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Kupusnjače (Brassicaceae) su bogate flavonoidima, glukozinolatima i vitaminima te su zbog 

toga jedno od najčešće konzumiranog povrća. Cilj ovog rada bio je usporediti udjele fenolnih 

spojeva klica korabice (Brassica oleracea var. acephala gongylodes), kelja (B. oleracea 

sabauda), prokulice (B. oleracea gemmifera), cvjetače (B. oleracea botrytis), rotkvice 

(Raphanus sativus) i kreše (Lepidium sativum), te njihov antioksidacijski i hipoglikemijski 

potencijal nakon in vitro simulirane probave čovjeka kako bi se za svaki od parametara 

izdvojilo varijetet klica većeg potencijala. Najbogatije ukupnim (uk.) flavonoidima bile su 

klice cvjetače, a uk. hidroksicimetnim kiselinama kelja i rotkvice. Nakon probave u crijevu 

najveći udio uk. fenolnih spojeva imale su klice kelja, a uk. flavonoida klice cvjetače. 

Najbogatije vitaminom C prije probave bile su klice kreše, a nakon probave u želucu klice 

rotkvice. Feruličnom kiselinom najbogatije su bile klice prokulice, a  sinapinskom klice kelja i 

prije i nakon probave. Najvišu koncentraciju kvercetina prije probave imale su klice cvjetače i 

kreše, a nakon probave u crijevima klice cvjetače. Najvišu koncentraciju kempferola i prije i 

nakon probave imale su klice rotkvice. Sve klice prije probave pokazale su antioksidacijski 

potencijal sličan ili čak i viši od standarda troloksa. Ekstrakti svih klica prije probave pokazali 

su isti ili veći stupanj inhibicije α-amilaze nego standardni antidijabetički lijek akarboza. 

Nakon probave u crijevu najveći stupanj inhibicije aktivnosti α-amilaze pokazale su korabice. 

Prije probave najveći stupanj inhibicije α-glukozidaze pokazale su klice rotkvice, a nakon 

probave u crijevu klice korabice. Klice rotkvice, kelja, prokulice i korabice prije probave 

snažnije su inhibirale aktivnost α-glukozidaze od akarboze. Zaključujem da klice kupusnjača 

predstavljaju biomaterijal velikog potencijala za ljudsku prehranu i zdravlje, te su daljnje 

analize njihova biopotencijala itekako potrebne i poželjne. 
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Brassicaceae are rich in flavonoids, glucosinolates and vitamins, and are therefore one of the 
most commonly consumed vegetables. The aim of this study was to compare the proportions 
of phenolic compounds of kohlrabi (Brassica oleracea var. acephala gongylodes), kale (B. 
oleracea sabauda), Brussels sprouts (B. oleracea gemmifera), cauliflower (B. oleracea 
botrytis), radish (Raphanus sativus) and cress (Lepidium sativum), and their antioxidant and 
hypoglycemic potential after in vitro simulated human digestion in order to single out a 
variety of seedlings of higher potential for each of the parameters. The richest in total  
flavonoids were cauliflower seedlings, and in hydroxycinnamic acids seedlings of kale and 
radish. After intestinal digestion the largest proportion of total phenolics had kale, and total 
flavonoids cauliflower seedlings. The richest in vitamin C before digestion were cress 
seedlings, and after gastric digestion radish seedlings. Brussels sprouts were the richest in 
ferulic acid, and kale seedlings were the richest in synapic acid before and after digestion. 
Cauliflower and cress seedlings had the highest concentration of quercetin before digestion, 
and cauliflower only after intestinal digestion. Radish seedlings had the highest concentration 
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1. UVOD 



 

1 

 

1.1. Kupusnjače 

 

Porodica kupusnjača (Brassicaceae) jedna je od najvećih porodica u biljnom carstvu. 

Obuhvaća čak 338 rodova i 3700 vrsta (Al-Shehbaz i sur., 2006). Najranije vrste ove porodice 

nastale su u eocenu na području irano-turanske regije iz koje su se dalje proširile svijetom 

(Franzke i sur., 2011). Kupusnjače danas imaju veliku važnost za čovjeka; koriste se u 

prehrani kao lisnato i korijenasto povrće, kao začini ili kao biljke uljarice (Sharma i sur., 

2014). Najviše se uzgajaju na području  sjeverne hemisfere, od jugozapadne Azije do 

Sjeverne Amerike (Francisco i sur., 2017). Varijeteti iz roda Brassica (kao što su brokula, 

kelj, cvjetača, pekinški kupus) pripadaju u skupinu 10 ekonomski najvažnijih povrtnih biljaka 

(Francisco i sur., 2017). U prehrambene svrhe najviše se uzgajaju B. napus (uljana repica), B. 

rapa (repa), B. oleracea (kupus, brokula, cvjetača, brokulica, koraba, kelj), Raphanus sativus 

(radič), Lepidium sativum (sjetvena grbica) i Nasturtium officinale (potočarka). Vrste 

uzgajane kao začinske biljke uključuju B. juncea (smeđi gorušica), Sinapis alba (žuti 

gorušica), B. nigra (crni gorušica), Armoracia rusticana (hren) i Eutrena japonica (wasabi) 

(OECD 2016). Važno je napomenuti i da vrsta Arabidopsis thaliana (talijin uročnjak), koja je 

često korišteni modelni organizam, pripada u ovu porodicu (Sharma i sur., 2014).  

Korisni učinci kupusastog povrća na ljudsko zdravlje povezani su s djelatnim tvarima 

koje sadrže. U tom kontekstu posebno se ističu fenolni spojevi (najčešće flavonoli i 

hidroksicimetne kiseline) koji su izrazito efikasni u spriječavanju oksidativnog stresa, 

stimulaciji imunosnog sustava, smanjuju proliferaciju stanica raka i inhibiraju kancerogene 

mutacije. Štite ljudsko tijelo od slobodnih radikala koji uzrokuju oštećenja DNA, utječu na 

ekspresiju gena, modifikaciju baza i oksidaciju lipida i proteina (Sanlier, 2018). Biljke iz 

porodice kupusnjača najpoznatiji su izvor glukozinolata (Francisco i sur., 2017). U njima 

također nalazimo i dosta vitamina (npr. A, B-6, C i K, β-karoten, lutein, zeaksantin i slične 

karotenoide, te vitamin E), koji svi zajedno doprinose ranije spomenutom antioksidacijskom, 

protuupalnom, antimikrobnom i antialergijskom djelovanju, sposobnosti inhibicije enzima, te 

antitumorskoj aktivnosti (Francisco i sur., 2017).  

Kao što je spomenuto, varijeteti roda Brassica intenzivno se uzgajaju u cijelom svijetu. 

Konzumirani su na razne načine, a danas sve popularnija postaje konzumacija klica upravo 

zbog bogatstva fenolnim spojevima, vitaminima te drugim tvarima jakog antioksidacijskog 

potencijala. No, dakako da sadržaj tih tvari varira od varijeteta do varijeteta pa su potrebna 
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istraživanja kako bi se utvrdilo konzumacija klica kojih varijeteta ima najblagotvornije 

djelovanje na ljudski organizam. 

 

Brassica oleracea convar. acephala var. gongylodes 

 

Korabica (B. oleracea convar. acephala var. gongylodes) je dvogodišnja biljka koja se 

uzgaja zbog zadebljalog donjeg dijela stapke (Ćosić i sur., 2013). Varijetet je koji je 

srodstveno najbliži divljem kupusu (B. oleracea ssp. oleracea), ishodišnoj formi svih 

današnjih varijeteta (Park i sur., 2012). Raste uz obale Europe i Sjeverne Afrike, a posljednih 

desetljeća potražnja za korabicom se višestruko povećala što je naravno dovelo i do povećanja 

same proizvodnje, posebno u nordijskim zemljama (Escalona i sur., 2007). Popularna je u 

ljudskoj, ali i životinjskoj prehrani iz razloga što sadrži vitamine, minerale, vlakna i mali udio 

masti (National Food Composition Database, Fineli, Finland, 2011). Postoje blijedozelene i 

ljubičaste sorte (slika 1.). 

 

 
Slika 1. Fenotip blijedozelene (A) i ljubičaste sorte (B) korabice (B. oleracea convar. acephala var. gongylodes). 

Preuzeto i prilagođeno iz rada autora Park i sur. (2012). 
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Brassica oleracea var. sabauda 

 

Kelj (B. oleracea var. sabauda) dvogodišnja je zeljasta biljka iz porodice Brassicaceae. 

Stabljika je u prvoj godini nerazgranata te naraste do visine od 40 cm s jednim kuglastim 

pupom na vrhu. Listovi, koji se koriste kao hrana, veliki su i naborani, tamnozelene boje. 

Porijeklom je iz područja sjeveroistoka Europe (Sretenović-Rajičić i sur., 2004), a varijetet je 

dobiven iz vrste divljeg kupusa (B. oleracea). Istraživanje autora Quassinti i sur., (2016) 

potvrdilo je da vodeni i hidroalkoholni ekstrakti klica kelja imaju visoki antioksidacijski i 

prooksidacijski potencijal. Fenotip kelja prikazan je na slici 2. 

 

 

 
Slika 2. Fenotip zrelog kelja (B. oleracea var. sabauda). Preuzeto s https://alchetron.com/Brassica-oleracea.  

 

Brassica oleracea var. gemmifera 

 

Prokulica (B. oleracea var. gemmifera) dvogodišnja je zeljasta biljka iz porodice 

Brassicaceae. Stabljika je uspravna i uglavnom nerazgranata, visine do 100 cm. Listovi su 

jajstog oblika, malo naborani i tamnozeleni. Proizvodnja i potrošnja prokulice raširena je u 

zapadnoj i srednjoj Europi i u stalnom je porastu (Lisiewska i sur., 2009) To nije isključivo 

zbog prehrambenih blagodati, kao što su visok udio proteina, visok stupanj antioksidacijskog 

potencijala, visok udio nezasićenih masnih kiselina i mineralnih spojeva, a nizak sadržaj 

nitrata i teških metala, već i zbog lakog uzgoja i skladištenja (Kmiecik i sur., 2007; Martínez-

Tomé i sur., 2001). Prokulica je dobra sirovina za zamrzavanje i kasnojesenska berba 
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produžuje poljodjelsku sezonu u pogonima prehrambene industrije (Lisiewska i sur., 2009). 

Fenotip zrele prokulice prikazan je na slici 3. 

 

 

Slika 3. Fenotip zrele prokulice (B. oleracea var. gemmifera). Preuzeto s 

https://territorialseed.com/products/brussels-sprout-igor?variant=12788997226595.  

 

Brassica oleracea var. botrytis 

 

Cvjetača (B. oleracea var. botrytis) dvogodišnja je zeljasta biljka iz porodice 

Brassicaceae. Stabljika je nerazgranata, naraste do 50 cm visine. U prvoj godini biljka stvara 

zadebljali cvat bijele boje. Upravo je zbog spomenutog cvata cvjetača važna povrtna kultura 

jer se isti intenzivno koristi u prehrani. Uzgaja se po cijelom svijetu u tropskoj i umjerenoj 

klimi, a za konzumaciju je uglavnom dostupna tijelom cijele godine (Sharma i sur., 2004). 

Bogat je izvor fitonutrijenata koji djeluju kao antioksidansi, npr. glukozinolata, askorbinske 

kiseline i polifenola (Scalzo i sur., 2008). Fenotip zrele cvjetače prikazan je na slici 4. 
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Slika 4. Fenotip zrele cvjetače (B. oleracea var. botrytis). Preuzeto s https://www.bbc.com/news/uk-49330210. 

 

Raphanus sativus 

 

Rotkvica (R. sativus) korijenasto je povrće uzgajano u cijelom svijetu. Raste u 

umjerenoj klimi na nadmorskim visinama između 190 i 1240 m. Biljka je visoka između 30–

90 cm, a korijen je zadebljao i različitih veličina, oblika i boja. Poznata je po jedinstvenom, 

oštrom okusu (Gutiérrez & Perez, 2004). Rotkvice se obično jedu sirove kao hrskavi dodatak 

salatama. Na Bliskom Istoku pak preferiraju sok ovog korijenastog povrća zbog njegovih 

zdravstvenih blagodati (Banihani, 2017). Rotkvice imaju različite boje kore korijena (crvena, 

ljubičasta, crna, žuta) dok je na presjeku unutrašnjost tipično bijela (Banihani, 2017). Ova 

vrsta se popularno koristi za liječenje bolesti jetre i dišnih puteva. Antibiotska aktivnost 

ekstrakta korijena odavno je primjećena zbog čega rotkvica ima dugu povijest primjene u 

tradicionalnoj medicini (Gutiérrez & Perez, 2004). Fenotip zrele rotkvice prikazan je na slici 

5. 

 
Slika 5. Fenotip nekoliko sorti zrele rotkvice (R. sativus). Preuzeto s web stranice 

http://bioinfo.bti.cornell.edu/cgi-bin/radish/index.cgi. 
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Lepidium sativum  

 

Kreša (L. sativum) jestiva je biljka koja pripada porodici Brassicaceae. Ima uspravnu 

tanku stabljiku koja naraste do visine od 20-30 cm. Listovi su varijabilni, neparno perasto 

razdjeljeni na uske listiće, na stabljici raspoređeni naizmjenično. Uzgaja se kao kulinarsko 

povrće u cijeloj Aziji i dijelovima Europe. Od davnih vremena sjeme ove biljke koristi se u 

tradicionalnoj medicini (Diwakar i sur., 2010). Sjeme je gorkog okusa, termogeno, 

depurativno, djeluje kao rubefacijens, tonik, afrodizijak, antiskorbutik, antihistaminik i 

diuretik (Diwakar i sur., 2010). Klice se konzumiraju kao začin i bogat su izvor glukozinolata 

(Vaughn i Berhow, 2005). Fenotip zrele kreše prikazan je na slici 6. 

 

 

Slika 6. Fenotip zrele kreše (L. sativum). Preuzeto iz rada Sruthi i sur. (2017). 

 

1.2. Specijalizirani biljni metaboliti 

 

Biljni metabolizam dijelimo na primarni i sekundarni. Metaboliti neophodni za život 

biljke (proteini, nukleinske kiseline, ugljikohidrati, lipidi) sintetiziraju se putevima primarnog 

metabolizma. Spojevi koji nisu neophodni za metabolizam biljke, ali doprinose boljoj 

prilagođenosti i preživljavanju u okolišu rezultat su sekundarnog tj. specijaliziranog biljnog 

metabolizma (Giada, 2013). Specijalizirani metaboliti klasificiraju se prema kemijskoj 

strukturi; fenolni spojevi, terpeni, steroidi i alkaloidi. Fenolni spojevi su široko rasprostranjeni 
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u biljnom carstvu, uključeni su u sintezu lignina te su zbog toga prisutni u svim višim 

biljkama. Među četiri spomenute skupine spojeva terpeni su najraznolikija (Boncan i sur., 

2020). Važni su medijatori u odnosima biljaka s okolišem i insektima (Boncan i sur., 2020). 

