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Sazetak

U usporedbi s zemljama Centralne i Zapadne Europe, tradicionalna medicina Bosne i
Hercegovine je veéinom neistrazena. Cilj ovoga doktorskog rada bio je odrediti
fitokemijski 1 bioloski profil Cetiri biljne vrste iz porodice Lamiaceae; Mentha pulegium
L., Teucrium montanum L., Satureja subspicata L. i Clinopodium vulgare L., koje su
karakteristicne 1 nedovoljno istrazene ljekovite biljne vrste za podrucje BiH.
Fitokemijski profil je odreden kroz kemijski sastav izoliranih eteri¢nih ulja te vodenih i
metanolnih ekstrakata. Analiza eteri¢nih ulja provedena je vezanim sustavom GC/MS,
dok je analiza ekstrakata provedena veznim sustavom HPLC/DAD. Eteri¢na ulja M.
pulegium i T. montanum, u usporedbi s uljima istih biljaka s drugih podru¢ja, pokazuju
slican sastav s razlikom u udjelu glavnih komponenti, dok ulja S. subspicata i C.
vulgare pokazuju vecu varijabilnost u sastavu i sadrzaju. Vodene i metanolne ekstrakte
karakterizira visok sadrzaj fenola i flavonoida, s ruzmarinskom kiselinom, kao
dominantnom komponentom. lzuzetak su ekstrakti T. montanum, s p-kumarinskom
kiselinom kao dominantnom komponentom. Eteri¢na ulja pokazuju slab antioksidacijski
potencijal i umjerenu sposobnost inhibicije enzima AChE i BChE. Ispitivani ekstrakti
pokazuju dobar antioksidacijski potencijal. VVodeni ekstrakti pokazuju vrlo dobre, a
metanolni ekstrakti dobre rezultate u zastiti lipida od oksidacije. U pogledu zastite
proteina od oksidacije svi ekstrakti pokazuju prooksidacijsko djelovanje. Ispitivani
ekstrakti pokazuju slabu sposobnost inhibicije AChE. Slabu sposobnost inhibicije BChE
pokazuju samo metanolni ekstrakt S. subspicata te vodeni ekstrakti M. pulegium i T.

montanum.

Kljuéne rijeci: etericno ulje, vodeni 1 metanolni ekstrakti, GC/MS, HPLC/DAD,

bioloska aktivnost, Lamiaceae.



Abstract

Unlike the countries of Central and Western Europe, the traditional medicine of Bosnia
and Herzegovina is mostly unexplored. The aim of this work was to determine the
phytochemical and biological profile of four plant species from the Lamiaceae family;
Mentha pulegium L., Teucrium montanum L., Satureja subspicata L. and Clinopodium
vulgare L., which are characteristic and insufficiently researched healing plant species
in the area of BiH. The phytochemical profile is determined through the chemical
composition of isolated essential oils, water and methanolic extracts. Essential oils
analyses were performed by GC/MS, while extracts analyses were performed by
HPLC/DAD. The M. pulegium and T. montanum essential oils, compared to the oils of
the same plants from other regions, show a similar chemical composition with the
difference in the proportion of the main components, while the S. subspicata and C.
vulgare essential oils show greater variability in chemical composition and content.
Water and methanol extracts are characterized by the high phenol and flavonoid
content, with rosemary acid as the major compound, except for T. montanum extracts,
where the dominant component is p-coumaric acid. Essential oils show low
antioxidative potential and moderate inhibitory potential on AChE and BChE. Tested
extracts show a good antioxidant potential. Water extracts show very good, while
methanolic extracts show good potential in lipid protection against oxidation. In the
sense of protein protection against oxidation, all extracts show prooxidant activity. The
tested extracts show low inhibitory potential on AChE. Only the S. subspicata
methanolic extract and the M. pulegium and T. montanum water extracts show the low
inhibitory potential on BChE.

Key words: essential oil, water and metanolic extracts, GC/MS, HPLC/DAD, biological

activity, Lamiaceae.
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1. UvOD



Mejra Bektasevié Uvod Doktorski rad

Potencijali bioloSkih resursa se i danas intenzivno istrazuju za dobrobit
covjecanstva te za poboljSanje kvaliteta zivota ljudi na odrziv nacin. Ova istrazivanja,
engl. ,.bioprospecting”, podrazumijevaju potragu za vrijednim spojevima u prirodi.
Tako samonikle biljke, koje se tradicionalno koriste u lijecenju i prehrani ljudi, kao i
njihovi sekundarni metaboliti, bivaju predmet proucavanja. One predstavljaju

potencijalne izvore novih i efikasnih terapeutskih agenasa.™

Sekundarni biljni metaboliti imaju vaznu ulogu u razvoju biljaka, a posebno u
njihovoj prilagodbi 1 prezivljavanju u nepovoljnim uvjetima. Budu¢i da imaju
blagotvoran ucinak na zdravlje ljudi, Cesto ih se naziva i bioaktivnim spojevima,
fitokemikalijama i nutraceuticima. Do sada ih je otkriveno oko 100.000, a ta brojka
gotovo svakodnevno raste. Fenoli dokazano imaju znacajnu ulogu u borbi protiv
kroni¢nih bolesti ljudi. Brojni terpeni takoder pokazuju biolosku aktivnost i koriste se u
prevenciji i tretmanu raznih patoloskih stanja. Iz tog razloga ovi spojevi bivaju tim
zanimljiviji i znacajniji.l

Oksidacijski stres je povezan s etiologijom i patogenezom brojnih bolesti, pa se
smatra da je uklanjanjem uzroka oksidacijskog stresa moguce prevenirati ili odgoditi
pojavu patoloskih promjena 1 reducirati pojavu bolesti. Prirodni antioksidansi
pojedinacno ili u sastavu ekstrakata, mogu biti korisni u terapiji takvih bolesti, §to je
ujedno razlog velikog interesa za istrazivanje antioksidacijske aktivnosti aromati¢nih,

ljekovitih i jestivih biljaka./”

Oksidacija lipidnih molekula predstavlja veliki problem prehrambene industrije,
jer dovodi do promjene oragnoleptickih svojstava hrane, do smanjenja njene nutritivne
vrijednosti, kao i tvorbe reaktivnih spojeva koji mogu ugroziti zdravlje potrosaca. Kako
koriStenje nekih antioksidansa sintetskog podrijetla ima negativne efekte po zdravlje
ljudi, postoji tendencija njihove zamjene netoksi¢nim antioksidansima prirodna

podrijetla.l’

Klju¢ni enzim u hidrolizi acetilkolina je acetilkolinesteraza (AChE), pa je njena
inhibicija jedna od strategija u tretmanu Alzheimerove bolesti i drugih sli¢nih
poremecaja. Potencijalnim izvorima inhibitora smatraju se biljke, pa su brojne od njih,

kao 1 razlic¢ite fitokemikalije, predmet velikog broja istraiivanja.w

U usporedbi s zemljama Centralne i Zapadne Europe, tradicionalna medicina

. . . ,- . v 5 . ., .
Bosne i Hercegovine je veéinom neistrazena.”) Uvidom u postojece sistematske
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studije,®® izdvojene su karakteristiéne i nedovoljno istraZene ljekovite biljne vrste,
medu kojima i jedna endemska: Mentha pulegium L., Teucrium montanum L., Satureja
subspicata L. i Clinopodium vulgare L. Postoje odredena istrazivanja u pogledu
bioloske aktivnosti i sastava fitokemikalija ovih biljaka, ali ne i/ili nedovoljno za one sa
podru¢ja BiH. Uvidom u postojeéu dostupnu literaturu, ispitivanje etericnih ulja i
ekstrakata sve Cetiri biljke prvo je takve vrste za navedene biljne vrste s podrucja Bosne
i Hercegovine, osim za eteri¢no ulje S. subspicata s podrucja BiH, za koje postoji jedna

prethodno objavljena studija.[”
Cilj ovoga doktorskog rada jest:

o odrediti sastav hlapljivih komponenti izoliranih ekstrakata odabranih biljnih
vrsta, koristenjem vezanog sustava plinski kromatograf - maseni spektrometar,

o odrediti sastav nehlapljivih komponenti izoliranih ekstrakata odabranih biljnih
vrsta, spektrofotometrijski i vezanim sustavom visokoucinska tekuéinska
kromatografija - detektor s nizom dioda,

o odrediti antioksidacijski potencijal hlapljivih i nehlapljivih spojeva odabranih
biljnih vrsta,

o odrediti inhibicijski potencijal hlapljivih i nehlapljivih spojeva odabranih biljnih

vrsta na enzime acetilkolinesterazu i butirilkolinesterazu.

U ovom doktorskom radu ispitivan je kemijski sastav eteri¢nih ulja te vodenih i
metanolnih ekstrakata. Takoder je testiran antioksidacijski potencijal etericnih ulja i
ekstrakata, kao i sposobnost inhibicije enzima kolinesteraza.

Kemijski sastav eteri¢nih ulja ispitan je pomocu spregnute tehnike plinska
kromatografija - spektrometrija masa (GC/MS), dok je kemijski sastav vodenih i
metanolnih ekstrakata ispitan spregnutom tehnikom visokoucinska tekucinska
kromatografija - detektor s nizom dioda (HPLC/DAD). Antioksidacijski potencijal je
testiran standardnim metodama DPPH i FRAP,®®! dok su odabrani uzorci dodatno
testirani u smislu zastite lipida i proteina od oksidacije.l*****? Inhibicija enzima

acetilkolinesteraze i butirilkolinesteraze ispitana je metodom po Ellmanu.t*!
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2.1. Ispitivane biljke iz porodice Lamiaceae (Labiatae)

Lamiaceae (Labiatae, usnace) je porodica biljaka cvjetnica. Pripada redu
Lamiales s unakrsno-nasuprotnim listovima. Kozmopolitski je distribuirana. Porodica
obuhvaca 236 rodova i 6.900 do 7.200 vrsta. Najbrojniji rodovi su Salvia (900),
Scutellaria (360), Stachys (300), Plectranthus (300), Hyptis (280), Teucrium (250),
Vitex (250), Thymus (220) i Nepeta (200).[*4

Lamiaceae imaju vrat usaden duboko izmedu plodnih listova. Ova bogata
porodica obuhvaca polugrmove, trajnice ili zeleni s Cetverobridastom stabljikom, s
nasuprotnim listovima i aromatskim mirisom. Dorziventralni cvjetovi su skupljeni u
guste, dihazijalne 1 monohazijalne ,,prividne pr§ljene®, smjeStene u pazusScu brakteja.
Sulapna, Cesto dvousnata caska obavija vjenci¢ s dugom cijevi 1 gornjom i donjom
usnom. Prva se sastoji od 2 srasle latice, a druga trodjelna od 3. Od 4 prasnika 2 i 2 su
nejednake duzine. Bogate su etericnim uljima, pa se brojne od njih koriste kao zacini i
ljekovite biljke. Lako se uzgajaju, pa su mnoge biljke iz ove porodice kultivirane.*® U
ovom doktorskom radu ispitivane su Cetiri biljne vrste iz porodice Lamiaceae; Mentha

pulegium L., Teucrium montanum L., Satureja subspicata L. i Clinopodium vulgare L.

Slika 2.1. Mentha pulegium L. (mirisna metvica)
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Mentha pulegium L. (mirisna metvica) je viSegodi$nja biljka iz porodice
Lamiaceae, visine od 40 do 60 cm (slika 2.1.). Listovi su jajasti ili izduzeno elipti¢ni,
prekriveni sitnim dlacicama. Cvjetovi su brojni, skupljeni u okruglaste prsljenove
promjera od 1 do 2 cm, koji su smjeSteni u pazuScima listova. Biljka je zastupljena na
podrucju Europe i Mediterana. Naseljava vlazne livade sa pjeskovitim tlom. Cvjeta od

lipnja do rujna.l*®

Slika 2.2. Teucrium montanum L. (trava iva)

Teucrium montanum L. (trava iva, dub¢ac mali) je grm visine od 5 do 25 cm
(slika 2.2.). Naseljava mediteranske i submediteranske pas$njake, mediteransko-montane
paSnjake i subalpinske rudine na kreSnjacima. Moze se na¢i na podru¢ju Europe i Male

Azije. Cvjeta od lipnja do kolovoza.l*"
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Slika 2.3. Satureja subspicata L. (klasoliki vrisak)

Satureja subspicata L. (klasoliki vrisak) je grm visine od 8 do 20 cm (slika 2.3.).
Stabljike su Cetverobride 1 glatke, dok su listovi koZasti 1 zljezdasto tockasti. Cvjetovi su
po 2 do 5 slozeni u dihazije, obrazujuéi rahle prividne klasove. Caska je Siroko
zvonasta, u prosjeku duga 4 do 5 mm, posuta je brojnim uljnim zlijezdama. Biljka
cvjeta od kolovoza do listopada. Zastupljena je u visim polozajima Dinarskog krsa, gdje
se javlja na izloZenim grebenima ili vrhovima. Naseljava vjetru izloZena mjesta, na
plitkim humoznim rendzinama, na kre¢njaku i dolomitu, od 200 do 800 m nadmorske

visine.[tél

Clinopodium vulgare L. (Cepac, talac) je biljka visine od 25 do 60 cm (slika
2.4.). Naseljava rubove Suma, Sikare, od nizine do subalpinskog vegetacijskog pojasa.
Moze se naci na podrucjima Europe, sjeverozapadne Azije, sjeverne Afrike 1 Amerike.

Cvjeta u periodu od lipnja do listopada.™*”
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Slika 2.4. Clinopodium vulgare L. (¢epic)

2.1.1. Znacaj ispitivanih biljaka u tradicionalnoj medicini

Usporedbom rezultata istrazivanja biljnih vrsta, koje se upotrebljavaju u
tradicionalnoj medicini BiH, sa biljnim vrstama koje se upotrebljavaju u tradicionalnoj
medicini drugih regija, izdvojene su spomenute Cetiri biljne vrste iz porodice

Lamiaceae, kao karakteristi¢ne i nedovoljno istrazene.

U okviru tradicionalne medicine BiH, jedna od najefikasnijih biljaka u tretmanu
bolesti poremecaja nervnog sustava je Mentha pulegium. Prema vjerovanju lokalnog
stanovniStva Teucrium montanum ,lije¢i svaku bolest”, dok se Satureja subspicata
koristi u lijecenju leukemije, anemije i drugih bolesti.l’! Clinopodium vulgare se koristi

u lije¢enju poremecaja probave.[5]

Biljke iz porodice Lamiaceae pokazuju brojne bioloSke aktivnosti; antimikrobnu,
antiinflamatornu, antioksidacijsku, antiviralnu, citotoksi¢énu i neuroprotektivnu

aktivnost. Djeluju na zacjeljivanje rana, kao i na inhibiciju enzima AChE.™*!
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Na podrugju Irana i Spanije M. pulegium se tradicionalno koristi u tretmanu
prehlade, upale sinusa, kolere, trovanja hranom, bronhitisa i tuberkuloze,**! dok se na
podrucju Alzira koristi u tretmanu dispepsije i probavnih gréeva, zahvaljuju¢i svom
karminativnom 1 antispazmolitickom djelovanju. Ova svojstva se pripisuju
monoterpenima prisutnima u eterinom ulju, kao i derivatima polifenola.?? M.
pulegium stimulira probavne sokove, pomaze kod nadutosti i gréeva. Koristi se kod
glavobolje te blazih respiratornih infekcija. Jak je stimulans za miSi¢e materice u
poticanju menstruacije. Moze se koristiti izvana za ublazavanje reumatskih tegoba,
ukljucujuéi i giht.[!

Rod Teucrium obuhva¢a oko 200 biljnih vrsta zastupljenih diljem svijeta,
posebno u regiji Mediterana, gdje je prisutno oko 140 vrsta. Teucrium vrste se
stolje¢ima  koriste u narodnoj medicini zbog holagogi¢kog, diureti¢kog,
antispasmolitickog, antidijabetickog, antireumatskog, protuupalnog, antiseptickog,
anthelmintickog djelovanja. Koriste se protiv nadimanja, kao sredstva za aromatiziranje,
kao antipiretici i stimulansi. Neke od Teucrium vrsta se koriste u tradicionalnoj medicini
Hrvatske i Bosne i Hercegovine. T montanum pokazuje antibakterijsko, antifungalno,
antiinflamatorno i antioksidacijsko djelovanje.’” Koristi se u tretmanu bolesti jetre i
veluca.[?

Rod Satureja sadrzi 30 biljnih vrsta zastupljenih u umjerenim klimatskim
podruc¢jima, posebice na podruc¢ju isto¢nog Mediterana. Jedanaest vrsta se moze naci u
Europi. Satureja vrste su poznate kao aromaticne i ljekovite. Mnoge od njih se koriste u
industriji parfema i kozmetickoj industriji, kao zacinsko bilje te u tradicionalnoj
medicini.®®) Nadzemni dijelovi S. subspicata se koriste u obliku infuzija u lijedenju
bolesti limfnog sustava, u tradicionalnoj medicini Bosne i Hercegovine. Biljka se koristi
se 1 u lijecenju bolesti diSnog sustava, kao i za poboljSanje opce krvne slike. Med od S.

subspicata L. se koristi u lije¢enju sréanih tegoba.[?”

Infuzije C. vulgare se u tradicionalnoj medicini Bugarske koriste za lijeenje
zelucanih cCireva, dijabetesa 1 karcinoma.[”® Na podruc¢ju Bugarske listovi i cvjetovi C.
vulgare se koriste kao imunostimulanti, kardiotonici te za lijeGenje virusnih bolesti

koze "]
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2.2. Sekundarni metaboliti

Biljke sintetiziraju brojne organske spojeve, koji se tradicionalno klasificiraju
kao primarni i sekundarni metaboliti. Primarni metaboliti su spojevi koji sudjeluju u
procesima fotosinteze, disanja, rasta i razvoja. To su: fitosteroli, lipidi, nukleotidi,
aminokiseline i organske kiseline. Ostale fitokemikalije, od kojih se mnoge mogu naci u
visokim koncentracijama kod nekih biljnih vrsta, su sekundarni metaboliti. Strukturno
su raznoliki. Neki od njih su karakteristi¢ni za odredene biljne vrste, pa se koriste u
kemotaksonomskim studijama.?®]

Njihova funkcija u biljkama je predmet proucavanja, buduéi da se pretpostavlja
da imaju klju¢nu ulogu u zastiti biljke od biljojeda i mikrobnih infekcija, privlace
opraSivace 1 zZivotinje koje raznose sjemenke, djeluju kao alelopatska sredstva, pruzaju
zastitu od UV zracenja, djeluju kao signalne molekule u formiranju nitrofiksirajuc¢ih
kvrzica na korijenu leguminoza, djeluju kao sastavnice podupiruéih i zastitnih tkiva,
obrambeni su signali i signalne molekule u interakciji biljke s okolinom.!

Sekundarni metaboliti su takoder interesantni zbog njihove uporabe kao boja,
vlakana, ljepila, ulja, voskova, sredstva za okus, lijekova i parfema. Predstavljaju

potencijalne izvore novih prirodnih lijekova, antibiotika, insekticida i herbicida.?”

Posljednjih nekoliko decenija je proucavanje zaStitne uloge pojedinih
sekundarnih metabolita postalo jedno od vaznijih podrucja u istraZivanju prehrane ljudi,
kako zbog zdravstvenog, tako i zbog komercijalnog interesa. Za razliku od vitamina,
oni nisu esencijalni za kratkorocno zdravstveno blagostanje, ali raste broj dokaza, koji
upucuju na to da njithov dugorocan unos u manjim koli¢inama moze imati povoljan
utjecaj na smanjenje incidencije raka i mnogih kroni¢nih bolesti, ukljucujuci
kardiovaskularne bolesti 1 dijabetes tipa II, koji su sve ucestaliji u populaciji zemalja
zapada. Zbog njihovog blagotvornog ucinka na zdravlje ljudi, Cesto ih se naziva
bioaktivnim komponentama, fitokemikalijama i nutraceuticima. Do sada je otkriveno

vise od 100 000 razligitih bioaktivnih spojeva.l!

S obzirom na njihovo biosintetsko podrijetlo, biljni sekundarni metaboliti se
mogu podijeliti u tri glavne skupine: 1. flavonoidi i srodni fenolni i polifenolni spojevi,
2. terpenoidi te 3. spojevi koji sadrze dusik - alkaloidi i spojevi koji sadrze sumpor
(slika 2.5.).
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2.2.1. Eteri¢na ulja

Eteri¢na ulja su smjese prirodnih, hlapljivih spojeva jakog mirisa; sekundarni
biljni metaboliti. Obi¢no se iz biljaka dobivaju destilacijom vodom ili vodenom parom.
Budu¢i da su dobro poznata zbog svojih medicinskih svojstava i mirisa, imaju Siroku
primjenu. Koriste se pri konzerviranju hrane te kao antimikrobni, analgetski, sedativni,

protuupalni, spazmoliti¢ki lijekovi i lokalni anestetici.

U prirodi imaju vaznu ulogu u zastiti biljaka od bakterija, virusa 1 gljivica.
Djeluju odbojno na herbivore i nepozeljne insekte, a privlace insekte polinatore. Ona su
tekuc¢a, hlapljiva, prozirna i rijetko obojena. Topljiva su u mastima i organskim
otapalima, najces¢e su manje gustoée od vode. Mogu se sintetizirati u svim biljnim
organima; pupoljcima, cvjetovima, listovima, stabljikama, granama, sjemenkama,
plodovima, Korijenu, drvetu ili kori te se pohranjuju u sekrecijskim stanicama,
Supljinama, kanalima, epidermalnim stanicama ili glandularnim trihomama. Zbog
njihovih baktericidnih i fungicidnih svojstava, farmaceutskih i prehrambenih
karakteristika, sve ¢eS¢e se koriste kao alternativa sintetskim spojevima, kako bi se

zastitila ekoloska ravnoteza.

Vise je nacina ekstrakcije eteri¢nih ulja, Sto ovisi o njihovoj namjeni. Pored
destilacije vodom i vodenom parom, za ekstrakciju se koriste razli¢ita otapala,
kombinacija vode i otapala, tekuci ugljikov(IV) oksid i mikrovalovi. Na kemijski sastav
1 sadrzaj etericnog ulja, osim nacina ekstrakcije, utje€u 1 klimatski uvjeti, sastav tla,

koriSteni biljni organ, starost i vegetativni stadij biljke.

Trenutno je poznato oko 3000 razli¢itih eteri¢nih ulja, od kojih 300 ima posebnu
komercijalnu vrijednost zbog njihove uporabe u farmaceutskoj, prehrambenoj,
poljoprivrednoj 1 kozmetickoj industriji. I pored njihove Siroke uporabe, potrebno je
bolje razumijevanje njihove bioloske aktivnosti, kako bi se dodatno razvila njihova
primjena. Neka od njih predstavljaju ili mogu predstavljati alternativu ili dodatak

sintetskim spojevima, bez popratnih nezeljenih efekata.

Eteri¢na ulja su kopleksne smjese, koje Cesto sadrze veliki broj komponenti u
razli¢itim koncentracijama. Karakteriziraju ih dvije do tri glavne komponente u dosta
visokim koncentracijama (20-70%), dok su ostale komponente prisutne u tragovima.

Ove dominantne komponente ¢esto odreduju bioloSka svojstva ulja, dok je ponekad za

12
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bioloski uc¢inak odgovorna jedna ili vise komponenti ulja zastupljenih s minornim

udjelom.

Spojevi prisutni u eteri¢nim uljima se mogu svrstati u dvije skupine s obzirom na
njihovo biosintetsko podrijetlo. Prvu skupinu ¢ine oksidirani i neoksidirani terpeni, a
drugu aromatski i alifatski spojevi male molekulske mase. Biosintetski putevi terpena i
aromatskih spojeva izvedenih iz fenilpropana su kod biljaka uglavnom odvojeni, iako
kod nekih biljaka mogu biti prisutna oba s dominacijom jednog biosintetskog puta (npr.
klin¢ié¢ i komorag).BY

Ostali spojevi, koji mogu biti prisutni u etericnim uljima, su brojni hlapljivi
lancasti ugljikovodici i njihovi oksidirani derivati te stearopteni, parafinu sli¢ni
ugljikovodici s 15 do 30 ugljikovih atoma, koji stajanjem postupno kristaliziraju. U
manjem broju eteri¢nih ulja prisutni su spojevi sa sumporom (crveni i bijeli luk),
dusikom (derivati antranilne kiseline i indol u ulju cvijeta narance i jasmina) te dusikom
i sumporom (hren, gorusica, kupus, repa). Mnogi od ovih spojeva u biljnim tkivima nisu

slobodni ve¢ su vezani u glikozide, pa je za njihovo oslobadanje potrebna hidroliza.*

2.2.1.1. Terpeni

Terpeni su cijenjeni vise od 2000 godina kao sastavnice eteri¢nih ulja i mirisa.
Sacuvani su zapisi iz srednjeg vijeka o etericnim uljima baziranim na terpenima.
Pocetkom osamnaestog stoljeca zapocela je kemijska analiza eteri¢nih ulja. Danas je
poznato je da su eteri¢na ulja smjese velikog broja razli¢itih kemijskih spojeva, od kojih
je najvise terpena, oko 90%.

Naziv ,,terpen® potjece od terpentina. Pored terpena u sastavu eteri¢nih ulja se
nalaze i terpenoidi, koji za razliku od terpena sadrze i neki od heteroatoma u sastavu
funkcionalnih skupina, najc¢esce kisik. Zbog tog razloga se u novijoj literaturi za ovu

skupinu spojeva koristi termin terpenoidi umjesto terpeni.?

| najjednostavniji terpeni su strukturno znacajno razli¢iti. Unato¢ njihovoj
raznovrsnosti, terpeni imaju jedinstvenu znacajku, na osnovu koje se definiraju i na
osnovu koje se mogu Kklasificirati. To se odnosi na pravilo izoprena, koje je ustanovio
Otto Wallach 1887. godine. Ovo pravilo opisuje sve terpene, kod kojih se u osnovi

ponavlja ,,izoprenska jedinica“.
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Izopren sadrzi pet ugljikovih atoma, a kemijski je poznat kao 2-metil-1,3-
butadien. Prema izoprenskom pravilu Leopolda Ruzicke, terpeni nastaju povezivanjem

izoprenskih jedinica, mehanizmom ,,glava na rep* (slika 2.6.).1**!

izoprenska jedinica
rep
N —_—
) /4 . = 5 / 4 X /
1 3 1 3
izoprenska jedinica glava mircen

Slika 2.6. Mehanizam povezivanja izoprenskih jedinica
kod nastanka monoterpena mircena

Povezivanjem ,,glava na rep* nastaju pravilni terpeni, koji su najées¢i u prirodi.
Manje zastupljeni, nepravilni terpeni, nastaju mehanizmom povezivanja ,,glava na

glavu“ ili ,,glava na sredinu®, kao i pregradnjom pravilnih terpena.

S obzirom na pravilo izoprena, terpeni se mogu definirati kao jedinstvena
skupina ugljikovodikovih prirodnih produkata, koji imaju strukturu, koja se hipotetski
moZe izvesti iz izoprena, (CsHg),.*) Ovisno o broju izoprenskih jedinica u strukturi
terpeni se dijele na: hemiterpene (Cs), monoterpene (Cyg), seskviterpene (Cys), diterpene

(Ca0), sesterpene (Cys), triterpene (Cgp), tetraterpene (Cyo) i politerpene (> Cyo).

Kao kod svih prirodnih spojeva, ova jednostavna klasifikacija obuhvaca
ogroman broj strukturnih razli¢itosti, koji vodi velikoj raznovrsnosti terpenima srodnih
ili terpenoidnih spojeva, kojih je do sada identificirano oko 30 000.

Terpeni mogu biti aciklicki ili ciklicki. Ciklicki spojevi mogu biti mono-, bi- ili
tricikliCki s prstenovima razlic¢itih opsega, pri ¢emu su najcesci Sestero€lani. Do danas je
poznato dvadesetak monoterpenskih i preko stotinu seskviterpenskih skeleta. Pojedini
skeleti mogu imati i dvostruke veze i razli¢ite funkcionalne skupine, pa se pored
ugljikovodika javljaju i alkoholi, eteri, oksidi, aldehidi, ketoni, karboksilne kiseline i

esteri.[*?

Nizi terpeni, monoterpeni i seskviterpeni, su hlapljivi spojevi i karakteristi¢ni

sastojci eteri¢nih ulja. lako se terpeni uglavnom dobivaju iz eteri¢nih ulja, neki od njih

14



Mejra Bektasevié Op¢i dio Doktorski rad

se sintetiziraju i u stanicama zivotinja. Kod nekih vrsta Zivotinja oni se mogu naci kao
primjese u uljima i voskovima. Opéenito se smatra da biljni terpeni imaju ekolosku i
fiziolosku funkciju. Mnogi od njih inhibiraju rast kompeticijskih biljaka (alelopatija).
Za neke od terpena se zna da su insekticidni, dok drugi privlace insekte polinatore.
Svake godine se otkriju nove strukture terpena. Terpenoidi su pronadeni u svim
dijelovima visih biljaka, a nalaze se i u mahovinama, algama i liSajevima. Pronadeni su

i terpeni porijeklom od insekata i mikroorganizama.®*

Monoterpeni

U prirodi postoje brojni dekani bazirani na izoprenu. Kao glavne sastavnice
etericnih ulja, imaju ekonomsku vaznost zbog uporabe kao komponenata aroma i
parfema te primjene u medicini. Osnovni tipovi monoterpenskih skeleta su prikazani na
slici 2.7.

NN

mircan p-mentan bornan pinan tujan karan

Slika 2.7. Osnovni tipovi monoterpenskih skeleta

Najznacajniji predstavnici ove skupine terpenskih spojeva su aciklicki: geraniol,
nerol i linalool, monocikli¢ki: limonen, a-terpinen, y-terpinen, terpinolen, a-terpineol,
p-cimen, timol, karvakrol, terpinen-4-ol, mentol te bicikli¢ki: a-pinen, 3-pinen, borneol
I kamfor. Na slici 2.8. su prikazani neki monoterpenski ugljikovodici, aciklicki i ciklicki

alkoholi, eteri, aldehidi i ketoni.l*?
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limonen  p-cimen a-pinen B-pinen
OH
\ OH \ /
OH
geraniol nerol linalool
E E OH E E
OH /\ /\
a-terpineol  terpinen-4-ol  (-)-mentol izopulegol
X \o X
O
borneol timol 1,8-cineol geranial neral
% ~0 ‘ (6] o
kamfor (-)-menton  (+)-pulegon  (-)-piperiton

Slika 2.8. Neki monoterpeni
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Geraniol se nalazi u razli¢itim biljkama, posebno u etericnom ulju ruze. Nerol
takoder ima miris po ruzi, a posebno je prisutan u cvijetu narance i ciklame. Linalool je
jedna od komponenti biljnog mirisa biljaka u cvatu, a koristi se kao komponenta arome
brojnih ¢ajeva. Timol i mentol pokazuju antisepticka svojstva. Mentol je uobicajena
komponenta eteri¢nih ulja biljaka iz porodice Lamiaceae. Prirodni mentol je (-)-izomer i
ima miris mente, dok njegov (+)-izomer ima miris plijesni. Limonen je najvise
zastupljen u etericnom ulju limuna, narance 1 kima. Opti¢ki izomeri limonena se
razlikuju po mirisu; (+)-limonen miriSe na narancu, a (-)-limonen na limun. Pinen je
sastojak mnogih terpentinskih ulja. U terpentinu drveta bora uglavnom se nalazi o-
pinen, dok je B-pinen prisutan u manjoj koli¢ini. Toksi¢ni su za brojne insekte.
Pretpostavlja se da a-pinen ima i znacajnu ulogu u regulaciji aktivnosti bakterija, koje
razgraduju ugljikovodike u prirodi. Kamfor je glavna komponenta etericnog ulja
kamforovog drveta. Primjenjuje se u medicini, jer povisuje krvni tlak, ¢ime se postize

dublje disanje. Takoder se koristi za dobivanje plasti¢nih masa.*¥

Seskviterpeni

Seskviterpeni su veoma raznolika skupina spojeva s vise od stotinu razlicitih
tipova skeleta. Dijele se na aciklicke i ciklicke (moniciklicke, bicikli¢ke, triciklicke)
seskviterpene. U eterinim uljima aromati¢nih biljaka najée$ce su prisutni aciklicki:
farnezol i nerolidol, monociklicki: bisabolen, ar-kurkumen i humulen te biciklicki: B-

selinen i B-kariofilen (slika 2.9.).

a-Bisabolol je najjednostavniji ciklicki seskviterpenski alkohol. MoZe se naci u
etericnom ulju kamilice, lavande i ruZmarina. Poznat je po protuupalnom djelovanju, te
doprinosi  ukupnim ljekovitim svojstvima ulja kamilice. Farnezol je veoma
rasprostranjen u eteri¢nim uljima cvjetova mnogih biljaka; durdevka, lipe, ljiljana. Ima
ugodan miris, pa se koristi u parfumeriji. U ispitivanjima je pokazao kemopreventivnu
aktivnost. Proucavanjem sinteze farnezola i nerolidola, Lavoslav Ruzicka je dosao do
rezultata, koji se odnose na njihovu reaktivnost i transformaciju. Odredio je strukture i
konfiguraciju veéeg broja seskviterpena, kao §to su: kadinen, eudezmol, elemol i
santonin.®¥ Ruzicka je ustanovio postojanje jedinstvenih prekursora u sintezi svake
skupine terpena iz kojih se klasi¢nim reakcijama pregradnje i ciklizacije izvode poznati

sastojci skupine. Ovo pravilo je poznato kao ,,biogenetsko izoprensko pravilo®. Ruzic¢ka
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godine.l*!
OH
farnezol
OH
= = X
nerolidol
H
H
N\
5:
ar-kurkumen bisabolen a-humulen B-kariofilen B-selinen
Slika 2.9. Neki seskviterpeni

2.1.1.2. Fenoli
Strukturu fenola karakterizira postojanje najmanje jednog aromatskog prstena, s

u. [36]

jednom ili vise hidroksilnih skupina. Polifenoli imaju vise od jedne polifenolne
hidroksilne skupine vezane na jedan ili viSe benzenskih prstenova. Postoje izvijes¢a o

viSe od 8000 fenolnih struktura Siroko rasprostranjenih u biljnom carstv
Fenolni spojevi obuhvacéaju jednostavne, niskomolekulske spojeve, spojeve s
jednim aromatskim prstenom te velike i kompleksne tanine i polifenole. Oni se mogu

klasificirati na temelju broja 1 rasporeda ugljikovih atoma. NajceS¢e su konjugirani sa

Seerima 1 organskim kiselinama. Svrstavaju se u dvije skupine: flavonoidi 1
18
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Flavonoidi

Flavonoidi su polifenolni spojevi koji sadrze petnaest atoma ugljika i grade dva
aromatska prstena spojena tro¢lanim mostom (Cg-C3-Cg). Najbrojnija su skupina fenola
i Siroko su zastupljeni u biljnom carstvu. Do sad je identificirano oko 6000
flavonoida.*™ Prisutni su u visokim koncentracijama u epidermi lis¢a i egzokarpu voca
i imaju vazne i raznolike uloge kao sekundarni metaboliti. Kod biljaka su flavonoidi
ukljuceni u razli¢ite procese kao §to su: UV zaStita, pigmentacija, poticanje razvoja
nitrogenfiksirajuéih kvrzica te otpornosti na bolesti.*®!

Glavne potklase flavonoida su: flavoni, flavonoli, flavan-3-oli, izoflavoni,

flavanoni i antocijanidini (slika 2.10.).

W
OH
flavan-3-oli
/
OH
\\\\\\\

antocijanidini

o
flavanoni

Slika 2.10. Osnovna struktura i glavne potklase flavonoida

Ostale potklase flavonoida, kvantitativno manje zastupljene kao komponente
prehrane su: dihidroflavonoli, flavan-3,4-dioli, kumarini, halkoni, dihidrohalkoni i
auroni. Osnovna struktura flavonoida moze imati brojne supstituente. Hidroksilne
skupine su obi¢no prisutne na pozicijama 4', 5 i 7. Cesta komponenta su i $eéeri, koji su

kod vecine flavonoida prisutni u formi glikozida. Dok Seceri i hidroksilne skupine
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povecavaju topljivost flavonoida, drugi supstituenti, kao metil skupine i izopentenil
jedinice, &ine flavonoide lipofilnim.®® U ovom doktorskom radu ispitivani su spojevi

iz sljede¢ih potklasa flavonoida: flavonoli, flavoni i flavanoni.

Flavonoli su najvjerojatnije najrasireniji flavonoidi, prisutni kod biljaka, s
izuzetkom gljiva i algi. Distribucija i strukturne varijacije flavonola su opsezne i dobro
istrazene. Flavonoli, kao §to su miricetin, kvercetin, izorhamnetin i kempferol (slika
2.11.) se najc¢esce nalaze kao O-glikozidi. Konjugacija se naj¢esc¢e javlja na prstenu C
na polozaju 3, ali se supstitucija moze pojaviti i na 5, 7, 3', 4" i 5’ poziciji. lako je broj
aglikona ogranicen, postoje brojni konjugati flavonola. Sam kempferol ima konjugate sa

vise od 200 razli¢itih $ecera.l®!

OH (o] OH (@]
OH OH
OH
HO (@) HO O
OH OH
kempferol kvercetin

Slika 2.11. Flavonoli kempferol i kvercetin

Postoje podatci o razinama flavonola odredenih u naj¢es¢e konzumiranom vocu,
povréu 1 picu. Pri tom su prisutne znacajne razlike u naizgled slicnim proizvodima,
vjerojatno uzrokovane sezonskim promjenama i razlikama u sorti. Procesi prerade

takoder imaju utjecaj na razinu flavonola, ali su informacije o tome nedostatne.*®!

Flavoni su strukturno sli¢ni flavonolima. Iako flavoni, kao S$to su luteolin i
apigenin (slika 2.12.), imaju supstituciju na prstenu A i C, nedostaje im hidroksilna
skupina na C-3. Kod flavona je mogu¢ Sirok spektar supstitucija, ukljucujuci
hidroksilaciju, metilaciju, O i C-alkilaciju i glikozilaciju. Mnogi flavoni se javljaju kao
7-O-glikozidi. Za razliku od flavonola, flavoni nisu Siroko zastupljeni; znacajnije su
prisutni u celeru, perSinu i jo§ nekim biljkama. Polimetoksilirani flavoni, kao nobiletin i

tangeretin, nadeni su u citrusnim vrstama.l®!
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apigenin luteolin

OH
CHj

OH

OH

diozmin (diozmetin-7-O-rutinozid)

Slika 2.12. Flavoni apigenin, luteolin, diozmetin i 7-O-glikozid diozmin

Flavanone karakterizira odsutnost dvostruke veze i prisustvo kiralnog centra na
C-2. U vecini flavanona prisutnih u prirodi, C-prsten je vezan za B-prsten na C-2 u o-
konfiguraciji. Struktura flavanona je veoma reaktivna 1 postoje izvjestaji o reakcijama

hidroksilacije, glikozilacije i O-metilacije.

Flavanoni su komponente hrane, prisutne u visokim koncentracijama u
citrusima. Najzastupljeniji flavanon glikozid je hesperetin-7-O-neohesperidosid
(neohesperidin) iz gorke narance I naringenin-7-O-neohesperidozid (naringin) iz kore

grejpfruta intenzivno gorkog okusa (slika 2.13.).5%%!
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HO

HO e

Ol

naringin eriodiktiol

Slika 2.13. Flavanoni naringin i eriodiktiol

Neflavonoidi

Najznacajniji dijetalni neflavonoidi su Cg-C; fenolne kiseline (kao $to je galna
kiselina, koja je prekursor hidrolizabilnih tanina), Ce-C3 hidroksicinamati i njihovi

konjugirani derivati te polifenolni Cs-C,-Cg stilbeni.

Fenolne Kiseline su poznate kao hidroksibenzoati (Cg-C1), S galnom kiselinom
kao predstavnikom (slika 2.14.). Njeno ime potjece od francuske rijeci ,,galle”, koja
oznacava oteklinu u tkivu biljke koja nastaje nakon napada parazitskih insekata. Pored
galne kiseline, u hidroksibenzojeve kiseline spadaju protokatehinska kiselina i p-
hidroksibenzojeva kiselina. Galna kiselina je osnovna jedinica galotanina, dok su galna

kiselina i heksahidroksidifenoil podjedinice elagitanina, hidrolizabilnih tanina.l**3®
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fe) O
HO
OH OH
HO HO
OH OH
galna kiselina protokatehinska kiselina

HaCO OCH;

OH OH
elaginska kiselina siringinska kiselina

Slika 2.14. Neke fenolne kiseline

Hidroksicimetne Kiseline - cimetna kiselina je C¢-C3 spoj koji se ubraja u

hidroksicinamate, produkte fenilpropanoidnog puta, pa se nazivaju i fenilpropanoidi.

Najces¢i hidroksicinamati su p-kumarinska, kafeinska kiselina i ferulinska kiselina

(slika 2.15.) koje se ¢esto akumuliraju kao njihovi tartaratni esteri.
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[¢]
(@]
X oH
X OH
HO
OCHj HO
ferulinska kiselina p-kumarinska kiselina
(@]
o OH
HO (0] o /
X oH
OH
HO
OH OH
OH OH
kafeinska kiselina klorogenska kiselina
HO
[¢]
O
HO / OH
O OH

OH

ruzmarinska kiselina

Slika 2.15. Strukture nekoliko hidroksicimetnih kiselina

Kininski derivati kafeinske kiseline, kao npr. 3, 4 i 5-O-kafeoilkininska kiselina,
Cesti su sastojci voca 1 povréa. Klorogenska kiselina ¢ini oko 10% listova zelene mate
(llex paraguariensis L.) i zelenih zrna kave robusta (obradeno sjeme biljke Coffea

canephora L.). Redovni konzumenti kave tako mogu imati dnevni unos u suvisku od 1
g [28]

U ostale fenolne spojeve, koji nisu ispitivani u ovoj disertaciji, spadaju:
kumarini (Cg-C4) Siroko zastupljena porodica laktona, zvanih benzopiranoni, za koje je
poznato da djeluju kao antimikrobni agensi, odvrac¢aju od hranjenja i inhibitori su
klijanja; stilbeni (Cs-C2-Cs) fitoaleksini, spojevi koje proizvode biljke kao odgovor na

napad gljiviénih, bakterijskih i virusnih patogena; tanini (hidrolizabilni galotanini i
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elagitanini te kondenzirani), mnogi su vrlo opori i ¢ine biljna tkiva nejestivim; lignin,
visoko razgranati polimer u stanicnom zidu stanica ksilema, koji pored strukturne ima i

obrambenu ulogu.!¥3¢!

2.2.2. Biosinteza sekundarnih metabolita
2.2.2.1. Biosinteza terpena

Sekundarni metaboliti nastaju iz intermedijera, koji su dio primarnog
metabolizma. Primarni metaboliti iz osnovnih metabolickih reakcija poput fotosinteze,
glikolize i Krebsovog ciklusa sluze kao gradivni elementi za sekundarne metabolite.
lako su primarni i sekundarni metabolicki procesi slozeni, osnovnih zajednickih
intermedijera, koji ulaze u sloZzene metabolicke puteve primarnog i sekundarnog

metabolizma zapravo ima samo nekoliko.

