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SAZETAK

USPOREDBA KEMIJSKOG I FIZIOLOSKOG PRISTUPA U ODREPIVANJU
ANTIOKSIDACIISKOG KAPACITETA BILJINIH INFUZIJA

Biljne infuzije ubrajaju se u najcesc¢e konzumirane napitke diljem svijeta. Njihova popularnost
je u porastu, ponajprije zbog potencijalnih zdravstvenih dobrobiti koje se pripisuju fenolnim

sastojcima u tim pripravcima i njihovim antioksidacijskim svojstvima.

Premda je u brojnim istraZivanjima zabiljezen visok antioksidacijski kapacitet biljnih infuzija
primjenom metoda koje se oslanjaju na postupak vodene ekstrakcije biljnog materijala, ve¢ina
ih zanemaruje fizioloske parametre, poput fizikalno-kemijskih uvjeta u probavnom sustavu koji
znacajno utjeu na bioraspolozivost, a time i na biolosku aktivnost fenolnih sastojaka. Stoga je
u ovom radu usporedno prikazan i antioksidacijski kapacitet biljnih infuzija koji je odreden

nakon probave in vitro, u uvjetima koji oponasaju one u gastrointestinalnom traktu.

Dostupni literaturni podaci ukazuju da bi se procjeni antioksidacijskog kapaciteta biljnih
infuzija trebalo dati prednost metodama utemljenim na fizioloskom pristupu nad metodama
koje ovaj parametar odreduju u vodenim ekstraktima biljnog materijala, obzirom da promjene
koje se dogadaju tijekom probave in vitro mogu doprinijeti poznavanju stvarne bioaktivne

snage biljnih infuzija.

Kljuéne rijeci: antioksidacijski kapacitet, biljne infuzije, fenolni sastojci, probava in vitro



Graficki sazetak:
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Slika 1. Shematski prikaz kemijskog i fizioloSkog pristupa pri odredivanju antioksidacijskog kapaciteta
biljnih infuzija.



SUMMARY

COMPARISON OF CHEMICAL AND PHYSIOLOGICAL APPROACH IN
DETERMING THE ANTIOXIDANT CAPACITY OF HERBAL INFUSIONS

Herbal infusions are among the most commonly consumed beverages around the world. Their
popularity is rising, primarily due to the potential health benefits attributed to the phenolic

compounds in these preparations and their antioxidant properties.

Although a number of studies have reported high antioxidant capacity of herbal infusions using
methods that rely on the process of aqueous extraction of herbal material, most of them neglect
physiological parameters, such as physicochemical conditions in the digestive system that
significantly affect the bioavailability and thus the biological activity of phenolic
compounds.Therefore, in this paper, the antioxidant capacity of herbal infusions, which was
determined after in vitro digestion, in conditions that mimic those in the gastrointestinal tract,

is presented in parallel.

Available literature data suggests that the assessment of antioxidant capacity of herbal infusions
should be preferred to methods based on a physiological approach over methods that determine
this parameter in aqueous extracts of herbal material, as changes occurring during in vitro

digestion may contribute to knowledge of actual bioactive power of herbal infusions.

Key words: antioxidant capacity, herbal infusions, phenolic ingredients, in vitro digestion



Graphical summary:
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Fig. 1. Graphical representation of the chemical and physiological approach in determining the antioxidant

capacity of herbal infusions.
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1. UvOD

Kultura konzumacije biljnih infuzija dio je baStine populacija diljem svijeta i temelj
tradicionalne medicine (Watchel-Galor i Benzie, 2011.). Njihova potro$nja pokazuje trend
porasta na globalnoj razini, zbog pozeljnih senzorskih svojstava i opée prihvacenog poimanja
da njihovo uZzivanje ima blagotvorne ucinke na zdravlje. Mnoge zdravstvene dobrobiti biljka i
biljnih pripravaka pripisuju se fenolnim sastojcima (Malongane i sur., 2017.), najvecoj skupini
biljnih bioloski aktivnih spojeva koja ukljucuje oko 8000 razli¢itih struktura (Curin i sur.,
2005.).

Ova skupina fitokemikalija prepoznata je po iznimnim antioksidacijskim svojstvima
(Ortega- Jimenez-Garcia i sur., 2013 ., Manganaris, i sur., 2014.), pa se biljne infuzije, uz voce,
povrce i zadine, smatraju vaznim izvorom antioksidanasa u prehrani (Farzaneh i sur., 2015.).
Posljedi¢no, rezultati sve veceg broja novih istrazivanja otkrivaju izniman antioksidacijski
kapacitet biljnih infuzija primjenom pristupa koji se temelji na izdvajanju fenolnih sastojaka
sastojaka postupkom ekstrakcije s vodom (Jin I. i sur., 2016., Fu i sur., 2011., Atoui i sur.,
2005.)

Medutim, u sloZenoj matrici hrane bioloski aktivni sastojci dolaze kao slobodni/ili
vezani s drugim sastojcima, a obje ove forme mogu biti prisutne u topljivom ili netopljivom
obliku, ovisno o tome ulaze li u kemijskim i fizickim interakcijama s drugim sastojcima hrane
u matriksu (Huang i sur., 2002.; Wu i sur., 2004; Comert i Gokmen, 2017.). Stoga, ne postoji
jedinstveno otpalao ili smjesa otapala posredstvom kojih bi bilo moguce ekstrahirati sve
sastojke s antioksidacijskim svojstvima iz matrice hrane, pa znacajan dio potencijalno
bioaktivnih sastojaka zaostaje u ostatku nakon ekstrakcije (Saura-Calixto i sur., 2007.).

Posljedi¢no, antioksidacijski kapacitet odreden metodama koje se oslanjaju na primjenu vode



i/ili organskih otapala za ekstrakciju bioaktivnih sastojka nije stvaran odraz antioksidacijskog
kapaciteta analizirane hrane.

Pored toga, na ovaj na¢in odreden antioksidacijski kapacitet zanemaruje fizikalno-kemijske
uvjete s kojima se bioaktivne molekule moraju se suociti u probavnom sustavu. Proces probave
slozen je fizioloSki proces koji utjeCe na strukturu, a time 1 na bioraspolozivost bioaktivnih
sastojaka. Bioraspolozovost, odnosno udio spoja koji se oslobada iz matrice hrane u probavnom
sustavu i tako postaje dostupan za crijevnu apsorpciju, osnovni je preduvjet za postizanje
specifi¢nih u¢inaka bioloski aktivnih sastojaka (Tenore i sur., 2015.).

Stovise, u matrici hrane fenolni sastojci mogu postojati u obliku glikozida, a neke skupine
fenolnih sastojaka, poput katehina, mogu tvoriti oligomerne proantocijanidine (kondenzirani
tanini). Jednostavniji katehini (poput monomernih, dimernih i trimernih katehina) lako se
apsorbiraju u tankom crijevu, dok katehini velike molekulske mase (oligomera od vise od tri
jedinice) imaju loSu bioraspolozivost, kao i netopljivi vezani fenoli. U debelom crijevu
neapsorbirani fenolni sastojci mogu se hidrolizati enzimima crijevne mikrobiote Koji
oslobadaju aglikone iz O-glukozida i cijepaju ugljik-ugljik veze u heterociklu i u aromatskim
prstenovima, $to dovodi do nekoliko modifikacija nativne kemijske strukture i stvaranje manjih
metabolita s veCom antioksidacijskom aktivno$¢u u odnosu na mati¢nu komponentu (Han i sur.,
2007., Stevens i sur., 2016., Tomas-Barberan i sur., 2016.)

Fenolni sastojci, poput tearubigina i teaflavina u zelenom i crnom ¢aju, imaju visok afinitet za
proteine mlijeka, Sto sugerira da na njihovu bioraspolozivost mogu utjecati sastojci hrane
(Dubeau i sur., 2010., Ye i sur., 2013.)

Nadalje, pokazano je da probava smanjuje sadrzaj fenola za najmanje 47% u vo¢nim napitcima
(Tenore i sur., 2015.), a Tagliazucchi i sur. (2010.), pronasli su da je samo 62% polifenola

prisutnih u groZdu bioraspolozivo nakon probave u gastrointestinalnom traktu.



vvvvv

simulacija procesa probave u in vitro uvjetima koji su bliski onim fizioloskim (Alminger i sur.,
2014 ., Pinto i sur., 2017.). Ovaj pristup smatra se alternativom klini¢kim ispitivanjima ili in
vivo modelima, iako ne ukljucuje sve korake probave u stvarnim, fizioloSkim uvjetima, a
pokazano je da bioraspolozivost procjenjena na taj nacin dobro korelira s rezultatima
istrazivanja na ispitanicima i pokusnim zivotinjama (Borges i sur., 2017.). Probava u in vitro
modelu izvodi se uz podeSevanje ispitivanog medija uvjetima duz probavnog trakta,
oponasanjem mehanickog djelovanja, enzimske aktivnosti i pH vrijednosti sredine. Moze
ukljuc¢ivati i dodatan korak, dijalizu, radi simulacije crijevne propusnosti (Celep i sur., 2017.),
a neki se in vitro modeli izvode i uz simulaciju fermentacije u debelom crijevu (Annunziata i
sur., 2018.).

U cilju potpunije procjene bioaktivnog potencijala biljnih infuzija, u ovom preglednom
radu su prikazana i usporedena dva pristupa odredivanja antioksidacijskog kapaciteta ovih
pripravaka:

a) kemijski pristup, koji se temelji na karakterizaciji ekstrakata izdvojenih postupkom vodene
ekstrakcije biljnog materijala, te

b) fizioloski pristup, u ¢ijoj podlozi je analiza frakcija koje zaostaju nakon procesa in vitro
probave biljnih infuzija, u uvjetima koji oponasaju one u gastrointestinalnom traktu.

Treba napomenuti da se u ovom radu pojam biljih infuzija odnosi na vodene infuzije
biljaka, izuzev varijeteta biljne vrste Camellia sinensis L.

Pregledni rad zapocinje s osvrtom na tradicionalnu biljnu medicinu i biljne infuzije kao
jednu od najuobicajenijih praksi ovog pristupa koja je usmjerena na ouvanje i unaprijedenj
zdravlja. Sagledava se povijest njihove uporabe, kultura konzumacije i potencijalni zdravstveni
ucinci koji se dovode u vezu s fenolnim sastojcima i njihovim antikidacijskim svojstvima. Uz

op¢éi prikaza pojedinih skupina ovih fitokemikalija 1 glavnih metoda odredivanja



antioksidacijskog kapaciteta, dokumentira se fenolni profil i antioksidacijski potencijal biljnih
infuzija odreden u vodenim ekstraktima biljaka i fizioloskim pristupom koji se oslanja na in

vitro model simulacije procesa probave.



2. GLAVNI DIO

2.1. Tradicionalna biljna medicina

Od pocetaka civilizacije ljudi su uzgajali, brali i susili razne biljke od kojih su se radili ¢ajevi,
oblozi ili kreme. Znalo se da pojedine biljke i njihovi pripravci pomazu kod odredenih
patoloskih stanja. Termin fitoterapije, €ije znacenje lezi izmedu klasi¢ne medicine i travarstva-
narodne medicine, ¢ija su se znanja prenosila generacijama, prvi je uveo francuski lije¢nik
Henry Leclerc u svom djelu ,, Precis de Phytotherapie®. Ono pokriva podrucje ublazavanja
simptoma, iako je glavni cilj izljecenje. Tijekom posljednjih 100 godina razvoj i masovna
proizvodnja kemijski sintetiziranih lijekova revolucionirali su zdravstvenu zastitu u ve¢em
dijelu svijeta. Medutim, veliki dio stanovni$tva u zemljama u razvoju i dalje se za svoju
primarnu zastitu oslanja na tradicionalne lijecnike i biljne lijekove. U Africi do 90%, a u Indiji
70% stanovnistva ovisi o tradicionalnoj medicini dok u Kini tradicionalna medicina ¢ini oko
40% cjelokupno pruZene zdravstvene zastite, a viSe od 90% op¢ih bolnica u Kini ima jedinice
za tradicionalnu medicinu (World Health Organization (WHO), 2005.). Medutim, tijekom
posljednja dva desetljeca javni se interes za prirodnim terapijama uvelike povecao 1 U
industrijskim zemljama, Sto prati sve veca primjena etnobotanickih sredstava. Naj¢eséi razlozi
koristenja tradicionalne medicine su da je pristupacnija, usko odgovara pacijentovoj ideologiji,
ublazava zabrinutost zbog Stetnih u¢inaka kemijskih (sintetickih) lijekova, zadovoljava Zelju za
personaliziranijom zdravstvenom zastitom i omogucuje veci pristup javnosti do zdravstvenih
podataka. Biljni lijekovi najvise se koriste za promicanje zdravlja i lijeCenje kroni¢nih, za
razliku od po zivot opasnih stanja. Medutim, upotreba tradicionalnih lijekova povecava se kada
je konvencionalna medicina neucinkovita u lijecenju bolesti, poput uznapredovalog karcinoma
i novih zaraznih bolesti. Nadalje, tradicionalni se lijekovi Siroko dozivljavaju kao prirodni i

sigurni. To nije nuzno to¢no, pogotovo kad se bilje uzima s lijekovima na recept i/ili bez recepta


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK92773/

(Canter i Ernst 2004 ; Qato i sur. 2008 ; Loya, Gonzalez-Stuart i Rivera 2009 ; Cohen i Ernst
2010).

Trenutno se biljke primjenjuju u terapiji raznih stanja, kao $to su kardiovaskularne
bolesti, problemi s prostatom, depresija, upale i kao podr§ka imunoloskom sustava. U Kini
su 2003. godine tradicionalni biljni lijekovi imali istaknutu ulogu u strategiji suzbijanja i
lijeCenja teskog akutnog respiratornog sindroma (SARS), a u Africi se tradicionalni biljni lijek
africki cvijet ve¢ desetlje¢ima Koristi za lijeCenje nekih simptoma povezan s HIV-om ( De Smet
2005 ; Tilburt i Kaptchuk 2008). Biljni lijekovi takoder su vrlo ¢esti u Europi, a Njemacka i
Francuska prednjace u prodaji pripravaka bez recepta medu europskim zemljama, i u vecini
razvijenih zemalja eteri¢na ulja, biljni ekstrakti ili biljni ¢ajevi mogu se prodavati u ljekarnama.
S ciljem unapredenja znanstvenog statusa i uskladivanja fitomedicine na europskoj razini. 1989.
godine osnovana je Europska znanstvena udruga za fitoterapiju (ESCOP). Iste godine americki
Kongres osniva Ured za alternativnu medicinu u okviru Nacionalnih zdravstvenih instituta kako
bi se potaknula znanstvena istrazivanja u podrucju tradicionalne medicine (Wachtel-Galor i
Benzie, 2011.). Doprinos tradicionalne medicine u pruzanju osnovne skrbi prepoznala je i
Svjetska zdravstvena organizacija te u svojoj strategiji za razdoblje 2014.-2023. stavlja
naglasak na primjenu tradicionalne biljne medicine i biljnih pripravaka u svakodnevnom zivotu
kao alternativnoj strategiji praksama sluzbene medicine koja bi bila u¢inkovita, povoljnija i u
skladu s kulturnim obi¢ajima odredene populacije (Chandrasekara i Shahidi, 2017.).

Biljni pripravci dolaze u razlicitim oblicima, $to ukljucuje cijelu biljku, sirup,
esencijalna ulja, masti, meleme, kapsule i tablete koje sadrZe mljeveni ili praskasti oblik izvorne
biljke ili njen osuseni ekstrakt, a jedan od oblika biljnih pripravaka su i biljne infuzije (Wachtel-

Galor i Benzie, 2011.).

2.2. Biljne infuzije
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Biljne infuzije su vodene infuzije svjezih ili suhih morfoloskih dijelova razli¢itih vrsta biljaka,
kao $to su korijenje, sjemenke, lis¢e, cvijece ili plodovi. Sadrze jednu ili vise biljaka koji su
nositelji njihova okusa i okrepljuju¢ih svojstava, a pojedine biljne vrste povezuju se i s
ljekovitim ucincima, zbog Cega se biljne infuzije koriste se u cilju ouvanja i poboljSanja
zdravlja tisu¢ama godina u mnogim zemljama (Ravikumar, 2014., Rahmani i sur., 2019).
Komercijalno su dostupni u raznim oblicima-prah, osuseni dijelovi biljke u ili bez ¢ajnih
vre€ica, cijele osusene biljke, granule itd., a Cesto se pripremaju neposredno prije same
konzumacije u vru¢oj do kipucoj ili hladnoj vodi (Chandrasekara i Shahidi, 2017., Poswal i
sur., 2019.).

Biljne infuzije nazivaju se jos i biljni €ajevi, biljni napici, tisan 1 botanicke infuzije kako
bi se izbjegla zabuna s ¢ajem. "Caj" je napitak pripravljen od lisnih pupoljaka i mladih izdanaka
varijeteta biljne vrste Camellia sinensis L. (sinonim Thea sinensis L), obitelj Theaceae. Prema
stupnju fermentacije razlikuju se crni (fermentirani) ¢aj, zeleni (nefermentirani) ¢aj, i Oolog
(polufermentirani) ¢aj. Sljedeca kategorija Caja, bijeli ¢aj, preraduje se sli¢no kao i zeleni, od
kojega se razlikuje prema vremenu berbe listova ¢aja (Serafini i sur., 2011.). S druge strane,
pojam koji se odnosi na "biljni ¢aj/pripravak/infuziju" oznacava infuzije bilja ili vo¢a koje ne
sadrzi biljku Camellia sinensis (Chandrasekara i Shahidi, 2017.). Ovo je vrlo bitna znacajka
koja razlikuje pojam "€aj" od "biljnih infuzija/pripravaka", iako se danas uvrijezeno u
razgovornom jeziku ¢ajevima nazivaju i ¢ajevi i biljni pripravci lokalno uzgajanog bilja koje se
koriste u razli¢itim regijama svijeta. Uz to, biljne infuzije, za razliku od ¢aja, ne sadrze kofein

(Chandrasekara i Shahidi, 2017.).

2.2.1. Povijest uporabe biljnih infuzija



Biljne infuzije dio su kulturnih obi¢aja u zemljama koje se uvelike oslanjanju na tradicionalnu
medicinu. Na primjer, druZenje uz biljni ¢aj pripremljen od Aegle marmelosa (Bael),Cassia
auriculata (Ranawara), Aerva lanata (Polpala) i Hemidesmus indicus (Iramusu) uvrijeZeno je
u svakodnevici populacije Indije i Sri Lanke (Chandrasekara i Shahidi, 2017.). U Kini, povijest
uporabe biljnog ¢aja duga je kao i tradicionalna kineska medicina (TCM), a i mnogi pripravci
tradicionalne medicine takoder se konzumiraju u obliku kao i ¢aj, pa se u Kini biljni ¢ajevi piju
svakodnevno radi promicanja zdravlja i smanjenja rizika od zdravstvenih problema razlicite
tezine, od prehlade do bolesti jetre 1 drugih organa (Zhao i sur., 2013.).