Biljni steroidi su grupa specijaliziranih biljnih metabolita koja se ističe po svojim ljekovitim 

svojstvima i blagotvornom utjecaju na ljudsko zdravlje (Gunaherath i Gunatilaka, 2014). U 

alkaloide uglavnom spadaju spojevi koji su specifični za određeni biljni rod i samim time 

rjeđe distribuirani u biljnom carstvu (Bourgaud i sur. 2001). 

Velika raznolikost specijaliziranih metabolita proizlazi iz njihove uloge u prilagodbi na 

različite stresne uvjete te općenito njihove uloge u interakciji biljke s okolišem. Djeluju kao  

zaštita od herbivora, bakterija, gljiva, virusa, drugih biljnih vrsta, ali i abiotičkih stresnih 

čimbenika. Neki od primjera zaštitnog djelovanja specijaliziranih metabolita su zaštita biljke 

od toksina koje ispuštaju susjedne biljke (alelopatija), apsorpcija UV zračenja i na taj način 

sprječavanje oštećenja fotosintetskog aparata, te repelentni učinak na herbivore (od insekata 

do goveda) (A. Hussein i A. El-Anssary, 2019). Neke biljke ih koriste kao signale u 

komunikaciji s drugim biljkama te drugim korisnim organizmima poput simbiotskih 

mikroorganizmima, oprašivača i raspršivača sjemenki (Yang i sur., 2018).   

Zbog blagotvornog djelovanja na zdravlje ljudi, specijalizirani biljni metaboliti 

stoljećima se koriste u tradicionalnoj medicini. U moderno doba vrijedna su sirovina  

industrijama kao što su farmaceutska, kozmetička i kemijska (Bourgaud i sur. 2001, Yang i 

sur. 2018), koriste za dobivanje aroma,  raznih lijekova, esencijalnih ulja, kozmetičkih 

preparata i sl. (Kabera i sur., 2014).  

 

1.3. Fenolni spojevi 

 

Fenolni spojevi su, zbog svoje uloge u biljnom organizmu, najzastupljenija i 

najbrojnija skupina specijaliziranih metabolita, a zbog bioloških učinaka koje pokazuju 

također su i jedna od najistraživanijih skupina (Giada, 2013). Fenolni spojevi su veoma 

heterogena skupina u koju spada oko čak 8000 spojeva pronađenih u biljkama. Premda se, 

dakle, radi o vrlo raznolikoj skupini, svi spojevi imaju zajedničko obilježje koje ih stvrstava u 

istu skupinu, a to je prisutnost jednog ili više hidroksiliranih benzenskih prstenova, 

uključujući i  derivate poput estera, metil etera, glikozida i dr. (Cartea i sur., 2011).  
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Slika 7. Shematski prikaz metaboličkog puta sinteze fenolnih spojeva putem šikiminske kiseline (preuzeto iz  

Taiz i Zeiger (2002)). 

 

 

U skupini fenolnih spojeva najraširenija i najraznolikija skupina spojeva kod kupusnjača 

su flavonoidi i hidroksicimetne kiseline (Cartea i sur., 2011). U biljkama se najčešće nalaze u 

konjugiranom obliku, tj. u obliku glikozida, za čije su hidroksilne skupine vezane jedna ili 

više molekula šećera. Vezani šećeri mogu biti monosaharidi, disaharidi pa čak i oligosaharidi, 

ali najzastupljeniji vezani šećer je monosaharid glukoza. Fenolni spojevi mogu biti 

konjugirani i s drugim spojevima, primjerice karboksilnim ili organskim kiselinama, lipidima, 

aminima kao i s drugim fenolnim spojevima (Bravo, 1998). Fenolni spojevi se rijetko nalaze u 

slobodnom, nekonjugiranom obliku, jer je taj oblik izrazito toksičan, dok se postupkom 

konjugacije s drugim spojevima to svojstvo gubi (Giada, 2013). 

U biljnim organizmima fenolni spojevi imaju raznolike uloge. Djeluju kao signalne  

molekule, hormoni koji reguliraju rast, štite od mikroorganizama (baktericidno djelovanje), 
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štite od UV zračenja, privlače oprašivače, pridonose pigmentaciji biljaka, okusu (gorčini, 

oštrini), mirisu i oksidativnoj stabilnosti (Berend i Grabarić, 2008). 

Fenolni spojevi nastaju u dva metabolička puta, putem šikiminske kiseline u kojem su 

glavni proizvodi fenilpropanoidi i putem octene kiseline u kojem nastaju jednostavni fenoli 

(slika 7.). Većina biljnih fenolnih spojeva sintetizira se iz fenilpropanoida, dakle putem 

šikiminske kiseline, ali najbrojnija skupina fenolnih spojeva, flavonoidi, sintetizira se 

kombinacijom oba spomenuta puta (Cartea i sur., 2011; Giada, 2013) 

Dokazana su protuupalna, antialergijska, antioksidacijska i antikancerogena svojstva 

fenolnih spojeva, kao i namirnica koje ih sadržavaju (Rice-Evans i sur., 1997). Iz tog razloga 

interes za namirnicama bogatim fenolnim spojevima posljednih godina vrtoglavo raste 

(Giada, 2013). Od fenolnih spojeva, fenolne kiseline, flavonoidi i tanini su najčešći u ljudskoj 

prehrani. 

 

Tablica 1. Sadržaj polifenola te flavonoida i fenolnih kiselina u najpoznatijim vrstama kupusnjača izražen u 
miligramima po gramu suhe mase. (Preuzeto iz Heimler i sur. (2006)) 

Uzorak Flavonoidi Fenolne kiseline Ukupni polifenoli 
Kupus  

(Brassica oleracea 
var. capitata f. alba) 

2,70 0,7 2,77 

Brokula (Brassica 
oleracea var. italica) 

3,04 8,69 11,73 

Kelj (Brassica 
oleracea sabauda) 

1,02 0,23 1,25 

Cvjetača (Brassica 
oleracea var. botrytis) 

0,29 0,09 0,38 

Prokulica (Brassica 
oleracea var. 
gemmifera) 

1,12 0,35 1,47 

 

 

 

1.3.1. Flavonoidi 

 

Flavonoidi su izrazito raznolika skupina spojeva koju pronalazimo u svim 

kritosjemenjačama. Razlikuju se po kemijskoj strukturi, boji i biološkoj funkciji, ali osnovni 

princip građe im je zajednički. Osnovna struktura je fenilpropanoidna jezgra s 15 ugljikovih 
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atoma (C6-C3-C6) raspoređena u dva aromatska prstena (A i B) koji su povezani 

heterocikličkim piranskim prstenom. Flavonoidi se međusobno razlikuju prema 

oksidacijskom stanju i zasićenosti heterocikličkog prstena pa razlikujemo flavone, flavanone, 

izoflavone, flavonole, 3-deoksiflavonoide i antocijane (Jiang i sur., 2016).  

 

 

 
Slika 8. Shematski  prikaz metaboličkog puta sinteze flavonoida (preuzeto iz Ravaglia i sur. (2013)) 
 
 
 Flavonoidi se sintetiziraju iz aromatske aminokiseline fenilalanina (slika 8.). Raznolikih 

su struktura, ovisno o stupnju i mjestu hidroksilacije, prenilacije, alkalizacije ili glikolizacije 

primarne molekule. Ove modifikacije utječu na fizikalna svojstva flavonoida, kao na primjer  

na topivost flavonoida u vodi, što zatim utječe na biodostupnost (Gutiérrez-Grijalva i sur., 

2018). U biljnom tkivu se najčešće nalaze u obliku glikozida jer, kao i svi fenolni spojevi,  

imaju sposobnost vezanja raznih šećernih molekula u raznim pozicijama (Mageney i sur., 

2017). 

Prije se mislilo da su flavonoidi otpadni produkti biljnog metabolizma koji se skladište 

u vakuoli, no novija istraživanja su otkrila da imaju razne uloge u biljnom organizmu; djeluju 
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kao fitoaleksini, štite od UV zračenja, sudjeluju u prijenosu biljnih hormona auksina te time 

utječu na rast biljke (Nix i sur., 2017). U skupinu flavonoida također pripadaju i  

antocijanidini i njihovi glikozidi antocijani koji su pigmenti u cvijeću i povrću te na taj način 

pospješuju oprašivanje i raspršivanje sjemenki.  

Osim široke lepeze korisnih djelovanja u biljnom organizmu, flavonoidi imaju mnoge 

pozitivne učinke i na ljudski organizam. Zbog toga su danas nezamjenjiva komponenta 

mnogih prehrambenih, farmaceutskih, medicinskih i kozmetičkih proizvoda. Kao i većina 

fenolnih spojeva, flavonoidi pokazuju antioksidativna, protuupalna, antimutagena i 

antikancerogena svojstva. Također imaju i sposobnost regulacije funkcija mnogih staničnih 

enzima, a poznati su i kao snažni inhibitori enzima kao što su npr. ksantin oksidaza, ciklo-

oksigenaza, lipoksigenaza i fosfoinozitid-3-kinaza (Panche i sur., 2016). 

 

1.3.2. Fenolne kiseline 

 

Fenolne kiseline su, također, specijalizirani aromatski metaboliti široko rasprostranjeni 

u biljnom carstvu. „Fenolne kiseline“ je naziv za fenolne spojeve koji sadrže karboksilnu 

skupinu. U biljkama se pojavljuju u 2 karakteristična oblika: kao derivati hidroksicimetne i 

kao derivati hidroksibenzojeve kiseline (Tsao, 2010). Predmet su mnogih istraživanja zbog 

antioksidacijskih svojstava kojima ublažavaju simptome raznih degenerativnih bolesti, 

primjerice kardiovaskularnih, upalnih i raka (Saxena i sur. 2012).  

U voću i povrću fenolne kiseline nalazimo u slobodnom obliku, dok u žitaricama i 

sjemenkama dolaze u vezanom obliku. Fenolne kiseline sintetiziraju se  u putu šikiminske 

kiseline koji uključuje nekoliko enzimatskih reakcija kojima se intermedijera pentoza 

fostatnog puta i glikolize prevode u tri esencijalne aminokiseline: fenilalanin, tirozin i 

triptofan (slika 9.). Fenilalanin i tirozin su ishodišne molekule za sintezu dvije glavne skuipine 

fenolnih kiselina: hidroksicimetne i hidroksibenzojeve kiseline. Hidroksicimetne kiseline su 

najveća grupa fenolnih kiselina. U prirodi su najčešća kavena, ferulična, p-kumarinska, te 

sinapinska kiselina. Najviše zastupljenje hidroksibenzojeve kiseline su: galna, p-

hidroksibenzojeva, vanilinska i siringična.  (Taofiq i sur., 2017). 
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Slika 9. Shematski  prikaz metaboličkog puta sinteze fenolnih kiselina (preuzeto iz Taofiq i sur. (2017)) 

 

Struktura hidroksicimetnih kiselina varira ovisno o broju i položaju hidroksilnih skupina 

na aromatskom prstenu, a mogu se naći i u obliku derivata poput amida ili estera (Vinholes i 

sur. 2015). 

 

1.3.3. L-askorbinska kiselina 

 

L-askorbinska kiselina jedan je od oblika vitamina C, najzastupljenijeg antioksidansa 

topivog u vodenom mediju zbog čega je ključan mikronutrijent za metabolizam gotovo svih 

živih bića (Paciolla i sur., 2019). Većina sisavaca ga može sintetizirati, ali ljudi su zajedno s 

drugim primatima, šišmišima i zamorcima iznimka od tog pravila te nisu u mogućnosti 

samostalno sintetizirati ovaj vitamin (Gallie, 2013). U životinjskom organizmu vitamin C se 

može sintetizirati samo u jednom metaboličkom putu, dok kod biljaka može nastajati u čak 

četiri metabolička puta, što je direktan pokazatelj važnosti askorbinske kiseline za održavanje 

homeostaze u biljnom organizmu (Gallie, 2013). Primarni put biosinteze askorbata u višim 

biljkama naziva se Smirnoff-Wheelerov put i poznato je da se odvija u mitohondrijima. 

Ponekad se također naziva i D-manoza/L-galaktoza put.  (Akram i sur., 2017). 
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Strukturu ovog vitamina otkrio je i opisao Norman Haworth 1933. godine, a samo ime 

molekule potiče od njezine upotrebe u liječenju skorbuta (Paciolla i sur., 2019). Vitamin C 

ima izrazito jednostavnu strukturu s nekoliko strukturnih elemenata koji određuju kemijska 

svojstva molekule (slika 10.): struktura laktona, dvije enolne hidroksilne skupine (položaji 2 i 

3) i primarna i sekundarna hidroksilna skupina (položaji 5 i 6) (Barrita i Sanchez, 2013). 

 

 

 
Slika 10. Kemijska struktura L-askorbinske kiseline (preuzeto iz Chen i sur. (2015)). 

 

Vitamin C djeluje kao elektron donor i antioksidans iz čega proizlaze sve njegove 

fiziološke i biokemijske uloge (Barrita i Snchez, 2013). U biljkama je ovaj vitamin glavni 

antioksidans i u suradnji s drugim komponentama antioksidacijskog sustava štiti biljke od 

oksidativnih oštećenja koja nastaju djelovanjem aerobnog metabolizma, fotosinteze ili niza 

stresnih čimbenika poput ozona, teških metala i povišenog saliniteta (Mazid i sur., 2011). 

Djeluje i kao modulator provođenja signala u stanici tijekom procesa staničnog rasta (diobu 

stanica, širenje stanica i rast stanične stijenke) (Gallie, 2013). Kofaktor je i mnogih enzima 

koji su uključeni u već spomenute razvojne procese ili obranu od stresnih čimbenika (Mazid i 

sur., 2011). Pri odgovoru na oksidacsijki stres često djeluje u kombinaciji s drugim 

neenzimskim antioksidansima kao što su glutation i α-tokoferol. Nedavna istraživanja 

pokazuju da bi askorbat mogao biti alternativni donor elektrona u fotosustavu II pri 

abiotičkom stresu, kao i da ima glavnu ulogu u zaštiti fotosintetskog aparata u kloroplastu 

neutralizirajući djelovanje reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive oxygen species, ROS)  

(Venkatesh i Park, 2014).  

Askorbat je fiziološki aktivni oblik askorbinske kiseline koji nastaje deprotoniranjem 

hidroksilne skupine na C3 atomu. Najviše askorbata nalazi se u citoplazmi biljne stanice, a 

mali dio prenosi se transporterima u apoplast. Pretpostavlja se da je količina askorbata u 
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apoplastu bitna za procese percepcije, signalizacije i odgovora biljke na stres (Akram i sur., 

2017). Istraživanja pokazuju da je stopa sinteze askorbata u biljci direktno proporcionalna 

osjetljivosti biljke na stresne čimbenike u okolišu. Dokazano je da askorbat sudjeluje u zaštiti 

od abiotičkih stresova kao što su suša, povećani salinitet, ozon, niske/visoke temperature i 

visok intenzitet svjetlosti (Venkatesh i Park, 2014). Također, neka istraživanja pokazuju da je 

endogeni askorbat uključen u signalizacijske puteve u kojima sudjeluju i fitohormoni (Mazid i 

sur., 2011). 

