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e Odrediti antioksidacijsku aktivnost ljekovitog bilja (kadulja, klin¢i¢, lovor,
maslina i ruzmarin) koriStenjem razli¢itih metoda: FRAP (Ferric-Raducing
Antioxidant Power), DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl assay) i ORAC
(Oxygen Radical Absorbing Capacity) metode.

o Usporediti rezultate i izvesti zakljucke o antioksidacijskoj aktivnosti analiziranih
ekstrakata ljekovitog bilja.



SAZETAK

Zabrinutost potrosaca o Stetnosti sintetskih aditiva sve viSe utjeCe na primjenu prirodnih
aditiva koji jednako dobro mogu osigurati sigurnu i kvalitetnu hranu. Interes za mogu¢om
primjenom prirodnih dodataka u hrani, bilo da se sprijeci rast patogena koji se prenose
hranom ili da se odgodi njeno oksidativno kvarenje, sve je ve¢i. Mnoga istrazivanja
ukazuju na ¢injenicu da biljni ekstrakti zahvaljujuéi fenolnim spojevima, posjeduju dobra
antioksidacijska svojstva. Za odredivanje aktivnosti nekog uzorka, koriste se razlicite
metode temeljene na razli¢itim mehanizmima djelovanja. U cilju odredivanja
antioksidacijskog kapaciteta vodenih ekstrakata ljekovitog bilja kadulje, klin¢ica, lovora,
masline i ruzmarina KoriStene su tri antioksidacijske metode: FRAP (engl. Ferric
Reducing Antioxidant Power), DPPH (engl. 2,2-diphenyl-1-picrylhidrazyl assay) i
ORAC (engl. Oxygen Radical Absorbing Capacity) metoda. Rezultati antioksidacijske
aktivnosti odredene DPPH metodom ukazuju na izuzetno dobru redukcijsku sposobnost
svih testiranih ekstrakata ljekovitog bilja. ORAC i DPPH metodom ekstrakt masline imao
je najvecu antioksidacijsku aktivnost, a FRAP metodom ekstrakt klin¢i¢a. Obzirom na
udio ukupnih fenola i1 antioksidacijski potencijal moze se zakljuciti da se ekstrakt klincica
pokazao kao najbolji, no i ostali testirani ekstrakti pokazuju izniman antioksidacijski
potencijal 1 moguénost primjene u prehrambenoj industriji kao zamjena za sintetske

aditive.

Kljuéne rije¢i: antioksidacijska aktivnost, ljekovito bilje, FRAP, DPPH, ORAC



SUMMARY

Consumer concerns about the harmfulness of synthetic additives are increasingly
affecting the use of natural additives that can provide safe and equally quality food.
Interest in the possible use of natural food additives, whether to prevent the growth of
foodborne pathogens or to delay its oxidative spoilage, is growing. Many studies point to
the fact that plant extracts, thanks to phenolic compounds, possess good antioxidant
properties. To determine the activity of a sample, different methods based on different
mechanisms of action are used. In order to determine the antioxidant capacity of aqueous
extracts of sage, clove, laurel, olive, and rosemary, three antioxidant methods were used:
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
assay), and ORAC (Oxygen Radical Absorbing Capacity) method. The results of
antioxidant activity determined by the DPPH method indicate an extremely good
reducing ability of all tested herbs extracts. The olive extract showed the highest
antioxidant activity using ORAC and DPPH method, and clove extract using the FRAP
method. Considering the total phenols content and antioxidant potential, it can be
concluded that clove extract proved to be the best, but other tested extracts show
exceptional antioxidant potential and the possibility of application in the food industry as

a substitute for synthetic additives.

Keywords: antioxidant activity, herbs, FRAP, DPPH, ORAC
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UvoD

Upotreba kemikalija i sintetskih konzervansa kao inhibitora rasta patogena ili kao
antioksidansa je postala neophodna. No isto tako zabrinutost potrosata o Stetnosti
sintetskih aditiva sve vise poti¢e primjenu prirodnih aditiva koji jednako dobro mogu
osigurati sigurnu i kvalitetnu hranu. Interes za mogu¢om primjenom prirodnih dodataka
u hrani, bilo da se sprijeci rast patogena koji se prenose hranom ili da se odgodi njeno

oksidativno kvarenje, sve je veci.

Rezultati brojnih istrazivanja ukazali su na ¢injenicu da biljni ekstrakti, zahvaljujuéi
fenolnim spojevima, posjeduju izrazito dobra antioksidacijska svojstva. Stoga fenolni
antioksidansi iz prirodnih izvora, u prehrambenoj industriji postaju sve ¢es¢a alternativa
sintetskim antioksidansima. Bogat fenolni potencijal i dobra antioksidacijska aktivnost
ljekovitog bilja takoder imaju veliki znacaj za zdravlje Covjeka, 0sobito u zastiti od pojave

oksidacijskog stresa i brojnih drugih oboljenja.

