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e Analizirati dobivene rezultate te donijeti zakljucke o antioksidacijskoj aktivnosti

ispitivanih ekstrakata za¢inskog bilja.



SAZETAK

Pod utjecajem razlicitih ¢imbenika u organizmu se stvaraju Stetni slobodni radikali, koji
predstavljaju stalnu prijetnju ljudskom organizmu. Kako bi se obranio od istih organizam
u normalnom fizioloskom stanju proizvodi antioksidanse, molekule sposobne da sprijece
oksidaciju drugih molekula. Brojnim istrazivanjima pokazalo se da razliCite vrste
zacinskog bilja imaju znacajna antioksidacijska svojstva u borbi protiv slobodnih radikala
1 pozitivan u¢inak na ljudsko zdravlje. Za odredivanje antioksidacijske sposobnosti nekog
uzorka koriste se razliite metode zasnivane na razli¢itim mehanizmima djelovanja na
odredenu vrstu slobodnih radikala. U cilju odredivanja antioksidacijskog kapaciteta
uzoraka u ovom radu su koristene ORAC (engl. Oxygen Radical Absorbance Capacity),
DPPH (engl. 2,2-diphenyl-1-picryl-hidrazyl-hydrate) i FRAP (engl. Ferric Reducing
Antioxidant Power) metode. Analizirani su ekstrakti ¢eSnjaka, perSina, limuna, celera,
selena, komoraca, papra crnog, papra zelenog, kurkume, nusproizvoda kurkume, luka
zutog te luka ljubicastog. Najslabiju antioksidacijsku aktivnost ORAC metodom pokazao
je ekstrakt komoraca, DPPH metodom ekstrakt celera, dok je kod FRAP metode najmanju
aktivnost pokazao ¢eSnjak. Ostali dobiveni rezultati ukazuju na dobra antioksidacijska
svojstva nekoliko zacinskih biljaka od kojih se posebno istice crni papar koji je pokazao

znatno najbolju aktivnost koriStenjem svih metoda.

Kljuéne rijeci: zacinsko bilje, antioksidacijska aktivnost, ORAC, FRAP, DPPH



SUMARY:

Free radicals are created under the influence of various factors in the body and they
represent a permanent danger to the human organism. To protect themselves from
radicals, the organism in the normal physiological state produces antioxidants, molecules
capable of inhibiting the oxidation of other molecules. Numerous studies have shown that
different types of spices have significant antioxidant properties in the fight against free
radicals and positive effects on human health. For determination of the antioxidant
capacity of the samples, various antioxidant methods, based on different mechanisms of
action on a particular type of free radicals, are used. To determine the antioxidant capacity
of the samples in this paper, ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), DPPH (2,2-
diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate), and FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
methods were used. Extracts of garlic, parsley, lemon, celery, selenium, fennel, black
pepper, green pepper, turmeric, turmeric by-products, yellow onion, and purple onion
were analyzed. The weakest antioxidant activity was shown by fennel extract by the
ORAC method, the celery extract by the DPPH method, while the FRAP method showed
the lowest activity by garlic. Other obtained results indicate good antioxidant properties
of several spice plants, of which black pepper stands out, which showed the best activity

using all methods.

Key words: spices, antioxidant activity, ORAC, FRAP, DPPH
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UvOD

U posljednja dva desetlje¢a zbog sve veceg zanimanja potrosaca o ucincima prirodnih
sastojaka iz hrane te odnosa antioksidansa prema slobodnim radikalima u ljudskom tijelu,
znatno je porasla potraznja za prirodnim antioksidansima. Ovi prirodni spojevi imaju
znacajnu ulogu u borbi protiv kroni¢nih bolesti i sve ¢eS¢e se nalaze u fokusu brojnih

znanstvenih istrazivanja.

Biljke i zacini su jedni od vaznih izvora prirodnih antioksidansa, osobito eteri¢nih ulja i
fenolnih spojeva. Ve¢ tisu¢ama godina dodaju se razli¢itim vrstama hrane kao sredstva
za aromatiziranje, zacinjavanje, bojanje 1 konzerviranje. S druge strane, osim vec
spomenute antioksidacijske aktivnosti, velik broj za¢ina posjeduje jo§ neke blagotvorne
ucinke na zdravlje kao S$to je protuupalno djelovanje, antimikrobno, antikancerogeno

djelovanje i dr.

Kako bi se odredila sposobnost nekog uzorka u borbi protiv slobodnih radikala koriste se
brojne antioksidacijske metode. Svaku od tih metoda karakterizira odredeni mehanizam
djelovanja, a dobro poznate i vrlo Cesto koriStene metode su: ORAC (engl. Oxygen
Radical Absorbance Capacity), DPPH (engl. 2,2-diphenyl-1-picryl-hidrazyl-hydrate) i
FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant power) metoda.

U ovom radu je ORAC, FRAP i DPPH metodama odreden antioksidacijski kapacitet
ekstrakata zacCinskog bilja, tocnije CeSnjaka, perSina, limuna, celera, selena, komoraca,

papra, kurkume 1 luka.



1. OPCI DIO

1.1. ZACINSKO BILJE
1.1.1. ée§njak (Allium sativum L.)

Allium sativum, poznat kao ¢eSnjak, vazna je viSegodiSnja biljka koja pripada porodici
Alliaceae. Kao clan porodice lukovki jedna je od najsvestranijih ljekovitih biljaka u
prirodi. Naziv ,,Allium sativum* potjece od keltske rijeci ,,sve* Sto znaci spaljivanje ili
potjeCe od anglosaksonske ,.,garleac* odnosno biljka konoplja, a odnosi se na njezinu
stabljiku. Prema americkom istrazivanju Agencije za hranu i lijekove otkriveno je da je
upravo ¢esnjak drugi dodatak u prehrani koji se najvise koristi (1). Prisutan je u prehrani
u brojnim oblicima, kao §to su ekstrahirano ulje, tablete ¢eSnjaka u prahu ili potpuno
sirovi ¢esnjak. Drevna indijska 1 kineska medicina preporucuju ga u lijeCenju problema
sa disanjem, probavom i raznih parazitskih bolesti (2). Ces$njak se u Aziji, Europi i na
Bliskom Istoku od davnina koristi kao tradicionalni dodatak prehrani za lijecenje
dijabetesa (1). Zbog njegovog Sirokog djelovanja i pomo¢i u odrzavanju ljudskog

zdravlja, privukao je posebnu pozornost suvremene medicine (2).

Slika 1. Cesnjak (3)

1.1.2. PerSin (Petroselinum crispum Mill.)

Dvogodisnja povrtna kultura, koja na skrac¢enoj stabljici na dugima stapkama ve¢ u prvoj
godini vegetacije razvija rozetu perastog liS¢a naziva se persin. Liske perSina, ovisno o
sorti, mogu biti glatke ili kovrcave. Kad tijekom druge godine vegetacije prijede u
generativnu fazu, razvije se granata cvjetna stabljika. Na vrhovima stabljike formiraju se
Stitasti cvatovi sastavljeni od velikog broja cvjetova koji su zuto zelene boje. Kako bi se

sprijecilo da lisne plojke perSina pozute i kako bi se odrzao optimalan sadrzaj etericnog



ulja potrebno je osigurati dostatne koli¢ine svijetla. Takoder je tijekom nicanja nuzno
odrzavati dovoljnu koli¢inu vode. Dva najpoznatija i najces¢a tipa perSina su: perSin
korjenas (Petroselinum crispum var. tuberosum) koji se koristi zbog zadebljalog korijena
te perSin listas (Petroselinum crispum var. crispum — persin kovréavih liski, Petroselinum
crispum var. neapolitanum — persin glatkih liski) koji se koristi za uzgoj listova. PerSin
glatkih liski trazeniji je za uporabu u svjezem stanju, dok perSin kovrcavih liski ima
povoljniji omjer liski prema peteljkama (viSe od 50%) te je stoga trazeniji za preradu,

osobito za susenje (4).

Slika 2. Persin (5)

1.1.3. Limun (Citrus limon L.)

Limun je vazna ljekovita biljka koja pripada obitelji Rutaceae. Vrlo je trazen plod buduci
da ima viSestruku primjenu, moze se koristiti u svjezem stanju, za proizvodnju sokova,
za ukrasavanje jela, u pripremi razli¢itih kulinarskih proizvoda, te kao konzervans za
odrzavanje stabilnosti hrane. Cesto ga se moZe naéi i kao sastavni dio sredstava za
¢iS¢enje 1 sredstava za njegu kose 1 koze (6). Prehrambeni sastojak dobiven struganjem ili
rezanjem vanjske koze limuna ili narance najc¢esc¢e se koristi kao aromatsko sredstvo u
pecivima, pudinzima, slatki§ima, cokoladama, tortama, kola¢ima i u kiselim za¢inima (7).
Glavna upotreba agruma poput limuna u prehrambenoj industriji ukljucuje proizvodnju
svjezih sokova ili pi¢a na bazi citrusa. Velika koli¢ina kore koja zaostaje u preradi citrusa
potencijalno predstavlja bogat izvor prirodnih fenola. Postoje brojni spojevi (npr.
flavanoni, flavanonski glikozidi i polimetoksilirani flavoni) jedinstveni za agrume koji su
relativno rijetki u drugim biljkama. Ostaci citrusa zanimljiv su izvor prirodnih
antioksidansa i ovakva vrsta dodataka s antioksidacijskim svojstvima potrebna je za

ocuvanje okusa i boje, kao 1 za izbjegavanje unistavanja vitamina (8).