 

1.4. Slobodni radikali i antioksidansi 

 

Oksidativni procesi dio su staničnog metabolizma kojim stanica osigurava energiju za 

rast i razvoj. Tijekom ovih procesa, a posebice u stresnim uvjetima, dolazi do stvaranja ROS-

ova. Reaktivne vrste su najčešće kisikovi ili dušikovi slobodni radikali. Definirani su kao 

kemijske vrste koje imaju nespareni elektron u valentnoj ljusci (superoksidni anionski radikal 

O2 ∙ -, hidroksil HO ∙, hidroperoksil HO2 ∙, peroksil ROO ∙, alkoksil RO ∙, dušikov oksid NO ∙, 

peroksinitrit ONOO- i dušikov dioksid NO2) ili su neutralne molekule (H2O2 ili HClO) 

(Bhalodia i sur. 2013, Lobo i sur. 2010, Pisoschi i sur. 2016). Nespareni elektron u valentnoj 

ljusci određuje glavna svojstva slobodnih radikala, a to su nestabilnost i visoka reaktivnost. U 

reakcijama s drugim molekulama slobodni radikali se mogu ponašati i kao reducensi (doniraju 

elektron) i kao oksidansi (prihvaćaju elektron). Zbog visoke reaktivnosi izrazito su štetni za 

biološke molekule poput nukleinskih kiselina, proteina, ugljikohidrata i lipida (Lobo i sur. 

2010) 

Slobodni radikali su obavezni sudionici staničnih procesa. Sudjeluju u regulaciji 

stanične proliferacije, apoptoze i ekspresije gena. Do problema dolazi kada se nakupi višak 

slobodnih radikala (najčešće kao posljedica izloženosti biljke stresu), te ih antioksidacijski 

sustav ne može dovoljno brzo neutralizirati. Tada dolazi do oštećenja biološki važnih 

molekula; lipidna peroksidacija, oksidacija proteina, nukleinskih kiselina i ugljikohidrata. 

Oksidativni stres također rezultira nakupljanjem spojeva toksičnih za stanicu kao što su: 

malonil dialdehid, 4-hidroksinonenal  i narušava ravnotežu između oksidansa i antioksidanasa 

(redoks homeostaza) koja nužna za normalno funkcioniranje stanica (Pisoschi i sur. 2016). 

Nekontrolirano generiranje slobodnih radikala u stanici može dovesti do mnogih bolesti poput 

raka, reumatoidnog artritisa, kao i do degenerativnih procesa povezanih sa starenjem 

(Almeida i sur. 2011). 
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Mnoga novija istraživanja su pokazala da konzumacija voća, povrća i napitaka bogatih 

prirodnim antioksidansima značajno povećava zaštitu organizma i smanjuje rizik od 

navedenih oboljenja. Ulogu antioksidansa u ovim namirnicama imaju vitamini, flavonoidi, 

antocijani i drugi fenolni spojevi koji, jednom unešeni u organizam, pročišćavaju isti od 

slobodnih radikala te na taj način olakšavaju djelovanje i poboljšavaju efikasnost 

antioksidacijskog sustava (Almeida i sur. 2011, Bhalodia i sur. 2013). Antioksidacijska 

aktivnost ovih tvari rezultat je njihovih redoks svojstava redoks kojima inaktiviraju reaktivne 

oblike kisika, tj. djeluju kao reducensi i donori vodika (Minatel i sur. 2017). Sposobnost 

uklanjanja slobodnih radikala pokazatelj je antioksidativne aktivnosti i povezana je s 

prisutnošću bioaktivnih spojeva (Kowitcharoen i sur. 2018). 

Prirodni antioksidansi se dijele na endogene i egzogene. Endogeni su oni sintetizirani u 

organizmu te oni mogu biti neenzimatski (glutation, bilirubin, albumin i dr.) i enzimatski 

(superoksid dismutaza, katalaza, peroksidaza i dr.). Egzogeni antioksidansi se unose 

prehranom. To su primjerice karotenoidi, tokoferoli, vitamin D, fenolne kiseline, flavonoidi, 

tanini ili askorbinska kiselina. Kao što je već spomenuto, egzogeni antioksidansi su važna 

pomoć endogenom antioksidacijskom sustavu stanice jer neutraliziraju slobodne radikale 

nakupljene u suvišku (Pisoschi i sur. 2016). 

 

1.5. Cilj rada 

 

Cilj ovog rada bio je usporediti udjele fenolnih spojeva klica korabice (Brassica 

oleracea var. acephala gongylodes), kelja (Brassica oleracea sabauda), prokulice (Brassica 

oleracea gemmifera), cvjetače (Brassica oleracea botrytis), rotkvice (Raphanus sativus) i 

kreše (Lepidium sativum), te njihov antioksidacijski i hipoglikemijski potencijal u pojedinoj 

fazi in vitro modela ljudske probave kako bi se za svaki od navedenih parametara moglo 

izdvojiti klice većeg potencijala.  
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2.1. Materijal 

 

Sjemenke korabice (Brassica oleracea var. acephala gongylodes), kelja (B. oleracea 

sabauda), prokulice (B. oleracea gemmifera), cvjetače (B. oleracea botrytis), rotkvice 

(Raphanus sativus) i kreše (Lepidium sativum) naklijavane su u klima komori na vlažnom 

filter papiru u mraku pri 23°C, a nakon što su proklijale nastavljen je uzgoj pri 23°C i 

osvjetljenju 16h dan/8 h mrak. Kada su dosegle stadij s dva prava lista, sakupljene su, 

smrznute pod tekućim dušikom i liofilizirane. Klice su uzgojene u 3 biološke replike i od 

svake biološke replike pripremljene su 3 tehničke replike. 

 

2.2. Priprema ekstrakata 

 

Masu od 50 mg liofiliziranog biljnog materijala odvagnula sam na analitičkoj vagi te 

dodala 1 mL 70% etanola (EtOH) koji je korišten kao otapalo. Uzorci su potom podvrgnuti 

miješanju na vrtložnoj mješalici te potom trešnji na rotacijskom homogenizatoru 1 h pri 50 

okretaja/min na sobnoj temperaturi. Dobiveni ekstrakti su nadalje centrifugirani 5 min pri 10 

000 okretaja/min u centrifugi Eppendorf Centrifuge 5804R na +4°C. Supernatante sam 

prenijela u čiste epruvete i pohranila na -20°C do daljnjih analiza. 

 

2.3. In vitro model ljudske probave 

 

In vitro model ljudske probave korišten za analizu bioraspoloživosti fenolnih spojeva, 

sadržanih u etanolnom ekstraktu klica, napravljen je prema radu autora Shim i sur., (2012.), s 

minimalnim izmjenama. Volumen od 75 μL ekstrakta pomiješala sam s istim volumenom 20 

mM fosfatnog pufera (pH 7,0) i to je inicijalna faza. Za simulaciju probave u ustima 

ekstraktima sam dodala 2,5 μL enzima sline (Merck KGaA, Darmstadt, Njemačka) i potom ih 

inkubirala u vodenoj kupelji 1 h pri 37°C i 150 okretaja/min. Za simulaciju želučane faze 

ekstraktima sam dodala 100 μL zakiseljene otopine pepsina (3 mg/ml u 0,1 M HCl, Merck 

KGaA, Darmstadt, Njemačka) i inkubirala ih u vodenoj kupelji 1 h pri 37°C i 150 

okretaja/min. Crijevna faza probave simulirana je dodavanjem natrijevog bikarbonata (1 M 
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NaHCO3) ekstraktima do konačne pH vrijednosti od 7,0. Nakon prilagodbe pH, dodala sam 

225 μL pankreasnog soka (2,4 mg žučnih kiselina/mL, 0,2 mg lipaze/mL i 0,4 mg 

pankreatina/mL u 20 mM fosfatnom puferu pH 7,0, Merck KGaA, Darmstadt, Njemačka). 

Ukupni volumen svakog uzorka namješten je na 500 μL dodavanjem 20 mM fosfatnog pufera 

(pH 7,0), čiji sam pH podesila na 7,0 koristeći 1 M NaOH. Uzorci su inkubirani 2 sata pri 37° 

C i 150 okretaja/min, nakon čega sam ih centrifugirala 5 min pri 15000 okretaja/min na +4°C 

u centrifugi Eppendorf  Centrifuge 5804R. Supernatante sam prenijela u čiste epruvete i 

pohranila na -20°C do daljnjih analiza. 

 

2.4. Određivanje udjela ukupnih fenolnih spojeva 

 

Udio ukupnih fenola u etanolnom ekstraktu klica kupusnjača određen je 

spektrofotometrijski mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri valnoj duljini od 765 nm 

(Zhishen i sur., 1999). Ova kolorimetrijska metoda temelji se na reakciji fenola s Folin-

Ciocalteu reagensom (smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenove kiseline). U reakciji ovih 

kiselina s fenolnim spojevima dolazi do njihove redukcije te nastaju volfram- i molibden-

oksidi koji daju plavo obojenje. U Eppendorf plastične epruvete volumena 2 mL ispipetirala 

sam 158 μL deionizirane vode, 2 μL 20 mg/mL biljnog ekstrakta i 10 μL Folin-Ciocalteu 

reagensa. Dobivenu otopinu promiješala sam na vrtložnoj mješalici. Nakon miješanja dodala  

sam 30 μL 1,88 M otopine Na2CO3, smjesu još jednom promiješala na vrtložnoj mješalici i 

inkubirala 30 min na 45°C. Nakon inkubacije smjesu sam centrifugirala 5 min pri 15 000 

okretaja/min na +4°C. Po 200 µL svake otopine ispipetirala sam na mikrotitarsku pločicu u 

triplikatu. Kao kontrolu umjesto ekstrakta koristila sam 70%-tni EtOH. Apsorbanciju sam 

očitala spektrofotometrom FLUOstar Optima na već spomenutoj valnoj duljini.   

Koncentraciju ukupnih fenolnih spojeva u uzorcima odredila sam pomoću baždarnog 

pravca dobivenog mjerenjem apsorbancije etanolnih otopina galne kiseline poznatih 

koncentracija (0,1 - 1 mg/mL) te izrazila u miligramima ekvivalenata galne kiseline po gramu 

suhe mase uzorka (mg GAE/ g sm). 

Jednadžba baždarnog pravca za galnu kiselinu:  y = 0,6218x + 0,0255; R2 = 0,9943        

pri čemu je:  

y – apsorbancija pri 765 nm  

x – masena koncentracija galne kiseline 
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2.5. Određivanje udjela ukupnih flavonoida 

 
Udio ukupnih flavonoida u etanolnom ekstraktu klica kupusnjača određen je 

spektrofotometrijski mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 510 nm (Zhishen i sur., 

1999). Kvantifikacija flavonoida ovom metodom temelji se na svojstvu flavonoida da s 

aluminijevim kloridom (AlCl3) tvore komplekse koji daju karakteristično obojenje pri čemu je 

intenzitet obojenja proporcionalan količini flavonoida u uzorku. U Eppendorf plastične 

epruvete volumena 1 mL ispipetirala sam 80 μL deionizirane H2O, 20 μL 20 mg/mL 

etanolnog biljnog ekstrakta i 6 μL 5% otopine NaNO3. Dobivenu smjesu sam promiješala na 

vrtložnoj mješalici te inkubirala 5 min na sobnoj temperaturi. Nakon prve inkubacije dodala 

sam 6 μL 10% otopine AlCl3 te sam smjesu još jednom promiješala na vrtložnoj mješalici i 

inkubirala 6 min na sobnoj temperaturi. Nakon druge inkubacije u smjesu sam dodala još 40 

μL 1M NaOH i 48 μL deionizirane H2O. Smjesu sam potom centrifugirala 5 min pri 15000 

okretaja/min na +4°C. Volumen od 200 µL svake otopine ispipetirala sam na mikrotitarsku 

pločicu u triplikatu. Kao kontrolu sam umjesto ekstrakta koristila 70%-tni EtOH. 

Apsorbanciju sam očitala spektrofotometrom FLUOstar Optima na već spomenutoj valnoj 

duljini. 

Koncentraciju ukupnih flavonoida u uzorcima odredila sam pomoću baždarnog pravca 

dobivenog mjerenjem apsorbancije etanolnih otopina kvercetina različitih koncentracija (0,05 

– 1 mg/mL) pri 517 nm spektrofotometrom FLUOstar Optima.  

 Jednadžba baždarnog pravca za kvercetin: y = 0,1694x + 0,0741; R2 = 0,9857 

pri čemu je: 

y – apsorbancija pri 517 nm 

x – masena koncentracija kvercetina 

 

2.6. Određivanje udjela ukupnih hidroksicimetnih kiselina 

 

Koncentraciju ukupnih hidroksicimetnih kiselina izmjerila sam na spektrofotometru 

Thermo Scientific Nanodrop 2000c modificiranom metodom prema  Howard i sur., (2003). U 

epruvetu sam ispipetirala 25 µL uzorka koncentracije 3.9 mg/mL, 25 µL otopine klorovodične 

kiseline (HCl) u 96%-tnom EtOH masene koncentracije 1 g/L i 455 µL vodene otopine HCl 
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masene koncentracije 2 g/L. Otopine sam 5 s miješala na vrtložnoj miješalici nakon čega sam 

500 µL ispipetirala u kivete. Ukupne hidroksicimetne kiseline mjerila sam na valnoj duljini 

320 nm spektrofotometrom FLUOstar Optima .   

Za izradu baždarnog pravca za hidroksicimetne kiseline koristila sam otopine cimetne 

kiseline (0,01 – 1 mg/mL) u 96%-tnom EtOH. Koncentracija ukupnih hidroksicimetnih 

kiselina izražena je kao miligram ekvivalenata cimetne kiseline po gramu suhe mase uzorka 

(mg ECK/g sm).  

Jednadžba baždarnog pravca za cimetnu kiselinu: y = 3,9073x + 0,0113; R2 = 0,9999 

pri čemu je: 

y – apsorbancija pri 320 nm (za hidroksicimetne kiseline) i 360 nm (za flavonole) 

x – masena koncentracija cimetne kiseline  

 

2.7. Određivanje udjela L-askorbinske kiseline i pojedinačnih fenolnih 

spojeva metodom tekućinske kromatografije visoke moći razlučivanja 

 

Tekućinska kromatografija visoke moći razlučivanja (eng. High-Performance Liquid 

Chromatography – HPLC) koristi se za razdvajanje komponenti iz smjese na osnovi 

kemijskih interakcija između tvari koja se analizira i stacionarne faze u stupcu. U ovom radu 

provela sam je u svrhu kvalitativne i kvantitativne analize aglikona fenolnih spojeva i L-

askorbinske kiseline klica odabranih vrsta kupusnjača. Uzorke sam prvo hidrolizirala: na 200 

μL ekstrakta dodala sam koncentriranu klorovodičnu kiselinu (HCl) tako da je njena konačna 

koncentracija iznosila 1,2 M. Uzorke sam zatim 2 h inkubirala na termostatiranoj tresilici pri 

temperaturi od 80°C i 300 okretaja/min. Nakon završetka hidrolize ekstrakte sam do daljnje 

upotrebe skladištila na -20°C. 