U Europi, biljni napici bili su poznati mnogo prije nego $to je nizozemska
isto¢noindijska tvrtka upoznala ovaj kontinent s orijentalnim ¢ajem 1606. godine (Albayarak i
sur., 2011.), akasnije su sluzili kao jeftina lokalna zamjena za skupo uvezeno dobro. Medutim,
vec tada, pojedinci su preferirali biljni ¢aj iako su si mogli priustiti "pravu stvar". Prisjetimo se
samo izmi$ljenog lika Agathe Christie, Herculea Poirota, koji je pio biljni ¢aj u trenutcima
opusStanja. Autor poljskog rje¢nika ekonomskih biljaka iz 18. stolje¢a, Dykcyonarz
Roslinny "Rjecnik biljaka", svecenik Jan Krzysztof Kluk (1739. - 1796.) sastavio je dugacak
popis nadomjestaka za €aj i njegovo se pisanje snazno protivilo upotrebi orijentalnih ¢ajeva,
objasnjavajuci da je kineski ¢aj “pakiran u gajbe radni¢kim ,, bosim nogama “, a bolje je piti
lokalne biljne infuzije od ru¢no ubranog bilja (Sdukand i sur., 2013.)

Pocetkom 20. stoljeca, kada je orijentalni ¢aj postao Siroko dostupan u Estoniji, mnogi novinski
¢lanci 1 knjige sugeriraju negativan utjecaj orijentalnog ¢aja na covjekovo zdravlje i savjetuju
Citatelje da umjesto njega koriste lokalne vrste. To je, zajedno s jo$ uvijek visokom cijenom
uvoznog orijentalnog caja, rezultiralo Sirokom primjenom lokalnih vrsta u sluZzbenim
institucijama (vojne institucije i bolnice) i relativno niskom razinom potrosnje orijentalnog ¢aja

i kave u regiji (Ippolitova, 2008.).



Danas, u eri ukidanja regionalnih i etnickih barijera specifi¢ne biljne infuzije univerzalno su
dostupne, a povecana potroSnja biljnih cajeva postaje svjetski trend, zbog prakticnosti
konzumacije, jednostavnosti pripreme, ugodnog okusa i mirisa i niske cijene, ali i stoga $to su
biljni ¢ajevi nadopuna prehrani spojevima koji mogu imati blagotvorne u¢inke na zdravlje
(Dian-Nashiela i sur., 2015). Tako u Ujedinjenom Kraljevstvu biljne infuzije ¢ine priblizno
36% kozumacije svih biljnih napitaka (Etheridge i sur., 2019.). U 2013. potro$nja biljnih
infuzija (ukljucujuéi voéne ¢ajeve) u Njemackoj daleko je premasila upotrebu ¢aja (potroSnja
po glavi stanovnika 40 L nasuprot 28 L), a vode¢i ¢ajevi od pojedina¢nih biljaka bili su oni
pripremljeni od lis¢a mente, ploda komoraca i cvijeta kamilice (Habs i sur., 2017.)

Biljne infuzije opcenito se percipiraju da su blagog djelovanja i bez nuspojava zbog duge
povijesti uporabe raznolikih vrsta koje se koriste za svakodnevnu pripremu biljnih Cajeva.
Unato¢ tome, ne mogu se zanemariti sigurnosna pitanja vezana uz dugotrajnu konzumaciju
odredenog lokalnog taksona. Primjerice, sigurnost svakodnevne upotrebe esencijalnih ulja i
vodenih infuzija Origanum vulgare L. (mravinac) i Thymus serpyllum L. (poljski timijan) jos
uvijek nije znanstveno dokazana (Kulisi¢ i sur., 2007., Santoro i sur. 2007.) Prema pregledu
Singha i suradnika (2012.), biljka C. asiatica mogla bi uzrokovati ostecenje jetre, zeluCane
tegobe, muc¢ninu i pospanost. Osim toga, aktivni spojevi nekih biljaka mogu inhibirati enzime
faze 1 1 faze II reakcija biotransformacije i tako utjecati na metabolizam ksenobiotika, kao $to
su lijekovi (Chandrasekara i Shahidi, 2017.).

Konzumacija biljnog c¢aja ovisi o dostupnim prirodnim resursima, kulturnom i
druStvenom kontekstu, navici njegove upotrebe i osobnim preferencijama potrosaca. Obicno se
biljni ¢aj uziva kao dodatak obroku, radi promicanja drustvenih kontakata, za uzivanje i
opustanje ili zbog njihovog opéeg poimanja kao “zdravih napitaka, a ¢esto, ovisno o tegobama,

posezemo za specificnim biljnim ¢ajem (S6ukand i sur., 2013.).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=S%26%23x000f5%3Bukand%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23941692

Popis ljekovitih biljaka “Tea & Herbal Infusions Europe” sazetak je razli¢itih biljnih materijala
koji se konzumiraju kao sastojci hrane u biljnim ¢ajevima i voénim ¢ajevima u Europi. Navodi
nekoliko stotina biljaka i morfoloskih dijelova biljaka koje se trenutno koriste u biljnim
infuzijama (Habs i sur., 2017.). Biljke prikazane u tablici 1. koriste se u uobi¢ajenom biljnim

infuzijama, te kao biljni lijekovi.

Tablica 1. Biljni ¢ajevi i njihova primjena. Habs i sur., 2017.

Biljka Zdravstvene tegobe koje se lijece

Kamilica (Matricaria chamomilla) Probavne tegobe, nadutost, umor, nesanica

Cimet (Cinnamomum verum) Probavne tegobe, dijarea

Komora¢ (Foeniculum vulgare) Dispepsija, gréevi

Pumbir (Zingiber officinale) DiSE)e.pSija, nadutost, vrtoglavice, povracanje,
mucnine

Limunska trava (Melissa officinalis) Simptomi stresa, anksioznost, nesanica

Kopriva (Urtica dioica) Tegobe mokra¢nog sustava

Paprena metvica (Mentha piperita) Probavne tegobe, bol u trbuhu, mué¢nine

Ruzmarin (Rosmarinus officinalis) Dispepsija, gréevi u trbuhu

Valerijana (Valeriana officinalis) Nervoza, nesanica

U europskoj bastini, najvaznije biljke za spravljanje biljnog Caja koji se koristi u
nemedicinske svrhe su iz porodice Lamiaceae i Asteraceae, dok su Rosaceae popularne samo u
istoénoj 1 sredisnjoj Europi. Sto se tie botani¢kih rodova, dominantni su
Mentha, Origanum i Thymus, te Tilia, Rubus i Matricaria. Na razini vrsta, u vecini europskih
regija osobito se favorizira Origanum vulgare L. (mravinac) zatim Rubus idaeus L. (malina)

I Thymus serpyllum L. (poljski timijan) u isto¢noj Europi, Rosa canina L. (Sipak) i Hypericum
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perforatum L. (kantarion) u srednjoj Europi, te Chamaemelum nobile L. (rimska kamilica) u

juznoj Europi (S6ukand i sur., 2012., Carvalho i sur., 2010.).

Vecina biljaka, koje se koriste u lokalnoj narodnoj medicine, dozivljavaju se kao ljekovito bilje.
Popularne biljne infuzije koje se koriste u medicinske svrhe izraduju se, izmedu ostalog, od
kamilice, cimeta, komoraca, dumbira, mati¢njaka, koprive, paprene metvice, ruzmarina i
valerijane (Habs i sur., 2017.) U modernoj praksi nije uvijek lako razlikovati biljni ¢aj koji se
pije radi uzitka od onoga koji ima ljekovitu vrijednost, a medu europskim zemljama ne postoji
niti uskladeni okvir koji bi razlikovao hranu u odnosu na medicinski proizvod. Opcenito se
moze re¢i kako se ¢ajevi obi¢no svakodnevno konzumiraju u kontekstu hrane, dok se ljekovite
infuzije uzimaju u odredene medicinske svrhe (Soukand i sur., 2013.). Stoga, se biljni napici
pripremaju kako bi se odrzale poZeljne karakteristike drustvenog napitka, pa su slabijeg okusa,
a zbog razrijedivanja tijekom njihove pripreme sadrze bioaktivne spojeve u manjim koli¢inama
u odnosu na infuzije biljnih pripravaka namijenjenih upotrebi kao lijek. Za primjer, u
tradicionalnom i ayurvedskom medicinskom sustavu Sri Lanke dekocije koje se koriste kao
lijek pripremaju se kuhanjem osuSenog ili svjezeg bilja u 8 Salica vode dok se volumen ne
smanji na jednu Salicu (Chandrasekara i Shahidi, 2017.). Osim toga, ljekoviti biljni ¢ajevi
konzumiraju se ogranic¢en broj dana za lije¢enje odredenog stanja (kaslja, crijevnih tegoba itd.),
dok za biljne Cajeve koji se konzumiraju u kontekstu hrane nema ograniCenja u trajanju

konzumacije (Séukand i sur., 2013.).

2.2.2. Zdravstvene dobrobiti biljnih infuzija

Topli medij vodenih infuzija olakSava otpuStanje isparljivih ulja, pa se tako tijekom
konzumiranja biljnih ¢ajeva olakSava inhaliranje komponenti koje mogu prijeci u krvotok kroz
nazalnu anatomsku strukturu, kao $to je primjer 1,8-cineola iz biljne infuzije ruzmarina. Osim
toga, tople vodene biljne infuzije su idealan nosac sastojaka topljivih u vodi, kao $to su to neki

mikronutrijenti i bioloski aktivni sastojci i predstavljaju njihov dobar izvor u prehrani, §to je
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osobito znacajno u podruc¢jima gdje je prehrana manje raznolika ili su voce 1 povrée nedostupni.
Buduc¢i da se uobicajeno konzumiraju bez dodanog Secera ili miljeka, biljne infuzije ujedno su
i dobar su nacin opskrbe organizma ovim vrijednim sastojcima bez unosa dodatnih kalorija.
(Poswal i sur., 2019.).

Poimanje biljnih infuzija kao zdravih napitaka predstavlja sjeciSte prehrambenih i
ljekovitih svojstava, koje su Pieroni i Quave (2006.) definirali kao ,, narodnu funkcionalnu
hranu “. Ispijanje takvih Cajeva se u nekim zemljama, kao S§to je Italija, dozivljava kao
prevencija ili lijeCenje, a ne kao aktivnost koja se upraznjuje radi druzenja, opustanja ili kao
nadopuna obroku. Ipak, Tilia spp., jedan od najpopularnijih rodova za spravljenje biljnog ¢aja
koji se od 1930-ih konzumira u prehrambenom, ne medicinskom kontekstu u Estoniji (Sdukand
i sur., 2012.), ujedno je i najkoristeniji biljni takson za komplementarno lije¢enje prehlade i
gripe u modernoj Estoniji (Raal i sur., 2013.). Tablica 2. prikazuje odabrane biljne napitke koji
populacije diljem svijeta uobicajeno konzumiraju za postizanje optimalnog zdravlja kao i za
smanjenje rizika od bolesti kao $to su hiperglikemija, dislipidemija (Chandrasekara i Shahidi,

2017.).

Tablica 2. Odabrani biljni napici i vezane zdravstvene dobrobiti. Chandrasekara i Shahidi, 2017.

Lokalni naziv Latinski naziv Porodica lat. naziv Zdravstvene dobrobiti

Bilva, bengalska Aegle marmelos Rutaceae Antikancerogena, antidislipidemija,

dunja antihiperglikemija, antidijabetska, antiupalna

Matura ¢ajevca, Cassia auriculata Leguminosae Antihiperglikemijska

ranawara, avaram

Planinska Aerva lanata Amaranthaceae Antihiperglikemijska, antiupalna, ,

travnata trava

Indijski Hemidesmus Asclepiadaceae Antioksidacijska, antitromboza

sarsaparilla indicus

Indijski ili azijski ~ Centella asiatica Apiaceae Antikancerogena, pojacava aktivnost

penivort antioksidacisjkih enzima

Kamilica Matricaria Compositae Antioksidacijska, hipokolesterolemicna,
chamomilla , antikancerogena, antiupalna
Chamaemelum
nobile

Mjesecina ili Tinospora Menispermaceae Antidijabetska, antiupalna

guduci u obliku cordifolia

srca

Sjetveni Coriandrum Apiaceae Antioksidacijska, antibakterijska,

korijandar sativum hipokolesterolemi¢na, antikancerogena,

antiupalna
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pastirski ¢aj
Paprena metvica
Mate

Sideritis
condensate

Mentha piperita
Ilex paraguariensis

Lamiaceae

Lamiaceae
Aquifoliaceae

Antioksidacijska, antibakterijska

Antioksidacijska, antitumorna
Hipokolesterolemicna, zastita jetre i krvozilnog

sustava
Ljekovita Zalfija Salvia officinalis Lamiaceae Pojacava antioksidacijsku aktivnost jetre
Pasja ruza, §ipak  Rosa canina Antiupalna
Engl. Rooibos, Aspalathus linearis Antioksidacijska, antikancerogena
crveni grm

Afr. Borotutu Cochlospermum
angolensis

Zingiber officinale

Antikancerogena u podrucju jetre,
antioksidacijska
Antiupalna, hipoglikemijska

Pumbir
Unato€ popularnosti i €injenici $to je tradicija ispijanja biljnih ¢ajeva ostavila saznanja

0 ljekovitosti, mali je broj znanstvenih radova koji istrazuju klinicku uc¢inkovitost i sigurnost

tih napitaka.

Caj od kamilice, jedan od najpoznatijih i najkonzumiranijih biljnih &ajeva u Europi koji
se priprema se od Matricaria chamomilla L. Asteraceae, u uporabi je jo$ od davnina za
ublazavanje simptoma peludne groznice, upala, menstrualnih tegoba, gréeva u misi¢ima,
nesanice, gastrointestinalnih poremecaja, reumatskih bolova, ¢ireva i hemorioda (Srivastava i
sur., 2010.). Istrazivanja su pokazala da kod rodilja u Sestom tjednu nakon poroda jedna $alica
(300 ml) njemacke kamilice (Matricaria chamomilla L. Asteraceae) infuzirane do 15 minuta
ima sedativno-hipnotic¢ki ucinak poboljsavajuéi kvalitetu sna i simptome depresije nakon 2
tjedna potroSnje. Konzumacija 150 ml ove biljne infuzije tri puta dnevno tijekom 8 tjedana
znacajno smanjuje razinu serumskog inzulina, ukupnog kolesterola, triglicerida, LDL
kolesterola i glikoziliranog hemoglobina (HbA1c) u odraslih s dijabetesom tipa 2 (Rafraf i sur.,
2015.) McCay i Blumberg (2006) potvrduju u¢inak sniZzavanja kolesterola ¢aja od kamilice i
dodatno izvjes¢uju o anksolitiCkom djelovanju ove infuzije, dok su Zemestani i sur. (2015.).,
zabiljezili povecanje ukupnog antioksidacijskog kapaciteta te aktivnosti antioskidacijskih
enzima, superoksid-dizmutaze, glutation-peroksidaze i katalaze nakon 8 tjedana konzumacije
¢aja od njemacke kamilice. Uz ¢aj od kamilice veZze se i moguc utjecaj na apsorpciju i

metabolizam ugljikohidrata obzirom je pokazano da inhibira neke hidroliticke probavne enzime
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i prijenosnike monosahirida, GLUT2 i GLUTS5 (Villa-Rodriguez i sur., 2017.), a istraZivanja na
gr¢koj populaciji pokazala su da redovita konzumacija ¢aja od kamilice smanjuje rizik od

karcinoma i bolesti Stitnjace (Riza i sur., 2015.).

Svakodnevna konzumacija 200 ml caja od mati¢njaka (Melissa officinalis L.
Lamiaceae) viSe od 6 tjedana znacajno smanjuje krutost arterija i poboljSava elasti¢nost koze
lica (Yuiisur., 2017.). Infuzija mati¢njaka (100 ml) konzumirana dva puta dnevno tijekom vise
od 30 dana kod radioloskih djelatnika povecava plazmatsku aktivnost katalaze, superoksid-
dizmutaze i glutation-peroksidaze, stite¢i od oksidacijskog stresa, a istovremno smanje
aktivnost mijeloperoksidaze, i opseg lipidne peroksidacije i oste¢enja DNA (Zeraatpishe i sur.,

2011.).

Pored kamilice, ¢aj od metvice jedan od Cesto konzumiranih biljni ¢ajeva. Njegova
konzumacija (dvije Salice dnevno tijekom 30 dana) znacajno smanjuje razinu ukupnog i
slobodnog testosterona, a povecava onu luteinizirajuéeg hormona i folikul-stimuliraju¢eg
hormona kod Zena s razvijenom prekomjernom dlakavos$¢u (Grant, 2010). O sli€nim u¢incima

1zvjes¢uju (Akdogan i sur., 2007.), Sto implicira da ¢aj od metvice ima antiandrogena svojstva.

Svakodnevna konzumacija ¢aja od sorti metvice s visokim udjelom ruzmarinske kiseline 1
komercijalnog ¢aja od metvica tijekom 16 tjedana znacajno je poboljsala simptome ukocenosti
1 tjelesnog invaliditeta kod ispitanika s osteoartritisom koljena, ali samo je ¢aj s visokim
udjelom ruzmarinske kiseline znacajno je smanjio bol (Connelly i sur., 2014.). U
laboratorijskim istrazivanjima utvrdeno je da je ¢aj od metvice ucinkovit inhibitor upale
posredovane lipopolisaharidom u eksplantatima hrskavice (Pearson i sur., 2010), §to sugerira
potencijalne protuupalne ucinke (Arumugam i sur., 2008).

Osim za lijecenje prehlade i gripe, primjena ¢aja od Sipka (Rosa canina L. Rosaceae) za
ublazavanje menstrualnih bolova dio je tradicionalnih narodnih znanja (Tseng i sur., 2005.). U

Sestomjesecnom istrazivanju adolescentica s primarnom dismenorejom (menstrualni gréevi),
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ustanovljeno je da 2 Salice Caja od Sipka dnevno (svaka 300 ml), koje su konzumirane 1 tjedan
prije 1 5 dana nakon pocetka menstruacije smanjuje percepciju menstrualne boli i tjeskobe 1
doprinose psihofizioloSkoj dobrobiti u usporedbi s placebom (Tseng i sur., 2005.), Sto sugerira
da bi ¢aj od Sipka mogao biti ucinkovita nefarmakoloska strategija za Zene sa spomenutim
tegobama. U bolesnika s hipertenzijom i dijabeti¢ara s hipertenzijom pokazalo se da ¢aj od
hibiskusa smanjuje krvni tlak (Mckay i sur., 2009., Mozaffari-Khosravi i sur., 2009.).