Slika 3. Stablo limuna (9)

1.1.4. Celer (Apium graveolens L.)

Celer (Apium graveolens L.) je biljka iz porodice Apiaceae i jedna je od jednogodiSnjih
ili viSegodisnjih biljaka koje rastu diljem Europe i tropskih i suptropskih regija Afrike i
Azije. Za svoj rast zahtjeva visoku razinu vlage i nizu temperaturu, stoga se celer najvise
kvalitete nalazi u hladnom i blagom okruzenju. Dijelovi koji se koriste u ovoj biljci

ukljucuju sjeme, lis¢e 1 esencijalna ulja (10).
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Slika 4. Celer (11)

1.1.5. Selen (Levisticum officinale Koch.)

Selen je viSegodisSnja zeljasta biljka iz porodice Apiaceae. JoS neki karakteristi¢ni nazivi
po kojima je poznat su: ljupcac, miloduh, lustrek 1 lustik. Ima karakteristican okus i1 miris,

vrlo sli¢an celeru.



Zbog svoje aromati¢nosti i jakog okusa ve¢ dugi niz godina koristi se u kulinarstvu,
tradicionalnoj medicini i prehrambenoj industriji. S obzirom da daje ugodan i intenzivan
miris, nezamjenjiv je zacin u brojnim jelima, posebno juhama. Esencijalna ulja iz lis¢a,
sjemena i korijenja selena koriste se u industriji parfema i industriji duhana (12). Selen se
najvise prostire na podrucjima Europe, Irana i Afganistana (13). Poznat je po brojnim
ljekovitim svojstvima, no unato¢ zanimanju i vaznosti, osim sastava njegovih hlapljivih

sastojaka, postoji jako malo podataka o ovoj biljnoj vrsti (12).

Slika 5. Selen (14)

1.1.6. Komora¢ (Foeniculum vulgare Mill.)

Foeniculum vulgare Mill. odnosno komorac, dvogodisnja je ljekovita biljka koja pripada
obitelji Apiaceae (Umbelliferac). Na Sredozemlju, odakle potjece, i danas je pripadnik
spontane lokalne flore. Uzgaja se u svim toplijim krajevima svijeta, stoga ga se najvise
pronalazi u srednjoj i juznoj Europi, Juznoj Americi (Argentina i Brazil) 1 Aziji (Kina,
Indija, Japan). Na nasim prostorima cesto nosi nazive: koromac, kopar, slatki kopar,
janez, morac, divlja mirodija i slatki anis. Jedna je od najstarijih poznatih aromati¢nih i
ljekovitih biljaka te su je stoga jo$ od davnina upotrebljavali Rimljani, Grei 1 Egipéani
kao narodni lijek. Zbog svoje visoke hranidbene 1 zdravstvene vrijednosti zabiljezena je
stoljetna tradicija upotrebe komoraca u kulinarstvu. Lisni rukavci i mlado liS¢e koriste se
kao salata, a ¢esto se njegovi dijelovi, svjezi ili suSeni, dodaju u umake, juhe ili omlete.
Buduc¢i da se smatra da djeluje na topljenje trbusSnog masnog tkiva, listovi, korijenje 1
sjemenke komoraca vazan su dodatak brojnim prehrambenim pripravcima (15). Eteri¢no
ulje komoraca koristi se kao sredstvo za aromatiziranje u proizvodima poput kruha,
kiselih krastavaca, peciva, sireva i razli¢itih pica. Biljka se takoder koristi kao sastojak

kozmetickih 1 farmaceutskih proizvoda te za rastjerivanje kukaca (16).



Slika 6. Komorac (17)

1.1.7. Papar (Piper nigrum L.)

Crni papar proizvod je zrelih plodova Piper nigrum L., visSegodiSnjeg drveca zimzelenih
penjacica, podrijetlom iz zimzelenih Suma zapadnih Gata u Juznoj Indiji. Pored soli,
najvazniji je, najcjenjeniji i najraSireniji zacin na svijetu. Koristi se kao vrlo vazna
komponenta u mnogim receptima, a prvenstveno sluzi za aromatiziranje i konzerviranje
preradene hrane. Crni papar prvi je orijentalni za€in uveden u zapadni svijet, a bio je 1
dobro poznat medu Grcima 1 Rimljanima. U srednjem vijeku poprimio je veliku vaznost
u Europi, a njegova upotreba rezultirala je revolucionarnim promjenama u zapadnom

kuhanju (18).

Slika 7. Crni papar (19,20)



Od njegovih bobica proizvodi se nekoliko vrsta papra: crni papar, bijeli papar, zeleni
papar i ,,Tellicherry* papar. Drugi vazni komercijalni proizvodi dobiveni od papra su
etericno ulje crnog papra, kolaci 1 krekeri, ¢aj (liS¢e papra u kombinaciji s liS¢em caja),
parfemi napravljeni od osusenih dijelova biljke papra, slatkisi i bomboni koji sadrze ulje

papra te konzervirane kobasice (21).

Kvaliteta crnog papra jednako je vazna kao i prinos i ovisi o sadrzaju piperina i

esencijalnog ulja (18).

1.1.8. Kurkuma (Curcuma longa L.)

Visegodisnja, zeljasta zimzelena biljka, porijeklom iz Jugozapadne Indije, koja pripada
porodici Zingiberaceae naziva se kurkuma, To je biljka koja ne daje sjeme, a njezina
podzemna mesnata stabljika, rizom, izvor je komercijalno dostupnih zacina kurkume sa
znacajnim ljekovitim svojstvima. Kako bi se dobio zacin intenzivne Zute do narancaste
boje aromati¢nog okusa, rizomi se kuhaju, a zatim suse i melju. Susena kurkuma ima blag
miris koji podsje¢a na dumbir i narancu, a okus joj je gorak i ljut. U povijesti se koristila
za bojanje tkanina, a danas najceS¢u primjenu ima kao sredstvo za bojanje preradene
hrane i umaka te kao konzervans. Kao zacin koristi se i za pripravu indijske mjesavine

zacina po imenu curry. (22,23).

Slika 8. Kurkuma (24) Slika 9. Rizom kurkume (25)



1.1.9. Luk (Allium cepa L.)

Luk potjece iz sredi$nje Azije i pripada rodu A/lium u obitelji Alliaceae. Najstarije je
kultivirano povrée koje se nasiroko koristi u cijelom svijetu, i to ne samo u kulinarske
svrhe. Uzgaja se preko 5000 godina, a po podrucju Europe rasirili su ga Rimljani i Grei
(26). Danas je jedno od glavnih povrcarskih usjeva uzgajanih u Europi, a povrSina usjeva
1 dalje eksponencijalno raste (27). Luk se uzgaja zbog lukovice koju karakterizira
okruglast, spljosten ili ovalno izduZen oblik. Lukovicu ¢ine stabljika, zadebljani listovi i
centralni pup, a izvana je obavijena s nekoliko suhih listova koji mogu biti razli¢itih boja.
Vanjski pokrov titi ga od isusivanja i osteéenja. Zilicasti korijen luka razvija se plitko u
tlo. Za uzgoj mu pogoduju umjereno vlazna podrucja, a zbog dobre podnosljivosti niskih
temperatura moze se uzgajati i jesenskom sadnjom. Osnovni je dio ljudske prehrane zbog
svoje velike prehrambene vrijednosti sa znacajnim sadrzajem masti, bjelancevina,
vitamina i ugljikohidrata. Zahvaljujuéi prisustvu eteri¢nih ulja poznat je po svojoj jakoj
aromi, koja ga je u brojnim jelima i prehrambenim preradevinama ucinila pozeljnim za
poboljsanje njihova okusa. Cesto se konzumira u svjezem stanju kao salata, a preraduje
se susenjem (28). Boja crvenog luka prvenstveno je posljedica antocijana koji su prisutni
u epidermalnim stanicama ljuske luka, a njihov glavni antocijanidni pigment je

cijanidinski 3-glukozid (26).

Slika 10. Luk (29)



1.2. KEMIJSKI PROFIL ZACINSKOG BILJA
1.2.1. Kemijski profil ¢eSnjaka

Cesnjak sadrzi 65% vode, 28% ugljikohidrata, 2,3% organo-sumpornog spoja, 2%
proteina, 1,2% slobodnih aminokiselina (uglavnom arginin), 1,5% vlakana, 0,15% lipida,
0,008% fitinske kiseline 1 0,07% saponina. U kemijski sastav ulaze 1 magnezij, selenij,
germanij, vitamini A i C te cink. Takoder je vazno napomenuti i prisustvo hlapljivih ulja

od kojih je oko 0,5 % sacinjeno od spojeva koji sadrze sumpor (1).

