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SAZETAK

Ljekovito bilje i njegovi pripravci se ve¢ stolje¢ima koriste protiv razli¢itih akutnih i
kroni¢nih bolesti, a razna istrazivanja pokazala su kako ekstrakti ljekovitog bilja sluze kao
dobar izvor antioksidansa koji preveniraju nastanak bolesti i starenje. Cilj istrazivanja bio je
utvrditi i usporediti antioksidacijsku aktivnost biljnih napitaka pripravljenih od Korijenja i lis¢a
odabranih vrsta ljekovitog bilja te se pokazalo kako medu razli¢itim vrstama postoje ocite
razlike u rasponu rezultata. KoriStena je metoda koja pruza moguénost preciznog i uspje$nog
mjerenja koncentracije radikala u uzorku, metoda redukcije DPPH radikala spektroskopskim
mjerenjem elektronske spinske rezonancije (ESR). Dobiveni rezultati usporedeni su s podacima

dostupnim u literaturi i rezultatima iz sli¢nih objavljenih istrazivanja.

Ekstrakt lista trave ive pokazao je najjaca antioksidacijska svojstva, dovode¢i ESR
signal u podrucje ispod granica detekcije samog instrumenta. Najslabiji antioksidacijski u¢inak

imao je ekstrakt korijena maslacka, buduci da je inhibirao najmanji broj DPPH radikala.

Ispitana je antioksidacijska aktivnost korijena i lista iste biljke — koprive te je dokazano
da razli¢iti dijelovi biljke, zbog razli¢itog polifenolnog i kemijsko-mineralnog sastava, imaju

razli¢ita antioksidacijska svojstva.

Veli¢ina Cestica utjeCe na ekstrakciju bioloski aktivnih tvari iz ljekovitog bilja na nacin da
ekstrakt od usitnjenih Cestica sadrzi viSe antioksidacijskih spojeva, a time 1 vecu inhibitornu

sposobnost uklanjanja DPPH radikala.

Kljuéne rijeci: antioksidacijska aktivnost, antioksidansi, ljekovito bilje, ekstrakt, polifenoli,

DPPH, elektronska spinska rezonancija (ESR), elektronska paramagnetska rezonancija (EPR)



SUMMARY

Medicinal herbs and herbal preparations have been used for many centuries against
different acute and chronic diseases, and various studies have shown that herbal extracts can be
a good source of antioxidants that prevent the emergence of diseases and aging. The aim of this
research was to determine and compare the antioxidant activity of plant infusions prepared from
roots and leaves of selected medicinal herbs and it has been shown that among the different
species there are obvious differences in the range of results. The DPPH radical reduction
method by spectroscopic electron spin resonance (ESR) was a method used to provide a precise
and successful measure of the concentration of radicals in the sample. The obtained results were
compared with the available data in the literature and results from a similar published

researches.

The leaf extract of the mountain germander has shown the strongest antioxidant
characteristics by bringing the ESR signal to the area below the detection limit of the instrument
itself. The weakest antioxidant effect had the root extract of dandelion, since it inhibited the

smallest number of DPPH radicals.

The antioxidant activity of the root and leaf of the same herbivore, nettle, was studied
and it was proved that different parts of the plant, due to their different polyphenolic and

chemical-mineral compositions, have different antioxidant characteristics.

The size of the particles affects the extraction of biologically active substances from
medicinal plants because the extract of crushed particles contains more antioxidant compounds

and with that the higher inhibitory ability to remove DPPH radicals.

Keywords: antioxidant activity, antioxidants, medicinal herbs, extract, polyphenols, DPPH,

electron spin resonance (ESR), electron paramagnetic resonance (EPR)

v



1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

1.1. Uvod

,Neka tvoja hrana bude tvoj lijek, a tvoj lijek neka bude tvoja hranal*, izrekao je Hipokrat,
zdravim namirnicama i raznolikom prehranom. Ta ideja se moze poistovjetiti s vjerovanjima
drevnih Egipéana koji su smatrali da se odredenoj hrani mogu pripisati odredena ljekovita
svojstva koja mogu pripomo¢i ozdravljenju, ali i prevenciji bolestima. lako je znanost jako
napredovala, dana$nji struénjaci i znanstvenici iz podruc¢ja javnog zdravstva i prehrane, kao i

sami doktori medicine, smatraju hranu najvrjednijim lijekom 21. stoljeca [1].

Najnovija istrazivanja pokazuju kako se ljudi sve vise i vise lijee prirodnom medicinom,
narocito hranom, buduci da je to pristupacniji nacin (samo)lijecenja koji daje moguénost izbora
za razliku od propisane doze odredenog lijeka [2]. Ljekovito bilje, biljni napitci i ostali njegovi
pripravci najstariji su nacin prirodnog lijeCenja koji i danas koristi dvije tre¢ine svjetskog
stanovniStva [3]. Smatra se da postoji oko 1 000 000 vrsta biljaka [4], od kojih je 20 000
ljekovito, a od toga samo 1 100 dobro istrazeno. Priblizno 250 vrsta farmaceuti koriste za
proizvodnju suvremenih lijekova jer sadrze jedinstvene bioloski aktivne tvari. Svjetska
zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization, WHOQO) te farmaceutska,
prehrambena i kozmeticka industrija nastoje posvetiti vise pozornosti ljekovitim svojstvima

biljaka, kao i investirati u istrazivanja tog podrucja [3].

Fitoterapija, odnosno metoda lijecenja biljem, koristi cijele biljke, pojedine dijelove i/ili
biljne pripravke, buduéi da ono ,,u svojoj strukturi sadrzi spojeve koji mogu lijeciti, sprijeciti
ili ublaziti simptome pojedinih bolesti [4]“, za jacanje imuniteta i dobivanje energije, tj.
poboljSanje opcéeg stanja organizma. Biljni pripravci imaju veliku terapijsku Sirinu jer sadrze

svojevrsne spojeve aktivnih i prate¢ih supstanci te se mogu primjenjivati u razli¢itim oblicima.



Vanjska uporaba se odnosi na inhalacijske pripravke, biljne obloge i kupke, razli¢ite kreme,
losione, tople meleme i ostalo, dok se za oralnu uporabu pripravljaju biljni napitci, sirupi,

tinkture, ali i ljekovita vina (lat. vina medicata) [2,3,5].

Najtradicionalnija primjena ljekovitog bilja je oralna i to u obliku vodenog ekstrakta -
»caja“. Vodene ekstrakte mozemo podijeliti na oparke, uvarke i macerate. Oparak (infuz) je
biljni napitak koji se priprema prelijevanjem ili namakanjem mekanih dijelova biljaka kao §to
su listovi, cvjetovi i plodovi u kipucoj vodi. Uvarak (dekokt) je biljni napitak koji se pripravlja
od tvrdih ili drvenastih dijelova biljke, kao $to su sjemenke, bobice, kora ili korijenje koje se
treba neko vrijeme kuhati u kipucoj vodi kako bi se izlucile ljekovite djelotvorne tvari. Macerat
je biljni pripravak koji se koristi za biljke ¢ije se aktivne tvari lako ekstrahiraju u vodi, npr. sluz.
Takve biljke se potapaju u hladnu ili mlaku vodu i ostavljaju stajati odredeno vrijeme, buduci
da sadrze termolabilne spojeve koje bi visoka temperatura unistila. Medutim, hladna/mlaka
voda ne uniStava bakterije 1 plijesni pa je Europska farmakopeja propisala posebne kriterije za

pripravke koji se ekstrahiraju u takvim uvjetima [2,6,7].

Antioksidacijska aktivnost ljekovitog bilja uzrokovana je aktivnim tvarima koje se
veZzu za slobodne radikale sprjeavajuci primarna i sekundarna kroni¢na oboljenja, bolesti srca
i krvozilnog sustava, nastanak tumora i karcinoma te ostala upalna stanja organizma [3].
Takoder, imaju vaznu ulogu u suzbijanju lancanih reakcija povecanja koli¢ine slobodnih
radikala, kao i u zaustavljanju i popravljanju stete nastale oksidacijom i peroksidacijom lipida.
U snazne biljne antioksidanse spadaju polifenolni spojevi (u prvom redu flavonoidi i fenolne
kiseline), vitamini A, C i E, karotenoidi (kao f-karoten i likopen), aminokiseline (npr. cistein i
metionin), hormon melatonin, koenzim Q210, tanin i neki minerali poput selena i cinka. Da bi
antioksidansi imali ja¢i utjecaj na organizam, potrebne su odredene koli¢ine magnezija i bakra

te vitamina B5 i B6 jer oni pridonose njihovom djelovanju [8,9].



1. 2. Pregled podrucja istrazivanja
1.2.1. SLOBODNI RADIKALI

Slobodni radikali su nestabilne molekule ili dijelovi molekula koji imaju nespareni
elektron u vanjskoj orbitali, a zadrzavaju svoje jedinstvene, odredene znacajke. To svojstvo im
daje obiljezje visoke reaktivnosti, ali i jako kratko vrijeme poluzivota od jedne nanosekunde do
par sekundi, stoga teze sparivanju s drugim elektronom iz neposrednog okoliSa kako bi postali
stabilni. Sto su slobodni radikali reaktivniji, to posjeduju manju specifiénost vezanja za okolne

molekule pa se moze reci da su vrlo Cesti oksidansi.

Najznacajniji predstavnici slobodnih radikala su reaktivni oblici kisika — ROS (engl.
Reactive Oxygen Species), budu¢i da ih dnevno, u svakoj ljudskoj stanici, nastane prosjecno
2-4 x 10%°. Reaktivni oblici kisika se dijele na slobodne radikale i neradikalne oblike kisika

(tablica 1).

Tablica 1. Reaktivni oblici kisika (ROS)

Izvor: Bradamante, V. et al. Oksidacijski stres i djelotvornost antioksidansa. Zagreb:
Medicinska naklada, 2002.

Slobodni radikal Neradikal
superoksidni (O27) vodikov peroksid (H20-)
hidroksilni (-OH) singletni kisik (*AgO2)

alkoksilni (RO-) ozon (Os)

peroksilni (ROz-) peroksinitrit (ONOQO")
hidroperoksilni (HO--) lipohidroperoksid (LOOH)
lipoperoksilni (LOO-) hipokloritna kiselina (HOCI)




Isto tako, nestabilni, izrazito reaktivni, slobodni radikali su i reaktivni oblici dusika — RNS
(engl. Reactive Nitrogen Species) (tablica 2), ali i ostali slobodni, nestabilni radikali nekih

drugih kemijskih elemenata, osim fenoksilnog koji je stabilan (tablica 3) [8,10].

Tablica 2. Reaktivni oblici dusika (RNS)

Izvor: Bradamante, V. et al. Oksidativni stres i djelotvornost antioksidansa. Zagreb:
Medicinska naklada, 2002.

