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SAZETAK

Oksidacijski stres ima vaznu ulogu u etiologiji nekih bolesti i metabolickih
poremecaja, stoga je razumno ocekivati da antioksidacijski Spojevi imaju Koristan
ucinak u odrzavanju zdravlja i prevenciji bolesti. Antioksidacijski spojevi mogu biti
izolirani 1 identificirani u razli¢itim dijelovima biljke, poput korijena, stabljike, kore,
lis¢a, cvjetova, plodova i sjemenki koriste¢i odgovaraju¢e metode ekstrakcije.

Porodica Asteraceae je rasprostranjena u cijelom svijetu, a posebno na Sredozemlju, u
Isto¢noj Europi i Maloj Aziji. Poznato je oko 25 000 vrsta kroz 1000 rodova. Uz
antioksidacijsko djelovanje biljaka porodice Asteraceae koje je dokazano u
istrazivanjima s ekstraktima (korijena, stabiljke, kore, liS¢a, cvjetova, plodova i
sjemenki) treba istaknuti i protuupalno, analgetsko i antipiretsko djelovanje.

Identificirane su vrste Asteraceae S najveéim antioksidacijskim potencijalom, te s
mogu¢om primjenom u medicini, te farmaceutskoj, kozmetickoj i prehrambenoj
industriji. Vrste su izabrane na temelju njihove botanicke reprezentativnosti.
Identificiralo se je 9 najznacajnijih vrsta: Achillea millefolium L., Acmella oleraceae
Murr., Artemisia absinthium L., Bidens pilosa L., Carthamus tinctorius L., Inula
crithmoides L., Matricaria recutita L., Otanthus maritimus L. i Parthenium
hysterophorus L. Prema dobivenim informacijama, moglo bi se zakljuciti da bioloska
aktivnost odabranih vrsta Asteraceae nema potpunu karakterizaciju, te je potrebno
nastaviti s istraZivanjima s ciljem razvoja prehrambenih proizvoda, bioaktivnih
sastojaka hrane ili farmaceutskih proizvoda sa primjenom u prehrambenoj industriji,

dermatokozmetici ili medicini.

Kljuéne rijeci: Antioksidacija, bioloski aktivni spojevi, hrana, farmakoterapija,
sekundarni metaboliti



SUMMARY

Oxidative stress has a relevant part in the etiology of several diseases and
metabolic disorders, which is reasonable to expect that antioxidant compounds might
have beneficial effects in health maintenance or disease prevention. Antioxidant
compounds might be isolated and characterized from different plant constituents, such
as roots, stems, bark, leaves, flowers, fruits and seeds, using proper extraction methods.
The Asteraceae family has a worldwide distribution, with special relevance in the
Mediterranean, Eastern Europe and Asia Minor, being acknowledged about 25 000
species integrated in approximately 1000 genera. In addition to the anti-inflammatory,
analgesic and antipyretic potential of some of these species, their high antioxidant
power, as proven in research works with extracts (of roots, stems, bark, leaves, flowers,
fruits and seeds) should be highlighted. Herein, the Asteraceae species with highest
potential as sources of natural antioxidants with potential uses in medicine and in
pharmaceutical, cosmetic and food industries were identified. The species were selected
based on their botanical representativeness, being identified the 9 most relevant species:
Achillea millefolium L., Acmella oleraceae Murr., Artemisia absinthium L., Bidens
pilosa L., Carthamus tinctorius L., Inula crithmoides L., Matricaria recutita L.,
Otanthus maritimus L. and Parthenium hysterophorus L. With the obtained
information, it could be concluded that the bioactivity of the selected Asteraceae species
lacks a complete characterization, constituting a research scope with great potential to
be exploited in the development of dietary supplements, bioactive food ingredients or
pharmaceutical based products with application in food industry, dermocosmetics or

medicine.

Keywords: Antioxidant activity, bioactive compounds, food, pharmacotherapy,

secondary metabolites
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1. UVOD

U uvjetima stresa, ljudsko tijelo proizvodi viSe reaktivnih Kkisikovih i
dusikovih vrsta (ROS/RNS) nego li enzimskih i neenzimskih antioksidansa, $to moze
dovesti do o$teéenja stanica i odredenih zdravstvenih poteikoéa.” Takva fizioloska
neravnoteza (oksidacijski stres) je klju¢ni faktor za pocetak nekoliko patoloskih stanja
poput neurodegenerativnin (npr. Alzheimerova bolest) i kardiovaskularnih bolesti,
upalnih procesa, nekih oblika raka, pa ¢ak i starenja.>**

Oksidacijski stres je vrlo slozen proces i njegov fizioloski ucinak ovisi o
razli¢itim faktorima, kao S§to je vrsta oksidacijskog sredstva, mjesto i intenzitet
proizvodnje, sastav i uloga antioksidansa, odnosno uginkovitost obrambenog sustava.’
Pri odredenim patoloSkim stanjima, obrana endogenim antioksidansima nije dovoljna za
obranu od poveéane razine stani¢nih oksidacijskih vrsta.” Prema tome, primjena
egzogenih antioksidansa (oni koji se dobivaju iz hrane) moze poboljsati oksidacijsko
stanje, zbog njihovog dvostrukog djelovanja; nadoknaduje se nedjelotvornost endogenih
obrambenih sustava i dolazi do unapredenja sveukupne antioksidacijske reakcije.®®
Dakle, antioksidansi mogu sprijeciti razli¢ita oksidacijska oste¢enja, dajuéi koristan
terapijski ucinak. Na taj nacin, egzogeni antioksidansi dobiveni iz hrane imati ¢e bitne
funkcije u stani¢noj homeostazi, upravljanju funkcije stanica i u spre¢avanju bolesti.'
Dakle, prehrana bogata antioksidansima, prirodno prisutnih u biljkama, djeluju
blagotvorno na ljudsko zdravlje. Iz tog razloga antioksidansi izolirani iz prirode
predstavljaju znacajno polje istrazivanja.

Porodica Asteraceae ukljucuje velik broj cvjetnica, grupiranih u priblizno 1600
rodova §to prelazi 23 000 vrsta. Neke od tih vrsta, kao §to je kamilica (Matricaria
recutita L.), stolisnik (Achillea millefolium L.), ili pelin (Artemisia absinthium L.), su
aromati¢ne vrste i od prije je poznata njihova medicinska primjena.***2

U ovom radu prikazati ¢e se antioksidacijski kapacitet biljaka porodice
Asteraceae, te dati smjernice o njihovoj primjenji kao izvor prirodnih antioksidansa s
potencijalnom medicinskom i farmaceutskom primjenom te za koristenje u kozmetickoj
i prehrambenoj industriji. Dakle, paznja je posvecena antioksidacijskom kapacitetu

prirodnih spojeva, s naglaskom na one koji se ¢esto konzumiraju.



2. PREGLED METODOLOGIJE

Relevantna literatura je skupljena provjeravanjem glavne znanstvene baze
podataka, ukljucujuc¢i SciFinder, Sciencedirect, Medline i Google Scholar. Medu
prikazanim publikacijama, radovi su odabrani s obzirom na:

a) in vitro i in vivo ispitivanja bioloske aktivnosti testovima i razja$njavanju
strukture bioaktivnih spojeva izoliranih iz ove obitelji,
b) identifikaciju vrste i informaciji o uvjetima prikupljanja.