U svrhu dokazivanja pozitivhog antioksidacijskog ucinka ljekovitog bilja u radu su
testirani ekstrakati ljekovitog bilja kadulje, klin¢i¢a, lovora, masline i ruZmarina,
koristenjem tri razli¢ite antioksidacijske metode temeljenje na razli¢itim mehanizmima
djelovanja (FRAP, DPPH i ORAC).



1. OPCI DIO

1.1. LIEKOVITO BILJE

U ljekovito bilje, prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije (World Health
Organization, WHO), ubrajaju se one vrste ¢iji jedan dio ili vise dijelova bilja sadrze
bioloski aktivnu tvar koja se moze iskoristiti u terapijske svrhe ili za kemijske 1
farmaceutske sinteze, dok aromati¢no bilje predstavlja one vrste koje sadrze jednu ili vise
aktivnih tvari posebnog okusa ili mirisa koje se upotrebljavaju za spravljanje mirisa,
napitaka i aroma te kozmetickih proizvoda (1, 2). U novijoj literaturi ljekovito, za¢insko
i aromati¢no bilje ¢esto se naziva zajednickim imenom - ljekovito bilje (1). Najéesce se
definira kao divlje i/ili uzgajane biljne kulture koje se mogu izravno ili neizravno koristiti

u medicinske svrhe (3).

Aktivne tvari ljekovitog bilja nastaju specificnom biljnom sintezom onih dijelova biljke
koji sadrze te aktivne tvari, a to su: list, cvijet, plod, stabljika i korijen (1). Mogu se

podijeliti na:

e primarne tvari: Seceri i proteini (nuzni biljci za rast i reprodukciju) i
e sekundarne tvari: alkaloidi, heteroglikoni (glikzidi), gume, biljne ljepljive sluzi
(mucilagini), gorke tvari, tanini, organske kiseline, enzimi, vitamini, smole,

balzami, gumene smole te eteri¢na ulja (1).

1.1.1. Upotreba i potencijal ljekovitog bilja

Upotreba razlicitih dijelova biljaka, osim u narodnoj medicini, sve je ¢eS¢a u javnom
zdravstvu. Zbog svojih antioksidacijskih svojstava znacajno smanjuju nuspojave,
toksic¢nost lijekova i njihovo nakupljanje u tijelu te tako predstavljaju dobru alternativu

kemijskim lijekovima (4).

Zbog sadrzaja bioloSkih aktivnih tvari ljekovito bilje ima viSestruku ulogu 1 Siroku
primjenu u lijeCenju ljudi i Zivotinja. Aromati¢no bilje se pak koristi u prehrambenoj

industriji radi poboljSavanja okusa te sluzi za dobivanje eteri¢nih ulja (1).



Caj je najéedéi pripravak i proizvod od ljekovitog bilja. Priprema se na razne nacine,
ovisno o u¢incima koje zelimo postici s njim te ovisno o dijelu biljke od koje se pripravlja.

Moze biti pripravljen kao:

e oparak ili infuz: Za pripravu se koristi suha, usitnjena biljka, rjede svjeza biljka,
koja se prelijeva kipu¢om vodom. Nakon 10 min i filtracije ¢aj je spreman za
konzumaciju. To je naj¢es¢i nacin priprave ¢aja koji se priprema od njeznih
struktura biljaka 1 onih koje sadrze termolabilne tvari (alkaloidi) ili lako hlapive
tvari (etericno ulje), npr. ¢aj od mente, nevena, smilja, stolisnika itd.

e uvarak: Ovaj nacin priprave se Koristi za biljke iz kojih se aktivne tvari teze
ekstrahiraju, npr. ¢aj od lista oraha, od islandskog lisaja itd. Usitnjena suha biljka
se prelijeva sa hladnom vodom, zagrijava do vrenja i nakon 10 min procijedi.

e provarak: To je nacin priprave ¢aja od biljaka kod kojih se ljekovite tvari teSko
ekstrahiraju (korijen, kora) ili od biljaka koje sadrze termostabilne tvari (npr.
saponini).

e naljev: Nacin priprave ¢aja od biljaka koje sadrze sluzi ili neke druge sastojke
osjetljive na toplinu. Biljni materijal prelije se hladnom vodom i ostavi
preklopljeno 6 sati, npr. ¢aj od bijelog i crnog sljeza ili sjemenki dunje koje sadrze
sluzi (5).