Glavne aktivne komponente ¢eSnjaka njegovi su organo sumporni spojevi poput dialil
tiosulfonata (alicin), dialil sulfida (DAS), dialil disulfida (DADS), dialil trisulfida
(DATS), zatim E/Z-ajoen, S-alil-cistein (SAC) i S-alil-cistein sulfoksid (alinin) (30). Vrlo
vazan spoj ¢eSnjaka je aliin. To je kemikalija koja sadrzi bezmirisni sumpor, a dobiva se
iz aminokiseline cistein. Kad se lukovice ¢eSnjaka zgnjece, aliin se pretvara u alicin koji
se dalje razgraduje do spoja zvanog ajoen. Taj spoj potencijalno inhibira zacepljenje
krvnih Zila od ugrusaka i aterosklerozu. Aminokiselina alicin ¢eSnjaku daje jak miris 1

glavni je spoj odgovoran za snazna farmakoloska svojstva biljke (1).
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Slika 11. Kemijske strukture glavnih organo sumpornih spojeva u ¢eSnjaku (31)

Istrazivan je utjecaj razli¢itih metoda prerade na bioaktivne komponente CeSnjaka.
Studijima je utvrdeno da se ukupno 38 sastojaka promijenilo nakon termicke obrade
crnog ¢eSnjaka. Pored toga, dolazi do degradacije polisaharida, a sadrzaj reducirajuc¢ih
Secera se tijekom obrade smanjuje. Takoder, povecanjem temperature i smanjenjem

vlaznosti povecava se sadrzaj polifenola i ukupnih flavonoida (26).



1.2.2. Kemijski profil persina

Zbog svojih posebnih svojstava persin je kao zacinska i ljekovita biljka upotrebljavan jos
od rimskih vremena. Njegova najveca vrijednost je iznimno bogatstvo fitonutrijentima
koji imaju funkcionalnu vrijednost za ljudski organizam i stoga djeluju kao zaStitni
mehanizam protiv bolesti. Najce$¢e prisutni fitonutrijenti u perSinu su polifenoli
(flavonoidi, flavanoli, flavoni, fenoli), terpenoidi, karotenoidi, itd. U korijenu perSina u
najveéem postotku zastupljeni su saharoza (5,5%) 1 bjelancevine (3%). Od minerala
prevladavaju kalij (541 mg/100 g), kalcij (16 - 50 mg/100 g), magnezij (32 mg/100 g) i
fosfor (24 - 47 mg/100 g). Lis¢e je bogato etericnim uljima (a-pinen, f-mircen, f-
felandren, S-pinen) koja perSin ¢ine aromati¢nim biljem. Takoder su u lis¢u zastupljeni
vitamin E 1 f-karoten. Jednako kao u korijenu 1 u listu se mogu naci znacajne koli¢ine
minerala od kojih su najzastupljeniji kalij (923-1080 mg/100g), kalcij (165-325 mg/100g)
te magnezij (30-52 mg/100g) (4).

1.2.3. Kemijski profil limuna

Limunov sok ima nekoliko vaznih kemijskih komponenti sa terapijskim svojstvima, a
najvaznija od svih je limunska kiselina. Na nju otpada 5% od ukupnih sastojaka i
odgovorna je za kiseli okus limuna. Klasificira se kao slaba organska kiselina koja se
prirodno formira u mnogim plodovima. Limunov sok takoder sadrzi visoke koncentracije
polifenola, ukljuc¢uju¢i rutin, hesperidin, flavonoide, tanine, kumarine, kvercitrin,
eriocitrin, narirutin, naringin, neohesperidin, klorogensku kiselinu, luteolin, kempferol,
monoterpenski hidrokarbon, y-terpinen, f-pinen, sabinen, a-pinen i mircen. U soku se
pronalaze i mikronutrijenti poput magnezija, kalija, folne kiseline, limonoida, isparljivih

ulja, karotenoida i glikozida (6).

Limunova korica sastoji se od dva sloja, a najudaljeniji sloj sadrzi esencijalna ulja koja
su sastavljena ve¢inom od limonena (90%) i citralina (5%) te malih koliCina citronelola,

o-terpineola, linalil i geranil acetata zajedno s vitaminima B kompleksa (7).
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1.2.4. Kemijski profil celera

Medu najvaznijim spojevima celera isticu se ugljikohidrati i fenoli poput flavonoida,
alkaloida i steroida. Prisutnost spojeva poput limonena, selinena, flavonoida i vitamina A
1 C razlog su zasto je celer najraSirenija koriStena biljka u tradicionalnoj medicini. Jedni

od glavnih sastojaka celera su kempferol, luteolin i kumarin (slike 12-14) (10).

Slika 12. Kemijska struktura kempferola (32)
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Slika 13. Kemijska struktura luteolina (33)
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Slika 14. Kemijska struktura kumarina (34)

1.2.5. Kemijski profil selena

Jestivi dio selena pokazuje nisku kalorijsku vrijednost zbog prisustva polinezasi¢enih
masnih kiselina, uglavnom a-linolenske i oksalne kiseline. Vrlo vazan sastojak selena je
a-tokoferol, odnosno vitamin E, koji je prisutan u velikim koli¢inama. Etericno ulje
korijena selena sadrzi znacajnu koli¢inu zanimljivih i rijetkih spojeva, ftalida. Dva glavna
ftalida su ligustilid i 3-butilidenftalid, kojih, ovisno o podrijetlu, moze biti preko 70% u
etericnom ulju. Smatra se da su ftalidi glavni spojevi odgovorni za aromu selena (35).

Takoder, eteri¢no ulje sadrzi veliku koli¢inu monoterpena i fenolnih spojeva (12).
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Slika 15. Kemijska struktura ligustilida i 3-butilidenftalida

1.2.6. Kemijski profil komoraca

U komoracu su identificirana 42 fenolna spoja, a kao glavna skupina u svim dijelovima
biljke isticu se flavonoli i njihovi derivati (36). Fenolne komponente u ekstraktima ploda
blagotvorno djeluju na ljudsko zdravlje i1 time sprjeavaju razna oboljenja i njihov udio
1znosi 1,4%. Osim flavonola, vrlo su znacajni i derivati hidroksi cimetne i fenolne kiseline
(15). Udio fenolnih spojeva u komoracu ovisi o agroekoloskim uvjetima u kojima se

biljka uzgaja te o dijelu biljke koji se promatra (korijen, stabljika, list, cvijet ili plod) (36).

Znanstvenici su otkrili da su sjemenke odli¢an izvor flavanola, kvercetina i fenolnih
kiselina kao $to su galna i kava kiselina. U listovima i plodovima biljke nalaze se derivati
kempferola, kvercetina 1 rutina. U odnosu na listove, cvijet sadrzi znatno veci udio
aromatskih spojeva. Ekstrakti komoraca sadrze znacajne koli¢ine fitosterola od kojih su

najznacajniji kampesterol, stigmasterol i S-sitosterol (36).

Izolacijom spojeva preko plinske kromatografije i masene spektrometrije u komoracu je
takoder otkriven veliki broj flavonoida, a najvazniji su: ruzmarinska kiselina, eridiktol-7-
rutinozid, izorhamnetin, glukozid, kvercetin, izokvercetin, kvercitin-3-arabinozid,
kvercitin-3-O-galaktozid, kvercitin-3-rutinozid, kvercitin-3-glukoronid, kempferol,
kempferol-3-glukoronid, kempferol-3-O-rutinozid, kempferol-3-arabinozid, kamferol-3-

glukozid, izoharmnetin i 3-O-a-ramnozid (15).

Sadrzaj masnih kiselina u komoracu iznosi oko 20%, a najzastupljenije su petroselinska
(70 -80%), linolna (54,9%), palmitinska (5,4%) i oleinska kiselina (5,4%) (15). I prema

sadrzaju vitamina i minerala komora¢ spada u najvrijednije namirnice (15).
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Tablica 1. Kemijski sastav komoraca (15)

Tvar Udjel (%)
Voda 81,9-90
Sirove bjelancevine 1,9-2,8
Sirove masti 0,2-0,4
Ugljikohidrati 5,11-11,2
Vlakna 0,5
Minerali 1,7

Tablica 2. Kemijski sastav korijena i sjemenke komoraca (Foeniculum vulgare L.)