3. PREGLED METODA ISPITIVANJA ZA PROCJENU
ANTIOKSIDATIVNOG SADRZAJA

Korisna uloga antioksidansa u tretmanu nekih poremecaja i bolesti nastalih
kao posljedica oksidacijskog stresa, bila je intenzivno proucavana, 0Sobito in vivo.
Fenolni spojevi (npr. fenolna kiseline i flavonoidi) su moéni protuupalni,
antikancerogeni ili antiateroskleroti¢ni agensi (medu ostalim biolo§kim znacajkama),
kao rezultat njihovog antioksidativnog djelovanja.>*3

Procjena  antioksidacijskog  djelovanja i identifikacija  specifi¢nih
antioksidacijskih spojeva moze se provesti razli¢itim metodama. Ne postoji najbolja
univerzalna metoda kojom se antioksidacijski kapacitet moze procijeniti tocno,
pruzajuci nesumnjive rezultate. U stvari, nekoliko metoda je razvijeno i primijenjeno u
razli¢itim sustavima, ali ponekad su dobiveni rezultati nekonzistentni, pa se savjetuje
koristenje vise razli¢itih metoda umjesto samo jedne.>*®

Neke od metoda koje se koriste za istrazivanje antioksidacijskog potencijala
uzorka (hrana, biljni ekstrakti, komercijalni antioksidansi, itd.) se baziraju na sintetskim
antioksidansima ili slobodnim radikalima, dok druge trebaju zivotinjske ili biljne
stanice. Ove metode mogu biti Siroko primjenjive ili su posebno dizajnirane za
specificne ciljeve, kao $to je u slucaju testiranja inhibicije lipidne peroksidacije.
Potrebna znanja i tehnicke vjestine se takoder razlikuju za razli¢ite metode. Uglavnom,
ove metode se razlikuju obzirom na reagense, supstrate, eksperimentalne uvijete,

reakcijski medij i metodu evaluacije.**°

13,14,15

S obzirom na najnovije studije, najéeSce in vitro metode koje se koriste za

odredivanje antioksidativnog kapaciteta su:



a) gasenje slobodnih radikala antioksidansima (testovi hvatanja stabilnih,
slobodnih radikala ili reaktivnih kisikovih vrsta (ROS), reaktivnih duSikovih
vrsta (RNS))

b) sposobnost antioksidansa za redukciju metalnih iona (sposobnost redukcije
zeljezovih iona (FRAP metoda) i sposobnost redukcije bakrovih iona (CUPRAC
metoda)

c) kompetitivne metode (kapacitet apsorpcije kisikovih radikala (ORAC metoda), i
kapacitet apsorpcije ukupnih radikala (TRAP metoda))

d) odredivanje ukupnih fenola i ukupnog sadrzaja flavonoida

e) redukcijski potencijal (RP).

3.1. Ispitivanje kapaciteta vezanja protiv stabilnih, ne bioloskih,
slobodnih radikala

Najznacajnija metoda vezanja slobodnih radikala je 2,2-difenil-1- pikrilhidrazil
(DPPH), koja je brza, jednostavna (tj. nije ograni¢ena mnogim koracima i reagensima) i
dostupna u odnosu na druge metode (Slika 1.). 2,2 -azinobis(3- etilbenztiazolin-6-
sulfonska kiselina) (ABTS) je metoda koja se koristi za hidrofilne i lipofilne
antioksidanse (Slika 2.).***°
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Slika 1: Kemijska struktura DPPH®®
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Slika 2: Kemijska struktura ABTS

3.1.1. DPPH metoda

DPPH metoda se temelji na nacelu da se donor vodika moze smatrati
antioksidansom. Taj Siroko primjenljiv kolorimetrijski test koristi DPPH stabilni
slobodni radikal, ¢ija alkoholna otopina ima jaku ljubicastu boju koja prelazi u zutu
(reducirani oblik) u prisutnosti antioksidansa. DPPH" je topljiv u organskim otapalima i
ima maksimalnu apsorbtivnost pri valnoj duljini od 517 nm. Antioksidativna aktivnost
se mjeri smanjenjem apsorpcije u rasponu do 515-528 nm, $to je rezultat redukcije
antioksidansa u otopini. Protokoli koji se koriste za izvodenje metode se razlikuju u
koncentraciji DPPH, vremenu inkubacije, otapalu i o pH-vrijednosti reakcijske smjese.
Opcenito, reakcijska smjesa treba se pripraviti koriste¢i omjer od 5 pl ispitivanog
uzorka i 95 ul DPPH (300 uM) u metanolu.™®
Reakcija vezanja DPPH radikala se obi¢no provodi pri 37 °C u mraku tijekom 30
minuta, a apsorbancija se zabiljezi pri 517 nm. Veliki pad apsorbancije na krajnjoj tocki
reakcije pokazuje snaznu sposobnost vezanja slobodnih radikala s obzirom na ispitivani

uzorak.2,14,19,20

3.1.2. ABTS metoda

ABTS metoda je kolorimetrijsko odredivanje u kojem dolazi do gubitka boje
otopine ABTS radikala u prisustvu antioksidansa. Obi¢no se ABTS radikalni kation
(ABTS ") priprema u otopini s kalijem, a smjesa se dalje inkubira na sobnoj temperaturi

u tami 12 sati. ABTS™ nastaje oksidacijom ABTS s kalij persulfatom, a njegova
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redukcija vodikom doniranim od antioksidansa se mjeri spektrofotometrijski pri valnoj
duljini od 734 nm. Dobivena otopina je Cesto razrijedena sa metanolom kako bi se
postigla odgovarajuéa apsorbancija. Zbog topljivosti ABTS™ u vodenim ili organskim
otapalima, ovaj test obezbojenja mjeri ukupni kapacitet lipofilnih i hidrofilnih
antioksidansa. U odredivanju antioksidativnog djelovanja, ucinak koncentracije
antioksidansa i vrijeme potrebno za inhibiciju radikala kationa treba uzeti u

0bzir.2,13,18,19

3.1.3. Metoda odredivanja inhibicije ROS/RNS vrsta

Slobodni radikali su atomi, molekule ili ioni koji sadrze nesparene elektrone,
koji su jako aktivni u kemijskim reakcijama. U bioloskom sustavu, slobodni radikali su
Cesto derivati kisika, duSika i sumpora. Svi se oni zajedno nazivaju ROS, RNS i
reaktivne sumporove vrste (RSS). ROS ukljucuju slobodne radikale, kao S§to su
superoksidni anion (O;"), hidroperoksidni radikal (HO), hidroksilni radikal (HO"),
dusikov oksid (NO) i druge vrste, kao $to je vodikov peroksid (H20,), singlet kisik
(*Oy) i hipokloritna kiselina (HOCI).! RNS se stvaraju kod Zivotinja, dobivene su
reakcijom NO sa O;" u peroksinitrit (ONOQ’). Osim toga, ONOO™ moZe reagirati sa
drugim molekulama i tvoriti druge vrste RNS, uklju¢uju¢i dusikov-dioksid (‘NO,) i
didugikov-trioksid (N,Os).* RSS, s druge strane, se dobivaju iz tiola koji prelaze u
disulfate koji se pak mogu dalje oksidirati u disulfid-S-monoksid ili disulfid-S-dioksid.
Ti meduprodukti mogu reagirati sa reduciranim tiolom i proizvesti sulfensku ili

sulfinsku kiselinu.?