Za razdvajanje, identifikaciju i kvantifikaciju fenolnih spojeva koristila sam uređaj 

Agilent 1100 Series s UV/VIS detektorom. Razdvajanje sam provela na nepolarnoj koloni 

Poroshell 120 SB-C18 dimenzija 4,6 x 75 mm s veličinom čestica 2,7 μm uz upotrebu 

pretkolone Zorbax Rx-C18 dimenzija 4,6 x 12,5 mm s veličinom čestica 5 μm. Metodu 

razdvajanja, identifikacije i kvantifikacije radila sam prema radu Šola i sur.,(2020). 

Flavonoide sam analizirala pri valnoj duljini od 360 nm, fenolne kiseline pri 310 nm, a 

L-askorbinsku kiselinu pri 254 nm. Spojeve sam identificirala usporedbom retencijskih 

vremena pikova dobivenih analizom ekstrakata s retencijskim vremenima pikova dobivenih 
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analizom standarda. Kvantifikaciju spojeva provela sam upotrebom baždarnih pravaca 

odgovarajućih standarda (Tab. 2) prema formuli:  

     (mg/kg)        

pri čemu je: 

x = masa spoja 

y = apsorbancija 

Baždarne pravce za svaki spoj definirala sam analizom otopina različitih koncentracija 

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

Tablica 2. Jednadžbe baždarnih pravaca i R² vrijednosti standarda odabranih fenolnih spojeva 

Spoj Jednadžba baždarnog pravca R² 

Sinapinska kiselina y = 1842,1x + 25,56 0,9982 

Ferulična kiselina y = 2815,8x – 36,454 0,9985 

Kempferol y = 1076,9x – 36,287 0,9954 

Kvercetin y = 944,51x – 39,118 0,9991 

Vitamin C y = 649,31x – 42,759 0,9987 

 

 

2.8. Antioksidacijski potencijal određen metodom ABTS 

 

Metoda ABTS u literaturi se naziva i TEAC metoda (engl. Trolox Equivalent 

Antioxidant Capacity). Temelji se na neutraliziranju plavo-zelenog radikal-kationa 2,2’-

azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS radikal-kationa) koji se formira 

kemijskom ili enzimskom oksidacijom ABTS otopine. Za oksidaciju spomenute otopine 

korištena je otopina kalijevog persulfata (K2S2O8). Dodatkom antioksidansa dolazi do 

redukcije prethodno generiranog ABTS radikala što je direktno ovisno o antioksidacijskom 

aktivnosti ispitivanog antioksidansa, njegovoj koncentraciji i trajanju reakcije. Udjel ABTS 

radikala kojeg neutraliziraju različiti antioksidansi izražava se  kao funkcija koncentracije i 

vremena, i mjeri praćenjem smanjenja apsorbancije ABTS radikala te se uspoređuje sa 

smanjenjem apsorbancije koju uzrokuje dodatak određene količine antioksidansa 6-hidroksi-
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2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilne kiseline (Trolox), analoga vitamina E topivog u vodi, 

pri istim uvjetima (Re i sur., 1999). Ova je metoda primjenjiva za procjenu lipofilnih i 

hidrofilnih antioksidansa uključujući fenole, hidroksicinamate, karotenoide i plazmatske 

antioksidanse.  

Za izvođenje ove metode prvo sam pripremila otopinu ABTS+ radikala.. Za pripremu 

ove otopine ispipetirala sam 88 μL 140 mM otopine K2S2O8 te do volumena od 5 mL smjesu 

nadopunila sa 7 mM otopinom ABTS reagensa. Konačna koncentracija otopine kalijevog 

peroksodisulfata iznosila je 2,45 mM. S obzirom da je stehiometrijski omjer ABTS-a i 

K2S2O8 1:0,5, nije došlo do potpune oksidacije te sam zbog toga otopinu omotala folijom 

kako bi simulirala uvjete tame i time spriječila fotooksidaciju. Otopinu sam ostavila stajati 

preko noći tj. minimalno 12-16h na sobnoj temperaturi. Na dan analize otopinu sam 

razrijedila etanolom (96%) do konačne koncentracije ABTS+ radikala od 1% tako da je 

apsorbancija otopine iznosila 0,7 ± 0,02 (199 mL 96% EtOH + 2mL ABTS reagensa). Alikvot 

od 5 μL etanolnih ekstrakta klica pomiješala sam s 1 mL otopine ABTS+ radikala u Eppendorf 

epruveti te sam apsorbanciju izmjerila na 734 nm nakon točno 6 min inkubacije 

spektrofotometrom FLUOstar Optima. Postotak inhibicije radikala ABTS+ izračunala sam 

prema formuli: 

 

pri čemu je: 

 – apsorbancija kontrole (bez ekstrakta) 

 – apsorbancija uzorka.  

 

2.9. Antioksidacijski potencijal određen metodom DPPH  

 

DPPH metoda (metoda hvatanja slobodnih DPPH radikala) koristi relativno stabilni 

2,2-difenil-pikrilhidrazil radikal (DPPH•) koji se reducira u alkoholnoj otopini u prisutnosti 

antioksidansa (AH) ili radikala (R•) pri čemu nastaje neradikalni oblik DPPH-H. Ovu 

kemijsku reakciju prati promjena boje od intenzivno ljubičaste na početku do žute, što se 

detektira spektrofotometrijski. DPPH radikal apsorbira na valnoj duljini od 520 nm te se 
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smanjenje količine radikala prati preko smanjenja apsorbancije otopine. Smanjenje 

apsorbancije otopine uzorka direktno je proporcionalno količini antioksidansa u uzorku. 

Metoda je izvedena kako je opisano u radu Brkanac i sur., (2015). 

DPPH• + AH → DPPH-H + A• 

DPPH• + R• → DPPH-R 

U epruvetu sam ispipetirala 950 μL 0,1 mM DPPH• u 96%-tnom etanolu i 10 µL 

ekstrakta, a zatim sam otopinu promiješala na vrtložnoj miješalici te inkubirala 30 min u 

mraku na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije smjese, otopinu sam prenijela na 

mikrotitarsku pločicu (svaku otopinu sam prenijela u triplikatu). Za kontrolu sam u 3 jažice 

mikrotitarske pločice ispipetirala 190 µL 0,1 mM otopine DPPH• reagensa u 96%-tnom 

etanolu i 10 µL 70 %-tnog EtOH. Smjese sam također inkubirala 30 min na sobnoj 

temperaturi. Nakon inkubacije apsorbanciju sam očitala spektrofotometrom FLUOstar Optima 

na 520 nm. Postotak inhibicije radikala DPPH• izračunala sam prema formuli: 

 

pri čemu je:  

 – apsorbancija kontrole (bez ekstrakta)  

 – apsorbancija uzorka.  

 

2.10. Antioksidacijski potencijal određen metodom FRAP 

 

FRAP (eng. Ferric reducing/Antioxidant power) jednostavni je direktni test 

antioksidacijskog kapaciteta u kojem se antioksidacijsku aktivnost opisuje kao sposobnost 

reduciranja. Oksidans se reducira pomoću reducensa u redoks – kolorimetrijskoj reakciji:  

Fe3+ - TPTZ  (žuto)             Fe2+ - TPTZ (plavo) 

Pri niskim pH vrijednostima, ioni Fe3+ se reduciraju do iona Fe2+, što je vidljivo kao 

pojava plavog obojenja. Fe2+ ioni pokazuju maksimalnu apsorbanciju pri 593 nm. Intenzitet 

boje proporcionalan je redukcijskoj sposobnosti antioksidansa (Benzie i Strain, 1999). 

Neenzimski antioksidansi (npr. vitamin C i bioflavonoidi) mogu se smatrati reducensima koji 

uzrokuju redukciju oksidansa.  
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Za provedbu ove metode alikvot od 50 μL 20 mg/mL etanolnog ekstrakta klica 

pomiješala sam s 950 μL FRAP reagensa u Eppendorf epruveti.  Kao kontrolu koristila sam 

smjesu FRAP reagensa i 70% EtOH. Nakon točno 4 min inkubacije na sobnoj temperaturi 

nanosila sam po 200 µL smjese na mikrotitarsku pločicu. Izmjerila sam apsorbanciju na 

valnoj duljini od 593 nm spektrofotometrom FLUOstar Optima. Postotak redukcije 

kompleksa Fe3+-TPTZ izračunala sam prema formuli: 

 

pri čemu je: 

 – apsorbancija kontrole (bez ekstrakta)  

 – apsorbancija uzorka. 

 

2.11. Određivanje stupnja inhibicije enzima α-amilaze 

 

Antidijabetička svojstva ekstrakata klica kupusnjača analizirana su kao mogućnost 

inhibicije enzima α-amilaze. Korištena je metoda opisana u radu autora Perera i sur., (2016) 

uz određene modifikacije: 10 μL uzorka pomiješala sam s 10 μL enzima α-amilaze (enzim 

pripremljen u koncentraciji 5 U/mL u hladnoj deioniziranoj vodi, Merck KGaA, Darmstadt, 

Njemačka), 20 μL 20 mM fosfatnog pufera (pH 6,9) te 10 μL škroba (1% u 20 mM puferu). 

Smjesu sam inkubirala 15 min na 37°C. Nakon toga smjesi sam dodala 25 μL DNSA reagensa 

(3,5-dinitrosalicilna kiselina), promiješala je i zatim inkubirala 15 min na 85°C. Nakon toga 

smjesi sam dodala 225 μL deionizirane H2O i sve dobro promiješala. Na mikrotitarsku 

pločicu u svaku jažicu nanosila sam volumen od 100 μL. Apsorbanciju sam mjerila pri valnoj 

duljini od 540 nm spektrofotometrom FLUOstar Optima. Inhibitornu aktivnost izračunala sam 

prema formuli: 

% inhibicije =  

pri čemu je: 

At – apsorbancija uzorka s amilazom 

Atb – apsorbancija uzorka bez amilaze 
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Ac – apsorbancija kontrole s amilazom 

Acb – apsorbancija kontrole bez amilaze. 

 

2.12. Određivanje stupnja inhibicije enzima α-glukozidaze 

 

Uz metodu mjerenja inhibicije α-amilaze, za procjenu antidijabetičkog učinka 

ekstrakata koristi se i metoda temeljena na mjerenju stupnja inhibicije enzima α-glukozidaze. 

Ova metoda opisana je u radu autora Xiancui i sur., (2005), a ja sam je koristila uz određene 

modifikacije: volumen od 10 μL uzorka pomiješala sam sa 130 μL fosfatnog pufera 

koncentracije 50 mM (pH 6,5), te 10 μL otopine enzima α-glukozidaze (Merck KGaA, 

Darmstadt, Njemačka) koncentracije 15 U/mL pripremljene u 50 mM fosfatnom puferu. 

Smjesu sam inkubirala 15 min na 37°C pri 50 okretaja/min. Potom sam u smjesu dodala 50 

μL 1 mM PNPG (p-nitrofenil-α-D-glukopiranozid) pripremljenog također u 50 mM fosfatnom 

puferu. Uslijedila je druga inkubacija 5 min na 37°C i pri 50 okretaja/min. Nakon toga smjesi 

sam dodala još 50 μL Na2CO3 koncentracije 0,1 M (pH 10). Na mikrotitarsku pločicu u svaku 

jažicu nanosila sam volumen od 70 μL. Apsorbanciju sam izmjerila spektrofotometrom 

FLUOstar Optima pri 405 nm valne duljine a postotak inhibicije izračunala sam prema istoj 

formuli kao i postotak inhibicije α-amilaze. 

 

2.13. Statistička obrada podataka 

 

Dobivene podatke statistički sam obradila u programu Statistica 13,1 (Stat Soft Inc., 

SAD). Usporedbu uzoraka provela sam pomoću jednosmjerne analize varijance (ANOVA) te 

primjenom testa „Duncan’s New Multiple Range Test“ (DNMRT), tj. post hoc testa 

višestrukih usporedbi. Vrijednosti označene različitim slovima smatraju se međusobno 

statistički značajno različitima (jednosmjerna ANOVA, Duncan test, p≤0,05). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
3. REZULTATI
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3.1. Udio ukupnih fenolnih spojeva u klicama kupusnjača u pojedinoj fazi 

in vitro modela ljudske probave 

 

Rezultati na slici 11 prikazuju udio ukupnih fenolnih spojeva u mg ekvivalenata galne 

kiseline GAE/g suhe mase (SM) u originalnim (nepuferiranim) ekstraktima klica prije in vitro 

probave i u puferiranim ekstraktima klica u pojedinoj fazi in vitro modela probave 

(inicijalnoj, fazi probave u ustima, probave u želucu i probave u crijevu). Uočeno je da nema 

razlike u udjelu ukupnih fenolnih spojeva između originalnih ekstrakata navedenih vrsta klica. 

Razlika između klica nije uočena niti u inicijalnoj, te fazama probave u ustima i želucu. 

Međutim, u fazi crijeva uočene su razlike; klice kelja imale su značajno veći udio ukupnih 

fenolnih spojeva (15,75 mg GAE/g SM) nego klice prokulice, cvjetače i  rotkvice (12,11 mg 

GAE/g SM, 12,34 mg GAE/g SM i 11,59 mg GAE/g SM).  

Što se tiče odnosa udjela fenolnih spojeva jedne vrste klica između različitih faza 

probave, kod svake vrste klica najveći udio zabilježen je u fazi usta, s tim da se kod klica 

kelja i rotkvice udio ovih spojeva između inicijalne i faze usta nije značajno razlikovao. 

Razlike u udjelima fenolnih spojeva između faze želuca i crijeva nisu bile značajne. Najmanja 

razlika u udjelu ovih spojeva između faze usta i crijeva zabilježena je kod klica kelja (u 

crijevnoj fazi sadržaj ukupnih fenola je 1,14 puta manji u odnosu na sadržaj ukupnih fenola u 

fazi probave u ustima). 

 

 
Slika 11. Udio ukupnih fenolnih spojeva izražen u miligramima ekvivalenata galne kiseline mg GAE/g suhe 

mase (SM) u uzorcima klica prije in vitro probave (nepuferirani uzorak) i uzorcima tijekom pojedine faze in 

vitro probave (inicijalno, usta, želudac, crijevo). Statistički značajno različite vrijednosti (p≤0,05) prikazane su 
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različitim slovima; malim slovima prikazan je odnos između pojedinih vrsta klica u istoj fazi, dok je velikim 

slovima prikazan odnos između različitih faza za svaku pojedinu vrstu klica. Rezultati su prikazani kao srednje 

vrijednosti tri biološke replike ± statistička pogreška. 