S druge strane, za one aktivne tvari iz biljaka koje se bolje tope u alkoholu nego u vodi,
pogodan je biljni pripravak koji se naziva tinktura. Obi¢no se pripravlja od suhog bilja
koje se prelijeva sa 70%-tnim alkoholom (omjer bilja i alkohola 1:5). U slu¢aju pripreme
tinkture od svjezeg lis¢a potrebno je dvostruko ili trostruko vecu koli¢inu bilja preliti sa

96%-tnim alkoholom (5).

Biljni pripravci od ljekovitog bilja od davnina se koriste u narodnoj medicini za lije¢enje
raznih tegoba. Tako se za diSne tegobe Cesto koristi sirup pripravljen od trpuca, borovih
iglica, divizme ili maslacka. Mocenjem svjezeg ili suhog bilja u ulju nastaju macerati koji
se koriste kao ulja za masazu, za zacjeljivanje rana i izradu drugih biljnih pripravaka kao

npr. emulzija, krema itd. (5).

Takoder, ljekovito bilje ima znacajnu upotrebu kod priprave biljne masti i biljnog octa

koji se mogu koristiti za zacinjavanje jela te biljne kupke za poboljsanje cirkulacije (5).



1.2. KADULJA (Salvia officinalis L.)

Ljekovita kadulja, latinskog imena Salvia officinalis koje potjec¢e od rijeci salvare =
spasiti (lijeciti) je viSegodis$nja, zimzelena polugrmovita biljka iz porodice Lamiaceae.
Samonikla je biljka koja moZze narasti do 90 cm. Stabljike su razgranate i povijene, a u
donjem dijelu drvenaste. Cvjetovi su ljubicasto-plave, a listovi sivkasto-zelene boje
izduzeno-ovalnog oblika. Za iskoristavanje ljekovitih svojstava koriste se listovi i vrhovi

grancica koji se beru kada biljka po¢ne cvjetati (6, 7).

Slika 1. Kadulja (8)

1.2.1. Kemijski profil kadulje

Udio pojedinih komponenti varira ovisno o ¢imbenicima okolisa i klimatskim uvjetima.
Dominante komponente izolirane iz kadulje i etericnog ulja kadulje su a-tujon, S-tujon,
kamfor i 1,8-cineol. Terpineol i linalil-acetat imaju najvece antibakterijsko djelovanje (9,
10).

CH3 CH;

H3C/\CH3 |—|3(:’/\‘cH3

a) b)

Slika 2. Kemijska struktura: a) a-tujona i b) p-tujona (11)



Kemijski sastav kadulje ¢ine proteini, ugljikohidrati, masti i dijetalna vlaka. Takoder
sadrze brojne vitamine: C, B1 (tiamin), B2 (riboflavin), B3 (niacin), B6 (piridoksin) i B9
(folna kiselina), A, D, E i K. Od minerala prisutni su kalcij, Zeljezo, magnezij, fosfor,

kalij, natrij, cink, mangan, selen i bakar (12).

Tablica 1. Glavni sastojci esencijalnog ulja ljekovite kadulje (13)

Spoj % Spoj %
limonen 3,54 mirtenol 0,26
1,8-cineol 17,83 karveol 0,10
linalol 0,20 ledol 0,95
a-tujon 13,82 y-selinen 3,73
S-tujon 5,96 kariofilen oksid 1,06
S-pinen 0,27 santolin 0,19
kariofilen 3,86 spathulenol 0,47
y-elemen 0,20 humulen epoksid 1,02
(2)-pinokamfon 0,31 miristicin 0,13
kamfor 26,38 izoaromadendren epoksid 0,31
humulen 4,59 a-santalol 0,11
kamfen 0,25 trans-Z-a-bisabolen epksid 0,25
terpineol 1,50 kariofilen (13) 1,10
borneol 3,06 manoil oksid 5,46
a-terpinil acetat 2,02 p-selinen 0,45
geranil acetat 0,21 Ukupno identificirani spojevi 92,45

1.2.2. Bioloska aktivnost kadulje

Antioksidansi su vazan dio redovite prehrane. Djelujuci kao hvataci slobodnih radikala,
sprjeCavaju nastanak oksidacijskog stresa, odnosno oksidativno oStec¢enje stanica.
Kadulja je jedna od ljekovitih biljaka sa najbogatijim izvorom antioksidansa. Za povoljnu
biolosku aktivnost i antioksidacijski u¢inak odgovorni su fenolni spojevi od kojih se
posebno isticu karnozol, karnozolna i ruzmarinska kiselina. Nadalje, drugi
antioksidacijski sastojci identificirani u kadulji su kava i ferulinska kiselina, rosmanol,

cirsimaritin i epirosmanol (14, 15, 16).