3.1.4. Metoda odredivanja kapaciteta vezanja superoksid aniona

Iako je superoksidni anion slabi oksidans, on je pocetna tocka za dobivanje
jakog 1 reaktivnog hidroksil radikala HO- i singlet kisika, koji oboje dovode do
oksidacijskog stresa. Aktivnost vezanja superoksidnog aniona moze se mjeriti nakon
mijesanja sa Tris-HCI puferom, koji sadrzi NBT (eng. nitroblue tetrazolium), 0,5 ml
otopine NADH i uzorak. Reakcija se inicira dodatkom otopine fenazin-metosulfata
(PMS), i dalje inkubacijom na 25 °C/5 min, te mjerenjem apsorbancije pri 2 = 560

nm.23,24,25



3.1.5. Aktivnost vezanja hidroksilnog radikala

Hidroksilni radikal (HO") je jedan od najmo¢nijih i najreaktivniji ROS u bioloskom
sustavu, posebno kad su u pitanju polinezasi¢ene masne kiseline, kao molekule koje
ulaze u sastav membrana. Jedna od standardnih metodologija®® koja se koristi kod
testiranja sposobnosti hvatanja hidroksil radikala sastoji se od otopine ekstrakta i 2-
deoksi-D-riboze (u KH,PO4-KOH puferu), etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA),
FeCl;, H,O, i askorbinske kiseline. Otopina se inkubira (37 °C, 1h). Reakcija je
potaknuta dodatkom tiobarbituratne kiseline (TBA) i trikloroacetatne kiseline nadalje
inkubirana 100 °C, 20 min. Nakon hladenja apsorbancija se mjeri pri A = 532 nm, te
usporeduje sa slijepom probom. S obzirom na veliku reaktivnost HO", gotovo sve
kemijske vrste u bioloSkim sustavima mogu se ponistiti reducensom HO'. Zapravo, to
ne rade neke specificne molekule ili enzimi, §to $to nam moze dati krivu procjenu u
smislu vezanja HO". Puno je korisnije odrediti potencijal antioksidansa da ukloni
prekursore ili veze ione metala, vaznih kod nastanka HOe. Ti se antioksidansi
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3.1.6. Metoda redukcije vodikova peroksida

Ljudska bi¢a su indirektno izlozena djelovanju H,O, iz okolisa podrijeklom iz
biljaka (blizu 0,28 mg kg™dan™). H,0, moze uéi u ljudsko tijelo inhalacijom i putem
o¢iju i koze. H,0, se odmah razgraduje na kisik i vodu, a u prisutnosti iona metala moze
proizvesti HO" koji obzirom na reaktivnost moze pokrenuti peroksidaciju lipida te
uzrokovati oste¢enja DNA. Sposobnost biljnih ekstrakata da reduciraju H,O, se obi¢no
testira koriste¢i puferiranu otopinu H,O, (fosfatni pufer) u smjesi sa ekstraktom i pri

apsorbanciji od 230 nm.***>#

3.1.7. Odredivanje sposobnosti redukcije dusikovog oksida

Radikal dusikova oksida (NO°) prozvan kao "molekula godine™ 1992. godine u
asopisu Science Magazine,”® ima kljuénu ulogu u regulaciji razli¢itih fizioloskih
procesa. Poznato je da dusikov oksid proizveden iz nitroprusida, u vodenoj otopini i
fizioloSkom pH reagira sa kisikom i nastaju nitritni ioni, koji se mogu kvantificirati
koriste¢i Griessov reagens, natrijev-nitroprusid u fosfathom puferu, testirani ekstrakt i
referentni uzorak. Slijepa proba se takoder priprema sa metanolom i zatim se inkubira
(25 °C, 60 min), i dalje odreduje spektrofotometrijski (4 = 540 nm). Odredivanje
sposobnosti redukcije proizvedenog dusikova oksida je kvantificirana usporedbom
vrijednosti apsorbancije kontrolnog i testnog uzorka. Kurkumin, kava, natrijev-nitrat,
butilirani hidroksianisol (BHA), askorbinska kiselina i rutin se koriste kao pozitivna

kontrola,1>?3%°

3.1.8. Ispitivanje kapaciteta vezanja peroksinitrita

Peroksinitrit (ONOO") i dusi¢na kiselina (ONOOH) uzrokuju nitriranje ili
hidroksilaciju aromatskih spojeva, posebice tirozina. Pri fizioloskim uvjetima,
peroksinitrit moze reagirati sa CO, otopljenim u tjelesnim tekuc¢inama. Te reaktivne
vrste mogu izazvati oSteCenja u makromolekulama. Suvremene metode mjerenja
ONOO' su inhibicija nitriranja tirozina i inhibicija oksidacije dihidrorodamina-123.
Spektrometrijski test elektronske spinske rezonancije (ESR) je jedini postupak koji
omogucuje detekciju specificnih slobodnih radikala uklju¢enih u autooksidacijski

proces. 03!



3.2. Kapacitet antioksidansa za redukciju metalnih iona (FRAP i
CUPRAC testovi)

Ove metode procjenjuju kapacitet uzorka za redukciju zeljezovih i bakrovih iona
u vodenom mediju. FRAP test, izvorno razvijen za procjenu antioksidacijskog
kapaciteta ljudske plazme, temelji se na redukciji Zeljezova iona u kompleksu sa TPTZ-
om 2,4,6-tri-(2-piridil)-1,3,5-triazina (Fe**-TPTZ) pri niskoj pH vrijednosti. FRAP
vrijednosti dobiju se usporedbom vrijednosti apsorbancije pri A = 593 nm za test uzorak
i vrijednosti dobivenih mjerenjem apsorbancije uzoraka poznatih Fe** koncentracija, a
izrazava se kao mM eq Fe?*/kg (L).*>*

CUPRAC metoda odreduje potencijal uzorka za redukciju bakar-neokuproin
kompleksa (Nc-Cu®*). U tom slucaj, kompleks Nc s reduciranim oblikom metala
predstavlja karakteristicno apsorpcijsko podruc¢je s maksimalnom apsorpcijom pri A =
450 nm. Tako, sposobnost za redukciju metalnih iona (kod specifi¢nih valnih duzina) uz
potrebno vrijeme inkubacije omogucuje odredivanje FRAP ili CUPRAC vrijednosti.
Ipak, FRAP zahtjeva kiseli pH (3,6), sto je daleko od fizioloske pH vrijednosti, dok se
CUPRAC analiza provodi pri pH (7,0) sto bolje simulira fizioloske uvjete. Osim toga,

CUPRAC testovi razlikuju redukcijski potencijal tiolnih antioksidansa.****

3.3. Testovi peroksidacijske inhibicije

Neke lipidne molekule, na primjer, polinezasi¢ene masne kiseline (PUFA), ili
njihovi esteri, te kolesterol su osjetljivi na utjecaj slobodnih radikala. Lipidna
peroksidacija uzrokuje promjene na bioloskim membranama i proizvodi potencijalno
toksi¢ne spojeve. a,B-nezasic¢eni karbonilni spojevi (4-hidroksinonenal i akrolein) koji
nastaju kao posljedica oksidacije lipida napadaju makromolekule (proteini, DNA) Sto
moze dovesti do patoloskih stanja. Antioksidansi mogu usporiti taj proces u hrani i
bioloskim sustavima.®

Postoje vrlo specificne tehnike dostupne za procjenu sposobnosti oksidacije
membranskih lipida, lipida prisutnin u hrani, lipoproteina i masnih kiselina.
Antioksidacijski efekt tijekom lipidne peroksidacije se mjeri smanjenjem koncentracije
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supstrata, testovima peroksidacije ili detekcijom nastanka produkta.”™ Kao lipidni

supstrati mogu se koristiti emulzije ili liposomi dobiveni od masnih kiselina ili njihovi



3.3.1. Metoda obezbojenja -karotena

Oksidacijom karotenoida (svjetlom, toplinom, ROQO") mogu nastati bezbojni
produkti.® p-karoten se brzo obezboji u prisutstvu linoleatnog radikala (Slika 4.).
Prilikom oksidacije, H atom se uklanja iz aktivne metilen bis-alilne skupine koja se
nalazi u Cy; polozaju linolne kiseline, izmedu dvije dvostruke veze. Novo formirani
ciklopentadienilni radikal napada nezasi¢ene molekule p-karotena kao bi ponovno
stekao H atome. Kada molekule B-karotena izgube njihovu konjugaciju, nestanak
narandaste boje moze se pratiti spektrofotometrijski pri A = 470 nm.*"* QOdredivanje
potpunog inhibicijskog ucinka moguce je pratiti i kineticki, a to omogucuje bolju
procjenu u¢inkovitosti antioksidacijske obrane.*

Dodatak uzorka koji sadrzi antioksidacijsku komponentu ili ekstrakt biljke
inhibira obezbojenje B-karotena. Do obezbojenja B-karoten moze doéi i zbog drugih

razloga, $to moze prouzrociti poteskocée kod interpretacije rezultata.