Ucinci konzumiranja biljnog ¢aja na zdravlje su bili predmet istrazivanja koja su
promatrala povezanost s rizikom tijekom trudnoce. U kanadskom istraZivanju, konzumacija
biljnog ¢aja nije bila povezana s poviSenjem razine teSkih metala i pesticida u majcinoj krvi.
Usto, primijecena je blago poviSena razina olova kod osoba koje piju biljni ¢aj u usporedbi s
onima koji ne piju, ali su te vrijednosti bile unutar prihvatljivih nacionalnih standarda.
(Colapinto i sur., 2016., Colapinto i sur., 2015.)

U ostalim podruc¢jima Zenskog zdravlja ¢ajevi od koprive 1 piskavice poboljsali su proizvodnju
maj¢inog mlijeka, a ¢aj od piskavice dodatno je pokazao uc¢inak poboljSanja porasta na tezini
novorodencadi. (Turkyilmaz i sur., 2011., Kavurt i sur., 2013.).

Potencijalne dobrobiti konzumacije biljnih infuzija na mentalno zdravlje zabiljeZene su
kod kineskih u¢enika osjetljivi na stres kada su, u stresnom periodu, bili posebno emocionalno
povuceni (Chio i sur., 2015.). Pokazano je da je u usporedbi sa zelenim ili crnim Cajem
konzumacija biljnog ¢aja povezana s manjim rizikom od krutosti tkiva jetre koja je klinicki
pokazatelj fibroze ili masne bolesti jetre (Alferink i sur., 2017.). U jednom istraZivanju
razmatrana je primjena Caja za ublazavanje simptoma zaraznih bolesti, izvjeStavajuci o
prednostima ¢aja od ehinacee kod prehlade i gripe ( Lindenmuth GF. i Lindenmuth EB., 2000.).

U istrazivanju ucinaka temperature pica na fizioloske reakcije, hladni ¢aj od yerba maté

(juznoamirecki napitak) promijenilo osjetljivost sr¢anog barorefleksa, oksidaciju masti i

15



potro$nju energije, ali nisu zabiljezene razlike izmedu toplog ili hladnog ¢aja u pogledu utjecaja
na krvni tlaka i minutni volumen srca (Maufrais i sur., 2018.).

Primijeceno je i smanjenje tjelesne tezine u grupi dobrovoljaca koji su pili ¢aj prireden
od mjeSavine biljaka Garcinia cambogia (kambodzanska garcinija), Commiphora mukul

(indijski bdelij) i Cyperus scariosus (kasni ostrik) (Vidya i sur., 2002.).

2.2.3. Kemijski sastav biljnih infuzija

Biljne infuzije su nutritivno vrijedni i nisko kalori¢ni napici koji su izvor su makronutrijenata,
slobodnih Sec¢era (fruktoza, glukoza, saharoza), organskih kiselina, aminokiselina, vitamina i

minerala (Olennikov i sur., 2019., Pereira i sur., 2015).

Farmakoloska i nutritivha svojstva biljaka koje se koriste za pripremu biljnih infuzija
odreduje jedna ili vise aktivnih tvari koje sadrzi (Soukand i sur., 2013).Utjecaj biljnih infuzija
na pojedine aspekte zdravlja dijelom se pripisuje liposolubilnim vitaminima A i E, u vodi

topljivom vitaminu C te Sirokom rasponu bioloski aktivnih sastojaka (Ivanova i sur., 2004.).

Bioloski aktivni biljni sastojci, poznati i kao fitokemikalije, su sekundarni biljni
metaboliti koji nisu neophodni za rast, razvoj i li razmnozavanje biljke, ve¢ sudjeluju u
interakciji biljke s okolisem. Za neke od njih se doslo do saznanja da biljkama sluze kao
obrambeni mehanizam protiv bolesti, predatora, ultraljubi¢astog zraCenja, parazita i oksidansa,
a pojedini spojevi sluze i kao privla¢ni mirisi i daju odredenu boju biljci, $to doprinosi
razmnozavanju biljle njenom przivljavanju putem prirodne selekcije (Zhao i sur., 2015.). U
biljkama, kemijski sastav bioaktivnih spojeva ovisi o nacinu uzgoja i vremenu berbe biljke,
dijelovima biljke koji se koriste, te o nacinu njihova skladistenja (Rogi¢ Renata, 2014.). U
organizmu ljudi bioloski aktivni sastojci nemaju nutritivnu vrijednost, ali-ukoliko su prisutni u
odgovarajucoj koli¢ini-mogu povoljno utjecati na jednu ili viSe funkcija organizma na nacin

koji doprinosi dobrom zdravlju. Stoga se u brojnim prehrambenim vodi¢ima ukazuje na znacaj
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njihove konzumacije, premda za ove sastojke jos nisu odredene RDA 1 DRI vrijednosti (Jasic,
2010.).

Konzumacija biljnih napitaka dobiva na popularnosti upravo vodena ¢injenicom da su izvori
bioaktivnih spojeva s raznovrsnim spektrom bioloskih uc¢inaka, u opsegu od antibakterijskog,
antioksidacijskog, protuupalnog, antialergijskog, antitromboti¢kog i vazodilatacijskog
djelovanje do antimutagenih i antikancerogenih ucinaka, a ovi sastojci povezuju se i
sprijeCavanjem ili umanjivanjem ucinaka starenja (Chandrasekara i Shahidi, 2018).

Medu mnostvom bioaktivnih sastojak u biljnom infuzijama izdvajaju se saponini, alkaloidi i
heterogena skupina sastojaka s antioksidacijskim djelovanjem u koje se ubrajaju karotenoidi,

poliacetileni i fenolni sastojci

Karotenoidi su biljni pigmente Zute, narancaste i crvene boje. Jedni od predstavnika iz
ove skupine su karoteni - izoprenoidi Cija je osnova 40 ugljikovih atoma u 8 izoprenskih
jedinica, a takva struktura moze biti ciklizirana na oba kraja. Karotenoidi koji strukturi dodatno
sadrzavaju funkcionalne grupe s kisikom nazivaju se ksantofili. U ljudskoj prehrani bitni su
[S-karoten, a-karoten i likopen a iz podskupine ksantofila lutein, zeaksantin, kriptoksantin,
kantaksantin, astaksantin i fukoksantin. Od navedenih, p-karoten, a-karoten i S-kriptoksantin
su provitatmini vitamina A jer sadrzavaju u svojoj strukturi S-iononski prsten (Chandrasekara
i Shahidi, 2017.). Zbog konjugiranog sustava dvostrukih veza u molekuli, s-karoten i likopen
odlikuju se antioksidacijskim djelovanjem. Mogu ukloniti slobodne radikale u izravnoj reakciji

i odlikuju se sposobnos¢u ,,gasenja“ singletnog kisika (Mandi¢ Vedrana, 2017.)

Alkaloidi broje vise od 5000 spojeva u skupini (Hrvatska enciklopedija, mrezno
izdanje.), Osnova alkaloidne strukture jesu dva Sestero¢lana ugljikova prstena koji dijele jedan
atom dusika (Satovié¢, 1993.). U biljkama se mogu naéi u formi estera gdje je esterska grupa

benzojeva, cinami¢na, p-hidroksicinami¢na i feruli¢na kiselina (Satovi¢,1993.). Jedni od
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poznatih biljnih alkaloida jesu morfin iz opijuma, atropin iz velebilja i kofein iz kave i ¢aja

pripravljenog iz biljke Camellia sinensis.

Terpenoidi su sekundarni metaboliti koji nastaju polimerizacijom izoprenskih jedinica.
Dijele se po broju izoprenskih jedinica na hemiterpene s jednom izoprenskom jedinicom (C5),
na monoterpene (C10), seskviterpene (C15), diterpene (C20), sesterpene (C25), triterpene
(C30), karotenoide (C40) i politerpene dugim izoprenskim lancima (Chandrasekara i Shahidi,

2017.).

Saponini su posebna skupina glikozida koji u svojoj kemijskoj strukutri uz lanac Secera
sadrze 1 policiklicke terpenske, steroidne ili steroid-alkaloidne jedinice. Osnovu strukture ¢ini
aglikon koji je na tre¢em ugljikovom atomu povezan s lancem Secera.SadrZe lipofilni i
hidrofilni dio te kao takvi imaju osobine emulgatora. Topljivi su u vodi i nakon hidrolize
nastupa membranaska aktivnost koja oznacava da imaju sposobnost razaranja stani¢ne
membrane. U biljkama saponini dolaze najées$¢e u obliku fizioloski inertnih furostanol-

glikozida odnosno triterpenskih saponina (Sosevi¢, 2012.)

Poliacetileni sadrze trostruke ugljikove veze ili alkinilnu funkcionalnu grupu. Alifatski C17-
poliacetileni kao $to su falkarinol i falkarindiol su Siroko rasprostranjeni u porodicama Stitarki
i br$ljana. Falkarinoli su formirani iz oleinske kiseline dehidrogenacijom koja je dovela do
formiranja C18 acetilen-krepeni¢ne kiseline i dehidrokrepeniéne kiseline, koje su potom
transformirane u C17 acetilene putem B-oksidacije. Sve vise se istrazuju zdravstvene dobrobiti
poliacetilena te je pokazano da biljke kao Panax quinquefolium (americki ginseng),
Peucedanum praeruptorum (pukovica), Echinacea pallida (svijetlocvjetna rudbekija),
Bupleurum spinosum i Atractylodes lancea sadrze poliacetilene (Chandrasekara i Shahidi,

2017.).
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U vecini istrazivanja, antioksidacijski kapacitet biljnih infuzija koreliran je s udjelom fenolnih
sastojaka te ¢e se u nastavku poblize opisati njihova kemijska struktura, izvori i antioksidacijska

svojstva.

2.2.3.1. Fenolni sastojci

Fenolni sastojci su velika skupina spojeva €ija je osnova benzenski prsten na koji je vezana
hidroksilna skupina (-OH) (Petreski, Novosel, 2010.). Prema biogenetskom putu sinteze mogu
se definirati kao sastojci s jednom (jednostavni fenoli) ili vise hidroksilnih (polifenoli) skupina
na aromatskoj jezgri koji se sintetiziraju sekundarnim metabolizmom, na fenilpropaidnom putu
Sikimata ili poliketidnom acetat/malonatnom putu, prikazano na slici 2. (Visioli i sur., 2000.).
Hidroksilne skupine fenolnih sastojaka mogu biti metoksilirane i glikozidirane s
monosaharidima, oligosaharidima, ¢esto sadrzavaju acilne skupine te su skloni umrezavanju i
polimerizaciji. Po broju hidroksilnih skupine dijele se ha mono-, di-, tri- i polifenole. Kako se
vidi na slici 3., prema kemijskoj strukturi dijele se na flavonoide i neflavonoide (Whale i sur.,
2010.).

Fenolni sastojci su podijeljeni i s obzirom na broj fenolnih prstena u strukturi. Glavna je podjela
na fenolne kiseline, flavonoide, stilbene lignane i kumarine (slika 4. i slika 5.).

Fenolne kiseline

U hrani su najznacajnije Ce-C: fenolne kiseline od kojih -galna kiselina kao prekursor u sintezi
hidrolizirajucih tanina, Cs-Cs hidroksicinamata i njihovih deriviranih konjugata, i polifenolnih
Cs-C2-Cs stilbena. (Crozier i sur., 2009.). Razlikuju se dvije vrste fenolnih kiselina- derivati
benzojeve kiseline i derivati cinami¢ne Kiseline. Bumbir obiluje fenolnim kiselinama (Manach

i sur,2004.).

Hidroksibenzojeve kiseline
Za jestivo bilje, najistaknutije su galna kiselina, koja se pojavljuje kao ester Secera u
galotaninima kao npr. 2-O-digaloiltetra-O-galoil-glukoza, p-hidroksibenzojeva, vanilinska i
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siringinska kiselina. Najznacajniji izvor galne kiseline su svjezi listovi ¢aja (Crozier 1 sur.,
2009., Mandi¢ Vedrana, 2017.). Hidroksibenzojeve kiseline su komponente kompleksnih
struktura kao $to su tanini. U hrani mogu biti u slobodnom ili esterificiranom obliku. (Manach
i sur., 2004.)

Hidroksicinamicne kiseline

Hidroksicinami¢ne kiseline su zastupljenije od hidroksibenzojevih kiselina. Dijele se na p-
kumarinske kiseline, kafeinske, ferulne i sinapinske kiseline. Ove se kiseline rijetko pronalaze
u slobodnoj formi, osim u preradenoj hrani koja je bila podvrgnuta zamrzavanju, sterilizaciji 1
fermentaciji. Glavni predstavnik je kavena kiselina koja u kavi dolazi kao ester s kinskom

kiselinom, poznata kao oklorogenska kiselina (Manach i sur,2004.).
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Kumarini su po svojoj kemijskoj strukturi laktoni derivata cis-O-hidroksicinamiéne
kiseline, a dolaze kao glikozidi ili u aglikonskom, slobodnom obliku (Chandrasekara i Shahidi,
2017.). Zbog postojanja 6 polozaja na prstenastoj strukturi na kojima se moze vrsiti supstitucija
postoje mnogi derivati (Molnar i sur., 2011.). Kumarini imaju ugodan miris vanilije (Molnar i
sur., 2011.), a u hrani su pronadeni jednostavni kumarini, furanokumarini i piranokumarini

(Chandrasekara i Shahidi, 2017.).

Lignani
Osnovu strukture lignana ¢ine 2 fenilpropanske jedinice. Najbogatiji izvor lignana su lanene

sjemenke (Manach i sur, 2004.).

Stilbeni
Stilbeni imaju Cs-C2-Cs strukturu, te spadaju u fitoaleksine koje biljke produciraju kao odgovor
na bolesti ili oStecenja (Crozier i sur., 2009.). Najpoznatiji predstavnik stilbena je trans-
resveratrol (ima ga u crvenom grozdu), Koji je poznat po tome $to ga se povezuje s ,,francuskim

paradoksom® (Manach i sur,2004.).

Flavonoidi, ¢ije glavno strukturno obiljezje ¢ine 2 aromatska prstena koja su povezana
sa 3 ugljikova atoma, medusobno su podijeljeni u 6 podvrsta, ovisno o heterociklu kojeg sadrze
kako slijedi: flavonoli, flavoni, izoflavoni, flavanoni, antocijanini i flavanoli (katehini i

proantocijanidi) (Manach i sur., 2004.).

Flavonoli
Od flavonoida, flavonoli su naj¢e$¢i u hrani i glavni predstavnici te skupine su kvercetin i
kaempferol. Zastupljeni su u glikoziliranom obliku (Cesto sa glukozom, ramnozom,
galaktozom, arabinozom, glukuronskom kiselinom). Relativno su zastupljeni u manjim
udjelima, od 15 do 30 mg po kg. Najbogatiji izvor je luk, koji moze sadrzavati do 1.2 g po kg.

Sinteza flavonola ovisi o suncevom svjetlu, zato je njihova koncentracija veca u vanjskim
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dijelovima biljke i liS¢u. Istrazivanja su pokazala da koncentracija flavonola u vocu iste vrste
moze varirati ovisno o izlozenosti sunc¢evom svjetlu, uz to, veca je koncentracija u povréu koje

je uzgajano na vanjskim poljima nego u onima pod umjetnim svjetlom (Manach i sur., 2004.).

Flavoni
Najces¢i su glikozidi luteolina i apigenina. Najznacajniji izvor u prehrane je celer i perSin

(Manach i sur,2004.).

Flavanoni
U citrusnome vocu ih ima najvise. Glikozilirani su disaharidima i daju biljkama gorki okus, kao

oni u grejpfrutu (Manach i sur., 2004.).

Izoflavoni
Strukturno sli¢ni estrogenom hormonu, iako nisu steroidi imaju hidroksilnu grupu na
polozajima 7 i 4' sli¢no kao u estradiolnoj molekuli. Ovo svojstvo im omogucuje ponasanje
slicno hormonima 1 vezivanje na estrogene receptore u stanici te od tuda i naziv fitoestrogeni.

Izvor su mahumarke poput soje (Manach i sur,2004.).

Flavanoli (flavan-3-oli)

Flavanoli se nalaze najvise u lis¢u biljaka. (Mandi¢ Vedrana, 2017.) Dolaze u monomernome
obliku, kao §to je to (+)- katehin i njegov izomer (-)-epikatehin, te u polimernom obliku-

proantocijanidi.

Katehini su pronadeni u mnogim vrstama voca, crnom vinu, ali najviSe u zelenom caju,
pogotovo epigalokatehini ( 200 mg/L). Za razliku od ostalih flavonoida, flavanoli nisu u hrani
u glikoziliranom obliku, i takva struktura olakSava odrzavanje stabilnosti 1 pri viSim

temperaturama dok god je pH u kiselom podru¢ju (Manach i sur,2004.).
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Proantocijanidi —poznati kao kondenzirani tanini, jesu dimeri, oligomeri i polimeri flavan-3-ola
(popu katehina i epikatehina) i flavan-3,4-diola koji su medusobno povezani izmedu Cetvrtog
i Sestog, ili Cetvrtog i osmog ugljikova atoma.

Glikozidni oblici antocijanidina - antocijanini su pigmenti u epidermalnom tkivu cvijeca i voéa
koji daju biljkama ruzi€astu, crvenu, plavu i ljubicastu boju. Vrlo su osjetljivi na promjene pH,

svjetlost i oksidiraju¢e uvjete (Manach i sur,2004.).
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Slika 5. Glavne skupine polifenola, njihova struktura i spojevi koji predstavljaju

skupinu i primjeri izvora hrane. Figuera i sur., 2015.
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2.2.3.2. Fenolni sastojci u biljnim infuzijama

Kao §to je 1 sama skupina fenola raznolika tako je i udio i sadrzaj vrsta fenola razlicit
od jedne biljne vrste do druge. No, bitna karakteristika biljka koje se koriste u pripremi biljnih
Cajeva/infuzija, je ta da udio fenolnih komponenti nije zanemariv.

Osnovni koraci u analizi fenolnih sastojaka u biljnim infuzijama su ekstrakcija iz
matriksa, kromatografsko razdvajanje i1 kvantitativno odredivanje.