Najznacajnije gradivne molekule koje ulaze u biosintezu sekundarnih metabolita
Sikimatskog puta, puta mevalonske kiseline, acetatnog puta ili metil-eritrolnog puta
nastaju iz zajedni¢kog intermedijera acetil-koenzima A (acetil-CoA). Kombinacijom
intermedijera iz osnovnih metaboli¢kih puteva nastaje veliki broj razli¢itih sekundarnih
metabolita (slika 2.16.).1*"]

glukoza o) OH

l glikoliza

lignini
OPO*  —— —» kumarini
= flavonoidi
HON - OH
Z oy :
OH
fosfoenolpiruvat Sikiminska kiselina

poliketidi i i o ermeni
lipidi < — — open
terpenoidi

CoA HO OH

acetil-koenzim A mevalonska kiselina

Slika 2.16. Metabolicki putevi sekundarnih metabolita®*
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Proizvodnja, akumulacija, emisija i sekrecija izoprenoida u biljkama je
omogucena prisustvom visoko specijaliziranih anatomskih struktura. Glanduralne
trihome i sekretorne Supljine lis¢a i glandularni epiderm cvjetnih peteljki stvaraju i
odlazu terpenska eteri¢na ulja, koja poti¢u polinaciju koju vrse insekti. Smolni kanali i
mjehuri¢i u Cetinjaca proizvode i akumuliraju obrambene smole, koje se sastoje od
terpentina (monoterpenski olefini) i kalofonijuma (diterpenoidne smolne Kkiseline).
Triterpenski povrSinski voskovi stvaraju se i luCe iz specijaliziranih epiderma, a
laticiferi (biljke koje luée lateks, kao npr. kaucukovo drvo) proizvode odredene

triterpene i politerpene.

lako postoji velika raznovrsnost u njihovoj formi i funkciji, izoprenoidi imaju
zajednicko biosintetsko podrijetlo. Biosinteza svih terpena, iz primarnih metabolita,

odvija se kroz Cetiri faze:

o sinteza osnovnog prekursora izopentenil-pirofosfata (IPP),

o adicije IPP-a, pri ¢emu nastaje serija prenil-pirofosfatnih homologa, koji sluze
kao neposredni prekursori razli¢itih klasa terpenoida,

o detaljnije razradivanje ovih alilprenil-pirofosfata specifi¢cnim terpenoidnim
sintezama, koje rezultiraju razli¢itim terpenoidnim skeletima,

o sekundarne enzimske modifikacije na skeletima (najéesce su to redoks reakcije)

koje odreduju funkciju i kemijsku raznovrsnost ovih prirodnih produkata.

Dva su razlicita biosintetska nacina proizvodnje IPP-a (slika 2.17.). Prvi nacin
se odnosi na metileritritol-fosfat (MEP) ili 1-deoksi-D-ksilulozu (DOX). IPP se formira

u kloroplastu, uglavnom za hlapljivije monoterpene i diterpene.[?*3

Drugi sintetski nacin je poznat kao put mevalonske kiseline (MVA). On se

odvija u citosolu i rezultira nastankom seskviterpena.=*®!
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Slika 2.17. Dva nagina sinteze izopentenil-pirofosfata (IPP)!%

3R-(+)-mevalonska Kiselina je jedan od prekursora terpena. Enzimi mevalonat
kinaza i fosfomevalonat kinaza kataliziraju fosforilaciju mevalonske kiseline do 3R-(+)-
mevalonska kiselina-5-pirofosfata, koji se zatim transformira do izopentenil-pirofosfata
(IPP), eliminacijom karboksilne i hidroksilne skupine, djelovanjem enzima mevalonat-
5-difosfat dekarboksilaze.

Izoprenil-pirofosfat se izomerizira djelovanjem izoprenil izomeraze, do
dimetilalil-pirofosfata (DMAPP). Jedinice IPP i DMAPP se spajaju po pravilu ,,glava na
rep”, djelovanjem dimetilalil transferaze i formiraju geranil-pirofosfat, koji se
hidrolizira do geraniola, jednostavnog monoterpena. Geranil-pirofosfat je prekursor svih

monoterpena.’?
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Slika 2.18. Prekursori razli¢itih terpena

Seskviterpeni se formiraju iz prekursora 2E, 6E-farnezil-pirofosfata (FPP), a
diterpeni iz 2E, 6E, 10E-geranilgeranil-pirofosfata (GGPP). Na sli¢an nacin, Cy5 Spojevi
nastaju postepenim dodavanjem Cs dijelova izvedenih iz IPP do pocetne jedinice
izvedene iz DMAPP. Prekursori triterpena i tetraterpena nastaju reduktivnim spajanjem
dva FPP-a ili GGPP-a (slika 2.19.). Gume i drugi politerpeni nastaju dodavanjem Cs

jedinica, podetnoj jedinici GGPP.F!
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Slika 2.19. Sinteza terpena iz razlicitih prekursora®

2.2.2.2. Biosinteza fenolnih spojeva

Vazni sekundarni metaboliti koji nastaju od intermedijera iz acetatnog puta

ukljucuju i fenilpropanske spojeve. Biosinteza vecine fenilpropanoida pocinje od

aromatskih aminokiselina: fenilalanina, tirozina i triptofana. One se sintetiziraju iz
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fosfoenolpiruvata i eritroza-4-fosfata, u procesu poznatom kao put $ikiminske kiseline.

On je uobicajen kod bakterija, gljiva i biljaka, ali ne 1 kod zivotinja.

Od jedne molekule eritroza-4-fosfata iz pentoza-fosfatnog puta i molekule
fosfoenolpiruvata, nastale u procesu glikolize, nizom reakcija nastaje Sikiminska
kiselina. Iz Sikiminske kiseline nastaju aromatske aminokiseline L-fenilalanin, L-tirozin
I L-triptofan, a iz njih fenilpropanski spojevi. Fenilpropanski spojevi sadrze u svojoj
strukturi fenilni prsten s jednim pobo¢nim propanskim lancem.

Fenilalanin i tirozin su prekursori za sintezu brojnih prirodnih spojeva. Tvore
fenilpropansku jedinicu Cg-Cgs, iz koje nastaju brojni fenilpropanski derivati, poput

cimetne kiseline, kumarina, lignina i drugih.

Osim slozenih prirodnih spojeva u Sikiminskom putu nastaju i jednostavni
derivati benzojeve kiseline, Cs-C1 spojevi. Nastaju direktno iz interemedijera u ranom
Sikiminskom putu ili od Ce-Cs fenilpropanskih spojeva (slika 2.20.).%% Njima

pripadaju eugenol, galna kiselina, salicilna kiselina, benzojeva kiselina, vanilin i drugi.

eritroza-4-fosfat fosfoenolpiruvat

4{ put Sikiminske kiseline| glavni

l acetil-CoA
fenilalanin [C, - C; l
l Iput malonske kiseline|| sporedni

cimetna kiselina [C6 - C3l
galna kiselina

l

hidrolizabilni tanini Y
|C6 - G5 [C6'C1] |C6-C5-C4
jednostavni fenoli flavonoidi raznovrsni fenolni spojevi

|C6-Cy [C6-C3-C6]n
lignin kondenzirani tanini

Slika 2.20. Glavni i sporedni putevi u biosintezi fenolnih spojeval®”
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Cini se da se galna kiselina primarno formira preko §ikiminskog puta iz 3-
dehidrosikiminske Kiseline, iako postoji i alternativni put iz hidroksibenzojeve kiseline.
Penta-O-galoil-glukoza, koja nastaje iz galne kiseline, je klju¢ni prekursor u sintezi
hidrolizabilnih tanina, galotanina i elagitanina. Elagitanini imaju veliku strukturnu
raznolikost zbog formiranja dimernih i oligomernih derivata. RasSireniji su od
galotanina.

Toc¢no podrijetlo elaginske kiseline, koja se nalazi u relativno malim koli¢inama
u biljnom tkivu, jo$ nije razjasnjeno. Umyjesto iz galne kiseline, ona moZe nastati iz
elagitanina, koji nakon hidrolize daje slobodnu heksahidroksi-difensku kiselinu, koja
podlijeze konverziji u elaginsku kiselinu.?®]

U biosintezi vecine sekundarnih fenolnih spojeva, pocetni korak je deaminacija
fenilalanina, pri ¢emu nastaje cimetna kiselina. Kljuéni enzim u ovom procesu je
fenilalanin-amonij liaza (PAL).E*!

Cimetna Kkiselina, reakcijom Kkataliziranom cinamat-4-hidroksilazom (C4H),
prelazi u p-kumarinsku Kiselinu, koja djelovanjem p-kumarat-CoA ligaze (4CL) biva
metabolizirana u p-kumaroil-CoA.

p-kumarinska kiselina se metabolizira putem niza reakcija hidroksilacije i
metilacije, kojima nastaju kafeinska, ferulinska, 5-hidroksiferulinska i sinapinska
kiselina. Sinapska i ferulinska Kkiselina su prekursori lignina. p-Kumaroil-CoA je
centralni prekursor u sintezi flavonoida i stilbena.

Cimetna kiselina takoder biva metabolizirana u benzojevu 1 salicilnu kiselinu.
Sinteza salicilne kiseline nije Cesta 1 javlja se kod biljaka otpornih na bolesti, kod kojih
infekcija uzrokuje nakupljanje salicilne kiseline. Nakupljanje pokreée niz dogadaja koji
ograniCavaju Sirenje gljivicnih, bakterijskih ili virusnih patogena, nastajanjem

nekroti¢nih lezija oko pocetne tocke infekcije.[*

Cs-C3-Cs struktura flavonoida je produkt dva odvojena biosintetska puta (slika
2.20.). Most i B-prsten ¢ini fenilpropanoidna jedinica sintetizirana iz p-kumaroil-CoA.
Kondenzacijom tri acetata, preko puta malonske kiseline, nastaje Sesto¢lani A-prsten.
Spajanje ovih dijelova desava se postepenom kondenzacijom p-kumaroil-CoA s tri
ostatka malonil-CoA, sto je katalizirano halkon sintazom (CHS). Produkt ove reakcije je

naringenin-halkon.

Sljedeci korak u biosintezi flavonoida je stereospecifi¢na pretvorba naringenin-

halkona u naringenin, djelovanjem halkon izomeraze (CHI). Naringenin je nadalje
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srediSnji prekursor u daljnjoj sintezi razli¢itih skupina flavonoida; izoflavona,

flavanona, flavona, flavonola, flavan-3-ola i antocijana (slika 2.21.).

Izoflavonoidi se nalaze uglavnom u mahunarkama i identificirana je vecina
enzima koji su ukljuceni u njihovu biosintezu. Enzim izoflavon sintaza (IFS) katalizira
prvi korak konverzije naringenina i izolikviritigenina u izoflavone genistein, odnosno
daidzein. Djelovanjem izoflavon-O-metiltransferaze nastaje formononetin, a 7-
metiliranjem nastaje izoformononetin. Formononetin prolazi niz reakcija, ukljucujuéi
hidroksilaciju, redukciju i dehidriranje, koje rezultiraju nastajanjem fitoaleksina
medikarpina.l283%4°]

Flavon sintaza (FNS) je enzim odgovoran za oksidaciju flavanona u flavone.
Flavanoni djelovanjem flavanon-3-hidroksilaze (F3H) prelaze u dihidroflavonole.
Dihidroflavonol, djelovanjem dihidroflavonol 4-reduktaze (DFR) prelazi u

leukoantocijanidine, koji su kljuéni prekursori u nastajanju flavan-3-ola,

proantocijanidina i antocijanidina.

Stilben trans-resveratrol se sintetizira kondenzacijom p-kumaroil CoA i tri
jedinice malonil CoA, od kojih svaki donira dva ugljikova atoma, katalizirano stilben
sintazom (STS). Djelovanjem enzima CHS nastaje naringnin-halkon, sredi$nji prekursor
flavonoida. CHS je prisutan u tkivu, dok je stilben sintaza inducirana stresom,

ukljucujuc¢i UV zracenje, traume 1 infekcij e.l?8]

Na slici 2.21. su prikazani osnovni biosintetski putevi fenilpropanoida i
flavonoida. Pored ranije navedenih, vaznu ulogu u spomenutim biosintetskim procesima
imaju i enzimi: halkon izomeraza (CHI), flavonol sintaza (FLS), antocijanidin 4-
reduktaza (ANS), acetil-CoA karboksilaza (ACC), flavonoid 3-O-glikozil-transferaza
(F3GT), poliketid reduktaza (PKR), poliketid sintaza (PKS), flavanon 4-reduktaza
(FNR), aureunidin sintaza (AUS) i drugi.””!
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HO HO. CoA stilbeni
STS
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3x malonil-CoA

fenilalanin _PAL, cinamat — = 4-kumarat — s 4-kumaroil-CoA

CHS+PKR
acetil-CoA ——  3x malonil-CoA
\ HO.
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izolikviritigenin
6lddeoksihalkon
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OH OH
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HO O HO (0]
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OH o OH o
kempferol dihidrokempferol apiforol
flavonol dihidroflavonol OH OH
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leukoantocijanidin 3-deoksiantocijanidin

Slika 2.21. Osnovni biosintetski putevi fenilpropanoida i flavonoida!*®!
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OH OH OH
O HO o O HO o ‘
~—
OH oH
OH OH

OH OH OH OH
2-flaven-3,4-diol leukopelargonidin apigeninidin

leukoantocijanidin 3-deoksiantocijanidin
OH

HO.

3-flaven-2,3-diol pelargonidin
antocijanidin

l F3GT lF?}GT

3-flaven-2,3-diol 3-O-glukozid pelargonidin 3-O-glukozid
antocijanin

Slika 2.21. Osnovni biosintetski putevi fenilpropanoida i flavonoida®*® (nastavak)

2.3. Antioksidacija
2.3.1. Slobodni radikali

Izuzev nekih anaerobnih i aerotolerantnih jednostani¢nih organizama, sve
zivotinje, biljke i1 bakterije za efikasnu proizvodnju energije trebaju kisik. Oko 85-90%
kisika kod Zivotinjskiha organizama biva iskoriSteno u mitohondrijima. Ove organele su
glavni izvor energije ATP-a u Zivotinja, nefotosintetskih biljnih tkiva i u biljaka tijekom
reakcije u tami. Oksidacija hranjivih tvari je bit proizvodnje metabolicke energije.
Elektroni koji se pri tom oslobadaju reduciraju nosace elektrona NAD*, FMN i FAD, a
reducirani NADH, FMNH; i FADH, se ponovno oksidiraju kisikom u mitohondrijima,
te se stvaraju velike koli¢ine ATP-a. Ovaj proces se odvija u elektron-transportnom

lancu smjestenom na unutrasnjoj membrani mitohondrija. Oko 10-15% Kkisika koji se
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kod aerobnih organizama ne iskoristi u mitohondrijima iskoriStavaju razliciti oksidaza i

oksigenaza enzimi ili pak neke druge ,,neenzimske* reakcije.

Sposobnost kisika da izvrSi oksidaciju ¢ini ga potencijalno toksicnim, pa u
aerobnim organizmima postoje obrambeni sustavi koji ih Stite od njegova Stetna
utjecaja. U aerobnim uvjetima dolazi do nastanka slobodnih radikala, Cija se razina
vraca u ravnotezu aktivnosS¢u antioksidacijskih enzima i neenzimske obrane. Slobodni
radikali su vrste spojeva koji imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona.”*” Prisutnost
nesparenih elektrona uzrok su njihovih paramagnetskih svojstava, $to ih ¢ini veoma
reaktivnima. Reaktivnost ovisi o vrsti slobodnog radikala, kao i o reakciji u koju ulazi.
Reakcijom dvaju radikala nastaje neradikalni produkt, medutim, u reakciju radikala s

neradikalom dolazi do lan¢ane reakcije formiranja novih radikala.

Brojni biokemijski procesi u Zivim organizmima dovode do nastanka slobodnih
radikala, ¢iji najvazniji oblici potjecu od kisika i dusika, tzv. reaktivne kisikove (ROS) i
dusikove vrste (RNS) (ROS, RNS, engl. Reactive oxygen / nitrogen species). ROS i
RNS su zajednicki nazivi za sve radikale, ali i druge reaktivne vrste koje potjecu od

kisika, odnosno dugika.[*?]

Tablica 1. Reaktivni oblici kisika (ROS)

Radikali Neradikali
Superoksid, O," Vodikov peroksid, H,0,
Hidroksil, OH’ Hipokloritna kiselina, HOCI
Peroksil, RO, Ozon, O3
Alkoksil, RO’ Singlet kisik, *AO,
Hidroperoksil, HO,' Peroksinitrit, ONOO

Reaktivni oblici kisika nastaju razlicitim mehanizmima:

o Djelovanjem ioniziraju¢eg zracenja na bioloske molekule,
o Kao nepoZeljni produkti stani¢nog disanja (neki od elektrona u respiratornom

lancu skrenu ,,iscure® s glavnog puta),
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o Kao produkti sinteze nekih enzima (NADPH-oksidaza i mijeloperoksidaza) u
stanicama fagocita (neutrofila i makrofaga),

o uslijed patoloskih stanja, i dr. [43]

Hidroksil radikal, OH’, je najreaktivniji radikal kisika. U bioloskom sustavu

nastaje kao posljedica velikog broja reakcija, kao Sto je Fentonova reakcij a4

Fe?* + H,0, — Fe* + OH" + OH"

Hidroksil radikali nastaju takoder kao posljedica djelovanja ionizirajuc¢eg zraCenja te
kao produkti reakcije hipokloridne kiseline sa superoksid radikalom. Nastanak ovih

radikala najodgovorniji je za brojna oStecenja stanicne DNA, proteina i lipida.

Superoksid radikal, O,", istodobno je i radikal i anion kisika. Slabije je
reaktivan u usporedbi s hidroksil radikalom. U vodenom mediju brzo dolazi do reakcije
dismutacije:

0, + 0" + 2H" — H,0, + O,

Ovaj radikal sam rijetko izaziva oSteCenja stanica, ali se smatra toksi¢nim, jer
stvara H,O, i OH'". Naj¢es¢e nastaje tijekom metaboli¢kih procesa ili aktivacijom kisika,
kada se molekuli kisika u osnovnom stanju doda jedan elektron, kao i kod upalnih

procesa ili napada patogena.

Peroksil i alkoksil radikali, RO, i RO’, nastaju razgradnjom organskih
peroksida. Mogu otrgnuti proton s drugih molekula u reakciji poznatoj pod nazivom

peroksidacija lipida.

Vodikov peroksid, H,O,, nastaje in vivo djelovanjem nekih enzima (ksantin-
oksidaza, urat-oksidaza, oksidaze D-amino kiselina). Slabo je reaktivan u odsutnosti
iona prijelaznih metala, ali kako lako prolazi stijenku stanicnih membrana, u stanici
moze reagirati s ionima Zeljeza ili bakra, te formirati puno reaktivnije vrste, kao $to je
OH’. H,0, moze razgraditi i neke hem proteine (mioglobin, hemoglobin, citokrom c),

pri cemu se oslobadaju ioni Zeljeza.

Hipokloridna Kkiselina, HOCI, nastaje kao produkt djelovanja enzima

mijeloperoksidaze (MPO) kod aktiviranih neutrofila. Ima vaznu ulogu u procesu
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fagocitoze, kod obrane organizma od napada bakterija. Zbog svoje reaktivnosti lako

ostecuje bioloske molekule, direktno ili indirektno preko klora Cls.

Singlet Kisik nije slobodni radikal, jer ne sadrzi slobodne elektrone. Ipak ovo je
veoma reaktivan oblik kisika koji sadrzi dva nesparena elektrona s paralelnim spinom.
Nastaje u bioloSkom sustavu reakcijom hipokloritne kiseline i vodikovog peroksida,

foto osjetljivim reakcijama te kao posljedica brojnih patoloskih stanja.

Ozon, O3, ima vaznu ulogu u atmosferi Zemlje kod zastite od UV zracenja, ali

na Zemljinoj je povrsini nepozeljan i veoma toksican.

Peroksinitrit, ONOQO', je jak oksidans, u stanju da osteti veliki broj bioloskih
molekula. U kiselim uvjetima razgraduje se na hidroksil radikal i N,O, slatkasti

bezbojni plin koji se koristi kao anestetik.

Reaktivni oblici dusika (RNS) takoder imaju vazan utjecaj na ljudsko tijelo.
Medu njima su najvazniji radikali duSikovih oksida. DusSikovi oksidi, nastali
djelovanjem razlicitih enzima su osnova normalne fiziologije stanice. DuSikov(Il) oksid
radikal, NO" je zaduzen za niz fiziolo$kih reakcija i signalnih procesa, kao §to su
imunoregulacija, regulacija krvnog tlaka, neurotransmisija i opusStanje misi¢a. U reakciji
s kisikom iz zraka tvori reaktivniji dusikov(IV) oksid radikal, NO,". NO" reagira i s
endogenim  radikalima (npr.  superoksidnim) stvarajuéi  jake  oksidanse;

peroksinitrite.[*54647]

2.3.2. Antioksidacijska obrana

Bioloski sistem kontrole razine slobodnih radikala ¢ine antioksidacijski enzimi 1
drugi antioksidansi, inhibitori oksidacijskih enzima, kofaktori antioksidacijskih enzima i

kelatori prijelaznih metala, koji odrZavaju redoks homeostazu stanice.

Antioksidacijsku obranu sacinjavaju:

o Antioksidacijski enzimi koji kataliticki uklanjaju slobodne radikale i druge
,reaktivne vrste®. Takvi su superoksid-dismutaza (SOD), katalaza, peroksidaza i

tiol-specifi¢ni antioksidansi.
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o Proteini velikih molekulskih masa koji umanjuju dostupnost prooksidansa, kao
Sto su ioni zeljeza, bakra i hem. To su transferini, haptoglobini, hemopeksin i
metalotionein. Ovdje se ubrajaju i proteini koji nekim drugim mehanizmima
Stite bioloske molekule od oSte¢enja (proteini toplinskog stresa).

o Antioksidansi malih relativnih molekulskin masa koji hvataju reaktivne oblike
kisika 1 dusika, ROS 1 RNS. Takvi su glutation, bilirubin, o-tokoferol,
askorbinska kiselina i mokra¢na kiselina. Neke od takvih tvari u organizam

dospijevaju prehranom, osobito a-tokoferol i askorbinska kiselina.[*34%!

Antioksidacijski enzimi

Superoksid- dismutaza (SOD) je metaloenzim u ¢ijem se aktivnom centru
nalaze atomi bakra i zinka (CuZnSOD), mangana (MnSOD) ili zeljeza (FeSOD). Ovi
enzimi kataliziraju reakciju dismutacije dvaju superoksid aniona u molekulu kisika i

molekulu vodikovog peroksida:

0, + 02"+ 2H" - H,0, + O;

Najvazniji enzim je CuZnSOD, dimerni protein koji se nalazi otopljen u citosolu svih
eukariotskih stanica, dok se MnSOD nalazi u mitohondrijima. Dismutacijom superoksid
aniona nastaje toksi¢an vodikov peroksid, koji nastaje i kao posljedica aktivnosti nekih
oksidaza enzima in vivo. Stoga se SOD-sustav nadovezuje na onaj koji ¢e ukloniti H;O».
Kod aerobnih organizama dvije vrste enzima uklanjaju H,O,. To su katalaza i

peroksidaza enzimi.

Katalaza je veliki enzim koji sadrzi feri ion (Fe**) u aktivnom mjestu. Jedan je
od najaktivnijin poznatih enzima. Kod sisavaca dolazi u peroksizomima te u
mitohondrijima stanica sréanog tkiva. Ovaj enzim Xkatalizira reakciju uklanjanja

vodikovog peroksida iz stanica, razgradujuci ga na kisik i vodu:
2H,0, — O, + 2H,0

Peroksidaze su enzimi koji koriste vodikov peroksid za oksidaciju supstrata.

Ako supstrat oznacimo kao SHj, reakcija se moze pisati kao:

SH2 + H202 b d S + 2H20
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Biljke i bakterije koriste velik broj peroksidaza za oksidaciju velikog broja supstrata. U
tkivima covjeka tesko se mogu pronaci nespecificne peroksidaze. Rije¢ je o proteinima
koji sadrze hem, a Ciji je afinitet za H,O, dosta ve¢i od afiniteta katalaze. U tkivima
¢ovjeka dolaze glutation-peroksidaze (GPX), kao glavni enzimi za uklanjanje H,O,. Pri
tome se reducirani oblik glutationa (GSH) oksidira i prelazi u svoj oksidirani oblik

(GSSG):
2GSH + H,0, — GSSG + 2H,0

GSH je tripeptid sa slobodnom tiolnom skupinom koji u stanicama sisavaca dolazi u
visokim koncentracijama. GSSG se uz pomo¢ enzima glutation-reduktaze prevodi

natrag u GSH, koriste¢i pritom NADPH kao izvor reduktivne snage:
GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP”

GSH posjeduje 1 mnostvo drugih funkcija u tijelu covjeka. Jedna od vaznijih je njegova
uloga antioksidansa. Osim toga, GSH sudjeluje u metabolizmu askorbinske Kiseline,

herbicida, pesticida i ksenobiotika, odrzavanju komunikacija medu stanicama i druge.

Glutation- peroksidaze su tetrapeptidi koji za svoju aktivnost zahtjevaju atom selena.
On u aktivnom mjestu enzima dolazi kao selenocistein; aminokiselina cistein kojoj je
atom sumpora zamjenjen atomom selena (R-SeH umjesto R-SH). Selen je stoga vazan u

prehrani covjeka, iako su vece koli¢ine selena toksi¢ne za organizam.

Antioksidacijski proteini

Ioni Zeljeza i bakra imaju sposobnost katalize reakcija peroksidacije. Fenton je
opisao reakciju kojom fero ioni razgraduju vodikov peroksid tvore¢i pri tom veoma
reaktivan hidroksil radikal. Lipidni hidroperoksidi takoder mogu reagirati s fero ionima

reakcijom koja dosta nalikuje Fentonovoj:

Fe?* + ROOH — Fe®* + OH + RO’

Budu¢i u izvanstani¢énom fluidu (plazmi) ne postoje enzimi, kao SOD, katalaze
ili glutation-peroksidaze, a koncentracija GSH je veoma niska, vaznu ulogu imaju

kompleksirajuée tvari, osobito proteini kompleksirani metalnim ionima.
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Transferini su proteini plazme koji transportiraju zeljezo iz krvi do jetre,
slezene i koStane srzi. Laktoferini se izluCuju iz neutrofila. Poput transferina,
kompleksiraju dva atoma zeljeza. Haptoglobini imaju sposobnost vezivanja oksi- i
methemoglobina, tvore¢i pritom stabilan kompleks. Time sprjeavaju postojanje
slobodnog hemoglobina u plazmi koji moze katalizirati reakcije peroksidacije. Stovise,
razgradnjom hemoglobina moze nastati zeljezo koje bi dovelo do Fentonove reakcije.
Hemopeksin takoder ¢vrsto kompleksira hem i na taj nacin sprjeCava reakciju
peroksidacije katalizirane hemom. Albumin ima vaznu ulogu u procesu antioksidacije.
Ima sposobnost kompleksiranja iona metala i apsorpcije hipokloritne kiseline, HOCI.

U svim stanicama i svim oblicima zivota predstavljena je skupina proteinskih
molekula, koje nazivamo i proteinima toplinskog stresa. Rije¢ je o ,heat shock
proteinima® (HSPs). Aktiviraju se onog trenutka kad je stanica izlozena stresnim
uvjetima, kao §to su ekstremni temperaturni uvjeti ili smanjen dotok kisika. U
normalnim uvjetima ovi proteini su u stanici prisutni kao Saperoni, s funkcijom kontrole

ispravnog smatanja proteinskih molekula i njihove ispravne lokalizacije.

Antioksidansi malih relativnih molekulskih masa

U antioksidacijskoj obrani vaznu zadacu imaju i neke tvari malih relativnih
molekulskih masa koje u organizmu nastaju in vivo sintezom ili u organizam
dospijevaju prehranom. Medu one koji nastaju in vivo sintezom ubrajaju se bilirubin,
neke o-keto Kkiseline, spolni hormoni, melatonin, lipoi¢na kiselina, koenzim Q,

mokracéna kiselina, melanini i drugi.

Bilirubin je krajnji produkt razgradnje hema kod sisavaca. Njegov prekursor
biliverdin je plavo-zelene boje, za razliku od Zutog bilirubina. In vitro, bilirbin je snazni
hvata¢ peroksil radikala 1 singlet kisika, no malo se zna o njegovim antioksidacijskim
svojstvima in vivo. Neke keto kiseline, ukljucujuéi piruvat i a-ketoglutarat, reagiraju
neenzimski s H,O; i djeluju kao njegovi hvataéi ako se nalaze u stanicama kultura.
Zenski spolni hormoni estradiol, estron i estriol mogu inhibirati peroksidaciju lipida in
vitro prije svega stoga sto posjeduju fenolne -OH skupine. Hormon melatonin nastaje
metilacijom i acetilacijom serotonina. Melatonin pokazuje antioksidacijsku aktivnost in
vitro. Njegov prekursor serotonin je u in vitro uvijetima puno bolji inhibitor

peroksidacije lipida. Lipoi¢na kiselina je esencijalni kofaktor multienzimskih
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kompleksa koji kataliziraju reakcije dekarboksilacije o-keto kiselina u Krebsovom
ciklusu. I reducirani (disulfid) i oksidirani oblik (ditiol) lipoi¢ne kiseline pokazuju
antioksidacijska svojstva in vitro. Oni unistavaju RO,’, HOCI, OH i ONOOH. Koenzim
Q, CoQ, ima vaznu ulogu u mitohondrijskom lancu prijenosa elektrona. Derivat je
kinona, naziva se i ubikinonom, jer se nalazi posvuda u bioloskim sustavima. Mobilni je
nosac elektrona u respiratornom lancu. Ima ulogu veoma pokretljivog nosaca elektrona
izmedu flavoproteina i citokroma u lancu prijenosa elektrona. In vitro, reducirani oblik
ubikinol, CoQH,, moZe hvatati RO," radikale i inhibirati peroksidaciju lipida. Ubikinol
moze regenerirati o-tokoferol iz njegovog radikalnog oblika u lipoproteinima i
membranama. Cjelokupni udio ubikonola u antioksidacijskoj obrani in vivo nije poznat.
Njegova uloga moze biti posebno vazna u mitohondrijima, gdje se CoQH" lako oksidira
ili reducira. Mokraé¢na Kiselina je produkt reakcije oksidacije hipoksantina i ksantina
pod utjecajem enzima ksantin- oksidaze i dehidrogenaze. Istrazivanja in vitro pokazuju
da je urat dobar hvata¢ RO,’, OH" i singlet kisika. Veé¢ina tkiva sisavaca, osobito
misi¢no 1 mozdano, sadrze mikromolarne koli¢ine dipeptida koji sadrzi histidin kao
aminokiselinu. To su karnosin, homokarnosin i anserin. In vitro, ovi dipeptidi
pokazuju antioksidativna svojstva. Melanini su pigmenti koji nastaju oksidacijom ili
polimerizacijom tirozina. Nalaze se u svih Zzivotinja i nekih gljiva. Smedi ili crni
pigmenti (eumelanini) u kozi $tite od UV zracenja. Za razliku od njih, crveno-smedi ili

zuti pigmenti (feomelanini) manje su efikasni kao hvataci radikala.[*8°]

2.3.3. Antioksidansi

U bioloskim sustavima postoji nekoliko nacina obrane od oksidacijskog stresa,
pa ne postoji jedinstvena definicija pojma antioksidans. Najcesée se antioksidans
definira kao tvar koja, prisutna u maloj koli¢ini u odnosu na koli¢inu oksidabilnog
supstrata, sprjecava ili odlaze proces oksidacije supstrata.[42] Postoji viSe nacina podjele

antioksidanasa:

Prema mehanizmu djelovanja:

o oni koji zaustavljaju lancane reakcije (inhibitori slobodnih radikala),
o razlagaci peroksida,

o inaktivatori (kelatori) metalnih iona,
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o hvataci“kisika.™
Tijekom lancanih reakcija antioksidansi mogu djelovati kao:

o preventivni antioksidansi (sprjeavaju stvaranje slobodnih radikala),

o enzimski antioksidansi (enzimi koji sprjecavaju lancane reakcije slobodnih
radikala),

o ,hvata¢i slobodnih radikala“ (reagiraju s nastalim slobodnim radikalima
stabiliziraju¢i 1th te predstavljaju najve¢u skupinu farmakoloskih

antioksidansa).*!
Prema biosintetskom podrijetlu antioksidanse mozemo podijeliti na:

o prirodne antioksidanse (bilirubin, glutation, vitamini C i E),

o sintetske antioksidanse (butil-hidroksianisol, butil-hidroksitoluen).*2%%!

Prema podrijetlu u tijelu mozemo antioksidanse podijeliti na:

o endogene (enzimi, proteini, glutation, mokra¢na kiselina),

o egzogene (vitamini C i E, terpeni, karotenoidi).

Najznacajniji prirodni antioksidansi su vitamin C (askorbinska kiselina), vitamin
E (tokoferol), karotenoidi i fenolni spojevi, dok su najceS¢e koriSteni sintetski
antioksidansi butil-hidroksianisol (BHA), butil-hidroksitoluen (BHT) (slika 2.22.),
propil-galat (PG) i tert-butilhidrokinon (TBHQ).?%%!

OH OH oH
C(CH3)3 (H3C)sC C(CH3)3
C(CHz3)3
OCH3 OCH3 CH3
2-BHA 3-BHA BHT

Slika 2.22. Sintetski antioksidansi 2-BHA, 3-BHA i BHT

42



Mejra Bektasevié Op¢i dio Doktorski rad

2.3.4. Oksidacijski stres

U normalnim fizioloSkim uvjetima oksidansi i antioksidacijska obrana su u
ravnotezi. Ukoliko proizvodnja slobodnih radikala nadvlada antioksidacijski kapacitet
Zivog sustava, reaktivne kisikove 1 dusikove vrste mogu reagirati S makromolekulama,
uzrokujuéi strukturna i/ili funkcionalna oStecenja stanicnih enzima i genetskog
materijala. SuviSak oksidanasa i oSteenja uzrokovana njihovim djelovanjem naziva se

oksidacijski stres.

U stanju oksidacijskog stresa visak slobodnih radikala moze oStetiti lipide,
proteine, ugljikohidrate i nukleinske kiseline.

Slobodni radikali napadaju nezasi¢ene masne kiseline u bioloskim membranama
uzrokujuéi peroksidaciju lipida. Peroksidacija lipida je enzimska reakcija, katalizirana
enzimom lipoksigenaza.® Taj se enzim nalazi u eritrocitima i leukocitima Zivotinja te
u mnogim biljnim organizmima. Njegov je supstrat linolna i linolenska kiselina, kod
biljaka te arahidonska kiselina kod zivotinja, dok se oleinska Kkiselina ne oksidira.
Peroksidacija lipida ima za posljedicu smanjenje fluidnosti membrana, gubitak enzima i
receptorske aktivnosti, oSteenje membranskih proteina i1 drugih makromolekula, $to

dovodi do apoptoze.l*%

Oksidacijska modifikacija proteina, reverzibilna i ireverzibilna, javlja se tijekom
redoks signaliziranja i drugih stani¢nih procesa. Takoder se javlja 1 kao posljedica
oksidacijskog stresa. Izlozenost proteina OH" i/ili O,” vodi njihovim strukturnim
modifikacijama. Modificirani proteini mogu dalje pro¢i spontanu fragmentaciju i
unakrsno povezivanje ili pokazati znacajno povecanje proteolize. Oksidativni napad na
polipeptidnu osnovu obi¢no je iniciran od strane OH'. Eksperimentalnim generiranjem
radikala, upotrebom radiolize vode ili razlaganjem H,O, u reakciji kataliziranoj
metalima, u medudjelovanju s lipidima moze do¢i do formiranja alkilnih, alkoksilnih i
alkilperoksilnih radikalnih meduprodukata, koji utje¢u na kidanje peptidne veze na
nekoliko nacina.
cistein. Pored fragmentacije, oksidacija aminokiselinskih ostataka lizina, arginina,
prolina i treonina povecava koncentraciju karbonila, pa se prisustvo karbonilnih skupina

moze koristiti kao pokazatelj oksidacije proteina.
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Oksidacijska modifikacija proteina se takoder javlja reakcijom s aldehidima, koji
nastaju tijekom peroksidacije lipida. Krajnji produkti peroksidacije lipida, kao $to su
malondialdehid (MDA) i 4-hidroksi-2-nonenal (HNE), kao i produkti oksidacije

visestruko nezasi¢enih masnih kiselina uzrokuju oksidacijska oste¢enja proteina.'*?

Oksidacijska modifikacija proteina je zastupljena kod bolesti i promjena
povezanih sa procesom starenja, kao §to su: ateroskleroza, tumor, neurodegenerativne
bolesti i sam proces starenja. Karbonilacija proteina se javlja pri velikom broju
modifikacija 1 predstavlja marker oksidacijskog stresa. Tijekom prve dvije trecine
zivotnog vijeka razina karbonilacije proteina se polako povecava, dok u zadnjoj tre¢ini
njena razina naglo raste. Karbonilacija proteina negativno utjeCe na funkcije samih
proteina, $to upucuje na to da ova modifikacija moze biti jedan od uzrocnika ranije

spomenutih nepozeljnih procesa.[55]

2.3.5. Oksidacija i hrana

Osim u zivim organizmima, proces oksidacije zauzima vazno mjesto i u
prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji. Proces oksidacije obuhvaca
oksidaciju proteinskih molekula, vitamina, ali prije svega oksidaciju lipidnih

molekula.l*®
2.3.5.1. Oksidacija lipida u hrani

Oksidacija lipidnih molekula predstavlja veliki problem prehrambene industrije,
jer dovodi do promjene oragnoleptickih svojstava hrane, do smanjenja njene nutritivne

vrijednosti, kao i tvorbe radikalnih komponenti koje mogu ugroziti zdravlje potrosaca.

Pod oksidacijom lipida u hrani podrazumijeva se ¢itav niz kemijskih promjena
koje su posljedica interakcije lipida sa kisikom. Triacilgiceroli i fosfolipidi su tesko
hlapljive molekule i ne utjecu direktno na aromu proizvoda. Tijekom oksidacije lipida iz
masnih kiselina nastaju hlapljivi spojevi koji dovode do nepozeljne arome proizvoda
poznate kao ranciditet.”

Visestruko nezasiCene masne kiseline oksidiraju se puno brze od
mononezasi¢enih ili zasi¢enith. Na brzinu oksidacije lipida utjeCu broj i polozaj

dvostrukih veza.®* Metilenska skupina (-CHy-) koja se nalazi izmedu dviju dvostrukih
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veza veoma je podlozna oksidaciji. Linolna Kiselina je podlozna oksidaciji, buduci
posjeduje metilensku skupinu izmedu dviju dvostrukih veza, na poziciji 11. Njenom
oksidacijom stvaraju se dva hidroperoksida. Osnovni sekundarni produkt autooksidacije
linolne kiseline je heksanal. Autooksidacija lipida je autokataliti¢ka reakcija, $to znaci

da s vremenom napreduje zbog nastanka produkata koji sami kataliziraju reakciju.

Tri su osnovne faze u oksidaciji lipida: inicijacija, propagacija i terminacija
(slika 2.23.). 1z peroksida nastalih na pocetku, nastaju sekundarni oksidacijski produkti:
aldehidi, ketoni, epoksidi i drugi spojevi, koji imaju i negativne bioloske efekte, kao

npr. gubitak esencijalnih aminokiselina i vitamina topljivih u lipidima.l*®

Inicijacija LH—L+H

L +0,—»LO0
Propagacija LOO + LH—>LOOH + L
L + 0,—>LOO

2LOO
Terminacija LOO+ L
L+L

Slika 2.23. Faze oksidacije lipida®™

U prvoj fazi kisik iz zraka napada nezasi¢ene masne kiseline (LH) pri ¢emu se
stvaraju slobodni radikali masnih kiselina (peroksi LO;", alkolsi LO" ili alkil radikali L").
U drugoj fazi reakcije iz slobodnih se radikala stvaraju hidroperoksidi (LOOH) i
slobodni radikali peroksida (LOQO") vezivanjem Kkisika na slobodne radikale masnih
kiselina. Hidroperoksidi (primarni oksidacijski produkti) su labilni, pa se dalje
razgraduju na slobodne radikale i razgradne produkte oksidacije. Ti razgradni produkti
oksidacije (sekundarni oksidacijski produkti) su karbonilni spojevi (aldehidi i ketoni),
masne kiseline, alkoholi, epoksidi i drugi, od kojih neki daju neugodan, uzegli miris

karakteristi¢an za oksidiranu mast.

Autooksidacija lipida je ¢esto inicirana slobodnim radikalima nepoznatog izvora.
Ubrzava je povisenje temperature, svjetlost i prisustvo metala u tragovima. Reducirani
oblici prijelaznih metala su efikasniji u razlaganju vodikovog peroksida, pa reducirajuce

komponente, kao npr. superoksid anion (O;") i askorbinska kiselina dodatno poti¢u
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oksidaciju lipida. Redoks ciklus Zeljeza u prisustvu superoksid aniona pri oksidaciji
lipida poznat je kao Haber-Weiss reakcija, dok je drugi korak ove reakcije poznat kao

Fentonova reakcija:
Fe** + 0," — Fe”" + 0,

Fe?* + H,0, — Fe®* + OH" + OH"

| askorbinska kiselina moze sudjelovati u reakciji Haber-Weiss tipa, medutim za
razliku od superoksid aniona, askorbinska kiselina pri viSim koncentracijama moze

djelovati i kao antioksidans.

U =zastiti lipidnih sastojaka hrane od oksidacije koristi se kontrola razine
slobodnih radikala, prooksidanasa i oksidacijskih intermedijera.

Hvataci slobodnih radikala (HSR) inhibiraju oksidaciju lipida reagiraju¢i brze od
nezasi¢enih masnih kiselina sa slobodnim radikalima. Oni mogu reagirati sa peroksil

(LOO) ili alkoksil (LO") radikalima sljede¢om reakcijom:
LOO"ili LO'+ HSR — LOOH ili LOH + HSR’
Za fenolne komponente je poznato da su dobri hvata¢i slobodnih radikala,

budu¢i da doniraju vodikov atom, pri ¢emu nastali radikal ima nisku energiju zbog

njegove delokalizacije u strukturi fenolnog prstena (slika 2.24.).5"

OH

ROO
l C ROOH

O-0-0-0

Slika 2.24. Delokalizacija fenolnog radikalal®”
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Najcesce koristeni sintetski antioksidansi su supstituirani monofenolni spojevi,
kao $to su: 2,6-di-tert-butil-4-hidroksitoluen (BHT), 2-tert-butil-4-hidroksianisol i 3-
tert-butil-4-hidroksianisol (2- i 3-BHA) (slika 2.22.), propil-galat (PG) i tert-butil-
hidrokinon (TBHQ).

Dodatak antioksidansa BHA produzava vrijeme stabilnosti namirnica na bazi
lipida (npr. maslaca, masti, mesa, mlije¢nih proizvoda, biljnih ulja) za par mjeseci do
par godina. BHT je manje efikasan od BHA iz razloga $to dvije tercijalne butilne
skupine steri¢ki ometaju reakciju s radikalima. PG je slabo topljiv u vodi. Rjede se
koristi u prehrambenoj industriji, jer veze Fe® ione i reducira ih u njihov Fe®" oblik.
Kada se ovaj antioksidans koristi u hrani, mora se kombinirati s keliraju¢im tvarima
(kao §to je citrat) da se spomenuta pojava sprije¢i. TBHQ je je jedan od najboljih
antioksidansa koji se dodaje ulju namijenjenom przenju. Za razliku od PG-a, ne
kompleksira s ionima Zeljeza i bakra.