Slika 4: Kemijska struktura - karotena®



3.3.2. Odredivanje reaktivnih supstanca tiobarbiturne Kiseline

TBARS analiza se S$iroko koristi za odredivanje oksidacije lipida. Ovom
metodom odreduje se malondialdehid (MDA) dobiven oksidacijom lipidnog supstrata.
MDA nastaju iz masnih kiselina koje posjeduju jednu ili dvije dvostruke veze,

oksidacijom karbonilnih skupina.*?

MDA reagira sa tiobarbiturnom kiselinom (TBA),
tvori ruzicasti pigment (TBARS) koji se odreduje spektrofotometrijski pri A = 532 nm.*
Reakcija se odvija u dva stupnja: oksidacija supstrata dodatkom iona metala (npr.
zeljeza ili bakra) ili slobodnog radikala; poslije ¢ega se opseg oksidacije odreduje
dodatkom TBA i spektrometrijski odreduje nastali produkt (Slika 5.). Oksidacija je
inhibirana dodatkom antioksidansa, $to se mjeri padom apsorbancije. Rezultati se

obi¢no prikazuju kao postotak inhibicije oksidacije.*

OH

|
o™ SN s

Slika 5: Kemijska struktura tiobarbituratne kiseline*

3.3.3. Analiza inhibicije hemolize

Eritrociti su osjetljivi na lipidnu peroksidaciju zbog visokog sadrzaja
polinezasiéenih lipida, velikog sadrzaja kisika i prisutnosti prijelaznih metala.** Kada su
eritrociti podvrgnuti oksidacijskom stresu, slobodni radikali dovode do stvaranja
hemoliti¢kih pora u njihovoj stani¢noj membrani. Ta pojava uzrokuje propustanje kalija
u izvanstani¢ni prostor i prouzrokuje hemolizu.*® Buduéi da je lipidna peroksidacija
lancana reakcija slobodnih radikala, te s obzirom da slobodni radikal moze
prouzrokovati dvadeset reakcija propagacije, membrana eritrocita se lako osteti. U
prisutnosti antioksidansa, koji reagiraju sa ROQ’, zaustavlja se peroksidacija, a time i

inhibira hemoliza.*®
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Az0 spoj, 2,2°- azobis(2-metilpropionamidin)-dihidroklorid (AAPH, ponekad
oznacen i kao ABAP) kod fizioloskih uvjeta stvara alkil radikale i inicira peroksidaciju
lipida. Otapanjem AAPH u vodi stvaranje slobodnih radikala se moze kontrolirati $to se
koristi kao inicijator stvaranja slobodnih radikala u bioloskim istraZivanjima.***

Upotreba eritrocita kao model sustava se opsezno primjenjuje u proucavanju
oksidacijskih oste¢enja bioloskih membrana, a inhibicija hemolize se moze pratiti

spektrofotometrijski pri 4 = 540 nm.*

3.4. Kompetitivne metode (ORAC i TRAP metoda)

Ove metode procjenjuju sposobnost inhibicije nestanka ciljne molekule (obi¢no
se odreduje UV-vidljivom apsorpcijom ili fluorescentnom spektroskopijom) uzrokovane
peroksilnim radikalima. Cesto, AAPH se ponasa kao izvor peroksilnih radikala (ROO"),
generirajuéi ih poznatim brzinama u prvim satima inkubacije u vodenom mediju.*’

ORAC metoda koristi beta-fikoeritrin (B-PE) ili fluorescein kao oksidabilni
proteinski supstrat (ciljna molekula) i AAPH (2,2'-Azobis (2-amidinopropan)-
dihidroklorid) kao generator peroksil radikala ili Cu®*- H,O, sustav kao generator
hidroksil radikala. Ova metoda se temelji na mjerenju smanjenja fluorescencije u
prisutnosti antioksidansa (Trolox se obi¢no koristi kao kontrola). Do danas, ORAC je
jedina metoda koja se temelji na kompletnoj reakciji slobodnih radikala koji koriste
"podruéje ispod linije" (AUC, area-under-the-curve) tehnike za kvantifikaciju. Ovaj
pristup dopusta kombinaciju postotka inhibicije i trajanje inhibicije slobodnih radikala
istodobno. Metoda se koristila prilikom mnogo istrazivanja antioksidacijskog
potencijala biljaka. 24

Posljednjih godina, TRAP je najSire koriStena in vivo metoda za odredivanje
ukupnog antioksidacijskog kapaciteta plazme ili seruma. Ova metoda koristi peroksilne
radikale dobivene iz AAPH i peroksidabilne materijale prisutne u plazmi ili drugim
bioloskim teku¢inama. Poslije dodatka AAPH plazmi, oksidacija se prati mjerenjem
potro$nje Kisika prilikom reakcije. Tijekom perioda indukcije, oksidacija je inhibirana
antioksidansima u plazmi. U ovoj analizi, stopa peroksidacije inducirane AAPH-om se

prati smanjenjem fluorescencije proteina R-fikoeritrina (R-PE) (Slika 6.).*3148
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Slika 6: Kemijska struktura p-fikoeritrina®

3.5. Odredivanje ukupnog sadrzaja fenola i flavonoida

Koli¢ina ukupnog sadrzaja fenola se moze odrediti metodom Folin-Ciocalteu
(FCR). Tocna kemijska priroda FCR nije poznata, no opcenito je prihvaceno da sadrzi
komplekse fosfomolibdenske i fosfovolframove kiseline. Kemijska reakcija se bazira na
prijenosu elektrona u alkalnim uvjetima iz fenolnih komponenti i ostalih molibdenovih
reduciranih vrsta, plavih kompleksa koji se mogu odrediti spektrofotometrijski.?
Otopina uzorka se mije$a sa FCR (koji je prethodno otopljen) i ostavi se stajati (3 min,
25 °C) prije dodatka nezasi¢ene otopine natrijeva-karbonata. Otopina se ¢uva (120 min)
u tami prije mjerenja apsorbancije (A = 725 nm). Galna kiselina se koristi kao standard
za izradu kalibracijske krivulje, a ukupni sadrzaj fenola se izrazava u ekvivalentima
galne kiseline (eqGA).*>*® Unato¢ $irokoj primjeni, FCR metoda ima neka ogranicenja,
kao $to je moguénost koriStenja drugih standarda osim galne kiseline, ¢injenice da je
kona¢na apsorpcija proporcionalna broju HO™ grupa (ovisno takoder o molekulskoj
strukturi) i uglavhom zbog toga $to reagens moze biti reduciran i drugim molekulama
koje nisu fenoli (npr. askorbinska kiselina, reducirani $eceri). Nadalje, ograniCen je na
hidrofilne antioksidanse. Obic¢no, identifikacija 1 kvantifikacija fenolnih komponenti se
vr$i kromatografskim tehnikama povezanim sa masenim spektrometrom ili nuklearnom
magnetskom rezonancijom.