Njena ljekovita svojstva prepoznata su jo$ od najstarijin vremena kada se koristila kao
stimulans, tonik, antiseptik i antihidrotik. Osim $to se dugo koristila u narodnoj medicini,
primjenu je nasla u industriji farmacije, kozmetike 1 u kulinarstvu. Moze se koristiti suha
ili svjeza, a najcesce se koristi kao slana aroma hrane, odnosno kao suho lis¢e (13, 17).
Biljna sredstva pripravljena pomocu kadulje pomazu apsorpciji hranjivih tvari i uklanjaju
simptome nedostatka estrogena i menopauze. Korisna je i u lijeCenju gastrointestinalnih
poremecaja (14). Aromati¢na i ljekovita vrijednost kadulje temelji se na visokoj
koncentraciji hlapljivih ulja koji se nalaze u nadzemnim dijelovima biljke (5, 13).
Destilacijom vodenom parom biljke u cvatu dobiva se eteri¢no ulje kadulje koje zbog
slatkastog 1 toplog mirisa povoljno djeluje u lijeCenju stresa, paranoje, depresije i
anksioznosti. Sabinol, komfor, a-tujon i eukaliptol (1,8-cineol), kao glavni sastojci
etericnog ulja kadulje odgovorni su za antimikrobna i antibiotska svojstva. Vrijednost
kadulje pripisuje se velikoj koncentraciji tujona i njegovoj ljekovitosti u eteri¢nom ulju i
lis¢u (5, 13, 17).

Koristi se kao antioksidans i konzervans protiv kvarenja hrane te u kulinarstvu za
aromatiziranje hrane (5, 14, 17). Zbog antisepti¢kog djelovanja, u narodnoj medicini Se
koristila u lije¢enju vrucice, upale grla, bronhitisa, reume i znojenja. Stoga se i danas
razne vrste ekstrakta kadulje mogu pronaci u pripravcima za njegu koze, kose i usne

Supljine te u raznim deterdZentima i sapunima (5, 13, 18).

1.3.KLINCIC (Syzgium aromaticum)

Klin¢i¢, biljka iz porodice Myrtaceea, jedan je od najcjenjenijih zacina i ljekovitih biljaka.
To je vazdazeleno visoko drveée porijeklom iz Indonezije (19, 20). Za dobivanje
eteri¢nog ulja i u proizvodnji za¢ina koriste se cvjetni pupovi klincic¢a koji se sakupljaju
u fazi sazrijevanja prije cvatnje (19). Na latinskom se zove clavus, §to znaci ¢avao, na
koji i lice njegovi cvjetni pupovi. Okus mu je vrlo jak i slatkasto-trpak, a miris opor i
aromati¢an. Tradicionalno se koristi kao konzervans hrane (20, 21). Siroku primjenu ima
u farmaceutskoj, prehrambenoj i kozmeti¢koj industriji (19, 21). Takoder, primjenu je
nasao i u poljoprivredi gdje moze biti od velike koristi za uzgoj raznih povrtnih kultura

kao $to su luk, salate, raj¢ice i razni biljni ¢ajevi (20, 21).



Slika 3. Klin¢i¢ (22) Slika 4. Klin¢i¢ kao zagin (23)

1.3.1. Kemijski profil klincica

Kemijski sastav bilja odreden je agro-klimatskim uvjetima uzgoja biljke i skladiStenja
proizvoda. OsuSeni cvjetni pupovi sadrze hlapljivo ulje, smole, tanine, celulozu,
pentozane i hranjive sastojke kao $to su ugljikohidrati, proteini, vitamini i mineralni
elementi. Klin¢i¢ daje razlicite vrste hlapljivog ulja koje moze biti ekstrahirano iz lis¢a,
stabljike, pupoljaka i ploda. Eugenol je glavna komponenta svih vrsta ulja i opcéenito
glavni bioaktivni spoj klin¢ica. Na 100 g svjezeg biljnog materijala nalazi se u
koncentracijama od 9,4 do 14,7 g (19, 21).

Tablica 2. Komponente raznih vrsta ulja klin¢ic¢a (19)

Vrstaulja | Eteri¢no ulje (%) Dominantne komponente

Ulie pupa 15 - 20 eugenol (70-85%), eugenil-acetat, g-kariofilen,
matilamilketon, metil salicilat, benzaldehid
eugenol (80,2%), eugenil-acetat, kariofilen,

Ulje lis¢a 30-48 razne vrste spojeva kao npr. monoterpeni,
aldehidi i ketoni

Ulje stabljike 6 eugenol, g-kariofil

Voéno ulje 2 eugenol (50-55%)




Tablica 3. Sadrzaj vitamina i minerala u klin¢i¢u (12)