Radikali dusikov (II) oksid (-NO)

dusikov (IV) oksid (‘NO,)

nitroksilni anion (NO")

nitrozilni kation (NO*)

nitronium ion (NO,")

nitratna kiselina (HNO>)

Neradikali peroksinitrit (ONOO")

alkilni peroksinitrit (ROONO)

peroksinitritna kiselina (ONOQO")

nitrilni klorid (NOCI)

dusikov (TIT) oksid (N2O3)

dusikov (IV) oksid (N2Oa)




Tablica 3. Primjeri ostalih nestabilnih i stabilnih slobodnih radikala

Izvor: Bradamante, V. et al. Oksidativni stres i djelotvornost antioksidansa. Zagreb:
Medicinska naklada, 2002.

hidrirani (akvatizirani) elektron (e ag)

vodikov (vodikov atom) (H-)

ugliikov (RC-)

Nestabilni fenildiazilni (CsHsN=N")

tilni (RS")

pertilni (RSS-)

ferilni (F(IV)-)

perferilni (Fe(111)-02")

Stabilni fenoksilni (CsHsO-)

Slobodni radikali mogu biti i oksidansi i reducensi te se mogu vezati na organske
molekule (proteine, ugljikohidrate, lipide i nukleinske kiseline), neradikale ili radikale. U
reakcijama s organskim kiselinama povecava se moguénost nastajanja novih reaktivnih,
nestabilnih molekula koje imaju sva obiljezja slobodnih radikala, a onda oni pokrecu novi
lan¢ani niz nastajanja novih slobodnih radikala i tako u beskonac¢nost. Neradikalni spojevi
nastaju u reakcijama spajanja dva radikala, npr. produkt medusobne reakcije superoksidnog
radikala (O2") i dusikovog(l1) oksida (NO) je neradikalni peroksinitrit (ONOOQO") koji se svrstava

i uROS i uRNS[10,11]. Nastajanje peroksinitrita (ONOO") odvija se prema izrazu:

02+ NO — 20NOO-



Nisu svi slobodni radikali Stetni, budu¢i da ih ljudski organizam upotrebljava za
imunolosku obranu. Leukociti svojim mehanizmima koriste superoksidne radikale i vodikov
peroksid kako bi unistili patogene bakterije [8]. Takoder, ,,dusikov oksid, koji je oksidans,
nadzire krvni tlak. Kod poviSenog krvnog tlaka stanice u stijenkama krvnih zila stvaraju

dusikov oksid, koji opusta miSice pa se krvni tlak smanjuje* [8,12].

1. 2. 1. 1. Mehanizam nastajanja slobodnih radikala

Slobodni radikali mogu nastati iz endogenog ili egzogenog izvora i ne-enzimskim ili
enzimskim reakcijama. Endogeni izvori mogu biti mitoza i mejoza, popravljanje oStecenja
stanica, tijekom apoptoze, kemotaksije, koagulacije, hiperoksije i hipoksije stanica, kao i
opcéenitog stvaranja energije (metabolizam kisika). Egzogeni izvori mogu biti prehrana,
lijekovi, alkohol, dim cigarete, umjetna bojila, pesticidi, ozon, azbest, smog, sumporni dioksid,

radioaktivno i UV zraCenje, emocionalni stres itd. [8,11].

1. 2. 1. 2. Metode mjerenja aktivnosti slobodnih radikala

lako su slobodni radikali vrlo nestabilni i reaktivni, postoje metode koje ih mogu
detektirati, ali i mjeriti njihovu aktivnost. lzravnim metodama mjerenja smatramo pulsnu
radiolizu, kemiluminiscenciju te mjerenje pomocu elektronske spinske rezonancije (ESR),
drugog naziva elektronska paramagnetska rezonancija (EPR). ESR je spektroskopska tehnika
koja ima $iroku primjenu ukljucujuéi procjenu antioksidansa, omogucujuci istrazivanje Kinetike
I stehiometrije reakcija radikala i antioksidacijskih spojeva. Jedan od nacina za obavljanje tih
mjerenja je mjerenje koncentracije stabilnih slobodnih radikala, kao $to su

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) (slika 2a) i 4-hidroksi-2,2,6,6-tetrametilpiperidinoksil



(TEMPOL) (slika 2b) koji dolaze u doticaj s antioksidansima. Drugi nac¢in, za mjerenje vrlo
kratkotrajno zivucih slobodnih radikala je spin-trapping tehnika (tehnika spinske stupice) u
kojoj neki dijamagneti¢ni spoj brzo reagira sa slobodnim radikalom, a kao produkt nastaje
radikal duljeg vijeka trajanja. Naj¢eSce se rabi nitrozo-skupina, odnosno DMPO (5,5-dimetil-
1-pirolin-N-oksid) jer nastaje relativno stabilan nitroksil-radikal (NO™), odnosno DMPO-OH
radikal (slika 3). Neizravne metode mjerenja su metoda parametra ukupnog zaustavljanja
radikala (engl. Total radical-trapping antioxsidant parameter, TRAP), odredivanje ukupnog
antioksidacijskog statusa i druge te mjerenja pomocu tekucéinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC), atomske apsorpcijske spektrometrije (AAS), plinske kromatografije

spregnute s masenom spektrometrijom (GC-MS), UV-VIS spektrofotometrije itd. [10,13,14].
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Slika 2. Strukturne formule stabilnih slobodnih radikala: a) DPPH i b) TEMPOL.
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Slika 3. DMPO i nastanak DMPO-OH radikala.

Izvor:
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S010350532009000800015&script=sci_arttext&ting=es



1. 2. 2. OKSIDACHSKI STRES

Oksidacijski stres je ubikvitarno prisutan proces, kako kod zivotinjskih, tako i kod
biljnih vrsta. Sto se ti¢e Govjeka, prisutan je i kod zdravih i kod bolesnih ljudi, budu¢i da ljudski
organizam neprestano stvara slobodne radikale, a i ostale reaktivne spojeve. Imamo srecu §to
tijelo koristi prirodne, antioksidacijske mehanizme obrane, prevenira i prekida oksidaciju te
obnavlja oSteCene stanice pa sve navedeno rezultira regulacijom homeostaze stani¢nog
metabolizma. Pod pojmom oksidacijskog stresa mozemo smatrati ukupan uc¢inak medusobnih
procesa stvaranja i razaranja reaktivnih tvari unutar biolo§kog organizma. U tom stanju poc¢inje
prevladavati oksidacija nad redukcijom, odnosno pomice se oksido-redukcijska ravnoteza u

stanicama.

Spomenuto moze biti razlogom promjene bioloskih makromolekula, odnosno proteina,
ugljikohidrata, lipida i nukleinskih kiselina, $to rezultira oSte¢enjem i smréu stanica, a Samim

time boleS¢u 1 starenjem. Glavni negativni u¢inci modifikacije makromolekula oksidacijom su:

a) peroksidacija lipida koja dovodi do poremecaja i degradacije staniéne membrane te
oslobadanja njenih produkata u okolno podrucje, a posljedi¢no do citotoksi¢nosti, zaustavljanja

stani¢ne diobe i kemotaksije;

b) oksidacija proteina kod koje dolazi do kriznog vezanja aminokiselina, karbonilacije 1 reakcija
sa -SH skupinama pa time i do funkcionalnih promjena proteina, snizavanja enzimskih

aktivnosti te razgradnje proteina te ostalih biomolekula;

c) oksidacija nukleinskih kiselina koja je zasluzna za promjene sastavnica DNA, a moze

rezultirati drugacijim genskim izrazajem, mutagenos$cu, karcinogenos$cu i tumorima.

Oksidacijski stres zato dovodi do mnogih akutnih i kroni¢nih patofizioloskih stanja organizma

pa je potpuno opravdano iskoristiti pozitivne u¢inke antioksidansa [10,11].



1. 2. 3. ANTIOKSIDANSI | FITOKEMIKALIJE

1. 2. 3. 1. Antioksidansi

Antioksidansi su molekule koje izravno ili neizravno reagiraju s reaktivnim, slobodnim
radikalima stvaraju¢i pri tome neradikalne produkte koji nastaju tek u zavrSnom dijelu
neutralizacije slobodnog radikala. Endogene izvore mozemo naci unutar bioloSkog organizma,
a egzogene antioksidanse unosimo putem bioloski aktivnih tvari iz hrane i/ili pripravaka
ljekovitog bilja, kao i farmaceutskih, kozmetic¢kih (prirodnih i sintetickih) preparata te raznih

dodataka prehrani koji preveniraju i anuliraju oksidacijske procese u tijelu.

Razna istrazivanja su dokazala razli¢ite vrste antioksidansa (tablica 4) koji se razlikuju
po svojim kemijskim karakteristikama, a samim time imaju razli¢it utjecaj na biokemijske
reakcije stanica i cjelokupno ljudsko zdravlje [10,15]. Prema ameri¢koj Agenciji za hranu i
lijekove, prehranom bi trebalo unositi u organizam cetiri najznacajnija antioksidansa: vitamin

C, vitamin E, p-karoten (provitamin vitamina A) i mineral selen [11].

1. 2. 3. 2. Fitokemikalije

Fitokemikalije su bioloski aktivne tvari koje spadaju u skupinu sekundarnih biljnih
metabolita, stoga nemaju ulogu u rastu i razvoju same biljke, ali su odgovorni za meduzavisnost
biljke i okoline, imaju antimikrobno djelovanje, kao i funkciju zastite od drugih $tetnih utjecaja
te nepovoljnih uvjeta. Posebno su vazan faktor za ljudski organizam jer Stite od novotvorina te
bolesti srca i krvozilnog sustava. Danas je poznato oko 100 000 fitokemikalija koje spadaju u
razli¢ite organske skupine, a najznacaniji su polifenolni i organosumporni spojevi, alkaloidi,
kumarini, saponini, terpenoidi, trjeslovine te mnoge druge biomolekule od kojih veéina ima

znacajnu antioksidacijsku aktivnost [3,16,17,18].



Tablica 4. Antioksidansi

Izvor: Literaturni navodi 8, 9, 10 i 11.

superoksid

Preventivni albumini Enzimski | dismutaza | Aminokiseline cistein
(SOD)

ceruloplazmin SOoD1 metionin

deferoksamin SOD2 Hormoni melatonin

laktoferin SOoD3 estrogeni

. glutation . koenzim

transferin peroksidaza Ostali Q10

. T polifenolni i

Fitokemikalije spojevi ebselen alopurinol

karotenoidi katalaza lazaroidi

glikozidi Vitamini C tioli

tanin E ubikvinol

sastav uri¢na

. . A AT

eteri¢nog ulja kiselina

Minerali selen salicilati

cink manitol

SOD1 - citoplazmatska (topljiva) superoksid dismutaza; SOD2 — mitohondrijska superoksid dismutaza;
SOD3 - ekstracelularni oblik superoksid dismutaze.
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1. 2. 3. 2. 1. Polifenolni spojevi

Najveca skupina fitokemikalija je skupina polifenolnih spojeva, a svi polifenoli
sudjeluju u uklanjanju slobodnih radikala [16]. Danas je poznato oko 8 000 razli¢itih vrsta
polifenola, a razlikuje ih kemijska struktura, broj ugljikovih atoma, bioloska funkcija itd. Dijele

se na flavonoide, neflavonoide i kondenzirane forme polifenola [17].