Kako bi biljne infuzije u $to vecoj mjeri odgovarale pripremi u domadistvu, najcesée se
pripremaju postupkom vodene ekstrakcije biljnog materijala pa stoga nekoliko ¢imbenika moze
utjecati na sadrzaj fenolnih spojeva u infuzijama, kao §to je nacin pripreme (prerada biljka,
koncentracija infuzija, vrijeme i temperatura infuziranja), sama biljka (vrsta, koristeni dio,
stadij razvoja), karakteristike uzgoja (tlo, klima, abiotski stres) i metoda analize (Moraes-de-
Souza i sur., 2008.).

Premda je kromatografsko razdvajanje u sprezi s detektorima visoke selektivnosti, kao $to je
maseni detektor, jedan od najboljih pristupa za odjeljivanje i odredivanje pojedinih fenolnih
sastojaka izdvojenih ekstrakcijom, za kvantitativno vrednovanje sadrzaja ukupnih fenolnih
sastojaka, kako u znanstvenom kontekstu, tako i u industrijskoj praksi (u okviru kontrole hrane
i pi¢a, dodataka hrani i biljnih pripravaka) koristi se Folin—Ciocalteu-ova kolorimetrijska
metoda (Carrasco-Pancorbo i sur. 2005). Metodu se izvorno razvili Singleton i Rossi (1965.), a
temelji se na redukciji fosfotungistata (HsP [W3010]4) u alkalnoj otopini u §to prati pojava
plavog obojenja otopine. Apsorbancija ove otopine proporcionalna je broju aromatskih fenolnih
skupina i koristi se za njihovu kvantifikaciju, uz razlicite standarde. Obzirom se metoda temelji
na odredivanju kapacitetu redukcije ovih sastojaka u odnosu na neki standard, odredivanje
razine ukupnih fenola u infuzijama prema Folin—Ciocalteuovoj metodi nije apsolutna mjera
njihove koncentracije u materijalu (Katalini¢ i sur., 2004). Osim toga, kapacitet redukcije
fenolnih spojeva ovisi o broju i polozaju fenolnih hidroksilnih skupina i ve¢i je kada su dvije
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fenolne hidroksilne skupine orijentirane u ortho- ili para- polozaju. Neke molekule, medutim,
ne reagiraju s Folin-Ciocalteu-ovim reagensom. jer ne posjeduju odgovarajuce funkcionalne
skupine, uklju¢ujuci kateholne ostatke, pa je Folin-Ciocalteu-ova metoda korisna za priblizno
odredivanje sadrzaj ukupnih fenola (Annunziata i sur., 2018.).

Znacajan doprinos na podrucju istrazivanja fenolnog profila biljnih infuzija dali su

Katalini¢ i sur. (2004.) koji su Folin—Ciocalteu-ovom metodom uz (+)-katehin kao standard
odredili ukupan sadrzaj fenola u 70 infuzija ljekovitih biljaka trzisSno dostupnih u ljekarnama u
Hrvatskoj, a dobivene vrijednosti bile su u rasponu od 9 mg katehin ekvivalenata / L infuzije
do 2218 mg katehin ekvivalenata / L infuzije. Izmedu ispitivanih infuzija, najvec¢i udjel fenolnih
sastojaka (> 2000 mg katehin ekvivalenata / L), zabiljezen je u infuzijama Melissae folium. U
nekoliko je biljnih infuzija sadrzaj ukupnih fenola iznosio manje od 1000 mg katehin
ekvivalenata / L, kako slijedi Spirae herba (suruciva) > Uvae ursi folium (crveno medvjede
grozde) > Rubi fructose folium (kupina). Infuzije biljaka u navednom slijedu: Althaeae radix
(pitomi sljez) <Cetrariae lichen (islandski lisaj) <Foeniculi fructus (obi¢ni komora¢) <Pheseoli
pericarpum (divlji grah) <Visci albi herbe (bijela imela), odlikovale su se najnizim udjelom
fenolnih sastojaka, manjim od 100 mg katehin ekvivalenata / L.
Promatraju¢i utjecaj temperature i vremena infuzije na sadrzaj fenolnih sastojaka u infuziji
Melissae folium, isti autori ustanovili su da se fenolni sastojci brzo oslobadaju iz biljnog
materijala u infuzijama pripremljenim kako u vrucoj (90 °C), tako i u hladnoj (20 °C) vodi,
premda je u vru¢im infuzijama odreden ve¢i udjel fenola. Tako se 94% u vodi topljivih fenolni
sastojaka oslobada se iz biljnog materijala priblizno 10 minuta nakon pripreme infuzije u vru¢oj
vodi (u uvjetima odredivanja antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom).

Sli¢no, Horzi¢ 1 sur.(2009) izvjeS¢uju da se iz biljnog materijala lipe 1 kamilice,
kupljenih na lokalnoj trznici u Hrvatskoj i infuziranih 3 minute na 60° C, 80° C 1 100° C, pri

viSoj temperaturi vode ekstrahira viSe ukupnih fenolnih sastojaka i ukupnih flavonoida iz
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biljnog materijala, a njihova vrijednost u infuzijama je najvisa pri temperaturi vode od 100 °C.
Pri tome, sadrzaj ukupnih fenolnih sastojaka i ukupnih flavonoida u bilnim infuzijama kamilice
1 posebno lipe bio je znacajno nizi u usporedbi s vrijednostima zabiljeZenim za bijeli, Oolong
1 zeleni ¢aj, medu kojima je ovaj posljednji prepoznat kao njihov najznacajniji izvor. Za
usporedbu, u zelenom c¢aju sadrzaj ukupnih fenolnih sastojka iznosi je 1380 mg ekvivalenata
galne kiseline / L pri 60° C i 1830 mg ekvivalenata galne kiseline / L na 100° C), a sadrzaj
flavonoida bio je 1070 mg ekvivalenata galne kiseline / L na 60° C i 1280 mg ekvivalenata
galne kiseline / na 100° C, dok je u infuzijama lipe na 80° C sadrzaj ukupnih fenola iznosio
230 mg ekvivalenata galne kiseline / L, a sadrzaj ukupnih flavonoida 65 mg ekvivalenata galne
kiseline / L. Pored toga, ustanovljeno je da se viSestrukom ekstrakcijom biljni materijal
iscrpljuje na ovim sastojcima, pa je posljedicno sadrzaj fenolnih sastojaka i flavonoida, a
ponajviSe flavan-3-ola, u biljnim infuzijama nakon tree ekstrakcije zanemariv. U biljnoj
infuziji lipe na 80° C u najvisem udjelu detektirani su pojedinac¢ni katehini (-)-galokatehin, (-
)-epigalokatehin, (-)-epigalokatehin-galat, a na 60° C (-)-epikatehin (EC). S druge strane, u
biljnoj infuziji kamilice pri istoj temperaturi u najviSem udjelu detektirani su i (-)-
epigalokatehin-galat i (-)-epikatehin-galat. U obje infuzije sadrzaj ovih sastojaka bio je nizi u
odnosu na ¢aj. Medu ostalim pojedina¢nim flavonoidima, detetektirani su flavan-3-ol i fenolne
kiseline, iako u nizem udjelu u odnosu na flavan-3-ol, a na njihov udjel jednako tako znacajno
je utjecala temperatura vode i visestruka ekstrakcija. Od fenolnih kiselina, U infuziji lipe
odredeni su vanilijska kiselina i kavena kiselina te klorogena, p-kumarna, ferulinska i kavena
kiselina u infuziji kamilice.

Od 21 ljekovite biljne vrste koja se tradicionalno koristi u Bugarskoj za pripremanje
biljnih infuzija, identificirano je sedam vrsta koje se odlikuju znacajnim sadrzajem fenolnih
sastojaka, znacajno viSim u odnosu na onaj izmjeren za mate, zeleni i crni ¢aj. Dobivene

vrijednosti bile su u rasponu 40.49 £ 0.74 uM kvercetin ekvivalenata (Cetraria islandica (L.)
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Ach.) do 1653.61 + 11.52 uM kvercetin ekvivalenata). U skladu s rezultatima Katalini¢ i sur.
(2004.), izmedu tih vrsta izdvaja se Melissa officinalis L. (1370,09 + 41,38 uM kvercetin
ekvivalenata), a preostalih Sest su: Pulmonaria officinalis L. (673,39 = 9,92 uM kvercetin
ekvivalenata), Hypericum perforatum L. (881,93 + 6,68 uM kvercetin ekvivalenata), Agrimonia
eupatoria L. (702,29 + 6,82 uM kvercetin ekvivalenata), Origanum vulgare L. (1653,61 + 11,52
MM kvercetin ekvivalenata), Rubus sp. diversa (608,95 + 5,95 uM kvercetin ekvivalenata),
Cotinus coggygria Scop. (923,33 + 14,19 uM kvercetin ekvivalenata) (Ivanova i sur., 2005.).

Na tragu ovih rezultata su istrazivanja 13 biljnih vrsta komercijalno dostupnih u
specijaliziranim trgovinama ¢aja. SadrZaj ukupnih fenolnih sastojaka bio je u rasponu od 105
+ 4 mg ekvivalenata galne kiseline/L (lis¢e masline) do 962 + 6 mg ekvivalenata galne
kiseline/L. Istrazivanja su potvrdila da je vodena infuzija maj¢ine dusice (Melissae folium; 962
+ 6 mg ekvivalenata galne kiseline/L) jedan od najistaknutijih izora fenolnih sastojaka, a slijede
paprena metvica (Menthae piperitae folium; 591 + 25 mg ekvivalenata galne kiseline/L), lis¢e
kupine (Rubi fruticosi folium; 559 + 12 mg ekvivalenata galne kiseline/L) te lipa (Tiliae flos;
409 + 1 mg ekvivalenata galne kiseline/L) (Gorjanovi€ i sur., 2012.).

Analizom ukupnih fenolnih sastojaka u infuzijama pripravljenim sa svjezim biljaka i
preradeni ajem koje konzumira brazilsko stanovniStvo ustanovljen je njihov najveci sadrzaj u
infuzijama iz preradenih ¢ajeva u odnosu na one sa svjeZim biljkama, izuzev infuzije od
mati¢njaka za koju medu svjezim biljem karakterizira najve¢i sadrzaj ukupnih fenolna (> 10
mg/g), a potom ju slijedi infuzija paprene metvice, metvice i komoraca, dok u limunskoj travi
fenolni sastojci nisu detektirani. Medu infuzijama pripremljenim kori$tenjem preradenih ¢ajeva
(kamilica, komora¢, anis, limunska trava, mati¢njak paprena metvica i metvica), samo su
komorac€ i anis imali vrijednosti ispod 10 mg/g. HPLC analizom identificirani su mircetin 1
kvercetin u svim infuzijama, osim u onoj od anisa, u kojoj nije detektiran niti kempferol,

flavonoid koji je pored kvercetina zastupljen i u crnom i zelenom ¢aju i ¢aju od kamilice i to u
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opadaju¢em slijedu, od prvog prema treCem caju. U analiziranim infuzijama, kvercetin je
pronaden u najvisem udjelu, osim u infuziji od komoraca (Moraes-de-Souza i sur., 2008.).

Prema Atoui i sur. (2005.) sadrzaj ukupnih fenolnih sastojaka (iskazan u ekvivalentima
galne kiseline po Salici (240 mL) infuzije) u infuzijama pripremljenih od suhih vrsta
mediteranskog bilja dostupnih na Kreti opada slijedom lipa (Tilia sp.; 184+1.72) > kadulja
(Salvia fruticosa; 124+1.57) > eukaliptus (Eucalyptus globules; 113+1.33) > grcki origano
(Origanum dictamnus; 109+3.20) > paprena metvica (Mentha piperita; 106+0.18) = kamilica
(Matricaria recutita; 106+0.37) > gréki planinski ¢aj (Sideritis syriaca; 88+0.42).
LC-DAD-MS analizom otkriveno je oko 60 razli¢itih fenolnih spojeva u istraZivanim
infuzijama. Fenolne kiseline (benzojeve i cimetne kiseline) i njihovi derivati su detetektirani u
svim biljnim infuzijama, dok je prisutnost flavonoida bila razli¢ita. Vecina flavonoida bili su
glikozidi, a detektirani su 1 acilirani flavonol glikozidi s alifatskim (octena, jabucna) ili
aromatskim kiselinima (kumarna, ferulinska, galna), kao $to je apigenin-acetil-glikozid u
infuziji kamilice. U infuziji lipe identificirani su katehini, ali ne i flavanoni, izoflavoni i flavoni,
koji su pronadeni u infuziji metvice i dictamnusa, a u potonjoj su detektirani i flavonoli. Infuzija
kadulje sadrzi uglavnom flavone, a ¢aj od eukaliptusa samo flavonoli. Jedini flavon otkriven
u grékom planinskom ¢aju bio je apigenin 7-glikozid.

Istrazivanje na biljnom ¢aju kamilice koje su proveli Kogiannou i sur. (2013.) pokazala
su da u svom sastavu, izmedu ostalog, sadrzi fenolne kiseline—hidroksibenzojevu, vanilijsku
kiselinu, protokatehinsku kiselinu, singri¢nu i galnu kiselinu, flavonoide-krizin, epikatehin,
katehin, genistein, kaempferol i1 kvercetin. Od cjelokupnog sastava najvec¢i udio zauzimaju
jednostavni fenolni sastojci.

Biljke Mentha pulegium L. (barska metvica) i Mentha spicata L. (metvica) u svome
sastavu sadrze fenolne i flavonoidne komponente (kavena kiselina, isokvercetin, ruzmarinska

kiselina, eriocitrin, feri¢na kiselina) (Fotakis i sur., 2016.). Caj od paprene metvice Mentha
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piperita L. sadrzi fenolnu rosmarnu kiselinu i flavonoide (eriocitrin, hesperidin i luteolin)
(Etheridge, Derbyshire 2019.).

U biljci Lippia citriodora sp. (limunovac, verbena) koja se u Gr¢koj rabi za pripravu
infuzija kod tegoba gastrointestinalnog i1 diSnog sustava, najve¢i udio fenolnog sastava
zauzimaju luteolin 7-O-glukozid, 4-hidroksicimetna kiselina i dihidrokavena kiselina (Fotakis

i sur., 2016.).

2.2.3.3. Antioksidacijska aktivnost fenolnih sastojaka

Kako bi neki fenolni sastojak zavrijedio pojam antioksidansa mora udovoljiti dva uvjeta:

e Prvo, prisutan u malim koncentracijama u usporedbi s substratom koji biva oksidiran,
moze sprijeciti, odgoditi ili usporiti autooksidaciju ili oksidaciju posredovanu
slobodnim radikalima.

e Drugo, radikal koji ostane nakon djelovanja antioksidansa mora ostati u stabiliziranom

obliku zbog nastajanja intramolekularne vodikove veze (Rice-Evans i sur., 1996. ).

Glavne kemijske karakteristike fenolnih sastojaka koje omogucuju antioksidacijsku aktivnost

jesu:
e Afinitet hidroksilnih skupina da se ponasaju kao donori vodika ili elektron donori
e Radikal koji nastane nakon djelovanja fenola je stabilan
e Mogu djelovati u sinergiji s drugim antioksidansima

Prema Rice-Evansu i sur.(1996.) fenolni sastojci udovoljavaju tri kriterija za efektivno
uklanjanje slobodnih radikala, koji su jasno vidljivi na strukturi flavonoida prikazanim na slici

6.:
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e O-dihidroksi struktura u B prstenu koja pridodaje vecoj stabilnosti strukturi radikala i
sudjeluje u delokalizaciji elektrona

e 2,3 dvostruka veza u konjugaciji s 4-okso funkcijom prstena C je odgovorna za
delokalizaciju iz B prstena- antioksidacijska mo¢ je povezana sa strukturom u smislu
elektronske delokalizacije aromatske jezgre. Kada kao takvi reagiraju sa slobodnim
radikalima, nastali fenoksilni radikali su stabilniji zbog efekte elektronske rezonancije
same aromatske jezgre..

e Trecéaipeta—OH skupina sa ¢etvrtom okso funkcijom u A i C prstenu potrebne su zbog

maksimalnog antioksidacijskog uéinka. (Rice-Evans i sur., 1996. ).

Flavorol Flavone

Flvean-3-0 Ssofavone

Slika 6. Struktura flavonoida. Rice-Evans i sur., 1997.

Kvercetin zadovoljava sve navedene uvjete i ucinkovitiji je od flavanola, kojim svojom
strukturom ne zadovoljavaju sve kriterije. Zaklju¢no, flavonoli su bolji antioksidansi od
flavanola (Rice-Evans i sur., 1996.). Takoder, istrazivanje na misjim enterocitnim membranama
i jetrenim mikrosomima pokazalo je da epigalokatehin i epikatehin galat sprjecavaju lipidnu

oksidaciju deset puta uéinkovitije od vitamina E (Rice-Evans i sur., 1996..

Opcenito, antioksidacijsko djelovanje pokazale su sljedece skupine fenolnih spojeva:

Lignani, flavonoidi, fenolne kiseline- svoje antioksidacijsko djelovanje izrazavaju sposobnoséu

uklanjanja slobodnih radikala predajom vodika ¢ime se stvara stabilni radikal s niskim
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standardnim redukcijskim potencijalom. Uc¢inkovitost reakcije tog tipa odreduje energija
disocijacije veze izmedu kisika i fenolnog vodika tj. konstanta disocijacija ako se antioksidans
ponasa kao kiselina (Litwinienko i Ingold, 2003). Time, bolja u¢inkovitost ¢e se ocitovati u
nepolarnim otapalima (npr. heksan) jer ¢e energija disocijacije veze biti manja i termodinamicki
povoljnija. Jo§ jedno svojstvo fenola koje utjeCe na njihovu zdravstvenu dobrobit je ta da su
fenolne kiseline u¢inkoviti antioksidansi pri fizioloSkom pH (izmedu vrijednosti 7 1 8 ) (Mandi¢
Vedrana, 2017.). Osim toga, u¢inkoviti su u keliranju metalnih iona koji u hrani djeluju kao
prooksidansi jer smanjuju energiju aktivacije oksidacije ili se njihov Stetni ucinak ocituje
njihovom sposobnos¢u reagiranja s prirodno prisutnim antioksidansima i tako umanjuju njihov

uc¢inak (Jadhav i sur., 1996.).

Mehanizmi antioksidacije su sloZeni procesi koji ovise o viSe faktora, kako bi mogli biti mjereni

i okarakterizirani nekom mjernom jedinicom razvile su se razne metode.

2.3. METODE ODREDIVANJA ANTIOKSIDACIJSKOG KAPACITETA

Razlikuju se dva termina-,, antioksidacijska aktivnost“ i ,,antioksidacijski kapacitet™.
Antioksidacijska aktivnost oznacava kinetiku reakcije izmedu antioksidansa i prooksidansa ili
radikala kojega se smanjuje ili uklanja, dok antioksidacijski kapacitet oznac¢ava u¢inkovitost
termodinamicke promjene probe koja djeluje kao oksidans u reakciji s antioksidansom (Apak i
sur., 2013.). ,,Aktivnost* kemijske reakcije oznaava posebne uvjete u kojima se reakcija odvija
kao $to su tlak, temperatura, medij, rektanti, produkti, meduprodukti itd.. (Huang i sur., 2005.)