 

3.2 Udio ukupnih flavonoida u klicama kupusnjača tijekom pojedine faze 

in vitro modela probave 

 

Rezultati na slici 12 prikazuju udio ukupnih flavonoida izražen u mg ekvivalenata 

kvercetina QE/g suhe mase (SM) u nepuferiranim uzorcima klica prije in vitro probave i u 

puferiranim ekstraktima klica u pojedinoj fazi in vitro modela probave (inicijalnoj, fazi 

probave u ustima, probave u želucu i probave u crijevu). Originalni ekstrakti klica cvjetače 

sadrže značajno više (10,69 mg QE/g SM) ukupnih flavonoida od ostalih originalnih uzoraka. 

U inicijalnoj fazi probave nije zabilježena statistički značajna razlika između uzoraka. U fazi 

usta klice korabice imale su značajno veći udio ukupnih flavonoida nego klice prokulice, 

cvjetače, rotkvice i kreše. U fazi želuca klice cvjetače i kelja imale su značajno više ukupnih 

flavonoida od ostalih uzoraka. U fazi crijeva najveći udio ukupnih flavonoida zabilježen je u 

klicama cvjetače (24,70 mg QE/g SM).  

Što se tiče odnosa udjela ukupnih flavonoida jedne vrste klica između različitih faza 

probave, klice prokulice, cvjetače, rotkvice i kreše imale su značajno veći udio ukupnih 

flavonoida u fazi crijeva nego u bilo kojoj od prethodnih faza. Klice korabice najveći udio ove 

skupine spojeva imale su u u fazi usta i crijeva, dok se udio ukupnih flavonoida klica kelja 

nije značajno mijenjao od faze usta do konačne faze crijeva. Konstantan značajan porast 

udjela ukupnih flavonoida od faze usta do faze crijeva zabilježen je kod klica cvjetače. 
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Slika 12. Udio ukupnih flavonoida izražen u miligramima ekvivalenata kvercetina mg QE/g suhe mase (SM) u 

uzorcima klica prije in vitro probave (nepuferirani uzorak) i uzorcima tijekom pojedine faze in vitro probave 

(inicijalno, usta, želudac, crijevo). Statistički značajno različite vrijednosti (p≤0,05) prikazane su različitim 

slovima; malim slovima prikazan je odnos između pojedinih vrsta klica u istoj fazi, dok je velikim slovima 

prikazan odnos između različitih faza za svaku pojedinu vrstu klica. Rezultati su prikazani kao srednje 

vrijednosti tri biološke replike ± statistička pogreška. 

 

3.3. Udio ukupnih hidroksicimetnih kiselina u klicama kupusnjača u 

pojedinoj fazi in vitro modela ljudske probave 

 

Rezultati na slici 13 prikazuju udio ukupnih hidroksicimetnih kiselina izražen u mg 

ekvivalenata cimetne kiseline CAE/g suhe mase (SM) u nepuferiranim uzorcima klica prije in 

vitro probave i u puferiranim ekstraktima klica u pojedinoj fazi in vitro modela probave 

(inicijalnoj, fazi probave u ustima, probave u želucu i probave u crijevu). Prije probave 

najveći udio hidroksicimetnih kiselina zabilježen je u klicama kelja (20,70 mg CAE/g SM) i 

rotkvice (20,54 mg CAE/g SM), dok su klice korabice i kreše imale značajno niži udio. Na 

kraju probave, u fazi crijeva, niti u jednoj vrsti klica ove kiseline nisu detektirane. U fazi 

želuca, najviši udio hidroksicimetnih kiselina imale su klice rotkvice (18,53 mg CAE/g SM). 

Najveće promjene udjela ovih kiselina tijekom probave zabilježila sam kod klica kelja, u fazi 

usta imale su značajno veći udio od bilo koje druge faze i bilo koje druge vrste klica, 69,16 

mg CAE/g SM. 

Sve faze probave pojedine vrste statistički se značajno razlikuju, osim inicijalne i faze 

usta kod klica kreše i rotkvice. Najveći udio ukupnih hidroksicimetnih kiselina zabilježen je u 

nepuferiranim uzorcima, osim kod kelja i cvjetače gdje je najveća koncentracija zabilježena u 

fazi usta. 
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Slika 13. Udio ukupnih hidroksicimetnih kiselina izražen u miligramima ekvivalenata cimetne kiseline/g suhe 

mase (SM) u uzorcima klica prije in vitro probave (nepuferirani uzorak) i uzorcima tijekom pojedine faze in 

vitro probave (inicijalno, usta, želudac, crijevo). Statistički značajno različite vrijednosti (p≤0,05) prikazane su 

različitim slovima; malim slovima prikazan je odnos između pojedinih vrsta klica u istoj fazi, dok je velikim 

slovima prikazan odnos između različitih faza za svaku pojedinu vrstu klica. Rezultati su prikazani kao srednje 

vrijednosti tri biološke replike ± statistička pogreška. 

 

3.4. Udio L-askorbinske kiseline i pojedinačnih fenolnih spojeva u 

klicama kupusnjača u pojedinoj fazi in vitro modela ljudske probave 

 

Metodom tekućinske kromatografije visoke moći razlučivanja (eng. High 

Performance Liquid Chromatography, HPLC) razdvojeni su, identificirani i kvantificirani 

sljedeći spojevi iz uzoraka klica kupusnjača: L-askorbinska kiselina, ferulična kiselina, 

sinapinska kiselina, kempferol i kvercetin. Na slici 14 prikazani su kromatogrami ekstrakta 

cvjetače analiziranog pri valnim duljinama od 254 nm, 310 nm i 360 nm i apsorpcijski 

maksimumi spojeva od interesa. 
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Slika 14. Kromatogrami ekstrakta cvjetače analiziranog pri valnim duljinama od 254 nm (A), 310 nm (B) i 360 

nm (C). Na svakom kromatogramu strelicama su označeni apsorpcijski maksimumi spojeva od interesa (A – L-

askorbinska kiselina, B – ferulična i sinapinska kiselina, C – kempferol i kvercetin). 

 

3.4.1. L-askorbinska kiselina 

 

Rezultati na slici 15 prikazuju udio L-askorbinske kiseline izražen u g/kg suhe mase 

(SM) u nepuferiranim uzorcima klica prije in vitro probave i u puferiranim ekstraktima klica u 

pojedinoj fazi in vitro modela probave (inicijalnoj, fazi probave u ustiman i probave u 

želucu). Rezultati faze probave u crijevima su neobični pa ih nisam prikazala jer bi ih svakako 

trebalo ponoviti i provjeriti. U originalnim (nepuferiranim) uzorcima najveći udio L-
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askorbinske kiseline zabilježen je u klicama kreše (0,31 g/kg SM), dok je najmanji udio 

zabilježen u klicama kelja (0,21 g/kg SM). S druge strane, nakon probave u ustima i želucu 

najviše L-askorbinske kiseline sadržavale su klice rotkvice (redom 0,67 g/kg SM i 0,78 g/kg 

SM). Udio ovog vitamina tijekom probave najstabilniji je bio u klicama prokulice i cvjetače 

pa kelja, dok je kod korabice, rotkvice i kreše narastao u fazi želuca u odnosu na prethodnu 

fazu usta.Rezultat analize u fazi crijeva je upitan i svakako bi trebalo ponoviti pokus pa ne 

prikazujem podatke. 

 

 

Slika 15. Udio L-askorbinske kiseline izražen u g/kg suhe mase (SM) u uzorcima klica prije in vitro probave 

(nepuferirani uzorak) i uzorcima tijekom pojedine faze in vitro probave (inicijalno, usta, želudac). Statistički 

značajno različite vrijednosti (p≤0,05) prikazane su različitim slovima; malim slovima prikazan je odnos između 

pojedinih vrsta klica u istoj fazi, dok je velikim slovima prikazan odnos između različitih faza za svaku pojedinu 

vrstu klica. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri biološke replike ± statistička pogreška. 

 

3.4.2. Ferulična kiselina 

 

Rezultati na slici 16 prikazuju udio ferulične kiseline izražen u g/kg suhe mase (SM) u 

nepuferiranim uzorcima klica prije in vitro probave i u puferiranim ekstraktima klica u 

pojedinoj fazi in vitro modela probave (inicijalnoj, fazi probave u ustima, probave u želucu i 

probave u crijevu). Među originalnim uzorcima, najbogatiji feruličnom kiselinom je onaj klica 

prokulice (0,08 g/kg SM), dok klice kelja imaju najmanji udio ove kiseline. Tijekom faze 

probave u želucu najveći udio ovog spoja imale su klice rotkvice (0,15 g/kg SM) i prokulice 

(0,14 g/kg SM), dok su u fazi crijeva to bile klice prokulice (0,15 g/kg SM). Generalno, kod 

svih vrsta klica najveći udio ove kiseline zabilježen je nakon faze probave u želucu, s tim da 
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je kod klica prokulice vrlo sličan udio bio i u ostalih faza, a kod kreše faza usta imala je 

gotovo identičan udio kao i faza želuca. 

 

 

Slika 16. Udio ferulične kiseline izražen u g/kg suhe mase (SM) u uzorcima klica prije in vitro probave 

(nepuferirani uzorak) i uzorcima tijekom pojedine faze in vitro probave (inicijalno, usta, želudac, crijevo). 

Statistički značajno različite vrijednosti (p≤0,05) prikazane su različitim slovima; malim slovima prikazan je 

odnos između pojedinih vrsta klica u istoj fazi, dok je velikim slovima prikazan odnos između različitih faza za 

svaku pojedinu vrstu klica. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri biološke replike ± statistička 

pogreška. 

 

3.4.3. Sinapinska kiselina  

 

Rezultati na slici 17 prikazuju udio sinapinske kiseline izražen u g/kg suhe mase (SM) 

u originalnim (nepuferiranim) uzorcima klica prije in vitro probave i u puferiranim 

ekstraktima klica u pojedinoj fazi in vitro modela probave (inicijalnoj, fazi probave u ustima, 

probave u želucu i probave u crijevu). Među originalnim uzorcima, najveći udio sinapinske 

kiseline zabilježen je kod klica kelja (1,74 g/kg SM), a najmanji kod klica kreše (0,9 g/kg 

SM). Isti slučaj je i nakon bilo koje od faza probave, najbogatije ovom kiselinom su klice 

kelja. Uvjeti probave najmanje su utjecali na udio sinapinske kiseline kod klica prokulice i 

rotkvice, nije se značajno mijenjao. 
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Slika 17. Udio sinapinske kiseline izražen u g/kg suhe mase (SM) u uzorcima klica prije in vitro probave 

(nepuferirani uzorak) i uzorcima tijekom pojedine faze in vitro probave (inicijalno, usta, želudac, crijevo). 

Statistički značajno različite vrijednosti (p≤0,05) prikazane su različitim slovima; malim slovima prikazan je 

odnos između pojedinih vrsta klica u istoj fazi, dok je velikim slovima prikazan odnos između različitih faza za 

svaku pojedinu vrstu klica. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri biološke replike ± statistička 

pogreška. 

 

3.4.4. Kvercetin 

 

Rezultati na slici 18 prikazuju udio kvercetina izražen u g/kg suhe mase (SM) u 

originalnim (nepuferiranim) uzorcima klica prije in vitro probave i u puferiranim ekstraktima 

klica u pojedinoj fazi in vitro modela probave (inicijalnoj, fazi probave u ustima, probave u 

želucu i probave u crijevu). Među originalnim uzorcima, najveći udio kvercetina zabilježen je 

kod klica cvjetače (0,26 g/kg SM) i kreše (0,27 g/kg SM), a najmanji kod rotkvice (0,02 g/kg 

SM). U odnosu na ostale uzorke, klice cvjetače imale su najveći udio kvercetina tijekom faze 

probave u ustima (0,6 g/kg SM) i crijevima (0,47 g/kg SM). U fazi probave u želucu, uz klice 

cvjetače, i klice kreše su sadržavale najveći udio ove kiseline. Klice rotkvice imale su najniži 

kvercetina u bilo kojoj od faza probave. Generalno, kod svih vrsta klica udio kvercetina 

tijekom probave najveći je bio u fazi želuca, izuzev rotkvice kod koje se nije razlikovao 

između faze želuca i crijeva. 
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Slika 18. Udio kvercetina izražen u g/kg suhe mase u uzorcima klica prije in vitro probave (nepuferirani uzorak) 

i uzorcima tijekom pojedine faze in vitro probave (inicijalno, usta, želudac, crijevo). Statistički značajno različite 

vrijednosti (p≤0,05) prikazane su različitim slovima; malim slovima prikazan je odnos između pojedinih vrsta 

klica u istoj fazi, dok je velikim slovima prikazan odnos između različitih faza za svaku pojedinu vrstu klica. 

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri biološke replike ± statistička pogreška. 

 

3.4.5. Kempferol 

 

Rezultati na slici 19 prikazuju udio kempferola izražen u g/kg suhe mase (SM) u 

originalnim (nepuferiranim) uzorcima klica prije in vitro probave i u puferiranim ekstraktima 

klica u pojedinoj fazi in vitro modela probave (inicijalnoj, fazi probave u ustima, probave u 

želucu i probave u crijevu). Najveći udio kempferola imaju klice rotkvice i prije (0,62 g/kg 

SM) i poslije probave (od faze usta do faze crijeva redom 0,7 g/kg SM, 0,73 g/kg SM, 0,45 

g/kg SM). Najsiromašnije kempferolom su klice prokulice, također i prije i nakon bilo koje 

faze probave. Nakon faze probave u crijevima, uz prokulicu, najnižu koncentraciju ovog 

flavonoida imale su i klice korabice. 
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Slika 19. Udio kempferola izražen u g/kg suhe mase (SM) u uzorcima klica prije in vitro probave (nepuferirani 

uzorak) i uzorcima tijekom pojedine faze in vitro probave (inicijalno, usta, želudac, crijevo). Statistički značajno 

različite vrijednosti (p≤0,05) prikazane su različitim slovima; malim slovima prikazan je odnos između pojedinih 

vrsta klica u istoj fazi, dok je velikim slovima prikazan odnos između različitih faza za svaku pojedinu vrstu 

klica. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri biološke replike ± statistička pogreška. 

 

3.5. Antioksidacijski potencijal klica kupusnjača mjeren metodom ABTS 
u pojedinoj fazi in vitro modela ljudske probave 

 
Rezultati na slici 20 prikazuju antioksidacijski potencijal mjeren metodom ABTS 

izražen kao postotak inhibicije u nepuferiranim uzorcima klica prije in vitro probave i u 

puferiranim ekstraktima klica u pojedinoj fazi in vitro modela probave (inicijalnoj, fazi 

probave u ustima, probave u želucu i probave u crijevu). Kod svih vrsta klica, najveći 

antioksidacijski potencijal pokazali su originalni ekstrakti, dakle oni prije probave. Štoviše, 

svi originalni ekstrakti klica imali su jači antioksidacijski potencijal od standarda troloksa. 