Prema europskim pravilima, dozvoljena koli¢ina BHT, BHA i PG-a u hrani je
100 ug/g lipida.>® BHA i BHT su veoma efikasni u svojoj ulozi, ali su lako hlapljivi i
termolabilni zbog &ega je njihova primjena ogranidena.l®” Neke studije su pokazale da
koristenje nekih antioksidansa sintetskog podrijetla ima negativne efekte po zdravlje
ljudi, zbog promocije procesa kancerogeneze.!®*¢?

Zbog navedenih razloga postoji tendencija zamjene sintetskih antioksidansa,
tamo gdje je to moguce, netoksi¢nim antioksidansima prirodna podrijetla. U novije
vrijeme se eteri¢na ulja takoder koriste kao zamjena sintetskim antioksidansima, u onim
sektorima konzerviranja hrane, u kojim njihova uporaba ne utje¢e negativno na aromu

proizvoda.l®®

2.3.6. Antioksidacijski ucinak eteri¢nih ulja i ekstrakata

Posljedica oksidacijskog stresa, pored oksidativnih oSte¢enja i smrti stanica,
mogu biti osteenja tkiva i razli¢ita patoloska stanja. Smatra se da su brojni oblici
malignih bolesti rezultat oksidativnih oste¢enja DNA i mutacija koje uslijed toga
nastaju. Negativni utjecaj slobodnih radikala, smatra se, dovodi do razli¢itih autoimunih
bolesti, Secerne bolesti, reumatskih bolesti, kardiovaskularnih bolesti i sréanog udara,
bolesti bubrega, infektivnih bolesti, neurodegenerativnih bolesti (Alzheimerova bolest) i
drugih. | sam proces starenja se opisuje kao proces kumulacije brojnih oksidativnih

ostec¢enja nakupljenih tijekom vremena.
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Kako je oksidacijski stres povezan sa etiologijom i patogenezom brojnih bolesti,
smatra se da je uklanjanjem uzroka oksidacijskog stresa moguée prevenirati ili odgoditi
pojavu patoloskih promjena i reducirati pojavu bolesti. Brojne studije pokazuju da
redovan unos voca, povréa, zitarica i njihovih napitaka djeluje pozitivno na bolesti koje
su posredovane djelovanjem slobodnih radikala. Stoga, prirodni antioksidansi
pojedinacno ili u sastavu ekstrakata, mogu biti korisni u terapiji takvih bolesti. To je
ujedno razlog velikog interesa za istrazivanje antioksidacijske aktivnosti aromati¢nih,

ljekovitih i jestivih biljaka.™

U situacijama narusene homeostaze, kao i u prevenciji razvoja bolesti, unosenje
antioksidanasa hranom moze biti od velikog znacaja. U tom pogledu se mogu Koristiti
etericna ulja, biljni ekstrakti ili njihove pojedinaéne sastavnice, s dobrom
antioksidacijskom aktivnos¢u. S kemijskog stanovista eteri¢na ulja su kompleksne
smjese velikog broja spojeva §to otezava ispitivanje njihove aktivnosti. Ako se izuzmu
neke fenolne komponente, ¢ija je antimikrobna i antioksidacijska aktivnost dobro
poznata, za vecinu ostalih komponenti eteri¢nih ulja takvi podatci nisu dostupni. Brojni
radovi o eteri¢nim uljima Spominju sinergizam, antagonizam, aditivnost, medutim takve
tvrdnje su rijetko pracene eksperimentalnom potvrdom.[63]

U studiji Ruberto i Baratta (2000)!®! ispitana je antioksidacijska aktivnost 100
Cistih spojeva, uobicajenih sastavnica eteri¢nih ulja, dvjema metodama. Od trinaest
neoksidiranih monoterpena, terpinolen, a-terpinen, y-terpinen i sabinen su pokazali vrlo
visoku aktivnost. Aktivnost a-terpinena i y-terpinena je bila slicna aktivnosti koju je
pokazao a-tokoferol. Smatra se da ovakvoj aktivnosti spomenutih spojeva doprinosi
aktivna metilenska skupina. Od 34 ispitana oksidirana monoterpena, timol i karvakrol
su pokazali aktivnost kao i a-tokoferol. Poznato je da timol i karvakrol najvise
doprinose antioksidacijskoj aktivnosti etericnih ulja koja ih sadrze. Kod ove klase
spojeva najaktivniji su bili alkoholi, s izuzetkom linaloola koji je pokazao
prooksidacijsku aktivnost. Slabiju aktivnost su pokazali ketoni. Neoksidirani
seskviterpeni nisu bili aktivni, dok su oksidirani seskviterpeni pokazali aktivnost sli¢nu
onoj kod oksidiranih monoterpena. Nesto izrazeniju aktivnost pokazao je ciklicki keton
germakron, dok je prooksidacijsku aktivnost pokazao nerolidol. Derivati benzena,
fenoli, su pokazali najbolje rezultate. Oni su efikasniji kod sprjecCavanja nastanka
primarnih oksidacijskih produkata, za razliku od preveniranja nastanka sekundarnih

oksidacijskih produkata. Neterpenski spojevi, koji su u eteri¢énim spojevima prisutni u
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manjoj koli¢ini, pokazali su slabu antioksidacijsku aktivnost, kao i neoksidirani
seskviterpeni.[®!

U novije vrijeme se etericna ulja takoder koriste kao zamjena sintetskim
antioksidansima, u onim sektorima konzerviranja hrane, u kojim njihova uporaba ne
utje¢e negativno na aromu proizvoda.'® Zbog svoje specifi¢ne kemijske strukture biljni
fenolni spojevi mogu djelovati kao jaki antioksidansi, budu¢i da imaju sposobnost
prekidanja lan¢anih reakcija doniranjem atoma vodika ili elektrona slobodnom radikalu,
pri ¢emu sami poprimaju stabilnu nereaktivnu konformaciju. Medutim, njihova
aktivnost ovisi o vecem broju faktora: stupnju hidroksilacije, polarnosti, topljivosti,
redukcijskom potencijalu, stabilnosti nastalog radikala i dr.

Antioksidacijsko djelovanje fenolnih Kiselina ovisi o broju i polozaju
hidroksilnih skupina u odnosu na karboksilne skupine.[® Tako m-hidroksibenzojeve
kiseline pokazuju antioksidacijsko djelovanje. Antioksidacijsko djelovanje fenolnih
kiselina raste s povecanjem broja hidroksilnih grupa, iako fenolne kiseline koje na
poziciji 3 i 5 imaju metoksilne skupine imaju smanjenu aktivnost. Hidroksicimetne
kiseline pokazuju jacu aktivnost u usporedbi s hidroksibenzojevim Kiselinama, jer lakse
doniraju vodikove atome.!®

Antioksidacijsko djelovanje flavonoida ovisi o znacajkama 1 prirodi
supstituenata na B i C prstenu kod osnovne strukture flavonoida.l*” Brojne studije su
pokazale da flavonoidi pokazuju antioksidacijsko djelovanje. Oni mogu prevenirati
oksidaciju lipoproteina male gusto¢e, ¢ime mogu smanjiti rizik za razvoj
ateroskleroze.*®) za polifenole je dokazano da pozitivno djeluju na kognitivne
sposobnosti i neurodegenerativne promjene uzrokovane starenjem.®® Postoji veci broj
dokaza o tome da je medijator oksidacijskih ostec¢enja uzrokovan [-amiloidnim
peptidom u patogenezi Alzheimerove bolesti (AD) vodikov peroksid. Polifenoli, kao §to
je kvercetin, lako prolaze krvnomozdanu barijeru i djeluju neuroprotektivno djelujuéi na
vodikov peroksid. Povisena razina ukupnog homocisteina u serumu je jedan od faktora
rizika u razvoju AD. Tiolna skupina homocisteina podlijeze autooksidaciji u plazmi i
time generira reaktivne kisikove spojeve. Djelovanjem na iste polifenoli mogu imati
preventivno djelovanje. Zastitno djelovanje katehina iz ¢aja u pogledu neuroloskih
bolesti moze biti posljedica hvatanja slobodnih radikala, sposobnosti keliranja sa
zeljezom 1i/ili regulaciji protektivnih antioksidacijskih enzima. Postoje izvijes¢a o
neuroprotektivnom djelovanju kurkumina, koji inhibira neurotoksi¢ni homocistein, a

time i peroksidaciju lipida induciranu istim.B”
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Mnoge studije potvrduju da biljni ekstrakti s izrazitom in viro aktivnoscu
pokazuju aktivnost i u in vivo uvjetima,’®! pa se in vitro metode koriste kao prvi korak u
ispitivanju potencijalne antioksidacijske aktivnosti nekog biljnog spoja. Trenutno
postoji nesrazmjer u znanju o in vivo i in vitro djelovanju polifenola kao
antioksidanasa.’”! Zbog nedostatka saznanja u pogledu sigurnosti unosenja visih doza,
smatra se da razina polifenola, koji se unose u organizam, ne bi trebala prelaziti onu u
kojoj se isti inade mogu naéi u hrani.®

Zbog znanja o0 postojanju negativnih nuspojava pri uporabi sintetskih
antioksidanasa postoji tendencija njihove zamjene antioksidansima iz prirode. Tako se
ekstrakt ruzmarina Cesto koristi kao prehrambeni aditiv u sprjecavanju oksidacije

lipida. Karnozinska kiselina, karnozol i ruzmarinska kiselina su njegove najznacajnije

antioksidacijske komponente.?

2.4. Neurotransmiter acetilkolin i kolinesteraze - struktura i1 mehanizam

djelovanja

Neurotransmiter acetilkolin (ACh) je prisutan u nervnom sustavu, gdje
omogucava cerebralno-kortikalnu aktivnost i razvoj, kontrolu protoka cerebralne krvi,
kontrolu ciklusa spavanja i budnosti te procesa uc¢enja i pamcenja (slika 2.25.). Enzim
kolinacetiltransferaza (ChAT) katalizira stvaranje acetilkolina (ACh) u kolinergi¢nim

neuronima, iz kolina i acetil koenzima A.

\
2N

Slika 2.25. Strukturna formula acetilkolina (ACh)

Ispustanjem acetilkolina iz sinaptickog mjehuri¢a predsinapticCke membrane u
sinapticku pukotinu isti se veze na kolinergicke receptore (nikotinski i muskarinski
receptori) na postsinaptickoj membrani kolinergicke sinapse (slika 2.26.) ili na
miSi¢nim stanicama. Time se pokre¢e niz procesa koji rezultiraju depolarizacijom

membrane i daljim prijenosom signala.®®
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Slika 2.26. Prikaz kolinergi¢ne sinapse i kruznog toka acetilkolina!®®!

U centralnom ziv€anom sustavu stimulacija nikotinskih receptora djelovanjem
ACh je povezana sa procesima ucenja i pamcenja, dok stimulacija receptora na
misi¢énim stanicama dovodi do njihovih kontrakcija. Muskarinski receptori su uglavnom
povezani s perifernim Ziv€anim sustavom, glatkim i sr€anim miSi¢ima. Simptomi
parasimpati¢ke stimulacije su: smanjenje broja otkucaja srca 1 krvnog pritiska, stezanje
bronha, povecanje salivacije, poticanje probave 1 povecanje intestinalne peristaltike,
oslobadanje tekucine iz mokraénog mjehura i kontrakcija zj enica.[’™

Hidrolizom ACh kontrolira se prijenos ziv€anih impulsa u kolinergi¢noj sinapsi
centralnog 1 perifernog zivcanog sustava. Razgradnjom acetilkolina u sinaptickoj

pukotini djelovanjem enzima acetilkolinesteraze (AChE) uspostavlja se polarizacija

postsinapticke membrane i prijenos impulsa prestaje.
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Otpusteni ACh ima kratak poluzivot, budu¢i da je AChE jedan od
najucinkovitijih enzima; brzina hidrolize za ljudsku AChE, kcat, iznosi oko 400 000

mi n-ll[71]

Trenutno su poznata dva tipa ChE; acetilkolinesteraza (AChE) i
butirilkolinesteraza (BChE). AChE se naziva i ,,prava kolinesteraza®, dok je BChE je
poznata i kao ,pseudokolinesteraza“, jer hidrolizira brojne estere kolina i druge
nekolinske estere (butirilkolin, sukcinilkolin, acetilkolin, acetilsalicilnu kiselinu, kokain
i heroin).

Prema enzimskoj nomenklaturi iz 1992. godine, kolinesteraze se svrstavaju u
skupinu hidrolaza, podskupinu esteraza i pod-podskupinu hidrolaza estera karboksilnih
kiselina. Gradene su od 12 f-nabranih ploca okruzenih i s 14 a-uzvojnica, §to ih
klasificira u skupinu hidrolaza a/s-strukture.[*87071

U normalnom mozgu BChE je prisutna, u odnosu na ukupne ChE, s udjelom od
10%, dok je viSe zastupljena u jetri, plu¢ima, sréanom tkivu i1 krvnoj plazmi. Obje ChE
su serinske esteraze, koje se javljaju kao globularni monomeri (G1), dimeri (G2) i
tetrameri (G4) katalitickih subjedinica, kao i asimetri¢ne molekule s jednim, dva ili tri

tetramera. Kataliti¢ka aktivnost ChE u ljudskom mozgu je najviSe povezana sa G4 1%

Slika 2.27. Kristalna struktura dimera ljudske AChE (EC 3.1.1.7)
(RCS PDB 4PQE)!"
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Mehanizam hidrolize acetilkolina je priliéno sloZen. Supstrat se u pocetku
hidrolize veze za vanjski rub aktivnog mjesta, na perifernom alosterickom mjestu.
Hidroliza supstrata se odvija u unutrasnjosti enzima koju sacinjava kataliticka trijada,
oksianionska Supljina, mjesto vezivanja kolina i acilni dzep. Veli¢ina aktivnog mjesta,

oblika Zdrijela, koje sa¢injavaju prethodno spomenute domene, je 5 x 20 A.

Slika 2.28. Aktivno mjesto ljudske AChE - oznadeno crveno (RCS PDB 101)™

Kataliticku trijadu Cine serin, histidin i glutaminska kiselina. Aminokiselinski
ostatci serina sudjeluju u nukleofilnom napadu na karbonilni ugljik supstrata. Pri tom
histidin stabilizira serin vodikovim vezama, a negativno naelektrizirani glutamat
stabilizira kation histidina (slika 2.29.). Donori vodika iz oksianionske supljine

stabiliziraju nastali tetraedarski intermedijer.

Mjesto vezanja kolina sadrzi aromatske aminokiseline koje reagiraju s veznim
mjestom Kkolina kroz kation-nm interakcije. Triptofan orijentiranjem omogucava
smjeStanje naelektriziranog dijela supstrata. Kolinsko mjesto BChE nije specificno za

pozitivno nabijene ligande.

Acilni dZep omogucava smjeStanje acilne skupine supstrata, odredujuc¢i tako

njegovu orijentaciju prema aktivnom serinu i ostatku enzima.

Kod BChE su neke aromatske aminokiseline u acilnom dzepu i perifernom
mjestu zamijenjene alifatskim aminokiselinama, ¢ime se omogucava prolaz vecih
molekula supstrata k aktivnom mjestu enzima, tako da je selektivnost BChE manja u

odnosu na AChE.[6870
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Slika 2.29. Hidroliza acetilkolina katalizirana ChE®®!
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2.4.1. Inhibitori kolinesteraza

Inhibicija AChE onemoguc¢ava hidrolizu ACh, pa se time produzava njegova
aktivnost u prijenosu zivcanih impulsa. Ovaj koncept se primjenjuje u tretmanu bolesti
koje karakterizira niska razina ACh, a proucava se i u okviru toksikologije zbog

bolesnih stanja i smrti izazvanih pove¢anom kolinergickom stimulacij om.["™

Alzheimerova demencija (AD) je naj¢es¢i neurodegenerativni poremecaj i uzrok
demencije kod starije populacije. Pogada oko 2% populacije u industrijski razvijenim
zemljama. U sljede¢ih pedeset godina ¢ekuje se povecanje broja oboljelih za oko tri
puta. AD karakterizira nastanak neuritickih plakova; ekstracelularnih nakupina fibrila i
amiloid-p-pepida te neurofibrilarnih ¢vorova; intracelularnih nakupina t-proteina, u
regijama mozga odgovornim za ucenje, pamcenje 1 emocionalno ponasanje. Ove
promjene uzrokuju degeneraciju neurona, gubitak kolinacetiltransferaza (ChAT) i
acetilkolinesteraza (AChE), S$to se ocituje u gubitku neurotransmitera i drugih
neuromodulatora te onemogucavanju sinapticke transmisije.®® Trenutno je terapija ove
bolesti ograni¢ena na tretman simptoma bolesti, za §to se koriste inhibitori enzima
kolinesteraza (ChE).

Inhibitori ChE mogu biti reverzibilni; koji se vezu nekovalentnim interakcijama
ili ireverzibilni; koji se kovalentno vezu za serin kataliticke trijade. Reverzibilni
inhibitori veZzu se u aktivno mjesto, na periferno mjesto ili na oba, pa inhibicija nastaje
kao posljedica konformacijskih promjena enzima, elektrostatskih interakcija inhibitora i
kationskog dijela supstrata te sterickih i/ili elektrostatskih smetnji ulasku supstrata u
aktivni centar enzima. ObiljeZje strukture dobrih inhibitora kolinesteraza je prisustnost
pozitivnog naboja 1/ili aromatskih ili hidrofobnih supstituenata koji olakSavaju ulazak 1

smjestanje inhibitora u aktivno mjesto enzima.!*

Sintetski AChE inhibitori kao Sto su fizostigmin, takrin i donepezil izazivaju
nuspojave, kao Sto su hepatotoksi¢nost i gastrointestinalne smetnje. Ireverzibilni
inhibitori mogu izazvati ozbiljne posljedice, pa i smrt, kao S$to je slucaj sa otrovnim

plinom sarinom, pa se reverzibilnim inhibitorima u tom pogledu daje prednost.[’*
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Slika 2.30. Kompleks ljudske BChE i inhibitora takrina (RCS PDB 4BDS)™!

2.4.1.1. Fitokemikalije kao inhibitori kolinesteraza

Mnoge fitokemikalije su bioaktivni spojevi, od kojih neke pokazuju ChE
inhibicijsku aktivnost i predstavljaju model za razvoj novih lijekova, inhibitora ChE.

Galantamin, prirodni alkaloid i rivastigmin, sintetski alkaloid, su dva inhibitora
kolinesteraza koji se koriste kao terapeutici. Rivastigmin je razvijen prema modelu
prirodnog alkaloida fizostigmina (eserin) (slika 2.31.). Inace, veci broj alkaloida je
aktivan u pogledu inhibicije kolinesteraza, pri submikromolarnim koncentracijama.
Sljede¢e klase spojeva, kvinoni i stilbeni, se takoder ispituju u pogledu inhibicije

kolinesteraza. Medu njima se isticu sargakvinolinska kiselina i (+)-o-viniferin.©®!
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Slika 2.31. Neki alkaloidi inhibitori kolinesteraza

Od flavonoida najbolju aktivnost pokazuju flavoni i izoflavoni, dok ksantoni i
monoterpeni pokazuju slabiju aktivnost pri inhibiciji kolinesteraza (slika 2.32.).1°%]

pomiferin 1,8-cineol
ﬁ ﬁ | } H i
3-karen 2-karen mirtenal a-pinen

Slika 2.32. Neki izoflavoni i monoterpeni inhibitori kolinesteraza
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Budu¢i da BChE ima regulacijsku ulogu u hidrolizi ACh, terapeutici koji bi
inhibirali obje ChE mogli bi djelovati na dodatne pozitivne u¢inke u tretmanu AD, u
odnosu na inhibitore, koji inhibiraju samo AChE. Tako je rivastigmin, koji inhibira obje
ChE, veoma uspjeSan u terapiji AD. Do sad nema saznanja o tome da su BChE

inhibitori efikasniji u reduciranju simptoma AD, u odnosu na inhibitore AChE.[®!

U tradicionalnoj medicini brojne biljke se koriste u tretmanu kognitivnih
poremecaja, ukljucuju¢i i neurodegenerativne bolesti. Etnofarmakoloski pristup,
testiranje bioloSke aktivnosti i izolacije omogucili su identifikaciju potencijalnih AChE
inhibitora biljnog podrijetla. Pri tom su od posebnog interesa multifunkcionalni spojevi
s vise komplementarnih bioloskih funkcija. Biljni ekstrakti su glavni izvori novih
spojeva, inhibitora AChE.!! Poseban interes u tom pogledu izazivaju polifenoli, zbog
njihovog pozitivnog ucinka na zdravlje ljudi.[74]

S obzirom na prethodno navedeno, brojni biljni ekstrakti i eteri¢na ulja, kao i

njihove komponente, se prouc¢avaju u smislu ChE inhibicijske aktivnosti.[870.7

2.5. Tehnike odredivanja kemijskog sastava eteri¢nih ulja i ekstrakata
2.5.1. Vezni sustav plinski kromatograf - maseni spektrometar (GC/MS)

Eteri¢na ulja su kompleksne smjese sacinjene uglavnom od monoterpenskih i
seskviterpenskih ugljikovodika te njihovih oksidiranih derivata. Zbog svoje
jednostavnosti, brzine i efikasnosti u identifikaciji 1 kvantizaciji sastavnica eteri¢nih ulja

najcesce se koristi plinska kromatograﬁja.m]

Primarni cilj kromatografske separacije je potpuno odvajanje spojeva od interesa
u Sto kracem vremenu. Plinski kromatograf koristi zagrijane kapilarne kolone iznutra
obloZene odgovaraju¢om stacionarnom fazom za razdvajanje sastojaka smjese. Mala
koli¢ina uzorka, oko 10 g ubacuje se u zagrijani injektor, gdje laganim protokom plina
helija biva unesen u kolonu. Komponente se odvajaju u kromatografskoj koloni na
osnovu njihovih relativnih tlakova para i afiniteta prema stacionarnoj fazi, pa iz kolone
izlaze pri razli¢itom vremenu zadrzavanja ili retencijskom vremenu (Rt). Hlapljive
komponente, koje se slabije veZu za stacionarnu fazu, prolaze brze od manje hlapljivih
komponenti. Spojevi se detektiraju, a dobiveni signali biljeZze u obliku kromatograma,

grafika funkcije vremena i zabiljezenog signala. Podatci iz kromatograma se koriste za
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kvalitativnu i kvantitativnu analizu; retencijsko vrijeme spoja za njenu identifikaciju,

dok povrsina ispod pika i njegov intenzitet ovise o koliini ispitivane tvari.

Pri analizi eteri¢nih ulja plinskom kromatografijom najéesce se koriste kapilarne
kolone, duljine 25 - 50 m, s unutarnjim promjerom 0,20 — 0,32 mm i debljinom
stacionarne faze od 0,25 um. U kolonama s nepolarnom stacionarnom fazom separacija
se odvija na osnovu razlike u tockama vreliSta razli¢itih spojeva, dok se na polarnim
stacionarnim fazama supstance odvajaju na osnovu razlike u polarnosti. S obzirom da
sastavnice etericnih ulja imaju sli¢ne toCke vreliSta, na nepolarnim kolonama one imaju
slicna retencijska vremena. Da bi se to izbjeglo koristi se postepeno povecanje
temperature u pedi ili se koriste polarne kolone u kojima se vise zadrzavaju oksidirani
spojevi u odnosu na neoksidirane. Tako se u pocetku separacije koriste nize temperature
da bi se odvojile najhlapljivije komponente, a potom se temperatura povecava od 5 do
10 °C po minuti, da bi se postigla temperatura od 200 °C, pri kojoj hlape terpeni najvece

mase.

S ciljem identifikacije i1 kvantizacije sastojaka sloZenih smjesa tvari, kakva su
etericna ulja, plinski kromatograf se vezuje uz razli¢ite detektore. Takvi su: plameno-
ionizacijski detektor (FID, engl. Flame lonization Detector), detektor toplinske
vodljivosti (TCD, engl. Thermal Conductivity Detector), spektrometar masa (MS, engl.
Mass Spectrometer) i drugi detektori. Kao vaZan parametar kod identifikacije sastojaka
smjesa koriste se i retencijski indeksi. Sustav retencijskih indeksa se zasniva na
¢injenici da se svaki analit referira u odnosu na njegovu poziciju izmedu dva susjedna
n-alkana, izmedu ¢ijih retencijskih vremena je njegovo retencijsko vrijeme. Racunanje
indeksa se zasniva na linearnoj interpolaciji duljine lanca ugljika susjednih n-alkana.
NajceSc¢e se primjenjuju logaritamska jednadzba koju je razvio Kovats 1958. godine za
izotermalne uvjete te jednadZzba koja je predloZena od strane Van den Doola i Kratza,
1963. godine, koja nema logaritamski oblik i1 koristi se u slucajevima temperaturno
programiranih uvjeta. Sustav retencijskih indeksa je zasnovan na odnosu povecanja
strukture i retencije, Sto znaci da ovaj koncept nije ograni¢en na uporabu n-alkana kao

standarda, koji se najcesce koriste kod karakterizacije hlapljivih komponenti.””

Masena spektrometrija daje podatak o molekulskoj masi te informacije o
molekulskoj strukturi. Uzorak se bombardira elektronima visoke energije koji cijepaju

molekulu. Mjere se mase nastalih fragmenata i te se informacije rabe da bi se
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rekonstruirala molekula. Analit se moze ionizirati na viSe nacina: termalno, pomocu
elektri¢nog polja ili djelovanjem visokoenergetskih elektrona, iona ili fotona. lako se
uzorak uniStava pri analizi ovom tehnikom, ona je osjetljiva i potrebna je manja koli¢ina
uzorka.

Maseni spektrometar ionizira molekule u visokom vakuumu, razvrstava
dobivene ione prema njihovim masama te biljezi zastupljenost iona svake vrste. Maseni
je spektar graf na ¢iju se x-0S nanose mase, a na y-os relativni broj iona odredene mase.
Za ionizaciju uzorka i za odvajanje iona razli¢itih masa primjenjuje se nekoliko metoda,
medu kojima su najceS¢e ionizacija udarom elektrona i magnetsko otklanjanje pri
odvajanju iona. Fragmentiranjem molekule se dobiva smjesa iona; molekulski ion (M™)
¢ija masa odgovara masi pocetne molekule i fragmenti ¢ija je masa manja. Maseni
spektrometar detektira pozitivno i negativno nabijene fragmente.

Ioni se najcesée odvajaju otklanjanjem u magnetskom polju. Pozitivno nabijeni
ioni bivaju privuceni akceleratorskom plo¢om. Ulaskom u evakuiranu cijev, smjestenu
izmedu polova magneta, nabijene Cestice se otklanjaju od pravocrtnog gibanja zbog
magnetskog polja okomitog na smjer njihovog kretanja. Laksi ioni se otklanjaju vise od
tezih iona. Tocan promjer otklona puta ovisi 0 omjeru mase i naboja iona m/z. Na kraju
cijevi je drugi otvor, iza kog je smjesten detektor iona spojen na pojacalo. Signal u
detektoru proporcionalan je zastupljenosti iona koji udaraju u njega. Cesto koristeni
analizator je i stupica za ione (engl. lon Trap). loni generirani u ionizatoru dospijevaju u
stupicu za ione, gdje bivaju zadrZani unutar trodimenzionalnog elektricnog polja koje se
nalazi u vakuumu. Prostor u kom dolazi do zadrzavanja iona je naje$¢e okruzen
dvjema kruznim i dvjema polukruznim elektrodama. loni u stupici osciliraju sve dok se

zbog promjene napona iz stupice ne izbace, a potom dolaze do detektora.

U tiskanom masenom spektru, koji se prikazuje kao histogram ili tablica
relativne zastupljenosti masa, sve su mase zaokruZene na najbliZi cijeli broj masenih
jedinica. Zastupljenost signala je prikazana kao postotak od najveeg tzv. baznog

(osnovnog) signala.l’™®
Poznat je veliki potencijal spregnutih tehnika plinska kromatografija - masena

spektrometrija (GC/MS) kod analize hlapljivih komponenti (slika 2.33.).
Najjednostavnija i najceS¢e koriStena metoda identifikacije kod GC/MS tehnike se
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zasniva na usporedbi nepoznatog masenog spektra sa masenim spektrima u referentnoj

biblioteci masenih spektara.

Vecina sustava koji su kombinacija plinskog kromatografa i masenog
spektrometra za razdvajanje iona imaju kvadrupolni analizator masa. U visokom
vakuumu ioni prolaze duljinom Cetiriju Sipki koje stvaraju oscilirajuce elektricno polje,
koje uzrokuje da ioni prolaze sloZzenim putovima i samo oni odredene mase mogu doci
u detektor. Mijenjanjem napona se u manje od 1 sekunde moze mjeriti Sirok raspon
masa. Tako je moguce snimiti brojne masene spektre komponenata uzorka, te ih snimiti
na racunalne diskove. Kombinacijom plinske kromatografije i masene spektrometrije
omoguceno je odvajanje komponenata smjesa u plinskom kromatografu te njihova

identifikacija prema masenim spektrima.l’”

Data
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1 Injector Transferline
== !
E — _j\ﬁ_
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Slika 2.33. Shema veznog sustava GC/MS

2.5.2. Visokou¢inska tekuéinska kromatografija (HPLC)

Visokouc¢inska tekuéinska kromatografija (HPLC, engl. High-Performance
Liquid Chromatography) je tehnika koja se moze koristiti u preparativne i analiticke
svrhe. Kod analiticke primjene HPLC tehnike, ista se koristi za kvantitativno
odredivanje pojedinih spojeva, kontrolu Ccistoée prirodnih proizvoda te pri

kemotaksonomskim ispitivanjima.

HPLC tehnika se najcesce koristi za separaciju i kvantifikaciju pojedinih
fenolnih komponenti iz smjese. Kod HPLC obrnutih faza uzorak i kolona su nepolarani,

dok je mobilna faza polarno otapalo ili smjesa otapala. Silika gel (SiO,) u koloni je
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modificiran, tj. presvucen je nepolarnim ugljikovodicima, najcesée C-18 duljine lanca
(oktadecilsilil vezana - ODC, RF-18 ili C,g faza).

Na ovim fazama flavonoid glikozidi se eluiraju prije aglikona, a flavonoidi sa
ve¢im brojem hidroksilnih skupina se eluiraju prije manje supstituiranih analoga.
Flavanoni se eluiraju prije odgovarajucih flavona, zbog efekta nezasi¢ene veze izmedu
C-2iC-3.

Najcesce se koristi binarni sistem otapala, od kojih je jedno zakiseljena voda, a
drugo polarno organsko otapalo. Uobicajena je primjena smjesa acetonitril-voda ili
metanol-voda, sa ili bez dodatka kiseline, pri ¢emu se koristi gradijentno ispiranje i UV
detekcija. Dodatak kiseline suzbija ionizaciju hidroksilnih skupina, §to rezultira oStrijim
vrpcama i manjem pros$irivanju istih. Kada se odvajaju kisele forme fenolnih spojeva,
najcesce se koristi pH otopine od 2,5 do 3, dok se pH od 5 do 7 koristi za odvajanje
fenolnih spojeva u disociranom obliku. Parcijalna disocijacija rezultira dodatnim
pikovima, Sirenjem i asimetrijom pikova, zbog koeluiranja kisele forme i baznog
konjugiranog oblika.[™

Odvajanje je moguce izvrsiti izokratskim ili gradijentnim eluiranjem. Izokratsko
eluiranje podrazumijeva istu mobilnu fazu tijekom odvajanja i ovakva separacija je
dobra za polarnije spojeve. Gradijentno eluiranje je bazirano na modificiranju
organskog otapala, najceS¢e acetonitrila 1 metanola tijekom analize. Ovakav reZim je
pogodan kada su fenolni spojevi Sirokog raspona polarnosti. Pri tom je potrebno vise
vremena za stabiliziranje kolone, a moze do¢i i do promjena na baznoj liniji, zbog
promjene sastava mobilne faze.

Komponente smjese nepolarnog karaktera provode vise vremena u stacionarnoj
fazi, dok se polarne brze krecu kolonom nosene polarnom mobilnom fazom. Duljina
kolona se kre¢e od 100 do 300 mm, a unutarnji promjer izmedu 2 i 5 mm. Promjer
Cestica stacionarne faze je od 3 do 10 um, najceS¢e 5 um. Razdvajanje mozZe trajati od 5
i vise od 90 minuta.l’”!

Najcéesce koristena metoda detekcije za HPLC je UV spektrofotometrija. Pored
UV detektora u sprezi s HPLC, mogu se koristiti i maseni (MS) te NMR detektori
(NMR, engl. Nuclear Magnetic Resonance Detectors). Primjenom UV-VIS detektora sa
nizom fotodioda (DAD, engl. Diode Array Detection) moguce je simultano snimanje
kromatograma na razli¢itim valnim duljinama (slika 2.34.). Isti se pohranjuju te kasnije
usporedbom sa spektrima iz baze podataka koriste za identifikaciju signala pojedinih

vrpci, odnosno spojeva te za njihovu kvantifikaciju.
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Slika 2.34. Shematski prikaz DAD detektora

Ne postoji jedna idealna valna duljina za odredivanje svih klasa flavonoida,
buduéi da isti pokazuju apsorpcijski maksimum na razli¢itim valnim duljinama. Kod
rutinske detekcije uobicajena je valna duljina od 280 nm, koja predstavlja prihvatljiv
kompromis.®”! Tipican HPLC profil za 28 referentnih polifenola je prikazan na slici
2.35. Za ovu analizu je koriStena kolona C18 UG120 Shiseido, mobilna faza A - 50 mM

natrijev fosfat i 10% metanol te mobilna faza B - 70% metanol.

< Jednostavni polifenoli » Antrakvinoni
<«+— Flavonoid glikozidi —» -
<4——— Flavonoid aglikoni —————»
<« Katehini » Halkoni
Kofociania 4+—>
L Teaflavini
@ 25
28
5 o 1
: o
s
& 404
20 -
0
T T T T T T
0 15 30 45 60 75 90

Retencijsko vrijeme (minute)

Slika 2.35. Tipi¢an HPLC profil 28 referentnih polifenolal®

(1. galna kiselina, 2. galokatehin, 3. protokatehinska kiselina, 4. 3-rezorcilna kiselina, 5. klorogenska kiselina, 6.
kafeinska kiselina, 7. epigalokatehin galat, 8. sesamol, 9. p-kumarinska kiselina, 10. daidzein-7-O-glukozid, 11.
katehin galat, 12. luteolin-3',7 O-glukozid, 13. o-kumarinska kiselina, 14. luteolin-7-O-glukozid, 15. kvercetin-3-O-
rutinozid, 16. hesperetin-7-O-rutinozid, 17. miricetin, 18. apigenin-7-O-glukozid, 19. kempferol-3-O-glukozid, 20.
daidzein, 21. kvercetin, 22. luteolin, 23. kempferol, 24. apigenin, 25. flavon, 26. galangin, 27. flavonol, 28. halkon)
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2.5.3. UV/VIS spektroskopija

Spektroskopske metode analize se zasnivaju na interakciji elektromagnetskog
zraCenja 1 ispitivane supstance. Dijele se na emisijske, apsorpcijske i spektroskopiju
rasprSenja. UV/VIS spektroskopija spada u spektroskopske apsorpcijske metode
analize.

Apsorpcijski spektri u ultraljubicastom (UV) i vidljivom (VIS) dijelu spektra
nastaju zbog prijelaza elektrona s nizih na viSe energetske razine. Polozaj apsorpcijske
vrpce u spektru je definiran razlikom izmedu dvije energetske razine. U molekulskoj
UVI/VIS spektroskopiji ektronska struktura molekule odreduje apsorpciju zracenja.
Apsorpcija/emisija energije zraCenja je kvantizirana, tako da do apsorpcije energije
fotona dolazi samo ako je ta energija jednaka razlici energija izmedu osnovnog i

pobudenog stanja AE:

AE=NC

A
pri tom su: h — Planckova konstanta 6,6310% Js, ¢ — brzina svjetlosti u vakuumu
3,010° m/s i4- valna duljina zraenja u nm. Apsorpcija zraenja kvantitativno je

definirana Lambert-Beerovim zakonom:
1 10
A= log==log— = &c
g T g Ib

gdje su: A — apsorbancija, T — transmitancija, lp — intenzitet upadnog zracenja, I —
intenzitet propustenog zracenja, ¢ — molarna apsorptivnost, b — debljina prozra¢nog

sloja u cm i ¢ — koli¢inska koncentracija rastvora u mol/dm?.

Molarna apsorptivnost € je konstanta koja karakterizira sposobnost molekule da
vr$i karakteristicnu apsorpciju zraenja. Ona je jednaka apsorbanciji neke molekulske
vrste pri jedini¢noj debljini prozracenog sloja 1 jedinicnoj koli¢inskoj koncentraciji.
Apsorpcijski spektri prikazuju krivulju ovisnosti € ili log € i valne duljine zracenja
izrazene u nm ili valnog broja izraZzenog u cm™.

Elektronski spektri se obi¢no snimaju u opsegu valnih duljina od 200 - 780 nm,
pri ¢emu je ultravioletno (UV) podrucje od 200 - 380 nm i podrucje vidljive svjetlosti
od 380 - 780 nm. Za snimanje spektara u vakuumskom UV podru¢ju od 100 - 200 nm

se koristi posebna vakuumska tehnika.
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Apsorpciju zratenja u UV i VIS podrucju spektra vrse elektroni u n, c i @
orbitalama, koji apsorpcijom energije zraenja prelaze u neku energetski viSu
protuveznu o* ili w* orbitalu. Prema kvantnomehani¢kim izbornim pravilima, u
zavisnosti o strukturi molekule, moguéi su sljedeci tipovi elektronskih prijelaza: c—
o*, n— o* n— 7w* n— w* Svakom od dozvoljenih elektronskih prijelaza odgovara
jedna apsorpcijska vrpca u spektru, ¢ija je valna duljina maksimuma (Amax) Mjera
energije prijelaza, a emax mjera intenzivnosti apsorpcije zracenja.

U lako dostupnom UV dijelu spektra javljaju se apsorpcijske vrpce koje
pripadaju 71— @* i n— =w* prijelazima, $to znaci da se UV spektri najcesce koriste za
analizu spojeva sa viSestrukim vezama. Skupine atoma u molekuli, koje sadrze bar
jednu dvostruku vezu i daju sposobnost ¢itavoj molekuli da apsorbira elektromagnetsko
zracenje u UV ili vidljivom dijelu spektra nazivaju se kromofori. Kromofori mogu biti
izolirani; kad sadrze samo jednu nezasi¢enu vezu ili slozeni (konjugirani); u koje
spadaju atomske skupine koje sadrze vise konjugiranih dvostrukih veza. Slozeni

kromofori, za razliku od izoliranih, pokazuju apsorpciju na visim valnim duljinama.

Apsorpcijski spektar ovisi o sastavu i strukturi molekula, te se njegovim
tumacenjem moze izvrSiti kvalitativna analiza, odnosno identificiranje analizirane
supstance. Apsorpcijsku vrpcu (slika 2.36.) karakterizira polozaj vrpce, odnosno valna
duljina na kojoj molekula maksimalno apsorbira (Amax), polusirina vrpce (A A) i molarni

apsorpcijski koeficijent (¢).

max

A2

Slika 2.36. Apsorpcijska vrpca

Spektralni parametri koji se koriste u kvalitativnoj analizi su Amax i € jedne ili
viSe apsorpcijskih vrpci. Poznavanjem ovih parametara i njihovom usporedbom s

tablicnim vrijednostima te usporedbom cijelog spektra sa spektrima iz baze spektara
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moze se identificirati prisutni kromofor ili prisutni spoj. Za izracunavanje € potrebno je
poznavanje relativne molekulske mase spoja.

Kvantitativna analiza se zasniva na Lambert-Beerovom zakonu. Za odredivanje
koncentracije analizirane otopine najceSe se koristi metoda kalibracijske krivulje.
Mjerenje apsorbancije vrsi se na valnoj duljini na kojoj analizirana otopina najvise
apsorbira ili nekoj drugoj optimalnoj valnoj duljini, ¢ime se postiZze najvecéa osjetljivost
metode, koja je data koeficijentom AA/Ac. Za niz otopina poznatih koncentracija
izmjere se apsorbancije na valnoj duljini Amax i Konstruira dijagram A = f(c). Iz
izmjerene apsorbancije Ax za otopinu nepoznate koncentracije, s kalibracijske krivulje

se grafickim putem odredi cx.[BH

Monokromator

> Detektor

Uzorak

Izlazni razrez

lzvor Disperzijski element

©

Ulazni razrez

Slika 2.37. Shematski prikaz UV-VIS spektrofotometra

2.5.3.1. Odredivanja ukupnih fenola i flavonoida

Kvantifikacija fenolnih komponenti ovisi 0 njihovim kemijskim svojstvima,
metodi ekstrakcije, veli¢ini koriStenog uzorka za ekstrakciju, uvjetima skladiStenja,
metodi odredivanja, izboru standarda, prisustvu interferiraju¢ih supstanci (voskovi,

masti, terpeni i klorofil).l”!
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Odredivanje ukupnih fenola

Za odredivanje ukupnih fenola nekog uzorka najcesc¢e se koristi metoda po
Folin-Ciocalteu,’® koji se zasniva na prijenosu elektrona sa fenolne komponente na
heksavalentni fosfomolibdo/fosfovolframov kiseli kompleks u baznoj sredini. Pri tom se
boja iz zute mijenja u plavu, zbog nastanka kompleksa, s maksimumom apsorbancije

kod valne duljine od 765 nm.
Odredivanje ukupnih flavonoida

Kvantifikacija ukupnih flavonoida zasniva se na formiranju kompleksa
flavonoida sa AI(I11).2% Jedna od osobina flavonoida je kompleksiranje metalnih
kationa (kao 3to je AI*"), pri &emu dolazi do formiranja kelata, progirenja delokalizacije
I pomijeranja UV i VIS apsorpcijskih vrpci za oko 50 nm prema visim valnim
duljinama (batokromni efekt), tj. boja otopine se mijenja iz zute u Zzuto-zelenu ili
intenzivniju zutu. Za nastanak stabilnih kompleksa potrebna je okso-skupina u polozaju
4 i -OH skupina u polozaju 3 ili 5. Optimalna pH vrijednost za formiranje kompleksa je
oko pH 6. Kod valne duljine od 415 nm flavonoli najjace apsorbiraju, flavoni znatno

slabije, dok flavanoni i izoflavoni vrlo slabo.
2.6. Metode odredivanja bioloske aktivnosti eteri¢nih ulja i ekstrakata
2.6.1. Odredivanje antioksidacijskog potencijala eteri¢nih ulja i ekstrakata

Antioksidansi su molekule koje sprjecavaju, inhibiraju ili zaustavljaju proces
oksidacije bioloskih molekula u razli¢itim fazama ovog slozenog procesa. Za mjerenje
antioksidacijskog potencijala tvari iz prirodnih izvora koristi se veliki broj razli¢itih
metoda, koje je mogucée podijeliti u dvije skupine: metode kojima se mjeri sposobnost
hvatanja slobodnih radikala i metode kojima se mjeri sposobnost inhibicije procesa
oksidacije. Da bi se izbjegli laZni, bilo pozitivni ili negativni rezultati, potrebno je pri

testiranju molekula ili smjesa tvari koristiti razligite metode.®”

U ovom radu za mjerenje antioksidacijskog potencijala eteri¢nih ulja i ekstrakata

koristene su sljede¢e in vitro metode; metoda mjerenja redukcijskog potencijala
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antioksidansa (FRAP, engl. Ferric Reducing Antioxidant Power), metoda koja ukljucuje
mjerenje sposobnosti uklanjanja slobodnih DPPH radikala (DPPH, engl. 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl radical), metoda testiranja sposobnosti zastite lipida od oksidacije te

metoda testiranja sposobnosti zastite proteina od oksidacije.