Vitamin C 0,200 mg
Vitamin B1 0,158 mg
Vitamin B2 0,220 mg
Vitamin B3 1,560 mg
Vitamin B5 0,509 mg
Vitamin B6 0,391 mg
Vitamin B9 0,025 mg
Vitamin A 160 IU*
Vitamin E 8,820 mg
Vitamin K 0,142 mg
Kalcij 632 mg
Zeljezo 11,830 mg
Magnezij 259 mg
Fosfor 104 mg
Kalij 1020 mg
Natrij 277 mg
Cink 2,320 mg
Bakar 0,368 mg
Mangan 60,127 mg
Selen 0,007 g

Vrijednosti se odnose na koli¢inu od 100 g uzorka; *IU — International unit (Medunarodna
jedinica — 1J), jedinica mjere za koli¢inu supstance koja se zasniva na mjerenju bioloskih efekata.
Vitamin A: 1 U je bioloski ekvivalent za 0,3 pg retinola, ili 0,6 pug B-karotena

Nehlapljive sastojke klin¢i¢a ¢ine tanini, triterpeni, steroli i flavonoidi. Tanini u klin¢i¢u
u omjeru 10-13% imaju isti kemijski sastav kao galotaninska kiselina, dok su triterpeni
zastupljeni u omjeru od oko 2%. Steroli klin¢i¢a ukljuCuju stigmasterol, sitosterol i
kampesterol. Od fenolnih kiselina, najzastupljenija je galna kiselina, a u manjim
koncentracijama zastupljene su kava, elaginska, salicilna i feruli¢na kiselina. Takoder, u

klin¢i¢u su prisutni i flavonoidi poput kempferola, kvercetina i njihovih derivata (19, 21).



OCH,

Eugenol acetat

Kempferol

Slika 5. Strukturne formule nekih vaznih fitokemikalija u klin¢i¢u (21)

1.3.2. BioloSka aktivnost klinéiéa

Bogat izvor fenolnih sastojaka pruzaju mu snaznu antioksidacijsku i antimikrobnu
aktivnost te antibakterijska, protugljivi¢na, antivirusna i antikancerogena svojstva, zbog
Cega se posebno istiCe medu ostalim zacinima (19). Njegovo antimikrobno i
antioksidacijsko djelovanje znacajno je vece od drugih zac¢ina i od mnogih vrsta voca i
povréa (21). Najznacajnije vrste fenolnih spojeva pronadenih u klin¢i¢u su fenolne
kiseline, flavonoli, tanini, glukozidi i fenolna hlapljiva ulja od kojih je najznacajniji
eugenol. Eugenol, kao glavni sastojak arome klin¢i¢a, zbog zanimljive konjugacije
ugljikovog lanca s aromatskim prstenom, sudjeluje u stabilizaciji fenoksilnog radikala.
Omogucuje 1 doniranje atoma vodika stvaraju¢i pri tom stabilne spojeve koji
onemogucuju Sirenje oksidacije, samim tim i pojavu oksidacijskog stresa (19, 21).
Eugenol je primjenu nasao 1 u stomatologiji kao lokalni anestetik te kao sastojak zubnog
cementa za privremenu ispunu zuba (24). Antioksidacijsko djelovanje eugenola moze se
usporediti s djelovanjem sintetskog antioksidansa, BHA (beta-hidroksi kiselina) i
pirogalola. Osim doniranja vodika, klin¢i¢ ima veliki kapacitet u smanjenju peroksidacije

lipida (19, 21).

Povoljno djelovanje klin¢i¢a uglavnom se pripisuje njegovoj aromi i ulju klin¢i¢a koje
povoljno djeluje na poboljSanje pamcenja i smanjenje respiratornih problema (prehlada,
kaSalj, astma, bronhitis). Mnoga istrazivanja ukazuju da ulje klin¢i¢a smanjenjem

oksidacijskog stresa moze kratkoro¢no, ali i dugorocno, vratiti nedostatke pamcenja.



Aroma klin¢i¢a smanjuje nemir i glavobolju. Koristi se u raznim sredstvima za ispiranje
usta, sprejevima za grlo, zubnim pastama te zubnim kremama zbog svog antibakterijskog
djelovanja. Zbog prisutnosti flavonoida ulje klin¢i¢a ima 1 izrazita protuupalna svojstva
te pomaze u borbi protiv napada mikroba. Klin¢i¢ kontrolira razinu glukoze u krvi, stoga
je pogodan za dijabeticare, a antikancerogeni potencijal opravdava njegovu upotrebu u

lije¢enju koze i karcinoma pluca (19, 21).

Kao zacin u kulinarstvu koristi se za aromatiziranje kolaca, cokolade, mesnih proizvoda,
peciva, bezalkoholnih pi¢a i kuhanog vina. Cesto se mijesa sa drugim za¢inima (20, 21).
Eteri¢na ulja koriste se u farmaceutskoj industriji i proizvodnji kozmetike, sapuna,

parfema te insekticida (25).

1.4.LOVOR (Laurus nobilis L.)