Najjači antioksidacijski potencijal pokazao je originalni ekstrakt klica cvjetače (81,95%).  

Tijekom probave, antioksidacijski potencijal statistički značajno je pao u fazi crijeva u 

uzorcima kelja i prokulice, a već u fazi želuca u uzorcima cvjetače i kreše. Kod klica 

korabice, antioksidacijski potencijal nije se mijenjao tijekom in vitro probave.  
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 Slika 20. Antioksidacijska aktivnost mjerena metodom ABTS izražena kao postotak inhibicije u nepuferiranim 

uzorcima klica prije in vitro probave i puferiranim uzorcima  klica u in vitro probavi (probava inicijalno, probava 

u ustima, probava u želucu i probava u crijevu). Statistički značajno različite vrijednosti (p≤0,05) prikazane su 

različitim slovima; malim slovima prikazan je odnos između pojedinih vrsta klica u istoj fazi, dok je velikim 

slovima prikazan odnos između različitih faza za svaku pojedinu vrstu klica. Rezultati su prikazani kao srednje 

vrijednosti tri biološke replike ± statistička pogreška. Koncentracija korištenog troloksa je 7,5 g/L te 50 g/L. 

 

3.6. Antioksidacijski potencijal klica kupusnjača mjeren metodom DPPH 
u pojedinoj fazi in vitro modela ljudske probave 

 

 
Rezultati na slici 21 prikazuju antioksidacijski potencijal mjeren metodom DPPH 

izražen kao postotak inhibicije DPPH• radikala u nepuferiranim uzorcima klica prije in vitro 

probave i u puferiranim ekstraktima klica u pojedinoj fazi in vitro modela probave 

(inicijalnoj, fazi probave u ustima, probave u želucu i probave u crijevu). Kod svih vrsta klica, 

najveći antioksidacijski potencijal pokazali su originalni ekstrakti, dakle oni prije probave. 

Antioksidacijski potencijal originalnih ekstrakata klica korabice, kelja, prokulice i cvjetače 

značajno je viši od onoga klica rotkvice i kreše. Štoviše, originalni ekstrakti klica korabice, 

kelja, prokulice i cvjetače pokazuju antioksidacijski potencijal gotovo identičan onome 

troloksa, standardnog antioksidansa čiji se antioksidacijski potencijal koristi kao referentna 

vrijednost u testovima antioksidacijskog učinka. U fazi usta najveći antioksidacijski potencijal 

pokazao je ekstrakt cvjetače, u fazi želuca ekstrakt rotkvice, dok je u fazi crijeva 

najučinkovitiji bio ekstrakt korabice.  
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Kod klica korabice antioksidacijski potencijal je rastao od faze usta do faze crijeva, kod 

klica rotkvice je najviši bio u fazi želuca, a kod ostalih klica nije se značajno mijenjao tijekom 

probave. 

 

  

Slika 21. Antioksidacijska aktivnost mjerena metodom DPPH izražena kao postotak inhibicije radikala DPPH• u 

nepuferiranim uzorcima klica prije in vitro probave i uzorcima tijekom pojedine faze in vitro probave (inicijalno, 

usta, želudac, crijevo). Statistički značajno različite vrijednosti (p≤0,05) prikazane su različitim slovima; malim 

slovima prikazan je odnos između pojedinih vrsta klica u istoj fazi, dok je velikim slovima prikazan odnos 

između različitih faza za svaku pojedinu vrstu klica. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri biološke 

replike ± statistička pogreška. Koncentracija korištenog troloksa je 7,5 g/L te 50 g/L. 

 

3.7. Antioksidacijski potencijal klica kupusnjača mjeren metodom FRAP 
u pojedinoj fazi in vitro modela ljudske probave 

 
 

Rezultati na slici 22 prikazuju antioksidacijsku aktivnost mjerenu metodom FRAP 

izraženu kao postotak redukcije Fe3+ u nepuferiranim uzorcima klica prije in vitro probave i u 

puferiranim ekstraktima klica u pojedinoj fazi in vitro modela probave (inicijalnoj, fazi 

probave u ustima, probave u želucu i probave u crijevu). Najveću antioksidacijsku aktivnost 

pokazuju nepuferirani uzorci kod svih vrsta. Nakon probave u fazi želuca najveći 

antioksidacijski potencijal imale su klice korabice i cvjetače, a nakon faze crijeva klice 

korabice.  

U uzorcima klica kelja i rotkvice nije zabilježena statistički značajna promjena 

antioksidacijskog potencijala tijekom faza usta, želuca i crijeva. Antioksidacijski potencijal 
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klica prokulice i cvjetače značajno se smanjio u fazi crijeva, dok se kod klica kreše potencijal 

značajno smanjio.  

 

 

Slika 22. Antioksidacijska aktivnost mjerena metodom FRAP izražena kao postotak redukcije Fe3+ u 

nepuferiranim uzorcima klica prije in vitro probave i puferiranim uzorcima  klica u in vitro probavi (probava 

inicijalno, probava u ustima, probava u želucu i probava u crijevu). Statistički značajno različite vrijednosti 

(p≤0,05) prikazane su različitim slovima; malim slovima prikazan je odnos između pojedinih vrsta klica u istoj 

fazi, dok je velikim slovima prikazan odnos između različitih faza za svaku pojedinu vrstu klica. Rezultati su 

prikazani kao srednje vrijednosti tri biološke replike ± statistička pogreška. Koncentracija korištenog troloksa je 

7,5 g/L te 50 g/L. 

 

3.8. Stupanj inhibicije aktivnosti enzima α-amilaze ekstraktima klica 
kupusnjača u pojedinoj fazi in vitro modela ljudske probave 

 
 
Rezultati na slici 23 prikazuju postotak inhibicije enzima α-amilaze u nepuferiranim 

uzorcima klica prije in vitro probave i u puferiranim ekstraktima klica u pojedinoj fazi in vitro 

modela probave (inicijalnoj, fazi probave u želucu i probave u crijevu). Najveću inhibicijsku 

aktivnost pokazali su nepuferirani uzorci kod svih vrsta. Štoviše, postotak inhibicije bio je 

veći nego onaj akarboze, standardnog antidijabetičkog lijeka. Jedina statistički značajna 

razlika kod originalnih uzoraka uočena je između cvjetače i korabice; klice cvjetače 

značajnije su inhibirale aktivnost enzima α-amilaze. U fazi crijeva klice korabice značajno su 

jače inhibirale ovaj enzim od ostalih klica, dok su klice prokulice bile najslabijeg učinka. 
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Tijekom probave, klice korabice, kelja i cvjetače značajnije su inhibirale aktivnost α-

amilaze u fazi crijeva nego u fazi želuca, dok kod prokulice, rotkvice i kreše nije uočena 

značajna razlika.  

 

 

Slika 23. Postotak inhibicije enzima α-amilaze u nepuferiranim uzorcima klica prije in vitro probave i 

puferiranim uzorcima  klica u in vitro probavi (probava inicijalno, probava u ustima, probava u želucu i probava 

u crijevu. Statistički značajno različite vrijednosti (p≤0,05) prikazane su različitim slovima; malim slovima 

prikazan je odnos između pojedinih vrsta klica u istoj fazi, dok je velikim slovima prikazan odnos između 

različitih faza za svaku pojedinu vrstu klica. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri biološke replike ± 

statistička pogreška. Koncentracija korištene akarboze je 7,5 g/L. 

 

3.9. Stupanj inhibicije aktivnosti enzima α-glukozidaze ekstraktima klica 
kupusnjača u pojedinoj fazi in vitro modela ljudske probave 

 

 
Rezultati na slici 24 prikazuju postotak inhibicije enzima α-glukozidaze u nepuferiranim 

uzorcima klica prije in vitro probave i u puferiranim ekstraktima klica u pojedinoj fazi in vitro 

modela probave (inicijalnoj, fazi probave u želucu i probave u crijevu). Najveću inhibicijsku 

aktivnost pokazali su nepuferirani uzorci kod svih vrsta. Štoviše, postotak inhibicije bio je 

veći nego onaj akarboze, standardnog antidijabetičkog lijeka. 

Postotak inhibicije snižava se po fazama probave u uzorcima kelja i prokulice, dok su 

klice korabice, cvjetače, i rotkvice značajnije inhibirale enzim α-glukozidazu nakon faze 

probave u crijevima nego u želucu. 
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Slika 24. Postotak inhibicije enzima α-glukozidaze u nepuferiranim uzorcima klica prije in vitro probave i 

puferiranim uzorcima  klica u in vitro probavi (probava inicijalno, probava u ustima, probava u želucu i probava 

u crijevu). Statistički značajno različite vrijednosti (p≤0,05) prikazane su različitim slovima; malim slovima 

prikazan je odnos između pojedinih vrsta klica u istoj fazi, dok je velikim slovima prikazan odnos između 

različitih faza za svaku pojedinu vrstu klica. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti tri biološke replike ± 

statistička pogreška. Koncentracija korištene akarboze je 7,5 g/L. 

 

3.10. Raspored parametara najviših vrijednosti s obzirom na vrstu klica  

 

Shema na slici 25 prikazuje raspored parametara s najvišim vrijednostima između 

analiziranih klica prije probave, te nakon probave u in vitro simuliranim uvjetima želuca i 

crijeva. Vidljivo je da su klice korabice imale najviši antioksidacijski potencijal mjeren bilo 

kojom od tri metode, kao i da su najučinkovitije inhibirale enzim α-glukozidazu i prije i nakon 

probave u fazi želuca i crijeva. Klice kelja imale su najvišu koncentraciju sinapinske, klice 

prokulice ferulične kiseline, klice rotkvice kempferola, a klice cvjetače ukupnih flavonoida i 

kvercetina prije i nakon probave. Klice kreše jedine nisu imale niti jedan parametar 

dominantam nakon probave u crijevima. 
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Vrsta klice Prije probave Probava u želucu Probava u crijevu 

Korabica 
ABTS, DPPH, FRAP,  

α-glukozidaza 

ABTS, DPPH, FRAP,  

α-glukozidaza 

ABTS, DPPH, FRAP,  

α-amilaza, α-glukozidaza 

Kelj THCA, sinapinska kis., 

FRAP, DPPH,  

α-amilaza,  

α-glukozidaza 

sinapinska kis., DPPH TP, sinapinska kis. 

Prokulica ferulična kis., DPPH,  

α-amilaza,  

α-glukozidaza 

ferulična kis., DPPH ferulična kis. 

Cvjetača TF, Q, ABTS, DPPH,  

α-amilaza 

TF, Q, DPPH, FRAP TF, Q 

Rotkvica THCA, K, α-amilaza,  

α-glukozidaza 

THCA, vitamin C, 

ferulična kis., K,  

α-amilaza 

K 

Kreša ABTS, vitamin C, Q,  

α-amilaza 

α-amilaza, Q / 

Slika 25. Raspored parametara s najvišim vrijednostima između analiziranih klica prije probave, te nakon 
probave u in vitro simuliranim uvjetima želuca i crijeva. ABTS - % inhibicije ABTS radikala, DPPH -% 
inhibicije DPPH radikala, FRAP - % redukcije Fe3+, TP – ukupni fenoli, TF – ukupni flavonoidi, THCA – 
ukupne hidroksicimetne kiseline, Q – kvercetin, K – kempferol. 
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Zbog povećane težnje zdravijoj prehrani, interes za svježu, funkcionalnu biljnu hranu 

raste. Klice su mlado tkivo koje je biokemijski vrlo aktivno i u mnogo slučajeva su bogatije 

bioaktivnim spojevima od zrelih jedinki (Wojdyło i sur., 2020). Tako je primjerice 

koncentracija fenolnih spojeva i glukozinolata deseterostruko veća u klicama u usporedbi sa 

zrelim biljkama kupusnjača (Cevallos-Casals i Cisneros-Zevallos, 2010). Također, klice 

pekinškog kupusa (Brassica pekinensis Rupr.) sadrže više salicilne kiseline i vitamina C nego 

odrasle biljke (Šola i sur., 2020). Klice nekih žitarica bogatije su bioaktivnim spojevima i 

pokazuju značajnije pozitivne biološke učinke na ljudski organizam nego neproklijane 

sjemenke (Nelson i sur., 2013). Poznato je da kupusnjače, ponajviše njihove klice, sadrže 

velike količine antioksidansa poput flavonoida i glukozinolata, te su zbog toga jedno od 

popularnijih mikropovrća (eng. microgreens) koje ljudi konzumiraju. Antioksidansi poput već 

spomenutih flavonoida i glukozinolata mogu interferirati s različitim sustavima koji proizvode 

slobodne radikale u ljudskom organizmu ili povećati produkciju endogenih antioksidansa 

(Nijveldt i sur., 2012). Nadalje, biljni flavonoidi koje sadrže kupusnjače također su prepoznati 

i kao moćni inhibitori α-amilaze i α-glukozidaze, enzima koji sudjeluju u probavi 

ugljikohidrata, što je poželjno u terapiji dijabetesa tipa II (Tadera i sur., 2006). S obzirom da 

je dostupno vrlo malo informacija o bioraspoloživosti spojeva i antioksidacijskom potencijalu 

klica tijekom procesa probave (de la Fuente i sur., 2019), a o njihovom hipoglikemijskom 

učinku tijekom probave ih uopće nema, cilj ovog rada bio je analizirati iste i time doprinijeti 

razumijevanju biopotencijala klica kupusnjača. 

Fitokemijski profil ekstrakata biljaka mijenja se tijekom prolaska kroz simulirani 

probavni sustav čovjeka (Vallejo i sur., 2004; Šola i sur., 2020). Kemijski sastav ekstrakta 

neke biljne vrste u epruveti znatno je drugačiji od sastava tog ekstrakta tijekom pojedine faze 

probave istoga. Naime, bioaktivni spojevi biljaka dolaze u interakciju s različitim spojevima i 

mikroorganizmima prisutnima u probavnom sustavu, što posljedično utječe na njihovu 

bioraspoloživost, a samim time i bioaktivnost, u organizmu čovjeka. Prema Cardoso i sur. 

(2015), pojam bioraspoloživosti podrazumijeva onaj dio komponente koji se otpušta iz biljnog 

materijala u gastrointestinalni trakt i tako postaje dostupan za intestinalnu apsorpciju. Podaci 

dobiveni na temelju in vivo analiza predstavljaju referentni standard i predstavljaju 

najpreciznije znanstvene dokaze o bioraspoloživosti nekog nutrijenta ili bioaktivnog spoja. 