Svi flavonoidi imaju osnovnu kemijsku strukturu od 15 ugljikovih atoma (slika 4), a
medusobno ih razlikujemo po rasporedu razli¢itih vezanih skupina. Dijelimo ih na flavanone,
flavanole, flavone, flavonole, flavonolignane, biflavonoide, izoflavonoide, antocijanidine,
leukoantocijanidine i procijanidine, a neki najvaziji se nalaze u tablici 5. Svi navedeni mogu
sadrzavati hidroksilne, metoksilne i acilne skupine, a ¢esto su glikozidirani s monosaharidima
ili oligosaharidima [3,19,20]. U neflavanoide svrstavamo fenolne Kiseline, stilibene i lignane.
Fenolne kiseline se dijele na hidroksibenozojeve i hidroksicimetne kiseline, a najvaznije su
kavena, klorogenska, galna, p-kumarinska ferulinska i valerijanska kiselina. Kondenzirane

strukture mogu biti kondenzirani tanini, oligomeri, polimeri i ostale kondenzirane forme [17].

Slika 4. Osnovna struktura flavonoida

Izvor: https://openi.nim.nih.gov/detailedresult.php?img=PMC3131677_ITX-4-069-
g001&req=4.
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Tablica 5. Neki izolirani biljni flavonoidi

Izvor: Literaturni navodi 19 i 20.

Flavanoni taksifolin, naringenin, hesperetin, hesperidin, narirutin
Flavanoli katehin, epigalokatehin, epikatehin
Flavoni apigenin, luteolin, krisin, viteksin, glikozidi apigenina i luteolina

astragalin, hiperozid, kvercetin, kvercitrin, izokvercitrin, miricetin,
Flavonoli morin, rutin, kempferol, galangin, kvercetagetin, laricitrin,
robinetin, fisetin,

silibin A, silibin B, izo-silibin A, izo-silibin B, silidianin,

Flavonolignani silikristin

Biflavonoidi amentoflavon

Izoflavonoidi daidzein, genistein

Antocijanidini delfinidin, cijanidin, peonidin, malvidin, pelargonidin

12



1. 3. 1. ODABRANE VRSTE LIEKOVITOG BILJA
1.3.1. 1. Cicak

Citak (veliki &i¢ak, ¢ickovina, lapuh, repuh, lat. Arctium lappa) je dvogodisnja biljka
iz porodice glavocika €iji su krupni listovi srcolikog oblika, cvjetne glavice grimiznocrvene
boje s gusto zbijenim listi¢ima s kukicama (slika 5), a sivosmedi korijen dug i vretenast.
Dijelovi koji se upotrebljavaju su lisce, zrele sjemenke i korijen s tim da svjezi korijen ¢icka

ima jaca ljekovita svojstva od osusenog [5,21,22].

Slika 5. Citak

Izvor: http://www.wikiwand.com/es/Arctium_lappa.

1.3.1.1. 1. Sastav i aktivne tvari

Cicak sadrzi gorke tvari, eteri¢no ulje, gume, trjeslovine, tanin, sumporne spojeve,
kalijev fosfat, zeljezo, kalcij, magnezij, natrij, uljne smole, vitamine C i E, fenolne kiseline
(klorogenska, kavena), flavonoide (kvercetin, kvercitrin, luteolin), sinarin (diester kavene i

kininske Kkiseline), a u korijenu se nalazi polisaharid inulin te ostali spojevi. [5,21,22].
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1. 3.1. 1. 2. Utjecaj na zdravlje

Mee

Korijen cicka se koristi kao povremeni ,Cistac* krvi zato $to ima blagi ucinak
detoksikacije, stimulira probavni, urinarni i limfni sustav te eliminaciju tvari kroz tjelesne
kanale. Preporucuje se kod kroni¢ne upale zglobova i koze, budu¢i da razgraduje Stetne toksine
u organizmu te cak protiv trakavica I otrovanja zivom. Lis¢e se kroz duzi vremenski period

koristi za kozne probleme, ekceme, liSaje, osipe i1 psorijazu te druge bolesti, a sjemenke protiv

reume [5,21,23].

Najvazniji antioksidansi su vitamini C 1 E, kao 1 fenolne kiseline koje moZemo naci u

kori korijena u obliku klorogenske i kavene Kiseline te razli¢iti flavonoidi [24].

1.3. 1. 2. Encijan

Encijan (lincura, sr¢anik, zuta siriStara, lat. Gentiana lutea) je trajna biljka iz porodice
siriStara s jakom, glatkom i Supljom stabljikom na koju se nastavljaju sjedeci, Siroki, a prema
vrhu duguljasti listovi. Ima zuti, pravilan cvijet s gustim skupinama (slika 6), kao i plod u obliku
viSesjemenog tobolca. Razgranati, Siroki korijen nalazi se duboko u zemlji 1 za njega se misli
da moze dozivjeti i 60 godina [5,21,25]. Prvi podaci o uporabi datiraju jos$ iz 2. stolje¢a prije
Krista kada je ilirski kralj Gencije preporucivao encijan kao lijek protiv kuge pa je rod siriStara
i dobio naziv po njemu (lat. Gentianaceae). Primjenjivao se i u srednjem vijeku za prsna
oboljenja i vrucice, a stanovnistvo na podruc¢ju Alpi koristilo ga je kao vrhunski lijek za

zelucane i crijevne tegobe [26].
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Slika 6. Encijan

Izvor: http://www.efamilia.ro/sanatate-din-natura/gentiana-galbena-gentiana-iutea-familia-
gentianaceae.html.

1. 3. 1. 2. 1. Sastav i aktivne tvari

Encijan sadrzi gorke glikozide: amarogentin koji je najgor¢i do sad poznati prirodni
spoj, amarosverin, genciopikrin, gencin, genciamarin; fenolne spojeve (mangiferin, genticein,
genticin, izogenticin, trimetoksiksanton), gume, trjeslovine, Secere, pektin, sluzi te mineralne
soli. Glavni sastojci korijena su Seceri od kojih je najpoznatiji gencianoza, vrlo gorkog okusa

[21,26,27].

1. 3. 1. 2. 2. Utjecaj na zdravlje

Encijan se smije primjenjivati samo prije jela, a prekomjerna doza izaziva povracanje.
Koristi se za funkcionalne poremecaje Zzeludca (poticanje rada i peristaltike, lu¢enja Zelucanog
soka; protiv Zgaravice, muc¢nine, gréeva itd.), pripomaze protiv anemije, groznica i malarije,
povecava apetit, kao i proizvodnju eritrocita te leukocita. Preporucuje se kod razli¢itih

poremecaja jetre (za zuticu, ,,masnu“ jetru i opcenito insuficijenciju), zuci (protiv slabe
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funkcionalne sposobnosti i za jace lu€enje) te sr¢anih (za slabost i aritmiju) i crijevnih bolesti

(protiv ameba, parazita i ostalih nametnika, proljeva, gréeva, razli¢itih infekcija itd.) [21,25].

Genciopikrin, gorki glikozid encijana, pokazao je jaku inhibitornu sposobnost nad
mijeloperoksidazom [28], enzimom koji stvara razli¢ite slobodne radikale oksidirajuci pri tome
proteine, lipide i antioksidacijske sastavnice LDL-a [29]. Fenolne skupine pokazuju
antioksidacijsku aktivnost, dok genciopikrin, mangiferin i izogenticin vr$e snaznu citotoksi¢nu

aktivnost nad HelLa stanicama karcinoma [30].

1. 3. 1. 3. Kopriva

Kopriva (velika kopriva, lat. Urtica dioica) je trajna biljka iz porodice kopriva s
uspravnom ¢etverobridnom stabljikom, metli¢astim, zelenosivim cvatom smjestenim u lisnim
pazuscima i srcolikim, nazubljenim lis¢em iz kojih izlazi tekucina koja peée i Zari kada se
vrhovi odlome na dodir. Takoder, cijeli nadzemni dio biljke je obrastao zarnim Zarnim dlakama
(slika 7). Korijen ima zuti, puzavi i razgranati podanak, a plod je mala crna sjemenka [4,25].
Koprivu su primjenjivali jo§ u 1. stoljecu, za vrijeme Rimskog Carstva, buduci da ju je grcki
lijecnik Dioskorid smatrao lijekom protiv opée slabosti, kaslja, krvarenja, rana, Cireva i

probavnih tegoba [3].

1. 3. 1. 3. 1. Sastav i aktivne tvari

Kopriva je bogata vitaminima C, A i K te B2 i B5, fitosterolima (f5-sitosterol),
flavonoidima (kvercetin, izokvercitrin, astragalin, rutin, kamferol, izorhamnetin), fenolnim

kiselinama (kavenoil-malatna, klorogenska, ferulinska kiselina), organskim kiselinama
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(limunska, mravlja, kininska, oksalna itd.), dusi¢nim tvarima (histamin, acetilkolin, kolin,
betain, serotonin), alkaloidima, trjeslovinama i raznim drugim sastojcima [4,5,31]. U listovima
se nalaze karotenoidi, ksantofili, klorofil, tanin, kumarin skopoletin te mineralne tvari poput
zeljeza, kalcija, magnezija, Kkalija, fosfora, sumpora i silicija, a korijen sadrzi brojne
aminokiseline, polisaharide 1 Secere u obliku rezervnih tvari, fenilpropane, skopoletin, rijetki

lignan neo-olivil i drugo [3,5,21].

Slika 7. Kopriva
Izvor: http://biljke-kao-lijek.blogspot.hr/2013/03/kopriva-urtica-dioica-fam-urticaceae.html.

1. 3. 1. 3. 2. Utjecaj na zdravlje

List koprive primjenjuje se za ¢iS¢enje krvi 1 organizma od toksina, a zbog velikog
izvora kalija ima diuretsko djelovanje. Isto tako, koristi se protiv ekcema, urinarnih i reumatskih
tegoba te nastanka bubreznih kamenaca. Korijen se upotrebljava za rast kose, protiv opadanja i
peruti te kod problema s pove¢anom prostatom, buduci da njegovi sastojci polisaharidi i lektini
imaju utjecaj na mehanizam diferencijacije stanica, kao i na metabolizam hormona testosterona
[3,4,21,23]. Dimer kavene i jabu¢ne kiseline (kavenoil-malat) je po strukturi sli¢an salicilnoj
kiselini pa se vjeruje da djeluje kod upalnih procesa organizma [3].
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Istrazivanja su pokazala kako se ekstrakt koprive, zbog njegovog antioksidacijskog
djelovanja, moze primijeniti i u kozmetic¢koj industriji, budu¢i da flavonoid kvercetin i drugi
polifenolni sastojci inhibiraju enzime kolagenazu i elastazu te tako potencijalno djeluju protiv
starenja [32]. Takoder, vitamin C, flavonoidi (izokvercitrin, astragalin, rutin itd.), fenolne
kiseline (kavenoil-malatna, klorogenska, ferulinska Kkiselina), karotenoidi i tanin imaju

antioksidacijski u¢inak [31].

1. 3. 1. 4. Maslacak

Maslacak (divlji radi¢, regrat, zutinika, lat. Taraxacum officinale) je trajna biljka iz
porodice glavocika s vretenastim, mesnatim, dubokim korijenom i dugim, pilastim lis¢em koje
tvori rozetu. Cjevasta stabljika nosi glavicu Zutog cvata, a nakon §to latice cvijeca otpadnu,
ostaje zra¢na kugla formirana od sjemenki koje raznosi vjetar (slika 8). Cijela nadzemna biljka
pa i korijen, puni su gorkog mlije¢nog soka. Nekada su Arapi i Grci primjenjivali maslacak za

o¢ne bolesti, a Fridrih Veliki koristio ga je za lije¢enje bubrega [5, 9].