(USDA) (36)
Energetska vrijednost i Maseni udio (g/100g)
hranjive tvari Korijen Sjemenke

Energetska vrijednost (Kcal) 31 345
Voda (g) 90,21 8,81
Proteini (g) 1,24 15,8
Masti (g) 0,2 14,87
Ugljikohidrati (g) 7,3 52,29
Minerali (g) 0,58 3,44
Vlakna (g) 3,1 39,8
Pepeo (g) 1,05 8,22

Provedena su mnoga ispitivanja kemijskog sastava eteri¢nog ulja i ve¢ina je pokazala da
su glavne komponente derivati fenilpropanoida i monoterpeni (16). Eteri¢no ulje takoder
sadrzi vazne organske tvari: trans-anetol, fenhon, estragol i limonen. Zbog visokog
sadrzaja trans-anetola ulje se pri temperaturi izmedu 5 1 10 °C pretvara u krutinu, a vazno
je naglasiti da je upravo ovaj spoj najodgovorniji za karakteristi¢cnu aromu komoraca.
Postotni udio ulja razli¢ito je rasporeden i najve¢im dijelom je prisutan u plodovima (3-6
%), zatim u stabljici i listovima (1-1,5%), a najmanje u korijenu (0,6-0,7%). Pove¢anjem

zrelosti biljke, sadrzaj ulja se smanjuje (36).
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1.2.7. Kemijski profil papra

Kvaliteti papra doprinose dvije komponente: piperin koji je zasluzan za oporost i hlapljivo
ulje zasluzno za aromu i miris. Njegovom industrijskom preradom najcesce se proizvode

tri proizvoda: oleoresin, piperin i ulje papra (18).

Ulje papra ekstrahira se parnom destilacijom mljevenog papra, a ostali proizvodi
ekstrakcijom uz odgovarajuce otapalo. Oleoresin sadrzi oboje, aromu koja potjece od ulja
1 oporost koju daje piperin te je stoga jedan od najvecih trgovackih proizvoda papra.
Budu¢i da pridonosi aromi i povecava pikantnost, nasiroko se koristi kao zamjena za

papar u mnogim preradenim namirnicama (18).

Alkaloid piperin najvaznija je oporna komponenta prisutna u papru. Pored njega, jos pet
manjih alkaloida koji posjeduju svojstvo oporosti identificirano je u ekstraktima papra.

To su piperetin, piperanin, piperilin A, piperolein B i pipericin (18).

Tablica 3. Prosjecan sastav papra (18)

Sadrzaj % sastava
Vlaga 8,7-14,0
Ukupni dusik 1,5-2,6
Ekstrakt hlapljivog etera 0,3-4,2
Nehlapljivi ekstrakt 3,9-11,5
Ekstrakt alkohola 4,4-12,0
Skrob 28,0-49,0
Sirova vlakna 8,7-18,0
Piperin 1,7-7,4
Ukupni pepeo 3,6-5,7
Pepeo topiv u kiselini 0,03 - 0,55

Eteri¢no ulje papra mjeSavina je velikog broja hlapivih kemijskih spojeva. ZabiljeZeno je
cak vise od 80 spojeva, a svi zajedno pridonose aromi. Znanstvenici su otkrili da su glavni
spojevi esencijalnog ulja svjezeg papra trans-linalol oksid 1 a-terpineol. S druge strane,

ulje suhog papra sadrzi a- 1 f-pinene, d-limonen i S-kariofilen kao glavne spojeve.
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Kada se ulje ekstrahira destilacijom, dolazi do znacajne promjene u sastavu, a najvise se
smanjuje sadrzaj oksidiranih spojeva. Ta promjena objasnjava razliku u aromi i okusu

svjezeg 1 suhog papra (18).

1.2.8. Kemijski profil kurkume

Kao i kod drugog bilja tako i kod kurkume, njezin kvalitativni i kvantitativni sastav varira
ovisno o mjestu i nacinu uzgoja i sorti. Najveci dio identificiranih spojeva Cine terpenoidi
1 fenolni spojevi. Od toga, seskviterpeni su zastupljeni sa najve¢im udjelom, zatim
monoterpeni, diarilheptanoidi (kurkuminoidi), fenilpropeni, diterpeni te triterpeni.
Glavna aktivna komponenta kurkume je kurkumin (37,38). Kurkumin i derivati
kurkumina, kurkuminoidi: demetoksi-kurkumin i1 bis-demetoksi-kurkumin glavni su

pigmenti odgovorni za Zutu boju kurkume (39,40).
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Slika 16. Strukturne formule raznih kurkumina (41)

Od vitamina u kurkumi se nalaze vitamini C, B1, B2, B3, B5, B6, B9, B12, E i K, a §to
se tice minerala, kurkuma sadrzi kalcij, Zeljezo, magnezij, bakar, cink, fosfor, mangan i

selen (42).
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1.2.9. Kemijski profil luka

Prehrambeni sastav luka vrlo je slozen. Pokazalo se da je jedan od glavnih izvora
prehrambenih flavonoida prisutan kao aglikon ili konjugiran sa Secerom. Glavni
flavonoid koji se nalazi u luku je kvercetin, prisutan kao kvercetin 4'-O-p-glikopiranozid,
kvercetin 3,4'-O-B-diglikopiranozid, 1 kvercetin 3,7,4'-O-B-triglikopiranozid (26).
Stovise, luk je bogat i drugim bioaktivnim spojevima kao §to su frutooligosaharidi i

sumporni spojevi (27).

Suha tvar luka sadrzi ugljikohidrate (7,2%) 1 to najceSce u obliku polimernih lanaca
fruktoze. Sadrzaj bjelancevina i mineralnih tvari priblizno je jednak (1,2%) (28). Vanjski
slojevi luka koji se uklanjaju prije prerade prilikom kuhanja, sadrze velike koli¢ine

kvercetina, kvercetin glikozida 1 njihovih oksidacijskih proizvoda (26).

Nedavna istrazivanja pokazala su da su tiolne ili SH skupine dobri inhibitori enzima
polifenoloksidaze (PPO). Stoga se pretpostavlja da bi tiolni spojevi sadrzani u luku mogli
biti aktivne komponente odgovorne za PPO inhibitorni u¢inak. Ekstrakti luka mogli bi se

koristiti kao prirodni sastojci hrane protiv posmedivanja uzrokovana PPO-om (27).

1.3. BIOLOSKA AKTIVNOST ZACINSKOG BILJA

Stil zivota i prehrambene navike u danasnjem svijetu dovele su do sve ¢eS¢e pojave
oksidacijskog stresa (6). Danas je oksidacijski stres jedan od ozbiljnijih problema
modernog drustva i odgovoran je za mnoge bolesti poput dermatitisa, melanoma ili
starenja koze. U borbi protiv raznih oboljenja potroSaci sve ¢e$¢e traze namirnice bogate
antioksidacijskim fitokemikalijama poput vitamina C i E, fenolnih spojeva i biljnih
pigmenata, koji nude zaStitu od stani¢nih oSte¢enja (8). Prirodni proizvodi poput
razli¢itog voca, povrca, gljiva, zitarica, itd., bogat su izvor antioksidanasa zbog cega
postaju sve vise cijenjeni i vrednovani (26). Medutim, antioksidansi se osim u prehrani,
sve ¢esce koriste 1 kao dodaci hrani. Dodaci antioksidansa koriste se za o€uvanje okusa i
boja, sprjecavanje oksidacije masti i ulja, kao i za izbjegavanje uniStavanja vitamina (8).
Osim u prehrambenoj industriji primjena prirodnih biljnih formulacija koristi se i u

kozmetickoj industriji u svrhu borbe protiv oksidacijskog stresa (8).
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1.3.1. Bioloska aktivnost ¢eSnjaka

Povoljni ucinci c¢eSnjaka uglavnom se pripisuju smanjenju faktora rizika za

kardiovaskularne bolesti (KVB), antimikrobnom u¢inku, smanjenju rizika od raka te ono

najvaznije, antioksidacijskom ucinku (2).

Tablica 4. Djelovanje ¢eSnjaka (1)

DJELOVANJE NACIN DJELOVANJA
Antibakterijsko UniStava bakterije.
Antihelmintik Sredstvo koje unistava ili izbacuje

crijevne gliste i/ili parazite.
Antioksidans Doprinosi oksidaciji slobodnih radikala

koji doprinose starenju i demenciji.

Razrjedivac krvi

Karminativ

Sredstvo protiv nadimanja.

Antikancerogeno sredstvo

Antikoagulant Sredstvo koje sprjecava stvaranje
ugrusaka u tekucini.
Antiseptik Sredstvo za inhibiranje rasta

mikroorganizama na zivom tkivu ili za

uniStavanje patogenih ili trulih bakterija.

Antitumorsko sredstvo

Inhibira stvaranje tumorskih stanica.