Razvijene su mnoge metode za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta namirnica
(tablica 3.), ali vecina njih nije validirana za rad u fizioloskim uvjetima. Preporuka je koristiti
viSe razli¢itih metoda temeljenih na razli¢itim kemijskim mehanizmima, kako bi se potpunije

opisao antioksidacijski kapacitet analiziranog uzorka ( Pérez-Burillo, 2017.).

Tablica 3. Podjela metoda mjerenja antioksidativnog kapaciteta. Pisoschi i Negulescu, 2011.
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Metoda Princip rada Odredivanje zavrSne
tocke

Spektrofotometrija

DPPH Reakcija antioksidansa s organskim radikalom Kolorimetrija

ABTS Reakcija antioksidansa s organskim kationskim radikalom Kolorimetrija

CUPRAC Redukcija Cu(Il) u Cu(I) pomocu antioksidansa Kolorimetrija

FRAP Reakcija antioksidansa s Fe(l11) kompleksom Kolorimetrija

PFRAP Reakcija kalijeva fericijanida s antioksidansom i Fe?* ionom | Kolorimetrija

ORAC Reakcija antioksidansa s peroksidnim radikalom Gubitak fluorescencije
fluoresceina

HORAC Vezanje antioksidansa na OH radikale dobivene iz Co | Gubitak fluorescencije

(Fentonova reakcija) fluoresceina
TRAP Izbacivanje luminol-deriviranih ~ radikala ~ pomocéu = Kemiluminiscencijski

Elektrokemija

antioksidansa

signal

Ciklicka Potencijal radne elektrode pokazuje linearnost od poéetne do  Mjerenje  intenziteta
voltametrija konacne vrijednosti, biljezi se trenutni intenzitet struje katodnog/  anodnog
pika
Amperometrija Potencijal radne elektrode ima fiksnu vrijednost u odnosu na | Mjerenje intenziteta
referentnu elektrodu struje

Biamperometrija

Reakcija analita s oksidiranim oblikom redoks para

Mjerenje struje izmedu

dvije  iste  radne
elektrode
Kromatografija
GC Razdvajanje spojeva iz smjese temeljeno na podjeli izmedu Detekcija  toplinske
stacionarne faze i plinovite mobilne faze vodljivosti
HPLC Razdvajanje spojeva iz smjese temeljeno na podjeli izmedu | UV-VIS detekcija,
Cvrste stacionarne i mobilne faze, pri velikoj brzini i visokom | fluorescencija, masena
tlaku mobilne faze spektrometrija ili
elektrokemijska
reakcija

Glavna podjela metoda odredivanja antioksidativnog kapaciteta je na one koje se temelje na

prijenosu elektrona ili na prijenosu vodikova atoma.

2.3.1. Metode temeljene na prijenosu vodikovih atoma

Metode koje se temelje na prijenosu vodikova atoma relevantne su za procjenu antioksidacijske

sposobnosti antioksidansa (Apak i sur., 2013.). Glavni mehanizam u podlozi ovih metoda je

sposobnost doniranja vodikova atoma molekula antioksidansa nekom slobodnom radikalu i
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rezonancijska stabilizacija nastalog radikala antioksidansa koja smanjuje njegovu reaktivnost

(Apak i sur., 2013.).

Ovaj mehanizam se moze sazeti u jednu reakciju:

ROO" + AH/ArOH — ROOH + A'/ArO" (Apak i sur., 2013.),

gdje je ROO" slobodni radikal, AH neki antioksidans, a ArOH aromatska jezgra s hidroskilnom

skupinom.

Najce$ce koristene metode temeljene na prijenosu vodika su: ORAC (engl. Oxygen Radical
Absorbance Capacity), TRAP ( engl. Total Radical Trapping Antioxidant Parametar) i metoda
izbjeljivanja  krocina (engl.Crocin Bleaching Assay) (Mandi¢ Vedrana, 2017.).
ORAC metoda

Metoda se temelji na reakcijskoj smjesi koja sadrzi izvor peroksilnih radikala (2,2 —azobis(2-
amidinopropan) dihidroklorid, AAPH), fluorescentnu probu i standard ili uzorak kojemu se
odreduje antioksidacijski kapacitet. U reakciji proba se oksidira i prelazi u nefluorescentni oblik
Sto se ocituje kao pad fluorescencije. U prisustvu antioksidansa reakcija se usporava. Kao
standard uglavnom se Kkoristi Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna
kiselina), sintetski analog vitamina E. Rezultati se iskazuju kao ekvivalenti Troloxa u umol po

100g uzorka (Prior i sur., 2003).

SLIJEPA .
PROEA Flurescentng © A AUC (sp]
proba (RDD  inicijator)
STAMDARD |
ILI TR  AUC
uzorax @& (uzorak]

suma AUC (ORAC KAPACITET): AUCuzorak)-AUCsp)
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Slika 7. Prikaz principa ORAC metode. https://www.cellbiolabs.com/orac-oxygen-radical-

antioxidant-capacity-assay

TRAP metoda

Metoda se temelji na sposobnosti antioksidansa u prekidanju reakcije izmedu radikala i
fluorescentne probe. Radikal nastaje djelovanjem topline na (2,2 —azobis(2-amidinopropan)
dihidroklorid )- AAPH, ili iz (2,2'-azobis(2-amidpropan) dihidroklorid)- ABAP, a proba je R-
fikoeritrin. Detekcija fluorescencijskog signala se odvija pri 495-575 nm, a pad signala

oznacava prisutnost antioksidansa (Schlesier i sur., 2002.)

HN 20
- < 2 .

NH .
Na. R_ _NH, N, H,N
HN 7~ SN —
3 |
. A toplina

—»  stabilni produkti

ABAP

Slika 8. Formiranje peroksilnog radikala iz ABAP.
https://lwww.researchgate.net/profile/Raul_SalasCoronado/publication/332114729/figure/fig12/AS:7429624388
93570@1554147457094/Formation-of-peroxyl-radical-from-ABAP.ppm)

Metoda izbjeljivanja krocina

Ova metoda se bazira na obezbojenju narancasto-crvenog pigmenta p-karotena ili krocina.
Djelovanjem radikala pigment gubi boju, a prisustvo antioksidansa smanjuje gubitak boje.
Prati se smanjenje brzine raspada -karotena ili krocina a gubitak boje se biljezi

spektrometrijski pri 443 nm u fosfatnom puferu pri pH 7 (Laguerre i sur., 2007).

2.3.2. Metode temeljene na prijenosu elektrona

Kod metoda koje se temelje na prijenosu elektrona, antioksidativna aktivnost je potaknuta
odgovaraju¢om redoks probom, najéesée fluorescentnom ili obojenom, s kojom antioksidans

reagira. Reakcija antioksidansa uzrokuje promjenu boje probe koja se mijeri
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spektrofotometrijski, a izmjerena apsorbancija se povezuje s koncentracijom antioksidanta u

uzorku koji je reagirao (Apak i sur., 2013.).

NajceSce koriStene metode temeljene na prijenosu elektrona su:

FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power), DPPH (redukcija 2,2-difenil-1-pikril-
hidrazil radikala) i TEAC (engl. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) metoda (Prior i sur.,
2005). Pri izvedbi potrebno je imati na umu da reakcije temeljene na prijenosu elektrona ovise
0 pH reakcijske smjese, jer vrijednosti standardnog potencijala opadaju s porastom pH, pa su

ove reakcije osjetljive na prisutnost organskih kiselina i metala (Mandi¢ Vedrana, 2017.).

FRAP metoda

Princip ove metode se temelji na sposobnosti uzorka da reducira Zeljezo, odnosno na redukciji
Fe (II)-tripiridiltriazin kompleksa koji je Zuto obojen u Fe(II) oblik koji je plavo obojen.
Redukcija se mjeri porastom apsorbancije na 593 nm.

Osnovna kemijska reakcija FRAP testova je (Berker i sur.,2007.):

Fe*" + antioksidans — Fe?" + oksidirani antioksidans

1 "[\" A N . z N : N
! ' antink eela I b 4 i }
_,.;N l} W/ + & .»:)«sd.:ﬂ:i L. =N NN
- Fe (i) - BT o e |
NZINT T - eisktron N N L TNE
N Ij. N | | AN e A NG

Slika 9. Mehanizam FRAP reakcije.

https://repozitorij.ktfsplit.hr/islandora/object/ktfst%3A473/datastream/PDF/view

DPPH metoda
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Temelj ove metode je radikal DPPHe (difenilpikrilhidrazil radikal) koji sadrzi slobodni elektron
koji kruzi oko molekule i daje ljubicasto obojenje. To ljubiasto obojenje karakterizira
apsorpcijska grupa na 520 nm valne duljine u otopini etanola. Kada otopina slobodnog radikala

DPPHe dode u doticaj s antioksidansom, radikal prelazi u reducirani oblik i gubi se ljubicasto

obojenje (Molyneux,2004,, Ashgar i sur.,2008).

by — 0 ==
& N'o { RH g N P
O=N /,'__ : s /.‘ < O=N ,-’_ﬂ:.o
—\ /NN - "Rl —  J-NH—N
= \’}.—‘:\ ! _‘\ ) ) -
oN \—/ R "N, =
(o) = O o —

Slika 10. mehanizam reakcije DPPH radikala s antioksidansom.
https://repozitorij.pmf.unizg.hr/islandora/object/pmf%3A726/datastream/PDF/view

TEAC metoda

Cinjenica da je ABTS stabilan monokation pri PH izmedu 3.6 i 6,5 je omoguéilo razvijanje
testa obezbojenja. (Miller i sur.,1997.) Princip metode je mjerenje obezbojenja otopine koje
nastaje redukcijom radikal-kationa ABTSe" [2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska

kiselina)] s antioksidansom koji je davatelj vodika (kalij persulfat- K2S.Os).

2 KHSO4+—K>S:0s + H>

ABTS + H. — ABTS «* (plavo-zeleno obojenje)

ABTSe* ima apsorpcijski maksimum pri 645 nm, 734 nm i 815 nm valne duljine. Dodavanjem
tvari koja ima antioksidacijska svojstva dolazi do redukcije ABTS u opsegu koji ovisi 0
vremenu djelovanja ispitivane tvari. Vrijeme trajanje reakcije ovisi 0 koncentraciji

antioksidansa §to se vidi kao obezbojenje pri apsorpcijskom maksimumu na 415 nm valne
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duljine. Antioksidacijska sposobnost ispitivane tvari mjeri se u Trolox ekvivalentima (Re i sur.

1999.).
Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta koristenjem bakrovih iona (engl. CUPRAC)

CUPRAC metoda se temelji na redukciji bakrovih iona. U ovoj metodi proba su bakrovi ioni
(Cu(ll) ioni) koji se preuzimanjem elektrona, koje donira antioksidans, reduciraju u Cu(l) ione
Sto uzrokuje promjenu boje probe. Obezbojenje probe ukazuje na krajnju tocku reakcije..
Kromogena proba (2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-penantrolin) formira 2:1 kompleks s Cu(l)
ionima koji ima maksimum apsorbancije na 490 nm. Stupanj promjene boje proporcionalan je

koncentraciji antioksidansa. (Huang i sur., 2005.).

2.4. Kemijski pristup odredivanja antioksidacijskog kapaciteta biljnih infuzija

Pouzdan protokol za procjenu antioksidanasa u uzorku zahtijeva provodenje razli¢itih metoda
za procjenu antioksidacijskog kapaciteta kako bi se uzeli u obzir razli¢iti mehanizmi
antioksidacijskog djelovanja (Fu i sur., 2011.). U kontekstu biljnih infuzija, antioksidacijski
kapacitet naj¢esce se procjenjuje u vodenim ekstraktima biljnog materijala, a glavne metode
koje se pri tome koriste su FRAP metoda i CUPRAC metoda, za odredivanje redukcijske
sposobnosti uzorka, dok se sposobnost uklanjanja slobodnih radikala naj¢esce temelji na
reakciji antioksidansa s ABTS™ radikal-kationom i DPPH radikalom.

Odredivanjem antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom ustanovljene su velike
razlike izmedu 70 odabranih infuzija ljekovitih biljaka komercijalno dostupnih u Hrvatskoj, s
vrijednostima FRAP koje su bile u rasponu od od 0,06 do 25 mM / L . Devet infuzija imalo je
vrlo niski FRAP (<1 mM / L), za najveci broj, njih 37 zabiljeZen je niski FRAP (1-5 mM / L),
dobre dobar FRAP vrijednosti (5-10 mM / L) pokazalo je 15 infuzija, za njih osam zabiljezen
je visoki FRAP (10-20 mM / L), dok se samo jedna biljna infuzija odlikovala vrlo visokom

vrijednosti FRAP (> 20 mM / L). Najizrazenija antioksidacijska svojstva u pogledu njihove

39



redukcijske sposobnosti u FRAP testu imale su infuzije Melissae folium, koje karakterizira i
njaveéi sadrzaj ukupnih fenolnih sastojaka, a uslijedile su infuzije Spirae herba> Uvae ursi
folium> Rubi fruktoza folium> Fragariae herba foliu> Salicis cortex > Serpylii herba> Gerani
robertiani herba i Rubi idaei folium.
Antioksidacijska u¢inkovitost infuzija Mellisae folium u pogledu redukcije Fe?* bila je visa u
odnosu na onu dobro poznatih, sintetskih antioksidanasa, vitamina C, Trolox-a i (+) — katehina,
a u odnosu na vitamin C i Trolox, infuzija Melissae folium pokazala je i znacajniju sposbnost
uklanjanja slobodnih radikala u ABTS i DPPH testu. Ovi rezultati ukazuju kako se Mellisa
officinalis L. moze smatrati ,,antioksidacijskom® kraljicom izmedu 70 odabranih ljekovitih
biljaka. Priprema infuzije Melissae folium s vru¢om (98 °C) i hladnom (20°C) vodom otkrili su
da iako su se fenolni sastojci oslobadali iz lis¢a u vodi na obje ispitivane temperature, infuzije
pripremljene na vi$oj temperaturi imale su viSe nego dvostruko veci antioksidacijski kapacitet
odreden kao FRAP. Jednako tako, rezultati ABTS i DPPH testa su pokazali da se s porastom
temperature infuzije povecava i sposobnost uklanjanja slobodnih radikala za tri do Cetiri puta.
Temperatura vode i ponovljena ekstrakcija pokazali znacajan utjecaj (p <0,05) na
antioksidacijski kapacitet infuzija lipe i kamilice pripremljenih od lis¢a biljaka dostupnih na
lokalnim trznicama u Hrvatskoj. Infuzije kamilice i lipe pokazale su podjednak antioksidacijski
kapacitet odreden uklanjanjem DPPH radikala (izraZen kao % inhibicije DPPH) u odnosu na
infuzije kamilice pri svim temperaturama(60 °C, 80 °C i 100 °C), dok su infuzije lipe pokazale
visu vrijednost antioksidacijskog kapaciteta u ABTS radikal-kationa testu (izraZzen u mmol/L
Trolox-a) nego infuzije kamilice pri 60 °C i sli¢ne vrijednosti pri 80 °C i 100 °C. Prema tim
rezultatima, antioksidacijski kapacitet infuzija povecava se temperaturom vode i smanjuje se s
brojem ponovljenih ekstrakcija (1. ekstrakcija> 2. ekstrakcija> 3.ekstrakcija). Dodavanje

mlijeka nije utjecalo na antioksidacijski kapacitet infuzija, dok je nakon dodatka iscijedenog
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liminovog soka opazen mali porast antiradikalske aktivnosti u oba testa, sa slicnim vrijednostim
u obje infuzije.

Postojala je znaCajna linearna korelacija izmedu sadrzaja ukupnih fenola 1 antioksidacijskog
kapaciteta biljnih infuzija pripremljenih pri svim temperaturama vode (rasts = 0,91; rpppH =
0,71) kao i izmedu sadrZaja ukupnih flavonoida i antioksidacijskog kapaciteta (ragrs = 0,89;
rorrH = 0,66). Rezultati ove studije pokazali su da antioksidacijski kapacitet infuzija odredenih
ABTS testom i DPPH testom, odgovara njihovom sadrzaju epigalokatehin-galata (EGCG) koji
je najzastupljeniji fenolni sastojak u infuziji kamilice-slicno kao i u zelenom ¢aju, dok je
galokatehin (GC) najzastupljeniji u infuziji lipe. Visoka korelacija izmedu sadrzaja EGCG i
antioksidacijskog kapaciteta u infuzijama lipe i kamilice pripremljenima na 100 °C (ragts =
0,900 i rpppH = 0,750) ukazuje da ovaj katehin najvise doprinosi antioksidacijskom kapacitetu
ispitivanih infuzija (Horzi¢ 1 sur., 2009.).

Rezultati ovog istrazivanja zanimljivi su jer ukazuju da bi osobne preferencije potrosaca
prilikom odabira temperature pripreme biljnih infuzija i sklonost prema ulijevanju vode u isti
biljni materijal nekoliko puta (viSestruka ekstrakcija) ili dodatak limunovog soka mogle utjecati
na profil i antioksidacijski kapacitet fenolnih sastojaka u biljnim infuzijama.

Izmedu 21 proucavane vrste biljaka koje se tradicionalno koristu za pripremu infuzija u
Bugarskoj ABTSe+ testom identificirano je sedam biljaka s visokim udjelom fenolnih sastojaka
i izrazenim antioksidacijskom kapacitetom: Pulmonaria officinalis (TEAC 2.02+0.14 mM/QE
673.39+£9.92 M), Hypericum perforatum (TEAC 3.75+0.14 mM/QE 881.93+ 6.68 M),
Agrimonia eupatoria (TEAC 3.76£0.5 mM/QE 702.29£6.82_M), Origanum vulgare (TEAC
5.87+0.2 mM/QE 1653.61+11.52_M), Melissa officinalis (TEAC 4.06+£0.31 mM/QE
1370.09£41.38 M), Rubus sp. diversa (TEAC 4.23+0,12 mM/QE 608.95+£5.95 M), Cotinus
coggygria (TEAC 7.05+0.19 mM/QE 923.33+ 14.19 M). Biljne infuzije s niskim

antioksidacijskim kapacitetom imale su nizak sadrzaj ukupnih fenolnih sastojaka (do 400 M
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ekvivalenta kvercetina). Sest infuzija bugarskog ljekovitog bilja (Hypericum perforatum,
Agrimonia eupatoria, Melissa officinalis, Rubussp., Origanum vulgare i Cotinus coggygria)
inale su dva do tri puta veéi antioksidacijski kapacitet u odnosu na rooibos ¢aj, ¢aj medonosnog
grma 1 mate Caj, a za Cetiri infuzije ustanovljen je visok antioksidacijski kapacitet, usporediv s
kapacitetom crnog i zelenog ¢aja: Origanum vulgare, Melissa officinalis, Rubus sp., Cotinus
coggygria (lvanova i sur., 2005.).