Slika 8. Masladak

Izvor: http://www.fungoceva.it/erbe_ceb/tarassaco.htm.
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1.3.1. 4. 1. Sastav i aktivne tvari

Korijen maslacka sadrzi taraksakozid (derivat hidroksi-fenil-octene kiseline), triterpene
(taraksol, taraksasterol, g-amirin itd.), sterole (5-sitosterol, stigmasterol) i vrlo gorke spojeve —
seskviterpenske laktone. Zanimljivo je da u proljece sadrzi 2%, a u jesen ¢ak 40% inulina [3].
Glavni sastojci lis¢a su vitamin C, karoten, bjelancevine, ugljikohidrati i masne kiseline.
Cvjetovi imaju Zuto obojene karotenoide, a opcenito zeleni dio i korijen sadrze vise razlicitih
vrsta flavonoidnih glikozida, kao i kavenu, klorogensku i hidroksi-fenil-octenu kiselinu.
Mlije¢ni sok takoder sadrzi flavonoide, triterpene i inulin. [3,4,5,33]. Maslacak je bogat
kalijem, zeljezom, fosforom i magnezijem, nekim drugim mineralima te ostalim aktivnim

tvarima [25].

1. 3. 1. 4. 2. Utjecaj na zdravlje

Pripravci maslacka stimuliraju rad jetrenih, Zelucanih, crijevnih 1 Zuénih Zlijezda te
zlijezda slinovnica i gusterace. Koriste se za poviSene trigliceride i kolesterol, reumu pa i Zu¢ni
kamenac. Biljni napitci proc¢is¢avaju krv, poti¢u organe na izlucivanje, ubrzavaju metabolizam,
a Cak djeluju i na tumore zbog ucinka polisaharida. Zeleni dio biljke ima snazan diuretski
ucinak, dok gorke tvari stimuliraju bronhijalne zlijezde i olakSavaju iskasljavanje [3,4]. Korijen

moze potaknuti usporeni probavni sustav te se primjenjuje za jetrene i zu¢ne tegobe [23].

Maslacak ima snaznu antioksidacijsku aktivnost, a to se zasigurno moze pripisati
flavonoidnim glikozidima, klorogenskoj i kavenoj kiselini, vitaminu C, ali i prisutnim
karotenoidima. Odredeno istrazivanje pokazalo je kako korijen maslacka, zbog derivata
klorogenske kiseline, ima jacu antioksidacijsku aktivnost i od sintetickog antioksidansa

(Trolox) [34].
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1.3.1.5. Pelin

Pelin (akSenac, gorc¢ika, osenac, lat. Artemisia absinthium) je trajna, aromati¢na biljka
iz porodice glavocika u obliku polugrma s drvenastom, razgranatom stabljikom i urezanim
listovima. Cvatove u obliku grozda tvore sitni Zzuti cvjeti¢i, a cijela biljka je prekrivena
srebrnozelenim dlac¢icama (slika 9) [4,5,23]. U svojim drevnim tekstovima, gréki lije¢nik
Dioskorid, pisao je 0 njegovoj sposobnosti istjerivanja glista, a Kinezi ga i danas upotrebljavaju

za zaustavljanje krvarenja iz nosa [35].

Slika 9. Pelin

Izvor: https://plants.ces.ncsu.edu/plants/all/artemisia-absinthium/.

1.3.1.5. 1. Sastav i aktivne tvari

Pelin sadrzi etericno ulje u kojem se nalaze terpeni, tujol i otrovni tujon; gorke
seskviterpenske laktone (absintin i anabsintin), jantarnu i jabu¢nu kiselinu, tanin, trjeslovine,
smole, a od mineralnih tvari kalij i Zeljezo. Takoder se u njemu nalaze razni flavonoidi
(artemizitin, katehin), flavonoidni glikozidi (glikozidi kvercetina i kemferola) te fenolne

kiseline (kavena i galna) [3,4,5,21,36].
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1. 3. 1. 5. 2. Utjecaj na zdravlje

Aktivne tvari pelina djeluju na probavni sustav tako Sto poboljSavaju rad zuci,
prokrvljenost glatkih miSic¢a trbusnih organa te pripomazu kod bolesnih stanja zeludca, jetre i
slezene. Vjeruje se da pripravci stimuliraju izlu¢ivanje hormonalnih zlijezda, narocito
nadbubrezne Zlijezde te se primjenjuju kod dijabetesa, reume, kao i za potrebe boljeg rada
bubrega. Isto tako, koriste se za povecanje apetita, protiv anemije, tegoba centralnog zivéanog
sustava i nesanice. Zanimljivo je da pelin u manjim koli¢inama povisuje krvni tlak, a u ve¢im

ga snizava [3,37].

Dokazano je da prisutno eteriéno ulje djeluje antibakterijski [38], a zahvaljujuci
flavonoidima, flavonoidnim glikozidima i fenolnim kiselinama, pelin ima vrlo snaznu
antioksidacijsku aktivnost te posljedi¢no, zastitni u¢inak DNA od oksidacijskog oStecenja

izazvanog vodikovim peroksidom [36,39].

1. 3. 1. 6. Sikavica

Sikavica (badelj, osljebad, bijeli stricak, lat. Silybum marianum) je jednogodisnja ili
dvogodisnja biljka iz porodice glavocika s razgranatom stabljikom i vretenastim korijenom.
Ima ostro, bodljikavo lisée koje je prosarano bijelim Zilama, kao i velike, ljubicaste, rjede bijele
cvatove koji su okruzeni nazubljenim, ovojnim listi¢cima (slika 10). Vjetar lako raznosi plod
kojega ¢ini crnosmeda sjemenka [4]. Postoje zapisi kako se, ve¢ u doba Isusova rodenja, korijen

sikavice koristio za poticanje povracanja, a plodovi od 16. i 17. stoljeca za tegobe s jetrom [3].

21



Slika 10. Sikavica

Izvor: https://unkraeuter.info/silybum-marianum-mariendistel/.

1.3.1.6. 1. Sastav i aktivne tvari

U plodovima sikavice nalazi se silimarin, odnosno mjeSavina flavonolignana koja se
sastoji od silibina A, silibina B, izo-silibina A, izo-silibina B, silidianina, silikristina, ali i
odredenih flavonoida — taksifolina, kvercetina, kvercetola i kamferola. Takoder, sadrze
bjelancevine, ulje s visokim udjelom palmitinske, oleinske i linolne Kiseline, sterole
(p-sitosterol, kampesterol, stigmasterol) te tokoferol. Zeleni dio je bogat flavonoidima,
flavonoidnim glikozidima, klorogenskom i kavenom kiselinom, fumarnom kiselinom te

poliacetilenima [3,4,40,41].

1. 3. 1. 6. 2. Utjecaj na zdravlje

Silimarin sikavice djeluje na hepatocite tako Sto moze sprijeciti prodiranje toksina,
buduci da ima utjecaj na vanjsku gradu membrane, poboljsati u¢inak enzima polimeraze, kao i
sinteze proteina na ribosomima. Stimulira rad enzima na razgradnju S$tetnih tvari, potice

obnavljanje oStecenih jetrenih stanica kod ,,masne* jetre, ciroze jetre, ali i trovanja odredenim
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lijekovima (npr. fenotiazinima). Zeleni dijelovi se primjenjuju protiv zutice, Zu¢nih kolika i

raznih bolesnih stanja jetre.

Istrazivanja su pokazala kako flavonolignani i flavonoidi silimarina znacajno utjecu na
slobodne radikale i smanjuju peroksidaciju membranskih lipida [3,40] i dokazano je da se
oparak (infuz) sikavice pokazao boljim izvorom bioloski aktivnih tvari od metanolnog ekstrakta
za te potrebe [42]. Flavonolignani ispitivani in vitro djeluju protiv reaktivnih kisikovih oblika
uzrokovanih UV zrakama [43], a silibin ¢ak moze zastiti plazmidnu DNA tijekom rendetskog
zraCenja [44]. Razlicite sorte sikavice sadrze razli¢itu koli¢inu i vrstu polifenolnih komponenti
pa samim time i razli¢ite antioksidacijske aktivnosti te utjecaj na oksidacijski stres organizma

[41]. Spomenuto uvelike otvara prostor daljnjim istrazivanjima i studijama.

1.3.1. 7. Stolisnik

Stolisnik (hajducka trava, bozje drvce, kumica, lat. Achillea millefolium) je trajna,
aromati¢na biljka iz porodice glavocika s Cvrstom, punom stabljikom te naizmjeni¢no
poredanim dvostruko i trostruko urezanim listovima. Bijeli ili ruzicastocrveni cvjetiéi tvore
ravan, velik i gust cvat (slika 11), a razgranati podanak je povrSinski horizontalan [35,45].
Smatra se da je stolisnik ime ,,Achillea® dobio po grckom junaku Ahileju koji je, prema
Homerovoj llijadi, njime zaustavljao krvarenja svojih vojnika u Trojanskom ratu [35]. Gr¢ki
lije¢nik Dioskorid opisao je njegovu vrlo ljekovitu sposobnost, naroCito kod zacjeljenja i
krvarenja rana. Pisci srednjeg vijeka su preuzeli to znanje i preporucivali ga za unutarnje i

vanjske povrede [3].
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Slika 11. Stolisnik

Izvor: http://www.youcanlearnseries.com/Landscape/Plants/Yarrow.aspxX.

1.3.1.7. 1. Sastav i aktivne tvari

Stolisnik sadrzi etericna ulja u kojima se nalaze monoterpeni i seskviterpeni, razne
flavonoide (apigenin, kvercetin, luteolin, patuletin, rutin), flavonoidne glikozide (glikozide
apigenina, hiperozida, izokvercitrina, kvercitrina, luteolina i rutina) i fenolne Kkiseline
(klorogenska, kavena, p-kumarinska, valerijanska), alkaloide, kumarine, trjeslovene, sterole,
dusi¢ne tvari, brojne aminokiseline, vitamine (vitamin C, K, folna kiselina), karoten, tanin,
salicilnu, mravlju, i octenu kiselinu te masne kiseline. Takoder, sadrzi Zeljezo, natrij, kalij,
fosfor, sumpor, mineralne soli, ali i odredene glikoproteine kojima je, za sad, poznata funkcija,

ali ne i kemijska struktura [3,4,5,21,45,46,47].

1. 3.1.7. 2. Utjecaj na zdravlje

Eteri¢na ulja imaju umirujuce djelovanje i olakSavaju iskasljavanje, dok vodene otopine

hlapljivih komponenti eteri¢nih ulja poticu bolji rad Zu¢i te imaju diuretski i protuupalni ucinak.
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Dusic¢ne tvari snizavaju tjelesnu temperaturu, ali i visok krvni tlak, a flavonoidi i flavonoidni
glikozidi imaju spazmoliti¢ko djelovanje. Produkt doticaja gorkih tvari i sluznice su gastrini
koji povecavaju apetit, a gorke tvari takoder stimuliraju izlu¢ivanje pepsina i solne Kiseline pa
posljedi¢no 1 zeluCanog soka te sline. Stolisnik se primjenjuje za dispepsiju, kao 1 gréeve
potaknute crijevnim, Zelu¢anim i menstrualnim tegobama. Isto tako, koristi se protiv unutarnjih
i vanjskih krvarenja, reumatskih tegoba te bolesnih stanja gornjih di$nih puteva, bubrega, jetre

i mjehura [3,4,45].