Flavonoidi su cesto prisutni u biljkama i doprinose senzornim kvalitetama
hrane.® Ove fitokemikalije su obi¢no klasificirane kao dijetetski antioksidansi zbog HO'
skupine u blizini m-konjugiranog elektrona, zbog ¢ega lako doniraju vodik ROS-u i
RNS-u.>* Flavonoidi su podijeljeni u razligite skupine kao $to su flavoni, flavanoni,

izoflavoni, flavonoli, flavanoli, flavanonoli i izoflavoni (Slika 2.), sa flavan-3-olima i
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antocijanima kao glavnom skupinom kod biljaka.”® Antioksidacijska aktivnost ovisi o
njihovim kemijskim strukturama, posebice o polozaju -OH skupina u molekuli. Pored
njihove sposobnosti da doniraju vodik ili elektron slobodnim radikalima, keliraju
metalne ione i inhibiraju enzime odgovorne za proizvodnju slobodnih radikala,
flavonoidi (osobito izoflavoni) mogu svoje ucinke pokazati na razlicite nacine kao $to je
modulacija stani¢nih signalnih putova, mitohondrijske interakcije i promjene u
ekspresiji gena.*

Flavonoidi se najéesc¢e odreduju kolorimetrijski, na na¢in da se uzorak mijesa sa
reagensom koji sadrzi aluminijev-klorid i natrijev-nitrit, pri ¢emu nastaje flavonoid-
aluminijev kompleks koji je u alkalnom mediju ruzi¢asto obojen. Aluminijev kation
tvori stabilne komplekse sa flavonoidima, uzrokuju¢i pomak prema visim valnim
duljinama (crveni pomak). Cak i fenolne kiseline tvore komplekse sa aluminijevim-
kloridom, apsorbiraju pri dosta nizim valnim duzinama, ¢ime se izbjegava interferencija
dobivenih apsorbancija. Kvercetin ili katehin se mogu Koristiti kao pozitivna kontrola.
Sadrzaj flavonoida se obi¢no izrazava kao ekvivalent standarda (mg g™ ekstrahirane

komponente).>>°

(1) ] (2) s} O

Slika 7: Osnovna kemijska struktura: (1) flavona, (2) flavanona, (3) izoflavona
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Slika 8: Osnovna kemijska struktura: (4) flavonola, (5) flavanola, (6) flavanonola, (7)
izoflavona

3.6. Usporedba razlic¢itih metoda za procjenu antioksidacijskih
kapaciteta tvari

Bilo koja opisana metoda odredivanja antioksidacijske aktivnosti treba
ukljucivati inicijator oksidacije, adekvatni supstrat i nacin detekcije kraja reakcije.
Inicijatori mogu biti poveéana temperatura ili parcijalni tlak kisika, dodatak metalnih
iona, izlozenost svjetlu $to poti¢e svjetlom-induciranu oksidaciju ili mijesanje za bolji
kontakt izmedu reagensa.*® Evaluacija antioksidativne aktivnosti u bioloskim sustavima
je pod utjecajem razlicitih ¢imbenika kao §to su antioksidacijski koeficijenti raspodijele
izmedu vodene i lipidne faze, oksidacijsko stanje i stanje oksidabilnog supstrata.”’ U
zakljucku, standardna evaluacijska metoda odredivanja antioksidacijske aktivnosti
treba:

a) mjeriti potencijal nastajanja kemijske transformacije;

b) upotrebljavati izvor slobodnih radikala s bioloskim znacajem;
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uspjesno koristiti jednostavne tehnoloske metode;

imati dobro poznato reakcijsko vrijeme i mehanizam;

rezultirati izvrS§enjem zadatka sa opremom dostupnom u laboratoriju;
imati dobru ponovljivost prilikom testova;

biti prilagodljiva hidrofilnim i lipofilnim antioksidansima;

biti primjenjiva na razlicite tipove slobodnih radikala.*
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4. ANTIOKSIDACIJSKI POTENCIJAL PORODICE
ASTERACEAE SA BOTANICKE RELEVANTNOSTI

Smatra se da dvije tre¢ine biljnih vrsta na zemlji imaju ljekovita svoj stva.> To se
moze pripisati njihovom antioksidacijskom kapacitetu. Stoga je sve veci interes za
primjenu ljekovitog bilja, upotrebljavanog u narodnoj medicini, u farmaceutskoj i
prehrambenoj industriji.To je i razlog zasto fitomedicina ima sve veéu vaznost za brigu
0 zdravlju. Uzimajuéi u obzir socijalne zahtjeve koji se odnose na zdravlje i prehranu,
ljekovito bilje se pojavljuje kao snazna alternativa sintetskim proizvodima, koristi se
kako u tradicionalnoj medicini tako i u prehrambenim i farmaceutskim proizvodima,
zbog svojih nutritivnih svojstva i bioloske aktivnosti. Zbog Siroke primjene, potrebno je
objasniti njihov mehanizam djelovanja, u cilju razvoja ljekovitih proizvoda. Biljke
sadrze velik broj razli¢itih molekula koje mogu inhibirati slobodne radikale.Takvi su
fenolni spojevi, spojevi s dusikom, vitamini, terpenoidi.*®*®

Biljna porodica Asteraceae sadrzi priblizno 1000 biljnih rodova s vise od 25 000
vrsta cvjetnica, neke s medicinskom primjenom, kao kamilica (M. recutita L.), stolisnik
(A. millefolium L.) ili pelin (Artemisia absinthium L.). Biljke porodice Asteraceae
istrazivane su diljem svijeta. U ovom radu predstavljeni su rezultati istrazivanja
bioloskih potencijala nekih vrlo vaznih pripadnika porodice Asteraceae, s naglaskom na

antioksidacijski potencijal (Tabela 1).
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Tabela 1: BiolosSka aktivnost porodice Asteraceae sa razlicitih geografskih podrudja