Lovor je mediteranska biljka iz porodica Laureaceae. Raste u obliku grmova ili drveéa
tvoreéi §iroku i gustu krosnju (26, 27). Siroko je rasprostranjeno drvo na Mediteranskom
podrucju i u Europi. Uzgaja se kao ukrasna biljka diljem Europe i Amerike, a prvenstveno
kao visoko vrijedna zacinska kultura zbog svog aromati¢nog lis¢a (28, 29). Moze narasti
od 10 do 18 m. Listovi su vazdazeleni, kozasti, duguljasti i zaSiljeni. U ljekovite i zacinske

svrhe koriste se listovi i bobice (2).

Slika 9. Lovorov list (30)
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Eteri¢no ulje dobiveno iz listova lovora i sami listovi koriste se u prehrambenoj industriji
kao zacini (26). Koriste se i u prirodnoj medicini za tretiranje epilepsije te u narodnim
lijekovima za lijecenje raznih Zelucanih bolesti 1 drugih zdravstvenih problema kao §to su

dermatitis i reumatizam (26, 28, 29).

1.4.1. Kemijski profil lovora

Analize pokazuju prisutnost spojeva hlapljivih i nehlapljivih ulja, alkohola, alkaloida,
minerala, vitamina, tanina i flavonoida (29). List s glavnhom sastavnicom 1,8-cineolom,
monoterpenolima i manjom koli¢inom aktivnih seskviterpenskih laktona, sadrzi 1-3%

etericnog ulja. Plod sadrzi 30-40% masti i ulja, Secera i Skroba te 1% eteri¢nog ulja (31).

sabinen

metileugenol

eukaliptol

terpenilacetat

Slika 10. Glavne komponente eteri¢nog ulja lovora (32)

1.4.2. BioloSka aktivnost lovora

Lovor, kao bogat izvor prirodnih antimikrobnih spojeva i antioksidansa, pokazuje
antioksidativna i antimikrobna svojstva, a listovi i bobice koriste se protiv reumatizma,
koznih osipa i zelu¢anih bolesti (33, 34). Takoder, suho lis¢e i eteri¢no ulje dobiveno iz
listova lovora predstavlja dragocjen zacin u kulinarstvu (34). Glavne komponente
eteri¢nog ulja odgovorne za antioksidacijsko i antibakterijsko djelovanje su 1,8-cineol,

linalol, karvakrol, terpenil acetat, metil eugenol i sabinen (32).
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Slika 11. Strukturna formula 1,8-cineola (35)

1.5.MASLINA (Olea europaea L.)

Maslina botani¢ki pripada porodici Oleaceae. Stablo nepravilnog oblika, koje moze
narasti do visine od 10 m, sadrzi mnostvo kvrga i lis¢a elipti¢nog izgleda, svijetlo ili
tamnozelene boje. Ova zimzelena suptropska biljka najvise je rasprostranjena u zemljama
Mediterana (oko 95%). Danas se u svijetu uzgaja vise od 800 000 000 stabala maslina,
od kojih velika vecina sluzi za proizvodnju maslinovog ulja. Plod masline i ulje koje se
od njega dobiva vazni su sastojci u svakodnevnoj prehrani velikog dijela svjetske
populacije. Zemlje Mediterana, od kojih su na prvom mjestu Spanjolska i Italija, njegovi
su najveci proizvodaci. Postoji veliki broj sorti maslina, a neke od najpoznatijih na nasim
podruc¢jima su: Oblica, Drobnica, Lastovka, Levantinka, Buza, Istarska bjelica, Crnica,
itd. (36).

Slika 12. Masline (37)
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1.5.1. Kemijski profil masline

Otkriven je Sirok spektar fenolnih spojeva prilikom analize vodenog ekstrakta lista
masline. Identificirano je sedam fenolnih spojeva: kava kiselina, verbaskozid, oleuropein,
luteolin 7-O-glukozid, rutin, apigenin 7-O-glukozid i luteolin 4'-O-glukozid (Slika 13.)
(38).

(o] O
HO™ o .
OH Ho
1) (2) 3
OH
OH

(4) (%)

(6) (")

Slika 13. Kemijske strukture identificiranih fenolnih spojeva: (1) kava kiselina; (2)
verbaskozid; (3) rutin; (4) oleuropein; (5) luteolin 4°-O-glukozid; (6) apigenin 7-O-
glukozid; (7) luteolin 7-O-glukozid (39 - 45).
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Kvantifikacija fenola prisutnih u vodenom ekstraktu otkrila je veliku koli¢inu ovih
spojeva, koja je bila znatno vecéa od prethodno pronadenih vrijednosti za hidrometanolne
ekstrakte iste i drugih sorti maslinovog lista. Za razliku od onoga $§to se dogodilo s
hidrometanolnim ekstraktima u kojima su glavnu ulogu imali flavonoidni spojevi, vodeni
ekstrakt pokazao je profil u kojem je spoj oleuropein bio prisutan u najvecoj koli¢ini, ¢ak
73% od ukupno identificiranih spojeva (tablica 4). Kava kiselina ¢inila je oko 1% od

ukupnih identificiranih fenola (46).