Ukupan polifenolni sadrzaj stolisnika ima znacajnu antioksidacijsku i antibakterijsku
aktivnost [46,47,48], a odredena istrazivanja su pokazala kako i eteri¢na ulja doprinose
radikalnom antimikrobnom i antioksidacijskom u¢inku, budué¢i da zbog svog sastava imaju
vecu aktivnost uklanjanja slobodnih radikala i od sintetickog antioksidansa (Trolox) te znacajno
inhibiraju proizvodnju dusikovog oksida u makrofazima, aktiviranima lipopolisaharidom in
vitro [48,49]. Takoder, dokazano je kako flavonoidi i ostali fenolni spojevi vodenog ekstrakta
stolisnika imaju antimutageni potencijal te da mogu statisti¢ki sniziti postotak kromosomske
promjene uzrokovane kemoterapijskim sredstvom in vivo na Stakorima, budué¢i da nemaju
citotoksi¢ni uc€inak 1 jer su pokazali antimutageno 1 zastitno djelovanje na stanice koStane srzi

[50].

1.3.1.8. Trava iva

Trava iva (gorski dubcac, mali dubcac, lat. Teucrium montanum) je visegodisnja,
aromati¢na, sitna biljka iz porodice usnatica sa srebrnozelenim lis¢em i bijelozutim cvijecem.
Raste u obliku okruglog, gustog grma polegnutog na kamenito tlo (slika 12). Vrijednost i
cijenjenost ove biljke najbolje opisuje poznata narodna izreka: ,,Trava iva od mrtva pravi Ziva!*
[5,21,45].
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Slika 12. Trava iva

Izvor: http://botany.cz/en/teucrium-montanum/.

1. 3. 1. 8. 1. Sastav i aktivne tvari

Trava iva sadrzi eteri¢no ulje u kojem se nalaze seskviterpeni (a-kalakoren, s-selinen,
y-kurkumen, o-kadinen, z-kadinol itd.), gorke tvari, trjeslovine, saponine, kolin, tanin, selen,
flavonoide (apigenin, cirsiliol, cirsimaritin, luteolin), flavonoidne glikozide (glikozid luteolina),

kao i fenolne kiseline [5,21,45,51,52,53,54].

1. 3. 1. 8. 2. Utjecaj na zdravlje

Ljekovito djelovanje i puni sastav trave ive nisu jo$ u potpunosti znanstveno istrazeno,
ali se odredeni u¢inak zna pa se pripravci primjenjuju za, Zeluéane, jetrene, crijevne, probavne
i menstrualne tegobe, bolesna stanja zu¢i, diSnog sustava te usta i grla. Isto tako, koriste se za
lijecenje raznih infekcija, afti, gljivica, gihta, ali i no¢nog znojenja uzrokovanog tuberkulozom

[5,21,45].
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Trava iva ima znaCajnu antioksidacijsku aktivnost zbog sadrzaja flavonoida,
flavonoidnih glikozida, fenolnih kiselina te najvjerojatnije prisutnosti selena [54,55], a zbog
sadrzaja eteriénog ulja i antibakterijski i antifungalni udinak [51,52]. Stovise, pokazala je jako
citotoksi¢no djelovanje na ciljne stanice K562 humane kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije i HelLa
adenokarcinoma cerviksa pa se moze smatrati obecavaju¢im izvorom ucinkovitih i

jedinstvenih, bioloski aktivnih tvari za odredene terapijske svrhe [56].
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovoga istrazivanja je utvrditi i usporediti antioksidacijsku aktivnost ekstrakata
odabranih vrsta ljekovitog bilja; utvrditi razlike medu ispitivanim ekstraktima korijenja ¢icka,
encijana, koprive i maslacka te liS¢a koprive, pelina, sikavice, stolisnika i trave ive. Takoder,
cilj je ispitati razlicitost u antioksidacijskom djelovanju korijena i lista iste biljke — koprive, kao
I utjecaja velicine Cestica, odnosno razlike usitnjenog i neusitnjenog korijena i lista koprive.
Koristena je metoda redukcije 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikala spektroskopskim
mjerenjem elektronske spinske rezonancije (ESR). Za odredene biljke nema objavljenih
istrazivanja o koristenju ESR metode ili kombinacije DPPH i ESR metode odredivanja
antioksidacijske aktivnosti pa je cilj usporediti dobivene rezultate s objavljenim rezultatima

ostalih dosada$njih provedenih istrazivanja.
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3. MATERIJALI | METODE

3. 1. Materijali

3

Ispitivano ljekovito bilje je kupljeno u ,,bio&bio* trgovini i biljnoj ljekarni ,,Galena‘
(Rijeka, Hrvatska) te ubrano 2016. godine na podru¢ju Visoke Hercegovine (Bosna i
Hercegovina). KoriSteni dijelovi i opis odabranog ljekovitog bilja opisano je u tablici 6.
Priredena koncentracija 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikala, proizvodaca ,,Sigma‘ (St.
Louis. MO, SAD), otopljenog u etanolu (96%, v/v), proizvodaca Kemika (Zagreb, Hrvatska),

iznosila je ¢ = 0,15 mmol/L.

Tablica 6. Oznake i podrijetla ljekovitog bilja koriStenog u ovom istrazivanju.

Kupljeno/ Proizvodac/ Zemlja
Bilika | Diobiljke | Oznaka - podrudje )
ubrano . podrijetla
branja
icak korijen CK kupljeno! AG(T:)SJAR Kina
" . Visoka Bosna i
encijan korijen EK ubrano Hercegovina | Hercegovina
kopriva korijen KK, KK* kupljeno! AG(T:)SJAR Bugarska
maslacak korijen MK kupljeno! AGELSJAR Kina
kopriva list KL, KL* kupljeno! AGE:)SJAR Srbija
pelin list PL kupljeno? - Hrvatska
sikavica list SIL kupljeno? - Hrvatska
stolisnik list STL ubrano V'SOka. Bosna !
Hercegovina Hercegovina
trava iva list IL ubrano V'SOka. Bosna !
Hercegovina Hercegovina

KK* — neusitnjeni korijen koprive; KL* — neusitnjeni list koprive.

Broj (*) oznagava biljku kupljenu u ,,pio&bio* trgovini, a (%) u biljnoj ljekarni ,,Galena“.




3. 2. Metode

3. 2. 1. PRIPREMA UZORAKA

3. 2. 1. 1. Priprema ljekovitog bilja za ekstrakciju

Ljekovito bilje je usitnjeno u mlincu za kavu UM-100, proizvodaca ,,Elta* (Rodermark,
Njemacka). Povrsina mlinca za kavu je temeljito obrisana celuloznom vatom izmedu svakog
usitnjavanja pojedine biljke. Nakon tog postupka, svi uzorci su prosijani kroz isto sito kako bi

Cestice bile iste veli¢ine (slika 13).

Slika 13. Prosijano ljekovito bilje: a) korijenje; b) lisce.

3. 2. 1. 2. Ekstrakcija ljekovitog bilja

Ekstrakcija ljekovitog bilja je provedena na najc¢esc¢i nacin tradicionalne priprave biljnog
napitka — ,,éaja“. U 250 mL kipuée prirodne izvorske vode ,,Jana“ dodano je 1,50 g usitnjene
biljke, promijeSano Zli¢icom i kuhano 1 minutu. Na isti nacin pripremljeni su uzorci
neusitnjenog korijena i lista koprive. Biljni napitci ostavljeni su 10 minuta poklopljeni u lon¢i¢u
u kojem su i kuhani (slika 14). Volumen od 250 mL je ekvivalentan volumenu Salice za ¢aj, a

masa od 1,50 g je prosje¢na masa biljne suhe tvari u filtar-vre¢icama.
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Slika 14. Poklopljeni lon¢i¢ s biljnim napitkom.

Pripremljeni uzorci su filtrirani kroz filtar-papir kako bi se odstranili nezeljeni Cesti¢ni
zaostaci te ostavljeni hladiti pri sobnoj temperaturi u ¢asama pokrivenima aluminijskom folijom
kako ne bi doslo do oksidacije (slika 15). Biljni napitci preliveni su u ¢asice s ¢epom (slika 16)

i pohranjeni u hladnjaku na +4 °C do trenutka mjerenja.

Slika 16. Uzorci u ¢aSicama s ¢epom.
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3.2.2. METODA REDUKCIJE DPPH RADIKALA

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) je slobodni radikal ¢ija je molekulska formula
C18H12Ns0g, a ime prema IUPAC-ovoj nomenklaturi di(fenil)-(2,4,6-trinitrofenil)iminoazan..
Radikal je stabilan temeljem delokalizacije nesparenog eclektrona, buduc¢i da molekula ne
dimerizira. Sparivanjem atoma vodika antioksidansa i nesparenog elektrona dusikovog atoma
DPPH radikala nastaje redukcija istog, ali se u toj i svakoj narednoj reakciji oslobodi novi

slobodni radikal R (slika 17), sve do trenutka zavrSnog dijela neutralizacije i nastanka

neradikalnog produkta [57].
Al (A,

5 + RH—m i +

Antioxidant

OZN N02 OzN NOZ

R’

ON NGO,

(DPPH) ( Oxidized form) (DPPH) ( Reduced form)

Slika 17. Redukcija DPPH radikala i njegov oksidirani i reducirani oblik strukture.

Izvor: http://www.assignmentpoint.com/science/biology/physical-chemical-constituents-
zingiber.html.

3. 2. 3. ELEKTRONSKA SPINSKA REZONANCIJA (ESR)

Elektronska spinska rezonancija (engl. Electron Spin Resonance, ESR), takoder poznata
i kao elektronska paramagnetska rezonancija (engl. Electron Paramagnetic Resonance, EPR),
je spektroskopska metoda koja se temelji na detekciji apsorpcije mikrovalnog zracenja

odredene frekvencije koja je potaknuta elektromagnetskim poljem molekula kao $to su slobodni
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radikali i ioni prijelaznih metala, spojevi koji imaju nesparene elektrone. Kad se na uzorak
primijeni vanjsko magnetsko polje, paramagnetski nespareni elektroni mogu se orijentirati

paralelno ili antiparalelno u odnosu na smjer magnetskog polja, buduci da je spin elektrona,
koji iznosi + % uzrokovan njegovim spinskim magnetskim momentom. Na taj nacin Stvaraju se

dvije razli¢ite razine energije nesparenih elektrona, a pri apsorpciji mikrovalne energije nastaje
prijelaz iz nize razine energije u visu. ESR, stoga detektira apsorpciju mikrovalne energije koja
se javlja pri energijskom prijelazu nesparenih elektrona u primijenjenom magnetskom polju.
Amplituda ESR signala je proporcionalna broju nesparenih elektrona prisutnih u uzorku $to

omogucuje kvantifikaciju slobodnih radikala [58].