Pored metoda koje se temelje na prijenosu elektrona, kao Sto su spomenute
FRAP i DPPH, cesto se kod odredivanja antioksidacijske aktivnosti koriste metode koje
se zasnivaju na prijenosu atoma vodika, kao $to su ORAC (engl. Oxygen Radical
Absorbance Capacity) i metoda izbjeljivanja f-karotena te ostale metode, kao Sto su
kelatiranje s ionima Zeljeza ili bakra i BROR (inhibicija Briggs-Rauscher osciliraju¢ih

reakcija).l®”!

2.6.1.1. Metoda testiranja redukcijskog potencijala

FRAP metodom se testira ukupni redukcijski potencijal neke otopine. Metoda se
temelji na prijenosu elektrona, pri ¢emu se kompleks zeljeza s 2,4,6-tris(2-piridil)-s-
triazinom (Fe(I11)-TPTZ kompleks) koristi kao oksidans.””! Redukcijom Zuto obojenog
Fe(II)-TPTZ kompleksa u Fe(ll)-TPTZ (slika 2.38), u prisutnosti antioksidansa i pri
niskom pH, reakcijska smjesa mijenja boju u plavo s maksimumom apsorbancije kod
valne duljine od 593 nm.

Usporedbom promjene apsorbancije reakcijske smjese pri A=593 nm, sa onom za
otopine fero iona poznate koncentracije, iz kalibracijske krivulje se ocita ukupna

redukcijska sposobnost antioksidansa u reakcijskoj otopini.

Q b qu

antlok5|dans

N
\ N | \ N
F F

Slika 2.38. Mehanizam FRAP reakcije
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2.6.1.2. Metoda testiranja sposobnosti hvatanja slobodnih DPPH radikala

DPPH metoda se zasniva na ,gaSenju” slobodnih DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) radikala antioksidansom. Antioksidans donira atom vodika ili elektron
radikalu, pri ¢emu se isti reducira, a boja otopine slobodnih radikala prelazi iz izrazito
ljubicaste u zutu (slika 2.39.). Promjena boje detektira se spektrofotometrijski pri valnoj
duljini od 517 nm.%®!

/ Vi
] \ - N\
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Slika 2.39. Mehanizam reakcije DPPH radikala s antioksidansom

2.6.1.3. Metoda zastite lipida od oksidacije

Za mjerenje zaStitne uloge ekstrakata na razini lipida koristi se metoda s
amonijevim tiocijanatom.*” Metoda se zasniva na mjerenju koli¢ine nastalih peroksida
nakon inkubacije linolne kiseline s ili bez dodatka antioksidansa. Nastali peroksidi
reagiraju sa amonijevim tiocijanatom, pri ¢emu nastaje crveno obojeni kompleks s

maksimumom apsorbancije pri A=500 nm.

Linolna kiselina sadrzi dvije dvostruke veze, te je podlozna oksidaciji (slika
2.40.). Antioksidansi iz biljnog ekstrakta mogu ukloniti slobodan radikal u reakciji
oksidacije linolne kiseline, te time prekinuti reakciju, $to kao posljedicu ima nastanak

manjeg broja peroksida.l’!
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linolna kiselina
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Slika 2.40. Oksidacija linolne kiseline - inicijacija i propagacija!®

Hvataci slobodnih radikala (HSR) reagiraju s -peroksil (LOO") i -alkoksil (LO")

radikalima sljede¢om reakcijom:
LOO"ili LO" + HSR — LOOH ili LOH + HSR’
2.6.1.4. Metoda zastite proteina od oksidacije
Metoda zastite proteina od oksidacije se zasniva na pra¢enju oksidacije govedeg
serumskog albumina, BSA (BSA, engl. Bovine Serum Albumin) u reakciji kataliziranoj

metalom Cu®*/ H,0, s ili bez prisustva ispitivanog ekstrakta.
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Zagrijavanjem reakcijske smjese poti¢e se oksidacija proteina, koja se prati
mjerenjem koli¢ine karbonila, nastalih uslijed direktne oksidacije aminokiselinskih
bo¢nih lanaca. Reakcijom nastalih aldehidnih ili keto funkcijskih skupina s 2,4-
dinitrofenil hidrazinom (DNPH) nastaje DNP-hidrazon, ¢ija se apsorbancija mjeri pri
A=370 nm. Reakcija se odvija u kiseloj sredini, a preostali DNPH se uklanja ispiranjem

istalozenih proteina organskim otapalom.[4

2.6.2. Metoda odredivanja inhibicije enzima kolinesteraza

Za pracenje inhibicije enzima acetilkolinesteraza (AChE) i butirilkolinesteraza

(BChE) eteri¢nim uljima ili ekstrakatima koriStena je metoda po El Imanu.™*!

Djelovanjem enzima AChE ili BChE dolazi do hidrolize acetiltiokolina, pri
¢emu nastaje tiokolin (TCh). U reakciji TCh s 5,5-ditiobis-(2-nitrobenzojevom
kiselinom) (Ellmanov reagens) nastaje 2-nitro-5-merkaptobenzojeva kiselina (TNB).
Kod neutralnog ili alkalnog pH u vodenoj otopini TNB ionizira u TNB-anion. Nastali
TNB-anion ima intenzivno Zutu boju, s maksimumom apsorbancije pri A=412 nm (slika
2.41)).

ChE
(CH,);NCH,CH,SCOCH; + H,0—> (CH;);NCH,CH,S + CH,COO + 2H"

acetiltiokolin tiokolin

(CH;);NCH,CH,S + RSSR—> RS + (CH3);NCH,CH,SSR
tiokolin DTNB TNB-anion

0]

+Z

)

Slika 2.41. Ellmanova reakcijal*®
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2.7. Pregled literature na temu dosadasnjih istraZivanja

Odreden je kemijski sastav eteri¢nog ulja M. pulegium s podru¢ja Rumunije,®®!
Bugarske,’®”! Urugvaja,’®® Srhijel® i Egipta, gdje je ispitana i njegova antioksidacijska
aktivnost DPPH metodom.® U vise studija je odreden je kemijski sastav eteri¢nog ulja
M. pulegium s podrutja Maroka te je ispitana njegova antibakterijska,®*%%
antifungalna,®! insekticidna® i antioksidacijska aktivnost DPPH metodom i metodom
odredivanja reducijske sposobnosti.[gz] Odreden je kemijski sastav etericnog ulja M.
pulegium s podrugja Irana, kao i njegova antimikrobna aktivnost.®®%! Ispitan je utjecaj
etericnog ulja, vodenog i metanolnog eckstrakta M. pulegium s podrucja Irana na
stabilnost biljnog ulja tijekom skladistenja. Njihova antioksidacijska aktivnost je
ispitana DPPH metodom i metodom B-karoten/linolna kiselina.® Ispitan je kemijski

sastav eteri¢nog ulja M. pulegium s podruéja Tunisa, njegova antimikrobna aktivnost,*®

te varijabilnost kemijskog sastava eteri¢nog ulja vise populacija.®

Vodeni, etanolni ekstrakti i etericno ulje M. pulegium s podru¢ja Portugala
ispitani su u pogledu inhibicije AChE te u pogledu antioksidacijske aktivnosti DPPH
metodom i metodom PB-karoten/linolna kiselina.l’%! \Vodeni ekstrakti M. pulegium s
podru¢ja Portugala ispitani su u pogledu inhibicije AChE prije 1 poslije
gastrointestinalne digestije.l*® Vodeni, etanolni ekstrakt i eteri¢no ulje M. pulegium s
podrucja Portugala ispitani su u pogledu antibakterijske i antioksidacijske aktivnosti
DPPH metodom i metodom reduciraju¢e sposobnost. Odreden je kemijski sastav
eteri¢nog ulja te sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima.l'®? Etanolni ekstrakti M.
pulegium s podrucja Hrvatske su ispitani u pogledu inhibicije AChE i antioksidacijske
aktivnosti DPPH metodom. Sadrzaj ukupnih hidroksicimetnih kiselina je odreden
spektrometrijski, a HPLC tehnikom je odreden sadrzaj cetiri hidroksicimetne
kiseline.® U metanolnom ekstraktu M. pulegium s podrudja Turske odreden je sadrzaj
ukupnih fenola, antoksidacijska aktivnost je ispitana ABTS i CUPRAC metodama te je
ispitana aktivnost antioksidacijskih enzima.™®! n-Heksanski, diklormetanski, metanolni
I vodeni ekstrakti M. pulegium s podrucja Maroka su ispitani u pogledu sadrzaja
ukupnih fenola te antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom, metodom f-
karoten/linolna kiselina 1 metodom odredivanja reducijske sposobnosti.[104] Etanolni
ekstrakti M. pulegium s podrucja AlZzira ispitani su u pogledu sadrzaja ukupnih fenola i

flavonoida te antioksidcijske aktivnosti ABTS i DPPH metodom i metodom ciklicke
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voltametrije. Ispitana je njihova antitirozinazna aktivnost. HPLC tehnikom je odreden

kemijski sastav ekstrakata.l*”

Tankoslojnom kromatografijom je odreden sadrzaj
ruzmarinske kiseline u etanolnom ekstraktu M. pulegium s podruéja Alzira te je in vitro
ispitana njegova sposobnost inhibicije oksidacije linolne kiseline.X* VVodeni, metanolni
I etil-acetatni ekstrakti M. pulegium s podru¢ja Alzira su ispitani u pogledu sadrzaja
ukupnih fenola te antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom i metodom -
karoten/linolna kiselina.l*%! Etanolni ekstrakt M. pulegium s podrugja Irana je ispitan u
pogledu sadrzaja ukupnih fenola 1 antioksidacijske aktivnosti DPPH 1 ABTS
metodom."! Odreden je sadrzaj ruzmarinske kiseline u M. pulegium s podrugja
Irana.[?®] HPLC tehnikom je ispitan kemijski sastav metanolnog ekstrakta M. pulegium s
podrucja Gr¢ke, odreden je sadrzaj ukupnih fenola, ispitan je antioksidacijski kapacitet

rancimat metodom, a testirana je i antioksidacijska aktivnost.!*%¢!

Ispitan je kemijski sastav eteri¢énog ulja S. subspicata s podruc¢ja Bosne i
Hercegovine, s jedne lokacije u dvije faze razvoja. Dodatno je ispitana njegova
antibakterijska aktivnost, kao i antioksidacijska aktivnost DPPH metodom.[”! Odreden je
kemijski sastav etericnog ulja Cetiri biljne vrste roda Satureja s podrucja Hrvatske,
medu kojima je ispitana i S. subspicata te je njihov kemijski profil usporeden s njihovim
DNK profilom.[% Ispitan je kemijski sastav eteri¢nog ulja S. subspicata s podrucja
Hrvatske, kao i njegova antibakterijska aktivnost.*'% Pracen je kemijski sastav
eteri¢nog ulja S. subspicata s podru¢ja Hrvatske, u tri razli¢ite faze razvoja, kao i njena
glanduralna struktura.'**” Sedam populacija S. subspicata s podru¢ja Hrvatske ispitano
je u pogledu kemijskog sadrzaja eteri¢nog ulja, sadrzaja mikroelemenata i elemenata u
tragovima, sadrzaja ukupnih fenola, tanina, flavonoida te u pogledu tipa i distribucije

trihoma.l**%

Etanolni i metanolni ekstrakti sedam populacija S. subspicata s podrucja
Hrvatske ispitani su u pogledu sadrzaja ukupnih fenola, flavonoida, antibakterijske i
antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom i metodom f-karoten/linolna kiselina.
Sadrzaj pojedinih fenolnih komponenti je odreden HPLC tehnikom.?® Za etanolne
ekstrakate S. subspicata s podrucja Hrvatske ispitana je aktivnost u pogledu inhibicije
AChE 1 antioksidacijska aktivnost DPPH metodom. Sadrzaj ukupnih hidroksicimetnih
kiselina je odreden spektrometrijski, a HPLC tehnikom je odreden sadrzaj cetiri

hidroksicimetne kiseline.[®®!
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Ispitan je kemijski sastav eteri¢nog ulja T. montanum s podru&ja Turske!™¥ i

Srbije,***'*] te njegova in vitro antioksidacijska aktivnost.* Ukupni fenoli, tanini, p-
sitosterol 1 vrijednost gorcine su odredeni u nativnoj i kultiviranoj T. montanum s
podrugja Hrvatske.”” Za etanolne ekstrakate T. montanum s podrugja Hrvatske ispitana
je aktivnost u pogledu inhibicije AChE i antioksidacijska aktivnost DPPH metodom.
Sadrzaj ukupnih hidroksicimetnih kiselina je odreden spektrometrijski, a HPLC
tehnikom je odreden sadrzaj detiri hidroksicimetne kiseline.®® U metanolnom, petrol-
eterskom, kloroformskom, etil-acetatnom, 1-butanolnom i vodenom ekstraktu T.
montanum s podrudja Srbije je odreden sadrzaj ukupnih fenola i fenolnih kiselina.[*'®!
Metanolni ekstrakti T. montanum s podrucja Srbije su ispitani u pogledu sadrzaja
ukupnih fenola.™"*8 i antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom.™® Spomenuti
ekstrakti su ispitani i u pogledu citotoksi¢nosti prema pet razliitih stani¢nih linija
Hela, Fem-x, K562, MDA-MB-361M° i HCT-116.1* U biljci je odreden i sadrzaj
deset razli¢itih metala.l'™®! Ispitana je antibakterijska i antioksidacijska aktivnost DPPH
metodom petrol-eterskog, kloroformskog, etil-acetatnog, n-butanolnog i vodenog
ekstrakta T. montanum s podrucja Srbije.[lzol Kemijski sastav dietil-eterskog, etil-
acetatnog i n-butanolnog ekstrakta T. montanum s podru¢ja Makedonije ispitan je
HPLC tehnikom, dok je antioksidacijska aktivnost ispitana DPPH metodom i metodom

B-karoten/linolna kiselina.*?

Ispitan je kemijski sastav eteri¢nog ulja C. vulgare s podrucja Tursket*?12 j

Hrvatske, kao i njegova antifitoviralna aktivnost.*! Eteri¢no ulje C. vulgare s podrudja
Turske je ispitano i u pogledu njegove antioksidacijske aktivnost DPPH metodom i

metodom B-karoten/linolna kiselina.[*?*!

Za etanolne ekstrakate C. vulgare s podru¢ja Hrvatske ispitana je aktivnost u
pogledu inhibicije AChE 1 antioksidacijska aktivnost DPPH metodom. SadrZaj ukupnih
hidroksicimetnih kiselina je odreden spektrometrijski, a HPLC tehnikom je odreden
sadrzaj cetiri hidroksicimetne kiseline.[*®] Sadrzaj ukupnih fenola je odreden kod
etanolnih 1 metanolnih ekstrakata s podru¢ja Bugarske, dok je njihova antioksidacijska
aktivnost ispitana DPPH i ABTS metodama.?”] Sadrzaj ukupnih fenola i1 flavonoida
odreden u vodenim!?! i metanolnim ekstraktima C. vulgare s podrugja Bugarske.*?’]
Vodeni ekstrakti su ispitani i u pogledu zastite DNA te antioksidacijske aktivnosti
ispitane DPPH metodom.™®! Vodeni ekstrakti C. vulgare s podrugja Bugarske su

ispitani u pogledu LPS-induciranog inflamatornog odgovora misjih RAW 264.7
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makrofaga, kao i u pogledu antioksidacijske aktivnosti DPPH i DCFH-DA
metodama.?®! Vodeni ekstrakti C. vulgare s podrucja Bugarske su ispitani u pogledu
sadrzaja 19 elemenata u listovima, stabljikama i cvjetovima, ICP-MS i FAAS
tehnikom.[*?” Vodeni ekstrakt C. vulgare s podrugja Bugarske pokazao je snazno
antitumorsko djelovanje u in vitro testu prema stani¢nim linijjama A2058, Hep-2 i
L5178Y. U istom testu hloroformski ekstrakt je pokazao slabije djelovanje.l*®! Etanolni
i propilenglikolni ekstrakti C. vulgare s podru¢ja Bugarske su pokazali znaéajnu
aktibakterijsku aktivnost, pa i prema viSestruko rezistentnim bakterijskim kulturama.l*?*!
Etanolni, etil-acetatni i acetonski ekstrakti C. vulgare s podrucja Srbije su ispitani u
pogledu sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida, antibakterijske aktivnosti, kao i
sinergistickih interakcija sa antibioticima.™* 1z nadzemnih dijelova C. vulgare,

uzgojenih na podruc¢ju Japana, izolirano je devet novih homologa saikosaponina.[**!
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3.1. Kemikalije

Pri izradi ovoga rada koriStene su sljede¢e kemikalije analitickog stupnja

¢istoce:

Od tvrtke Acros Organics (New Jersey, USA) koriSteni su: butilirani
hidroksianisol, 2,4-dinitrofenil hidrazin, kvercetin, natrijev karbonat, rutin i zeljezov(II)
klorid tetrahidrat.

Od tvrtke Betahem (Beograd, Srbija) koriSten je amonijev rodanid, od tvrtke
Carlo Erba (Chaussee du Vexin, Francuska) dikalijev hidrogenfosfat, dok je od tvrtke
Carl Roth (Karlsruhe, Njemacka) koriStena galna kiselina.

Od tvrtke Kemika (Zagreb, Hrvatska) koriSteni su: bezvodni natrijev sulfat,
dietileter, etanol 96%; kloridna Kiselina, mravlja Kkiselina, vodikov peroksid,
zeljezov(III) klorid heksahidrat, zeljezov(Il) sulfat.

Od tvrtke Lach-Ner (Neratovice, Ceska) koristeni su: aluminijev(III) klorid, etil-
acetat, kalijev dihidrogenfosfat, kalijev acetat, natrijev hidrogenkarbonat, natrijev
hidroksid, natrijev nitrit, pentan i triklorooctena kiselina.

Od tvrtke Merck (Darmstadt, Njemacka) koristene su kemikalije: albumin (iz
govedeg seruma) i Folin-Ciocalteu reagens.

Od tvrtke Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka) koriSteni su: acetilkolinesteraza
Tip V-S (E.C. 3.1.1.7, iz elektrofora elektricne jegulje), acetiltiokolin-jodid,
butirilkolinesteraza (E.C. 3.1.1.8, iz konjskog seruma), butilirani hidroksitoluen,
butiriltiokolin-jodid, 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzojeva kiselina), eserin, gvanidin-HCI i
2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazin. Takoder, od tvrtke Sigma-Aldrich (St. Louis, SAD)
koriSteni su: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), L(+)-askorbinska kiselina, linolna

kiselina i Tween-20 (polietilenglikol sorbitan monolaurat).
U ovom radu su koristene sljede¢e kemikalije HPLC cistoce:

Od tvrtke Extrasynthese (Lyon, Francuska) koriSteni su: apigenin, diozmetin,
diozmin, elaginska Kiselina, eriodiktiol, ferulinska kiselina, kempferol, kafeinska
kiselina, klorogenska kiselina, krizoeriol, luteolin, miricetin, naringenin, p-kumarinska
kiselina, protokatehinska kiselina, ruzmarinska kiselina i siringinska Kiselina.

Od tvrtke J.T. Baker (Center Valley, SAD) koristen je metanol i dimetilsulfoksid
(DMSO).
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3.2. Biljni materijal

Za potrebe ovog rada koriSten je biljni materijal, odnosno nadzemni dijelovi
samoniklih biljaka porodice Lamiaceae: Mentha pulegium L. (mirisna metvica),
Teucrium montanum L. (trava iva), Satureja subspicata L. (klasoliki vrisak)
Clinopodium vulgare L. (¢epi¢). Prikupljanje je izvrSeno u periodu od lipnja do rujna
2015. godine. Biljni materijal je u vrijeme pune cvatnje, na razli¢itim lokalitetima na

podruc¢ju Unsko-sanskog kantona (BiH) (slika 3.1.).
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Slika 3.1. Lokacije uzorkovanja biljnog materijala

Potvrda identifikacije biljnih vrsta izvrSena je botanickim metodama
identifikacije, putem morfologije, od strane botani¢ara doc. dr. sc. Mirka Ruscica, s
odjela za biologiju Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucilista u Splitu.

Nadzemni dijelovi svjezih biljaka su Koristeni za izolaciju etericnog ulja i

pripremu vodenih i metanolnih ekstrakata.
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Uzorci biljnog materijala su osuseni na sobnoj temperaturi, a potom pohranjeni u
laboratorij Zavoda za biokemiju Kemijsko-tehnoloskog fakulteta Sveucilista u Splitu,

pod oznakama navedenim u tablici 3.1.

Tablica 3.1. Lokaliteti sakupljenog biljnog materijala

Biljna vrsta Lokalitet Herbarijska oznaka
Mentha pulegium L. Raci¢ 44°44'34,0"N 15°5723.6"E MP_2015
Teucrium montanum L. Lipa 44°41'15.5"N 16°06'34.9"E Tl _2015
Satureja subspicata L. Brekovica 44°52'44.7"N 15°53'15.2"E SS 2015
Clinopodium vulgare L.  Garavice  44°49'04.0"N 15°50'41.9"E CV_2015

3.3. Metoda izolacije hlapljivih spojeva iz biljnog materijala

Za izolaciju etericnog ulja iz ispitivanih biljaka koriStena je aparatura tipa
Claevenger (slika 3.2.).

U okruglu tikvicu je dodano 50 g svjezeg, grubo usitnjenog biljnog materijala i
0,5 litre destilirane vode zagrijane do temperature vrenja. Daljim zagrijavanjem
hlapljive komponente eteri¢nog ulja 1 vodena para su iz tikvice prolazile kroz cijev
aparature, hladile se 1 kondenzirale u hladilu izradenom po Allihnu. U cijevi aparature
nalazila se i smjesa organskih otapala pentana i dietiletera u omjeru 1:3, tzv. ,,klopka*
ili ,trap®. ,,Trap* ima zadac¢u zadrZavanja hlapljivih sastojaka, dok je voda padala na
dno graduirane cijevi. Nakon 150 minuta hidrodestilacije smjesa etericnog ulja i
organskih otapala iz ,trapa®“ u graduiranoj cijevi je prebac¢enau suhu bocicu. Ostatci
vode iz eteri¢nog ulja uklonjeni su dodatkom bezvodnog natrijevog-sulfata, koji je
potom uklonjen dekantiranjem. Nakon suSenja smjesa je prebafena u suhu, izvaganu
bocicu u kojoj je ulje hermeticki zatvoreno i ¢uvano u zamrzivacu na -20 °C za potrebe

daljnjih analiza.

79



Mejra Bektasevi¢ Metodika Doktorski rad

Slika 3.2. Aparatura po Clevengeru

Za mjerenje bioloske aktivnosti eteri¢nog ulja, pojedinac¢no je svako etericno

ulje otopljeno u etanolu te mu je odredena pocetna masena koncentracija.

3.4. Metode pripreme vodenih i metanolnih ekstrakata

3.4.1. Vodeni ekstrakti - infuzije

Odmjerena masa svjezeg biljnog materijala je prelivena je klju¢alom vodom 1
ostavljena stajati pri sobnoj temperaturi tijekom 24 h, uz povremeno mijes$anje (~ 7mL
deionizirane vode po 1 g biljnog materijala). Ekstrakti su profiltrirani, a potom upareni
pod vakuumom pri 40 °C (slika 3.3.). Nakon susenja u eksikatoru tijekom 48 h,
ekstrakti su liofilizirani, izmjerena je masa i izraCunato je iskoriStenje. Za potrebe
analiza osusSeni ekstrakti su otapani u vodi. Uzorci su ¢uvani u staklenim boc¢icama na -

20 °C.
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3.4.2. Metanolni ekstrakti

Odmjerena masa svjezeg biljnog materijala macerirana je u 70 % metanolu w/w
(~7mL MeOH po 1 g biljnog materijala) pri sobnoj temperaturi, uz povremeno
mijesanje tijekom 48 h. Ekstrakti su profiltrirani, a potom upareni pod vakuumom pri 40
°C (slika 3.4.). Nakon susenja u ecksikatoru tijekom 48 h, ekstrakti su liofilizirani,
izmjerena je masa 1 izracunato je iskoriStenje. Za potrebe analiza osuSeni ekstrakti su

otapani u 86 % etanolu. Uzorci su ¢uvani u staklenim bo¢icama pri - 20 °C.

Slika 3.3. Uparavanje vodenog ekstrakta ~ Slika 3.4. Uparavanje MeOH ekstrakta

3.5. Metoda analize hlapljivih spojeva iz eteri¢nih ulja vezanim sustavom plinska

kromatografija - masena spektrometrija

Kvalitativna 1 kvantitativna analiza sastavnica eteri¢nih ulja izvrSena je metodom
plinske kromatografije, pomocu veznog sustava plinska kromatografija - masena
spektrometrija (GC i GC/MS). Za analize je koriSten plinski kromatograf Varian 3900
(Lake Forest, SAD) opremljenim detektorom masa, masenim spektrometrom (model
2100 T) te ra¢unalom (slika 3.5.).

Za separaciju je koriStena nepolarna kapilarna kolona VF-5MS, dimenzija 30 m

x 0,25 mm i debljine stacionarne faze 0,25 mm. Temperaturni program za kolonu bio je:
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tijekom 3 minute izoterman pri 60 °C, zatim se stopom od 3 °C min.™ povisio na 246 °C
I zadrzao izotermno kroz 25 minuta pri istoj temperaturi.

Mobilna faza je bio plin helij, sa stopom protoka od 1 mL min.™ . Temperatura
injektora je bila 250 °C, dok je injekcijski volumenom bio 1 uL, s omjerom raspodjele
od 1:20. Koristena ionizacijska voltaza masenog spektrometra je iznosila 70 eV, raspon
skeniranja masa je bio od 40 do 350 masenih jedinica, a temperatura izvora iona od 200
°C.

Slika 3.5. Vezni sustav plinski kromatograf - maseni spektrometar (GC/MS)

3.6. Metoda analize fenolnih komponenti u ekstraktima veznim sustavom

visokoucinska tekuéinska kromatografija - detektor s nizom dioda

Za razdvajanje i identifikaciju pojedinih spojeva koristen je HPLC/DAD uredaj
Agilent serije 1200 (slika 3.6.) i kolona InertSustain C18, veli¢ina Cestice stacionarne
faze Spum, dimenzija 250 x 4,6 mm (GL sciences Inc, S/N 2BR98021, C/N 5020-
07346). Koristeni su standardi i metanol HPLC c¢istoce te mravlja kiselina (98-100%)

p.a. Cistoce.

Za razdvajanje i identifikaciju fenolnih kiselina i flavonoida koriStena je metoda
s obrnutim fazama. Prilikom pripreme svakog uzorka 25 mg ekstrakta je otopljeno u 10
mL 50% otopine metanola. KoriStena je ultrazvucna kupelj u trajanju od 30 sekundi,
nakon Cega su uzorci filtrirani kroz PTFE filter (CHROMAFIL Xtra PTFE-45/25,
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Macherey-Nagel). U 0,4 mL pripremljene otopine uzorka je dodano 0,06 mL metanola,
tako da je kona¢na koncentracija ekstrakta u otopini iznosila 2,1739 mg/mL.

Standardi: kempferol, miricetin, kvercetin, rutin, krizoeriol, naringenin,
eriodiktiol, galna kiselina, siringinska kiselina, elaginska kiselina, ferulinska kiselina,
kafeinska kiselina, klorogenska kiselina, p-kumarinska kiselina, ruzmarinska kiselina,
protokatehinska kiselina su pripremljeni otopanjem u metanolu, dok su Cetiri standarda:
luteolin, diozmetin, apigenin i diozmin otopljeni u dimetilsulfoksidu (DMSO).
Pripremljena je pocetna otopina u kojoj je koncentracija svakog pojedinog standarda
bila 0,5 mg/mL. MijeSanjem 0,4 mL otopine uzorka i 0,06 mL pocetne otopine
standarda pripremljen je standardni dodatak, tzv. spike. Konacna koncentracija svakog
standarda u standardnom dodatku je iznosila 0,0652 mg/mL. Metoda je prethodno
optimizirana, analizom otopine standarda na razli¢itim kolonama, koriStenjem razli¢itih
mobilnih faza i gradijenata. Eluacija je pracena na 280, 270, 254, 220, 310, 350 i 370
nm.

Koristena je sljedeca metoda: 0,1% mravlja kiselina (mobilna faza A), metanol
(mobilna faza B); 0-60 min. gradijentno ispiranje: 90% faze A do 90% faze B; 60-65
min. izokratsko ispiranje: 10% A i 90% B; 65,1-70 min. izokratsko ispiranje 90% A i
10% B. Ukupno vrijeme analize je iznosilo 70 minuta. Protok mobilne faze je bio 0,5
mL/min., temperatura kolone 30 °C, injektirani volumen uzorka je iznosio 20 pL.
Kromatogrami su snimani pri 280 nm.

Identifikacija je izvrSena usporedbom retencijskih vremena 1 UV spektara
komponenti u uzorku s istim kod odgovarajucih standarda. Kvantifikacija komponenti u
uzorcima je izvrSena usporedbom integriranih povrSina ispod pikova pojedinih
komponenti u uzorku s odgovaraju¢im integriranim povrSinama ispod pikova u
standardnom dodatku, pomoc¢u formule (A - povrSina):

_ Ystandarda u spike—u ve Aspoja uuzorku
Vspoja -

Aspike—a - Auzorka

Rezultati su izrazeni u mg po g suhog ekstrakta.
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Slika 3.6. Uredaj HPLC/DAD Agilent 1200

3.7. Metoda odredivanje sadrZaja ukupnih fenolnih komponenti

Sadrzaj ukupnih fenolnih komponenti u ekstraktima je odreden metodom po
Folin-Ciocalteu.!®”

U odmijerne tikivce od 25 mL otpipetirano je po 0,25 mL ekstrakta te je dodano
po 15 mL deionizirane vode i 1,25 mL Folin-Ciocalteu reagensa, prethodno
razrijedenog s vodom u omjeru 1:2. Pripravljene otopine su dobro promijesane, a potom
je u vremenskom intervalu od tri do osam minuta dodano po 3,75 mL 20% otopine
Na,COs3. Odmjerne tikvice su dopunjene do oznake deioniziranom vodom.

Otopine su ostavljene stajati na sobnoj temperaturi tijekom 2 sata, nakon ¢ega je
oCitana apsorbancija pri valnoj duljini od 765 nm. Mjerenje je izvrSeno na
spektrofotometru photoLab 6600 UV-VIS (slika 3.7.).
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Slika 3.7. Spektrofotometar photoLab 6600 UV-VIS

Za izradu bazdarne krivulje pripravljene su otopine galne kiseline kao standarda,

sljede¢ih koncentracija: 0, 50, 100, 150, 250 i 500 mg/L. Iz izmjerenih apsorbancija

otopina galne kiseline, izraden je bazdarni pravac (slika 3.8.) na temelju kojeg su

oCitane vrijednosti ukupnih fenola u uzorcima, izrazene kao mg ekvivalenta galne

kiseline (GAE) po 1 g ekstrakta.

BazZdarna krivulja za ukupne fenole
0,7
0,6 >
0,5
€ 04
8
=03 >
<
0,2 >
0,1 #
&
0 T T 1
0 0,2 0,4 0,6
y mg/mL (galna kiselina)

y =1,0499x + 0,0072

R?=0,9993

Slika 3.8. Bazdarna krivulja galne kiseline kao standarda
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3.8. Metoda dredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Ukupni flavonoidi odredeni su metodom s aluminijevim kloridom.®¥ U
odmjernu tikvicu od 5 mL stavljeno je 0,5 mL otopine ekstrakta. Dodano je 1,5 mL
etanola, 0,1 mL 10% AICI; i1 0,1 mL 1 M CH3;COOK. Ukupni volumen je dodatkom
vode dopunjen do 5 mL. Uporedo s uzorcima pripremane su i kontrole u koje je umjesto
0,1 mL AlCl;dodano 0,1 mL vode.

Nakon 30 minuta apsorbancija otopina je mjerena pri valnoj duljini od 415 nm,
na spektrofotometru photoLab 6600 UV-VIS. Kao standard, pri izradi bazdarnog pravca
(slika 3.9.) koristen je kvercetin u rasponu koncentracija od: 0, 25, 50, 75, 100 i 200
mg/L. Na temelju bazdarnog pravca su ocitane vrijednosti ukupnih flavonoida u

uzorcima, koje su izrazene kao mg ekvivalenta kvercetina (QE) po 1 g ekstrakta.

Bazdarna krivulja za ukupne flavonoide

14
L 4
1,2

y =7,2102x - 0,0506
1 R?=0,9849

0,8

0,6

0,4
*
0,2 /
0 K T T T T 1
0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
y mg/mL (kvercetin)

A (415 nm)

Slika 3.9. Bazdarna krivulja kvercetina kao standarda
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3.9. Metode testiranja bioloSkog potencijala hlapljivih i nehlapljivih spojeva

3.9.1. Metode testiranja antioksidacijskog potencijala eteri¢nih ulja i ekstrakata

Za ispitivanje antioksidacijske aktivnosti eteri¢nih ulja i ekstrakata odabrane su
Cetiri in vitro metode: metoda testiranja redukcijskog potencijala (FRAP-metoda),
metoda testiranja sposobnosti hvatanja slobodnog DPPH radikala (DPPH-metoda),
metoda testiranja sposobnosti zastite lipida od oksidacije i metoda testiranja sposobnosti
inhibicije karbonilacije proteina. Usporedo s testiranjem antioksidacijskog potencijala
biljnih ekstrakata testirani su i antioksidacijski potencijali komercijalno dostupnih,
poznato dobrih antioksidanasa; vitamina C, BHA i/ili BHT. U tu svrhu su koristeni ¢ita¢
mikrotitarskih plo¢ica ,,Sunrise” (Tecan GmbH, Austrija) (slika 3.10.), UV-VIS
spektrofotometar Perkin-Elmer Lambda EZ 201 i UV-VIS spektrofotometar photoLab
6600.

Slika 3.10. Visekanalni spektrofotometarski ¢ita¢ mikrotitarskih plocica ,,Sunrise*

3.9.1.1. FRAP metoda

Redukcijski potencijal etericnih ulja 1 ekstrakata testiran je pomoc¢u FRAP
metode (eng. Ferric ion Reducing Antioxidant Power),’®) koja se zasniva na usporedbi
reducirajuée sposobnosti ispitivanih uzoraka s onim za otopine poznatih koncentracija
Fe?" iona.

Kod mjerenja antioksidacijskog potencijala FRAP metodom u jazice na

mikrotitarskoj plocici je otpipetirano 30 uL vode, a potom 10 pL uzorka (etericno ulje
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ili ekstrakt masene koncentracije 1 g/L). Potom je dodano 300 pL prethodno
pripremljenog FRAP reagensa, dobivenog mijeSanjem 25 mL 0,3 M acetatnog pufera
(pH=3,6), 2,5 mL otopine TPTZ-a (10 mM u 40 mM HCI) i 2,5 mL svjeze 0,02 M
otopine Zeljezovog(Ill) klorida heksahidrata (FeCls X 6H,0). Nakon tocno 4 minute

izmjerena je apsorbancija pri valnoj duljini od 593 nm.

Usporedo s uzorcima, na isti na¢in, su mjerene apsorbancije kontrola (10 pL
uzorka i 330 pL destilirane vode), ¢ije su vrijednosti oduzete od vrijednosti apsorbancija
dobivenih za uzorke. Dobivene vrijednosti su usporedene sa kalibracijskom krivuljom
(slika 3.11.) za c¢iju izradu su koriStene otopine zeljezovog(ll) sulfata heptahidrata
(FeSO4 x 7TH,0), sljedeceg raspona koncentracija: 0, 50, 100, 150, 250, 500, 750 uM.

BaZdarna krivulja Zeljezovog(ll) sulfata heptahidrata

0,9

0,8
0,7 /

0,6 P y = 0,0007x + 0,1061

R? = 0,9967
0,5 ’
0,4 e

0,3
0,2 -
0,1

0 500 1000 1500

A(593 nm)

¢ Fe2* (umol/L)

Slika 3.11. Krivulja odnosa poznate koncentracije Fe?* iona i apsorbancije ogitane kod
593 nm

Za mjerenja je koriSten viSekanalni ¢ita¢ mikrotitarskih plocica ,,Sunrise (Tecan
GmbH, Austrija) uz automatsko mijeSanje uzoraka i raunalno snimanje podataka.
Rezultati su izraeni u mikromolima Fe?* iona po gramu suhe tvari uzorka (umol

Fe?*/g).
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3.9.1.2. DPPH metoda

Antioksidacijski kapacitet eteri¢nih ulja i ekstrakata u uklanjanju slobodnih
DPPH radikala odreden je DPPH metodom.®!

Reakcijska smjesa se sastojala od 1 mL otopine DPPH radikala koncentracije
0,04 g/L 1 50 uL otopine uzorka (etericnog ulja ili ekstrakta) poznate koncentracije. Za
pripremu otopina DPPH radikala i uzoraka koristen je 96% etanol, koji je upotrijebljen i
za namjesStanje nulte tocke aparata. Apsorbancija reakcijske smjese je ocitana nakon 60
minuta, pri valnoj duljini od 517 nm, pri ¢emu je koriSten spektrofotometar Perkin-
Elmer Lambda EZ 201. Sposobnost inhibicije DPPH radikala, izrazen kao % inhibicije

DPPH radikala, izracunat je prema formuli:

o A0 — Auzorka
% inhibicije = 0 x 100

pri cemu je Ao- apsorbancija otopine DPPH bez uzorka, izmjerena na pocetku mjerenja
(t=0), a Auzorka - apsorbancija uzorka (etericnog ulja ili ekstrakta) izmjerena nakon 60

minuta.

3.9.1.3. Ukupni antioksidacijski indeks

Rezultate antioksidacijske aktivnosti izmjerene razli¢itim metodama teSko je
medusobno usporedivati, kako zbog razli¢itih mehanizama djelovanja tako i zbog
razli¢itih mjernih jedinica koje se koriste za izrazavanje rezultata. Da bi se rezultati
antioksidacijske aktivnosti dobiveni razlic¢itim metodama sveli na medusobno
usporedive vrijednosti izracunat je ukupni antioksidacijski indeks (ACI, engl.

Antioxidant Composite Index).

Najvisoj vrijednosti za svaki set mjerenja u pojedinoj metodi data je vrijednost
100, dok su za ostale uzorke antioksidacijski indeksi (ACI uzorka) racunati prema

formuli:

vrijednost za uzorak
ACI uzorka = — — - -x 100
vrijednost za uzorak s najviSom aktivnosti
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Ukupni antioksidacijski indeks nekog uzorka izrazen je kao srednja vrijednost

antioksidacijskog indeksa uzorka za FRAP i DPPH metodu.
3.9.1.4. Metoda testiranja sposobnosti zastite lipida od oksidacije

Za testiranje sposobnosti biljnih ekstrakata da zastite lipide od oksidacije,

koristena je metoda s amonijevim tiocijanatom.[*”

Otopina ekstrakta volumena 0,5 mL, koncentracije 1 g/L, je homogenizirana s
2,5 mL emulzije linolne kiseline i 2 mL Na-fosfatnog pufera (0,2 M; pH 7). Emulzija
linolne kiseline je pripremljena mijeSanjem 0,2804 g linolne kiseline, 0,2804 g
emulgatora Tween-20 i 50 mL Na-fosfatnog pufera.

Reakcijska smjesa je inkubirana na 37 °C tijekom 24 h. Stupanj oksidacije
linolne kiseline je mjeren tako Sto su alikvotu od 0,1 mL uzorka dodani: etanol (4,7 mL;
75%), amonijev tiocijanat (0,1 mL; 30%) 1 zeljezov(Il) klorid (0,1 mL; 0,02 M u 3,5%
HCI).

Nakon $to je reakcijska smjesa ostavljena stajati 3 minute, sadrzaj peroksida u
uzorcima je odreden ocitavanjem apsorbancije pri valnoj duljini od 500 nm. Kontrole su
pripremane dodatkom vode, odnosno 86% etanola umjesto otopine ekstrakta. Mjerenje
je izvrSeno na spektrofotometru photoLab 6600 UV-VIS. Sposobnost inhibicije

oksidacije lipida je izra¢unata prema formuli:

A uzorka

- 1
A kontrole ) x 100

% inhibicije oksidacije lipida = (1

3.9.1.5. Metoda testiranja sposobnosti zaStite proteina od oksidacije

Metoda se zasnhiva na pracenju oksidacije proteina govedeg serumskog albumina
(BSA) u reakciji kataliziranoj metalom s ili bez prisustva ispitivanog ekstrakta.
Reakcijom nastalih aldehidnih ili keto funkcijskih skupina s dinitrofenil hidrazin
(DNPH) reagensom nastaje DNP-hidrazon, s maksimumom apsorbancije pri valnoj
duljini od 370 nm.1***2
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Reakcijska smjesa je sadrzavala BSA (4 g/L), FeCl; (0,05 mM), askorbinsku
kiselinu (0,1 mM), H,O, (1 mM) te biljni ekstrakt koncentracije 167 mg/L. Ukupni
volumen reakcijske smjese je bio 600 pL. Kao slijepa proba je za infuzije koriStena
voda, a za MeOH ekstrakte 86% etanol. Smjesa je inkubirana 1 h, odnosno 24 h pri 37
°C.

Koli¢ina nastalih karbonila je odredena spektrofotometrijski." Nakon
inkubacije, smjesi je dodan 1 mL otopine DNPH (10 mM) te je otopina inkubirana 60
minuta pri sobnoj temperaturi. Nakon toga je u uzorak dodan 1 mL 10% otopine
triklorooctene Kiseline (TCA) te je otopina drzana 15 minuta na ledu, nakon ¢ega su
uzorci centrifugirani 40 minuta na 5 000 RPM (RPM, engl. Rotation Per Minute).

Supernatant je odbacen, talog je ispran 3 puta s 2 mL smjese otapala etanol/etil-
acetat (1:1 v/v). Nakon posljednjeg centrifugiranja talozi su otopljeni u 6M gvanidin-
HCI-uu 2 mL 2 M HCI (pH 2) vorteksiranjem i inkubiranjem pri 37 °C.

Nakon $to su talozi resuspendirani, prebaceni su u kivete pogodne za mjerenje u
ultravioletnom dijelu spektra te je izmjerena apsorbancija pri valnoj duljini od 370 nm.
Za mjerenje je koristen spektrofotometru photoLab 6600 UV-VIS. Rezultati su izrazeni
u % inhibicije oksidacije u odnosu na slijepu probu.

o S A slijepe probe na 370 nm — A uzorka na 370 nm
% inhibicije oksidacije = A slijepe probe na 370 nm x 100

3.9.2. Metoda odredivanja sposobnosti inhibicije enzima kolinesteraza

Za odredivanje sposobnosti inhibicije enzima kolinesteraza koriStena je
Ellmanova metoda, koja se zasniva na reakciji Ellmanovog reagensa (DTNB) i

tiokolina, pri ¢emu nastaje Zuto obojen produ kt.[!