Tablica 4. Kvantifikacija fenolnih spojeva u liofiliziranom ekstraktu lista masline (46)

Spoj mg/kg
Kava Kiselina 220,54+ 23,3
Verbaskozid 966,1 + 18,1
Oleuropein 26471,4 +1760,2
Luteolin 7-O-glukozid 4208,9 +97,8
Rutin 4959 + 12,2
Apigenin 7-O-glukozid 2333,1 £ 74,7
Luteolin 4'-O-glukozid 1355,9 + 75,9

1.5.2. BioloSka aktivnost masline

U listu masline nalaze se vrlo vazni sekoiridoidni spojevi: oleacein, odgovoran za
hipotenzivno djelovanje i oleuropein, odgovoran za hipoglikemijsku aktivnost. Nekoliko
radova je pokazalo da ekstrakt liS¢a masline ima sposobnost snizavanja krvnog tlaka kod
zivotinja. Takoder povecava protok krvi u koronarnim arterijama, ublazava aritmiju i
sprjeCava gréeve crijevnih miSi¢a. LiS¢e se mozZe koristiti 1 u infuzijama, dopustajuci
znatan unos bioaktivnih spojeva. Znanstvene studije koje opisuju antimikrobna svojstva
fenolnih spojeva u proizvodima od maslina odnose se na spojeve dobivene iz ploda

masline, posebno hidroksitirozol i oleuropein (38).
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Slika 14. Kemijska struktura: a) oleuropeina i b) oleacina (47)

1.6.RUZMARIN (Rosmarinus officinalis L.)

RuZmarin je viSegodiS$nja zimzelena ljekovita biljka iz porodice Lamiaceae podrijetlom
iz mediteranske regije. Ime rosmarinus potjece od latinskog ros §to znaci rosa i marinus

Sto zna¢i more, odnosno "morska rosa" (48).

Slika 15. Ruzmarin (49)
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Obic¢no je 1-2 metra visok, a uzgaja se diljem svijeta na tlu bogatom kalcijem. To je
aromati¢na i grmolika biljka s mirisnim igli¢astim listovima pikantnog, ljutog i gorkog
okusa. Grane su crvenkaste, gusto obrasle igli¢astim i kozastim listovima. U "pazusima"
listova formiraju se ljubicasto-plavi cvjetovi. Najcesce se koristi u obliku eteri¢nog ulja
ili suSenom obliku (6, 50, 51, 52).

1.6.1. Kemijski profil rumarina

Najzastupljeniji fenolni spojevi u ruzmarinu su fenolne kiseline (kava, ruzmarinska 1
klorogenska kiselina), sufavonoidi (homoplantaginin, genkvanin i cirsimaritin) te fenolni

diterpeni (karnozol, ruzmarinska i karnozolna kiselina) (31).

KARNOZOLNA KISELINA

KARNOZOL

NV,

RUZMARINSKA KISELINA
HO

OH

Slika 16. Strukturne formule najznacajnijih spojeva u ruzmarinu (i kadulji) (53)
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Tablica 5. Nutritivne vrijednosti svjezeg ruzmarina na 100 g uzorka (12)

Nutrijent Kolicina
Energetska vrijednost (kcal) 131,00
Proteini (g) 3,31
Ugljikohidrati (g) 20,70
Mati (9) 5,86
Vlakna (g) 14,10
Voda () 67,77
Mononezasi¢ene masne kiseline (g) 1,16
Polinezasi¢ene masne kiseline (g) 0,90
Vitamini (mg) 25,03
Minerali (g) 1,18

1.6.2. BioloSka aktivnost ruzmarina

Zbog svojih terapeutskih, protuupalnih i antioksidacijskih svojstava koristi se u
prehrambenoj i farmaceutskoj industriji te narodnoj medicini kod bolesti bubrega, jetre,
srca, reume te u lijecenju upalnih bolesti. Ruzmarin poboljSava cirkulaciju i koncentraciju
na nacin da potice tok krvi prema mozgu (48, 51,). Svjez ili osuSen ruzmarin nasao je
veliku primjenu i u prehrambenoj industriji. List se dodaje raznim vrstama jela kao za¢in
zbog poboljsanja organoleptickih svojstava (48, 54). Koristi se i kao prirodni konzervans
u hrani te u industriji kozmetike i farmacije, najées¢e u proizvodnji parfema i sapuna.
Dodaje se u kozmeticke preparate poput Sampona ili regeneratora u svrhu jacanja korijena

kose (48, 50).
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Tablica 6. Bioloske aktivnosti i mehanizmi djelovanja ekstrakta ruzmarina (53)

Bioloska aktivnost

Mehanizmi djelovanja

Protuupalna aktivnost

Karnozolna kiselina inhibira NO.