Međutim, brojni nedostaci poput ograničenja u dizajnu eksperimenta, poteškoća u tumačenju 

podataka, visokih troškova opreme, etičkih pitanja i sl. ograničavaju korisnost in vivo metoda 

za istraživanje bioraspoloživosti bioaktivnih spojeva iz velikog broja različitih vrsta biljnog, 

ili nekog drugog, materijala koji se koristi kao hrana (Van Buggenhout i sur., 2010). S druge 
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strane, in vitro modeli su isplativi, reproducibilni i općenito brze metode koje se mogu 

koristiti za utvrđivanje učinaka matriksa hrane i metoda prerade na bioraspoloživost 

bioaktivnih spojeva u hrani te se koriste kao simulacije u svrhu predviđanja (Guerra i sur., 

2012). Ipak, unatoč njihovom potencijalu i širokoj primjeni, ne oponašaju u potpunosti 

sveukupne procese koji se događaju in vivo, osobito hormonsku i kontrolu na razini živčanog 

sustava, mehanizme povratnih informacija, aktivnost stanica sluznice, složenost peristaltičkih 

pokreta i uključenost lokalnog imunosnog sustava (Guerra i sur., 2012) pa to svakako treba 

imati na umu prilikom interpretacije rezultata. U ovom radu sve korištene metode analiza 

provedene su u in vitro uvjetima. 

In vitro model ljudske probave omogućuje procjenu kemijske stabilnosti spojeva u 

simuliranim fiziološkim uvjetima. U sklopu ovog rada uspoređeni su udjeli fenolnih spojeva 

klica korabice (Brassica oleracea var. acephala gongylodes), kelja (B. oleracea sabauda), 

prokulice (B. oleracea gemmifera), cvjetače (B. oleracea botrytis), rotkvice (Raphanus 

sativus) i kreše (Lepidium sativum), te njihov antioksidacijski i hipoglikemijski potencijal 

nakon in vitro simulirane probave čovjeka kako bi se za svaki od parametara izdvojilo vrstu 

klica većeg potencijala. Uočeno je da prije probave (originalni ekstrakti) nema razlike u  

udjelu ukupnih fenolnih spojeva između klica korabice, kelja, prokulice, cvjetače, rotkvice i 

kreše (sl. 11), iznosio je između 5,58 mg GAE/SM (klice korabice) i 6,09 mg GAE/SM (klice 

kelja). Razlog tome mogao bi biti taj što svih šest vrsta klica pripada istoj porodici. Slični 

udjeli zabilježeni su i kod klica pekinškog kupusa (Šola i sur., 2020), različitih kultivara 

brokule  (Pérez-Balibrea i sur., 2011), kultivara rotkvice Aoush (Yadav i sur., 2019), te ostalih 

varijeteta kupusnjača (Šamec i sur., 2018; Xiao i sur., 2019). Razlika između klica nije uočena 

niti u inicijalnoj, te fazama probave u ustima i želucu. Međutim, u fazi crijeva klice kelja 

imale su značajno veći udio ukupnih fenolnih spojeva (15,75 mg GAE/g SM) nego klice 

prokulice, cvjetače i  rotkvice. Ovo pokazuje da stabilnost fenolnih spojeva tijekom probave u 

crijevu ovisi o matriksu, tj. preostalim spojevima prisutnima u ekstraktu. U ovom slučaju, 

matriks klica kelja bolje je „očuvao“ koncentraciju ukupnih fenolnih spojeva nego matriks 

ostalih vrsta klica. Uočeno je i da razlike u udjelima fenolnih spojeva između faze želuca i 

crijeva nisu bile značajne, što sugerira stabilnost ukupnih fenolnih spojeva tijekom probave 

ovih vrsta klica u crijevima. Štoviše, najmanja razlika u udjelu ovih spojeva između faze usta 

i crijeva zabilježena je kod klica kelja (u fazi crijeva sadržaj ukupnih fenolnih spojeva bio je 

tek je 1,14 puta manji u odnosu na udio ovih spojeva u fazi probave u ustima), što govori o 

stabilnosti ukupnih fenolnih spojeva klica kelja tijekom probave. Također, uočeno je da je 

udio ukupnih fenolnih spojeva značajno veći tijekom probave nego u originalnim uzorcima. 
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Pretpostavljam da se u uvjetima probave fenolni spojevi oslobađaju iz derivatiziranih 

(vezanih) oblika. Jedan od razloga tome mogao biti pH u želučanoj fazi, naime pri nižoj pH 

vrijednosti okoline, viša je koncentracija ukupnih fenolnih spojeva (Sani i sur., 2021). Istu 

tendenciju primijetila sam i kod ukupnih flavonoida (sl. 12). 

Flavonoidi su jedna od skupina fenolnih spojeva kojoj se pripisuju mnogi pozitivni 

biološki učinci (Jucá i sur., 2018). Originalni ekstrakti klica cvjetače sadržavali su značajno 

više (10,69 mg QE/g SM) ukupnih flavonoida od ostalih originalnih uzoraka (sl. 13). U fazi 

želuca, uz klice cvjetače, klice kelja su također imale značajno više ukupnih flavonoida od 

ostalih uzoraka, dok je u fazi crijeva najveći udio ukupnih flavonoida ponovno zabilježen u 

klicama cvjetače (24,70 mg QE/g SM). S obzirom da je udio ukupnih flavonoida kod svih 

vrsta klica bio značajno veći tijekom probave nego u originalnom uzorku, pretpostavljam da 

se u uvjetima probave ova grupa spojeva, baš kao i ukupni fenolni spojevi kojima flavonoidi 

pripadaju, oslobađa iz derivatiziranih (vezanih) oblika. Sličan rezultat zabilježen je i na nizu 

drugih biljnih vrsta koje se koriste u prehrani (Koehnlein i sur., 2016). Što se tiče odnosa 

udjela ukupnih flavonoida jedne vrste klica između različitih faza probave, klice prokulice, 

cvjetače, rotkvice i kreše imale su značajno veći udio ukupnih flavonoida u fazi crijeva nego u 

bilo kojoj od prethodnih faza. Posebno je ovo interesantno kada udjele usporedimo s 

originalnim (neprobavljenim) ekstraktima, naime uvjeti probave značajno povećavaju 

bioraspoloživost ukupnih flavonoida i time biopotencijal klica raste. Ovo pokazuje zašto je, 

uz originalne ekstrakte, važno analizirati i fitokemijski sastav ekstrakata biljaka u simuliranim 

(in vitro) uvjetima probave. Naime, zbog interakcija sa sastavnicama probavnog sustava, 

bioraspoloživost spojeva tijekom probave može značajno varirati, a time i sam biopotencijal 

biljnog materijala. Zanimljivo je primijetiti da se udio ukupnih flavonoida klica kelja nije 

značajno mijenjao od faze usta do konačne faze crijeva, što ponovno sugerira stabilizirajući 

efekt matriksa ekstrakta klica kelja spram ukupnih flavonoida ove vrste klica. Dok je za 

ukupne fenolne spojeve to imalo pozitivan učinak (jer nije došlo do značajnog smanjivanja 

njihova udjela kao kod svih ostalih pet vrsta klica), u ovom slučaju to nije bilo od pozitivnog 

značaja jer, osim kod uzorka korabice, kod svih ostalih vrsta klica došlo je do značajnog 

povećanja udjela ukupnih flavonoida tijekom faze probave u crijevima. Interesantan je i 

značajan porast udjela ukupnih flavonoida od faze usta do faze crijeva zabilježen kod klica 

cvjetače, što sugerira sve veću bio raspoloživost flavonoida prolaskom ekstrakta kroz 

pojedine dijelove probavnog sustava. 

 Najveći udio hidroksicimetnih kiselina prije probave imale su klice kelja (20,70 mg 

CAE/g SM) i rotkvice (20,54 mg CAE/g SM), dok su klice korabice i kreše imale značajno 
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niži udio (sl. 14). Po završetku probave, u fazi crijeva, u svim vrstama klica ove kiseline bile 

su ispod razine detekcije, što znači da su u tim uvjetima probave nestabilne i razgrađuju se. U 

fazi želuca, najviši udio hidroksicimetnih kiselina imale su klice rotkvice (18,53 mg CA/g 

SM) pa bi se s aspekta njihove bioraspoloživosti savjetovalo odabrati klice rotkvice ispred 

klica kelja koje u originalnom ekstraktu imaju gotovo identičan udio ovih kiselina. Što se tiče 

stabilnosti ovih kiselina tijekom probave, najveće promjene udjela zabilježila sam kod klica 

kelja, što znači da uvjeti probave najznačajnije djeluju na hidroksicimetne kiseline ove vrste 

klica. Kada usporedimo originalne s uzorcima u pojedinoj fazi probave, najveći udio ukupnih 

hidroksicimetnih kiselina imali su originalni uzorci, osim kod kelja i cvjetače gdje je u fazi 

usta došlo do značajnog povećanja udjela ovih kiselina u odnosu na originalni ekstrakt. 

Pretpostavljam da su enzimi faze usta uzrokovali značajnije oslobađanje hidroksicimetnih 

kiselina iz ekstrakata kelja i cvjetače, dok je kod ostalih vrsta klica  matriks „stabilizirao“ ove 

kiseline u uvjetima probave u ustima. 

 Metodom tekućinske kromatografije visoke moći razlučivanja (HPLC) usporedila sam 

udjele pojedinačnih spojeva (L-askorbinske kiseline (oblik vitamina C), fenolnih kiselina i 

flavonoida) između različitih vrsta klica, te različitih faza in vitro probave. Vitamin C ima 

ulogu koenzima oksidacijskih enzima kao što su prolin hidroksilaza, lizin hidroksilaza, 4-

hidroksifenilpiruvat dioksigenaza, dopamin-β-hidroksilaza, triptofan hidroksilaza i γ-

butirobetain hidroksilaza (Mandl i sur., 2009). Putevima ovih enzimatskih reakcija uključen je 

u metabolizam neurotransmitera, lipida i kolagena (Mandl et al., 2009) te je nužno održavanje 

njegove koncentracije optimalnom. Među originalnim (nepuferiranim) uzorcima, najveću 

koncentraciju L-askorbinske kiseline sadržavale su klice kreše (0,31 mg/kg SM), dok su 

najmanje imale klice kelja (0,21 mg/kg SM) (sl. 15). Ovakve vrijednosti u skladu su s već 

zabilježenima kod klica kreše (Sat i sur., 2013) i kelja (Fiutak i Michalczyk, 2020). Slično 

mom rezultatu, nižu koncentraciju ovog vitamina u klicama kelja, u odnosu na ostale 

analizirane, zabilježili su nedavno i Wojdyło i sur. (2020). S obzirom da sam biljni materijal 

liofilizirala prije analiza, pretpostavljam da bi u svježim klicama udio ovog vitamina bio veći. 

Naime, sušenjem biljnog materijala udio vitamina C se smanjuje (Santos i Silva, 2008). S 

druge strane, nakon probave u ustima i želucu najviše L-askorbinske kiseline sadržavale su 

klice rotkvice (redom 0,67 g/kg SM i 0,78 g/kg SM). Ovo ukazuje na činjenicu da stabilnost 

vitamina C ovisi o matriksu biljke u kojemu se nalazi. Očito matriks klica kreše ne može 

„sačuvati“ vitamin C u uvjetima probave, dok je matriks klica rotkvice daleko povoljniji za 

stabilizaciju ove molekule. Nakon  in vitro probave u fazi crijeva, udio ovog vitamina bio je 

značajno veći nego u svih prethodnih faza, što je neočekivano s obzirom na dosadašnje 
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podatke iz literature (Rodríguez-Roque i sur., 2013; Vallejo i sur., 2004; Pérez-Vicente i sur., 

2002), pa bi svakako trebalo ponoviti ovu fazu probave kako bi rezultat bio pouzdan. Iz ovog 

razloga rezultat u fazi crijeva nisam ni prikazala. Udio ovog vitamina tijekom probave 

najstabilniji je bio u klicama prokulice i cvjetače pa kelja, dok je kod korabice, rotkvice i 

kreše narastao u fazi želuca u odnosu na prethodnu fazu usta. Razlog porasta njegova udjela u 

fazi želuca mogao bi biti pH, naime u želucu je vrijednost niža, oko 2,5, što favorizira 

stabilizaciju ove molekule (Jeney-Nagymate i Fodor, 2008). 

Ferulična kiselina u biljkama nastaje metabolizmom fenilalanina i tirozina (Barros i 

Dixon, 2020). Pojavljuje se prvenstveno u sjemenkama i listovima u slobodnom obliku i 

kovalentno povezana s ligninom i drugim biopolimerima (Kumar i Pruthi, 2014). Zbog svoje 

fenolne jezgre i produženog bočnog lanca koji se lako konjugira, često tvori fenoksi radikal 

koji ima izrazita antioksidativna svojstva (Graf, 1992). U živim organizmima ferulična 

kiselina može se apsorbirati u želucu, jejunumu i ileumu, a metabolizira se u jetri (Zhao i 

Moghadasian, 2008). Među originalnim uzorcima, najbogatiji feruličnom kiselinom je onaj 

klica prokulice (0,08 g/kg SM), dok klice kelja imaju najmanji udio ove kiseline. Tijekom 

faze probave u želucu najveći udio ovog spoja imale su klice rotkvice (0,15 g/kg SM) i 

prokulice (0,14 g/kg SM), dok su u fazi crijeva to bile klice prokulice (0,15 g/kg SM).. 

Generalno, kod svih vrsta klica najveći udio ove kiseline zabilježen je nakon faze probave u 

želucu, s tim da je kod klica prokulice vrlo sličan udio bio i u ostalih faza, a kod kreše faza 

usta imala je gotovo identičan udio kao i faza želuca. U sve tri faze probave, klice prokulice 

su najbogatije, a klice kelja najsiromašnije feruličnom kiselinom. U fazi crijeva kod svih 

klica, osim prokulice, dolazi do smanjenja udjela ferulične kiseline. Ovakav rezultat ukazuje 

na nestabilnost ferulične kiseline klica korabice, kelja, cvjetače, rotkvice i kreše u uvjetima 

probave u crijevu, te stabilnost iste u ekstraktu klica prokulice koji očigledno stabilizira ovu 

kiselinu u datim uvjetima. Stoga bi, između analiziranih klica, najbolji odabir za što veći unos 

ferulične kiseline u organizam bile definitivno klice prokulice. 

Sinapinska kiselina pokazuje antioksidativno, antimikrobno, protuupalno, 

antikancerogeno i anti-anksiozno djelovanje (Nićiforović & Abramovič, 2014). Među 

originalnim uzorcima, najveći udio sinapinske kiseline zabilježen je kod klica kelja (1,74 g/kg 

SM), a najmanji kod klica kreše (0,9 g/kg SM) (sl. 17). Kao i kod originalnog uzorka, klice 

kelja najbogatije su sinapinskom kiselinom i nakon bilo koje od faza probave pa bi one bile 

najbolji izbor za maksimalan unos ove kiseline u organizam. Zanimljivo je primijetiti da se 

udio sinapinske kiseline nije značajno mijenjao tijekom probave kod klica prokulice i 
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rotkvice, što ukazuje da matriks ovih klica na neki način štiti ovu kiselinu od razgradnje u 

simuliranom modelu ljudske probave.  