Mjerenje antioksidacijske aktivnosti ekstrakata odabranih vrsta ljekovitog bilja
provedeno je u Laboratoriju za magnetske rezonancije Zavoda za fizicku kemiju na Institutu
,,Ruder Boskovi¢“ u Zagrebu pomocu ESR spektrometra E-109, proizvodaca ,,Varian, Inc.“
(Palo Alto. KA, SAD), koji je dodatno opremljen mikrovalnim mostom ER 041 XG,
proizvodaca ,,.Bruker* (Karlsruhe, Njemacka). Neki dijelovi instrumenta prikazani su na slici

18.

Slika 18. a) magnetsko polje s rezonantnom Supljinom; b) kontrolni uredaj mikrovalnog polja.
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3.2.3.

b)

1. Priprema uzoraka za mjerenje na ESR spektrometru

priredena je otopina DPPH radikala u etanolu (96%, v/v), koncentracije
¢ = 0,15 mmol/L;
snimljen je spektar otopine DPPH radikala u koju je dodano 10% vode ,,JJana“ —

slijepa proba.

prireden je uzorak u kojem je otopini DPPH radikala dodano 10% ekstrakta biljke;
zabiljezeno je pocetno vrijeme od dodatka ekstrakta otopini radikala (t = 0);

uzorak je promijesan i dio je prebacen u kapilaru koja je s donje strane zacepljena
glinom te potom ubacena u EPR cjevéicu promjera 4 mm, a cjevéica stavljena u

rezonantnu Supljinu.

3. Postupci 1b i 2 ponovljeni su za svako slijedece pojedino snimanje uzorka.

3. 2. 3. 2. Mjerenje na ESR spektrometru

Snimanje ESR spektara izvedeno je pri centralnom polju od 331 mT (3310 G), frekvenciji

od 9,28 GHz, magnetskom posmaku od 10 mT (100 G), snazi mikrovalnog polja od 10 mW,

amplitudi modulacije 0,1 mT (1 G), pojacanju 1250 i vremenu posmaka magnetskog polja od

20 s. Kapilara u ESR cjev¢ici koristena je kako bi se izbjegla rezonancija zbog dipolnih

momenata vode i etanola.

ESR spektrometar spektre prikazuje u obliku prve derivacije ovisnosti apsorpcije

mikrovalnog zraenja o promjeni magnetskog polja, a buduci da su tek dvostruko integrirane

vrijednosti proporcionalne broju DPPH radikala, iste su izracunane i obradene pomoc¢u ,,EW

(EPRWare) Scientific Software Service* programa.
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Od pocetnog trenutka (t = 0), u kojem je otopini DPPH radikala dodano 10% ekstrakta
biljke, mjeri se i prati intenzitet ESR signala, a u ovom slucaju pad intenziteta zbog pada broja
DPPH radikala. Svi uzorci normirani su prema pocetnoj vrijednosti dvostrukog integrala slijepe
probe (otopine DPPH radikala u koju je dodano 10% vode ,,Jana®). Prije svakog pojedinog
mjerenja ponovno je snimljen spektar slijepe probe. Spektar reakcijske otopine uzorka sniman
je tijekom 30 minuta: svakih 30 sekundi tijekom prvih 5 minuta, svake minute izmedu 5. i 10.
minute, svake 2 minute izmedu 10. 1 20. minute te svakih 5 minuta izmedu 20. i 30. minute. Za
akumuliranje 1 racunsku obradu spektra koristen je EW (EPRWare) Scientific Software Service

program.

Prije samih mjerenja, snimani su pripremni spektri moguceg najslabijeg i najjaéeg uzorka s
obzirom na antioksidacijsku aktivnost kako bi se utvrdila optimalna koncentracija ekstrakta
pojedine biljke. Potrebno je odrediti navedeni parametar kako bi se postigli isti uvjeti mjerenja

pojedinih uzoraka, kao i moguénost ekvivalentne usporedbe.

Rezultati su prikazani pomoc¢u grafova izradenih u ,,MS Office Excel” programu, a koristene

oznake u tablici 6.
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4. REZULTATI

Antioksidacijska aktivnost pojedinog ekstrakta ljekovite biljke, odnosno sposobnost
deaktivacije DPPH radikala, prikazana je u obliku relativnog intenziteta (I); omjera intenziteta
DPPH otopine nakon dodatka ekstrakta biljke u odredenom vremenu t (It) i intenziteta slijepe

probe (lo). Prema tome, relativni intenzitet | izracunan je prema izrazu:

|:;—t-100%

0

gdje je It intenzitet dobiven dvostrukim integriranjem prve derivacije apsorpcijskog spektra
DPPH otopine nakon dodatka ekstrakta biljke, a lo intenzitet dobiven dvostrukim integriranjem
prve derivacije apsorpcijskog spektra slijepe probe. Dobivene vrijednosti izrazene su u

postocima.

36



4. 1. Antioksidacijska aktivnost ekstrakata odabranih vrsta ljekovitog bilja

Slika 19 graficki prikazuje pad intenziteta ESR signala reakcijskih otopina pojedinih
uzoraka ekstrakata ljekovitog bilja, odnosno pad broja DPPH radikala, snimanih tijekom 30
minuta. Nakon 30 minuta, uzorak korijena ¢icka pokazuje pad intenziteta pocetnog signala (lo)
na 71,4%, korijena encijana 81,4%, korijena koprive 81,3%, korijena maslacka 81,7%, lista
koprive 74,6%, lista pelina 26,0%, lista sikavice 78,4%, lista stolisnika 37,5% te lista trave ive
na svega 4,9%. Jasno je kako najveéi gubitak intenziteta ESR signala, do samog ruba i ispod
granica detekcije, pokazuje uzorak lista trave ive, dok se najmanji pad signala ocCituje kod

uzorka korijena maslacka.
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Slika 19. Ovisnost relativnog intenziteta | o vremenu t za pojedine uzorke ekstrakata ljekovitog
bilja.
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Slika 20 graficki prikazuje razlike nakon prve, pete i tridesete minute u padu intenziteta
ESR signala uzorka trave ive koji pokazuje najjacu antioksidacijsku aktivnost i uzorka korijena
maslacka koji ima najslabiju antioksidacijsku aktivnost u ovome istrazivanju. Pocetni intenzitet
signala (lo) je dodatkom ekstrakta trave ive nakon prve minute pao na 6,7%, nakon pete na
6,3%, a u zadnjoj, tridesetoj minuti mjerenja na 4,9%. Ekstrakt korijena maslacka je nakon prve
minute smanjio pocetni signal na slabih 85,4%, nakon pete na 84,2%, a nakon 30 minuta signal

se smanjio za samo 18,3%.
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Slika 20. Relativni intenziteti ESR signala DPPH nakon dodatka ekstrakata lista trave ive (IL)
i korijena maslacka (MK) u trenutku t; = 1 min, ts =5 min i tso = 30 min.

4. 2. Antioksidacijska aktivnost ekstrakata korijenja ljekovitog bilja

Slika 21 graficki prikazuje razliku pada intenziteta ESR signala medu ispitivanim
uzorcima korijenja ljekovitog bilja, snimanih tijekom 30 minuta. Ve¢ spomenuti ekstrakt

korijena maslacka je najslabije deaktivirao DPPH radikal, dok je ekstrakt korijena ¢icka
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pokazao najvecu antioksidacijsku mo¢ u smanjenju pocetnog intenziteta signala. Prema tome,
pocevsi od najjaceg, poredak ekstrakata korijenja u odnosu na antioksidacijsku aktivnost glasi:

CK, KK, EK, MK.

Na slici 22 se takoder jasno mogu vidjeti razlike u padu intenziteta ESR signala uzoraka
korijenja nakon prve i tridesete minute. Pocetni intenzitet signala (lo) je dodatkom ekstrakta
korijena Cicka nakon prve minute pao na 82,0%, a u zadnjoj, tridesetoj minuti mjerenja na
71,4%. Takoder, ekstrakt korijena encijana je pocetni signal smanjio na 89,0% nakon prve
minute, a nakon tridesete na 81,4%. Ekstrakt korijena koprive smanjio je pocetni signal za
11,8% nakon prve minute, dok je nakon 30 minuta relativni intenzitet signala iznosio 81, 3 %
vrijednosti pocetnog signala lo. Dodatkom ekstrakta korijena maslacka, nakon prve minute

izmjeren je intenzitet signala od 85, 4%, a 81,7% na kraju mjerenja, u tridesetoj minuti.
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Slika 21. Ovisnost relativnog intenziteta | o vremenu t za pojedine uzorke korijenja ljekovitog
bilja.
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Slika 22. Relativni intenziteti ESR signala DPPH nakon dodatka ekstrakata korijenja ¢icka
(CK), encijana (EK), koprive (KK) i maslacka (MK) u trenutku t; = 1 min i tzp = 30 min.

4. 3. Antioksidacijska aktivnost ekstrakata li§¢a ljekovitog bilja

Slika 23 graficki prikazuje razliku pada intenziteta ESR signala medu ispitivanim
uzorcima lis¢a ljekovitog bilja, snimanih tijekom 30 minuta. Ve¢ spomenuti ekstrakt lista trave
ive je deaktivirao najveci broj DPPH radikal, dok je ekstrakt lista sikavice pokazao najmanju
antioksidacijsku mo¢ u smanjenju pocetnog intenziteta signala. Prema tome, pocevsi od
najjaceg, poredak ekstrakata lis¢a u odnosu na antioksidacijsku aktivnost glasi: IL, PL, STL,

KL, SIL.

Na slici 24 se takoder mogu jasno vidjeti razlike u padu intenziteta ESR signala uzoraka
lis¢a nakon prve i tridesete minute. Pocetni intenzitet signala (lo) je dodatkom ekstrakta lista
koprive nakon prve minute pao na 86,9%, a u zadnjoj, tridesetoj minuti mjerenja na 74,6%.
Takoder, ekstrakt lista pelina je pocetni signal smanjio na 59,8% nakon prve minute, a nakon
tridesete na izuzetih 26,0%. Ekstrakt lista sikavice smanjio je pocetni signal za izuzetno slabih

10,1% nakon prve minute, dok je nakon 30 minuta relativni intenzitet signala iznosio 78,4%
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vrijednosti pocetnog signala lo. Isto tako, pocetni intenzitet signala (lo) je dodatkom ekstrakta

lista stolisnika nakon prve minute pao za odli¢nih 43,9%, a u zadnjoj, tridesetoj minuti mjerenja

signal je iznosio izvrsnih 37,5%. Dodatkom ekstrakta lista trave ive, izmjereni su najmanji

relativni intenziteti signala, nakon prve minute od 6,7%, a 4,9% na kraju mjerenja, u tridesetoj

minuti.
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Slika 23. Ovisnost relativnog intenziteta | o vremenu t za pojedine uzorke lis¢a ljekovitog bilja.
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Slika 24. Relativni intenziteti ESR signala DPPH nakon dodatka ekstrakata lis¢a koprive (KL),
pelina (PL), sikavice (SIL), stolisnika (STL) i trave ive (IL) u trenutku t1 = 1 min i t3p = 30 min.
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4. 4. Antioksidacijska aktivnost ekstrakata korijena i lista koprive

Slika 25 graficki prikazuje razliku pada intenziteta ESR signala medu ispitivanim
uzorcima korijena i lista iste biljke — koprive, mjerenih tijekom 30 minuta. Ekstrakt lista koprive
je deaktivirao veci broj DPPH radikala, dok je ekstrakt korijena koprive pokazao manju

antioksidacijsku mo¢ u smanjenju pocetnog intenziteta signala.