Reakcijska smjesa se sastojala od 180 uL fosfatnog pufera (0,1 M; pH = §8), 10
puL  5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzojeve kiseline) (DTNB), 10 pL acetiltiokolin-jodida
(ATChI), 10 pL acetilkolinesteraze (AChE) iz elektrofora elektri¢ne jegulje i 10 pL
uzoraka odredene koncentracije. Uzorci etericnog ulja i metanolnih ekstrakata su

otopljeni u 86% etanolu, dok je za otapanje vodenih ekstrakata koriStena voda. Za
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kontrolno mjerenje su koristeni voda i 86% etanol. Ukupan volumen reakcijske smjese
je iznosio 220 pL.

Pocetna otopina DTNB-a (6,6 mM) je pripremljena koriStenjem fosfatnog pufera
(0,1 M; pH = 7) s dodatakom natrijevog-hidrogenkarbonata (0,12 M). Pocetne otopine
AChE (0,66 U/mL) i ATChI (11 mM) pripremljene su koristenjem fosfatnog pufera (0,1
M; pH = 8).

Za mjerenja je koriSten viSekanalni ¢ita¢ mikrotitarskih plocica ,,Sunrise® (Tecan
GmbH, Austrija) uz automatsko mijeSanje uzoraka i racunalno snimanje podataka.
Mjerenja su izvr$ena pri 25 °C i valnoj duljini od 412 nm.

Mjerenja aktivnosti enzima su provedena u uvjetima stalne koli¢ine supstrata, u
trajanju od 6 minuta s po tri ponavljanja. Postotak inhibicije enzima AChE etericnim

uljima ili ekstraktima je izracunat prema formuli:

. (Ae — Abe) — (Au — Abu)
% inhibicije AChE = (Ae — Abe) x 100

gdje su: A - apsorbancija otopine enzima bez uzorka (inhibitora), Aye - apsorbancija
slijepe probe otopine enzima u kojoj se ne nalazi supstrat, A, - apsorbancija otopine
enzima s uzorkom (inhibitorom), Ap,— apsorbancija slijepe probe otopine enzima u

kojoj se ne nalazi uzorak (inhibitor).

Kod testiranja sposobnosti inhibicije enzima butirilkolinesteraze (BChE)
djelovanjem eteri¢nih ulja ili ekstrakata, kao supstrat je koristen sintetski butiriltiokolin-
jodid (BTChI) i enzim butirilkolinesteraza (BChE) iz konjskog seruma. Pocetne otopine
BTChl-a (11 mM) i BChE (0,66 U/mL) su pripremljene koriStenjem fosfatnog pufera
(0,1 M; pH = 8). Ostali sastojci reakcijske smjese, kao i mehanizam reakcije bili su

jednaki kao i kod testiranja inhibicije enzima AChE.
3.10. Statisticka obrada podataka

Mjerenja su izvrsena u triplikatima te su rezultati izrazeni kao srednja vrijednost
+ standardna devijacija (SD). Statisticka obrada izvrSena je primjenom programa
Microsoft Office Excel 2010, nadogradenog statistickim programom XLStat 2018,

Addinosoft.
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Univarijantna statisticka analiza - Rezultati su prikazani tabli¢no i graficki te su im

izracunati parametri deskriptivne statistike: aritmeticka sredina i standardna devijacija.

Multivarijantna statisticka analiza - Metoda analize glavnih komponenti (PCA, engl.
Principal Component Analysis) je koriStena kako bi se vizualizirao odnos izmedu
sastava analiziranih hlapljivin i fenolnih komponenti, antioksidacijske aktivnosti,
aktivnosti u pogledu inhibicije AChE i BChE i ispitivanih uzoraka. Ova metoda se
zasniva na korelaciji izmedu varijabli te grupira uzorke u glavne komponente (PCs,
engl. Principal Components). Metoda daje opis odnosa izmedu varijabli, te omogucava
njegovu vizualizaciju. Objekti koji su sli¢ni jedan drugome grupiraju se zajedno, dok su
oni razliciti udaljeniji. PCA je primijenjena na set podatka koje ¢ine srednje vrijednosti

mjerenja. U okviru PCA izraCunat je Pearsonov koeficijent korelacije.
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4.1. Fitokemijski profil ispitivanih biljnih vrsta

Fitokemijski su proucavane Cetiri biljne vrste: Mentha pulegium s lokaliteta
Raci¢, Teucrium montanum s lokaliteta Lipa, Satureja subspicata s lokaliteta Brekovica

I Clinopodium vulgare s lokaliteta Garavice, na podru¢ju Unsko-sanskog kantona, BiH.

Iz svjeze ubranih nadzemnih dijelova spomenutih biljaka izolirana su eteri¢na
ulja destilacijom vodenom parom, dok su ekstrakcijom s vodom pripremljeni vodeni
ekstrakti, a ekstrakcijom s 70% metanolom su pripremljeni metanolni ekstrakti.

Izolirana eteri¢na ulja su bila prozirna, blagozuckaste boje 1 karakteristicnog mirisa.

4.1.1. Kemijski sastav i sadrzaj hlapljivih spojeva eteri¢nih ulja

Sastav hlapljivih komponenti eteri¢nih ulja odreden je vezanim sustavom plinska
kromatografija - spektrometrija masa (GC/MS). Identifikacija spojeva je izvrSena
usporedbom njihovih retencijskih indeksa (izracunatih usporedbom s onima za seriju n-
alkana Cg-Cy4p) s internom bazom retencijskih indeksa te onima iz literature koristeci
NIST2002 bazu podataka (NIST, engl. National Institute of Standards and Technology,
Gaithersburg, MD, USA) i usporedbom masenih spektara s onima iz komercijalnih baza
Wiley 7 library (Wiley, New York, NY, USA) i NIST 02 library. Interna baza podataka
nastala je tijekom vremena i tijekom brojnih analiza bilo eteriénih ulja, bilo

komercijalno dostupnih €istih komponenti, sastavnica eteri¢nih ulja.

Prikazani su kromatogrami ukupne ionske struje istraZivanih eteri¢nih ulja, dok
su u tablicama prikazani kemijski sastavi pojedinih eteri¢nih ulja s masenim udjelima
pojedinih uljnih sastavnica, koji predstavljaju udio povrSine signala te komponente u

ukupnoj povrsini svih signala.

S obzirom na postojece literaturne podatke, istrazivanje etericnih ulja biljaka M.
pulegium, T. montanum i C. vulgare u ovom doktorskom radu, prva su istrazivanja
eteri¢nih ulja ovih biljnih vrsta sabranih na podru¢ju Bosne i Hercegovine. Za eteri¢no
ulje S. subspicata s podru¢ja BiH, postoji jedna prethodno objavljena studija. Takoder,
uvidom u postoje¢u dostupnu literaturu, ispitivanje ekstrakata sve cCetiri biljke prvo je

takve vrste za navedene biljne vrste s podrucja Bosne 1 Hercegovine. Dio istrazivanja
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prezentiranih ovom disertacijom, vezanih za biljku S. subspicata objavljen je u radu

Bektasevic 1 suradnici (2017).[132]

Kemijski sastav hlapljivih spojeva etericnog ulja biljke Mentha pulegium

prikazan je tablicom 4.1. Kromatogram ukupne ionske struje istog eteri¢nog ulja se

nalazi u prilogu (prilog 1.).

Tablica 4.1. Vrste i sadrzaj hlapljivih spojeva eteri¢nog ulja biljke Mentha pulegium

Rb. Naziv komponente Sadriaj’ Kl Identifikacija”
Terpenski spojevi 95,5

Monoterpeni 3,3

1. o-pinen 0,9 938 Kl, MS
2. sabinen 0,2 977 KI, MS
3. B-pinen 0,6 986 Kl, MS
4, B-mircen 0,4 992 Kl, MS
5. pseudolimonen tr 1007 Kl, MS
6. p-cimen tr 1029 Kl, MS
7. limonen 1,2 1033 Kl, MS
Monoterpenoidi 90,4

8. linalool 0,1 1101 Kl, MS
9. 1,8-cineol (eukaliptol) 0,2 1036 Kl, MS
10.  p-menton 14,0 1162 Kl, MS
11. jzomenton 2,0 1169 Kl, MS
12. jzopulegon 25 1180 KI, MS
13. o-terpineol 0,2 1199 KI, MS
14.  cis-karveol 0,2 1240 Kl, MS
15, pulegon 54,4 1255 Kl, MS
16.  piperiton 3,7 1263 Kl, MS
17. izopiperitenon 0,3 1276 -, MS
18.  piperitenon 12,8 1350 KI, MS
Seskviterpeni 1,7

19. a-kopaen 0,1 1378 KlI, MS
20. a-burbonen 0,1 1387 KI, MS
21. B-kubeben 0,1 1391 Kl, MS
22. B-elemen 0,1 1394 Kl, MS
23. B-kariofilen 0,1 1421 Kl, MS
24, a-humulen 0,1 1456 Kl, MS
25. germakren D 11 1483 KI, MS
26. d-kadinen tr 1525 KI, MS
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Seskviterpenoidi 0,1

27. toreiol tr 1657 Kl, MS
28. a-kadinol 0,1 1672 Kl, MS
Neterpenski spojevi 25

Aldehidi tr

29. benzen acetaldehid tr 1048 Kl, MS
Ketoni 0,1

30. 3-metilcikloheksanon 0,1 954 -, MS
31. 3-oktanon tr 987 Kl, MS
Alkoholi 2,3

32. 3-oktanol 2,3 997 Kl, MS
Esteri 0,1

33. 3-oktil acetat 0,1 1127 Kl, MS
34. neomentil acetat tr 1280 Kl, MS
UKUPNO 98,0

Sadrzaj % (w/w). " Kovadev indeks. (KI) odreden na VF-5MS koloni koriitenjem homologne
serije n-alkana (Cy-Cy4). MS - identifikacija pomocu spektra masa. tr = tragovi (< 0,1 %).

U eteri¢nom ulju M. pulegium identificirane su 34 komponente, odnosno 98%
sastavnica ulja. Najzastupljenija skupina spojeva su bili monoterpenoidi (90,4%) s
dominantnim: pulegon (54,4%), p-menton (14,0%), piperitenon (12,8%), piperiton
(3,7%) i izopulegon (2,5%). Monoterpeni su bili zastupljeni s ukupno 3,3%, od kojih su
najzastupljeniji bili: limonen (1,2%), o-pinen (0,9%) 1 B-pinen (0,6%). Medu
seskviterpenima (1,7%) najviSe je bio zastupljen germakren D sa 1,1%. Od neterpenskih

spojeva, zastupljenih s ukupno 2,5%, najzastupljeniji je bio 3-oktanol (2,3%).

Monoterpenoid pulegon je takoder bio najzastupljenija komponenta u vecini
ranije ispitivanih etericnih ulja M. pulegium, pri ¢emu je njegov sadrzaj bio od
19,89% na podrucju Irana do 85,4% na podrucju Maroka.[*!

Dominantne sastavnice ovih ulja su bile: Portugal - pulegon (35,1%) i
piperitenon (27,4%),"%! |ran - pulegon (19,89%) i 1,8-cineol (19,38%),°® odnosno
pulegon (40,5%), menton (35,4%) i piperiton (5,2%),°”) Tunis - pulegon (41,8%) i
izomenton (11,3%),°" Urugvaj - pulegon (73,4%), izomenton (12,9%) i menton
(3,6%),%8 Egipat - pulegon (43,5 %) i piperiton (12,2 %).°? Na podruju Maroka raden
je veéi broj studija, u kojima se kao dominantne satavnice ulja navode: pulegon (68,86
do 81,46%) i piperitenon (24,79 do 26,04%),°"! pulegon (85,4%), mentadien-3,8-a-
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tujon (5,3%) i piperitenon (1%),°! pulegon (40,98%) i menton (21,16%),°% pulegon
(69,8%), piperitenon (3,1%) i isopulegon (1,8%).°!

U svom radu Chalchat i suradnici (2000)¥ navode klasifikaciju eteri¢nih ulja
M. pulegium u tri kemotipa, predlozenu od strane Lawrence-a: | - ulje pulegon tipa
(bogata pulegonom, s razliCitim koli¢inama mentona i izomentona), Il - ulje
piperitenon/piperiton tipa (bogata piperitenonom ili piperitonom, s razli¢itim koli¢inama
pulegona, mentona ili izomentona), Il - ulje izomenton/neoizomentol tipa (bogata

izomentonom i neoizomentolom, s razli¢itim koli¢inama pulegona i mentona).

Prema navedenoj klasifikaciji ulje M. pulegium ispitivano u ovom radu, kao i
prethodno spomenuta ispitivana ulja, mogla bi se svrstati u ulja pulegon tipa, tj. |
kemotip. Dominantne sastavnice eteri¢énog ulja M. pulegium s podru¢ja Rumunije bile
su cis-B-ocimen (67,27%) i menton (15,36%),%! s podru¢ja Portugala menton (35,9%) i
pulegon (23,2%),11%% s podrugja Srbije menton (30,9%) i pulegon (14,1%),¥ Irana -
piperiton (38,0%) i piperitenon (33,0%).°°! S obzirom na klaifikaciju po Lawrencu
spomenuta ulja bi se mogla svrstati u III kemotip, dok bi se ulje s podrucja Iranal®

moglo svrstati u 1l kemotip.

Za ostale dominantne sastavnice ispitivanog ulja, postoje sljedeci literaturni
podatci. Menton je, kao jedna od komponenti, bio zastupljen u etericnom ulju M.
pulegium s podrucja: Portugala, Irana, Maroka, Tunisa, Urugvaja, Rumunije i Srbije sa
sadrzajem od 2,8% (Tunis) do 35,9% (Portugal). Piperitenon je u eteri¢nom ulju iste
biljke takoder odreden na podru¢ju Portugala, Irana, Maroka i Bugarske, a njegov
sadrzaj je bio od 1% (Maroko) do 33% (Iran). Detaljan pregled literaturnih izvora za

sadrzaj pulegona, mentona i piperitenona prikazan je tablicom 4.2.

98



Mejra Bektasevié Rezultati i rasprava Doktorski rad

Tablica 4.2. Sadrzaj pulegona, mentona i piperitenona u etericnom ulju M. pulegium
prema postoje¢im literaturnim izvorima

Spoj wiw (%) Zemlja Literaturni izvor
pulegon 19,89 Iran Khosravi Zanjani i sur. (2015)"
40,5 Iran Kamkar i sur. (2010)°"!
35,1 Portugal Mata i sur. (2007)1"%!
40,98 Maroko Bouyahya i sur. (2017)%?!
68,86 do 81,46 Maroko Zekri i sur. (2013)1%4
69,8 Maroko Ait-Ouazzou i sur. (2012)lglJ
85,4 Maroko Bouchra i sur. (2003)!*!
41,8 Tunis Mkaddem i sur. (2007)lggj
42,9 do 45,4 Bugarska Stoyanova i sur. (2005)!%"!
435 Egipt El-Ghorab (2006)!"!
73,4 Urugvaj Lorenzo i sur. (2002)l88J
menton 2,8 Tunis Mkaddem i sur. (2007)lggj
3,6 Urugvaj Lorenzo i sur. (2002)[88]
4,42 Iran Khosravi Zanjani i sur. (2015) °°!
35,4 Iran Kamkar i sur. (2010)[97]
15,36 Rumunija Andro i sur. (2010)l86J
21,16 Maroko Bouyahya i sur. (2017)1%%
30,9 Srbija Chalchat i sur. (2000)!**!
35,9 Portugal Teixeira i sur. (2012)!*%4
piperitenon 1 Maroko Bouchra i sur. (2003)193J
3,1 Maroko Ait-Ouazzou i sur. (2012)1°!
24,79 do 26,04 Maroko Zekri i sur. (2013)l94J
15,14 Iran Khosravi Zanjani i sur. (2015)!%
33 Iran Mahboubi i Haghi (2008)!%*!
21,7do 23,1 Bugarska Stoyanova i sur. (2005)'%")
27,4 Portugal Mata i sur. (2007)1%

Piperiton je identificiran u etericnom ulju M. pulegium s podru¢ja Irana
(38,0%) i (40,5%),°7 i Egipta (12,2%),°” dok je izopulegon kao jedna od
dominantnih sastavnica identificiran u eteri¢cnom ulju M. pulegium s podru¢ja Maroka
(1,8%).°" Vecina spomenutih komponenti se nalazi u svim ispitivanim uljima, ali u
razli¢itim koncentracijama, ovisno o faktorima okolisa. Posebno su zastupljeni pulegon,
piperiton ili piperitenon.®®!

Brojne studije pokazuju varijabilnost u sastavu eteri¢nog ulja M. pulegium.®
Kvalitativni sastav etericnog ulja M. pulegium ovisi o geografskom podrijetlu i
ekoloskim specificnostima mjesta na kojem je prikupljen biljni materijal. Takoder

veoma varira i sadrzaj komponenti ulja. Medutim, nema znacajne razlike u sadrzaju
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komponenti eteri¢nih ulja izoliranih iz svjezih i suhih dijelova biljke (liS¢e 1 stabljika),

kao ni u sastavu ulja biljke u vegetativnoj fazi i fazi cvjetanja.l*

Kemijski sastav hlapljivih spojeva eteri¢nog ulja biljke Teucrium montanum

prikazan je tablicom 4.3. Kromatogram ukupne ionske struje istog eteri¢nog ulja nalazi

se u prilogu (prilog 2.).

Tablica 4.3. Vrste i sadrzaj hlapljivih spojeva eteri¢nog ulja biljke Teucrium montanum

Rb. Naziv komponente Sadrzaj’ Kl Identifikacija”

Terpenski spojevi

Monoterpeni 15,3

1. a-tujen 0,3 930 Kl, MS
2. o—pinen 6,4 937 Kl, MS
3. verbenen 0,2 958 Kl, MS
4, sabinen 3,3 976 Kl, MS
5. B-pinen 2,7 980 Kl, MS
6. 3-mircen 0,2 991 Kl, MS
7. o-terpinen 0,2 1020 K1, MS
8. p-cimen 0,6 1027 Kl, MS
9. limonen 1,0 1032 Kl, MS
10. y-terpinen 0,4 1062 Kl, MS
Monoterpenoidi 10,0

11. linalool 0,3 1101 Kl, MS
12. a-kamfolen aldehid 0,5 1129 KlI, MS
13. pinokarveol 0,6 1143 K1, MS
14, cis-verbenol 0,4 1145 Kl, MS
15. cis-citral (neral) 1,7 1150 Kl, MS
16. menton 04 1158 Kl, MS
17. pinokarvon 0,5 1166 Kl, MS
18. p-menta-1,5-dien-8-ol 0,4 1171 Kl, MS
19. terpinen-4-ol 0,6 1180 Kl, MS
20. mirtenal 1,0 1197 Kl, MS
21. verbenon 0,5 1212 Kl, MS
22. pulegon 2,3 1243 Kl, MS
23. bornil acetat 0,3 1287 KI, MS
24. p-menta-1,4-dien-7-ol 0,5 1332 KI, MS
Seskviterpeni 29,7

25. B-elemen 0,7 1393 Kl, MS
26. a-gurjunen 0,5 1410 KI, MS
27. trans-kariofilen 2,8 1420 KI, MS
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28. a-humulen 1,8 1455 Kl, MS
29. aloaromadendren 0,5 1463 Kl, MS
30. germakren D 1,7 1482 Kl, MS
31. 3-selinen 9,0 1488 Kl, MS
32. d-selinen 2,0 1496 Kl, MS
33. a-muurolen 1,2 1500 Kl, MS
34. y-kadinen 1,7 1516 Kl, MS
35. d-kadinen 6,9 1526 Kl, MS
36. a-kadinen 0,4 1540 Kl, MS
37. kadalen 0,5 1677 Kl, MS
Seskviterpenoidi 36,0

38. endo-1-bourbonanol 2,6 1519 Kl, MS
39. germakren D-4-ol 6,8 1578 Kl, MS
40. kariofilen oksid 2,4 1584 Kl, MS
41. guaiol 15 1599 Kl, MS
42, viridiflorol 1,1 1603 KlI, MS
43. T-kadinol 6,9 1645 Kl, MS
44, d-kadinol 0,9 1649 Kl, MS
45, a-kadinol 9,0 1659 Kl, MS
46, bulnezol 2,2 1670 Kl, MS
47. a-ciperon 2,6 1752 K1, MS
UKUPNO 91,0

#Sadrzaj % (wW/w). ® Kovagev indeks (KI) odreden na VF-5MS koloni koristenjem homologne
serije n-alkana (Cy-Cyg). MS - identifikacija pomocu spektra masa.

U eteri¢cnom ulju T. montanum identificirano je 47 komponenti (91% od ukupne
povrSine signala). Pojedine klase spojeva bile su zastupljene kako slijedi:
seskviterpenoidi (36%), seskviterpeni (29,7%), monoterpeni (15,3%) i monoterpenoidi
(10%). Najzastupljeniji spojevi su bili a-kadinol (9%), B-selinen (9%), T-kadinol
(6,9%), 6-kadinen (6,9%), germakren D-4-ol (6,8%), o—pinen (6,4%), trans-kariofilen
(2,8%) 1 B-pinen (2,7%).

U etericnom ulju T. montanum s podru¢ja Hrvatske identificirano je 37
komponenti (99,5%) od kojih su najzastupljeniji bili: germakren D (17,2%), S-pinen
(12,3%) i p-kariofilen (7,1%).124 Slican sastav pokazalo je ulje T. montanum s podrucja
Srbije (Orjen), gdje su od 46 identificiranih komponenti (98,12%) najzastupljenije bile
germakren D (15,0%), o-pinen (12,4%), B-eudesmol (10,1%) i p-kariofilen (6,9%).™*
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Germakren D (31%) bio je najzastupljeniji spoj u eteri¢nim ulju T. montanum
(Jabuka, Srbija), dok su manje zastupljene komponente bile 6-kadinen (8.1%), B-
kariofilen (5.1%), T-muurolol (4.2%) i a-pinen (4.1%).1**

Za eteri¢no ulje T. montanum s podruc¢ja Srbije (Jadovnik) navode se sljedece
komponente kao dominantne: &-kadinen (17,19%), B-selinen (8,16%), a-kalakoren
(4,97%), 1,6-dimetil-4-(1-metiletil)-naftalen (4,91%), kariofilen (4,35%) i kopaen
(4,23%).[24] Dominantne sastavnice ulja iste biljke s podrucja Turske su bile sabinen
(11,3%), o-kadinen (6,3%), germakren D (5,8%), a-kopaen (5,7%), (E)-p-farnesen
(5,5%) i a-pinen (5,2%).*3!

Rod Teucrium karakterizira prisustvo seskviterpena; kao Sto su kariofilen,
germakren D, o-humulen, a-muurolen, (E)-p-farnesen, seskviterpenoida kariofilen

oksida i monoterpenoida karvakrola.*?!

Usporedbom s prethodno navedenim literaturnim podatcima za eteri¢no ulje T.
montanum s drugih podruéja ispitivano ulje je imalo sli¢an sastav, s razlikom u udjelu
glavnih komponenti. Veéinu identificiranih spojeva ¢inili su seskviterpenoidi i
seskviterpeni, $to je u suglasju s prethodno objavljenim radovima u kojima se navodi da
je dominacija seskviterpena i seskviterpenoida karakteristicna odlika etericnih ulja

biljaka roda Teucrium. 21311

Kemijski sastav hlapljivih spojeva etericnog ulja biljke Satureja subspicata
prikazan je tablicom 4.4. Kromatogram ukupne ionske struje istog eteri¢nog ulja se

nalazi u prilogu (prilog 3.).

Tablica 4.4. Vrste i sadrzaj hlapljivih spojeva eteri¢nog ulja biljke Satureja subspicata

Rb. Naziv komponente Sadriaj® Kl Identifikacija”
Terpenski spojevi

Monoterpeni 46,6

1. o—pinen 10,2 936 KI, MS

2. kamfen 0,4 952 Kl, MS

3. sabinen 0,9 977 KI, MS

4, B-pinen 4,6 988 Kl, MS

5. 2-karen 0,4 1004 Kl, MS

6. o-terpinen 0,1 1016 Kl, MS

7. cis-B-ocimen 12,1 1031 Kl, MS
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8. limonen 41 1036 KI, MS
9. trans-B-ocimen 8,8 1047 Kl, MS
10. y—terpinen 0,2 1062 Kl, MS
11. neoaloocimen 4.8 1128 Kl, MS
Monoterpenoidi 10,4

12. linalool 2,0 1104 Kl, MS
13. terpineol 1,2 1190 Kl, MS
14. mirtenol 6,1 1194 Kl, MS
15. karvon 0,7 1248 Kl, MS
16. mirtenilacetat 0,4 1320 Kl, MS
Seskviterpeni 34,8

17. bicikloelemen 1,3 1331 Kl, MS
18. d-elemen 0,4 1340 Kl, MS
19. a-kubeben 0,1 1353 Kl, MS
20. a-kopaen 0,5 1376 Kl, MS
21. a-burbonen 1,6 1385 Kl, MS
22. B-elemen 0,9 1389 Kl, MS
23. B-kariofilen 14,0 1416 Kl, MS
24, 3-kopaen 2,5 1431 Kl, MS
25. B-farnezen 1,8 1436 Kl, MS
26. kalaren 0,6 1444 Kl, MS
217. aloaromadendren 0,4 1458 Kl, MS
28. germakren D 7,1 1474 Kl, MS
29. y-muurolen 0,1 1478 Kl, MS
30. valencen 1,2 1488 Kl, MS
31. a-amorfen 1,2 1494 Kl, MS
32. v-kadinen 11 1514 Kl, MS
33. d-kadinen 0,1 1531 Kl, MS
Seskviterpenoidi 6,2

34. kariofilen oksid 6,2 1580 Kl, MS
UKUPNO 98,0

Sadrzaj % (w/w). ° Kovacev indeks (KI) odreden na VF-5MS koloni koristenjem homologne
serije n-alkana (Cy-Cy). MS — identifikacija pomocu spektra masa.

U eteri¢cnom ulju S. subspicata identificirane su 34 sastavnice (98,0%). Glavne
klase identificiranih spojeva bili su monoterpeni sa 46,6% i seskviterpeni s 34,8%, za
kojima su slijedili monoterpenoidi (10,4%) i seskviterpenoidi (6,1%).

Dominantne sastavnice ulja su bile seskviterpen B-kariofilen (14%) te

monoterpeni cis-B-ocimen (12,1%) i o-pinen (10,2%). Druge kvantitativno vazne
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sastavnice su bili trans-B3-ocimen (8,8%), germakren D (7,1%), kariofilen oksid (6,2%) i
mirtenol (6,1%).

Usporedbom dobivenih rezultata s ranije objavljenim rezultatima za uzorke s

podrugja Hrvatske!™®? j BiH "

moze se uociti varijacija u sastavu 1 sadrzaju
komponenti eteri¢énog ulja. Dominantan spoj u eteriénom ulju S. subspicata s podrucja
Hrvatske u periodu cvatnje je bio a-pinen (52,9%).* Dominantni spojevi eteri¢nog
ulja S. subspicata s podrucja planine Kozjak u Hrvatskoj bili su monoterpenski
ugljikovodici a-pinen (24,2%), limonen (7,1%) 1 a-terpinen (6,2%)™° " odnosno
karvakrol (16,76%), a-pinen (13,58%), p-cimen (10,76%) i y-terpinen (9,54%).11%
Glavna komponenta etericnog ulja S. subspicata uzorkovane na planinama Ucka i
Velebit u Hrvatskoj bio je a-eudesmol (18,4; 25,8; 20,2 i 29,3%), dok je p-eudesmol bio
glavna komponenta iste biljke s podruc¢ja planine SnjeZnica u Hrvatskoj.[m]
Dominantne komponente etericnog ulja S. subspicata s podru¢ja BiH, u dvije razlicite
faze razvoja, bile su timol (28,6%) i spatulenol (37,6%).["!

Ove razlike se mogu pripisati geografskim i klimatskim varijacijama,™? kao i
razli¢itim fazama razvoja biljke.**¥ Za biljke roda Satureja je poznato da pokazuju

visoku varijabilnost, posebno izrazenu kod populacija s udaljenih stanista.**”

Kemijski sastav hlapljivih spojeva etericnog ulja biljke Clinopodium vulgare
prikazan je tablicom 4.5. Kromatogram ukupne ionske struje istog eteri¢nog ulja se

nalazi u prilogu (prilog 4.)

Tablica 4.5. Vrste i sadrzaj hlapljivih spojeva etericnog biljke ulja Clinopodium vulgare

Rb. Nazivkomponente Sadrzaj® Kl Identifikacija”
Terpenski spojevi 77,0

Monoterpeni 20,9

1. a-tujen 1,2 928 Kl, MS
2. sabinen 3,1 977 Kl, MS
3. 3-pinen 3,5 989 KI, MS
4, limonen 1,1 1030 KI, MS
5. (2)-B-ocimen 3,4 1035 KI, MS
6. (E)-B-ocimen 2,2 1048 KI, MS
7. y-terpinen 1,1 1058 KI, MS
8. terpinolen 0,1 1084 KI, MS
9. alo-ocimen 5,2 1130 KI, MS
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Monoterpenoidi 1,0

10. linalool 0,2 1103 Kl, MS
11. piperitol 0,6 1206 Kl, MS
12. bornil acetat 0,2 1280 KI, MS
Seskviterpeni 52,2

13. bicikloelemen 3,5 1326 KI, MS
14. o-kopaen 0,2 1371 KI, MS
15. B-burbonen 3,3 1379 KI, MS
16. B-elemen 15 1387

17. a-gurjunen 10,9 1416 Kl, MS
18.  B-gurjunen (kalaren) 4,7 1427 KI, MS
19. aromadendren 1,4 1440 Kl, MS
20. (2)-B-farnezen 1,7 1449 KI, MS
21. (E)-B-farnezen 0,6 1457 KI, MS
22. epi-bicikloseskvifelandren 18,1 1483 Kl, MS
23. paculen 1,9 1493 Kl, MS
24. valencen 1,2 1495 Kl, MS
25.  B-guaien 0,2 1496 KI, MS
26. a-muurolen 19 1499 KI, MS
27.  y-kadinen 1,1 1516 KI, MS
Seskviterpenoidi 29

28. ledol 0,4 1565 Kl, MS
29. spatulenol 1,1 1587 KI, MS
30. toreiol 1,1 1658 KI, MS
31 a-kadinol 0,3 1671 Kl, MS
Neterpenski spojevi 16,3

Ugljikovodici 0,3

32. trikozan tr 2300 KI, MS
33. pentakozan 0,1 2500 KlI, MS
34. heptakozan 0,1 2700 Kl, MS
35. oktakozan 0,1 2800 KlI, MS
Alkoholi 2,2

36. 3-oktanol 2,2 1005 KI, MS
Kiseline 13,8

37. heksadekanska kiselina 10,5 2004 KI, MS
38. a-linolenska kiselina 3,3 2185 KI, MS
UKUPNO 93,3

® Sadrzaj % (w/w). ® Kovacev indeks (KI) odreden na VF-5MS koloni koriStenjem
homologne serije n-alkana (Cqy-Cy). MS - identifikacija pomocu spektra masa. tr = tragovi
(<0,1 %).
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U etericnom ulju C. vulgare identificirano je 38 komponenti od kojih su
najzastupljenije klase spojeva bili seskviterpeni (52,2%), monoterpeni (20,9%) i
neterpenski spojevi (16,3%). Najzastupljeniji spojevi su epi-bicikloseskvifelandren
(18,1%), a-gurjunen (10,9%), heksadekanska kiselina (10,5%) i alo-ocimen (5,2%).

Uvidom u postojece literaturne podatake moze se zakljuciti da trenutno postoje
dvije objavljene studije koje se odnose na kemijski sastav etericnog ulja vrsta roda
Clinopodium. U dva uzorka eteri¢nog ulja C. vulgare s podrucja Turske identificirano je
37 komponenti, odnosno 89,6 i 90,5% eteri¢cnog ulja. Seskviterpeni su bili zastupljeni s
68,8% i 89,3%. Glavne komponente ulja su bili germakren D (19,4% i 37,1%), B-
kariofilen (10,4% i 11,6%) 1 B-kariofilen oksid (6,9% i1 10%). Monoterpeni su bili
zastupljeni s 31,2% i 10,7%, od kojih su najzastupljeniji bili piperiton oksid (11,4%),
limonen (5,9%) i karvakrol (3,1%), odnosno bornil acetat (3,4%) i (Z)-B-ocimen
(1,6%).1122

U drugoj studiji za etericno ulje C. vulgare, takoder s podrucja Turske,
identificirano je 40 spojeva (99,4%). Timol (38,9%), y-terpinen (29,6%) i p-cimen
(9,1%) su bile glavne komponente ulja s udjelom od 77,6%. Tepe i suradnici (2007)M?*]
navode da biljke C. vulgare imaju visok sadrZzaj monoterpena ili znacajan udio

seskviterpena, $to je fenomen uobicajen za vrste iz porodice Lamiaceae.

Usporedbom rezultata ove disertacije s prethodno navedenim literaturnim
podatcima moze se uocCiti slinost u dominantnom sadrzaju seskviterpena za rezultate
prve studije, dok kod sadrzaja glavnih komponenti za obje studije postoje znaCajne
razlike. Tako u analiziranom etericnom ulju nisu identificirani: germakren D, f-
kariofilen, kariofilen oksid te timol i p-cimen, koji se navode kao glavne komponente

etericnih ulja C. vulgare s podrucja Turske.

4.1.2. Kemijski sastav i sadrZaj nehlapljivih spojeva vodenih i metanolnih

ekstrakata
4.1.2.1. Udio ekstrakta u biljnom materijalu testiranih biljnih vrsta

Vodeni i metanolni ekstrakti testiranih biljaka dobiveni su iz svjezeg biljnog

materijala uz pomo¢ vode i 70%-tnog metanola kao ekstrakcijskih sredstava. Nakon

106



Mejra Bektasevié Rezultati i rasprava Doktorski rad

priprave ekstrakata i vaganja istih izracunat je udio pojedinih ekstrakata u pocetnom

biljnom materijalu (tablica 4.6.).

Tablica 4.6. Udio vodenih (VE) i metanolnih ekstrakata (ME) testiranih biljnih vrsta u
pocetnom biljnom materijalu

Biljna vrsta Herbarijska oznaka IskoriStenje
VE ME
Mentha pulegium MP_ 2015 13,9% 6,5%
Teucrium montanum T1_2015 10,7% 6,4%
Satureja subspicata SS 2015 14,1% 10,7%
Clinopodium vulgare CV_2015 9,8% 3,5%

VE - vodeni ekstrakt; ME - metanolni ekstrakt

Udio vodenih ekstrakata u po¢etnom, svjezem, biljnom materijalu bio je veci u
odnosu na udio kod metanolnih ekstrakata. Tako je najvecée iskoristenje od 14,1% bilo
kod vodenog ekstrakta S. subspicata. Slijedi iskoristenje kod vodenih ekstrakata M.
pulegium 13,9%, T. montanum 10,7% i C. vulgare 9,8%. Kod metanolnih ekstrakata
iskoristenja su bila: S. subspicata 10,7%, M. pulegium 6,5%, T. montanum 6,4% i C.

vulgare 3,5%.

Udio vodenog i metanolnog ekstrakta biljke M. pulegium s podru¢ja Maroka
iznosilo je 6,42 i 3,41%,“% dok je udio etanolnog ekstrakta iste biljke s podrucja Alzira
iznosio 4,6%.12 Udio za M. pulegium sa podrucja Portugala je bio kod ekstrakta u
vruéoj vodi 21,5%, ekstrakta u hladnoj vodi 12,3%, ekstrakta u etanolu 5,4%.2%%

Udio etanolnih ekstrakata nadzemnog dijela suhe biljke s podrucja Hrvatske je
kod M. pulegium iznosilo 7,52%, C. vulgare 7,98%, T. montanum 14,44% i S.
subspicata 17,60%.°!

Dobiveni rezultati, za udio ekstrakata biljaka ispitivanih ovom disertacijom, u

suglasju su s rezultatima prethodnih istrazivanja.
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4.1.2.2. Sadrzaj ukupnih fenola vodenih i metanolnih ekstrakata testiranih biljnih

vrsta
Sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva biljnih ekstrakata testiran je Folin-Ciocalteu

metodom. U tablici 4.7. prikazani su sadrzaji ukupnih fenolnih komponenti analiziranih
vodenih i metanolnih ekstrakata testiranih biljnih vrsta:

Tablica 4.7. Sadrzaj ukupnih fenola u vodenim i metanolnim ekstraktima

Ukupni fenoli
mg GAE/qg ekstrakta
VE ME
Mentha pulegium 124,27+0,55 157,92+1,91

Teucrium montanum | 136,97+1,65 214,75+1,98
Satureja subspicata 209,67+1,98 214,12+0,95
Clinopodium vulgare | 145,54+4,15 169,99+3,85

VE - vodeni ekstrakt; ME - metanolni ekstrakt;
GAE-ekvivalent galne kiseline

Najvisi sadrzaj ukupnih fenolnih komponenti bio je u metanolnom ekstraktu
biljaka T. montanum 214,75+1,98 i S. subspicata 214,12+0,95 mg GAE/g ekstrakta.
Slijedi sadrzaj ukupnih fenolnih komponenti u vodenom ekstraktu S. subspicata
209,67+1,98 te u metanolnim ekstraktima C. vulgare 169,99+3,85 i M. pulegium
157,92+1,91. Manji sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva bio je kod vodenih ekstrakata C.
vulgare 145,5444,15, T. montanum 136,97+1,65 i M. pulegium 124,27+0,55 mg GAE/g
ekstrakta (slika 4.1.).
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Sadrzaj fenolnih komponenti u vodenim i metanolnim ekstraktima
testiranih biljaka
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Slika 4.1. Sadrzaj ukupnih fenolnih komponenti u vodenim i metanolnim ekstraktima
testiranih biljaka

Ukupni fenolni spojevi u vodenom i metanolnom ekstraktu biljke M. pulegium s
podruc¢ja Maroka iznosili su 238,4+1,29, odnosno 167,2+0,41 mg TAE/g (ekvivalenti
taninske kiseline)."**! Sadrzaj ukupnih fenola za M. pulegium s podru¢ja Alzira je
iznosio 6,1+0,5 mg GAE/g suhih listova koristenih za ekstrakciju.?? Sadrzaj ukupnih
fenola u M. pulegium s podrugja Greke je bio 8,4+0,1 mg GAE/g suhog uzorka.l*%!
Metanolni ekstrakt M. pulegium s podru¢ja Alzira sadrzavao je 183,45+0,13 ukupnih
fenola, dok je vodeni sadrzavao 88,84+0,11 pg GAE/g ekstrakta.'"® Vodeni ekstrakt M.
pulegium s podrucja Portugala je pokazao najvisi sadrzaj fenolnih komponenti od 13,3
mg GAE/g uzorka.?® Sadrzaj ukupnih fenola u etanolnom ekstraktu M. pulegium s
podrucja Portugala bio je 71,7+2,1 mg PE/g ekstrakta (pirogalol ekvivalenta), dok je u
vodenom ekstraktu isti iznosio 57,9+1,6.1% Sadrzaj fenolnih komponenti u vrstama

roda Mentha se kretao od 128,1 do 230,8 mg GAE/g za vodene ekstrakate.!**”

Rezultati za sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva dobiveni disertacijom za M.
pulegium najsli¢niji su rezultatima za biljke iz roda Mentha dobivenih od strane
Dormana i suradnika (2003).1!
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Sadrzaj ukupnih fenola u T. montanum s podru¢ja Hrvatske kretao se od
12,80+0,05 za kultivirane do 13,68+0,07% za samonikle osusene biljke.””® Sadrzaj
ukupnih fenolnih spojeva vodenih i metanolnih ekstrakata T. montanum s podrucja
Srbije (Zlatibor) bio je 59,80+2,54 i 154,00+6,7 mg CAE/g ekstrakta (CAE, ekvivalenti
klorogenske kiseline).™*®! Sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva u metanolnom ekstraktu
iste biljke, takoder s podrudja Srbije, bio je 169,06+0,75 mg GAE/g ekstrakta,™"
odnosno kretao se od 143,42 do 190,20 mg GAE/ g ekstrakta za biljke s podruc¢ja Srbije
(Gog, Kopaonik) i Crne Gore (Durmitor).!**8!

Rezultati za sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva dobivenih u ovom radu za T.
montanum za oko 10% su manji u odnosu na rezultate dobivene od strane Juresic-
Grubesié i suradnika (2012).1% Dobiveni rezultati za vodeni i metanolni ekstrakt nesto

Su Visi u odnosu na iste ekstrakte T. montanum s podrucja Srbije i Crne Gore.

Sadrzaj ukupnih fenola za biljku S. subspicata se kretao od 240,84+2,25 do
271,35+11,65 mg GAE/g metanolnog ekstrakta.l?®! Rezultati dobiveni u ovom radu za S.
subspicata u skladu su s prethodno navedenim rezultatima Kremera i suradnika
(2015).[%

Sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva metanolnog ekstrakta C. vulgare s podrucja
Bugarske iznosio je 41,83+6,5 mg GAE/g ekstrakta,**® dok je sadrzaj istih u vodenom
ekstraktu iznosio 86,22+3,00 mg GAE/g ekstrakta.l!” Sadrzaj fenola u etanolnom
ekstraktu iz listova i cvjetova C. vulgare je iznosio 10,18+0,68, a u metanolnom
27,37+2,14 mg GAE/g suhe tvari biljke (listovi i cvjetovi).?”! Za metanolni ekstrakt iste
biljke s podrucja Alzira navodi se sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva od 59,87+0,01 i
183,45+0,13 pg GAE/g ekstrakta, dok se za vodeni ekstrakt navode podatci od
1,19+0,00 i 88,84+0,11.1%

Dobiveni rezultati za sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva u ekstraktima C. vulgare
veéi su od rezultata dobivenih od strane Nikolove (2011)™%! Khennouf i sur. (2013)!%!
i Todorove i sur. (2016).1%! Rezultati su takoder veéi od rezultata dobivenih za etanolni
1 manji od rezultata dobivenih za metanolni ekstrakt odredenih od strane Georgieva i

Mihaylova (2015)."]
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4.1.2.3. Sadrzaj ukupnih flavonoida vodenih i metanolnih ekstrakata testiranih

biljnih vrsta
Sadrzaj ukupnih flavonoida ekstrakata biljaka testiran je metodom s

aluminijevim kloridom.®® U tablici 4.8. prikazani su sadrzaji ukupnih flavonoida

analiziranih vodenih i metanolnih ekstrakata testiranih biljnih vrsta:

Tablica 4.8. Sadrzaj ukupnih flavonoida u vodenim i metanolnim ekstraktima

Ukupni flavonoidi

mg QE/g ekstrakta
VE ME
Mentha pulegium 12,70+0,00 18,58+0,08
Teucrium montanum 15,66+0,42 24,72+0,92
Satureja subspicata 23,15+0,08 35,73+0,14
Clinopodium vulgare 14,09+0,00 19,45+0,08

VE - vodeni ekstrakt; ME - metanolni ekstrakt;
QE - ekvivalent kvercetina

Kod sadrzaja ukupnih flavonoida, jednako kao i kod ukupnih fenola, najvisi
sadrzaj pokazali su metanolni ekstrakti S. subspicata 35,73+0,14 i T. montanum
24,72+0,92 mg QE/g ekstrakta (QE, kvercetin ekvivalent). Slijedi vodeni ekstrakt S.
subspicata 23,15+0,08 te metanolni ekstrakti C. vulgare 19,45+0,08 i M. pulegium
18,58+0,08 mg QE/g ekstrakta. Manji sadrzaj ukupnih flavonoida bio je kod vodenih
ekstrakata T. montanum 15,66+0,42, C. vulgare 14,09+0,00 i M. pulegium 12,70+0,00
mg QE/g ekstrakta (slika 4.2.).
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Sadrzaj flavonoida u vodenim i metanolnim ekstraktima testiranih
biljaka
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Slika 4.2. Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima

Sadrzaj ukupnih flavonoida za M. pulegium s podrucja AlZira je iznosio
0,85+0,01 mg QE/g suhih listova koristenih za ekstrakciju,?? dok je vrijednost za
metanolni ekstrakt, takoder s podrucja Alzira, iznosila 59,87+0,01, a za vodeni

1,19+0,00 ug QE/g ekstrakta.[**®

Sadrzaj flavonoida u nadzemnim dijelovima T. montanum s podruc¢ja Bugarske
iznosio je 0,15%,™ dok je sadrzaj flavonoida za istu biljku s podrugja Srbije i Crne
Gore bio od 46,50 do 53,91 mg RE/g ekstrakta (RE, rutin ekvivalenata).''® Sadrzaj
ukupnih flavonoida za biljku S. subspicata, prikupljenu sa vise lokacija na podrucju
Hrvatske, kretao se od 16,65+0,5 do 118,09+10,58 mg QE/g ekstrakta.[?®!