Vrsta Aktivnost Podrijetlo Autori
Achillea beibersteni Sadrzaj fenola; antioksidacijska aktivnost Saudijska Arabija Shahat et al. (2014)
Achillea fragrantissima Sadrzaj fenola; antioksidacijska aktivnost Saudijska Arabija Shahat et al. (2014)
Achillea millefolium Antioksidacijska aktivnost Brazil Baretta et al. (2012)
Antimikrobna i antioksidacijska aktivnost Turska Candan et al. (2003)
Vazoprotektivna aktivnost Italija Dall’Acqua et al. (2011)
Fitokemijska, antioksidacijska i antikancerogena aktivnost Portugal Dias et al. (2013)
Sadrzaj fenola; antioksidacijska aktivnost Iran Gharibi et al. (2013)
Antiulcerogena i antioksidacijska aktivnost Brazil Potrich et al. (2010)
Hipotenzijski efekt Brazil Souza et al. (2011)
Sadrzaj fenola; antioksidacijska aktivnost Italija Vitalini et al. (2011)
Antioksidacijska aktivnost i regulacija mitohondrijskog disanja Litvanija Trumbeckaite et al. (2011)
Acmella oleraceae Fitokemijska,i antioksidatcijsk aktivnost $ri Lanka Abeysiri et al. (2013)
Ageratum conyzoides Analgetski potencija; antioksidacijska aktivnost Banglades Dewan et al. (2013)
Ageratum ianum Antioksidacijska aktivnost Indija Tennyson et al. (2012)
Ambrosia artemisiifolia Antioksidacijska aktivnost Srhija Maksimovi¢ (2008)
Anthemis deserti Sadrzaj fenola; antioksidacijska aktivnost Saudijska Arabija Shahat et al. (2014)
Arctium minus Antimikrobna i antioksidacijska aktivnost Irska Kenny et al. (2014)
Artemisia absinthium Hepatoprotektivna aktivnost Kina Amat et al. (2010)
Fitokemijska, antifungalna i antiparazitska aktivnost Spanjolska Bailen et al. (2013)
Neuroprotektivna aktivnost Indija Bora and Sharma (2010)
Antioksidacijska aktivnost Srbija Canadanovic-Brunet et al. (2005)
Antiparazitska i antioksidacijska aktivnost Spanjolska Gonzalez-Coloma et al. (2012)
Sadrzaj fenola; antioksidacijska aktivnost Australija Lee et al. (2013)
Protuotrovna aktivnost Turska Nalbantsoy et al. (2013)
Antikancerogena aktivnost Indija Shafi et al. (2012)
Anthelmintska aktivnost Indija Tariq et al. (2009)
Artemisia monosperma Sadrzaj fenola; antioksidacijska aktivnost Saudijska Arabija Shahat et al. (2014)
Bidens pilosa Antioksidacijska i imunomodulatorska aktivnost Kuba Abajo et al. (2004)
Antidijabetska aktivnost Tajvan Chien et al. (2009)
Antioksidacijska i antimikrobna aktivnost Japan Deba et al. (2008)
Antihipertenzivna aktivnost Kamerun Dimo et al. (2002)
Antihiperglikemijska aktivnost Tajvan Hsu et al. (2009)
Antiulcerogena aktivnost Brazil Kviecinski et al. (2008)
Imunosupresivno i antiinflamatorno svojstvo Brazil Pereira et al. (1999)
Antimalari¢na aktivnost Brazil Oliveira et al. (2004)
Antioksidacijska aktivnost Tajvan Yang et al. (2006)
Carthamus tinctorius Nekoliko bioloskih aktivnost Nekoliko podrijetla Zhou et al. (2014)
Centaurea nigra Antimikrobna i antioksidcijska aktivnost Irska Kenny et al. (2014)
Centaurea paniculata Fitokemijska,i antioksidacijska aktivnost Portugal Barros et al. (2010)
Centaurea scabiosa Antimikrobna i antioksidacijska aktivnost Irska Kenny et al. (2014)
Chicorium intybus Antioksidacijska aktivnost Poljska Rozpadek et al. (2014)
Cirisium arvense Antimikrobna i antioksidacijska aktivnost Irska Kenny et al. (2014)
Cirisium palustre Antimikrobna i antioksidacijska aktivnost Irska Kenny et al. (2014)
Cirisium vulgare Antimikrobna i antioksidacijska aktivnost Irska Kenny et al. (2014)
Echinacea purpurea Antimikrobno svojstvo Portugal Martins et al. (2015)
Eriocephalus spp. Enzimska inhibicija; antioksidacijska aktivnost Juzna Afrika Njenga and Viljoen (2006)
Helichrysum spp. Antimikrobna i antioksidacijska aktivnost Turska Albayrak et al. (2010)
Helichrysum stoechas Fitokemijska,i antioksidacijska aktivnost Portugal Barros et al. (2010)
Inula crithmoides Antioksidacijska, antiklastogena i antimutagena aktivnost Egipat Abdel-Wahhab et al. (2008)
Antimikrobna i antioksidacijska aktivnost Tunis Jallali et al. (2014)
Herbicidna aktivnost Tunis Omezzine et al. (2011)
Lychnophora passerina Sadrzaj fenola; antioksidacijska aktivnost Brazil Chicaro et al. (2004)
Matricaria recutita Fitokemijska,i antioksidacijska aktivnost Portugal Barros et al. (2010)
Neuroprotektivna aktivnost Indija Chandrashekhar et al. (2010)
Antialergijska aktivnost Indija Chandrashekhar et al. (2011)
Fitc ij antioksidacijska i citotoksi¢na aktivnost Portugal Guimarées et al. (2013)
Antimikrobna aktivnost Iran Jamalian et al. (2012)

Mikania cordifolia
Otanthus maritimus

Parthenius hysterophorus

Picris cyanocarpa
Pulicaria crispa
Rhantarium epapposum
Sonchus asper

Taraxacum officinale
Taraxacum sect. Ruderalia
Vernonia spp.

Nekoliko bioloskih aktivnost

Antioksidacijska aktivnost

Antidijaretska i antioksidacijska aktivnost
Analgetski potencijal; antioksidacijska aktivnost
Antimikrobna i citotoksi¢na aktivnost

Repelent protiv insekata

Citotoksi¢na aktivnost

Antioksidacijska aktivnost

Antioksidacijska aktivnost

Antibakterijska, antioksidacijska i citotoksi¢na aktivnost
Antifungalna aktivnost

Antioksidacijska aktivnost

Sadrzaj fenola; antioksidacijska aktivnost
Sadrzaj fenola; antioksidacijska aktivnost
Sadrzaj fenola; antioksidacijska aktivnost
Antimikrobna i antioksidacijska aktivnost
Antimikrobna i antioksidacijska aktivnost
Sadrzaj fenola; antioksidacijska aktivnost

Medicinske svrhe

Nekoliko drzava
Portugal

Tunis

Banglades
Portugal

Greka

Indija

Indija

Indija

Indija

Indija

Pakistan
Saudijska Arabija
Saudijska Arabija
Saudijska Arabija
Irska

Irska

Portugal

Nekoliko drzava

McKay and Blumberg (2006)

Martins et al. (2015)
Sebai et al. (2014)
Dewan et al. (2013)
Cabral et al. (2013)
Tsoukatou et al. (2000)
Das et al. (2007)
Krishnaveni (2013)
Kumar et al. (2013)
Kumar et al. (2014)
Rajiv et al. (2013)
UdDin et al. (2015)
Shahat et al. (2014)
Shahat et al. (2014)
Shahat et al. (2014)
Kenny et al. (2014)
Kenny et al. (2014)
Dias et al. (2014)

Toyang and Verpoorte (2013)
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4.1. Achillea millefolium L.

Achillea millefolium L., poznatija kao stolisnik, je Siroko rasprostranjena biljka u
planinskim livadama, putovima, poljima usjeva i ku¢nim vrtovima (Slika 9.). Njena
infuzija 1 alkoholni ekstrakt se Siroko primjenjuju za lijeCenje probavnih tegoba,
dijabetesa, jetreno zucnih bolesti i amenoreje, a takoder se koristi i zbog njenog
antitumorskog, antimikrobnog, antiinflamatornog i antioksidativnog svojstva. Kada se
konzumira u obliku dekokta uglavnom se koristi za probavne i crijevne bolesti, a kod
vanjske uporabe se koristi za lije¢enje upale koZe i sluznice.>**%%

U nedavnom znanstvenom istrazivanju,® divlji i komercijalni uzorci A.
millefolium L. su kemijski karakterizirani prema njihovim makronutrijentima, $ecerima,
organskim kiselinama, masnim Kkiselinama i tokoferolima. Osim toga, in vitro
antioksidativna svojstva (sposobnost vezanja slobodnih radikala, redukcijski potencijal i
inhibicija lipidne peroksidacije) i antitumorski potencijal (na stanicama karcinoma
dojke, pluéa, grlica maternice, jetre) njegovih metanolnih ekstrakata, infuzija i dekokta
su ocjenjeni u odnosu na njihov fenolni profil. U osnovi, komercijalni stolisnik
pokazuje nize ICso (koncentracija potrebna za 50%-tnu inhibiciju) vrijednosti (veca
antioksidacijska aktivnost). Uzimajuci u obzir tip ekstrakta, dekokti pokazuju najvecu
inhibiciju DPPH" (0,25 + 0,01 mg ml™), inhibiciju izbjeljivanja p-karotena (0,18 + 0,03
mg ml™") i TBARS inhibiciju (0,04 + 0,01 mg ml™), dok infuzija pokazuje najveéu
reducirajuéu snagu (0,12 + 0,01mg ml™).2

Glavne antioksidativne komponente pronadene u A. millefolium su flavonoidi,
kao apigenin i kvarcetin, i fenolne kiseline (npr. kafeolikvinska kiselina), koji su poznati
kao reducirajuéi agensi, donori vodika ili gasitelji singlet Kisika. Fitokemijski profil A.
millefolium pokazuje prisutnost organskih kiselina (uglavnom oksalne, Kkininske i
limunske), masnih kiselina (sa linolenskom i palmitinskom kao glavnima) i tokoferola

(posebno, y-tokoferol) 206206364

Slika 9: Achillea millefolium L.%®
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4.2. Acmella oleraceae Murr.