Na slici 26 je takoder jasno vidljiva razlika u padu intenziteta ESR signala uzoraka
korijena i lista koprive nakon prve, pete i tridesete minute. Pocetni intenzitet signala (lo) je
dodatkom ekstrakta lista koprive nakon prve minute pao na 86,9%, 82,3% nakon pete minute,
a u zadnjoj, tridesetoj minuti mjerenja na 74,6%. Ekstrakt korijena koprive smanjio je pocetni
signal za slabih 11,7% nakon prve minute, na 85,7% nakon pete minute, dok je nakon 30 minuta

relativni intenzitet signala iznosio 81,3% vrijednosti pocetnog signala lo.
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Slika 25. Ovisnost relativnog intenziteta | o vremenu t za uzorke lista i korijena koprive.
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Slika 26. Relativni intenziteti ESR signala DPPH nakon dodatka ekstrakata lista koprive (KL)
i korijena koprive (KK) u trenutku t; = 1 min, ts =5 min i tzp = 30 min.

4. 5. Antioksidacijska aktivnost ekstrakata usitnjenog i neusitnjenog korijena koprive

Slika 27 graficki prikazuje razliku pada intenziteta ESR signala medu ispitivanim
uzorcima usitnjenog i neusitnjenog korijena koprive, snimanih tijekom 30 minuta. Ekstrakt
usitnjenog korijena koprive je jace inhibirao broj DPPH radikala, dok je ekstrakt neusitnjenog
korijena koprive pokazao manju antioksidacijsku mo¢ u smanjenju pocetnog intenziteta signala,

kao i najmanju u odnosu na sva mjerenja pojedinih uzoraka.

Na slici 28 je takoder jasno vidljiva razlika u padu intenziteta ESR signala uzoraka
usitnjenog i neusitnjenog korijena koprive nakon prve, pete i tridesete minute. Pocetni intenzitet
signala (lo) je dodatkom ekstrakta usitnjenog korijena koprive nakon prve minute pao na 88,3%,
85,7% nakon pete minute, a u zadnjoj, tridesetoj minuti mjerenja na 81,3%. Ekstrakt

neusitnjenog korijena koprive smanjio je nakon prve minute pocetni signal za 1,1%, najslabiji
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rezultat u svim mjerenjima pojedinih uzoraka, na 97,3% nakon pete minute, dok je nakon 30

minuta relativni intenzitet signala iznosio 93,3% vrijednosti po¢etnog signala lo.
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Slika 27. Ovisnost relativnog intenziteta | o vremenu t za uzorke ekstrakata usitnjenog i
neusitnjenog korijena koprive.
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Slika 28. Relativni intenziteti ESR signala DPPH nakon dodatka ekstrakata usitnjenog (KK) i
neusitnjenog (KK*) korijena koprive u trenutku t; = 1 min, ts =5 min i tzo = 30 min.
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4. 6. Antioksidacijska aktivnost ekstrakata usitnjenog i neusitnjenog lista koprive

Slika 29 graficki prikazuje razliku pada intenziteta ESR signala medu ispitivanim
uzorcima usitnjenog i neusitnjenog lista koprive, snimanih tijekom 30 minuta. Ekstrakt
usitnjenog lista koprive je jace inhibirao broj DPPH radikala, dok je ekstrakt neusitnjenog lista

koprive pokazao manju antioksidacijsku mo¢ u smanjenju pocetnog intenziteta signala.
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Slika 29. Ovisnost relativnog intenziteta | o vremenu t za uzorke ekstrakata usitnjenog i
neusitnjenog lista koprive.

lako imaju jako sli¢ne rezultate, na slici 30 je takoder jasno vidljiva razlika u padu
intenziteta ESR signala uzoraka usitnjenog i neusitnjenog lista koprive nakon prve, pete i
tridesete minute, Pocetni intenzitet signala (lo) je dodatkom ekstrakta usitnjenog lista koprive
nakon prve minute pao na 86,9%, 82,3% nakon pete minute, a u zadnjoj, tridesetoj minuti
mjerenja na 74,6%. Ekstrakt neusitnjenog lista koprive smanjio je pocetni signal za 11,3%

nakon prve minute, na 82,3% nakon pete minute, dok je nakon 30 minuta relativni intenzitet

45



signala iznosio 74,6% vrijednosti poéetnog signala lo. Dodatkom oba ekstrakta, izmjereni su

sli¢ni intenziteti signala
koji se nakon sva tri trenutka mjerenja razlikuju za oko 2%.
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Slika 30. Relativni intenziteti ESR signala DPPH nakon dodatka ekstrakata usitnjenog (KL) i
neusitnjenog (KL¥*) lista koprive u trenutku t; = 1 min, ts =5 min i t3p = 30 min.

Prikazani rezultati u ovome istrazivanju jasno ukazuju na medusobne razlike
antioksidacijske aktivnosti svih pojedinih uzoraka i raspon od najjace deaktivacije broja DPPH
radikala koji je pokazao ekstrakt lista trave ive, dok je najmanji pad intenziteta pocetnog signala
(lo) zabiljezen kod ekstrakta neusitnjenog korijena koprive. Isto tako, vidljive su razlike medu
ispitivanim uzorcima korijenja, kao i lis¢a te da postoji razli¢itost antioksidacijskog djelovanja

korijena i lista iste biljke — koprive, ali i da veli¢ina Cestica utjece na isto.
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5. RASPRAVA

Ovim istrazivanjem, koriste¢i metodu redukcije DPPH radikala spektroskopskim
mjerenjem elektronske paramagnetske rezonancije, nastojalo se ispitati, utvrditi i usporediti
antioksidacijsku aktivnost ekstrakata odabranih vrsta ljekovitog bilja. Ispitan je antioksidacijski
ucinak najtradicionalnijeg oblika primjene ljekovitog bilja — biljnog napitka (,,¢aja*) s obzirom
na upotrijebljeni dio biljke, ali i utjecaj veliCine Cestica na isto. Takoder, poStovana je
tradicionalna priprava napitka, a za svaki uzorak tijekom ESR mjerenja ponovljen je potpuno
jednak nacin priredivanja otopine u koju je dodana optimalna koncentracija ekstrakta svake

pojedine biljke od 10% kako bi se postigla mogucnost lake i ekvivalentne usporedbe.

Postoje zapisi kako se ve¢ stotinama godina navedeno pojedino ljekovito bilje koristi za
prevenciju i lijecenje od raznih akutnih i kroni¢nih bolesti te da uistinu, konzumiranjem, dolazi
do ozdravljenja i poboljsanja opéeg stanja organizma. Isto tako, i danas ljudi diljem svijeta
koriste ljekovito bilje i njegove pripravke te se sve vise promovira uporaba pozitivnih, prirodnih
i ljekovitih svojstava istih. Prema tome, vrlo je vazno znanstveno utvrditi i dokazati utjecaj
jedinstvenih bioloskih aktivnih tvari ljekovitog bilja, ali i opéenito hrane, buduéi da ono §to
unosimo u organizam utjece na cjelokupno fizicko i psihicko zdravlje, a tako 1 na ljudski zivot.
Iz spomenutih razloga znanstveno-istrazivacka zajednica ustrajno radi na ispitivanju,
utvrdivanju i analiziranju sastava ljekovitog bilja da bi se pravilno i promisljeno primjenjivali,
ali i ocuvali darovi prirode. Temelj teme ovog istrazivanja je, upravo zbog svega navedenog,
antioksidacijska aktivnost ljekovitog bilja i usporedba dobivenih rezultata s drugim objavljenim

saznanjima.
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5. 1. Usporedba antioksidacijske aktivnosti ekstrakata odabranih vrsta ljekovitog bilja

Svi ispitivani uzorci imaju antioksidacijsku aktivnost, buduc¢i da ESR mjerenja svih
uzoraka pokazuju pad intenziteta pocetnog signala (lo), odnosno sposobnost ekstrakata u
deaktiviranju DPPH radikala. Na slikama 19 i 20 jasno je vidljivo kako u ovom istrazivanju
ekstrakt trave ive ima najjaca antioksidacijska svojstva jer njen uzorak pokazuje najveéi gubitak
intenziteta ESR signala, dovodec¢i ga zapravo u podrucje ispod granica detekcije. Najslabiji
antioksidacijski u¢inak ima korijen maslacka, buduci da je najmanje snizio vrijednost po¢etnog
signala lo. Slika 20 prikazuje intenzitete signala u trenucima nakon prve, pete i tridesete minute
tako da su vrlo jasne razlike najjace i najslabije antioksidacijske aktivnosti. Prema rezultatima,
pocevsi od najjaceg, poredak ekstrakata odabranih vrsta ljekovitog bilja u odnosu na

antioksidacijsku aktivnost glasi: IL, PL, STL, CK, KL, SIL KK, EK, MK.

5. 2. Usporedba antioksidacijske aktivnosti ekstrakata korijenja ljekovitog bilja

Medu ispitivanim ekstraktima korijenja ljekovitog bilja, kao ekstrakt s najjacom
antioksidacijskom aktivno$¢u pokazao se korijen ¢icka (slika 21,22) koji bi se mogao uvrstiti
medu jace izvore antioksidansa u ovom istrazivanju, one koji su za otprilike 30 i viSe posto
smanjili broj DPPH radikala tijekom 30 minuta. Zanimljivo je kako nakon prve minute ekstrakt
korijena maslacka nije imao najslabiji u¢inak inhibicije DPPH radikala, ali je, u konacnici,
najslabije snizio intenzitet pocetnog signala (lo). Ekstrakti korijenja encijana i koprive se mogu
uvrstiti medu slabije izvore antioksidansa u ovom istrazivanju, budu¢i da su, tijekom 30 minuta,

broj DPPH radikala snizili za manje od 20%. (slika 22).
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5. 3. Usporedba antioksidacijske aktivnosti ekstrakata lis¢a ljekovitog bilja

Na slikama 23 i 24 se jasno moze vidjeti kako medu ispitivanim ekstraktima lis¢a
ljekovitog bilja, ocitu najjacu antioksidacijsku aktivnost ima ekstrakt lista trave ive Ciji se
intenzitet uzorka potpuno izgubio do granice detekcije samog instrumenta, dok je najslabiji
antioksidacijski ucinak, ¢ak i nakon prve minute mjerenja (slika 24), pokazao ekstrakt lista
sikavice. Ekstrakti lis¢a pelina i stolisnika se mogu uvrstiti medu jace izvore antioksidansa u
ovom istrazivanju, buduéi da su, tijekom 30 minuta, broj DPPH radikala smanjili za vise od

30% (slika 24).