Sadrzaj ukupnih flavonoida u C. vulgare s podru¢ja Bugarske u metanolnom
ekstraktu je iznosio 2,41+0,5 mg QE/g ekstrakta,'**®! dok je njihov sadrzaj u vodenom
ekstraktu, takoder s podru&ja Bugarske bio 7,87+0,68 mg QE/g ekstrakta.'*’!

Sadrzaj ukupnih flavonoida za vodene i1 metanolne ekstrakte biljaka M.
pulegium, C. vulgare i T. montanum bio je ve¢i u odnosu na postojece literaturne

podatake za ekstrakte istih biljnih vrsta s podru¢ja Alzira i Bugarske. Sadrzaj ukupnih
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flavonoida u vodenim i metanolnim ekstraktima biljke S. subspicata odgovarao je

sadrzaju flavonoida u etanolnim ekstraktima iste biljne vrste s podrucja Hrvatske.

Razlike u sadrzaju flavonoida mogu biti uzrokovane trajanjem ekstrakcijske
procedure, karakteristikama same biljke, podrijetlom biljke te sezonom prikupljanja.[**?
Utjecaj mogu imati i koli¢ina uzorka za ekstrakciju, uvjeti skladiStenja, metoda
odredivanja, izbor standarda, prisustvo interferiraju¢ih supstanci (voskovi, masti,

terpeni i klorofil).

U odnosu na vodene ekstrakte, metanolni ekstrakti su pokazali veéi sadrzaj
ukupnih fenola i flavonoida. Manje polarni flavonoidi (izoflavoni, flavanoni, metilirani
flavoni i flavonoli) se bolje ekstrahiraju kloroformom, diklorometanom, dietil eterom ili
etil acetatom, dok se flavonoidni glikozidi i polarniji aglikoni ekstrahiraju alkoholom ili
smjesom voda-alkohol. Glikozidi poveéavaju topljivost u vodi, pa su za njih prikladne
spomenute smjese ekstrakcijskih sredstava.[’™!

4.1.2.4. HPLC/DAD analiza vodenih i metanolnih ekstrakata testiranih biljaka

Vodeni i metanolni ekstrakti dobiveni izolacijom iz svjezeg biljnog materijala
biljaka Mentha pulegium, Teucrium montanum, Satureja subspicata i Clinopodium
vulgare analizirani su uz pomo¢ sustava visokoucinske tekucinske kromatografije i
detektora s nizom dioda, HPLC/DAD.

Ekstrakti su analizirani u pogledu sadrzaja dvadeset razli¢itih fenolnih spojeva,
a kvalitativno i kvantitativno je odredeno njih Sesnaest. Preliminarnim ispitivanjem

utvrdeno da ispitivani uzorci ne sadrze kvercetin, rutin, diozmin i krizoeriol.

Na slici 4.3. je prikazan kromatogram (prilog 5.) za Sesnaest razlicitih standarda.
Retencijska vremena za standarde, izraZzena u minutama, su bila sljedeca: galna kiselina
Rt = 13,93; protokatehinska kiselina Rt = 20,41; klorogenska kiselina Rt = 25,28;
kafeinska kiselina Rt = 28,97; siringinska kiselina Rt = 29,83; p-kumarinska kiselina Rt
= 34,76, ferulinska kiselina Rt = 35,69; ruzmarinska kiselina Rt = 39,19; elaginska
kiselina Rt = 40,96; miricetin Rt = 42,07; eriodiktiol Rt = 43,15; kempferol Rt = 47,47,
luteolin Rt = 48,92; naringenin Rt = 51,71; apigenin Rt = 52,50 i diozmetin Rt = 52,97.
Rezultati za Sesnaest kvalitativno i kvantitativno odredenih spojeva su dati u tablici 4.9.

I tablici 4.10.
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analiza
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Tablica 4.9. Sadrzaj pojedinih fenolnih spojeva u vodenim ekstraktima

Mentha Teucrium Satureja Clinopodium
pulegium montanum subspicata vulgare
vodeni ekstrakti (mg/g ekstrakta)
Flavonoli
kempferol nd 0,07+0,00 0,06%0,00 0,18+0,00
miricetin 0,15+0,00 0,13+0,01 0,47+0,01 0,83+0,01
Flavoni
apigenin nd nd 0,01+0,00 0,004+0,00
diozmetin 0,09+0,00 nd 0,04+0,00 0,01+0,00
luteolin nd 0,03+0,00 0,29+0,01 0,07+0,00
Flavanoni
naringenin 0,1140,00 0,13+0,00 0,17+0,00 0,01+0,00
eriodiktiol 0,73+0,15 0,03+0,01 0,17+0,07 0,84+0,05
Hidroksib. kis.
galna nd 0,01+0,00 nd 0,10+0,01
siringinska 0,04+0,00 0,27+0,01 0,13+0,00 nd
elaginska 2,02+0,04 3,51+0,99 0,33+0,02 23,11+4,41
Hidroksic. kis.
ferulinska 0,05+0,00 0,18+0,01 0,38+0,00 3,99+0,07
kafeinska 0,22+0,01 0,71+0,01 0,20+0,00 nd
klorogenska 0,79+0,02 0,40+0,00 0,16+0,01 1,58+0,01
p-kumarinska 0,13+0,00 15,95+0,11 0,25+0,01 2,53+0,01
ruzmarinska 24,19+0,36 0,51+0,07 45,11+0,84 26,63+0,57
protokatehinska 0,3340,03 nd nd 0,32+0,01
2 mg/g
ekstrakia 28,85+0,05 21,91+0,09 48,94+0,07 60,22+0,37
% g/100 g
ekstrakia 2,88+0,01 2,19+0,01 4,89+0,01 6,02+0,04

*nd - nije identificiran
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Tablica 4.10. Sadrzaj pojedinih fenolnih spojeva u metanolnim ekstraktima

Mentha Teucrium Satureja Clinopodium
pulegium montanum subspicata vulgare

metanolni ekstrakti (mg/g ekstrakta)

Flavonoli
kempferol 1,1840,03 0,02+0,00 1,53+0,01 0,15+0,01
miricetin 0,49+0,01 nd 0,43+0,00 1,09+0,11
Flavoni
apigenin 0,18+0,01 0,01+0,00 0,07+0,00 0,14+0,01
diozmetin 0,14+0,01 0,05+0,05 0,02+0,00 nd
luteolin 0,02+0,00 0,04+0,00 0,41+0,01 0,22+0,01
Flavanoni
naringenin 1,9+0,02 0,76+0,01 0,43+0,02 0,01+0,00
eriodiktiol 5,56+0,05 7,73+0,79 0,830,06
Hidroksib. kis.
galna nd nd nd nd
siringinska 0,1140,00 0,02+0,00 0,16+0,00 nd
elaginska 5,44+1,52 7,25+0,42 1,05+0,17 29,31+4,79
Hidroksic. kis.
ferulinska nd 0,08+0,02 0,14+0,01 2,19+0,14
kafeinska 0,32+0,01 10,73+0,09 0,37+0,02 0,18+0,01
klorogenska 1,61+0,01 0,21+0,00 0,34+0,01 1,4740,11
p-kumarinska 0,17+0,01 21,98+0,23 0,17+0,01 1,94+0,11
ruzmarinska 37,33+0,47 0,18+0,01 49,13+1,07 34,21+1,49
protokatehinska 0,30+0,02 nd nd 0,04+0,00
X mg/g
ekstrakta 54,74+0,15 41,34+0,07 61,97+0,15 71,77+£0,53
% g/100 g
ekstrakta 5,47+0,02 4,134+0,01 6,20+0,02 7,18+0,05

*nd - nije identificiran

Od identificiranih spojeva u vodenom ekstraktu M. pulegium najveéi je udio
hidroksicimetnih kiselina s 89,15% (25,71 mg/g ekstrakta), hidroksibenzojevih kiselina
7,14% (2,06 mg/g ekstrakta), flavanona 2,91% (0,84 mg/g ekstrakta), flavonola 0,52%
(0,15 mg/g ekstrakta) i flavona 0,31% (0,09 mg/g ekstrakta). Najzastupljenije
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hidroksicimetne kiseline su ruzmarinska (24,19+0,36 mg/g ekstrakta) i klorogenska
kiselina (0,79+0,02 mg/g ekstrakta), najzastupljenija hidroksibenzojeva kiselina je
elaginska kiselina (2,02+0,04 mg/g ekstrakta), dok je od ostalih identificiranih spojeva
najzastupljeniji  flavanon eriodiktiol (0,73+0,15 mg/g ekstrakta). Kromatogrami
vodenog ekstrakta biljke M. pulegium dobiveni HPLC/DAD analizom nalaze se u
prilogu (prilog 6.1 7.).

U odnosu na identificirane spojeve u metanolnom ekstraktu M. pulegium udio
hidroksicimetnih kiselina je 72,58% (39,73 mg/g ekstrakta), flavanona 13,63% (7,46
mg/g ekstrakta), hidroksibenzojevih kiselina 10,14% (5,55 mg/g ekstrakta), flavonola
3,05% (1,67 mg/g ekstrakta) i flavona 0,62% (0,34 mg/g ekstrakta). Od identificiranih
spojeva najzastupljeniji su: hidroksicimetna kiselina; ruzmarinska kiselina (37,33+0,47
mg/g ekstrakta), flavanon eriodiktiol (5,56+0,05 mg/g ekstrakta) te hidroksibenzojeva
kiselina; elaginska kiselina (5,44+1,52 mg/g ekstrakta). Kromatogrami metanolnog
ekstrakta biljke M. pulegium dobiveni HPLC/DAD analizom nalaze se u prilogu (prilog
8.19.).

Na slici 4.4. je prikazan sadrZaj pojedinih fenolnih spojeva u vodenom i

metanolnom ekstraktu biljke M. pulegium.

Fenolni spojevi u ekstraktima M. pulegium
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Slika 4.4. Fenolni spojevi u ekstraktima biljke M. pulegium
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U ukupnoj masi identificiranih spojeva u vodenom ekstraktu T. montanum
najvise je hidroksicimetnih kiselina 81,01% (17,75 mg/g ekstrakta), slijede
hidroksibenzojeve kiseline 17,28% (3,79 mg/g ekstrakta), flavonoli 0,9% (0,2 mg/g
ekstrakta), flavanoni 0,73% (0,16 mg/g ekstrakta) te flavoni 0,14% (0,03 mg/g
ekstrakta). Najzastupljeniji spoj je p-kumarinska kiselina (15,95+0,11 mg/g ekstrakta),
slijede elaginska kiselina (3,51+0,99 mg/g ekstrakta), kafeinska kiselina (0,71+0,01
mg/g ekstrakta) i ruzmarinska kiselina (0,51+0,07 mg/g ekstrakta). Kromatogrami
vodenog ekstrakta biljke T. montanum dobiveni HPLC/DAD analizom nalaze se u
prilogu (prilog 10.1 11.).

Sa najveéim udjelom u ukupnoj masi identificiranih spojeva u metanolnom
ekstraktu biljke T. montanum najzastupljenije su hidroksicimetne Kiseline 80,26%
(33,18 mg/g ekstrakta), hidroksibenzojeve Kkiseline 17,59% (7,27 mg/g ekstrakta),
flavanoni 1,84% (0,76 mg/g ekstrakta), flavoni 0,24% (0,1 mg/g ekstrakta) i flavonoli
0,05% (0,02 mg/g ekstrakta). Najzastupljeniji spoj je p-kumarinska kiselina (21,98+0,23
mg/g ekstrakta), slijede kafeinska kiselina (10,73+0,09 mg/g ekstrakta) i elaginska
kiselina (7,25+0,42 mg/g ekstrakta). Kromatogrami metanolnog ekstrakta biljke T.
montanum dobiveni HPLC/DAD analizom nalaze se u prilogu (prilog 12. i 13.). Na
slici 4.5. je prikazan sadrzaj pojedinih fenolnih spojeva u vodenom i metanolnom

ekstraktu biljke T. montanum.

Fenolni spojevi u ekstraktima T. montanum
25
20
©
]
=
O 15
=]
wn
=
()
10
SN
ob HVE
£
5 ‘ E ME
O' T T T |- T T T T T |-| 1
. . . . . . NS . ) .
.\(7 .\% .\% .\% .\(7 .\6 \% -\(7 \o \o \\Q ‘}Q \Q QQ
B @ @ B B 8 @ e &Y P E
¥ FF TS LSS E &S
@ & F W F S Y& S
& & .(\QO > Q > 5o Ay Q I\
o‘\o NCHESRN \)@ s\?} J,\,@ >
B ° S N

Slika 4.5. Fenolni spojevi u ekstraktima biljke T. montanum
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Od identificiranih spojeva u vodenom ekstraktu S. subspicata hidroksicimetne
kiseline su zastupljene s 94,2% (46,1 mg/g ekstrakta), slijede flavonoli 1,08% (0,53
mg/g ekstrakta), hidroksibenzojeve kiseline 0,94% (0,46 mg/g ekstrakta), flavanoni
0,69% (0,34 mg/g ekstrakta) i flavoni 0,69% (0,34 mg/g ekstrakta). Najzastupljenija je
ruzmarinska kiselina (45,11+0,84 mg/g ekstrakta), slijedi flavonol miricetin (0,47+0,01
mg/g ekstrakta) te ferulinska kiselina (0,38+0,00 mg/g ekstrakta). Kromatogrami
vodenog ekstrakta biljke S. subspicata dobiveni HPLC/DAD analizom nalaze se u
prilogu (prilog 14. i 15.).

U ukupnoj masi identificiranih spojeva u metanolnom ekstraktu S. subspicata
najve¢i je udio hidroksicimetnih Kiselina 80,93% (50,15 mg/g ekstrakta). Slijede
flavanoni s 13,17% (8,16 mg/g ekstrakta), flavonoli 3,16% (1,96 mg/g ekstrakta),
hidroksibenzojeve kiseline 1,95% (1,21 mg/g ekstrakta) i flavoni 0,8% (0,5 mg/g
ekstrakta). Najzastupljeniji spoj je ruzmarinska Kiselina (49,13+1,07 mg/g ekstrakta),
slijede eriodiktiol (7,73+0,79 mg/g ekstrakta) i kempferol (1,53+0,01 mg/g ekstrakta).
Kromatogrami metanolnog ekstrakta biljke S. subspicata dobiveni HPLC/DAD
analizom nalaze se u prilogu (prilog 16. 1 17.).

Na slici 4.6. je prikazan sadrzaj pojedinih fenolnih spojeva u vodenom i

metanolnom ekstraktu biljke S. subspicata.
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Slika 4.6. Fenolni spojevi u ekstraktima biljke S. subspicata
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U ukupnoj masi identificiranih spojeva u vodenom ekstraktu C. vulgare najveci
je udio hidroksicimetnih  kiselina 58,2% (35,05 mg/g ekstrakta), slijede
hidroksibenzojeve kiseline s 38,54% (23,21 mg/g ekstrakta), flavonoli 1,68% (1,01
mg/g ekstrakta), flavanoni 0,14% (0,085 mg/g ekstrakta) i flavoni 0,14% (0,084 mg/g
ekstrakta). Od spojeva su najzastupljeniji ruzmarinska kiselina (26,63+0,57 mg/g
ekstrakta), elaginska kiselina (23,11+4,41 mg/g ekstrakta) te ferulinska (3,99+0,07 mg/g
ekstrakta) i p-kumarinska kiselina (2,53+0,01 mg/g ekstrakta). Kromatogrami vodenog
ekstrakta biljke C. vulgare dobiveni HPLC/DAD analizom nalaze se u prilogu (prilog
18.119.).

Medu identificiranim spojevima u metanolnom ekstraktu C. vulgare
najzastupljenije su sljedece grupe spojeva: hidroksicimetne kiseline 55,78% (40,03
mg/g ekstrakta), hidroksibenzojeve kiseline 40,84% (29,31 mg/g ekstrakta), flavonoli
1,73% (1,24 mg/g ekstrakta), flavanoni 1,17% (0,84 mg/g ekstrakta) te flavoni 0,5%
(0,36 mg/g ekstrakta). Najzastupljenija je ruzmarinska kiselina (34,21£1,49), potom
elaginska (29,31+4,79) i ferulinska kiselina (2,19+0,135). Kromatogrami metanolnog
ekstrakta biljke C. vulgare dobiveni HPLC/DAD analizom nalaze se u prilogu (prilog
20.121)).

Na slici 4.7. je prikazan sadrzaj pojedinih fenolnih spojeva u vodenom i

metanolnom ekstraktu biljke C. vulgare.
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Slika 4.7. Fenolni spojevi u ekstraktima biljke C. vulgare
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Na slici 4.8. je prikaz dominantnih fenolnih spojeva, dok je na slici 4.9. prikaz

fenolnih spojeva s manjim udjelom u ispitivanim ekstraktima.
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Pregled literaturnih podataka za rezultate u pogledu sadrzaja fenolnih komponenti

odredenih HPLC tehnikom za Cetiri ispitivane biljke

Sadrzaj hidroksicimetnih kiselina u etanolnom ekstraktu M. pulegium s podrucja
Hrvatske bio je: ruzmarinska kiselina 12,72 (mg/g ekstrakta), klorogenska kiselina 1,64
i kafeinska kiselina 0,72.1¢]

Sadrzaj fenolnih komponenti u etanolnom ekstraktu M. pulegium sa podrudja
Alzira odreden HPLC/DAD tehnikom bio je: diozmin 4,5+0,90 (% w/w), ruzmarinska
kiselina 4,0+0,70, klorogenska kiselina 2,88+0,04, 4-hidroksibenzojeva kiselina
0,2+0,00, luteolin 0,1+0,00, kafeinska kiselina 0,09+0,00, p-kumarinska Kkiselina
0,06+0,00, apigenin 0,04+0,01 i kempferol 0,02+0,02. Diozmetin, rutin i naringenin
nisu detektirani.’*?

U metanolnim ekstraku M. pulegium sa podru¢ja Grcke HPLC/DAD analizom
odredeni su: ferulinska kiselina 280+0,08, kafeinska kiselina 60+0,08, vanilinska
kiselina 0,8+0,02, apigenin 110+0,07, naringenin 42+0,06, (+)-katehin 26+0,05, luteolin
15 mg/100 g suhog uzorka. Kvercetin, rutin i galna kiselina nisu detektirani.[°!

Sadrzaj ruzmarinske kiseline odreden HPLC/DAD analizom u ekstraktu (voda:
metanol:2-propanol, omjera 80:10:10) M. pulegium s podruc¢ja Irana je bio 23,4+0,3

mg/g suhog biljnog materijala.”**!

U vodenom i metanolnom ekstraktu u ovom radu za M. pulegium dominantni
spojevi su bili: ruzmarinska kiselina (24,19+0,36 i 37,33+0,47), elaginska kiselina
(2,02+0,04 i 5,44+1,52), eriodiktiol (0,73+0,15 i 5,56+0,05) i klorogenska kiselina
(0,79+0,02 i 1,61+£0,01 mg/g ekstrakta).

Sadrzaj ruzmarinske kiseline bio je visi u odnosu na njen sadrzaj u etanolnim
ekstraktima iste biljke s podru¢ja Hrvatske i Irana, dok je za metanolni ekstrakt sadrzaj
bio veoma sli¢an onome odredenom za M. pulegium na podrucju Alzira. Za sadrzaj
elaginske kiseline 1 eriodiktiola nisu pronadeni literaturni podatci, dok je sadrZaj
klorogenske kiseline za metanolni ekstrakt jednak onome u etanolnim ekstraktima za

podrucje Hrvatske.

U vodenom i metanolnom ekstraktu T. montanum s podrucja Srbije (Zlatibor)
galna kiselina nije bila prisutna, dok su protokatehinska i ferulinska kiselina bile

prisutne u metanolnom ekstraktu sa sadrzajem 0,09 mg/g i 0,05 mg/g. Klorogenska
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kiselina je bila prisutna u vodenom ekstraktu sa sadrzajem 0,15 mg/g ekstrakta.
Kafeinska, siringinska i kumarinska kiselina su bile prisutne u metanolnom i vodenom
ekstraktu s sadrzajem 0,13 1 0,06; 0,15 i 0,05; 0,02 i 0,01 mg/g ekstrakta.[**®!

U etanolnom ekstraktu T. montanum s podru¢ja Hrvatske sadrzaj
hidroksicimetnih kiselina je bio: klorogenska kiselina 2,25, kafeinska kiselina 2,36 i
ferulinska kiselina 1,70 mg/g ekstrakta.l®® Najzastupljeniji flavonoidi u nadzemnim

dijelovima T. montanum sa podrucja Bugarske su bili luteolin i diozmetin.?

U vodenom i metanolnom ekstraktu biljke T. montanum najzastupljeniji su: p-
kumarinska kiselina (15,95+0,11 i 21,98+0,23), elaginska kiselina (3,51+0,99 i
7,25+0,42) i kafeinska kiselina (0,71+0,01 i 10,73+0,09 mg/g ekstrakta).

Sadrzaj kafeinske kiseline je za metanolni ekstrakt veéi od njenog sadrzaja u
etanolnim ekstraktima sa podru¢ja Hrvatske te vodenom i metanolnom ekstraktu sa
podrucja Srbije. Sadrzaj klorogenske i1 ferulinske kiseline je bio ve¢i od njihovog
sadrzaja u metanolnom ekstraktu s podru¢ja Srbije 1 manji od njihovog sadrZzaja u
etanolnom ekstraktu s podruc¢ja Hrvatske. Najzastupljeniji flavonoidi u metanolnom

ekstraktu bili su naringenin, diozmetin i luteolin.

U metanolnom ekstraktu S. subspicata sa podruc¢ja Hrvatske HPLC/DAD
tehnikom odredeni su: rutin sa sadrzajem od 0,07 do 1,14%, kafeinska Kiselina 0,03%,
elaginska kiselina od 0,07 do 1,14%, ruzmarinska kiselina 1,32 do 2,61%, siringinska
kiselina 0,02% te protokatehinska kiselina u tragovima. Nisu detektirani kvercetin,
naringenin, p-kumarinska kiselina, ferulinska Kiselina, sinapinska kiselina.l?®
Najzastupljenije hidroksicimetne kiseline u etanolnom ekstraktu S. subspicata bile su:
ruzmarinska kiselina 46,11 (mg/g ekstrakta), klorogenska kiselina 1,62 i kafeinska
kiselina 1,78.[5¢!

U ovom radu u vodenom ekstraktu biljke S. subspicata najzastupljeniji su bili:
ruzmarinska kiselina (45,11+0,84), miricetin (0,47+0,01), ferulinska Kkiselina
(0,38+0,00) i elaginska kiselina (0,33+0,02), dok su u metanolnom ekstraktu
najzastupljeniji bili: ruzmarinska kiselina (49,13£1,07), eriodiktiol (7,73+0,79),
kempferol (1,53+0,01) i elaginska kiselina (1,05+0,17 mg/g ekstrakta).

Sadrzaj ruzmarinske kiseline bio je jednak ili neznatno visi od njenog sadrzaja
odredenog u etanolnom ekstraktu, dok je njen sadrzaj bio znatno visSi od onog u

metanolnom ekstraktu za istu biljku na podrucju Hrvatske. Visok sadrzaj ruzmarinske
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kiseline ukazuje na to da S. subspicata s podru¢ja BiH moze biti vazan izvor
ruzmarinske kiseline. Sadrzaj klorogenske i kafeinske kiseline je bio manji, dok je u
metanolnom ekstraktu bio sli¢an sadrzaj za elaginsku i siringinsku Kiselinu, u odnosu na

spomenute ekstrakte sa podru¢ju Hrvatske.

Sadrzaj hidroksicimetnih kiselina u etanolnom ekstraktu odredenih HPLC/DAD
tehnikom za C. vulgare bio je: ruzmarinska kiselina 12,27 (mg/g ekstrakta),
klorogenska kiselina 2,25 i kafeinska kiselina 0,56.°°! Ferulinska, cis-cimetna i p-
kumarinska kiselina su medu dominantnim fenilkarboksilnim kiselinama u vodenim

ekstraktima biljke C. vulgare.[®!

Dominantni spojevi u vodenim i metanolnim ekstraktima C. vulgare u ovom
radu su bili: ruzmarinska kiselina (26,63+0,57 i 34,21+1,49), elaginska kiselina
(23,11+4,41 i 29,31+4,79), ferulinska kiselina (3,99+0,07 i 2,19+0,14) i p-kumarinska
kiselina (2,53+0,01 i 1,944+0,11 mg/g ekstrakta). Sadrzaj ruzmarinske kiseline bio je
znacajno veci od njenog sadrzaja u etanolnom ekstraktu iste biljke s podru¢ja Hrvatske,

dok je sadrzaj klorogenske i kafeinske kiseline maniji.

4.2. Bioloski potencijal eteri¢nih ulja te vodenih i metanolnih ekstrakata

ispitivanih biljnih vrsta
4.2.1. Antioksidacijski potencijal eteri¢nih ulja te vodenih i metanolnih ekstrakata

Razli¢iti metodoloski pristupi pri odredivanju antioksidacijskog potencijala
biljnih ekstrakata dovode do razli¢itih rezultata koje je teSko usporediti, a ¢esto su i u
suprotnosti. Budué¢i da rezultati ovise o razli¢itim mehanizmima, odosno modelima
oksidans/antioksidans te lipofilnoj/hidrofilnoj ravnotezi, potrebno je Koristiti

komplementarne modele, primjerice DPPH test i test A-karoten/linolna kiselina.**!

Antioksidacijski potencijal ispitivanih eteri¢nih ulja i ekstrakata testiran je FRAP
metodom i DPPH metodom. Vodeni i metanolni ekstrakti, koji su pokazali bolji
antioksidacijski potencijal u odnosu na eteri¢na ulja, dodatno su testirani u smislu

zaStitne uloge od oksidacijskih oSte¢enja na razini makromolekula; lipida i proteina.
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Rezultati testiranja antioksidacijskog potencijala FRAP i DPPH metodom su

prikazani tablicom 4.11., antioksidacijski indeksi su prikazani u tablici 4.12. Rezultati

testiranja sposobnosti ekstrakata da zastite lipide 1 proteine od oksidacijskih oSte¢enja

prikazani slikama 4.10., 4.11. i 4.12. te tablicom 4.13.

Tablica 4.11. Antioksidacijski potencijal eteri¢nih ulja i ekstrakata testiran
DPPH i FRAP metodom

DPPH FRAP
Uzorak ICso Fe?*
(ug mL™) umol/g uzorka®
M. pulegium Etericno ulje 94,29 6,71+4,55"
Vodeni ekstrakt 35,71 894,67+38,05
Metanolni ekstrakt 38,09 1584,19+85,87
T. montanum Eteri¢no ulje 201,91 13,02+4,31
Vodeni ekstrakt 38,09 761,33+11,89
Metanolni ekstrakt 21,43 1548,00+16,16
S. subspicata Etericno ulje 157,14 73,89+3,25
Vodeni ekstrakt 21,91 1664,19+23,09
Metanolni ekstrakt 21,43 1879,43+44,63
C. vulgare Eteri¢no ulje 1293,81 17,43+1,52
Vodeni ekstrakt 32,38 976,57+17,14
Metanolni ekstrakt 25,71 2115,62+99.36
BHA 17,62 5586,29+174,76
Vitamin C 16,67 5568,43+£125,26

¥ Uzorak: ekstrakt ili eteriéno ulje. "Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost = SD

(n=3).

Najveci potencijal u hvatanju DPPH radikala pokazali su metanolni ekstrakt S.

subspicata i T. montanum. Slijede metanolni i vodeni ekstrakt C. vulgare, vodeni

ekstrakt M. pulegium te vodeni i metanolni ekstrakt T. montanum i M. pulegium.

Potencijal u hvatanju DPPH radikala za eteri¢na ulja, bio je kako slijedi: M. pulegium,

S. subspicata, T. montanum i C. vulgare.
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U FRAP testu rezultati prema uspjesSnosti za ispitivane uzorke su bili kako
slijedi: metanolni ekstrakt C. vulgare, metanolni i vodeni ekstrakt S. subspicata,
metanolni ekstrakt T. montanum i M. pulegium, vodeni ekstrakt C. vulgare, M.
pulegium i T. montanum. Rezultati za eteri¢na ulja su bili znacajno nizi, kako slijedi: S.

subspicata, C. vulgare, T. montanum i M. pulegium.

U DPPH testu eteri¢no ulje, vodeni i metanolni ekstrakti M. pulegium su
pokazali sljedece 1Cso vrijednosti: 94,29; 35,71 1 38,09 ug mL™. U odnosu na ICs
vrijednosti dobivene za poznato dobre antioksidanse BHA (17,62 pg/mL) i askorbinsku
kiselinu (16,67 pg/mL), ispitivani vodeni 1 metanolni ekstrakti pokazali su dobru
antioksidacijsku aktivnost.

U FRAP testu metanolni ekstrakt je, u polaznoj koncentraciji od 1 mg/mL, sa
1584,19+£85,87 umol Fez+/g ekstrakta pokazao najviSu vijednost u odnosu na vodeni
ekstrakt 894,67+38,05 i eteritno ulje 6,7144.55 umol Fe?*/g uzorka. Pri istim
ispitivanim  koncentracijama BHA i askorbinska kiselina su pokazali sljedece
vrijednosti: 5586,29+174,76 i 5568.,43+125,26 Eq Fe** pmol/g uzorka.

Dobivene vrijednosti u DPPH testu za eteri¢no ulje M. pulegium (94,29 pg/mL)
pokazale su bolju antioksidacijsku aktivnost u odnosu na etericno ulje s podrucja
Maroka (ICsp = 321,41+2,53 ug/mL, u istoj studiji askorbinska kiselina 1Csp =
27,20+0,17 pg/mL),®? Portugala (6200+200 pg/mLy™% |rana (ICsy = 14736+156
ug/mL)[97] i Egipta, gdje je eteri¢no ulje u koncentraciji od 500 pg/mL inhibiralo
37+0,2% DPPH radikala.®” U istom testu eteri¢no ulje s podruja Portugala nije bilo
aktivno.*!

Buduéi da su pulegon i menton poznati po antioksidacijskim svojstvimal'®?
dobivene rezultate je moguce objasniti viSim sadrZajem pulegona (54,4%) te znacajnim
sadrzajem p-mentona (14,0%) u odnosu na ostala ispitivana ulja. Dobru
antioksidacijsku aktivnost pokazuje i 1,8-cineol,*® koji je takoder odreden kao jedna
od komponenti ispitivanog ulja sa udjelom od 0,2%.

Za eteri¢no ulje s podru¢ja Maroka, sa dominantnim sastavnicama pulegonom
(40,98%) i mentonom (21,16%) navodi se da je u FRAP testu ICsy vrijednost za
etericno ulje 1 askorbinsku kiselinu iznosila 58,27+2,72 1 47,63+0,58 pg/mL,

respektivno.l®?
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Usporedbom dobivenih rezultata DPPH testa za vodeni ekstrakt M. pulegium
(ICs50 35,71 ng/mL) s rezultatima za vodene ekstrakte iste biljke s drugih podrucja, moze
se uocCiti da isti pokazuje manju sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala. Tako je
ICso vrijednost za Iran bila 5,5+0,3 pg/mL (BHT 4,9+0,2 ng/mL),®" Portugal 8,9+0,2
pg/mL (BHT 15,7+£0,2 pg/mL)*™ i 16,3+0,4 pg/mL (BHT 20,2+ 2,6pg/mL).1%
Slabiju antioksidacijsku aktivnost pokazao je jedino vodeni ekstrakt M. pulegium s
podrucja Maroka sa ICsp = 610 ug/mL (BHA 130 ug/mL).[104] Interesantno je uociti da
su oba uzorka sa podru¢ja Portugala pokazala bolju sposobnost hvatanja slobodnih

DPPH radikala u usporedbi s BHT standardom.

ICso vrijednost dobivena u DPPH testu za metanolni ekstrakt M. pulegium (38,09
ug/mL) bila je veca od 1Csg vrijednosti za metanolni ekstrakt iste biljke s podrucja Irana
(6,1£0,1 ug/mL)[97] i manja od ICsy vrijednosti za metanolni ekstrakt iste biljke s
podru&ja Maroka (490 pg/mL).*% Dobiveni rezultati su u pogledu inhibicije DPPH
radikala bili bolji i od rezultata za metanolni ekstrakt M. pulegium s podru¢ja Egipta,

koji je u koncentraciji od 500 pg/mL, pokazao inhibiciju od 79,3+3%.1°%

U DPPH testu etanolni ekstrakt M. pulegium sa podruc¢ja Irana imao je ICs

vrijednost od 17,9 pg/mL,*" [100]

s podruc¢ja Portugala 24,9+0,2 pug/mL, s podrucja
Hrvatske 24,27 pg/mL,"®® te s podrudja Alzira 42,7+2.3 pg/mL.*? Dobiveni rezultati za

vodeni i metanolni ekstrakt su u skladu sa navedenim literaturnim podatcima.

Rezultati FRAP testa za M. pulegium s podrucja Portugala pokazuju najvisi
antioksidacijski kapacitet za ekstrakt dobiven ekstrakcijom kipu¢om vodom, potom
etericno ulje, etanolni ekstrakt te ekstrakt dobiven ekstrakcijom hladnom vodom; od 4,7
do 10,3 pmol Fe** po g uzorka.'® Navedeni podatci su znagajno niZi od rezultata

dobivenih u ovom radu.

Istrazivanja su pokazala da M. pulegium sadrzi brojne komponente S
antioksidacijskim potencijalom, medu kojima i apigenin, luteolin i krizoeriol.*
Razlike u dobivenim rezultatima ovise o kemijskom sastavu ispitivanih uzoraka, koji
varira ovisno o podruc¢ju uzorkovanja, koristenom dijelu biljke 1 metodi ekstrakcije.
Znacajna razlika dobrog antioksidacijskog kapaciteta vodenih i metanolnih ekstrakata u
usporedbi sa slabijim antioksidacijskim kapacitetom eteri¢cnih ulja je uzrokovana
prisustvom fenolnih i flavonoidnih komponenti u ekstraktima.?® Pronadena je visoka

korelacija izmedu sadrzaja ukupnih fenola i rezultata DPPH testa.l10+107]
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Kao $to je navedeno u tablici vodeni i metanolni ekstrakt S. subspicata pokazuju
obecavajuci antioksidacijski potencijal u usporedbi sa standardima askorbinskom
kiselinom (ICsp = 16,67 png/mL) i BHA (ICso = 17,62 pg/mL), s ICsp vrijednostima od
21,91 i 21,43 pg/mL. Etericno ulje iste biljke je pokazalo slabiji antioksidacijski
potencijal s ICso = 157,14 ng/mlL.

Etanolni ekstrakt S. subspicata iz Hrvatske je imao visi antioksidacijski
potencijal u odnosu na ispitivane ekstrakte i etericno ulje s ICsp = 3,08 pg/mL[%], dok su
rezultati za eteri¢no ulje s jedne lokacije u BiH, za biljku u dvije razli¢ite faze razvoja, s
ICso = 15,6 mg/mL (ljetni period) i ICso = 21,0 mg/mL (jesenji period)!”) bili znacajno

nizi.

Rezultati eteri¢nog ulja i ekstrakata S. subspicata, u polaznoj koncentraciji od 1
mg/mL, u FRAP testu su bili sljedeci: za eteri¢no ulje 73,89 (umol Fe**/g eteri¢nog
ulja), za vodeni ekstrakt 1664,19 (umol Fe?*/g ekstrakta) i metanolni ekstrakt 1879,43
(umol Fe?*/g ekstrakta). Antioksidacijski potencijal askorbinske kiseline i BHA su bili
5568,43 i 5586,27 (umol Fe**/g uzorka), za istu ispitivanu koncentraciju.

Rezultati dobiveni u oba testa pokazuju slabiju antioksidacijsku aktivnost S.
subspicata etericnog ulja. To moze biti posljedica manjeg sadrzaja fenolnih komponenti
ili monoterpena karvakrola i timola, koji pokazuju dobra antioksidacijska svojstva.t”
Znacajnu antioksidacijsku aktivnost su pokazali vodeni i metanolni ekstrakt, Sto je
najvjerojatnije uzrokovano visokim sadrzajem fenolnih spojeva, buduéi da je poznato da
dobro antioksidacijsko djelovanje pokazuju komponente, kao $to su flavonoidi i fenolne

kiseline.[t?4

U DPPH testu ICsy vrijednosti za eteri¢no ulje, vodeni i metanolni ekstrakt C.
vulgare bile su kako slijedi: 1293,81; 32,38 i 25,71 ug/mL. Usporedbom s ICs
vrijednostima askorbinske kiseline (16,67 pg/mL) i BHA (17,62 pg/mL) eteri¢no ulje je
pokazalo slabu sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala, za razliku od vodenog i

metanolnog ekstrakta, koji su se pokazali kao dobri hvataci slobodnih radikala.

Eteri¢no ulje C. vulgare s podruc¢ja Turske u DPPH testu je imalo 1Csg vrijednost
63,0+£2,71 ug/mL, dok su u istom testu ICsq vrijednosti za BHT i askorbinsku kiselinu
bile 18,0+0,4 i 3,8+0,17 pg/mL. Njegove glavne komponente timol (ICso = 162+1,3
ng/mL) i y-terpinen (ICsp = 122+2,5 ng/mL), pokazale su dobru aktivnost, dok p-cimen
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nije bio aktivan. Bolja antioksidacijska aktivnost etericnog ulja u odnosu na aktivnost
timola 1 y-terpinena objasnjava se prisustvom drugih komponenti, tj. elektron donora u
ulju. Odabrane komponente ovog ecteriénog ulja mogu biti alternativa sintetskim
antioksidansima, kao aditivi u prehrambenoj, farmaceutskoj 1 kozmetickoj industrij i 12

Razlika u sposobnosti hvatanja slobodnih radikala ispitivanog eteri¢nog ulja 1
eteri¢nog ulja C. vulgare s podrucja Turske, posljedica je razlike u njihovom kemijskom
sastavu. Glavna komponenta timol nije identificiran, dok je sadrzaj y-terpinena u

ispitivanom ulju bio znatno nizi.

U dvije odvojene studije vodeni ekstrakti C. vulgare s podru¢ja Bugarske u
DPPH testu su imali nesto nizu (ICsp = 25 ug/mL),[ZS] odnosno znacajno visu ICs
vijednost (ICsp = 244,52+11,13 pg/mL),**! u odnosu na rezultate dobivene za vodeni
ekstrakt.

Rezultati za metanolni ekstrakt C. vulgare, takoder s poducja Bugarske, su bili
vrlo sli¢ni dobivenim rezultatima za metanolni ekstrakt (ICso = 22,33 pg/mL).'® 1Cs
vrijednost za etanolni ekstrakt C. vulgare s podruc¢ja Hrvatske u istom testu je iznosila
17,39+0,13 pg/mL.[*®

U FRAP testu etericno ulje C. vulgare pokazalo je takoder slabu
antioksidacijsku aktivnost (17,43+ 1,52 pmol Fe?*/g uzorka), dok su dobru aktivnost
pokazali vodeni (976,57+17,14 pumol Fe?*/g ekstrakta) i metanolni ekstrakt
(2115,62+99,36 pmol Fe?*/g ekstrakta). U postojeéim literaturnim izvorima nema

podataka za rezultate FRAP testa za eteri¢no ulje i ekstrakte C. vulgare.

U DPPH testu ICsq vrijednosti za vodeni i metanolne ekstrakate T. montanum s
podru¢ja Srbije bile su 0,240 mg/mL™?% i od 47,99 do 61,69 pg/mL.1*® ICs, vrijednost
za etanolni ekstrakt T. montanum s podrugja Hrvatske bio je 7,78+0,13 pg/mL. %!
Usporedbom s rezultatima dobivenim u ovom radu sposobnost hvatanja DPPH radikala
za vodeni ekstrakt bila je znatno visSa, dok je za metanolni ekstrakt bila neSto visa u
odnosu na iste ekstrakte s podru¢ja Srbije 1 niza u odnosu na etanolni ekstrakt s podrucja

Hrvatske.
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4.2.1.1. Ukupni antioksidacijski indeks

Antioksidacijski indeks (ACI) izracunat je na osnovu mjerenja antioksidacijske
aktivnosti biljnih ekstrakata pomo¢u FRAP i DPPH metode. Ukupni antioksidacijski
indeks pojedinih uzoraka izrazen je kao srednja vrijednost ACI-a uzoraka za obje

metode. Dobiveni rezultati su prikazani u tablici 4.12.

Tablica 4.12. Antioksidacijski indeks za ispitivane uzorke

Uzorak DPPH FRAP ACI
M. pulegium Eteri¢no ulje 23 0,3 12
Vodeni ekstrakt 60 42 51
Metanolni ekstrakt 56 75 66
T. montanum Eteri¢no ulje 11 0,6 6
Vodeni ekstrakt 56 36 46
Metanolni ekstrakt 100 73 87
S. subspicata Eteri¢no ulje 14 4 9
Vodeni ekstrakt 08 79 89
Metanolni ekstrakt 100 89 95
C. wulgare Eteri¢no ulje 2 1 2
Vodeni ekstrakt 66 46 56
Metanolni ekstrakt 83 100 92

Najvisi antioksidacijski indeks imao je metanolni ekstrakt biljke S. subspicata
(ACI = 95), potom metanolni ekstrakt C. vulgare (ACI = 92), vodeni estrakt S.
subspicata (ACI = 89) i metanolni ekstrakt T. montanum (ACI = 87). U odnosu na
ekstrakte, najmanji antioksidacijski indeks je imao vodeni ekstrakt T. montanum (ACI =
46). Vrijednosti antioksidacijskih indeksa eteri¢nih ulja kretale su se od 2 za C. vulgare,

do 12 za M. pulegium.
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4.2.2. Antioksidacijski potencijal vodenih i metanolnih ekstrakata u pogledu zastite

lipida i proteina od oksidacije

Peroksidacija lipida, kao rezultat djelovanja slobodnih radikala, je proces koji
vodi gubitku membranskog integriteta, te time dolazi do narusavanja brojnih stani¢nih
funkcija. Reaktivne vrste takoder oStecuju proteine, ali zbog brze obnove proteina,
smatra se da manje utjecu na oStecenje stanica. Zbog povezanosti oSteCenja proteina i
drugih makromolekula slobodnim radikalima 1 procesa starenja, postoji znacCajan interes
za istrazivanja na ovom polju. Dokazana je kumulacija oksidativho modificiranih

proteina tijekom starenja te pri nekim patologkim stanjima.l*?