Acmella oleraceae Murr. (takoder poznata i kao Spilanthus acmella) je terapijski
vazna jednogodisnja ili kratkotrajno Zivu¢a medicinska biljka sa zutim, ne mirisnim
cvjetovima (Slika 10.).°° U narodnoj medicini se koristi kao anti-inflamatorni,
antisepticki 1 anesteticki lijek jo$ od davne povijesti. U tradicionalnoj medicini, cvijece
se zvade za ublazavanje zubobolje i infekcije grla, te za paraliziranje jezika.®*®’

Bioloska svojstva A. oleraceae uglavnom ovise o N - alkilamidima, posebno o
spilantolu, glavnom bioaktivnom spoju koji je pokazao znacajnu biolosku aktivnost
poput antioksidacijskog, protuupalnog i diuretskog ucinka, te se Koristi za ocuvanje
oralnog zdravlja (tradicionalno se upotrebljava za lijedenje zubobolja).?® Ostale vazne
fitokemikalije u ovoj vrsti ukljucuju alkaloide, flavonoide, saponine, steroidne glikozide
i tanine, koji su svi pronadeni u trima glavnim dijelovima biljke (list, stabiljka i cvijet).
Sadrzaj fenola je znacajno veci u listovima i cvijetu, dok je nizi sadrzaj uocen u stabiljci
(list: 7,59 + 1,26; cvijet: 5,34 + 0,75; stabiljka: 1,65 + 0,35; rezultat je prikazan u mg
eqGA g suhe tvari). Ukupni antioksidativni kapacitet (TAC, u mg eq troloxa g™ suhe
tvari) je takoder razli¢ito zabiljeZen u listu (5,29 + 0,85), stabiljci (3,42 + 0,59) i cvijetu

(1,42 + 0,40). Objavljeni rezultati predstavljaju znanstvenu vrijednost potencijalne
66,69

uporabe lis¢a i cvjetova u tradicionalnoj medicini.

Slika 10: Acmella oleraceae Murr.”
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4.3. Artemisia absinthium L.

Artemisia absinthium L., poznatija kao pelin, raste kao viSegodiS$nja biljka s
vlaknastim korijenjem na nekultiviranom, suSnom tlu ili stjenovitim padinama i na
rubovima nogostupa i polja (Slika 11.). Biljka se mozZe prepoznati po svom
karakteristicnom mirisu koji je ¢ini prirodnom zastitom od Stetnika. Ovo svojstvo se
koristi za sprjeCavanje rasta korova jer korijenje pelina izlucuje tvari koje inhibiraju rast
okolnih biljaka, a ima i sposobnost odbijanja lavre kukaca. Obi¢no se koristi kao
sastojak Zestokih pic¢a i vina. A. absinthium se koristila u narodnoj medicini diljem
Europe, Srednjeg Istoka, Sjevernoj Africi, i Aziji. Njen ucinak na zdravlje ukljucuje
antihelminticka, kolereticka, antisepti¢ka, balzami¢na, purgativna, digestivna, diureticka
svojstva, te se koristila za ublazavanje menstrualnih tegoba.”* Nedavno je nadzemnom
dijelu A. absinthium dokazano djelovanje protiv zmijskog otrova, kao protuotrov, a
ostale vrste roda Artemisia imaju antimalari¢na i antikancerogena djelovanja, izmedu
ostalih istaknutih biologkih u¢inaka.”™ """

Osim testova za bioloski potencijal, kod pelina su karakterizirane razli¢ite

fitokemikalije.”®

U ekstraktu lis¢a su identificirani fenolni spojevi i utvrdeno je da je
salicilna kiselina dominantna fenolna komponenta (=14400,45 ng/g suhe tvari), slijede
je miricetin (=1086,55 pg/g suhe tvari), kava (=80 pg/g suhe tvari), galna kiselina (=64
ng/g suhe tvari) i feruli¢na kiselina (54 ug/g suhe tvari). Ostale detektirane komponente
su kvercetin i kaempferol (flavonoli), ferulicna kiselina i o-kumarinska kiselina
(hidroksicinami¢na kiselina), galna kiselina, vanilinska kiselina, -rezorcilna kiselina i
protokatehna kiselina (hidroksibenzojeva kiselina). Stoga, sastav ukupnih fenolnih
komponenti u ekstraktu moze objasniti njihovo jako antioksidacijsko djelovanje,

posebno u vodenom ekstraktu, sto je dokazano metodama hvatanja DPPHe radikala,

metodom odredivanja redukcijskog potencijala i Folin- Ciocalteu testom.

Slika 11: Artemisia absinthium L.”’
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4.4. Bidens pilosa L.

Bidens pilosa, poznatija kao "dlakavi dvozub", je Siroko rasprostranjena u
suptropskom i tropskom podruéju i sadrzi tipiéne zute cvjetove (Slika 12.). Biljka se
upotrebljavala u narodnoj medicini zbog njenog antiinflamatornog, antiseptickog,
antihipoglikemickog ucinka, blagotvornog ucinka na jetru i smanjenje krvnog tlaka.
Siroko se primjenjivala u tradicionalnoj medicini Tajvana, a takoder je bila glavni
sastojak biljnih infuzija za koje se vjerovalo da sluze u preventivi upalnih procesa i
raka.’®"

Glavne bioloski aktivne komponente identificirane u Bidens pilosa koje
pridonose antioksidacijskom djelovanju su fenilpropanoid glukozidi, poliacetileni,
diterpeni, flavonoidi i flavonski glikozidi. Osim toga, 44 komponente, ukljucujuci
glavni terpen B-kariofilen (10,9 % u lis¢u i 5,1 % u cvijetu) i -kadinen (7,82 % u lisc¢u i
6,13% u cvijetu) su identificirane u Zzuckasto obojenom eteriénom ulju dobivenom iz
svjezih listova i cvjetova.” To eteriéno ulje ima sposobnost redukcije stabilnog DPPH’
radikala u odgovarajucéi difenilpikrilhidrazin sa ICsq vrijednosti od 57 i 50 pg/ml, izvodi
se zakljucak da cvjetovi B. pilosa imaju antioksidacijski u¢inak koji je slican onom kod

sintetskih antioksidansa.®®

Slika 12: Bidens pilosa L.2*
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4.5. Carthamus tinctorius L.

Carthamus tinctorius L., poznatija kao Safranika, posebno raste na jugu
Portugalu gdje se lis¢e koristi kao bojilo za primjenu u prehrani i industriji boja, dok se
sjemenke koriste kod proizvodnje sira (Slika 13.). C. tinctorius je dosta ispitivana na
bioloski potencijal s obzirom na medicinski znacaj. Ona ima i Siroku primjenu u
tradicionalnoj kineskoj medicini. U osnovi, Safranike su se koristile u Koreji za lijeCenje
osteoporoze i reume. Ova svojstva imaju i derivati serotonina, koji su identificirani kao
glavni fenolni sastojci odmascenih sjemenki Safranike. Ti sastojci su poznati po
njihovoj antioksidacijskoj aktivnosti i bioloskom efektu odrzivosti lipidnog statusa
plazme i jetre, te u¢inka na rast tumorskih stanica ili fibroblasta, te stani¢nu proizvodnju
citokina ili melanina.®®® Medu identificiranim derivatima, serotoninski alkaloidi (npr.,
N-feruloilserotonin i N-p-kumaroilserotonin) su potencijalni inhibitori melaninske
proizvodnje, sugeriraju¢i njihovu potencijalnu upotrebu kao inhibitora melanogeneze.
Ostale fenolne komponente ukljucuju kvinohalkone koji su odgovorni za Zutu i crvenu
pigmentiranost biljaka 1 razli¢iti flavonoidni glikozidi, koji se povezuju sa
antioksidacijskim djelovanjem. Kvinohalkoni i flavonoidi, su glavni antioksidansi
prisutni u cvijetu C. tinctorius (vodeni ekstrakt) su testirani u nekoliko istrazivanja na
sposobnost hvatanja ROS (0,”, HO", '0,) i DPPH".#*

Slika 13: Carthamus tinctorius L.
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4.6. Inula crithmoides L.