5. 4. Antioksidacijska aktivnost ekstrakata korijena i lista iste biljke — koprive

Na slikama 25 i 26 se jasno vidi razlika antioksidacijske aktivnosti razli¢itih koristenih
dijelova iste biljke za pripravu biljnog napitka. Ekstrakt lista koprive je vise snizio broj DPPH
radikala i time pokazao jacu antioksidacijsku aktivnost, dok je ekstrakt korijena koprive
pokazao manju antioksidacijsku mo¢ u smanjenju po€etnog intenziteta signala nakon 30 minuta

mjerenja.

5. 5. Antioksidacijska aktivnost ekstrakata usitnjenog i neusitnjenog korijena i lista
koprive

U oba slucaja ispitivanja razlike usitnjenog i neusitnjenog, kako korijena, tako 1 lista
koprive, bolju antioksidacijsku aktivnost pokazali su usitnjeni ekstrakti (slika 27,28,29,30).

Zanimljivo je kako su uzorci ekstrakata usitnjenog 1 neusitnjenog lista koprive pokazali slicnu
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inhibitornu sposobnost uklanjanja DPPH radikala, i u svim trenucima, nakon prve, pete i

tridesete minute razlikuju se za oko 2% (slika 30).

5. 6. Utjecaj sastava i bioloSki aktivnih tvari odabranih vrsta ljekovitog bilja na
antioksidacijsku aktivnost

Ekstrakt lista trave ive pokazao je najvec¢u inhibitornu sposobnost deaktiviranja DPPH
radikala, budué¢i da se intenzitet uzorka potpuno izgubio, do granice detekcije samog
instrumenta. Navedeno se moze pripisati sadrzaju flavonoida (apigenin, cirsiliol, cirsimaritin,
luteolin), flavonoidnih glikozida (glikozid luteolina), kao i fenolnim kiselinama [5,21,45,54], a
za pretpostaviti je da selen takoder utjeCe na antioksidacijski u¢inak, buduéi da je on, prema
ameri¢koj Agenciji za hranu i lijekove, jedan od Cetiri najznacajnija antioksidansa [11,53]. U
istrazivanju Mitreskog i suradnika [54] otkrivene su dvije nove hidroksicimetne kiseline, kao i
Sest feniletanoidnih glikozida koji najvjerojatnije pridonose znacajnoj antioksidacijskoj
aktivnosti. Rezultati Stankovica i suradnika [55], koji su ispitivali antioksidacijsku aktivnost
upravo pomoc¢u metode DPPH radikala in vitro, ukazuju na to da je trava iva vrijedan izvor

fenolnih spojeva, odnosno prirodnih antioksidansa.

Ekstrakt lista pelina je pocetni intenzitet ESR signala smanjio za iznimnih 74%. To se
zasigurno moze pripisati flavonoidima (artemizitin, katehin), flavonoidnim glikozidima
(glikozidi kvercetina i kemferola) te fenolnim kiselinama (kavena i galna) [3,4,5,21,36]. Ali i
suradnici u svom radu [39] navode kako pelin, pri odredenoj koncentraciji sadrzaja fenola i
flavonoida in vitro, posjeduje antioksidacijsku aktivnost koja stiti DNA od oksidacijskog

ostec¢enja izazvanog vodikovim peroksidom.
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Stolisnik se takoder moze uvrstiti medu jace antioksidacijske izvore u ovom radu,
budu¢i da u svome sastavu sadrzi razne flavonoide (apigenin, kvercetin, luteolin, patuletin,
rutin), flavonoidne glikozide (glikozide apigenina, hiperozida, izokvercitrina, kvercitrina,
luteolina i rutina), fenolne kiseline (klorogenska, kavena, p-kumarinska, valerijanska), vitamin
C i karoten [3,4,5,21,45,46,47]. Grupa autora [46] je za detekciju antioksidacijske aktivnosti
rabila upravo DPPH i ESR metodu. Odreden je ukupan polifenolni sadrzaj koji je, u njihovom
istrazivanju, bio izvorom jakih antioksidansa. Raudonis i suradnici [47] su takoder koristili
DPPH metodu i dokazano je kako klorogenska kiselina, rutin, luteolin i glikozid luteolina
izuzetno dobro uklanjaju radikale. U svom radu Kazemi [48] istice kako i etericna ulja
doprinose radikalnom antioksidacijskom ucinku, budué¢i da zbog svog sastava imaju veéu
aktivnost uklanjanja slobodnih radikala i od sintetickog antioksidansa (Trolox) te znacajno
inhibiraju proizvodnju dusikovog oksida u makrofazima, aktiviranima lipopolisaharidom in
vitro. Ahmadi-Dastgerdi i suradnici [49], koji su isto koristili DPPH metodu ispitivanja, isti¢u

kako su eteri¢na ulja snazni antioksidansi.

Ekstrakt korijena, koji je najviSe smanjio pocetni signal lo, je ekstrakt korijena ¢icka koji
sadrzi znacajne aktivne tvari kao §to su vitamini C i E, fenolne kiseline (klorogenska, kavena),
flavonoide (kvercetin, kvercitrin, luteolin) i sinarin (diester kavene i kininske kiseline)
[5,21,22]. Chen i suradnici [24] navode kako su najvazniji antioksidansi ¢i¢ka vitamini C i E,
kao 1 fenolne kiseline koje moZemo naci u kori korijena u obliku klorogenske i kavene kiseline
te razli¢iti flavonoidi. Takoder su dokazali kako klorogenska kiselina ima ve¢u sposobnost
uklanjanja radikala od vitamina E te da guljenje korijena uvelike smanjuje antioksidacijski

uéinak.

Antioksidacijski u¢inak ekstrakta lista sikavice se moze pripisati sadrzaju flavonoida,
flavonoidnih glikozida te klorogenskoj i kavenoj kiselini [3,4,41]. Lucini i suradnici [41]

smatraju da razlicite sorte sikavice sadrze razli¢itu koli¢inu i vrstu polifenolnih komponenti pa
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samim time i razli¢ite antioksidacijske aktivnosti te utjecaj na oksidacijski stres organizma.
Vecina istrazivanja [40,42,43,44] provela se nad ekstraktom ploda sikavice koji je pokazao

izrazitu inhibitornu sposobnost uklanjanja radikala zbog svog ukupnog polifenolnog sastava.

Moze se re¢i kako je ekstrakt korijena encijana slab izvor antioksidansa u ovom
istrazivanju. Slaba, ali prisutna antioksidacijska sposobnost moze se najvjerojatnije pripisati
fenolnim spojevima (mangiferin, genticein, genticin, izogenticin, trimetoksiksanton)
[21,26,27], dok je prema Nastasijevi¢u i suradnicima [28] genciopikrin, gorki glikozid encijana,
pokazao jaku inhibitornu sposobnost nad mijeloperoksidazom, enzimom koji stvara razliite
slobodne radikale oksidirajuci pri tome proteine, lipide i antioksidacijske sastavnice LDL-a

[29].

U ovom istrazivanju najslabiji antioksidacijski u¢inak ima ekstrakt korijena maslacka,
budué¢i da je najmanje smanjio vrijednost pocetnog signala lo i to za samo 18,3%. To je
iznenadenje, budué¢i da Kenny i suradnici [34] isticu kako korijen maslacka, zbog derivata
klorogenske kiseline, ima jaCu antioksidacijsku aktivnost 1 od sintetickog antioksidansa
(Trolox). Pretpostavlja se da najmanji, ali prisutan antioksidacijski uc¢inak, ekstrakt korijena
maslacka ima zbog flavonoidnih glikozida, klorogenske i kavene kiseline, vitamina C, ali i
prisutnih karotenoida [3,4,5,33]. Budu¢i da antioksidacijsko djelovanje ovisi 0 mnogim
¢imbenicima, navedeno se najvjerojatnije moze pripisati drugacijem vremenu branja i sastavu

tla.

Ekstrakt lista koprive pokazao je jaca antioksidacijska svojstva od ekstrakta korijena
koprive, a moze se pretpostaviti da je za koprivin antioksidacijski u¢inak odgovoran sadrzaj
vitamina C i A, flavonoida (kvercetin, izokvercitrin, astragalin, rutin, kamferol, izorhamnetin),
fenolnih kiselina (kavenoil-malatna, klorogenska, ferulinska kiselina) i karotenoida u lis¢u
[4,5,31]. Ioana i suradnici [31] isticu kako flavonoidi (izokvercitrin, astragalin, rutin itd.) i

fenolne kiseline (kavenoil-malatna, klorogenska, ferulinska kiselina) imaju antioksidacijski
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ucinak, a grupa autora [32] dokazala je da se ekstrakt koprive, zbog njegovog antioksidacijskog
djelovanja, moze primijeniti i u kozmetickoj industriji, budu¢i da flavonoid kvercetin 1 drugi

polifenolni sastojci inhibiraju enzime kolagenazu i elastazu te tako potencijalno djeluju protiv

starenja.
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6. ZAKLJUCAK

Razradena tema i obrada dobivenih rezultata u ovom istrazivanju pokazuju kako su
ljekovite biljke, odnosno pripravci biljnih napitaka, dobar izvor antioksidansa koji preveniraju
nastanak bolesti i starenje. Svi uzorci imaju vecu ili manju antioksidacijsku aktivnost, a medu

razli¢itim vrstama ljekovitog bilja postoje razlike u rasponu rezultata.

Ekstrakt lista trave ive pokazao je najjaca antioksidacijska svojstva jer njen uzorak
pokazuje najveci gubitak intenziteta ESR signala, dovodec¢i ga zapravo u podrucje ispod granica
detekcije samog instrumenta. Najslabiji antioksidacijski u¢inak ima ekstrakt korijena maslacka,
budu¢i da je najmanje snizio broj DPPH radikala. Moze se zakljuciti kako ekstrakti lis¢a imaju
puno bolju inhibitornu sposobnost uklanjanja DPPH radikala, tj. puno su bolji izvori
antioksidansa. Izdvajaju se ekstrakt korijena ¢icka koji je poCetni signal lo smanjio za otprilike
30%, dok ekstrakt lista sikavice spada u slabije izvore antioksidansa medu ispitivanim uzorcima

ekstrakata lisca.

Isto tako, moze se zakljuciti kako korijen i list koprive imaju razli¢it sastav i udio
aktivnih tvari, buduéi da su pokazali razliku u odnosu na antioksidacijsku aktivnost te da

razliciti dijelovi biljke imaju razli¢ita antioksidacijska svojstva.

Na antioksidacijsku aktivnost utjece 1 veli€ina Cestica jer manje Cestice biljnog napitka,
odnosno veca povrsina istih bolje ekstrahira bioloske aktivne tvari iz ljekovitog bilja koje onda

jace utjeCu na antioksidacijska svojstva uklanjanja DPPH radikala.

DPPH metoda koja je spektroskopski mjerena elektronskom spinskom rezonancijom,
pokazala se dobrom, preciznom i uspjesnom metodom za mjerenje antioksidacijske aktivnosti

ljekovitog bilja.
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Takoder, treba naglasiti kako in vivo i in vitro ispitivanja pokazuju razliite rezultate
antioksidacijske aktivnosti ljekovitog bilja, a sve u korelaciji s ostalim objavljenim

istrazivanjima.
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