Antivirusno sredstvo

Dijaforetik Sredstvo koje potice znojenje.
Diuretik Sredstvo koje povecava volumen 1 protok
urina koji ¢isti mokraéni sustav.
Ekspektorans Sredstvo koje potice lucenje sluznice 1
sekreta iz diSnih puteva.
Stimulans Sredstvo koje pobuduje ili ubrzava

funkcionalnu aktivnost tkiva dajuci vise

energije.
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Studije su pokazale da cesnjak, bilo kuhan ili u sirovom obliku, ima iznimno snazna
antioksidacijska svojstva. Utvrdeno je da sirovi pokazuje iznimno dobru antioksidacijsku
aktivnost, dok s druge strane przeni ¢eSnjak ima jo$ jaCe antioksidacijske sposobnosti, Sto
jasno ukazuje na ¢injenicu da obrada moze utjecati na antioksidacijska svojstva. Crnom
¢eSnjaku se ucinkovitost hvatanja slobodnih radikala povecava s termickom obradom.
Aktivni sastojci ¢eSnjaka, poput fenola i saponina, najvisSe su odgovorni za njegove

antioksidacijske uc¢inke (26).

1.3.2. Bioloska aktivnost persina

Persin je biljka koja je iznimno bogata fitonutrijentima. Flavonoidi, a osobito flavoni, kao
sastavni dio perSina, predstavljaju mocne antioksidanse koji osim S$to odstranjuju
slobodne radikale, poticu i rad enzima koji umanjuju rizik od pojave raka, sprjecavaju

propadanje zubi, itd. (4).

Jos jedan vrlo vrijedan sastojak perSina koji predstavlja snazan antioksidans je vitamin C,
odnosno askorbinska kiselina. Ovaj u vodi topivi vitamin, nuzan je za biosintezu kolagena

1 esencijalan je nutrijent za ljudsko tijelo (4).

Persin uglavnom pokazuje visoki antioksidacijski kapacitet, budu¢i da sadrzi znacajne
koli¢ine bioaktivnih spojeva poput karotenoida, flavonoida, neflavonoida, fenola,
klorofila i vitamina C. Ipak, usporedujuci ga sa biljkama poput mente i korijandera, koje
imaju visok sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida, zbog niZzeg sadrzaja flavonoida pokazuje

nizi antioksidacijski kapacitet (4).

Sastojci sjemena perSina imaju znacajan utjecaj na smanjenje upale zglobova, artritisa i
gihta. PerSin je biljka koja ima pozitivne ufinke na smanjenje visokog krvnog tlaka,
nadimanja i gréeva u crijevima te se preporuca sréanim bolesnicima s obzirom da
povoljno utjece na cirkulaciju krvi. Zbog znacajnih koli¢ina fluora i bora u svom sastavu,
preporuca se za jacanje kostiju, a takoder se koristi kod upale mjehura, umirenja zivaca,
loSeg zadaha iz usta, koznih bolesti, uboda pcela, anemije, nesanice te za izazivanje
znojenja. Svojim estrogenim djelovanjem zene ga Cesto koriste u vrijeme dojenja i za

reguliranje mjesecnice (4).
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1.3.3. BioloSka aktivnost limuna

Limunov sok pokazuje izrazito zastitna svojstva za zdravlje ljudi i zaStitu od
oksidacijskog stresa. Taj vo¢ni ekstrakt koristen je kao u€inkovito sredstvo za smanjenje
koncentracije unutarstani¢nih reaktivnih kisikovih vrsta (Reactive Oxygen Species) i za
zastitu funkcije lipida, DNK i mitohondrija od oste¢enja izazvanih slobodnim radikalima.
Stovise, pokazuje jo§ neke zdravstvene koristi kao $to su antikancerogeni udinak,
antimikrobni ucinak, u¢inak sniZzavanja lipida, zaStitni u€inak protiv kardiovaskularnih
bolesti 1 antifungicidno djelovanje. Nadalje se koristi za lijeCenje problema sa Zelucem,
probavom, zubima, gubitkom pamcenja, za lijeCenje vrudice, krvarenja, reumatizma,
opeklina, poremecaja disanja, kolere, ateroskleroze, visokog krvnog tlaka, bolesti jetre te

potice probavu i sprjecava infekcije mokra¢nog sustava (6).

Tijekom proizvodnje soka od citrusa, stvara se poprili¢no velika koli¢ina nusproizvoda
kao $to su kostice i kora. Svi ovi nusproizvodi pokazuju Sirok spektar bioloskih aktivnosti,

ukljucujucéi antibakterijska, antifungalna, antidijabeticka i antivirusna djelovanja (7).

Limunova korica se koristi za otapanje Zu¢nih kamenaca i ima antikancerogena svojstva.
Takoder je dokazano da sadrzi polietoksilirane flavone koji su odgovorni za

antikancerogena, antivirusna i protuupalna djelovanja te za smanjenu krhkost kapilara

(.

Slika 17. OsuSena limunova kora (43)
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1.3.4. BioloSka aktivnost celera

Fenolne i antioksidacijske spojeve celera proucavali su brojni znanstvenici. Zbog spojeva
kao Sto su kava kiselina, p-kumarinska kiselina, ferulinska kiselina, apigenin, luteolin,
tanin, saponin i1 kaempferol, ima snaznu antioksidacijsku aktivnost u borbi protiv
slobodnih radikala. Jasno je da celer, s razli¢itim spojevima i raznolikom koncentracijom,
moze imati raznolike ljekovite ucinke. Korijen celera i njegovi listovi imaju sposobnost
uklanjanja radikala, dok cijela biljka za zastitu organizma smanjuje intenzitet liposomske

peroksidacije (10).

Takoder celer moze sprijeciti kardiovaskularne bolesti, zuticu, bolesti jetre, opstrukciju
mokraénog sustava, giht i reumati¢ne poremecaje. Celer smanjuje glukozu, lipide u krvi
1 krvni tlak, $to dodatno moze ojacati srce. Eksperimentalne studije pokazale su da celer
ima antifungalna i protuupalna svojstva. Stovise, njegova esencijalna ulja imaju
antibakterijske ucinke, a sjemenke su korisne u lijeCenju bronhitisa, astenopije, astme,
poremecaja koze poput psorijaze, itd. (10). Koriste se takoder i kao sredstva za
aromatizaciju te u antireumatskim formulacijama budu¢i da sjeme ima znacaj kao
sredstvo za ublazavanje artriti¢ne boli kod reumatskih stanja 1 gihta (44). Korijen celera

smatra se diuretikom i stoga se koristi za lijecenje kolika (10).

Slika 18. Korijen celera (45)
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1.3.5. BioloSka aktivnost selena

Vecina biljaka iz porodice Apiaceae pa tako i selen ima protugljivicno i protuupalno

djelovanje (46).

Zbog prisustva fenolnih spojeva pokazuje znacCajna antioksidacijska svojstva i
bakteriostatsko djelovanje, posebno protiv Gram-pozitivnih bakterija (12). U jednoj
studiji dokazano je da ekstrakt sjemenki selena ima snazno djelovanje protiv sljedecih
bakterija:  Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa 1 Klebsiella
pneumoniae te takoder protiv gljivica: Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae 1

Aspergillus niger (46).

Polifenoli iz selena Stite ljudski organizam od oksidacijskog stresa i raznih drugih upalnih
procesa. Takoder je znacajna njihova bioloSka aktivnost povezana sa prevencijom
mnogih bolesti poput raka, dijabetesa, Alzheimerove bolesti i kardiovaskularnih bolesti
(47). Korijen selena stoljec¢ima je sluzio kao diuretik i koristio se za lijeCenje zelu¢anih

tegoba (48).

1.3.6. BioloSka aktivnost komoraca

Biljni lijekovi 1 esencijalna ulja komora¢a imaju hepatoprotektivne ucinke i
antispazmoliticki efekt. Takoder su poznati po svojoj diuretickoj, protuupalnoj i
antioksidacijskoj aktivnosti. Nedavno je utvrdeno kako etericno ulje komora¢a moze
djelovati kao emenagog, odnosno tvar koja pospjesuje menstruaciju, te kao galaktagog ili
jednostavnije receno, hranjiva materija koja potpomaze lucenje mlijeka. Zbog svojih
antispazmolitickih uinaka moze djelovati kao lijek za respiratorne poremecaje i

dojenacke kolike (16).
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Tablica 5. Biolosko djelovanje bioaktivnih spojeva u komoracu (36)

Dio biljke Fitokemikalije Biolosko djelovanje
eteri¢no ulje sjemenki dianetol, fotoanetol estrogeno
eteri¢no ulje sjemenki S-miricen, limonen hepaprotektivno
etericno ulje sjemenki trans-anetol antitrombocitno

kvercitin-3-O-galaktozid,
kamferol-3-O-glukozid,

cijela biljka antioksidacijsko

kamferol-3-O-rutinozid,

ruzmarinska kiselina

eteri¢no ulje sjemenki anetol antitumorsko

dilapiol, psoralen,
stabljika . antibakterijsko
bergapten, skopoletin

linoleinska kiselina,
stabljika, list fungicidno
oleinska kiselina

1.3.7. Bioloska aktivnost papra

Posljednjih desetlje¢a zabiljeZeni su mnogi fizioloski ucinci crnog papra, njegovih
ekstrakata ili glavnih aktivnih tvari poput piperina. Piperin povoljno stimulira probavne
enzime gusterace, povecava probavni kapacitet i znacajno smanjuje vrijeme prijenosa
hrane iz probavnog trakta. Dokazano je da piperin, dok nije toksiCan, posjeduje
antimutageno i antitumorsko djelovanje (49). Takoder ima farmakoloske u¢inke poput
protuupalnih djelovanja, povecava bioraspolozivost lijekova, poti¢e oslobadanje

adrenalina te povisuje razinu cirkuliraju¢ih hormona Stitnjace (50).