U biljaka, kvercetin je obično u vezanom obliku sa šećerima, eterima ili fenolnim 

kiselinama, što utječe na efikasnost njegove apsorpcije u želucu i crijevu (Mullen i sur., 

2008). Kemijska nestabilnost i niska bioraspoloživost uvelike ograničavaju njegovu 

iskoristivost (Wang i sur., 2016). Među originalnim uzorcima, najveći udio kvercetina 

zabilježen je kod klica cvjetače (0,26 g/kg SM) i kreše (0,27 g/kg SM), a najmanji kod 

rotkvice (0,02 g/kg SM). U odnosu na ostale uzorke, klice cvjetače imale su najveći udio 

kvercetina tijekom faze probave u ustima (0,6 g/kg SM) i crijevima (0,47 g/kg SM). U fazi 

probave u želucu, uz klice cvjetače, i klice kreše su sadržavale najveći udio ove kiseline. 

Klice rotkvice imale su najniži udio kvercetina u bilo kojoj od faza probave. Generalno, kod 

svih vrsta klica udio kvercetina tijekom probave najveći je bio u fazi želuca, izuzev rotkvice 

kod koje se nije razlikovao između faze želuca i crijeva. Klice cvjetače imale su najviše 

kvercetina i prije probave, kao i nakon svake od faza probave pa bi definitivno bile najbolji 

izbor za unos kvercetina u organizam. Kod svih vrsta klica, izuzev rotkvice, udio kvercetina 

tijekom probave najveći je bio u fazi želuca, a jedan od razloga može biti niski pH pri kojemu 

je došlo do oslobađanja slobodnog kvercetina iz derivatiziranih oblika. Uvjeti crijeva 

očigledno su manje povoljni za bioraspoloživost kvercetina od uvjeta želuca. Posebno je 

zanimljiva stabilnost kvercetina u klicama rotkvice, izuzev faze usta u kojoj je došlo do 

smanjivanja njegova udjela, u ostalim fazama probave njegov udio nije se značajno mijenjao. 

Pretpostavljam da je kvercetin u klicama rotkvice vezan s nekom drugom kemijskom 

komponentom koja otežava njegovu razgradnju. 

Za flavonoid kempferol dokazano je antimikrobno, protuupalno, antioksidativno, 

kardioprotektivno, neuroprotektivno i antidijabetičko djelovanje (Calderón-Montaño i sur., 

2011). Konzumacija hrane bogate kempferolom povezana je sa smanjenjem rizika od razvoja 

nekih vrsta raka, uključujući rak kože, jetre i debelog crijeva (Imran i sur., 2019). Najveći 

udio kempferola imaju klice rotkvice i prije (0,62 g/kg SM) i poslije probave (od faze usta do 

faze crijeva redom 0,7 g/kg SM, 0,73 g/kg SM, 0,45 g/kg SM), što znači da bi bile najbolji 

izbor za maksimalan unos ovog flavonoida u organizam (sl. 19). Najsiromašnije kempferolom 

su klice prokulice, također i prije i nakon bilo koje faze probave. Nakon faze probave u 

crijevima, uz prokulicu, najnižu koncentraciju ovog flavonoida imale su i klice korabice. Što 

se tiče probave, kod svih vrsta klica veći udio kempferola zabilježen je nakon faze želuca 

nego nakon faze crijeva, što sugerira da se kempferol u uvjetima probave u crijevu razgrađuje 

i bude ga manje raspoloživo za apsorpciju nego u želucu. Kod klica kelja udio kempferola 
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tijekom probave najmanje se mijenjao, što znači da je taj ekstrakt najbolje stabilizirao 

kempferol. 

 Reaktivne kisikove vrste (eng. reactive oxygen species, ROS) nastaju tijekom 

normalnog staničnog metabolizma, no kada su prisutne u suvišku postaju toksične jer 

uzrokuju oštećenja DNA, proteina, lipida, membrana (Ferreira i sur., 2007). Laboratorijske 

metode kojima se određuje sposobnost uklanjanja slobodnih radikala koriste se za procjenu 

antioksidacijskog kapaciteta uzorka. S obzirom da u biljkama nalazimo više antioksidansa 

raznih vrsta i djelovanja, potrebno je kombinirati više metoda mjerenja kako bi konačna 

procjena ukupnog antioksidacijskog kapaciteta bila što preciznija. U sklopu ovog istraživanja, 

antioksidacijsku aktivnost uzoraka klica kupusnjača izmjerila sam korištenjem sljedeće tri 

metode: ABTS, DPPH i FRAP. Metode se temelje na redukciji obojenog oksidansa (ABTS, 

DPPH, FRAP) što dovodi do promjene boje i međusobno se razlikuju s obzirom na 

mehanizam kemijskih reakcija koje se odvijaju (Floegel i sur., 2011). Sve se spomenute 

metode baziraju na prijenosu elektrona, no metode ABTS i DPPH uključuju slobodne radikale 

(ABTS+˙ i DPPH˙), a FRAP redukciju Fe3+ u Fe2+.  

 Rezultati sve tri primjenjene metode  pokazali su da uvjerljivo najveći antioksidacijski 

kapacitet imaju originalni uzorci klica svih vrsta (sl. 20, 21 i 22). Metoda ABTS je osjetljivija 

od ostale dvije metode jer je ABTS radikal topiv i u vodenom i u organskom mediju, što znači 

da može reagirati i s lipofilnim i s hidrofilnim antioksidansima (Floegel i sur., 2011; Almeida 

i sur., 2011). S obzirom da metodom ABTS nisam zabilježila značajno drugačije rezultate 

nego s ostale dvije metode pretpostavljam da su klice kupusnjača bogate uglavnom 

hidrofilnim antioksidansima. 

 Prema rezultatima metode ABTS svi originalni ekstrakti klica imali su jači 

antioksidacijski potencijal od standarda troloksa, što ponovno naglašava biopotencijal ovih 

klica (sl. 20). Troloks je inače standardni antioksidans čiji se antioksidacijski potencijal koristi 

kao referentna vrijednost u testovima antioksidacijskog učinka. Najjači antioksidacijski 

potencijal pokazao je originalni ekstrakt klica cvjetače, 81,95% inhibicije, dok je za 

usporedbu standard troloks koncentracije 50 mg/mL pokazao 80,00% inhibicije. 

Antioksidacijski potencijal klica korabice nije se mijenjao tijekom in vitro probave i ostao je 

veći usporedno s drugim vrstama klica, stoga zaključujem da je ova vrsta klica najbolji odabir 

kada govorimo o antioksidacijskom potencijalu nakon probave. 

 Kao i kod prethodne, tako i kod metode DPPH, originalni ekstrakti klica korabice, kelja, 

prokulice i cvjetače pokazali su antioksidacijski potencijal vrlo sličan onome troloksa (sl. 21). 

Ovo pokazuje izuzetan potencijal za prehrambenu industriju, naime klice kupusnjača su biljni 
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materijal izuzetne antioksidacijske učinkovitosti. I kod antioksidacijske aktivnosti matriks 

klica utjecao je na konačan stupanj inhibicije radikala tijekom pojedine faze probave. Naime, 

u fazi želuca najveći antioksidacijski potencijal pokazao je ekstrakt rotkvice, dok je u fazi 

crijeva najučinkovitiji bio ekstrakt korabice. Ovo je zanimljivo s obzirom da originalni 

ekstrakt klica rotkvice nije bio među antioksidacijski najučinkovitijima, a onda je u fazi 

probave u želucu pokazao tendenciju veće učinkovitosti od ostalih vrsta klica. Pretpostavljam 

da ekstrakt rotkvice u uvjetima probave u želucu stabilizira antioksidacijske spojeve bolje 

nego ekstrakti ostalih vrsta klica. 

 Prema rezultatima metode FRAP, najveću antioksidacijsku aktivnost, očekivano, 

pokazali su originalni ekstrakti i to vrlo sličnu onoj standarda troloksa (sl. 22). Nakon probave 

u fazi želuca najveći antioksidacijski potencijal imale su klice korabice i cvjetače, a nakon 

faze crijeva klice korabice. Dakle, i ovom je metodom potvrđen izuzetan antioksidacijski 

kapacitet klica korabice kako prije, tako i nakon probave.  

 α-Amilaza i α-glukozidaza služe kao glavni probavni enzimi i pomažu u crijevnoj 

apsorpciji ugljikohidrata (Nair i sur., 2013). Jedan od prirodnih tipova inhibitora α-amilaze i 

α-glukozidaze su flavonoidi (Kim i sur., 2000). Od analiziranih 21 flavonoida, kao najbolji 

inhibitori spomenutih enzima prepoznati su luteolin, amentoflavon, luteolin-7-O-glukozid i 

daidzein (Kim i sur., 2000). Ovi spojevi dalje se istražuju kako bi ih se potencijalno moglo 

primijeniti u terapiji dijabetesa tipa II. U ovom radu najveću inhibicijsku aktivnost spram oba 

enzima pokazali su originalni uzorci kod svih vrsta klica (sl. 23 i 24). Štoviše, postotak 

inhibicije α-amilaze bio je veći nego onaj akarboze, standardnog antidijabetičkog lijeka, što je 

od izuzetne važnosti jer pokazuje da je prirodni biljni materijal jednako učinkovit ili čak i 

učinkovitiji od standardnog sintetskog spoja. U inhibiciji aktivnosti α-glukozidaze ekstrakti 

svih klica bili su izuzetno učinkoviti (stupanj inhibicije viši od 85%), dok su ekstrakti klica 

rotkvice, kelja i prokulice bili čak i bolji ili jednako učinkoviti kao akarboza koncentracije 7,5 

mg/mL. S obzirom da konzumacija akarboze za posljedicu često ima gastrointestinalne 

nuspojave poput nadutosti, dijareje ili nelagode u trbuhu (Rosak i Mertes, 2012), identifikacija 

biljnog materijala čiji ekstrakt bi djelovao jednako učinkovito ili čak i bolje od akarboze u 

inhibiciji α-amilaze predstavlja izuzetan potencijal za prehrambenu i farmaceutsku industriju. 

Ovo je vrlo obećavajući rezultat i potiče daljnja istraživanja potencijala klica kupusnjača u 

inhibiciji aktivnosti enzima vezanih uz pojavu dijabetesa tipa II. U fazi crijeva klice korabice 

značajno su jače inhibirale ovaj enzim od ostalih klica pa bi ekstrakt tih klica valjalo dalje 

detaljnije istražiti s aspekta antidijabetičkog potencijala. S obzirom da su fenoli i flavonoidi 

prepoznati kao inhibitori ovih enzima (Ullah i sur., 2020), očekivala sam da će učinkovitija 
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inhibicija njihove aktivnosti biti u onim fazama u kojih je i veći udio ukupnih fenolnih 

spojeva i/ili flavonoida, međutim nije bilo tako. Iz ovoga zaključujem da je, umjesto udjela 

svih fenolnih spojeva i/ili flavonoida u nekom ekstraktu, očito ključna prisutnost točno 

određenog/ih pojedinačnog/ih spoja/eva koji značajno inhibira ove enzime. S obzirom da su 

originalni ekstrakti najučinkovitije inhibirali aktivnost α-amilaze i α-glukozidaze, zaključujem 

da su upravo u njima prisutne najveće koncentracije ključnih inhibitora. Također, činjenica da 

je stupanj inhibicije značajno smanjen nakon probave govori da uvjeti probave negativno 

djeluju na bioraspoloživost i/ili učinkovitost inhibitora prisutnih u ekstraktima ovih klica.  
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Udio ukupnih fenolnih spojeva nije se značajno razlikovao između analiziranih vrsta 

klica. Kupusnjače najbogatije ukupnim flavonoidima bile su klice cvjetače. Najbogatije 

ukupnim hidroksicimetnim kiselinama bile su klice kelja i rotkvice.  

U usporedbi s originalnim  uzorkom, kod svih vrsta klica udio ukupnih fenolnih spojeva 

i flavonoida značajno je viši tijekom probave. Najveći udio ukupnih fenolnih spojeva kod svih 

vrsta klica prisutan je u fazi usta. U fazi želuca sve vrste klica imale su sličan udio ovih 

spojeva. Najveći udio ukupnih fenolnih spojeva nakon probave u fazi crijeva imale su klice 

kelja.  

Najveći udio ukupnih flavonoida nakon probave u fazi želuca, kao i crijeva, imale su 

klice cvjetače.  

Najveći udio ukupnih hidroksicimetnih kiselina nakon probave u fazi želuca imale su 

klice rotkvice. U fazi crijeva, ukupne hidroksicimetne kiseline bile su ispod razine detekcije 

kod svih varijeteta klica.  

Najbogatije vitaminom C prije probave bile su klice kreše. Nakon probave u ustima i 

želucu najviše ovog vitamina bilo je raspoloživo kod klica rotkvice.  

 Feruličnom kiselinom najbogatije su bile klice prokulice prije probave, nakon probave 

u želucu klice rotkvice i prokulice, a nakon probave u crijevu ponovno klice prokulice. 

Sinapinskom kiselinom su najbogatije klice kelja i prije i nakon bilo koje od faza probave. 

Najvišu koncentraciju kvercetina prije probave imale su klice cvjetače i kreše, a nakon faze 

probave u ustima i crijevima klice cvjetače. Najvišu koncentraciju kempferola i prije i nakon 

probave imale su klice rotkvice.  

Originalni uzorci imaju značajno veći antioksidacijski potencijal u odnosu na uzorke 

nakon probave. Prema metodi ABTS, sve klice prije probave, osim onih rotkvice, imaju veći 

antioksidacijski potencijal od standardnog antioksidacijskog spoja, troloksa. Prema metodi 

DPPH, klice kelja, korabice, prokulice i cvjetače prije probave imaju antioksidacijski 

potencijal sličan onome standarda troloksa. Prema metodi FRAP, sve testirane klice prije 

probave imale su gotovo identičan antioksidacijski potencijal kao standard troloks. 

Ekstrakti svih analiziranih klica prije probave pokazali su isti ili veći stupanj inhibicije 

α-amilaze nego standardni inhibitor akarboza. Uzorci nakon probave pokazuju manji stupanj 

inhibicije α-amilaze i α-glukozidaze nego originalni. Nakon probave u želucu najveći stupanj 

inhibicije aktivnosti α-amilaze pokazale su klice rotkvice i kreše, a nakon probave u crijevu 

klice korabice. 

Prije probave najveći stupanj inhibicije α-glukozidaze pokazale su klice rotkvice. Nakon 

probave u želucu, kao i crijevu, najveći stupanj inhibicije aktivnosti α-glukozidaze pokazale 
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su klice korabice. Klice rotkvice, kelja, prokulice i korabice prije probave snažnije su 

inhibirale aktivnost α-glukozidaze od standardnog antidijabetičkog lijeka akarboze. 

S obzirom na rezultate, zaključujem da klice kupusnjača predstavljaju vrijedan 

biomaterijal velikog potencijala za ljudsku prehranu i zdravlje, te su daljnje analize njihova 

biopotencijala itekako potrebne i poželjne. 
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