4.2.2.1. Zastita lipida od oksidacije

Uloga ekstrakata u pogledu zastite lipida od peroksidacije ispitana je na modelu

linolne Kkiseline. Rezultati su prikazani tablicom 4.13. i slikom 4.10.

Tablica 4.13. Antioksidacijska aktivnost vodenih i metanolnih ekstrakata odabranih
biljnih vrsta u emulziji s linolnom kiselinom nakon inkubacije tijekom 24 h

Inhibicija %"
1g/L? 10 g/L.?
(100 pg/mL)® (1000 pg/mL)"

Uzorak

M. pulegium Vodeni ekstrakt 51,51+4,25° 59,03+6,38
Metanolni ekstrakt 42,51+0,77 49,41+3,68
T. montanum Vodeni ekstrakt 52,47+2,73 58,79+6,60
Metanolni ekstrakt 34,82+0,17 39,58+3,11
S. subspicata Vodeni ekstrakt 51,72+2,60 61,48+2,66
Metanolni ekstrakt 42,03+1,17 50,30+5,64
C. vulgare Vodeni ekstrakt 47,48+7 .41 58,65+2,68
Metanolni ekstrakt 33,49+0,10 49,03+4,05
BHA 59,90+2,29 64,78+0,38
BHT 60,36+1,25 64,58+0,36
Vitamin C prooksidacijska 95,52+1,92

aktivnost

*Pocetne koncentracije antioksidansa (,stock solution). °Koncentracija ekstrakta u

reakcijskoj smjesi. "Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost £ SD (n = 3).
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Zastita lipida od oksidacije nakon 24h
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Slika 4.10. Postotak inhibicije oksidacije lipida nakon inkubacije tijekom 24 h

Pri ispitivanju ekstrakata u pogledu zastite lipida od peroksidacije, pri
koncentracijama od 100 i 1000 ug/mL u reakcijskoj smjesi, rezultati su bili kako slijedi:
vodeni ekstrakti: S. subspicata 51,72+2,60 i 61,4842,66%; T. montanum 52,47+2,73 i
58,79+6,60%; M. pulegium 51,51+4.25 i 59,03+6,38% i C. vulgare 47,48+7,41 i
58,65+2,68%. Slijede metanolni ekstrakti: S. subspicata 42,03+1,17 i 50,30+5,64%; M.
pulegium 4251+0,77 i 49,41+3,68%; C. vulgare 33,49+0,10 i 49,03+4,05% i T.
montanum 34,82+0,17 i 39,58+3,11% inhibicije peroksidacije lipida.

Usporedbom s rezultatima za standarde, testirane pri istim koncentracijama,
BHA (59,90 1 64,78%) 1 BHT (60,36 1 64,58%) moze se zakljuciti da vodeni ekstrakti
sve cCetiri biljke pokazuju vrlo dobre rezultate u zastiti lipida od oksidacije, dok
metanolni ekstrakti pokazuju dobre rezultate. S povecanjem koncentracije nije bilo
znacajnijeg povecanja inhibicije.

Askorbinska kiselina (vitamin C) je u pocetnoj koncentraciji od 1 mg/mL (100
ug/mL u reakcijskoj smjesi) pokazala prooksidacijsko djelovanje, dok je u pocetnoj
koncentraciji od 10 mg/mL (1000 pg/mL u reakcijskoj smjesi) S 95,5% - tnim uc¢inkom
inhibirala peroksidaciju linolne kiseline. Dobiveni rezultati za askorbinsku kiselinu su

bili u skladu s ranije poznatom c¢injenicom da askorbinska kiselina kao prooksidans
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moze sudjelovati u reakciji Haber-Weiss tipa. Pri viSim koncentracijama dominira njena
antioksidacijska sposobnost nad sposobnoS¢u ubrzavanja oksidacije, Sto rezultira

ukupnim antioksidacijskim efektom.!

Dobiveni rezultati pokazuju obecavajuéi potencijal ispitivanih S. subspicata
ekstrakata u =zastiti lipida od oksidacije. Oni koreliraju sa visokim sadrzajem
ruzmarinske kiseline u vodenom i metanolnom ekstraktu, $to je u skladu sa prethodno
objavljenim studijama o efikasnosti ruzmarinske kiseline u inhibiciji oksidacije lipida
male gusto¢e.*"**¥ Takoder je utvrdeno da ruZmarinska kiselina znacajno doprinosi
biolokoj aktivnosti vrsta roda Mentha.l'! Dobiveni rezultati, kao i &injenica da se

(1051 jednim dijelom

ruzmarinska kiselina istraZzuje u pogledu tretmana bolesti srca i raka,
objasnjavaju opravdanost uporabe ovih biljaka u tradicionalnoj medicini BiH.

Za kafeinsku, klorogensku, ferulinsku i kumarinsku kiselinu, koje se takoder
javljaju kao komponente ispitivanih ekstrakata, poznato da svoju bioloSku aktivnost
ispoljavaju kroz inhibiciju lipidne peroksidacijel*®®!. Kafeinska i klorogenska kiselina
inhibiraju formiranje konjugiranih diena u ranoj fazi peroksidacije linolne kiseline.™*!
Flavonoidi mogu prevenirati oksidaciju lipida male gustoce, §to moze reducirati rizik od
nastajanja ateroskleroze.!**%

Dobiveni rezultati ukazuju da ispitivani ekstrakti mogu biti korisni u inhibiranju
peroksidacije membranskih lipida, u preveniranju bolesti uzrokovanih djelovanjem
slobodnih radikala te kao antioksidansi u hrani, kozmetici ili farmaceutskim

proizvodima.

Postoje literaturni podatci za slican test, f-karoten/linolna kiselina test, kojim su
ispitani uzorci M. pulegium s razli¢itih podruc¢ja. Tako su vodeni i metanolni ekstrakt M.
pulegium s podrucja Irana, u pocetnoj koncentraciji od 2 mg/mL (250 pg po mL
reakcijske smjese) nakon 48h pokazali inhibicijsko djelovanje 91,67% i 60,38%. U
istom testu BHT je imao inhibiciju od 89,35%.°" Vodeni i etanolni ekstrakt M.
pulegium sa podrucja Portugala, pri inkubaciji u trajanju 120 minuta, su imali ICsp =
167£0.2 i 165+7 pg/mL, dok je 1Cso za BHT iznosio 12,0+0,7 pg/mL reakcijske
smjese.’™ Pri jednakom vremenu inkubacije vodeni i metanolni ekstrakti M. pulegium
S podruc¢ja Maroka su pri koncentraciji od 1 mg/mL u reakcijskoj smjesi imali inhibiciju
6,35% i 34,8%, dok je BHT pokazao inhibiciju od 75,94% (ICsp = 310 pg/mL). Nije

nadena korelacija u sadrzaju fenolnih komponenti i1 rezultata ovog testa. [
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Etanolni ekstrakt M. pulegium sa podrucja Alzira je kod inhibicije lipidne
peroksidacije ispitivane kolorimetrijskom metodom, pokazao vrijednost 1Csy = 10+0,5
ng/mL, a Troloks 1Csp = 3,8+0,3 pg/mL.[H%]

Ranije objavljena studija pokazuje da S. subspicata metanolni i etanolni ekstrakti

djeluju na povecanje inhibicije peroksidacije lipida u -karoten testu. 2!

U testu B-karoten/linolna kiselina, pri koncentraciji od 0,4 mg/mL u reakcijskoj
smjesi ekstrakati T. montanum s podruc¢ja Makedonije, nakon inkubacije u trajanju od
120 minuta, pokazali su sljedecu inhibiciju oksidacije: dietil eter ekstrakt (39%), etil-
acetat ekstrakt (39%), n-butanol ekstrakt (40%).?!

4.2.2.2. Zastita proteina od oksidacije

IzloZenost proteina OH" i/ili O,” vodi njihovim strukturnim modifikacijama.
Modificirani proteini mogu dalje pro¢i spontanu fragmentaciju i unakrsno povezivanje
ili pokazati znacCajno povecanje proteolize. Ovim promjenama su najpodloZnije
aminokiseline triptofan, histidin i cistein. Pored fragmentacije, oksidacija lizina,
arginina, prolina i treonina moze povecati koncentraciju karbonila. Tako se prisutnost
karbonilnih skupina proteina moze koristiti kao pokazatelj oksidacije proteina

uzrokovane reaktivnim kisikovim vrstama.['2*!

Ekstrakti Cetiri ispitivane biljke su ispitani u pogledu zaStite proteina od
oksidacije spektrofotometrijskim mjerenjem koli¢ine nastalih karbonila. Oksidacija
albumina govedeg seruma (engl. Bovine Serum Albumin, BSA) je potaknuta
zagrijavanjem proteina u prisutnosti Fe>*, askorbinske kiseline i vodikovog peroksida.

Inhibicija karbonilacije BSA (izrazena kao % inhibicije), u prisutnosti
ispitivanih ekstrakta i komercijalnih antioksidanasa, prikazana je tablicom 4.14. Period

inkubacije, na 37 °C uz oksidaciju potaknutu metalom, iznosio je 1 i 24 h.
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Tablica 4.14. Antioksidacijska aktivnost ekstrakata u pogledu zastite proteina od
karbonilacije

Uzorak Inhibicija %
1h 24 h
M. pulegium Vodeni ekstrakt 14,62 + 2,36" -62,42 +3,84
Metanolni ekstrakt 556 +1,52 - 92,69 + 3,35
T. montanum Vodeni ekstrakt 8,49 + 0,94 -51,77 £3,16
Metanolni ekstrakt 11,11 + 5,05 - 83,49+ 2,39
S. subspicata Vodeni ekstrakt 10,61 + 3,67 - 69,81 +4,18
Metanolni ekstrakt - 6,06 +2,02 - 79,05 + 3,43
C. vulgare Vodeni ekstrakt - 18,87 £ 0,00 -92,59+1,92
Metanolni ekstrakt -13,13+1,01 -81,59+ 1,46
BHT 11,12+ 4,29 13,54 £ 3,45
BHA -29,91 £ 6,27 8,04 + 3,63

®Koncentracija pocetnih otopina ekstrakata i standarda je bila 1 g/L, dok je koncentracija

u reakcijskoj smjesi iznosila 167 pg/mL °Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost +
SD (n=3)

Dobiveni rezultati, nakon inkubacije u trajanju od 1 h, pokazuju vrlo dobro
zastitno djelovanje vodenih ekstrakata M. pulegium (14,62%), S. subspicata (10,61%),
metanolnog (11,11%) i vodenog (8,49%) ekstrakta T. montanum te metanolnog
ekstrakta M. pulegium (5,56%), u usporedbi sa standardnim antioksidansom BHT, Kkoji
je pokazao inhibiciju karbonilacije od 11,12%. Metanolni ekstrakt S. subspicata te

vodeni i metanolni ekstrakt C. vulgare pokazali su prooksidcijsku aktivnost, kao i BHA.

Nakon inkubacije u trajanju od 24 h, svi ekstrakti su pokazali prooksidacijsku
aktivnost, dok su BHT i BHA inhibirali karbonilaciju BSA s 13,54% i 8,04% (slike
4.11.14.12).
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Inhibicija karbonilacije nakon 1h i 24h

20

B Standardi 1h
B Standardi 24h

i Vodeni ekstrakti 1h

%Inhibicije

B Vodeni ekstrakti 24h

Slika 4.11. Inhibicija karbonilacije BSA vodenim ekstrakatima testiranih biljnih vrsta

Inhibicija karbonilacije nakon 1h i 24h

B Standardi 1h
o M Standardi 24h

i MeOH ekstrakti 1h

%Inhibicije

B MeOH ekstrakti 24h

Slika 4.12. Inhibicija karbonilacije BSA metanolnim ekstrakatima testiranih biljaka

U pogledu ispitivanja zastitne uloge za ekstrakte Cetiri ispitivane biljke, u smislu
zastite proteina od oksidacije, nema dostupnih literaturnih podataka. Prooksidacijska

aktivnost ekstrakata se moze objasniti i u suglasju je sa sljede¢im literaturnim

podatcima.
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Polifenoli iz hrane djeluju kao prooksidansi katalizirajuci oksidacijska oStecenja
DNA, proteina i ugljikohidrata, unato¢ njihove uloge u zastiti lipida od oksidacije.
Istrazivanje Dormana i Hiltunena (2011)"? pokazuje kompleksnost, odnosno paradoks
pojedinih fitokemikalija s antioksidacijskom aktivno$¢u, koje mogu pokazati zaStitnu
ulogu stite¢i od oksidativnih ostecenja neke bioloski vazne molekule npr. lipide, ali i
pokazujuéi prooksidacijsku aktivnost prema drugim bioloski vaznim molekulama, npr.
proteinima. U Spomenutom istrazivanju galna kiselina je pokazala prooksidacijsko
djelovanje, kao i ekstrakti borovice (Juniperus communis L.), bosiljka (Ocimum

basilicum L.), kima (Carum carvi L.) i lovora (Laurus nobilis L.).

U istrazivanju Mayo i suradnika (2003)" u pogledu zastite proteina od
oksidativnih os$tecenja, troloks i askorbinska Kiselina su pokazali prooksidacijsku
aktivnost. Za askorbinsku kiselinu je poznato da je jak reducirajuéi agens, te se koristi
za reduciranje prijelaznih metala, kao $to su Fe** ili Cu** te za generiranje "OH radikala.
Kombinacija vitamina C i Cu®* uzrokuje znacajno osteéenje proteina. U istoj studiji

rezveratrol nije pokazao zastitno djelovanje.?

Dobivene rezultate za Cetiri ispitivane biljne vrste u ovom radu, u pogledu zastite
proteina od oksidacije, mogucée je objasniti mehanizmom reakcije. Naime, oksidacija
proteina katalizirana metalima je proces koji se uglavnom odvija na specifi¢cnim
mjestima vezivanja metala na proteinu, na kojima se oksidira jedna ili nekoliko
aminokiselina. U tom pogledu oksidaciji najvise podlijezu aminokiselinski ostatci
histidina, prolina, arginina i lizina. Reakcija se odvija kao ,,zatvoreni“ proces u kojem
zeljezo prolazi redoks ciklus od Fe?* do Fe** u reakciji s H,O;, i ponovnom protein
ovisnom redukcijom u Fe?*. Pri tom radikal kisika, koji se javlja kao meduprodukt, ne
difundira u okolni medij, jer reagira sa spomenutim aminokiselinskim ostatcima
proteina.**!

Budu¢i da potencijalni antioksidansi ne mogu do¢i u kontakt sa slobodnim
radikalima, isti nisu u mogucnosti da se natjeCu s aminokiselinama za iste, te time

izostaje njihova zaStitna aktivnost.
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4.3. Inhibicija enzima Kkolinesteraza eteri¢nim uljima i ekstraktima odabranih

biljnih vrsta

Klju¢ni enzim u hidrolizi acetilkolina je acetilkolinesteraza (AChE), pa je
njegova inhibicija jedna od strategija u tretmanu Alzheimerove bolesti i drugih sli¢nih
poremecaja. Potencijalnim izvorima inhibitora smatraju se biljke, pa su brojne od njih,

kao i razli¢ite fitokemikalije, predmet velikog broja istraZivanja./*

Sposobnost inhibicije enzima kolinesteraza (ChE), acetilkolinesteraze i
butirilkolinesteraze (AChE i BChE), eteri¢nim uljima i ekstraktima odabranih biljnih

vrsta, testirana je Ellmanovom metodom.

Pocetna koncentracija ekstrakata je iznosila 1 mg/mL, dok su eteri¢na ulja
ispitana u pocetnim koncentracijama od 1 i 2 mg/mL. Dobiveni rezultati su usporedeni s
rezultatima za poznati inhibitor eserin, koji je ispitan u deset, odnosno dvadeset puta
nizoj koncentraciji (0,1 mg/mL).

Rezultati testiranja sposobnosti eteri¢nih ulja da inhibiraju enzime AChE i BChE

su prikazani tablicom 4.15. i slikom 4.13.

Tablica 4.15. Sposobnost inhibicije enzima AChE i BChE eteri¢nim uljima

Uzorak Inhibicija %
Eteri¢no ulje AChE BChE
M. pulegium 1 mg/mL? 28,77+12,25 63,65+2,78
2 mg/mL 50,63+18,47 71,23+4,27
T. montanum 1 mg/mL 51,92+3,39 35,65+5,69
2 mg/mL 59,32+11,12 49,54+3,12
S. subspicata 1 mg/mL 72,82+20,71 51,51+11,71
2 mg/mL 76,89+13,36 27,15+9,84
C. vulgare 1 mg/mL 40,16+11,23 22,66+8,04
2 mg/mL 46,84+1,99 30,16+0,01
eserin 0,1 mg/mL 95,92+1,47 79,12+0,0

®Koncentracija pocetnih otopina eteri¢nih ulja je bila 1 i 2 mg/mL, dok je koncentracija u
reakcijskoj smjesi iznosila 45 i 90 ug/mL.
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Sposobnost inhibicije AChE i BChE eteri¢nim uljima

100

% inhibicije

B % inhibicije AChE
H % inhibicije BChE

Slika 4.13. Sposobnost inhibicije enzima AChE i BChE eteri¢nim uljima odabranih
biljnih vrsta

Eteri¢na ulja Cetiri ispitivane biljke u koncentraciji od 1 i 2 mg/mL (45 i 90
ug/mL u reakcijskom sistemu) pokazala su inhibiciju AChE kako slijedi: S. subspicata
(72,82% i 76,89%), T. montanum (51,92% i 59,32%), C. vulgare (40,16% i 46,84%) i
M. pulegium (28,77% i 50,63%).

Dobro poznati ChE inhibitor eserin, u pocetnoj koncentraciji od 0,1 mg/mL
pokazao je inhibiciju od 95,92%, tako da su u usporedbi s njim eteri¢na ulja pokazala

umjerenu inhibicijsku aktivnost.

Kod inhibicije enzima BChE eteri¢na ulja u koncentraciji od 1 i 2 mg/mL (45 i
90 ug/mL u reakcijskom sustavu) su pokazala sljede¢u inhibiciju: M. pulegium (63,65%
i 71,23%), S. subspicata (51,51% i 27,15%), T. montanum (35,65% i 49,54%) i C.
vulgare (22,66% i 30,16%). U usporedbi sa eserinom, koji u po¢etnoj koncentraciji od
0,1 mg/mL inhibira BChE s 79,12%, eteri¢na ulja sve Cetiri biljke su pokazala umjerenu

inhibicijsku aktivnost.

Rezultati testiranja sposobnosti vodenih i metanolnih ekstrakata da inhibiraju

enzime AChE i BChE su prikazani tablicom 4.16. i slikom 4.14.
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Tablica 4.16. Sposobnost inhibicije enzima AChE i BChE vodenim i metanolnim
ekstraktima

Uzorak Inhibicija %
1 mg/mL® AChE BChE
M. pulegium Vodeni ekstrakt 18,73+1,43 8,5+4,77
Metanolni ekstrakt 13,65+2,60 0,0
T. montanum Vodeni ekstrakt 27,77£3,71 4,3£2,71
Metanolni ekstrakt 10,05+1,39 0,0
S. subspicata Vodeni ekstrakt 32,09+3,66 0,0
Metanolni ekstrakt 8,59+1,15 11,9+0,71
C. vulgare Vodeni ekstrakt 14,62+2,11 0,0
Metanolni ekstrakt 6,26+1,09 0,0
eserin 01 95,92+1,47 79,12+0,0

®Koncentracija podetnih otopina ekstrakata je bila 1 mg/mL, dok je koncentracija u
reakcijskoj smjesi iznosila 45 pg/mL.

Sposobnost inhibicije AChE i BChE ekstraktima
100

% inhibicije
(9]
o

40 B % inhibicije AChE

B % inhibicije BChE
20
0 i T T T

Slika 4.14. Sposobnost inhibicije enzima AChE i BChE vodenim i metanolnim
ekstraktima odabranih biljnih vrsta
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UspjeSnost inhibicije enzima AChE za vodene i metanolne ekstrakte, bila je
kako slijedi: vodeni ekstrakti S. subspicata (32,09%) i T. montanum (27,77%), vodeni i
metanolni i ekstrakt M. pulegium (18,73% i 13,65%), vodeni ekstrakt C. vulgare
(14,62%), metanolni ekstrakti T. montanum (10,05%), S. subspicata (8,59%) i C.
vulgare (6,26%). U usporedbi s prethodno navedenim rezultatima za eserin, ekstrakti su

pokazali slabu inhibiciju enzima acetilkolinesteraze.

Kod inhibicije enzima BChE, slabu sposobnost inhibicije su pokazali metanolni
ekstrakt S. subspicata (11,9%) te vodeni ekstrakti M. pulegium (8,5%) i T. montanum
(4,3%). Ostali ekstrakti nisu pokazali aktivnost u pogledu inhibicije enzima

butirilkolinesteraze.

Bioaktivne supstance iz voca, povréa i ljekovitih biljaka igraju glavnu ulogu u
usporavanju mnogih patogeneza i neurodegenerativnih poremecaja, kao S$to je i
Alzheimerova bolest. Hrana bogata fitokemikalijama pored alkaloida, sadrzi terpene i
polifenole, koji mogu biti dobri inhibitori kolinesteraza, sami ili u sinergizmu jedni s
drugima.[’¥

Do sada su brojne fitokemikalije ispitane u pogledu inhibicije ChE. Postoje
izvijed¢a o vise od 35 alkaloida koji pokazuju AChE inhibicijsku aktivnost.*”! Medu
prirodnim alkaloidima s ChE inhibicijskom aktivno$c¢u su 1 eserin ili fizostigmin, koji je
izoliran iz sjemenki biljke Physostigmina venenosum L. te galantamin, koji je izoliran iz
biljke Galanthus nivalis L..

Eserin ili fizostigmin je prvi ispitivani inhibitor ChE u tretmanu Alzheimerove
bolesti. On je ireverzibilni inhibitor, koji reagira s hidroksilnom skupinom serina, u
katalitickoj trijadi aktivnog mjesta, pri ¢emu nastaju stabilni esteri. Pored pozitivnih
u¢inaka na poboljsanje pamcenja kod oboljelih od AD, iskljucen je iz daljnje primjene
zbog negativnih nuspojava. Medutim, posluzio je kao prototip za sintezu novih
inhibitora; epakstigmina, fenserina i tolserina.[**?

Trenutno se u tretmanu simptoma AD, kao Sto su kognitivna disfunkcija 1
slabljenje pamcenja, koriste donepezil, rivastigmin i galantamin.[4] Ranije spomenuti
galantamin je reverzibilni inhibitor AChE, koji se od 2007. godine Kkoristi u tertmanu
blage do srednje izrazene AD. Pokazuje dobra farmakoloska i farmakokineticka
svojstva te manji broj nuspojava.[**? Primjena vecine do sad ispitivanih inhibitora ChE
bila je praena nuspojavama, kao $to su umor, poremecaji spavanja, kardiorespiratorni,

gastrointestinalni poremecaji te mala bioloSka dostupnost. To je bio poticaj za daljnja
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istrazivanja s ciljem pronalaska novih ChE inhibitora prirodnog podrijetla, s ve¢om

efikasnoscu i bioloskom dostupnoséu te s manje nuspojava.'*!

Etericna ulja sadrze brojne bioaktivne komponente; terpene, terpenoide,
fenilpropanske i druge spojeve, pa je veliki broj njih ispitan u smislu sposobnosti
inhibicije ChE. Rezultati su pokazali da neka od testiranih ulja imaju dobru sposobnost
inhibicije ChE. Usporedbom rezultata razli¢itih istrazivanja uoceno je da neka eteri¢na
ulja sli¢nog sastava imaju razli¢itu sposobnost inhibicije ChE. Razlike u spomenutim
rezultatima se mogu pripisati sinergistickom ili antagonisticCkom efektu izmedu
pojedinih sastavnica eteri¢nog ulja. Kako bi se ispitali ovi efekti provedena su brojna
istrazivanja s ciljem identificiranja i izoliranja pojedinih sastavnica etericnih ulja sa
znacajnom sposobnos$cu inhibicije Chg.lM

Veéi broj dobivenih podataka, u do sad provedenim istrazivanjima, se odnosi na
ispitivanje sposobnosti pojedinih komponenti eteri¢nih ulja da inhibiraju AChE, dok je
manji broj onih koji se odnose na ispitivanje inhibicije BChE. Medutim, zbog znacaja
inhibicije BChE u tretmanu AD, u kasnijim fazama bolesti, porastao je interes i za
ispitivanje inhibicije BChE. 14!

U pogledu ispitivanja sposobnosti inhibicije ChE najveci broj istih se odnosi na
istrazivanje monoterpena.l**? Medu monoterpenima 1,8-cineol i a-pinen su najefikasniji
u pogledu inhibicije AChE. Pored njih sposobnost u pogledu inhibicije AChE pokazuju
§-2-karen (2-karen), 8-3-karen (3-karen) i mirtenal [®®**¥! te geraniol, 3-karen, o-
kariofilen i limonen.™ Karvon je takoder pokazao dobru AChE inhibicijsku
aktivnost.[""!

Monoterpeni karvakrol i njegov izomer timol su pokazali znacajnu AChE
inhibicijsku aktivnost, pri ¢emu je aktivnost karvakrola bila deset puta visa, Sto ukazuje
na znacaj polozaja hidroksilne skupine za AChE inhibicijsku aktivnost.'!

Pulegon je medu monoterpenima s p-mentanskim skeletom bio najuspjesniji u
pogledu AChE inhibicije.’ Slabiju sposobnost inhibicije AChE pokazuju monoterpeni

kamfor, bornil acetat, karvon, -pinen, fenhol i fenhon.!™

Neke studije pokazuju postojanje sinergistickog efekta kod monoterpena,
posebno izmedu 1,8-cineola i a-pinena.l’” Sinergisticki efekat je prisutan i izmedu
enantiomera o-pinena i -pinena (a-S-pinen:f-S-pinen i a-R-pinen:(-S-pinen) u smjesi,

pri omjeru 3:2.1441
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Jedan od nacina na koji terpeni inhibiraju AChE je preko hidrofobnog liganda.
Hidrofobno aktivno mjesto AChE je mjesto u kojem se ostvaruju hidrofobne interakcije,
a terpenski spojevi, gradeni od skeleta ugljikovih i vodikovih atoma, na taj nacin
doprinose inhibiciji kolinesteraza.™

Zbog razlika u strukturi terpenskih spojeva, tesko je odrediti odnos izmedu
njihove strukture i aktivnosti. Za monoterpene s p-mentanskim skeletom je utvrdeno da
su ketonski monoterpeni bolji AChE inhibitori, u odnosu na odgovarajuce ugljikovodike
i alkohole.™ U slucaju biciklickih monoterpena, biciklicki ugljikovodici imaju veéu
sposobnost inhibicije u odnosu na biciklickie alkohole i ketone. Pozicija dvostruke veze
utjeCe na povecanje sposobnosti inhibicije, pa 3-karen ima vec¢u sposobnost inhibicije u

odnosu na 2-karen.[*4"]

Monoterpeni su puno bolji inhibitori AChE nego BChE. Zbog male molekulske
mase monoterpeni najvjerojatnije ChE inhibiraju preko sterickih ili alosterickih efekata,
pri ¢emu kod BChE ne utjecu na pristup supstrata aktivnom mjestu enzima.[®®!

U istrazivanju u kojem je ispitan 21 monoterpen u pogledu sposobnosti
inhibicije BChE, jedino je 3-karen pokazao sposobnost inhibicije BChE (ICso = 2000
uM).2*8 U razligitim studijama dobar do umjeren BChE inhibicijski potencijal (ICso =
0,1 — 1,0 mM) pokazali su monoterpeni a-pinen, 1,8-cineol, linalool, terpinen-4-ol,

linalil acetat, timol, y-terpinen i fenilpropanoid eugenol.!***!

Najcesce istrazivani seskviterpeni u pogledu inhibicije AChE su B-kariofilen i a-
humulen. Pri tom je B-kariofilen imao dobru sposobnost inhibicije, za razliku od a-
humulena (o-kariofilena), koji je pokazao slabu sposobnost inhibicije AChE.M* U vige
studija B-kariofilen je tekoder pokazao dobar do umjeren BChE inhibicijski potencijal
(ICs = 0,1 — 1,0 mm).[M4

Diterpeni inhibiraju ChE u niZim koncentracijama od monoterpena, Sto ukazuje
na vaznost veli¢ine molekule. Dihidrotanshinon 1 kriptotanshinon su nekompetitivni
inhibitori ChE. Medu triterpenima i steroidima ChE inhibicijsku aktivnost pokazuju

ursolinska kiselina, tarakserol, lucisterol i oleanolinska kiselina.[®®!

Kako su terpeni i terpenoidi u dosad objavljenim studijama pokazali relativno

slabu inhibicijsku sposobnost, potrebno je razviti analoge s poboljsanom efikasnoséu.!
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Pored eteri¢nih ulja i njihovih sastavnica, brojni derivati Sikiminske kiseline su
takoder testirani u smislu inhibicije kolinesteraza.l’” Medu flavonoidima najvisu AChE
inhibicijsku aktivnost pokazuju flavoni i izoflavoni (npr. izoflavon pomiferin), Sto
ukazuje na znacaj karbonilne skupine na C-4. Aktivnosti doprinose i metoksi skupine na
C-61iC-7.

Flavanoni su manje aktivni u odnosu na flavone, Sto ukazuje na vaznost
dvostruke veze izmedu C-2 i C-3. Flavoni koji nemaju supstituciju na C-3 su mjeSoviti
inhibitori, dok su flavoni sa C-3 prenil supstitucijom nekompetitivni inhibitori, $to
upucuje na to da prenil skupina na C-3 utjece na interakciju s enzimom.

Flavanon naringenin pokazuje AChE inhibicijsku aktivnost in vitro, ali pri visim
koncentracijama. Flavonol galangin je uspjes$niji u pogledu inhibicije BChE od
kempferola, kvercetina, miricetina, apigenina, luteolina i rutina. Galangin je dvanaest
puta bolji BChE inhibitor, u odnosu na inhibiciju AChE. Razlog tome je povecanje
broja hidroksilnih skupina na B prstenu, sto doprinosi inhibiciji BChE.

Studije ukazuju na to da se flavonoidi veZu na aktivno mjesto BChE preko veceg
broja vodikovih veza i n-n interakcija. Flavonol kvercetin inhibira podjednako i AChE

(ICso = 353,9 uM) i BChE (ICso = 420,8 uM), kompetitivhom inhibicijom.!®!

Prehrana bogata kvercetinom moZe prevenirati demenciju povezanu sa
vaskularnim i1 neurodegenerativnim poremecajima, kao $to je Alzheimerova bolest.

Nekoliko in vivo studija je provedeno u ispitivanju efekta ekstrakata bogatih
polifenolima na aktivnost AChE, koje su pokazale inhibiciju aktivnosti AChE
hipokampusa i ve¢u kognitivnu sposobnost, §to moze biti rezultat prisutnosti apigenina,
kempferola i luteolina.l’”

Prirodne fenolne komponente koje su AChE inhibitori su takoder i klorogenska
kiselina, rutin i ruZzmarinska kiselina. Rezultati pokazuju da ruZmarinska kiselina lako

prolazi krvno-mozdanu barijeru te djeluje kao AChE inhibitor u mozgu.™

Galna i elaginska kiselina inhibiraju djelovanje AChE. Galna kiselina se ponasa
kao kompetitivni inhibitor, $to znaci da se veze za aktivnho mjesto enzima, dok se
elaginska kiselina ponaSa kao mjeSoviti inhibitor, $to znaci da se spoj nuzno ne natjece
za aktivno mjesto enzima. Pretpostavlja se da grupa aromatskih aminokiselina
perifernog anionskog mjesta reagira kroz hidrofobne ili aromatske interakcije s

nepolarnim aromatskim dijelovima elaginske kiseline.
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Analizom strukture galne kiseline utvrdeno je da 1,3,5-trisupstituirani fenolni
prsteni djeluju inhibicijski na AChE, te predstavljaju model za dizajn inhibitora AChE.

Osnovni strukturni zahtjevi potrebni za inhibiciju su tri polarna supstituenta,
ukljucujuéi bar dvije negativno nabijene funkcionalne skupine ili dva elektronegativna
atoma s parcijalno negativnim nabojem, bar jedan donor vodika, sposoban za formiranje
vodikove veze. Tri supstituenta moraju biti na pozicijama 1, 3 i 5 benzenskog prstena
(slika 4.15.). Sli¢ne strukture bez ovakve polarnosti i orijentacije nisu inhibirale AChE.
Medutim, zbog postojanja naboja ovakve molekule ¢e tesko prolaziti barijeru izmedu
krvi i mozga.l**%)

OH

Slika 4.15. Strukturni model AChE inhibitoral***!

S obzirom na postojece literaturne podatke, ispitivanje metanolnih ekstrakata sve
Cetiri biljke te vodenih ekstrakata i eteri¢nih ulja za S. subspicata, T. montanum i C.
vulgare, u pogledu inhibicije AChE prva su takve vrste, kao i ispitivanje inhibicije

BChE za sva eteri¢na ulja i ekstrakte testirane u ovom radu.

Postoje literaturni podatci za etericno ulje, vodeni i etanolni ekstrakt M.
pulegium s podrucja Portugala, koji su ispitani u pogledu inhibicije AChE. Najbolju
inhibiciju pokazalo je eteri¢no ulje (ICso = 324+0,1 pg/mL), slijede etanolni (ICsp =
534+0,1 pg/mL) i vodeni ekstrakt (ICso = 1581£53,6 ng/mL); pri tom je koncentracija u
reakcijskoj smjesi bila deset puta manja. U istoj studiji 1Csp vrijednost za verbenon i
karvakrol je iznosila 163+0,2 i 115+0,1 pg/mL. Umjerena inhibicijska aktivnost
eteri¢nog ulja je uzrokovana prisustvom glavnih komponenti ulja; pulegona i karvona,
koji su umjereni AChE inhibitori. Spojevi 1,8-cineol, kamfor i 4-terpineol takoder
inhibiraju AChE, pri &emu je 1,8-cineol vema dobar inhibitor.!*%%!

Usporedbom rezultata dobivenih u ovim radom s rezultatima za M. pulegium s
podrucja Portugala, moze se zakljuciti da je etericno ulje iste biljke ispitivano u ovom

radu pokazalo nesto slabije rezultate u pogledu inhibicije AChE (ICso = 90 pg/mL), kao
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I njen vodeni i metanolni ekstrakt. Za vise biljnih vrsta ispitanih u spomenutoj studiji
najve¢u vrijednost inhibicije pokazala su etericna ulja, potom etanolni i vodeni

ekstrakti, $to je u skladu s rezultatima dobivenim u ovom radu.

U studiji Vladimir-Knezevi¢ i suradnici (2014) ispitana je sposobnost
inhibicije AChE etanolnim ekstraktima, pocetne koncentracije 0,25; 0,5 i 1 mg/mL.
Koncentracije u reakcijskoj smjesi su bile 2,5; 51 10 pg/mL. Vrijednosti inhibicije su
bile kako slijedi: T. montanum 33, 46 i 84%, S. subspicata 16, 28 i 52%, M. pulegium
10,191 48% i C. vulgare 0%, 0% i 37%.

U istoj studiji testirane su hidroksicimetne kiseline (kafeinska, klorogenska,
ruzmarinska, ferulinska kiselina), koje su u koncentraciji od 0,25 i 0,50 mg/mL
inhibirale aktivnost AChE u vrijednostima od 30,0% do 48,9%, odnosno od 73,6% do
86,6%. Pri tom je njihova uspje$nost u inhibiciji bila kako slijedi: kafeinska kiselina >
ferulinska kiselina > ruzmarinska kiselina > klorogenska kiselina. Galantamin je u
koncentracijama 1; 0,5 i 0,25 mg/mL pokazao 100% inhibiciju. Njegova ICsq vrijednost
je iznosila 0,122+0,004 pg/mL.[°®

Obje prethodno navedene studije ukazuju na utjecaj ruzmarinske kiseline na
aktivnost ekstrakata u pogledu inhibicije AChE; kod etanolnih ekstrakata za biljne vrste
iz porodice Lamiaceae, osim za Teucrium vrste,'®® te kod vodenih ekstrakata biljaka
roda Mentha.™ Bioloska aktivnost ekstrakata biljaka roda Mentha koji se konzumiraju
u uobicajenim dozama ostaje saCuvana nakon digestije u probavnom sustavu. Naime,
nakon in vitro simulacije gastrointestinalne digestije, ekstrakti zadrzavaju sposobnost

inhibicije enzima AChE 115!

U odnosu na studiju Vladimir-Knezevi¢ i suradnici (2014),°®! dobiveni rezultati
za vodene i metanolne ekstrakte istih biljnih vrsta, bili su znacajno slabiji, mada je
redoslijed uspjesnosti biljnih vrsta bio sli¢an: S. subspicata, T. montanum, M. pulegium
I C. vulgare. Interesantno je uociti da su rezultati za etanolni ekstrakt M. pulegium
prethodno spomenute studije (1 mg/mL, odnosno 10 ug/mL u reakcijskoj smjesi, koji su
izazvali 48% inhibiciju AChE) vi$i od rezultata Mata i suradnici (2007)1°!" 73 etanolni
ekstrakt iste biljke s podrucja Portugala (ICsp 53,5 pg/mL u reakcijskoj smjesi).
Rezultati za ruzmarinsku kiselinu, koja je u koncentraciji od 2,5 pg/mL u reakcijskoj

smjesi inhibirala AChE s vrijednos¢u od 47%, su visi od rezultata za ruZmarinsku
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kiselinu Dinis i suradnika (2013),°Y gdje je ICso iznosila 45,1 pg/mL u reakcijskoj

smjesi.

Na slabije rezultate dobivene ovom disertacijom, u odnosu na dvije ranije
spomenute studije, je najvjerojatnije utjecala sama metoda testiranja sposobnosti
inhibicije AChE. U ovoj disertaciji, prema Ellmanovoj metodi, enzimu su dodavani
inhibitor i supstrat neposredno jedan za drugim, a mjerenja su provedena u vremenu od
Sest minuta. U studiji Mata i suradnici (2007)% enzim i inhibitor su inkubirani 15
minuta, a po dodatku supstrata inkubacija je trajala jos 30 minuta na sobnoj temperaturi.
U studiji Vladimir KneZevi¢ i suradnici (2014)®! enzim i inhibitor su inkubirani
tijekom 30 minuta pri 4°C i po dodatku supstrata jo$ 10 minuta.

Na ICsp vrijednosti u smislu inhibicije ChE utje¢u koncentracija enzima,
inhibitora 1 supstrata, kao 1 ostali eksperimentalni uvjeti, $to otezava usporedbu rezultata
dobivenih rezli¢itim istrazivanjima. Da bi bilo moguce identificirati inhibitore AChE i

BChE potrebno je standardizirati protokole koji se koriste pri njihovom testiranju.[*4

Kao $to je bilo i ocekivano, opcenito su rezultati za sposobnost inhibicije
etericnih ulja te vodenih i metanolnih ekstrakata bili slabiji u odnosu na manje
specificnu BChE. Uvidom u postojeée literaturne podatke do sad nema objavljenih

studija u smislu inhibicije BChE od strane ekstrakata Cetiriju ispitivanih biljaka.

Opcenito se moZe re¢i da su sva ispitana etericna ulja odabranih biljnih vrsta
pokazala umjeren inhibicijski potencijal na AChE te slabiji inhibicijski potencijal na
BChE. Ovakvi rezultati mogu biti posljedica ¢injenice da se medu glavnim
sastavnicama ispitivanih eteri¢nih ulja nalaze, od dosad objavljenih poznatih inhibitora
kolinesteraza, samo a-pinen (S. subspicata 10,2%, T. montanum 6,4%), pulegon (M.
pulegium, 54,4%, T. montanum 2,3%) i B-kariofilen (S. subspicata 14%), dok ostali

izostaju ili se nalaze u niskim koncentracijama.

Testirani vodeni i metanolni ekstrakti odabranih biljnih vrsta su pokazali slabu
inhibiciju enzima AChE. Kod inhibicije enzima BChE, slabu sposobnost inhibicije su
pokazali metanolni ekstrakt S. subspicata te vodeni ekstrakti M. pulegium i T.
montanum. Ostali ekstrakti nisu pokazali aktivnost u pogledu inhibicije enzima BChE.
U navedenim ekstrakatima, s ve¢im ili manjim udjelom su bili prisutni inhibitori ChE,

kao $§to su naringenin, eriodiktiol, elaginska i ruzmarinska kiselina, dok su inhibitori
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apigenin, diozmetin, luteolin, kempferol i galna kiselina bili prisutni samo u nekima od
njih. Kvercetin, kompetitivni inhibitor AChE i BChE, nije bio prisutan u ispitivanim

ekstraktima.

Kako su biljni ekstrakti i eteri¢na ulja kompleksne smjese razli¢itih spojeva,
moguce je donijeti vrlo malo opéenitih zaklju¢aka o sposobnosti inhibicije kolinesteraza
ekstraktima i eteri¢nim uljima. Iz istog je razloga tesko izdvojiti potencijalne inhibitore
koji se nalaze u njihovom sastavu, jer je moguce je da je za inhibicijsku aktivnost
zasluzan spoj koji u sastavu ulja dolazi tek s manjim udjelom. Takoder je mogu¢ utjecaj

efekata sinergizma i antagonizma, koji jo$ uvijek nisu dovoljno istrazeni.

Dobiveni rezultati pokazuju da eteri¢na ulja i ekstrakti Cetiri ispitivane biljne
vrste sadrze aktivne fenolne i terpenske spojeve, koji pored antioksidacijske aktivnosti
pokazuju i aktivnost u pogledu inhibicije kolinesteraza. Stoga isti mogu biti od znacaja
u prevenciji i terapiji Alzheimerove bolesti i drugih neurodegenerativnih poremecaja,

kao 1 u uvjetima naruSene homeostaze uzrokovane oksidacijskim stresom.

4.3. Rezultati analize glavnih komponenti za testirane kemijske i bioloske profile

Dobiveni rezultati za testiranja kemijskog i bioloskog profila eteri¢nih ulja i
ekstrakata cetiri ispitivane biljne vrste analizirani su PCA analizom - analizom glavnih
komponenti (PCA, engl. Principal Component Analisys), primjenom statistickog
programa XLStat 2018, Addinosoft.