Najvazniji u¢inak piperina njegova je zastita od oksidacijskih ostec¢enja, inhibiranjem ili
gasenjem slobodnih radikala i ROS-a. Dokazano je da tretman crnim paprom ili
piperinom inhibira lipidnu peroksidaciju i blagotvorno utjee na stani¢ni status tiola,
molekule antioksidansa i antioksidacijske enzime prilikom oksidacijskog stresa. Piperin
u malim koncentracijama moze djelovati kao sredstvo za uklanjanje hidroksilnih radikala,
ali u viSim koncentracijama dolazi do aktivacije Fentonove reakcije, §to u konacnici

rezultira pove¢anim stvaranjem hidroksilnih radikala (49).
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S druge strane, pokazalo se da je piperin ucinkovit antioksidans koji nudi zastitu od

oksidacije humanog lipoproteina niske gustoce (LDL) (49).

Provedeno je jo§ mnogo istrazivanja o ucincima papra kao antioksidansa i vecina ih je
imala pozitivne rezultate, ¢ime se da zakljuciti da ¢e se primjena ovog zacina kao

prirodnog antioksidansa zbog svojih djelotvornih u¢inaka u buduénosti uvelike povecati.

1.3.8. BioloSka aktivnost kurkume

Brojna istrazivanja biljeze visoko farmakoloSko djelovanje kurkume ukljucujuéi

antioksidacijska, protuupalna, antibakterijska i protugljivi¢cna svojstva (51).

Rizomi kurkume cesto se koriste za poboljSanje crijevne flore i probave, a kao lako
dostupan antiseptik koristi se i za lijeCenje iritacija koze (modrice, posjekotine i opekline)
(23). Mnoga istrazivanja ukazuju na to da imaju povoljno djelovanje protiv upalnih
procesa, stanica raka 1 AIDS-a te da pomazu u smanjenju kolesterola i sprjeCavanju
bolesti srca (22,41,38). MozZe se smatrati lijekom protiv astme, bronhitisa i prehlade

ukoliko se koristi pomijeSana s toplim mlijekom (22).

Tablica 6. Bioloska aktivnost kurkume i njezinih spojeva. (23)

Spoj / ekstrakt Bioloska aktivnost

Kurkuma u prahu Antitumorska, protuupglna aktivnost i zacjeljenje
rana, antiprotozoalno

Metilkurkumin Antiprotozoalno
Dematoksikurkumin i T
bisdematoksikurkumin Antioksidacijska
Hlapljivo ulje Protuupalna, antibakterijska, protugljivicna
Kurkumin Antibakterijska, antivirusna, antiprotozoalno,

antitumorska 1 antioksidacijska

Bioaktivna komponenta kurkume je kurkumin i1 dobiva se od suSenog korijena (41,38).
To je prirodno zuto do narancasto bojilo koje se koristi kao prehrambeni aditiv oznacen
E-brojem E100. Zbog Sirokog spektra bioloSkog djelovanja, antioksidacijskih i

protuupalnih svojstava koristi se za lije¢enje mnogih bolesti u Indiji i Kini (23).
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Smatra se bezopasnim pa se u farmaceutskoj industriji koristi pri lije¢enju dermatoloskih
bolesti kao S§to je psorijaza, atopijski dermatitis, vitiligo i akne (22). Ima izraZajno
antimikrobno 1 antioksidacijsko djelovanje Sto ga ¢ini snaznim hvatacem kisikovih
slobodnih radikala. Antioksidacijsko djelovanje kurkumina ocituje se kroz zastitu lipida
1 hemoglobina od oksidacije i sprjecavanje nastanka reaktivnih vrsta kisika. Na temelju
toga njegovo djelovanje mogucée je usporediti sa dobro poznatim antioksidansima,
vitaminom C i vitaminom E (41). Poznato je i antikancerogeno djelovanje kurkumina 1
kurkuminoida zbog karbonilne skupine (39,40). Takoder, kurkumin je izvrstan prirodni

antiseptik i1 dezinficijens (23).

1.3.9. BioloSka aktivnost luka

Luk pokazuje razne farmakoloske efekte poput inhibicije rasta tumora i mikroba stanice,
smanjenja rizika od raka, uklanjanja slobodnih radikala i zastite od kardiovaskularnih

bolesti, koji se pripisuju specificnim spojevima koji sadrze sumpor i flavonoide (27).

Kvercetin, kao vrlo vazan spoj luka, pokazuje najvecu antioksidacijsku aktivnost koja je
usporediva sa aktivnos$¢u a-tokoferola, pa stoga vanjski sloj luka predstavlja vazan resurs

prehrambenih sastojaka (26).

Dokazano je da redovita konzumacija luka smanjuje rizik od raka, mrene, oSte¢enja DNA
te krvozilnih 1 sréanih bolesti. Prisutnost luka 1 ¢eSnjaka u przenom mesu smanjuje
stvaranje kancerogenih heterociklickih amina u uzorcima kuhanog mesa (26). Luku se
takoder pripisuju mnoga ljekovita svojstva koja ukljucuju reguliranje bakterijskog sastava
crijeva, poboljSanje probave 1 rada mokra¢nog sustava. Takoder zahvaljujuci
antiseptickim ucincima pomaze radu diSnih organa prilikom upale grla, prehlade i kaslja

(28).
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. BILJNI EKSTRAKTI

U eksperimentalnom dijelu ovog diplomskog rada koriSteni su vodeni ekstrakti za¢inskog
bilja pripravljeni ekstrakcijom 10 g liofiliziranog biljnog materijala s 100 mL destilirane

vode u ultrazvucnoj kupelji u trajanju od dva sata pri 60 °C.

2.2. UREDAJIIT KEMIKALIJE

Uredaji:
e Tecan Microplates Reader, model SUNRISE, Tecan Group Ltd, Mannedorf,

Svicarska
e Spektrofotometar LAMBDA EZ201 PERKIN ELMER, UK
e Analiticka vaga, Kern, Model ALS 120-4, Kingston, UK

Kemikalije:

e Natrijev fosfat dihidrat, NaH2PO4 - 2H>0 (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
Missouri, SAD)

e Dinatrijev hidrogenfosfat, Na;HPO4 (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
Missouri, SAD)

o Fluorescein (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Germany)

e AAPH, 2,2 - azobis (2 - metilpropionamid) — dihidroklorid (Sigma-Aldrich
Corporation, St. Louis, Missouri, SAD)

e Trolox, (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-karboksilna kiselina) C14H1304,
97% cistoce (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Njemacka)

e Natrijev acetat, CH3COONa - H,O (A4l/kaloid AD-Skopje, Skopje, Makedonija)

e Glacijalna octena kiselina, CoH402 (4lkaloid AD-Skopje, Skopje, Makedonija)

e Klorovodi¢na kiselina, 37% HCI (Panreac, Barcelona, Spanjolska)

e TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin), Ci1sH12N¢ (Fluka, Sigma-Aldrich, Njemacka)

e Zeljezov(Ill) klorid, FeCls (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Etanol p.a. (Alkaloid AD-Skopje, Skopje, Makedonija)

o DPPH ([, 1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl, free radical), CisH22NsOs (Sigma-
Aldrich, Steinhem, Njemacka)
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2.3. METODE ODREDIVANJA ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI
2.3.1. ORAC metoda

ORAC metoda predstavlja standardizirani test uz pomo¢ kojeg se reakcijskim
mehanizmom prijenosa atoma vodika (HAT, engl. Hydrogen Atom Transfer) mjeri
stupanj inhibicije peroksil radikala (R'0,). U osnovnom testu peroksilni radikal reagira
sa fluorescentnom probom da bi formirao ne-fluorescentni produkt. Fluorescentna proba
predstavlja stanicnu molekulu koja je od strane peroksilnog radikala izloZena oksidaciji.
Naknadno dodani antioksidans se potom natjece sa probom za radikale, Sto u posljedici
inhibira i usporava oksidaciju same probe. ORAC test prati reakciju dulji vremenski
period, a ukupni antioksidacijski uc¢inak je predstavljen kao povrsina ispod krivulje
mjerenja intenziteta fluorescencije. Treba napomenuti da je ovo jedina metoda koja daje
informaciju o zaStitnom ucinku antioksidansa tijekom duzeg vremenskog perioda.
Prilikom reakcije probe s peroksilnim radikalom dolazi do slabljenja intenziteta
fluorescencije tijekom vremena. Kao standardna otopina u testu se koristi u vodi topivi

sintetski antioksidans Trolox (52).

