilaze, Lip — postotak inhibicije lipaze, Q — kvercetin, Kav — kavena kiselina,
Gal — galna kiselina, Kaf — kafein, L-ask — L-askorbinska kiselina, K — kempferol, p-kum — p-
kumarinska kiselina, Fer — feruli¢na kiselina, Sin — sinapinska Kkiselina, Til — tilirozid, SVM —

svjeza masa.
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10. SAZETAK



Dino Davosir

POVECANJE UCINKOVITOSTI MEDUVRSNOG PRIJENOSA
SPOJEVA DESTABILIZACIJOM STANICNE MEMBRANE S CILJEM
POBOLJSANJA FITOKEMIJSKOG PROFILA I BIOPOTENCIJALA
KLIJANACA KUPUSNJACA (BRASSICACEAE)

Sve veca potraznja za hranom koja ima pozitivne ucinke na ljudsko zdravlje povlaci potrebu
zarazvojem strategija koje dovode do poboljsanja bioloskih u¢inaka hrane. Meduvrsni prijenos
spojeva pristup je kojim se spojevi iz biljke donora prenose u biljku akceptor. U ovom radu,
klijanci brokule (Brassica oleracea var. italica), cvjetace (B. oleracea var. botrytis) i rastike
(B. oleracea var. acephala) inkubirani su u ekstraktu ¢aja (Camellia sinensis) sa i bez
permeabilizatora stani¢ne membrane kako bi se istrazilo moguénost povecanja uéinkovitosti
prijenosa spojeva iz donora u biljku akceptor, a u svrhu dobivanja biljaka obogaéenih
bioaktivnim spojevima i poboljSanih bioloskih ucinaka. Fitokemijski sastav Kklijanaca
analiziran je primjenom spektrofotometrijskih metoda i metodom tekuc¢inske kromatografije
visoke mo¢i razlucivanja, a s ciljem analize biopotencijala klijanaca provedene su in vitro
analize antioksidacijskog kapaciteta njihovih ekstrakata i sposobnosti inhibicije enzima o-
amilaze, o-glukozidaze i lipaze povezanih s dijabetesom i pretilosti. Utvrdeno je da tretman
¢ajem u kombinaciji s EDTA dovodi do najveceg povecanja koncentracije fenolnih spojeva
kod svih analiziranih klijanaca, s tim da je kod klijanaca cvjetace poveéanje bilo najznacajnije.
Obzirom na ostale analizirane parametre, uocena je iznimna vrsna specificnost U prijenosu
spojeva, $to upucuje na ulogu fitokemijskog matriksa biljke akceptora u meduvrsnom prijenosu
spojeva. Za klijance cvjetae tretirane ¢ajem u kombinaciji s EDTA utvrdeno je povecanje
sposobnosti inhibicije enzima a-glukozidaze u odnosu na kontrolnu skupinu, dok su najvece
povecanje sposobnosti inhibicije enzima a-amilaze pokazali klijanci cvjetae tretirani Cajem 1

klijanci rastike tretirani ¢ajem u kombinaciji s Tween, odnosno EDTA, $to naglaSava potencijal

143



upotrebe permeabilizatora stani¢cne membrane za ucinkovitiji prijenos spojeva iz ¢aja koji
pokazuju inhibitornu aktivnost prema enzimima koji se ciljaju u lijeCenju dijabetesa. Takoder,
uoceno je povecanje antioksidacijskog potencijala klijanaca brokule, cvjetace i rastike nakon
prijenosa spojeva iz ¢aja. Rezultati ukazuju na velik potencijal meduvrsnog prijenosa spojeva
u stvaranju funkcionalne biljne hrane, te upucuju na potrebu daljnjih istrazivanja razlicitih
kombinacija akceptora i donora s ciljem dobivanja biljaka poboljsanog fitokemijskog profila i

bioloskih uc¢inaka.

Kljuéne rijeci: antioksidansi, ¢aj, kupusnjace, meduvrsni prijenos, permeabilizatori membrane
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11. SUMMARY



Dino Davosir

IMPROVING THE EFFICIENCY OF INTERSPECIFIC METABOLITE
TRANSFER BY DESTABILIZING THE CELL MEMBRANE FOR
IMPROVEMENT OF PHYTOCHEMICAL PROFILE AND
BIOPOTENTIAL OF BRASSICACEAE SPROUTS

Demand for food that exerts positive effects on human health is growing, which entails the
development of strategies for improving the biological effects of food. Interspecific metabolite
transfer is an approach in which metabolites are transferred from donor to acceptor plants. In
this study, sprouts of broccoli (Brassica oleracea var. italica), cauliflower (B. oleracea var.
botrytis) and kale (B. oleracea var. acephala) were incubated in tea (Camellia sinensis) extract.
To assess the possibility of improving the efficiency of interspecific transfer through the cell
membrane by improving its permeability, acceptor plants were incubated with donor extracts
in combination with EDTA or Tween detergent. Phytochemical composition of the sprouts was
assessed using the spectrophotometric methods and high-performance liquid chromatography,
and to assess the biopotential of the sprouts, in vitro antioxidative capacity assays and the
inhibition assays of enzymes linked to diabetes and obesity, a-amylase, a-glucosidase and
lipase, were carried out. It was revealed that the treatment with tea in combination with EDTA
lead to the biggest improvement in concentration of total phenolics in all the tested sprouts,
with the increase in cauliflower sprouts being the most significant. Regarding the other tested
parameters, a remarkable species-specificity was revealed, which points out the role of acceptor
plants phytochemical matrix in interspecific metabolite transfer. Improvement of inhibitory
activity against a-glucosidase was demonstrated for cauliflower sprouts treated with tea extract
in combination with EDTA, while the biggest improvement in a-amylase inhibitory activity
was demonstrated for cauliflower sprouts treated with tea, and kale sprouts treated with tea in

combination with EDTA and Tween. This emphasizes the potential of the cell membrane

146



permeabilizers to improve the transfer of compounds exerting inhibitory activity against
enzymes targeted in diabetes treatment. Furthermore, an improvement in antioxidative
properties of broccoli, cauliflower and kale sprouts was determined upon interspecific transfer
of compounds from tea. Results point out a great potential of interspecific metabolite transfer
in obtaining functional plant food, and emphasize the need for further investigation of different
acceptor and donor combinations with the aim of obtaining plants of improved phytochemical

profile and biological effects.

Key words: antioxidants, Brassicaceae, interspecific transfer, membrane permeabilization, tea
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