Rod Inula ukljuéuje vise od 100 vrsta, koje se uglavnom nalaze u Europi, Africi
I Aziji (Slika 14.). Na nekim mjestima I. crithmoides je vazan sastojak ljudske prehrane.
Mladi listovi se jedu sirovi ili kuhani, a svjezi listovi i mladice se kisele i koriste kao
salata. Grancice Inula vrsta, prema navodima iz literature, se koriste u tradicionalnoj
medicini u tretmanu bronbhitisa, tuberkuloze, anemije, malarije, bolesti urinarnog trakta,
a isto tako i kao adstringent.®*®’

Opisana bioloska aktivnost moze biti povezana s visokim udjelom fenolnih
komponenti, karakteristi¢nih za biljke porodice Asteraceae, kao one identificirane u
acetonskim ekstraktima 1. crithmoides. Sto se ti¢e antioksidacijskog djelovanja, ova
vrsta pokazuje visoki potencijal kao hvata¢ DPPH’ radikala (ICso = 12,8 pg/ml) kao i

reducirajuéi agens Zeljeza (ICso = 0,90 mg/ml kod FRAP analize).®

S

Slika 14: Inula crithmoides L.%°

4.7. Matricaria recutita L.

Matricaria recutita L. je zeljasta biljka autohtona za Europu i Zapadnu Aziju
(Slika 15.). Neki proizvodi od kamilice su komercijalno dostupni kao sapuni,
deterdzenti, mirisi, losioni, proizvodi za kosu, pekarski proizvodi, slastice, pica i
infuzije. Konzumacija kamili¢ine infuzije se procjenjuje na vise od jednog milijuna

Salica dnevno.2%%
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Glavni farmakoloski ucinci se pripisuju bioloski aktivnim komponentama koje
uklju¢uju seskviterpene i1 fenolne spojeve. Seskviterpenske komponente (kao o-
bisabolol, bisabolol-oksidi A i B, kamazulen i farnesen) i fenolne komponente
(apigenin, kvarcetin, pataleutin i luteolin, te njihovi glukozidi), te kumatini (herniarin i
umbeliferon), smatraju se glavnim bioaktivnim komponentama kamilice.
Seskviterpenske komponente susveprisutne u etericnim uljima biljaka i plodova, a
odgovorne su za brojne arome.%*92:93:96.97

M. recutiti L. se u navedenoj literaturi pripisuju bioloski ucinci kao
antimikrobni,  antioksidans, antimalarik, antimutagenik, te antitrombocitni,
antikancerogeni, antiinflamatorni, antigenotoksicni, antispazmoliti¢ki i sedativni u¢inak,
a koristi se i kao hipokolesterolemik. Nadalje, koristi se kod nadutosti, mu¢nina, nemira,
gastrointestinalnih poremecaja povezanim sa Ziv€anom razdraZljivosti, hemoroida,
mastitisa, Cireva, bubreznih kolika, zatvora, protiv parazita, zelucanih tegoba i bolesti
koze. Eteri¢no ulje kamilice pokazuje protuupalna i antimikrobna svojstva te djelovanje
na &ir.*t%%  Antioksidativna aktivnost M. recutita se testirala razli¢itim istraZivanjima,
bilo cijeli ekstrakt, ili pojedine komponente kao $to su kamazulen, nerolidol i a-

bisabolol, na sposobnost vezanja DPPH" radikala i inhibicije formiranja TBARS.%%

Slika 15: Matricaria recutita L.%

4.8. Otanthus maritimus L.

Otanthus maritimus L. je jedina vrsta roda Otanthus (Slika 16.). Ova vrsta zivi

na pomorskom pijesku duz obale juzne i zapadne Europe, prema sjeveru do jugoistocne

24



Irske. O. maritimus se upotrebljava u tradicionalnoj medicini, posebice za lijeCenje
zubobolje, astmati¢nog bronhitisa, dizenterije i upale mjehura.**

Razli¢itim istrazivanjima su identificirane komponente iz nadzemnog dijela
biljke: flavonoidi, seskviterpenski laktoni, monoterpeni, lignani i amidi. Korijen sadrzi
amide masnih kiselina, derivate acetilena i seskviterpene. Preko 30 komponenti je
identificirano u eteri¢énim uljima, s naglaskom na krizantenon (40,4 - 57,2 %), filifolon
(12,2 - 15.5 %), cis-krizantenil-acetat (10,1 - 11,2 %) i a-pinen (6,7 - 7,2 %) sa
antifungalnim 1 antiinflamatornim uc¢inkom. Krizantenon, glavna komponenta O.
maritimus etericnog ulja, je rijedak biciklicki monoterpenski keton sa blago uljno
cvjetnom aromom prikladnom za industriju aroma, te je jedino pronaden kod pripadnika

porodice Asteraceae. 101

L.102

Slika 16: Otanthus maritimus

4.9. Parthenium hysterophorus L.

Parthenium hysterophorus, takoder poznat kao kongresivna trava, je invazivni
korov jako rasprostranjen u Indiji, no moze se prona¢i diljem svijeta (Slika 17.). Svi
dijelovi biljke se koriste, prema literaturi, u tradicionalnoj medicini kao gorak tonik,
sredstvo protiv groznice, za menstrualne tegobe, antidizenterik i za lijeCenje mnogih
infekcija i degenerativnih bolesti. %1%

Nedavna istrazivanja su identificirala 1 kvantificirala glavne bioaktivne
komponente prisutne u ekstraktu cvjetova i korijenja P. hysterophorus: flavonoide,

terpenoide, alkaloide 1 sr¢ane glikozide. Ukupni sadrzaj fenola je takoder odreden u

navedenim ekstraktima, te pokazuje visoki kapacitet vezanja HO" i sposobnost za zastitu
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lipidne membrane od peroksidacije. Nadalje, P. hysterophorus je znacajna zbog njenog

potencijala za neutralizaciju slobodnih radikala induciranih oksidativnim ostecenjima,

antibakterijske aktivnosti i citotoksi¢nog potencijala.’%®

L.105

Slika 17: Parthenium hysterophorus
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5. ZAKLJUCAK

Porodica Asteraceae je rasprostranjena diljem svijeta. Poslijednjih godina,
znanstvena udruzenja, prehrambena, farmaceutska i kozmeticka industrija su pokazale
sve veli interes za istrazivanje i primjenu biljnih ekstrakta, u razvoju novih i
poboljsanih funkcionalnih, preventivnih ili kurativnih proizvoda, posebice onih u
tretmanima specifi¢nih bolesti. Zajednicki temeljni princip tih bolesti je proizvodnja
reaktivnih vrsta u ljudskom tijelu, S§to je izravno ili neizravno povezano s
kardiovaskularnim i neurodegenerativnim bolestima, rakom, starenjem, problemima s
o¢ima. Bioloski aktivni spojevi iz biljaka, kao i onih porodice Asteraceae, te njihova
primjena u tradicionalnoj medicini, poticu istrazivanja bioloskih u¢inaka ovih biljnih
vrsta.

lako je velik broj vrsta porodice Asteraceae istrazen za razliCita svojstva, velik
broj vrsta jos je slabo istrazen. Daljnjim istraZivanjima doprinijelo bi se poboljsanju
znanja o primjeni ekstrakta ovih vrsta u medicini, farmaceutskoj, prehrambenoj i

kozmetickoj industriji.
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