Antiradikalska aktivnost prema DDPH radikalu odredena je u infuzijama suhih vrsta
mediteranskog bilja, a rezultati su izrazeni kao vrijednost ECso, 0dnosno kao ona koncentracija
antioksidansa koja je potrebna da bi se pocetna koncentracija DPPH smanjila za 50%, te kao
antiradikalna u¢inkovitost (AE=1/ECso) ili antiradikalna mo¢ (ARP). Sto je nizi ECso ili §to je
veca AE, to je veca antioksidacijska aktivnost. Medu ispitivanim infuzijama najveca sposobnost
doniranja vodika zabiljezena je za infuzije grékog origana (4.29+0.21) i eukaliptusa
(4.14+0.18), potom slijede infuzije kadulje (2.87+0.33), lipe (2.82+0.06) i paprene metvice
(2.16£0.04), a najslabiju antiradikalsku uc¢inkovitost pokazale su infuzije grckog planinskog
¢aja (1.30+0.02g) i kamilice (1.01£0.22 (Atoui i sur., 2005).

DPPH metodom odreden je visi antioksidacijski kapacitet infuzija pripravljenim sa svjezim
biljkama (metvica, komorac, limunska trava, paprena metvica, mati¢njak) u odnosu na kapacitet
infuzija od preradenog bilja (kamilica, komorac¢, anis, limunska trava, mati¢njak paprena
metvica i metvica) koje konzumira brazilsko staniStvo. Pri tome, antiradikalska aktivnost opada
sllijedom: svjeze liS¢e mente (88.61%) > svjezi plod komoraca > preradeni zelenog Caja =
preradeni crni €aj > preradeno liS¢e limunske trave > preradeno liS¢e peprene metvice >
preradeno liS¢e metvice. Zanimljivo je da je antriradikalska aktivnost infuzija od preradenog
bilja niZza obzirom na njihov sadrZaj ukupnih fenolnih sastojaka koji je bio visi nego onaj
odreden u infuzijama svjezeg bilja. Osim toga, autori nisu pronasli korelaciju izmedu sadrzaja

ukupnih fenolnih sastojaka i antiradikalske aktivnosti infuzija. Tako infuzije mati¢njaka, koje
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su se u obje skupine bilja izdvajale najviSim sadrzajem ukupnih fenolnih sastojaka, nisu
svsrtane medu infuzije koje su pokazale najvisi antioksidacijski kapacitet. Ovakvi rezulati
mogli bi biti posljedica razli¢itog profila fenolnih sastojaka u tim infuzijama (Moraes-de-Souza

i sur., 2008.).

2.4.1. Prednost/nedostaci odredivanja antioksidacijskog kapaciteta biljnih
infuzija kemijskim pristupom

U brojnim istrazivanjima ustanovljen izrazen antioksidacijski kapacitet biljnih infuzija, koji je
u nekim slu¢ajevima reda veli¢ine zelenog Caja ili veéi, pa iako odredivanje ovog parametra u
vodenim ekstraktima biljaka moze biti korisno za kategoriziranje hrane i pi¢a prema njihovoj
antioksidacijskoj mo¢i, ipak ima odredena ogranicenja.

Fenolni sastojci su ampfipatske molekule, hidrofilne i lipofilne, a zbog hidrofilne
prirode vode kao ekstrakcijskog otapala vecina lipofilnih sastojaka se ne moze izdvojiti
postupkom ekstrakcije 1 zaostaju u talogu koji ne uzima se u obzir pri odredivanju

antioksidacijskog kapaciteta (Olennikov i sur., 2019.)

Osim toga, odredivanje antioksidacijskog kapaciteta u vodenim, ili vodeno-organskim
ekstraktima hrane nije dovoljno za predvidanje potencijalnih in vivo ucinaka, jer zanemaruje
bioraspolozivost, odnosno udio odredenog spoja ili njegovog metabolita koji doseZe sistemsku
cirkulaciju (Holst i Williamson, 2008. ). Stoga, prije nego $to postanu bioraspolozivi, bioaktivni
sastojci hrane moraju se osloboditi iz matriksa hrane i apsorbirati u sistemsku cirkulaciju. To
ukljucuje fizikalno-kemijske procese u gastrointestinalnom traktu kojim se sastojci hrane
tijekom procesa probave prevode u sastojke dostupne za asimilaciju u stanice crijevnog epitela
nekim mehanizmom apsorpcije, a kao rezultat toga metaboliti koji dospijevaju u krvni sustav

mogu se razlikovati od izvornih spojeva koji se nalaze u hrani.
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Stoga je vazno prije nego Sto zaklju¢imo o bilo kojem potencijalnom zdravstvenom ucinku,
analizirati utjece li proces probave na bioaktivne spojeve i njihovu stabilnost, jer ¢e to zauzvrat

utjecati na njihovu bioraspolozivost i njthove moguce korisne ucinke.

2.5. FENOLNI SASTOJCI U PROBAVNOM SUSTAVU

2.5.1. Probava i apsorpcija fenolnih sastojaka

Fenolni sastojci u hrani ¢esto su povezani s vlaknima ili sloZenim ugljikohidratima u matrici
hrane, pa se dostupnost fenolnih sastojaka moze povecati ve¢ u usnoj Supljini djelovanjem a-
amilaze 1 smanjenjem veliine Cestica. Oslobadanje fenolnih sastojaka iz matriksa hrane
nastavlja se u zelucu, a o u¢inkovitosti procesa ovisi 1 potencijal apsorpcije u tankom crijevu.
Apsorpcija se uglavnom odvija u dvanaesniku i u proksimalnm jejunumu. Budu¢i da su lipofilni
spojevi, vecina flavonoidnih aglikona i fenolnih kiselina prenosi se u stanice crijeva pasivnom
difuzijom.

Fenolne kiseline niske molekulske mase, poput galne kiseline, izoflavoni, flavoni,
katehini i kvercetin-glukozidi lako se apsorbiraju, a kako su lipofilni, apsorpcija se odvija
pretezito pasivnom difuzijom. Medutim, vecina fenolnih sastojaka u biljkama nalazi se u
glikoziliranom obliku, ili kao esteri i polimeri te se kao takvi ne mogu se izravno apsorbiratii,
a vjerojatno se opiru i kiseloj hidrolizi u Zelucu, pa i netaknuti dospijevaju dvanaesnik.

Apsorpciji glikoziliranih spojeva prethodi hidroliza glikozida i oslobadanje aglikona,
enzimom laktaza floridzin hidrolaza (LPH) u u cetkastoj prevlaci enterocita. Nakon hidrolize,
slobodni aglikon moze se prenijeti epitelne stanice pasivhom difuzijom. U suprotnom,
glikozilirani spojevi prenose se u epitelne stanice transporterom glukoze ovisnim o natriju,
SGLT1, a potom se hidroliziraju citosolnom g-glikozidazom (CBG). Vecina proantocijanidina
hidrolizira se u monomerne ili dimerne jedinice dok se antocijani mogu apsorbirati kao

glikozidi i kao takvi pojavljuju se u krvotoku. Nasuprot tome, visokostabilni oligomerni i
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polimerni flavanoli slabo se apsorbiraju. Neapsorbirani sastojci dospijevaju u debelo crijevo
gdje se dio njih apsorbira, a dio se, djelovanjem crijevne mikrobiote moze razgraditi do fenolnih
molekula niske molekulske mase aromatskih kiselina, oksaloacetata i CO2. Nakon apsorpcije
fenolni sastojci, kao i svi ksenobiotici, prolaze kroz biotransformaciju te se enzimskim
reakcijama faze I 1 faze II ve¢inom prevode u O-sulfatirane, O-glukuronidirane i O-metilirane
derivate. Iznimak su antocijanini i galirani monomerni flavonoli kao §to su epigalokatehin i
epikatehin-galat, koji ne prolaze opsezan metabolizam. Nastali metaboliti su ¢esto manje
lipofilni pa se lako izlu¢uju. Transporteri iz faze III reakcija biotransformacije odgovorni su za
posljednji korak eliminacije i/ili detoksikacije ksenobiotika, jer uklanjanju nezeljene spojeve u
fecesu 1 Zuci, dok se vecina konjugiranih derivata izlucuje urinom. Derivati koji se izlu¢uju u
zu¢ dospijevaju u dvanaesnik. Obi¢no se ne apsorbiraju tankom crijevu i pristizu do do debelog
crijeva, gdje se mogu se ili izluciti u stolicu ili razgraditi mikrobiotom debelog crijeva i na kraju
se ponovno apsorbirati (Carbonell-Capella i sur., 2014., Figueira i sur., 2015., Shahidi i sur.
2018.) Shematski prikaz opisanog procesa probave i apsorpcije fenolnih sastojaka moze se

vidjeti na slici 11.
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Slika 11. Shematski prikaz apsorpcije, biotransformacije i izlu¢ivanja polifenola u

ljudskom tijelu. Figueirai sur., 2015.

2.5.2. BioraspoloZivost fenolnih sastojaka

Apsorpcija i metabolizam fenolnih sastojaka uvelike ovisi 0 njihovoj kemijskoj strukturi,
molekulskoj masi, stupnju polimerizacije ili glikozilacije, topljivost i konjugacija s drugim
fenolima (Carbonell-Capella i sur., 2014.). Jedna od glavnih poteSskoc¢a u proucavanju
bioraspolozivosti su razliite strukturne karakteristke fenolnih sastojaka zbog ¢ega se odlikuju
razli¢itom topljivoséu te se apsorbiraju i metaboliziraju putovima koji su specifi¢ni za pojedine
fenolne skupine. Stoga se bioraspolozivost pojedinih skupina fenolnih sastojaka razlikuje u
velikoj mjeri, pa one skupine koje su u najzastupljenije u hrani i svakodnevnoj prehrani ili
pokazuju najvisu in vitro aktivnosti ne moraju nuzno biti i one skupinama koje imaju najbolji
profil bioraspolozivosti (Shahidi i sur., 2018.).

U cilju boljeg razumijevanja bioraspolozivosti korisno je fenolne sastojke podijeliti na
slobodne, konjugirane i netopljive fenole ( Madhujith i Shahidi, 2009.). Slobodni fenoli
prisutni su kao fenolni aglikoni, a konjugirani fenoli uglavnom se pojavljuju kao fenolni
glikozidi, od kojih se vecina lako otpusta u probavnom soku i apsorbira nakon njihovog
oslobadanja iz stanica biljnog materijala tijekom mehanicke ili kemijske probave. Netopljivi
fenoli kovalentno se vezu na neprobavljive sastojke u matriksa hrane, kao $to su polisaharidi
(pektin, hemiceluloza, celuloza i arabinoksilani), strukturni proteini i visoko-polimerizirani
fenoli (kondenzirani tanin i lignin) ( Acosta-Estrada i sur., 2014., Shahidi i Ambigaipalan,
2016). Ti fenoli se djelomi¢no oslobadaju, i malobrojni medu njima prolaze crijevni epitel te
dospijevaju u krvotok, Sto dovodi do niske bioraspolozivosti ove skupine fenola u gornjem
dijelu gastrointestinalnog trakta ( Peng i sur., 2017., Shahidi i Yeo, 2016. ). Ovisno o vrsti i
dijelu biljke, udio netopljivih fenola varira od 20 do 90% ( Acosta-Estrada i sur., 2014.), a

samo ih se manje od 10% moZe apsorbirati u krvotok, dok preostali dio, zajedno s
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neprobavljivim sastojcima dospijeva u debelo crijevo. Taj dio fenolnih tvari u debelom crijevu
podlijeze fermentaciji djelovanjem crijevne mikrobiote pri ¢emu nastaju metaboliti koji se
potom apsorbiraju i nastavljaju se dalje metabolizirati (Shahidi i Yeo, 2016 .). Tako se samo
2,6% od ukupno oslobodenih ferulnih kiselina u pSenici moze osloboditi tijekom probave u
Zelucu 1 tankom crijevu, a preko 95% ferulinskih kiselina oslobodeno je tijekom fermentacije u
debelom crijevu ( Kroon i sur., 1997.).

2.5.2.1. Pristupi procjene bioraspolozivosti fenolnih sastojaka

Kako se moze vidjeti na slici 12., razvijeni su razli€iti pristupi za prouc¢avanje bioraspolozivosti,
svaki sa svojim prednostima i nedostacima (tablica 4.), a mogu se podijeliti na in vitro, in vivo
I in situ metode.
In vitro:

e Simulacija procesa probave u gastrointestinalnom traktu

e Umjetne/kultivirane/izolirane semipermeabilne membrane

e Metoda pomocu komora
In situ:

e Zivotinjski modeli crijevne perfuzije
In vivo:

e Istrazivanjima famakokinetike na ispitanicima 1 animalnim modelima (Shahidi 1 sur.

2018.)
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Metode odredivanja
bioraspolozivosti
biokativnih komponenti

hrane

| IN VITRO MODELII
-Simulacija probave
-Umjetne membrane
-Caco-2 stani¢ne kulture
-1zolirane/rekonstruirane

staniéne membrane
-Pomoc¢u komora

| EXVIVO MODELII

-Gasteointestinalni
organi u laboratorijskim
uvjetima

-Crijevna perfuzija u

| IN SITU MODELII | IN VIVO MODELII

-Studije na zZivotinjama

Zivotinja -Studije na ljudima

Slika 12. Metodologije koriStene u procjeni bioraspolozivosti i biodostupnosti bioaktivnih

spojeva. Carbonell-Capella i sur., 2014.

Tablica 4. Prednosti i nedostaci in vivo i in vitro postupaka koji se koriste za procjenu

bioraspolozivosti bioaktivnih spojeva. Carbonell-Capella i sur., 2014.

In vitro probava

Jeftina i tehnicki jednostavna

Moguce izvesti s vise uzoraka

Simulirana
gastrointestinalna
probava

Fokus na manjem broju komponenti
Specifi¢ni mehanizmi mogu biti
ispitivani

Validacija s refentnim materijalima
Efektivnost svakog dijela probave,
apsorpcije i transporta mogu biti
ispitivani

Caco-2 stani¢ne
kulture

Fenotip sli¢an normalnim
apsorpcijskim epitelnim stanicama

Moguc rast na laboratorijskim
diskovima i membranskim
umetcima

Moguca sekrecija kilomikrona

In vivo probava

In vivo uvjeti

Visoka selektivnost
Farmakokinetika se moze
razmatrati

Ekstrapolacija u in vivo

Homeostatski mehanizmi nisu prisutni
Dinamicni uvjeti gastrointestinalnog trakta nisu
upotpunjeni s biokemijskim i staniénim
kulturnim modelima

Nisu uvijek uzete u obzir crijevne bakterije i
jetreni metabolizam

Probava u usnoj Supljini i debelom crijevu se
¢esto ne uzima u obzir

Zatvoreni sustav ne ragira na sastav i koli¢inu
hrane

Izolirana iz humanog raka debelog crijeva
Mucini, biofilm i drugi tipovi epitelnih stanica
nisu prisutni

Vrlo kompleksni funkcionalni sustav

Manji protok

Utjecaj rszlicitih faktora prisutan
Ekstrapolacija iz istrazivanja na zivotinjama na
humani sustav

Nedostaju certificirani referentni standardi
Visoki troskovi opreme i rada

Eticka ogranicenja
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U cilju razumijevanja probave i apsorpcije fenolnih sastojaka koristeni su razli¢iti in
vitro i in vivo modeli, kao Sto je probava in vitro u uvjetima koji oponaSaju one u
gastrointestinalnom traktu, simulirana fermentacija u debelom crijevu, sustav sa
sintetskim/kultiviranim/izoliranim polupropusnim membranama, Ussingove komore, animalni
modeli perfuzije crijeva i farmakokineticka istraZzivanja na pokusnim zivotinjam i ispitanicima
(Carbonell-Capella i sur., 2014.). Medu njima je postupak simulacije probave u in
Vitro uvjetima najéeSce koriSteni pristup za predvidanje probavljivosti zbog niske cijene, visoke
ucinkovitosti i jednostavnog rada. HPLC-MS analiza produkata razgradnje fenolnih sastojaka
brusnice probave potvrdila je da se sli¢ni metabolicki obrasci susre¢u nakon in vitro i in vivo
probave, $to ukazuje na pouzdanost primjene in Vitro pristupa za predvidanje bioraspoloZivosti
biljnih fenola (Brown i sur., 2014.). Do sada, razli¢iti in vitro pristupi koristeni su za
proucavanje bioraspolozivosti fenolnih sastojaka cajeva (Chen i sur., 2013.), prosa
(Chandrasekara i sur., 2012.), borovnice (Correa-Betanzo i sur., 2014.), ogrozda (Chiang i sur.,
2013.), flavonoida u ekstraktima sjemenki grozda (Laurent i sur., 2007.) i pSeni¢nog kruha
(Gawlik-Dziki i sur., 2009.), izoflavon sojinog kruha (Walsh i sur., 2003.) i antocijanina iz
kupine (McDougall i sur., 2005.).
Prema standardiziranim uvjetima probave, primarna simulacija probave in vitro ukljucuje
tri faze procesa (Minekus i sur., 2014.):
1. simulirana probava u usnoj $upljini- s kona¢nom aktivno$c¢u a- amilaze od 75 U/mL,
pH 7, tijjekom 2 minute (omjer volumena uzorka i probavne tekucine je 1:1);
Cesto se zbog zanemarivog utjecaja probave u usnoj Supljini na cjelokupnu probavu
zanemaruje prvi korak i metoda svodi na dva sljedec¢a koraka.
2. simulirana probava u Zelucu- s kona¢nom aktivno$¢u pepsina od 2,000 U/mL, pH 2,

tijekom 2 sata (omjer volumena uzorka i probavne tekucine je 1:1);
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3. simulirana crijevna probava- s prepratom pankreatina Cija se koncentracija podesava
konacnoj aktivnosti tripsina od 100 U/mL, pH 7, tijekom 6 sata (omjer volumena uzorka

1 probavne tekucine je 1:1).