4.3.1. Rezultati analize glavnih komponenti za eteri¢na ulja

Analizirani su rezultati za testirana eteri¢na ulja. Za svaku testiranu biljnu vrstu
izraCunat je Pearsonov koeficijent korelacije za 23 varijable: sadrzaj dominantnih
spojeva (1 - pulegon, 2 - p-menton, 3 - piperitenon, 4 - piperiton, 5 - izopulegon, 6 - a-
kadinol, 7 - B-selinen, 8 - T-kadinol, 9 - 6-kadinen, 10 - germakren D-4-ol, 11 - a-pinen,
12 - B-kariofilen, 13 - cis-B-ocimen, 14 - trans-B-ocimen, 15 - germakren D, 16 -
kariofilen oksid, 17 - epi-bicikloseskvifelendren, 18 - a-gurjunen, 19 - heksadekanska
kiselina, 20 - alo-ocimen), rezultati FRAP analize, rezultati testiranja inhibicije AChE
(IAChE) i rezultati testiranja inhibicije BChE (IBChE).
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PCA analiza za etericna ulja Cetiri testirane biljke uzima u obzir 72,74%
varijabilnosti podataka (tablica 4.17.). Varijable s najve¢im vrijednostima svojstvenih

vektora, tj. s najve¢im doprinosom u varijabilnosti pokusa su date u tablici 4.18.

Tablica 4.17. Standardna devijacija, udio varijance i kumulativna varijanca povezana s
prve tri glavne komponente (PC), procijenje iz korelacijske matrice s 23 varijable za
Cetiri testirana etericna ulja

Varijable PC1 PC2 PC3
Standardna devijacija 9,689 7,041 6,270
Udio varijance (%) 42,128 30,613 27,260
Kumulativna varijanca (%) 42,128 72,740 100,000

Tablica 4.18. Doprinos svakog od 23 analizirana svojstva u ukupnoj varijabilnosti
pokusa (boldirani su znacajni izvori varijabilnosti)

Varijable PC1 PC2 PC3
pulegon -0,785 -0,453 -0,423
p-menton -0,781 -0,464 -0,417
piperitenon -0,773 -0,487 -0,405
piperiton -0,773 -0,487 -0,405
izopulegon -0,773 -0,487 -0,405
a-kadinol -0,023 0,966 -0,259
B-selinen -0,020 0,957 -0,290
T-kadinol -0,020 0,957 -0,290
3-kadinen -0,019 0,953 -0,303
germakren D-4-ol -0,020 0,957 -0,290
a-pinen 0,822 0,144 -0,552
B-kariofilen 0,851 -0,426 -0,306
cis-B-ocimen 0,887 -0,461 -0,023
trans-3-ocimen 0,887 -0,458 -0,056
germakren D 0,820 -0,301 -0,488
kariofilen oksid 0,897 -0,054 -0,439
epi-bicikloseskvifelandren -0,061 -0,048 0,997
a-gurjunen -0,063 -0,004 0,998
heksadekanska kiselina -0,061 -0,048 0,997
alo-ocimen 0,655 -0,393 0,646
FRAP 0,912 -0,367 -0,184
IAChE 0,950 0,082 -0,300
IBChE -0,203 -0,549 -0,811
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Prva glavna komponenta (PC1l) sadrzavala je 42,13% ukupne varijance
istrazivanja. Najvecée vrijednosti svojstvenih vektora imali su inhibicija AChE (IChE) i
rezultati testiranja FRAP metodom (0,950 i 0,912). Doprinos druge glavne komponente
(PC2) u ukupnoj varijabnilnosti iznosi 30,61%. Svojstvo s najve¢om vrijednos$¢u
pripadajuceg vektora je sadrzaj a-kadinola (0,966).

Uporabom glavnih komponenti (PC1 i PC2) kao prostornih dimenzija (osi X i y)
bilo je moguce konstruirati set dvodimenzionalnih grafikona na kojima su predstavljeni
medusobni odnosi svih analiziranih svojstava (slika 4.16.), kao i prostorna distribucija
sva Cetiri analizirana etericna ulja. Dobiveni dijagram rasipanja pokazuje jasno

odvajanje testiranih uzoraka. Slicnost pokazuju eteri¢na ulja M. pulegium i C. vulgare.
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Slika 4.16. Dijagram rasipanja analize glavnih komponenti za eteri¢na ulja testiranih
biljnih vrsta s obzirom na medusobni odnos varijabli

Dobiveni dijagram rasipanja pokazuje grupiranje sli¢nih varijabli. Varijable s

visokom korelacijom su u krugovima (Pearsonov koeficijent korelacije, r> 0,8).
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Duljina vektora analiziranih varijabli odrazava ukupnu varijabilnost Svojstva
koju dati vektor predstavlja, tj. veca duljina vektora ukazuje na veéu razinu
varijabilnosti. Udaljenost pojedinih vektora odrazava razinu njihove medusobne
korelacije. Ukoliko su vektori svojstava blize, ista su u vecoj korelaciji. Vektori

suprotnog smjera predstavljaju svojstva koja se nalaze u negativnoj korelaciji.

4.3.2. Rezultati analize glavnih komponenti za vodene i metanolne ekstrakte

Rezultati dobiveni za vodene i metanolne ekstrakte cetiri testirane biljke
analizirani su PCA analizom.

Za svaku testiranu biljnu vrstu izraunat je Pearsonov koeficijent korelacije za
23 varijable: sadrzaj ukupnih fenola (TPH), sadrzaj flavonoida (TF), sadrzaj Sesnaest
fenolnih spojeva (1 - protokatehinska kis., 2 - klorogenska kis., 3 - kafeinska kis., 4 -
siringinska kis., 5 - p-kumarinska kis., 6 - ferulinska kis., 7 - ruzmarinska kis., 8 -
elaginska kis., 9 - miricetin, 10 - eriodiktiol, 11 - naringenin, 12 - diozmetin, 13 -
kempferol, 14 - luteolin, 15 - apigenin, 16 - galna kis.), rezultati FRAP analize, rezultati
testiranja zastite lipida od oksidacije (ZL), rezultati testiranja zaStite proteina od
oksidacije (ZP), rezultati testiranja inhibicije AChE i rezultati testiranja inhibicije
BChE.

PCA analiza za vodene i metanolne ekstrakte Cetiri testirane biljke uzima u obzir
56,02% varijabilnosti podataka (tablica 4.19.). Varijable s najve¢im vrijednostima
svojstvenih vektora, tj. s najve¢im doprinosom u varijabilnosti pokusa su date u tablici
4.20.

Tablica 4.19. Standardna devijacija, udio varijance i kumulativna varijanca povezana s
prve tri glavne komponente (PC), procijenje iz korelacijske matrice s 23 varijable za
vodene 1 metanolne ekstrakte Cetiri ispitivane biljne vrste

Varijable PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7
Standardna devijacija 6,642 6,243 3,116 2,847 1,772 1,457 0,924
Udio varijance (%) 28,878 27,144 13546 12,379 7,703 6,333 4,017

Kumulativna varijanca (%) 28,878 56,022 69,568 81,947 89,650 95,983 100,000

151



Mejra Bektasevic¢

Rezultati i rasprava

Doktorski rad

Tablica 4.20. Doprinos svakog od 23 analizirana svojstva u ukupnoj varijabilnosti
pokusa (boldirani su znacajni izvori varijabilnosti)

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7
TPH -0,224 0,697 0,555 -0,202 0,117 -0,064 0,312
TF -0,158 0,899 0,274  -0,206 0,081 0,199 0,058
1* 0,379 -0,433 -0,503 0,503 0,350 0,119 0,161
2 0,843 -0,253 -0,103 0,458 -0,034 -0,029 -0,055
3 -0,573 -0,029 0,724 0,330 0,118 0,135 0,067
4 -0,410 0,290 -0,473 -0,251 -0,672 0,087 -0,039
5 -0,626 -0,269 0,567 0,137 -0,358 0,239 -0,099
6 0,771 -0,444 0,269 -0,213 0,043 0,248 0,166
7 0,530 0,614 -0,326 -0,212 0,294 -0,238 0,220
8 0,774  -0,342 0,492 -0,001 -0,022 0,006 -0,201
9 0,953 0,039 0,156 -0,185 -0,024 -0,177 -0,012
10 0,212 0,857 -0,346 0,192 0,024 0,239 0,075
11 -0,064 0,405 -0,102 0,844  -0,189 -0,107 0,250
12 -0,565 -0,242 -0,091 0,025 0,776 -0,095 -0,038
13 0,231 0,824 -0,295 0,274  -0,076 0,313 0,041
14 0,205 0,738 0,103 -0,622 0,117 -0,013 0,042
15 0,554 0,497 -0,027 0,502 -0,200 -0,338 -0,197
16 0,519 -0,501 0,048 -0,108 0,033 0,522 0,438
FRAP 0,314 0,736 0,455 -0,011 0,119 -0,363 -0,075
ZL 0,637 -0,524 -0,168 -0,486 -0,077 -0,171 -0,144
ZP -0,807 -0,332 -0,201 0,123 0,221 -0,363 0,054
IAChE -0,426 -0,313 -0,431 -0,445 -0,297 -0,325 0,378
IBChE -0,253 0,378 -0,503 -0,249 0,296 0,453 -0,431

*Legenda: Objasnjenje za oznake dato je u prethodnom tekstu

Prva glavna komponenta (PCl) sadrzavala je 28,88% ukupne varijance

istrazivanja. Najvece vrijednosti svojstvenih vektora imali su sadrzaj miricetina i sadrzaj

klorogenske kiseline (0,953 i 0,843). Doprinos druge glavne komponente (PC2) u

ukupnoj varijabnilnosti iznosi 27,14%. Svojstva s najve¢im vrijednostima pripadajuceg

vektora su sadrzaj ukupnih flavonoida i sadrzaj eriodiktiola (0,899 i 0,857).

Dobiveni dijagram rasipanja (slika 4.17.) pokazuje grupiranje sli¢nih ekstrakata

i varijabli te varijabli s visokom korelacijom (u krugovima): ukupni fenoli i flavonoidi

(r = 0,870), kafeinska i p-kumarinska kiselina (r = 0,806), kempferol i eriodiktiol (r =

0,986), miricetin i elaginska kiselina (r = 0,803) te ferulinska i galna kiselina (r = 0,862).
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Slika 4.17. Dijagram rasipanja analize glavnih komponenti za vodene i metanolne
ekstrakte testiranih biljnih vrsta s obzirom na medusobni odnos varijabli

Dijagram pokazuje slicnost za vodeni i metanolni ekstrakt biljke T. montanum i

vodeni ekstrakt biljke M. pulegium te metanolne ekstrakte biljke M. pulegium i C.

vulgare.
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U ovom doktorskom radu odredeni su kemijski i bioloski profili biljnih vrsta koriStenih
u tradicionalnoj medicini Bosne i Hercegovine; Mentha pulegium L., Teucrium

montanum L., Satureja subspicata L. i Clinopodium vulgare L.

Eteri¢na ulja izolirana su iz svjeze ubranog biljnog materijala te analizirana veznim

sustavom plinska kromatografija - spektrometrija masa (GC/MS).

Ispitivanje kemijskog sastava te bioloskog potencijala etericnih ulja biljaka M.
pulegium, T. montanum i C. vulgare prvo je takve vrste za navedene biljke s podrucja
BiH. Za eteri¢cno ulje endemske S. subspicata s podru¢ja BiH, postojala je jedna

prethodno objavljena studija.

Analize etericnog ulja biljke M. pulegium pokazuju da je isto bogato
monoterpenoidima. Dominantne komponente ulja su: pulegon, p-menton i piperitenon.
Od monoterpena i seskviterpena najzastupljeniji su limonen i germakren D, a od
neterpenskih spojeva 3-oktanol. Ispitivano ulje je pulegon tipa, kao i veéina do sad

ispitivanih eteri¢nih ulja M. pulegium.

Analize eteriénog ulja biljke T. montanum pokazuju da je isto bogato
seskviterpenoidima i seskviterpenima, dok je udio monoterpenoida i monoterpena
znatno manji. Dominacija seskviterpena je karakteristika etericnih ulja biljaka roda
Teucrium. Glavne komponente ovog ulja su: a-kadinol, B-selinen, T-kadinol, 5-kadinen,
germakren D-4-ol i a—pinen. U usporedbi s uljima drugih podruéja, ovo ulje je slicnog

sastava s razlikom u udjelu dominantnih komponenti.

Analize eteri¢nog ulja biljke S. subspicata pokazuju da je ulje bogato monoterpenima i
seskviterpenima. Glavne sastavnice ulja su: B-kariofilen, cis-B-ocimen i o-pinen. U
usporedbi s uljima drugih podrucja ispitivano ulje pokazuje vecu varijabilnost, §to je

jedna od karakteristika biljaka roda Satureja.

Analize eteri¢nog ulja biljke C. vulgare pokazuju da je isto bogato seskviterpenima.
Najzastupljeniji spojevi su epi-bicikloseskvifelandren, o-gurjunen i heksadekanska
kiselina. U usporedbi s uljima drugih podruc¢ja postoji sli¢nost u smislu zastupljenosti

seskviterpena, ali s razlikom u sastavu 1 sadrzaju pojedinih komponenti.
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Ispitivanje kemijskog sastava i bioloskog potencijala ekstrakata biljaka M. pulegium, T.
montanum, S. subspicata i C. vulgare prva su takva ispitivanja za navedene biljne vrste

s podruc¢ja Bosne 1 Hercegovine.

Udio vodenih ekstrakata u poc¢etnom, svjezem, biljnom materijalu je ve¢i u odnosu na

udio kod metanolnih ekstrakata.

Sadrzaj ukupnih fenolnih komponenti, testiran Folin-Ciocalteu metodom, je najveéi u
metanolnim ekstraktima biljaka T. montanum i S. subspicata. Slijede vodeni ekstrakt S.
subspicata, metanolni ekstrakti C. vulgare i M. pulegium te vodeni ekstrakat C. vulgare,

T. montanum i M. pulegium.

Sadrzaj ukupnih flavonoida, jednako kao i sadrzaj ukupnih fenola, najvisi je za
metanolne ekstrakte biljaka S. subspicata i T. montanum. Slijede vodeni ekstrakt S.
subspicata, metanolni ekstrakti C. vulgare i M. pulegium te vodeni ekstrakati T.

montanum, C. vulgare i M. pulegium.

Vodeni i metanolni ekstrakti odabranih biljnih vrsta analizirani su visokoucinskom
teku¢inskom kromatografijom uz detektor s nizom dioda (HPLC/DAD). Kvalitativno i
kvantitativno su odredene sljedece fenolne komponente: kempferol, miricetin, apigenin,
diozmetin, luteolin, naringenin, eriodiktiol, galna, siringinska, elaginska, ferulinska,
kafeinska, klorogenska, p-kumarinska, ruzmarinska i protokatehinska kiselina. Medu
komponentama testiranih ekstrakata nisu identificirani rutin, kvercetin, diozmin i

krizoeriol.

Analizom kemijskog sastava vodenih i metanolnih ekstraktata biljke M. pulegium kao
dominantne komponente identificirane su: ruzmarinska i elaginska kiselina te

eriodiktiol.

Analizom kemijskog sastava vodenih i metanolnih ekstrakata biljke T. montanum kao

dominantne komponente identificirane su: p-kumarinska, elaginska i kafeinska kiselina.

Analizom kemijskog sastava vodenog ekstrakta biljke S. subspicata kao dominantne
komponente identificirane su: ruzmarinska kiselina, miricetin i ferulinska kiselina, dok
su kao dominantne komponente metanolnog ekstrakta identificirane: ruzmarinska
kiselina, eriodiktiol i kempferol. Visok sadrzaj ruzmarinske kiseline ukazuje na to da S.

subspicata s podruc¢ja BiH moze biti vazan izvor ruzmarinske kiseline.
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Analizom kemijskog sastava vodenih i metanolnih ekstrakata biljke C. vulgare kao

dominantne komponente identificirane su: ruzmarinska, elaginska i ferulinska kiselina.

Eteri¢na ulja te vodeni i metanolni ekstrakti odabranih biljnih vrsta testirani su u smislu
antioksidacijskog potencijala te sposobnosti inhibicije enzima acetilkolinesteraze
(AChE) i butirilkolinesteraze (BChE). Antioksidacijski potencijal testiran je metodom
hvatanja slobodnog DPPH radikala (DPPH metoda), metodom testiranja redukcijskog
potencijala (FRAP metoda) i dodatno za vodene i metanolne ekstrakte metodama zastite

lipida i proteina od oksidacije.

Najbolji antioksidacijski potencijal, testiran DPPH metodom, pokazali su metanolni
ekstrakt S. subspicata i T. montanum. Njihov antioksidacijski potencijal je usporediv s

onim za poznato dobre komercijalno dostupne antioksidanse vitamin C i BHA.

Nesto slabiji antioksidacijski potencijal pokazali su metanolni i vodeni ekstrakt C.
vulgare, vodeni ekstrakt M. pulegium te vodeni i metanolni ekstrakt T. montanum i M.

pulegium.

Antioksidacijski potencijal eteri¢nih ulja, testiran ovom metodom, bio je zamjetno losiji
u odnosu na onaj za ekstrakte. Medu njima, najbolji potencijal je pokazalo etericno ulje
M. pulegium; slijede ulja S. subspicata i T. montanum, dok je eteri¢no ulje C. vulgare
pokazalo najslabiji antioksidacijski potencijal. Dobar antioksidacijski potencijal ulja M.
pulegium mozZe se pripisati visokom sadrzaju pulegona i p-mentona, koji su poznati po

antioksidacijskom djelovanju.

Redukcijski potencijal ekstrakata, testiran FRAP metodom, bio je kako slijedi:
metanolni ekstrakt C. vulgare > metanolni i vodeni ekstrakt S. subspicata > metanolni
ekstrakt T. montanum i M. pulegium > vodeni ekstrakt C. vulgare, M. pulegium i T.

montanum.

Redukcijski potencijal eteri¢nih ulja zna¢ajno je slabiji od onog za testirane ekstrakte.
Medu njima najbolji potencijal pokazalo je ulje biljke S. subspicata, dok su potencijali
ostalih ulja bili kako slijedi: C. vulgare > T. montanum > M. pulegium.

U usporedbi s poznato dobrim antioksidansima, vitaminom C i BHA, testirani ekstrakti
su pokazali dobar redukcijski potencijal, testiran FRAP metodom, dok su testirana

eteri¢na ulja pokazala znatno losiji redukcijski potencijal.

157



Mejra Bektasevié Zakljucak Doktorski rad

Rezultati testiranja antioksidacijskog potencijala eteri¢nih ulja i ekstrakata DPPH i
FRAP metodom svedene su na medusobno usporedive vrijednosti, na nacin da je

izraCunat ukupni antioksidacijski indeks (ACI).

Najvisi ACI imao je metanolni ekstrakt biljke S. subspicata, slijede metanolni ekstrakt
C. vulgare, vodeni estrakt S. subspicata i metanolni ekstrakt T. montanum. Ostali

ekstrakti imali su nizi ACL

ACI za etericna ulja bili su zamjetno nizi, u odnosu na testirane ekstrakte, s najviSom

vrijednos¢u ACI za eteri¢no ulje biljke M. pulegium.

Rezultati testiranja zastite lipida od oksidacije eteri¢nim uljima i ekstraktima odabranih
biljaka pokazali su da vodeni ekstrakti sve Cetiri biljne vrste pokazuju vrlo dobre
rezultate, a metanolni ekstrakti tek nesto loSije rezultate, u usporedbi s poznato dobrim
antioksidansima, vitaminom C, BHT i BHA. Hidroksicimetnim kiselinama moZe se

pripisati ova vrsta aktivnosti.

Rezultati testiranja zaStite proteina od oksidacije, nakon inkubacije od 1 h, u usporedbi
sa standardnim antioksidansima BHT i BHA, pokazuju odli¢no i vrlo dobro zastitno
djelovanje svih ekstrakata, izuzev metanolnog ekstrakta S. subspicata te vodenog i
metanolnog ekstrakta C. vulgare, koji pokazuju prooksidacijsku aktivnost. Nakon
inkubacije u trajanju od 24 h svi ekstrakti pokazuju prooksidacijsku aktivnost.

Opcenito, antioksidacijski potencijal ekstrakata testiranih biljaka bolji je od onog za
eteri¢na ulja, Sto se moze pripisati fenolnim komponentama ekstrakata koje su poznate

po svom antioksidacijskom djelovanju.

Izolirana eteri¢na ulja pokazuju umjerenu sposobnost inhibicije enzima AChE i BChE,
u usporedbi s poznatim inhibitorom eserinom. Sva ulja su uspjesnija u inhibiciji AChE,
s izuzetkom etericnog ulja M. pulegium koje uspjesnije inhibira BChE. Medu uljima
najbolju aktivnost pokazuje ulje S. subspicata. Za ovu vrstu aktivnosti vjerojatno su

odgovorne komponente ulja poznate po svom antikolinesteraznom djelovanju: a-pinen,

B3-kariofilen i pulegon.

Svi ispitivani ekstrakti pokazuju slabu sposobnost inhibicije enzima AChE. Slabu
sposobnost inhibicije BChE pokazuju metanolni ekstrakt S. subspicata te vodeni
ekstrakti M. pulegium i T. montanum. Ostali testirani ekstrakti ne inhibiraju BChE.
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Analiza glavnih komponenti (PCA analiza) za ispitivana eteri¢na ulja pokazuje jasno
odvajanje testiranih uzoraka i najvecu sli¢nost za eteri¢na ulja biljaka M. pulegium i C.

vulgare.

Analiza glavnih komponenti za ispitivane ekstrakte pokazuje sli¢nost za oba ekstrakta
T. montanum i vodeni ekstrakt M. pulegium te metanolne ekstrakte M. pulegium i C.

vulgare.
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PRILOG 1. Kromatogram ukupne ionske struje eteri¢nog ulja biljke M. pulegium L.
(oznacene su samo glavne sastavnice)

170



Mejra Bektasevi¢ Doktorski rad

4000

S

uotadid -n

T |

Joulpes} -0

joulpe}- |

|0-p-Q uanjewsab

L

usuipey -
uaules -¢g |8
S
uajiyoury-sues) 1
%LS
-{ <
uobajnd
|eJ)2-S10
uauid -g
uauiges

uauid -»

2e+07 4
1.8e+07 -
1.6e+07
1.4e+07
1.2e+07 4

1e+07

8000000
6000000
4000000
2000000

0

PRILOG 2. Kromatogram ukupne ionske struje eteri¢nog ulja biljke T. montanum L.
(oznacene su samo glavne sastavnice)

171



Mejra Bektasevié Doktorski rad

-3
_% L
el 1
-9
4 L
—é- |
g uanjeusab [
ﬁ ®
uajyouey -g i

jouayuiw % '8

USWID00[203U

-
s ——

uaWIN0-g-sues)
uaWId0-9-s10

F RREE e

uauid -»

PRILOG 3. Kromatogram ukupne ionske struje eteri¢nog ulja izoliranog iz biljke S.
subspicata L. (oznacene su samo glavne sastavnice)

172



Mejra Bektasevié Doktorski rad

<4

BUIBSH BYSUSjOUI|-n

BUIISSI BYSUBYPESHAY

usjoinnui -p

IRJRJAYSISOPIDIG-dD

*fw

uaunlinb -o

uauoqing -¢

USWa30pyIoIq

Ll

uswid0-oe

uswioo-g-(2)

uauid-g
uauiges

PRILOG 4. Kromatogram ukupne ionske struje eteri¢nog ulja izoliranog iz biljke C.
vulgare L. (oznacene su samo glavne sastavnice)

173



Mejra Bektasevic

Doktorski rad

nvw
3 3 I ) =) 3 3 3 2 ) =) 3 1) 3 3 )
2 38 3 8 3 g 2 3 3 8 3 g 3 5] 3 8 2
3 & 2 R & 5 B & <2 g & 8 & & < El 3 o
- =
J 3
I,
£69°
B o
oie2g — o
£05°2s unawsoiq B
uluabidy
L0L°TS
2
3
uluabuiren -1
]
J |
L16'8Y
urjoain
[VAA4
— ©
<
|oJaydwaey
L1299V
- s
3
=
J— —_— Q
=
— VI
|0fyo1pon3
unaduAN R 2
156°07 I
<:?“;T\
pi1oe aibe|3 -
L8T°6€ = B
<
pIoe dluLeWw S0y ©
8
T89SE —_—
e s
3
€9L'vE
pioe o1jniaS
8
— s
£
7 b3
o
proe ouewnod-d «
egrce
2
8
Legee
@
0.6'82 «
19€ 216uLIA: B
p! I S 190'82
pIoe d13yed
o
3
Llg'Se \\ <
\ B
08L'vZ
pioe ousbolojyd &
<” .
. {
N
eT'02 \
@
]
p1o® 9INyo8YeI0I0Id
©
B
3
o
£ .
F EEB'ET
<
£ o
Ee pioe a1jjen
bl
xz
3 3 2 ) =) 3 1) = 1) ) =) 3 ) 3
2 38 3 8 3 g 2 3 3 8 3 2 3 5]
3 5 2 R & 5 B & <2 g & 5 & &

PRILOG 5. Kromatogram Sesnaest razlicitih standarda
analiza

koristenih kod HPLC/DAD

174



Mejra Bektasevic

Doktorski rad

500
450

400

350

300

nvw

250
200
150
100
50

Retention Time

Name

pioe dlullewsoy

~ o

€20°es

unawsoiq
€LS°TS

(uuabidy)
uiuaburreN

(ulogetly

|o1a)dwaeyy

Leeey
L9€°2y

10A121POUE. A

£16.0%

£ET'6E pioe oibe|3 <.

E€59°VE
pioe olnie4

pioe suewnod-d

L1562
LS6°8¢C

BI3E 318464

18¢€°Sc

pioe ojusboio|yd

0SS5°0¢C

pioe 2Inyoared0l0Id

(p1oe o1j1e9)

500
450

400

350

300

250
200
150

PRILOG 6. Kromatogram vodenog ekstrakta biljke M. pulegium L. dobiven
HPLC/DAD analizom

175

12.5 15.0 17.5 20.0 225 25.0 275 30.0 325 35.0 375 40.0 425 45.0 475 50.0 52.5 55.0 57.5 60.0 62.5 65.0 67.5 70.0

10.0

0.0

Minutes



Mejra Bektasevié Doktorski rad

1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

57.5 60.0 62.5 65.0 67.5 70.0

55.0

=

52.5

€e0’es
€65°¢S

uluabidy unewsold ey, 1g

50.0

uluaburren

475

026787
uijoain
LSV LY

45.0

|o1a)dwaey)

42.5

EET'EY
otTey

40.0

|oA1o1ponu3 TARY I1o0%

375

LTIT'6€ pioe o16e||3

35.0
Minutes

p1oe dlueWSoy
€L9°'G€

EVLVE

32.5

p1oe ojjniag

=
p1oe oprewnod-d
€08'6C 3
£€6'8¢C
p1oe a1Bunfs

pioe o1ajjed ]

€€T'ST
pioe o1uaboiolyd 5

o0lg02

P19 9INY981eQIQL
088°€ET
pioe o1jje Y
r
o
T

30.0

275

25.0

225

17.5 20.0

15.0

5.0 75 10.0 125

Retention Time

Name

0.0

g o
s
S

1000
900
800
700
600
500
400
300
200

PRILOG 7. Kromatogram vodenog ekstrakta biljke M. pulegium L. sa standardnim
dodatkom dobiven HPLC/DAD analizom

176



Mejra Bektasevic¢

Doktorski rad

nvw
3 ) 3 ) 3 ) 3 =) 3 =) 3
8 3 8 3 8 3 g 3 g 3 8 =)
3 & 15} < 5 & @ & < 4 E] 3 o °
} R
0
1 g
o
I
&
4 <
o
&
Lls
| 8
—_—
I .
~
&
BE
0
o
&
126'CS
evv'zs °
Qi i 8
ujuaburen 4
2
IS
0.8 =~
utjoain
JAT A 3 °
) Q
joJajdwaey |
—] |,
E o
2 S
LETEY {
€8zey } o
s
10f101poLT & C/-'E N
7
<
@
- é S
Leoee pioe o1be3 ®
<
)] o &
< <
< s
pI9e dluLBWSOY A © s
———T
eLSVE d 0
o
4 &
(p1oe aumaj)<Z
o
p1oe ouewnod-d 1 ]
L6v'62 i @
198°8¢ S o
<
Pi3e 28yess ij E
€62°5C 1”
S o
QT) N
! o
pioe a1uaboio|yy S
} 0
B3 ~
< S
<
I
4
pioe 2Inyaares0l0ld
0
B
!l
S
(p1oe 1jje) B
0
~
=<
o
° I
£
=
c
S
S 0
co o
LE
T S
@z 4
—
I
! o
3 ) 3 ) 3 2 3 I 3 I 3 I o e
8 3 8 3 8 3 g 3 g 3 8 3
3 & B < g & ® & < 4 E]

PRILOG 8. Kromatogram metanolnog ekstrakta biljke M. pulegium L. dobiven

HPLC/DAD analizom

177



Mejra Bektasevic¢

Doktorski rad

1000
900
800

700
600
500
400
300

200

100

p1oe dluLeWSOY

Retention Time

Name

pioe ouewnod-d

57.5 60.0 62.5 65.0 67.5 70.0

55.0

Lv6'CS
€9v'2S

uiuabidy unewsold ggg-1g

k,ﬁl*ﬂj\ﬁ_ﬁ_,_ﬁb_w__u_-, .

50.0

uluaburren

47.5

198'87
ujjoain
LYE LY

|o1a)dwaey

45.0

L20°ey
€66'TY

JoAlunonis

40.0

L10°6€

N

v
37.5

pioe oibe||3

6L0%

LYS'6E

o

35.0
Minutes

195°G€
L19vE
p1oe oljniad

32.5

€89'6C
€6.°8C

p1oe 216uliAs
pioe o1ajed

L0T'Se

p1oe ajuaboiolyd

oraA 4

pIo€ 21NY921e010id

Jx JJ\JH

27.5

25.0

LE9°S§C

225

17.5

15.0

0EL'ET

BIRERTITED)

-\ — MM%‘MJ -

12.5

10.0

5.0

25

1000
900
800

PRILOG 9. Kromatogram metanolnog ekstrakta biljke M. pulegium L.

700
600
500
400
300

dodatkom dobiven HPLC/DAD analizom

200

100
0
0.0

sa standardnim

178



Mejra Bektasevic¢

Doktorski rad

nvw
s o ° ° s ° s ° s o s
8 2 8 8 8 3 8 3 g 2 8 °
3 8 3 2 g 3 3 & 5 kst S 3 ° °
. . J — 3
0
~
3
°
8
©
o
g
°
=3
8
0
"
5
°
5
8
0
o
b
°
£69'TS S
(JHRIYBRIGY
uluaburien
w0
=
Ev8'8y -
uljoain
£0€'LY °
0
2
|osaidwaey EL
I 0
I
g2Tere
9
LIT 2 o
|8
1AM g o 1
n
L60 6! &
5
7
—7 8
3
8
PI9€ dUlewsoy e E
— 0S8 66—
£08'VE c'\—_; o
pioe a1niaq = )
p1oe airewnod-d "% 2
8
= 0
oo ) 2
059'82 ’}
plrogmeimduLAs ¢ S
&
Uzz'sz(?5
o
|8
2
q °
pioe aiuaboio|yd 5]
wr, 3
5% o
J 0
‘} S
1
°
| [
p1oe 2Iny2e1e0101d
0
196°€T S
pioe 21j[e9 I °
Ei
J m
o
S|
° 5
£
E
<
2 0
sg | B
S &
€2 .
[ N
3 o 3 3 3 2 3 2 3 o 3 3 ° S
8 2 8 2 8 3 8 2 g 2 8 3
3 8 8 2 S 8 8 & & 4 E

PRILOG 10. Kromatogram vodenog ekstrakta biljke T. montanum L. dobiven

HPLC/DAD analizom

Minutes

179



Mejra Bektasevié Doktorski rad

1200

1100
1000
900
800
700
600

| 500
400
300
200
100

70.0

57.5 60.0 62.5 65.0 67.5

55.0

-
52.5

T

€86¢S
L6v'eS
unewsoId  ,gg-1g

uluabureN ﬁ*

L06°8Y -

50.0

uluabidy

47.5

urjoan
18€'LY

45.0

|oJaydwaey

£90°EY

J—‘kﬁﬁu

40.0

|10f21po13 & Ty

\

375

S

pioe oibe||3 —mﬁ/

LS0°6€

35.0
Minutes

pIoe Slunewsoy
L09°G€

0EL'VE

325

p1oe o1n1ag

p1oe airewnod-d

30.0

Lelee
0€8'8¢

-
2
3
3
:
1
7
p1oe oibupks ——:;L
pioe o1ayed
)
5
|
)
|
{

27.5

25.0

0ST'Se

22,5

20.0

p1oe o1uaboio|yd

19202

17.5

15.0

10.0 12.5

75

pioe ot )
08L°ET
pioe oljjeo J
‘}
l
~
[
o

PRILOG 11. Kromatogram vodenog ekstrakta biljke T. montanum L. sa standardnim
dodatkom dobiven HPLC/DAD analizo

5.0

Retention Time
25

Name

0.0

1200
1100
1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

180



Mejra Bektasevic¢

Doktorski rad

nvw
8 s S s g ) s S S s
8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
2 ) 8 8 ) R 8 ) 3 ) a ) 8 ) & ) = ) ° o
I R
!
0
~
&
o
%
8
o
o
8
°
=]
8
0
~
5
°
o
B
w
o
&
ovses °
U B0gL s TS 8
uluabunen
0
o
0S6'8Y <
urjoain
EE9'LY
g o
o
|osajdwaey ] ~
1 w
o
g
062'2vq_
P °
]| ¢
|lof1o1polig L98°07 4{*
(uuejuﬁwj -
092788~, <
pioe 1|3 = @
RN
) o ¢
3
018've —
pioe oiniad < &
<
1
proe aewnod-d % S
8
6% @
ofFE ) | 8
€99'8C s
|
pioe a1buliAs 3 o
p1oe alayed 9
0sz'sz §
BHE S | g
&
[
°
p1oe o1uabolo|yd T S
€€8°0C }
]
5
o
]
p1oe 21nya81es0loid al
©
o
S
°
S
(proe a1jjeo) -
0
~
%‘I .
° 6
: I
E
<
=3 0
g8 l g
T 3
xz [
I
T T T T T T T T b4
3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 °
8 8 8 8 8 8 8 8 g 8
5 5 3 R 8 3 < 8 8 E

PRILOG 12. Kromatogram metanolnog ekstrakta biljke T. montanum L. dobiven

HPLC/DAD analizom

181



Mejra Bektasevic¢

Doktorski rad

nvw
3 3 3 3 3 3
8 8 8 8 8 8 3 3 3 3 3 3 3 3 3
3 s ] 5] E] s 8 8 8 S s 8 8 8 8
N A A A S A S ® A A A S o S AR
LE6'CS
evy'es
uuabidy usswsold ,eg-1g
uluaburren
£v8'8Yy
urjoain
eeely
|o1ajdwaey }’
£66°2Y ’«‘y
€96'TY 1
10K121p0L3 UHSQIJAWM'%
—
0668 pioe oibe|3 . ?
£TE'8EL
pIoe olunewsoy I’%:
0vS'S&
! —
169°7€ ey
pioe o1nia4 2
pioe apewno-d
199'6¢C
€9.°8¢
pioe o1buAs @
pioe o1ajeD e
2
060'SZ g
)
2
pio2 siuaBooND d‘&»
L6T°0C &
|
pioe orr id ]
]
LEL'ET
pioe o1jjen
B
o
£
e
<
=)
T o
2 E
T g
Xz ~
T T T T T T T T T T T T T T T [
3 3 9 5 3 3 9 IS 3 3 g IS 3 3 S °
8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8
3 s 8 15 El S 8 8 R 8 3 g 8 8 B

PRILOG 13.

Kromatogram

metanolnog ekstrakta biljke T. montanum L.

standardnim dodatkom dobiven HPLC/DAD analizom

125 15.0 17.5 20.0 225 25.0 27.5 30.0 32,5 35.0 37.5 40.0 42.5 45.0 47.5 50.0 52.5 55.0 57.5 60.0 62.5 65.0 67.5 70.0

10.0

2.5 5.0

0.0

Minutes

182



Mejra Bektasevic

Doktorski rad

nvw
) o =) 3 g 8 8 8
g 8 5 8 8 g g 8 3 ) 3 3
3 8 8 8 8 < 5 S 2 8 < |
3 . ~ . & 2 = = hal bl s hd L = L i . = - =
€56'25 [
€6£°2S
ISR 288 H
uiuaburien '
€68y
urjoain
0884
|osaydwaey 1
L90°EY
o6cey
eroee e
—
pIoe oluLRWSOY ;;E
Le9'se |
4
p1oe o1niag
proe olrewnod-d
089'62.
BuliAs i
pioe o16uniAs
p1oe olajed df
€8€'S¢
4
p1oe auaboioyd
(p1oe 21nyo81€20101d)
(p1oe 21j[e9)
<
@
£
e
c
=}
o
LE
o}
@z 3
T T T T T T T {
g o o g o o o o S S 8 8 °
g 8 5 8 8 8 8 8 g 8 8 g
3 8 8 8 8 S 5 g @ @ N «
3 & < = = - - -

325 35.0 375 40.0 42,5 45.0 47.5 50.0 52.5 55.0 57.5 60.0 62.5 65.0 67.5 70.0

30.0

25 5.0 75 10.0 12,5 15.0 17.5 20.0 225 25.0

0.0

PRILOG 14. Kromatogram vodenog ekstrakta biljke S. subspicata L. dobiven

HPLC/DAD analizom
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PRILOG 15. Kromatogram vodenog
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PRILOG 16. Kromatogram metanolnog
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PRILOG 17.

Kromatogram metanolnog ekstrakta biljke S. subspicata L. sa

standardnim dodatkom dobiven HPLC/DAD analizom
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PRILOG 18. Kromatogram vodenog ekstrakta biljke C. vulgare L. dobiven

HPLC/DAD analizom
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PRILOG 19.

Kromatogram vodenog ekstrakta biljke C. vulgare L. sa standardnim

dodatkom dobiven HPLC/DAD analizom
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HPLC/DAD analizom

189



Mejra Bektasevié Doktorski rad

nvw

1200
1100
1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

70.0

57.5 60.0 62.5 65.0 67.5

55.0

52.5

Ly0'€S
18528

uiuabidy unswsold gy -1g

50.0

uluabuien

47.5

€56'87

%

oJaydwae; :‘]
—

—-dL

C:i

ujjoang
LIv'Ly

45.0

42.5

L60°EY

40.0

[BISKIILIVE] t 08607

=
—

105'8€

37.5

£80°6€ pioe o1be||3 1€8'8¢

I3

35.0
Minutes

ploe ojueWS0Yy
€29'se

€L9VE

32,5

p1oe oljniad

_
~——,
pd
1
p1oe ouewnod-d j
{
)
=]
i
!
A
¢

30.0

LEL'62
058'82

27.5

pioe o1buliAs
pioe d1ajjed

25.0

€9T'52

225

20.0

€92°0¢

17.5

p1oe aiBBOIOND Cﬁk
“I

J

<

]

15.0

PI9® 2INY221BI010.4d 1

12.5

€6L°ET

p1oe a1j[eo

75 10.0

5.0

Retention Time

Name

1200

1100

1000 ]
900
800
700
600 ]
500
400
300
200 |
100 |

vy
0.0

PRILOG 21. Kromatogram metanolnog ekstrakta biljke C. vulgare L. sa standardnim
dodatkom dobiven HPLC/DAD analizom
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A
ACC
acetil CoA
ACh
AChE
ACI
AD
ANS
ATCh
ATChl
ATP
AUS
BCh
BChE
BHA
BHT
BiH
BROR
BSA
BTChl
C5
C10
C15
C20
C25
C30
C4H
ChAT
ChE
CHI
CHS
4CL
DAD
DFR
DMAPP
DNA
DNPH
DOX
DPPH
DTNB
E.C.3.1.17
E.C.3.1.18
F3GT
F3H
FAAS
FAD
FID
FLS
FMN
FNR
FNS
FPP
FRAP
GAE

apsorbancija

acetil-CoA karboksilaza
acetil-koenzim A
acetilkolin

enzim acetilkolinesteraza
ukupni antioksidacijski indeks
Alzheimerova bolest
antocijanidin 4-reduktaza
acetiltiokolin
acetiltiokolin-jodid
adenozin trifosfat
aureunidin sintaza
butirilkolin
butirilkolinesteraza
butiril-hidroksianizol
butiril-hidroksitoluen
Bosna i Hercegovina

inhibicija Briggs-Rauscher oscilirajucih reakcija

govedi serumski albumin
butiriltiokolin-jodid

hemiterpeni

monoterpeni

seskviterpeni

diterpeni

sesterpeni

triterpeni

cinamat-4-hidroksilaza
kolinacetiltransferaza

kolinesteraza

halkon izomeraza

halkon sintaza

p-kumarat-CoA ligaza

detektor s nizom fotodioda
dihidroflavonol 4-reduktaza
dimetilalil-pirofosfat
deoksiribonukleinska kiselina
2,4-dinitrofenil hidrazin
1-deoksi-D-ksiluloza
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
5,5'-ditiobis(2-nitrobenzojeva) kiselina
numericka klasifikacija za acetilkolinesterazu
numericka klasifikacija za butirilkolinesterazu
flavonoid 3-O-glikozil-transferaza
flavanon-3-hidroksilaza

plamena atomska apsorpcijska spektroskopija
flavin adenin dinukleotid
plameno-ionizacijski detektor
flavonol sintaza

flavin mononukleotid

flavanon 4-reduktaza

flavon sintaza

2E, 6E farnezil-pirofosfat

redukcijski potencijal antioksidansa
ekvivalent galne kiseline
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GC/MS
GFPP
GGPP
Glu
GPP
GPX
GSH
GSSG
His
HNE
HPLC
HSPs
HSR
1Cs0
ICP-MS
IFS
IPP
kcat
m/z
[M]
MDA
MeOH
MEP
MPO
MS
MVA
NADH
NADPH-oksidaza
NMR
ORAC
PAL
PCA
PCs
PG
PKR
PKS
PTFE
QE

RE
ROS
RNS
RPM
Rt

Ser
SOD
STS
TBHQ
TCD
TCh
TNB
TPTZ
UVIVIS

plinska kromatografija-masena spektrometrija
2E, 6E, 10E, 14E geranilfarnezil-pirofosfat
2E, 6E, 10E geranilgeranil-pirofosfat
glutaminska kiselina

geranil-pirofosfat

glutation-peroksidaza

glutation

glutation disulfid

histidin

4-hidroksi-2-nonenal

tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti
proteini toplinskog Soka

hvataci slobodnih radikala

50% inhibicijska koncentracija
spektrometar masa induktivno spregnute plazme
izoflavon sintaza

izopentenil-pirofosfat

okretni broj enzima

omjer masa kroz naboj

molekulski ion

malondialdehid

metanol

metileritritol-fosfat

mijeloperoksidaza

spektrometar masa

mevalonska kiselina

nikotinamid adenin dinukleotid
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oksidaza
nuklearna magnetska rezonanca
kapacitet za apsorpciju kisikovih radikala
fenilalanin-amonij liaza

analiza glavnih komponenti

glavne komponente

propil-galat

poliketid reduktaza

poliketid sintaza

politetrafluoretilen

kvercetin ekvivalent

rutin ekvivalent

reaktivni kisikovi spojevi

reaktivni dusikovi spojevi

obrtaji u minuti

retencijsko vrijeme

serin

superoksid-dismutaza

stilben sintaza

tert-butilhidrokinon

detektor toplinske vodljivosti

tiokolin

2-nitro-5-merkaptobenzojeva kiselina
2,4,6-tripiridil-s-triazin
ultra-ljubicasto/vidljivo
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