Reagensi:
e Fosfatni pufer, pH=7, c=0,2 M
e Fosfatni pufer, pH=7,4, c=0,075 M
e Fluorescein: Stock otopina (c=4,2 mM)
e Radna otopina fluoresceina (¢c=0,8 uM)
e AAPH: 0,207 g AAPH otopi se u 5 ml 0,075 M pufera. Svaki dan se priprema
svjezi reagens, do mjerenja se cuva u ledenoj kupelji i stabilan je 8 h

e Otopina standarda — Trolox: ¢c=5-50 um

Postupak:

U svaku rupicu mikrotitarske plo¢ice doda se 150 pL fluoresceina i 25 uL uzorka. Uzorak
predstavljaju 0,075 M fosfatni pufer za slijepu probu (blank), otopina standarda Troloxa
za izradu bazdarne krivulje 1 uzorci ekstrakata zaclinskog bilja (pri odgovaraju¢em

razrijedenju). Tako pripremljene otopine se termostatiraju 30 minuta pri 37 °C.
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Potom se dodaje 25 pL AAPH te se svake minute mjeri promjena intenziteta
fluorescencije pri Aeks = 485 nm 1 Aem = 520 nm. Mjerenja su provedena u 3 ponavljanja,

a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD).

2.3.2. DPPH metoda

Pomoc¢u DPPH metode moze se lako procijeniti antioksidacijska sposobnost spojeva koji
su prisutni u razli¢itim ekstraktima ili nekim drugim bioloSkim izvorima. DPPH
predstavlja vremenski stabilan organski dusikov radikal ljubicaste boje koji se tijekom
redukcije gubi i1 prelazi u blijedo zuti hidrazinski oblik. Promjena boje posljedica je
sparivanja nesparenog elektrona DPPH radikala s vodikom antioksidansa pri ¢emu se
stvara reducirani DPPH-H. Mjerenjem promjene apsorbancije prati se sposobnost
antioksidansa da reducira upravo DPPH radikal. Na temelju postotka obezbojenja DPPH

radikala, u konacnici se izracuna antioksidacijski kapacitet uzorka (53).

Reagensi:
e Otopina DPPH radikala, ¢c=0,04 mg/mL
e Radni DPPH pripravlja se razrjedivanjem otopine DPPH radikala etanolom, sve
dok se ne postigne apsorbancija otopine 1,2 (+0,002) pri 492 nm i to neposredno

prije mjerenja

Postupak:

U mikrotitarske ploc¢ice otpipetira se volumen od 290 pL radne otopine DPPH radikala i
ocita se absorbancija prije dodatka uzorka. Nakon toga, u otopinu DPPH radikala se doda
10 puL uzorka. Promjena apsorbancije pri 492 nm ocita se nakon 30 minuta i nakon 1 h.
Sve analize, odnosno mjerenja izvrSena su u 3 ponavljanja, a rezultati su iskazani kao
srednja vrijednost + SD. Antioksidacijska aktivnost izrazena je kao % inhibicije DPPH

radikala izraunata prema izrazu:
% inhibicije DPPH = {(A C(0) — A A(t))/A C(0) } x 100
gdje je:

A C(0) — apsorbancija kontrole (otopina DPPH radikala) kod t = 0 minuta;

A A(t) — apsorbancija reakcijske smjese nakon 1 h
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2.3.3. FRAP metoda

Antioksidansi doniranjem elektrona u kiselom mediju pri pH 3,6 imaju sposobnost
reducirati zuti kompleks zeljeza(Ill) sa 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazinom (TPTZ) u plavo
obojeni kompleks Fe** -TPTZ. Prilikom toga se spektrofotometrijski mjeri intenzitet
novonastale plave boje. Na ovaj nacin se lako moZze odrediti redukcijska sposobnost
antioksidansa. lako je FRAP metoda jednostavna, brza, pristupacna i robusna, njezin
najveci nedostatak je Sto ¢e svaka komponenta koja posjeduje nizi standardni potencijal
od redoks-para (Fe** -TPTZ)/(Fe** -TPTZ), ¢ak i ona koja nema antioksidacijsku
sposobnost, dovesti do redukcije kompleksa i povecati FRAP vrijednost uzorka odnosno

dati lazno vece rezultate (54).

Reagensi:

e Acetatni pufer, ¢ (CoH3NaO: - 3H>0) =300 mmol/L, pH=3,6

e Otopina klorovodic¢ne kiseline (HCl1), c(HCI) = 40 mmol/L

e Otopina 2.4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ) u 40 mmol/L HCI, ¢(CisHi12Ng) = 10
mmol/L

e Otopina zeljezovog(IIl) klorida (FeCls), c(Fe*") = 20 mmol/L

e FRAP reagens se priprema mijeSanjem 2,5 mL otopine TPTZ, 2,5 mL otopine
FeCl3 1 25 mL acetatnog pufera.

Postupak:

U mikrotitarsku ploc¢icu otpipetira se 300 puL svjeze pripremljene otopine FRAP reagensa
1 o¢ita mu se apsorbancija pri 595 nm. Potom se u reagens doda 10 pL uzorka i prati se
promjena apsorbancije nakon 4 minute. Promjena apsorbancije izraCunava se kao razlika
konacne vrijednosti apsorbancije reakcijske smjese nakon 4 minute i apsorbancije FRAP
reagensa prije dodatka uzorka, te se usporeduje s vrijednostima dobivenim za otopinu
standarda. Kao standard je koriSten Trolox, a rezultati za FRAP otopinu ekstrakta izrazeni
su kao uM Trolox ekvivalenti (TE). Sva mjerenja izvrSena su u 3 ponavljanja i rezultati

prikazani kao srednja vrijednost = SD.
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3. REZULTATI I RASPRAVA

Postoji velik broj metoda kojima se mjeri antioksidacijski kapacitet biljnih ekstrakata.
Njihov najveci problem je nestandardiziranost, buduc¢i da niti jedna metoda ne prikazuje
mehanizme djelovanja svih antioksidansa i slobodnih radikala koji se nalaze u nekom
sustavu poput organizma ili hrane. Stoga je nuzno kombinirati viSe metoda koje ¢e u
konacnici ukazati na aktivnost svih prisutnih antioksidansa. SET (engl. Single Electron.
Transfer) 1 HAT (engl. Hydrogen Atom Transfer) predstavljaju dva osnovna mehanizma
pomoc¢u kojih antioksidansi mogu deaktivirati slobodne radikale. Pomoéu SET
mehanizma mjeri se sposobnost kojom antioksidans doniranjem elektrona moze
reducirati radikale 1 slicne komponente (55). Neke od metoda koje koristi SET
mehanizam su: FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant power) 1 TEAC (engl. Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity) (56). S druge strane, u HAT mehanizmu donira se
vodikov atom i na taj nacin mjeri sposobnost antioksidansa da reagira sa slobodnim
radikalima (55). Najpoznatije metode koje djeluju na principu HAT mehanizma su:
TRAP (engl. Total Radical Trapping Antioxidat Parametar), metoda izbjeljivanja
krocina (engl. Crocin bleachng assay), ORAC metoda (engl. Oxygen Radical Absorbance
Capacity) te DPPH (engl. 2,2-diphenyl-1-picryl-hidrazyl-hydrate) metoda (56).

Cilj ovog diplomskog rada bio je odrediti antioksidacijski kapacitet 9 razlicitih uzoraka
zacinskog bilja koristenjem ORAC, DPPH i FRAP metode. Rezultati ispitivanja prikazani

su na slikama 19-22.
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3.1. Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti ORAC metodom

Kod rezultata dobivenih ORAC metodom uocava se da su ekstrakti selena i papra (crni i
zeleni) pokazali najbolju aktivnost obzirom da su prikazani rezultati (slika 20) dobiveni

pri razrjedenju 1:1000 u odnosu na druge testirane ekstrakte pri razrijedenu 1:100.
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Slika 19. Graficki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti za¢inskog bilja

odredene ORAC metodom (Ekstrakti razrijedeni 1:100)
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Slika 20. Graficki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti zacinskog bilja

odredene ORAC metodom (Ekstrakti razrijedeni 1:1000)
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Iako cilj ovog rada nije bila priprava ekstrakta i odredivanje udjela fenola, valja istaknuti
da ova tri izdvojena ekstrakta sadrze i1 najve¢i udio ukupnih fenola (selen 557,2; papar
zeleni 561,4 1 papar crni 1463,9 mg GAE/L) (57). Ostali testirani ekstrakti su pokazali
dobru antioksidacijsku aktivnost, dok je najslabiju aktivnost pokazao uzorak komoraca s
ORAC vrijednosti 34,5 uM TE. Zanimljivo je da je uz komorac, ¢eSnjak imao najmanji
udio ukupnih fenola, dok je ¢esnjak u ovoj metodi pokazao dvostruko bolju aktivnost od
komoraca (ORAC vrijednost iznosila je 77,6 uM TE). lako su zuti i ljubicasti luk
sadrzavali gotovo jednak udio fenola ipak je luk ljubicasti pokazao nesto bolju aktivnost.
Posebno se izdvaja i persin s izvrsnom aktivnosti (ORAC vrijednosti iznosila je 92,5 uM
TE) obzirom da je udio ukupnih fenola u ovom ekstraktu bio prosjecan i (cca 400 mg
GAE/L) u odnosu na druge testirane ekstrakte sa slicnim sadrzajem fenola, ali manjim
antioksidacijskim uc¢inkom (pr. limun s 425 mg GAE/L imao je ORAC vrijednosti 85,2
uM TE).