Uz navedeno, uvjetima u probavnom sustavu potrebno je prilagoditi i koncentraciju Zu¢nih
soli (10 mM), temperaturu i redoks-potencijal (dostupnost kisika) pojedinog podrucja
probavnog trakta. Neki modeli ukljucuju i parametre kao $to su veli¢ina Cestica hrane, vrijeme
prolaska sadrzaja duz gastrointestinalni trak, dodatak emulgatora, elektrolita specificnih
enzima. Uvjete izvedbe in vitro procesa probave potrebno je prilagoditi vrsti ispitivane hrane,

prije svega koriStene enzime i vrijeme probave (Shahidi i sur., 2018.).

2.5.2.2. BioraspolozZivosti fenolnih sastojaka u in vitro modelu

Jedni od pionira na podrudju istrazivanja bioraspolozivosti fenolnih sastojaka su Gil-lzquierdo
i sur. (2001.) koji su prilagodili izvornu metodu Millera i sur. (1981.), osmisljenu za simulaciju
probave i apsorpcije Zeljeza iz obroka, za prucavanje in vitro bioraspolozivosti flavonoida iz
naran¢inog soka. Ovaj prilagodeni postupak omogucuje procjenu apsorpcije in vitro uvodenjem
postupka dijalize. U tu se svrhu koriste polupropusne celulozne membrane koje, sli¢no sloju
epitelnih stanica crijeva razdvajaju apsorbirane frakcije od probavnog soka. Membrane su
jednoli¢nih pora i omogucuju prijenos molekula slobodnom difuzijom koja je glavni
mehanizam apsorpcije fenolnih sastojaka, prije svega onih niske molekulske mase.

Sljedeca preinaka koju su uveli Gil-1zquierdo i sur. (2002.) bila je postavljanje celulozne
cijevi za dijalizu s hranom u polietilensku cijev kako bi se osigurao bliski kontakt izmedu hrane
i membrane, $to vodi ka brzoj uspostavi pH ravnoteze i brzoj izmjeni tekucina. Ispitivanja
fenolnog sastava soka od naran¢e ovom metodom pokazala su da se fenolni sastav nije
promijenio u doticaju s pepsinom u probavi. Uo¢ili su da fenolni sastav ne utjece na probavu
pepsina u bilo kojem ispitivanom prehrambenom proizvodu. Ovom metodom istrazen je i

fenolni sastav drugih namirnica, poput soka od nara, brokule, sojinog mlijeka i kopriva medu
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ostalim namirnicama, a rezultati su ukazali da koncentracija fenolnih sastojaka povecava u
gastri¢noj fazi i smanjuje u intestinalnoj fazi probave, prije svega u dijaliziranoj frakciji
(Carbonella-Capella i sur., 2014.). Villanueva-Carvajal i sur. (2013.) su poceli koristiti i
smrvljeni led izmedu faza radi inaktivacije enzimske aktivnosti, a ujedno su i opazili kako je
oslobadanje fenolnih sastojaka iz matriksa shrane obrnuto proporcionalno veli¢ini Cestica
hrane, $to nalaze odgovarajucu pripremu uzorka kako bi se povecala dodirna povrsina izmedu
probavnog soka i digesta, a time i u¢inkovitost probave i apsorpcije fenolnih sastojaka. Neka
od daljnjih istrazivanja dodatno uvode manje preinake kao Sto su simulacija probave u usnoj
Supljini, dok se probava u crijevima izvodi sa ili bez koraka dijalize, a Cesto pokazuju oprecan
trend promijene sadrzaja ukupnih fenola i pojedinih fenolnih sastojaka u gastricnoj i
intestinalnoj fazi probave (Bermudez - Soto i sur.( 2007. ), Tagliazucchi i sur. (2010), Bouayed
i sur., 2011).

Medutim, ova istrazivanja nisa ukljucila utjecaj crijevne mikrobiote na metabolizam
fenolnih sastojaka. 1z tog razloga, Saura-Calixto i sur. (2007.) model probave in vitro prosiruju
uvodenjem koraka fermentacije u debelom crijevu i procijenjuju bioraspolozivost fenolnih
sastojaka iz neprobavljive frakcije koja zaostaje nakon intestinalne faze. Rezultati na ovom
modelu pokazali su da je 48% polifenola bioraspolozivo tankom crijevu, dok je 42% postalo
bioraspolozivo u debelom crijevu. Samo 10% nije bilo dostupno i ostalo je u matrici hrane
nakon cijelokupnog procesa probave.

Sljede¢i napredak podrucju istrazivanja su dinamicki GI model (TIM®) u koje se moze
ukljuciti i korak fermentacije u debelom crijevu, a oponasaju biolosku sredinu u dvanaesniku,
jejunumu i ileumu. Kako bi se uzeli u obzir i transportni mehanizmi koriste se Caco-2 stani¢ne
linije za istrazivanje stupnja apsorcije fenolnih sastojaka, a ove stanice ujedno su korisne i i za
proucavanje glukuronizacije, sulfoniranja i metilacije fenola do kojih moze do¢i tijekom

njihove apsorpcije. Metode koje koriste Ussingove komore, gdje je mali dio crijevne sluznice
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smjesten izmedu dvije komore s puferskom otopinom kako bi se ofuvao polaritet epitela,
omogucéuju procavanje crijevnog transporta pasivnom difuzijom, prijenos posredovan
transporterima te transcelularni, paracelularni i endocitozni prijenos (Carbonella-Capella i sur.,

2014.).

2.6. Fiziolo$ki pristup (in vitro model probave) odredivanja antioksidacijskog kapaciteta
biljnih infuzija

Premda su brojna istraZivanja izvijestila o utjecaju probave in vitro na antioksidacijski
kapacitet zelenog, crnog, Oolong i bijelog ¢aja (Annunziata i sur., 2018., Tenore i sur., 2013.,
Jilani i sur., 2015.), ogranicen je broj studija koji istrazuje antioksidacijski potencijal biljnih
infuzija u in vitro eksperimentalnom modelu probavnog sustava. Pretrazivanjem literature
pomocu trazilica Google znalalac (http://scholar.google.hr/), PubMed
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), i Science Direct (http://www.sciencedirect.com/)
pronadeno je pet znanstvenih Clanaka. Pretrazivanje je bilo ogranieno na saZetak 1 naslov na
engleskom jeziku koji su sadrzavali pojam ,,herbal infusions ili ,,herbal tea® ili ,.tisane , pojam
,antioxidant capacity, te ,,in vitro gastrointestinal digestion, i ,,simulated gastrointestinal
conditions®, a podaci su prikupljeni izravnim pregledom. Sva pretrazivanja provedena su do
17. kolovoza 2020. godine.

Celep 1 sur. (2017.) odredili su sadrzaj ukupnih fenolnih sastojaka i1 antioksidacijski
kapacitet sedam biljnih infuzija (bazge, borovnice, maline, jagode, Sipka, rooibos i nara) koje
se ucestalo konumiraju na podruc¢ju Turske te zelenog Caja prije i nakon in vitro probave.
Procijenjen je ukupni antioksidacijski kapacitet metodom s fosfomolibdatom, antiradikalska
aktivnost prema DPPH radikalu i sposobnost redukcije iona bakra (CUPRAC metoda).
Simulacija probave izvedena je u modelu koji je ukljucivao zelu€anu 1 intestinalnu fazu, uz
primjenu cijevi za dijalizu s celuloznom membranom veli¢ine pora 12 kDa. U usporedbi s

neprobavljenim uzorcima, zabiljeZzeno je znaCajno smanjenje sadrzaja ukupnih fenolnih
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sastojak i flavonoida (p<0.05) u svim uzorcima kao i nakon Zelucane i intestinalne faze probave.
Najmanji sadrzaj ukupnih fenolnih sastojaka i flavonoida zabiljezen je intestinalnoj fazi, i to u
u frakcijama koje ne prolaze membranu za dijalizu, a predstavljaju one skupine ovih sastojaka
koje su dostupne za apsorpciju u tankom crijevu. Statisticki znacajno visi (p<0,05) udjel
ukupnih fenola i flavonoida u frakciji koja zaostaje na memebrani za dijalizu u odnosu onaj u
frakcijama koje se mogu apsorbirati sugerira da se znacajan dio fenola potencijalno moze
metabolizirati crijevnom mikrobiotom u debelom crijevu osobito fenolnih sastojak iz infuzije
kore nara. Premda je sadrzaj ukupnih fenola u neprobavljenoj infuziji kore nara (89.65 + 2.59
mg ekvivalenata galne kiseline/g) znacajno nizi u usporedbi sa zelenim ¢ajem (174.16 + 2.44
mg ekvivalenata galne kiseline/g), infuzija kore nara imala je gotovo istu koli¢inu ukupnih
fenolnih sastojaka u frakcijama dostupnim za apsorpciju (34.52 + 1.38 mg ekvivalenata galne
kiseline/g prema 36.14 + 0.88 mg ekvivalenata galne kiseline/g u zelenom ¢aju), i znacajno vise
u frakcijam koje zaostaju na membrani za dijalizu (53.79 + 0.91 mg ekvivalenata galne
kiseline/g prema 44.28 + 1.85 mg ekvivalenata galne kiseline/g u zelenom ¢aju). Osim toga, u
odnosu na zeleni ¢aj (42.71 + 0.86 mg ekvivalenata galne kiseline/g) zabiljezen je i znacajno
viSi sadrZaj ukupnih flavonoida u neprobavljevnim infuzijama nara (99.62 + 3.18 mg
ekvivalenata galne kiseline/g), te u svim frakcijam nakon probave in vitro (za priblizno tri puta
visi nakon gastricne faze probave, za oko dva puta visi u frakciji koja prolazi mebranu za
dijalizu te za priblizno 1,6 puta visi u frakciji koja zaostaje na membrani).

Slicno kao i za sadrzaj bioaktivnih sastojaka, primjeceno je smanjenje antioksidacijskog
kapaciteta, u svim infuzijam i u svim fazama in vito probave u usporedbi izvornim uzorcima, a
to je smanjenje bilo izrazenije u intestinalnoj fazi u odnosu na zeluc¢anu fazu (p < 0,05). Osim
toga, znacajan dio antioksidacijskog kapaciteta svih analiziranih intestinalnih digesta zaostaje
u frakcijama koje se ne mogu apsorbirati. Ukupan antioksidacijski kapacitet neprobavljenog

zelenog caja (107.43 + 2.16 mg ekvivalenata askorbinske kiseline/g) bio je najizrazeniji u
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usporedbi s onima preostalih infuzija 1 slican onom infuzije kore nara (100.97 £ 2.72 mg
ekvivalenata askorbinske kiseline/g), premda je antioksidacijski kapacitet u frakciji infuzije
kore nara koja se moze apsorbirati bio je priblizno dva puta visi nego kapacitet u istoj frakciji
zelenog ¢aja. Unato¢ tome, u infuzijama kore nara vjerojatno je manji udio sastojaka sa
sposobnosc¢u uklanjanja slobodnih radikala 1 redukcije metalnih iona, jer je za zeleni Caj
pronaden veca antiradikalska aktivnost kako u Zelucanoj fazi (513.44 + 3.3 mg ekvivalenata
askorbinske kiseline/g), tako i u koraku koji simulira probavu i apsorpciju u tankom crijevu
(251.52 £ 2.72 mg ekvivalenata askorbinske kiseline/g u frakcijama koje prolaze i 419.42 +
7.15 mg ekvivalenata askorbinske kiseline/g u frakcijama koje zaostaje na membrani za
dijalizu). Intestinalne frakcije zelenog ¢aja odlikovale su i najviSom vrijednosti sposobnosti
redukcije bakra u odnosu na sve ostale ispitivane infuzije (337.93 £ 3.71 mg ekvivalenata
askorbinske kiseline/g u frakciji koja prolazi membranu i 530.79 + 1.62 mg ekvivalenata
askorbinske kiseline/g u frakciji koja zaostaje na membrani za dijalizu). Nadalje, infuzije
borovnice odlikovale su se boljom antiradikalskom aktivnos$¢u prije i nakon probave u odnosu
na infuzije kore nara, unato¢ nizem sadrzaju ukupnih fenola i flavonoida, Sto ukazuje da proces
probave moze doprinijeti povecanom oslobadanju sastojaka sa sposobnosti uklanjanjaja
slobodnih radikala iz matrice borovnice. Medutim, potencijal prema redukciji metalnih iona
bio visi u infuzijama kore nara nego u infuzijama borovnice. Stoga, ovi rezultati ukazuju
naglaSavaju razli¢ite mehanizme u podlozi antioksidacijskog djelovanja bioaktivnih sastojaka

1, posljedi¢no nalazu primjenu vise razli€itih metoda za procjenu antioksidacijskog kapaciteta.

Promjene u antioksidacijskom kapacitetu tijekom pojedinih faza probave in vitro biljeze
Lima i sur. (2019.). Autori su su istrazivali infuzije pripremljene od biljaka Artemisia gorgonum
Cabo Verdea Webb i Hyptis pectinata (L.) Poit. koje se se koriste u tradicionalnoj medicini na

oto¢ju Cabo Verde. Probava in vitro ovih infuzija provedena je u dva slijedna koraka kojima
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se simulira probava u Zelucu i tankom crijevu, ali bez uporabe membrana za dijalizu. Prije i
nakon probave odreden je antioksidacijski kapacitet metodom CUPRAC, FRAP i DPPH.
Kako se fenolni sastojci povezuju s antioksidacijskim svojstvima biljnih infuzija, odreden je
njihov ukupni sadrzaj ¢ije su vrijednosti u neprobavljenim infuzijama A. gorgonum i H.
pectinata nalazile u rasponu vrijednosti zabiljeZenih u istrazivanjima drugih autora (vidjeti
poglavlje 2.4.). U odnosu na te rezultate, sadrzaj fenola u infuziji A. gorgonum bio je zna¢ajno
visi, osim u usporedbi s ¢ajem lipe, crnog cejlonskog ¢aj i kineskog zelenog Caja, dok je fenolni
sdarzaj infuzije H. pectinata bio slican Mentha piperita, Matricaria recutita, Origanum
dictamnus, Eucalyptus globules (Atoui i sur., 2005) i Satureja thymbra infuzijama (Kogiannou
i sur., 2013).

S druge strane, u infuziji H. pectinata sadrzaj ukupnih fenola smanjio se se nakon zelu¢ane
faze (= 24%) 1 porastao izmedu Zelu€ane i crijevne faze, pa je ukupno smanjenje iznosilo oko
8%.

U obje infuzije zabiljezeno je smanjenje sadrzaja flavonoida koje je bilo izrazenije nego ono
uoceno za ukupne fenolne sastojke, Sto sugerira da su flavonodi posebno osjetljivi na fizikalne
i kemijske uvjete probave. Smanjenje sadrzaja flavonoida bilo je izrazenije u H. pectinata nego
u infuziji A. gorgonum, a bila je i izraZenija nakon zelucane faza (20% za infuzije A. gorgonum
i 30 % za H. pectinata) nego na kraju cijelog postupka probave in vitro (priblizno 15% u obje
infuzije). LC-UV/DAD detektirani su esteri fenolnih kiselina i glikozidi flavonoida s vise
razli¢itih Secernih ostataka u molekuli, i to 3-O- kafeolkinska kiselina, klorogena kiselina, 3,5-
dikafeolkinska kiselina, 4,5-dikafeolkinska kiselina i ostali derivati kafeolkinskih kiselinau
infuziji A.gorgonum te derivati kafeolkinskih Kkiselina i derivati kvercetina u infuzijama H.
pectinata. Vecina ovih sastojaka bila je stabilna u gastricnoj fazi probave, premda se, u
usporedbi s neprobavljenim uzorcima, koncentracija nekih smanjuje (od 68% do 91%), a neki

od njih nisu detektirani nakon probave u in vitro. Osim toga, na kraju ovog procesa detektirani
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sastojci koji nisu bili opazeni nakon probave u zelucu, a vjerojatno su nastali razgradnjom
mati¢ne komponente u kiselim uvjetima simulirane sredine Zeluca.

U CUPRAC i FRAP testu neprobavljivi uzorci obje infuzije pokazali su antioksidacijsku
aktivnost. Pri tome, prema podjeli koju predlazu Katalini¢ i sur. (2006.) (vidjeti poglavlje 2.4.),
infuzije A. gorgonum pripadaju skupini s niskom FRAP vrijednosti, dok se one H.
pectinata mogu svrstati u skupinu s dobrim FRAP vrijednostima. Nakon probave in vitro, u oba
testa zabiljeZena je smanjenje antioksidacijskog kapacita ovih infuzija u gastri¢noj fazi te porast
izmedu Zeluéane i crijevne faze probave. FRAP vrijednosti bile su osjetljivije na na uvjete in
vitro probave u odnosu na CUPRAC vrijednosti pa je kona¢no smanjenje antioksidacijskog
kapacite iznosilo do 28% u FRAP testu i do 6% u CUPRAC testu. Obje infuzije imale su
sposobnost uklanjnaja DPPH radikala koju zadrzavaju i nakon probave in vitro, unato¢
opazenom smanjenju na kraju ovog procesa koje je iznosilo 1 do 75%. Ovo je smanjene
znacajno vise (p < 0.05) u odnosu na smanjenje redukcijske sposobnosti infuzija §to dodatno
potvrduje vaznost odredivanja antioksidacijskog kapacitet metodama koje se temelje na
razli¢itim mehanizmima djelovanja antioksidanasa.

Olennikov i sur. (2019.) odredili su antioksidacijski kapacitet metodom DPPH te
metodom ORAC koja uzima u obzir antiradikalsku aktivnost lipofilnih (H-ORAC;
antioksaidansi koji se ekstrahiraju heksanom), i hidrofilnih antioksidanasa (L-ORAC;
antioksaidansi zaostalli u talogu nakon ekstrakcije heksanom koji se izdvajaju smjesom acetona
i vode) prema peroksilnom radikalu. Ovi su parametri ispitivani prije i nakon in vitro probave
sagaan aya caja, infuzije koju od davnina rabi stanovniStvo razli¢itih regija Sibira u razlicite
svrhe, a priprema se iz biljke Artemisia frigida. Model probave in vitro izveden je uz simulaciju
procesa probave u gornjem dijelu gasrointestinalnog trakta (zeludac i crijevo), uz primjenu
membrane za dijalizu. Simulacija probave izvedena je u modelu koji je uklju¢ivao zelucanu i

intestinalnu fazu, uz primjenu vrecice za dijalizu. Kvantitavnom analizom fenolnog profila
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koriStenjem HPLC-DAD-ESI-QQQ-MS identificirani su derivati kafeola (kafeolkinske
kiseline) i flavonoidni glikozidi i flavanoidni aglikoni (derivati apigenina, luteolina, krizoeriola,
6- hidroksiluteolina, nepetina). Dva dominantna fenola infuzije A. frigida, 5- O- kafeolkinska
kiselina i 3,5-di- O- kafeolkinska kiselina, bila su prisutna u razinama od 16,09, odnosno 16,35
mg / 100 mL infuzije. Vrijednost ICso u testu DPPH iznosila je je 12,63 £ 0,51 pg / mL (u
usporedbi s 9.27 + 0.27 ug/mL za Troloxa kao referentni spoj), $to je potvrdilo visok
antioksidacijski kapacitet A. frigida infuzije. Vecu antiradikalsku aktivnosti pokazale su
kafeolkinske kiseline kafeolkinska kiselina, 3,4-di-O-kafeolkinska kiselina, 3,5-di-O-
kafeolkinska Kkiselina, 4, 5-di-O- kafeolkinska kiselina i 3, 4, 5-tri-O- kafeolkinska kiselina) u
odnosu na flavonoidne glikozide i aglikone koji su pokazali malu ili nikakvu antiradikalsku
aktivnost prema DPPH radikalu.

Nakon probave in vitro zabiljezeno je smanjenje ukupnog sadrzaja kafeolkinskih kiselina za
10,6% u zelucanoj fazi te za 35,2% u intestinalnoj fazi probave u odnosu na neprobavljene
uzorke. Flavonoidni glikozidi bili su stabilniji, jer su se njihove koncentracije smanjile za 1,6—
10,7%. Unato¢ ovom smanjenju, medutim, ukupni sadrzaj fenola u biljnom ¢aju A. frigida
nakon crijevne faze probave i dalje je bio visok (27,04 mg / 100 mL). Ukupni antioksidacijski
kapacitet (TAC) neprobavljenog biljnog ¢aja A. frigida, izracunat kao zbroj kapaciteta
hidrofilnih (H-ORAC) i lipofilnih (L-ORAC) antioksidanasa, bio je 2918,77 umol Trolox
ekvivalenata (TE) na 100 mL infuzije. Kapacitet hidrofilnih antioksidansa (2826,14 umol TE /
100 mL) bio je veci od kapaciteta lipofilnih antioksidansa (92,63 xmol TE / 100 mL) zbog
hidrofilne prirode vode kao ekstrakcijskog medija. Nakon probave in vitro opazeno smanjenje
sadrzaja hidrofilnih antioksidanasa u infuziji A. frigida odigralo je klju¢nu ulogu u smanjenju
antioksidacijskog kapaciteta. Indeks TAC u zelucanoj fazi probave in vitro bio je za 11%
(2593,56 umol TE / 100 mL) nizi od indeksa TAC neprobavljenog uzorka, te se u sljedecoj fazi

probave u crijevima smanjio do 2090,14 xmol TE / 100 mL.
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Minekus 1 sur. (2000) pratili su antioksidacijska svojstva infuzija u prisutnosti Zeljeza

pod uvjetima koji simuliraju okoli§ u gastrointestinalnom traktu. Antioksidacijski kapacitet
odreden je u testu s deokiribozom, kojim se procjenjuje reaktivnost antioksidanasa prema
hidroksilnom radikalu, a in vitro probava izvedena je u dvije faze uz primjenu vrecice za dijalizu
u drugoj fazi probave.
Biljne infuzije pripremeljene su od lis¢a mediteranskog bilja prikupljenog na otoku Kreti. Medu
njima, infuzije maj¢ine dusice odlikovale najnizim sadrzajem fenolnih sasastojaka i najnizim
antioksidacijskim kapacitetom. Sadrzaj ukupnih fenola u infuzijama kadulje i jasenka bio je
slican, premda je za infuzije kadulje zabiljeZen visi antioksidacijski kapacitet. Unato¢ tome Sto
se sadrzaj fenolnih sastojaka u probavljenim uzorcima nije znacajno mijenjao u odnosu na
neprobavljene uzorke, nakon probave in vitro primjecen je porast antioksdacijskog kapaciteta
u dijalizatu infuzije maj¢ine dusSice i jasenka, dok se antioksidacijski kapacitet u dijalizatu
kadulje nije znacajno mijenjao. Uz to, nakon in Vitro probave primjeceno je i povecanje
koncentracije zeljeza u dijalizatima, $to ukazuje da bioaktivni sastojci ispitivanih infuzijama
imaju potencijal vezanja ovog metalnog iona ¢ime mogu ograniciti njegovo sudjelovanje u
reakcijama Fentonovog tipa, a time i njegov prooksidacijski potencijal.

Chen, i sur. (2017.) su istrazili stani¢no antioksidacijsko i antiproliferativno djelovanje
fitokemikalija, nakon in vitro simulirane probave, dobivenih iz infuzije ¢aja Adinandra nitida
(Shiyacha), koji je tradicionalni ¢aj s dugom povijes¢u na jugoistoku Azije.

Caj Adinandra nitida, prevladava u jugoistoénoj Aziji stotinama godina i njegova se potrosnja
jos uvijek povecava. Izvjesteno je da posjeduje mnoga bioaktivna svojstva- smanjuje krvni tlak
i djeluje protuupalno, antibakterijsko, antitumorski, analgeticki i antitoksi¢no.

Za to zasluzan se smatra kamelijanin A, vazan bioaktivni sastojak A. nitida koji se lako

metabolizira u kamelijanin B, §to je dokazano u istrazivanjima na Stakorima, te je za taj spoj
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pokazano da inhibira proliferaciju HepG2 | MCF-7 stanica $to ne samo da stopira rast GO/G1
stani¢ne populacije, nego i dovodi do apoptoze.

Kako znamo da je enzimska probava efektivan nacin da se oslobode fenolne komponente iz
matriksa hrane jer enzimi mogu hidrolizirati veze izmedu fenolnih komponenti i drugih
molekula ili degradirati polisaharidnu strukturu, u ovom radu istrazena je transformacija
fitokemikalija u ¢aju A. nitida in vitro modelom pod simuliranim fiziolo§kim uvjetima. Nakon
toga, promjene u pet glavnih pojedina¢nih flavonoidnih spojeva infuzije kao i stani¢na
antioksidacijska aktivnost. HepG2 model stanice i Caco-2 stanice koriStene su za proucavanje
antioksidacijskog i antiproliferacijskog djelovanja fitokemikalija infuzije prije i nakon probave.
Sadrzaj fenola, flavonoida, flavonola i antocijanina pronaden u infuziji ¢aja A. nitida
procijenjen je kolorimetrijskim metodama. Potom su glavni spojevi odredeni HPLC metodom.
Utvrdeno je da se u simuliranim uvjetima probave sadrzaj ukupnih fenola i flavonola povecao,
dok se sadrzaj flavonoida i antocijanina smanjio. Sadrzaj (-)-epigalokatehina i kamelianina B
se povecao, a sadrzaj L-epikatehina, kvercetina i kamelianina A se smanjio.

U pocetku je ukupan sadrzaj fenola u ¢aju A. nitida iznosio je 121,31 + 2,50 mg GAE / g uzorka.
Nasuprot tomu, nakon §to su uzorci podvrgnuti simulaciji zelu¢ane probave in vitro, ukupni
sadrzaj fenola povecao se na 137,41 + 1,98 mg GAE/g uzoraka, povecavajuéi se za 16,10 mg
GAE/g uzorka (porast od 13,27%). Uz to, postojalo je i znacajno povecanje ukupnog sadrzaja
fenola na 169,55 + 1,00 mg GAE /g uzorka (porast od 39,76%) nakon 2 sata crijevne probave.
To se moze pripisati ¢injenici da se mogu osloboditi fenoli pod djelovanjem enzima u
gastrointestinalnom okruZenju.

Za razliku od rezultata za ukupne fenole, simulirana probava je dovela do smanjenja sadrzaja
flavonoida. lzvorno je ukupan sadrzaj u ¢aju A. nitida bio 88,51 +0,88 mg CE / g uzorka, ali
nakon probave se ukupni sadrzaj flavonoida smanjio na 61,72 + 1,47 mg CE / g uzorka

(smanjenje od 26,79 mg CE / g uzorka). Sli¢no tome, nakon 2 sata crijevne probave, ukupni
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sadrzaj se smanjio za 15,67% na 74,64+ 1,46 mg CE / g uzorka.

Pokazano je da se sadrzaj flavanola rijetko mijenja u in vitro modelima probave u dijelovima
zeluCane probave i dijelu tankog crijeva. No, Chen i sur. su pokazali da se sadrzaj flavanola
nakon crijevne probave povec¢ao gotovo dvostruko, sa 4,14 + 0,11 na 9,60 + 0,25 mg RE / ¢
uzorka. Zelu¢ana probava imala je blagi utjecaj na flavanolni sadrZaj koji je pokazao povecanje
od 0,02 mg RE / g uzorka. Razlika izmedu Zelu¢anog i crijevnog stadija moze biti pripisan
raspadu polimerne mreze koju Cine flavanoli vezani za polisaharide ili protein u crijevima §to
rezultira oslobadanjem flavanola.

Sadrzaj antocijanina se smanjio sa 42,08 + 4,42 na 32,90 £ 2,06 mg/g uzorka nakon zelu¢ane
probave. A nakon crijevne probave doslo je do znacajnijeg smanjenja od skoro Cetvrtine
pocetnog sadrzaja (9.50 £ 3,57 mg/g). To se moze pripisati ¢injenici da su antocijanini osjetljivi
na simulirane uvjete probave, posebno na alkalno okruzenje crijevnog medija.

Sadrzaj kamelijanina B povecan je u crijevnoj fazi do 28,20 + 3,19 mg/g (gotovo sedmerostruko
povecanje). Kako je kamelijanin B glavni metabolit kamelijana A i lako se transformira iz
kamelijanina A in vitro, sadrzaj kamelijanina B raste. Zanimljivo je da su dvije vrste probave
imale razli¢ite utjecaje na sadrzaj kamelijanina A: primijecen je porast od 6,95 mg/ g nakon
Zelucane probave, dok je smanjenje bilo 14,49 mg/ g nakon crijevne probave.
Antioksidacijsko djelovanje procijenjeno je na temelju sposobnosti uklanjanja peroksilnog
radikala, a utvrdeno je da se smanjilo za polovinu nakon crijevne probave (277,17 mmol VCE

/ g uzorka).
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2.6.1. Prednosti/nedostaci fizioloskog pristupa (in vitro model probave) u

odredivanju antioksidacijskog kapaciteta biljnih infuzija

Ukratko, prethodno navedeni literaturni podaci ukazuju da se antioksidacijski kapacitet biljnih
infuzija smanjuje nakon procesa probave in vitro u odnosu na neprobavljene uzorke, a pripisuje
se smanjenju udjela fenolnih sastojaka koje se opaza u gastri¢noj i intestinalnoj fazi probave in
vitro. Takvo smanjenje opisano je i u infuzijama zelenog Caja, u kojima se prosjecno 44,4%
katehina izvorno prisutnih u ¢aju ne moze detektirati nakon zeluCane faze probave, a 91,8%
nije prisutno nakon probave u tankom crijevu (Tenore i sur., 2015.). Smanjenje udjela fenolnih
sastojaka smatra se da je posljedica strukturnih modifikacija fenolnih sastojaka do kojih dolazi
u interakciji s probavnim enzimima, pri ¢emu mogu nastati metaboliti manje bioaktivnosti u
odnosu na izvornu komponent. Uz to, reaktivnost antioksidanasa pod utjecajem je i pH
vrijednosti sredine. Stovise, fenolni sastojci, popot klorogene kiseline osobito su osjetljii na
blago alkalne uvjete, kakvi su u tankom crijevu, koji mogu potaknuti njihovu i racemizaciju, uz
nastanak enenatiomera razliCite reaktivnosti prema slobodnim radikalima (Siracusa i sur.,
2011.).

Unato¢ opazenom smanjenju antioksidacijskog kapaciteta, frakcije koje su dostupne za
apsorpciju zadrzavaju dio antioksidacijskog kapaciteta neprobavljenih infuzija. Usto, rezultati
Celep i sur. (2017.) ukazuju da se znacajan udio fenolnih sastojaka ne moze se apsorbirati u
sluznicu takvog crijeva. Ova frakcija neapsorbiranih fenola trebala bi se uzeti u obzir pri
odredivanju antioksidacijskog kapaciteta nakon probave in vitro jer pokazuje znacajnu
antiradikalsku aktivnost, a osim izravnog antioksidacijskog djelovanja fenolni sastojci iz ove
frakcije mogu imati i neizravne ucinke, kao $to je inhibicija lipaza i proteaza gusterace koja
smanjuje apsorpciju lipida i proteina (Chen i Yang, 2019.).

Takoder, treba istaknuti da se dio neapsorbiranih fenola moZe metabolizirati djelovanjem

crijevne mikrobiote do derivata s viSim antioksidacijskim kapacitetom nego mati¢na
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komponenta). Takvi metaboliti mogu pokazati svoje povoljne ucinke in situ, a s obzirom da dio
njih apsorbira u zavr$nim segmentima debelog crijeva, ne smiju se zanemariti niti moguci
sistemski ucinci tih mikrobnih metabolita (Han i sur., 2007., Stevens i sur., 2016., Tomas-
Barberan i sur., 2016.).

Medutim, u dosada$njim istrazivanjima model probave in vitro primjenjen je za simulaciju
procesa probave u zelucu i u tankom crijevu. Uzimajuci u obzir potencijalnu ulogu crijevne
mikrobiote u razgradnji neapsorbiranih sastojaka u debelom crijevu, valjalo bi u analizu
ukljuciti i dodatan korak in vitro fermentacije kako bi se pouzdanije procijenio antioksidacijski
potencijal biljnih infuzija, a takva djelovanja ujedno bi se trebala dolazati i in vivo. Ovaj aspekt
procesa probave u debelom crijevu osobito je zanimljiv, s obzirom da je opisan dvosmjerni
odnos izmedu mikrobiote i fenolnih sastojaka (Nash i sur., 2018., Cardona i sur., 2013.). Tako,
pored potencijalne uloge crijevne mikrobiote u metabolizmu fenolnih fitokemikalija, biljni
fenoli mogu imati bakteriocidno i bakteriostatsko djelovanje i tako ograniiti rast i
razmnozavanje nezeljenih ¢lanova crijevne mikrobiote, ali mogu pokazati i prebiotski ucinak,
koji ukazuje na sposobnost fenolnih sastojaka da pogoduju rastu korisnih bakterijskih sojeva
crijevnog mikrobioma (Van Duynhoven i sur., 2013., Filosa i sur., 2018.).

Zakljucno, rezultati ovih istrazivanjima ukazuju da je proces probave jedan od klju¢nih
faktora za definiranje antioksidacijskog kapaciteta biljnih infuzija. Stoga bi se procjeni
antioksidacijskog potencijala ovih pripravaka trebalo dati prednost metodama utemljenim na
fizioloSkom pristupu nad metodama koje ovaj parametar odreduju u vodenim ekstraktima
biljnog materijala, obzirom da promjene koje se dogadaju tijekom probave in vitro mogu
doprinijeti poznavanju stvarne bioaktivne snage biljnih infuzija, bitne za predvidenje
zdravstvenog potencijala ovih pripravak in vivo.

Premda analiza fenolnih sastojaka nakon probave in vitro sugerira da antioksidacijski kapacitet

biljnih infuzija moZe biti nizi nego Sto se moze o€ekivati od podataka istraZivanja utemeljenih
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na mjerenjima u vodenim ekstraktima biljnog materijala, ovakvi rezultati mogu posluziti kao
osnova za razvijanje strategija kojima bi se se mogli maksimizirati korisni ucinci fenolnih
sastojaka u biljnim infuzijama. Jedna od takvih je strategija koja se temelji se primjeni kvacsa
S. cerevisiae iz pivarske industrije kao biosorbenta fenolnih spojeva, a pokazala se uspjeSnom
u poboljsanju bioraspolozivosti 1 ocuvanju antioksidacijskih svojstava ketahina u zelenom i
crnom ¢aju nakon in vitro probave (Jilani i sur., 2015.).

Takoder, podaci istrazivanja bioaktivnih sastojaka u in vitro modelima, uz podatke o jedinici
serviranja i prosjecenoj konzumaciji u odredenoj populaciji, mogu posluziti i kao temelj za
procjenu dnevnog unosa fenolnih antioksidanasa iz biljnih infuzija u svakodnevnoj prehrani.
Time bi se i dostupne informacije o doprinosu fenolnih sastojaka iz biljnih infuzija
antioksidacijskom kapacitetu cjelokupne prehrane trebale revidirati 1 prilagoditi fizioloSkom
pristupu s obzirom da su uglavnom temeljne na podacima dobivenim analizom ekstrakta

kemijskim pristupom (Bouayed i sur., 2011.).
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3. ZAKLJUCCI

Temljem pregleda dostupne literature o odredivanju antioksidacijskog kapaciteta biljnih
infuzija u vodenom ekstraktu biljnog materijala (kemijski pristup) te u frakcijama koje zaostaju
nakon procesa probave biljnih infuzija in vitro, u uvjetima koji oponaSaju one u

gastrointestinalnom traktu (fizioloski pristup) moze se zakljuciti sljedece:

e Biljne infuzije vrijedan su izvor fenolnih sastojaka s raznim spektrom bioloskih u¢inaka

koja se jednim dijelom pripisuju antioksidacijskim svojstvima osvih fitokemikalija.

e Antioksidacijski kapacitet biljnih infuzija potvrden je u vodenim ekstraktima biljnih
infuzija prije i nakon procesa probave in vitro. U oba pristupa uglavnom su koristene
metode koje se temelje na procjeni antiradikalske aktivnosti i sposobnost redukcije

fenolnih sastojaka.

e Znacajana korelacija izmedu sadrzaja fenolnih sastojaka i antioksidacijskog kapaciteta
prije i nakon probave in vitro podupire misljenje da su fenolni sastojci glavni nositelji

antioksidacijskog kapaciteta biljnih infuzija.

e Sadrzaj fenolnih sastojaka i1 antioksidacijski kapacitet biljnih infuzija niZi je nakon

probave in vitro u odnosu na neprobavljene, vodene ekstrakte biljnih infuzija.

e Nakon in vitro probave, frakcije fenolnih sastojaka koje su dostupne za apsorpciju

zadrZavaju dio antioksidacijskog kapaciteta neprobavljenih infuzija.

e Znacajan udio fenolnih sastojaka i antioksidacijskog kapaciteta biljnih infuzija zaostaje

u frakcijama koje nisu dostupne za apsorpciju nakon in vitro probave,

e Fizikalno-kemijske promjene bioaktivnih sastojaka u probavnom sustavu koje se

simuliraju u in vitro modelima fizioloskog pristupa odredivanja antioksidacijskog
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kapaciteta kljucan su faktor koji treba uzeti u obzir pri procjenjivanju antioksidacijskog

kapaciteta biljnih infuzija.
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