Znanstvena studija koju su proveli Ninfali i1 sur. (2005) usporedivala je antioksidacijsku
aktivnost povréa 1 za¢inskog bilja, ukljucujucéi celer, komorac, ¢esnjak i1 luk. Zanimljivo
je istaknuti kako je CeSnjak imao daleko najvecu antioksidacijsku aktivnost (ORAC
vrijednost 5346 uM TE) u odnosu na druge testirane ekstrakte, ¢ija je ORAC vrijednost
bila priblizno jednaka (cca 350 uM TE) (58). Rezultati navedenog istrazivanja se ne
podudaraju sa rezultatima iz ovog rada, budu¢i da su u ovom diplomskom radu celer, luk
1 ¢eSnjak imali priblizno jednaku antioksidacijsku aktivnost, dok je komora¢ imao znatno

nize vrijednosti.

Ciz i sur. (2010) takoder su mjerili antioksidacijsku aktivnost u razli¢itim vrstama povréa.
Prema dobivenim rezultatima listovi perSina i celera imali su najvecu antioksidacijsku
aktivnost (ORAC vrijednost perSina iznosila je 113,5; ORAC vrijednost celera iznosila je
108,6 uM TE) u usporedbi s drugim analiziranim povréem. ORAC vrijednost za selen
iznosila je 57,3 uM TE (59) $to je znatno niza vrijednost u odnosu na rezultate dobivene

u ovom radu.

Bitno je napomenuti da razlike u antioksidacijskoj aktivnosti navedenih zacinskih biljaka
mogu biti zbog nacina priprave biljnog materijala 1 ekstrakata. U ovom radu su
pripravljani vodeni ekstrakti, dok su Ninfali i sur. (2005) zacinsko bilje testirali svjeze, a
u znanstvenoj studiji koju su proveli Ciz i sur. (2010) uzorci su nakon ekstrakcije

pomijesani sa 80% acetona u 0,2 % mravlje kiseline.
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3.2. Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Antioksidacijski kapacitet testiran DPPH metodom odreden je nakon 1 h i dobiveni

rezultati prikazani su na slici 21.
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Slika 21. Graficki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti zac¢inskog bilja

odredene DPPH metodom

Iz grafickog prikaza moze se uociti da od svih testiranih ekstrakata najveci % inhibicije
DPPH radikala pokazuju ekstrakti papra i to crni 94,4+1,5% 1 zeleni 87,3+0,81%
inhibicije. Najslabiji antioksidacijski kapacitet imao je celer (11% inhibicije), a slijedili
su ga limun s 27,1% 1 perSin s 28,2% inhibicije. Zanimljivo je kako ekstrakt selena za
razliku od ORAC metode, u ovom slucaju nije pokazao tako snazan antioksidacijski
kapacitet (35,6% inhibicije). Kod ekstrakta luka, ponovno ljubicasti luk ima bolji u¢inak
u odnosu na zuti (1,6 puta vecéi postotak inhibicije). Isti trend se uocava i kod ekstrakta
kurkume, gdje je ekstrakt nusproizvoda imao 1,7 puta bolji u¢inak u odnosu na ekstrakt

kurkume.

32



Usporedujuc¢i prikazane rezultate sa drugim studijama, vrlo slicna razlika u
antioksidacijskoj aktivnosti crnog papra i komoraca dobivena je u znanstvenoj studiji
koju su proveli Politeo 1 sur. (2006). Naime, ekstrakt komoraca pokazao je svega 9%
inhibicije, dok je ekstrakt crnog papra pri istoj koncentraciji (50 g/L) pokazao 61%
inhibicije DPPH radikala (60).

S druge strane, Pereira i Tavano (2014) DPPH metodom su, izmedu ostalog bilja,
odredivali antioksidacijsku aktivnost ¢eSnjaka, luka i perSina. Rezultati se ne podudaraju
sa prethodno prikazanim budu¢i da je perSin imao najveci antioksidacijski u€inak, dok je

ovdje u potpunosti suprotno (61).

3.3. Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

Redukcijska snaga odredena FRAP metodom dala je nesto drugaciji poredak aktivnosti

testiranih ekstrakata, a dobiveni rezultati su prikazani na slici 22.
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Slika 22. Graficki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti zac¢inskog bilja odredene

FRAP metodom
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Antioksidacijska aktivnost bila je najbolja kod ekstrakta crnog papra s FRAP vrijednosti
892436 uM TE. Zanimljivo je uociti kako postoji iznimno velika razlika u
antioksidacijskoj aktivnosti izmedu papra 1 ostalog zacinskog bilja, a posebno ¢eSnjaka
(FRAP vrijednost iznosila je 28,53 uM TE). Ove velike razlike u aktivnosti su u korelaciji
1 sa sadrzajem ukupnih fenola obzirom da papar crni sadrzava 8,2 puta viSe ukupnih
fenola u odnosu na cCe$njak (s najmanjim udjelom ukupnih fenola), stoga je bilo i
ocekivano da ¢e imati manju aktivnost. U odnosu na crni papar, zeleni papar 1 limun su
pokazali takoder izvrsnu redukcijsku sposobnost. Luk ljubicasti ovog puta nije imao bolji
antioksidacijski ucinak od zutog, naime luk Zzuti je imao gotovo dva puta bolju

redukcijsku snagu od ljubicastog.

Wojdylo 1 sur. (2007) odredili su fenolni sastav i1 antioksidacijsku aktivnost (FRAP
metodom) u 32 razli¢ite biljne vrste. Medu odabranim biljkama naSli su se persin,
komora¢ 1 kurkuma. Dobiveni rezultati pokazuju da komora¢ ima najvecu
antioksidacijsku aktivnost (FRAP vrijednost iznosila je 123 uM TE), $to je u korelaciji
sa njegovim takoder najve¢im sadrzajem fenolne kiseline (630 mg/100 g dw). Rezultati
ove studije se ne podudaraju s rezultatima dobivenim u ovom radu za ekstrakt komoraca
(62). Naime, kako je i vidljivo iz grafa (slika 22) ekstrakt komoraca je u ovom
diplomskom radu imao najmanju antioksidacijsku aktivnost od svog istrazivanog
zacinskog bilja uz ¢esSnjak. Ta razlika u rezultatima mogla bi se pripisati razli¢itom nacinu
priprave ekstrakata, budu¢i da se u znanstvenoj studiji mljeveni suhi biljni materijal

mijesao sa metanolom, dok su u ovom radu pripravljeni vodeni ekstrakti.

Znanstvena studija koju su proveli Hossain 1 sur. (2008) takoder ukljucuje
antioksidacijsku aktivnost ekstrakata razli¢itih zaCina, ekstrakt kurkume, celera, crnog
papra, komoraca, perSina, luka i ceSnjaka. Zanimljivo je da su prikazani rezultati
upucivali na najvecu redukcijsku snagu kurkume i celera. Papar se nasao na tre¢em
mjestu, a slijede ga komorac i perSin. Luk 1 ¢eSnjak su imali najmanju antioksidacijsku
aktivnost. Vazno je napomenuti da su svi uzorci pripravljeni na nacin da su osuSeni i
samljeveni te nakon toga homogenizirani u 25 ml 80%-tnog metanola na sobnoj
temperaturi (63). U potpunosti drugaciji nacin priprave ekstrakata najvjerojatnije je doveo

do razli¢itih rezultata izmedu znanstvene studije 1 ovog diplomskog rada.
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4. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobivenih rezultata mogu se izdvojiti slijedeci zakljucci:

e Svim koriStenim metodama najbolju antioksidacijsku aktivnost pokazao je

ekstrakt crnog papra.

e Najslabiju antioksidacijsku aktivnost ORAC metodom pokazao je ekstrakt
komoraca, DPPH metodom ekstrakt celera, dok je kod FRAP metode najmanju

aktivnost pokazao ¢esnjak.

e Ostali dobiveni rezultati ukazuju na dobra antioksidacijska svojstva nekoliko
zacinskih biljaka od kojih se izdvajaju selen, perSin, luk ljubiasti, kurkuma
nusproizvod 1 limun.

e Rezultati DPPH analize se podudaraju s rezultatima ORAC metode, obzirom da

se obje metode temelje na istom mehanizmu djelovanja (HAT mehanizam).
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