Karnozol smanjuje atopijski dermatitis.
Ekstrakt ruzmarina pokazao je protuupalno
djelovanje sli¢no indometacinu.

Rak koze

Ekstrakt ruzmarina povecava razdoblje latencije 1
smanjuje broj, promjer, tezinu i ucestalost tumora.
Karnozolna kiselina pokazala je zastitni u¢inak
protiv melanoma.

Zarastanje rane

Krema od ruzmarina ubrzala je zacjeljivanje rana.
Ulje ruzmarina ubrzalo je zarastanje rana kod
dijabeticara i ne dijabeticara.

Transdermalni udinci

Monoterpeni prisutni u ulju ruzmarina poticu
koznu apsorpciju.

Protugljivicna aktivnost

Ekstrakt ruzmarina inhibira rast gljivica.

Ginoidna lipodistrofija (celulitis)

Krema s karnozolnom kiselinom bila je odgovorna
za poboljSanje izgleda celulitisa.

Alopecija

Ekstrakt ruzmarina poti¢e rast kose.

Protiv starenja

Nano Cestice esencijalnog ulja ruzmarina pokazale
su vecu sposobnost hidrataciju i poboljSavaju
elasti¢nost koze.

Zastita od ultraljubicastog zraCenja

Ekstrakt ruzmarina smanjio je osteéenje koze
uzrokovano suncem.

Znacajno se isti¢e zbog protuupalnog, antimikrobnog, antitumorskog, antioksidacijskog,

protugljivi¢nog te zaStitnog i inhibicijskog djelovanja (50, 51). Opcenito, bioloska

aktivnost ruzmarina javlja se zbog prisutnosti antioksidansa, toc¢nije flavonoida, fenolne

kiseline i fenolnih diterpena (50). Kao i kod kadulje fenolni sastojci koji se posebno istic¢u

su karnozol, karnozolna kiselina i ruzmarinska kiselina (slika 16.) (56). Ekstrakt

ruzmarina ima jako antioksidacijsko djelovanje protiv bakterija, posebno protiv Gram-

pozitivnih bakterijai C. jejuni. Takoder, odli¢no djeluje protiv gljivica roda Candida (56).
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. MATERIJAL

U eksperimentalnom dijelu ovog diplomskog rada koriSteni su prethodno pripremljeni
vodeni ekstrakti ljekovitog bilja: kadulje, klin¢ica, lovora, masline i ruzmarina. VVodeni
ekstrakti (15 g/100 mL) su pripravljeni koristenjem ultrazvucne kupelji (2 h, 60 °C). Po
zavrSetku ekstrakcije uzorci su filtrirani preko filter papira i ¢uvani u hladnjaku do

trenutka analize.

2.2.UREDAJI | KEMIKALIJE

Od uredaja u eksperimentalnom dijelu diplomskog rada koristeni su:

e Tecan MicroPlates Reader, model Sunrise, Tecan Group Ltd, Mannedorf,
Svicarska

e Tecan BioTek, model: Synergy HTX, Inc., Winooski, VT

e Analiti¢ka vaga, Kern, Model ALS 120-4, Kingston, Ujedinjeno Kraljevstvo

e Mikrotitarske ploCice, nesterilne, Sarsted, Njemacka

KoriSteni reagensi 1 otapala u radu su:

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

e dinatrijev hidrogenfosfat, NaHPO4 (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis,
Missouri, SAD)

e 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) C14H1g0a4,
Mr=250,29 g/mol, 97% cistoce (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Njemacka)

e natrijev acetat, CH3COONa x H20 (Alkaloid AD-Skopje, Skopje, Makedonija)

e glacijalna octena kiselina, CoH4O> (Alkaloid AD-Skopje, Skopje, Makedonija)
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e Kklorovodi¢na kiselina, 37% (Panreac, Barcelona, Spanjolska)

e TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin) C1sH12Ne (Fluka, Sigma-Aldrich, Njemacka)

o zeljezo (1) klorid, FeClz (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

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

e DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyl, free radical) C1sH22NsOg (Sigma-Aldrich,

Steinhem, Njemacka)

2.3.METODE ODREDIVANJA ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI

Za odredivanje antioksidacijskih svojstava ljekovitog bilja u radu su koristene tri razli¢ite

spektrofotometrijske metode: FRAP, DPPH i ORAC metoda.

2.3.1. FRAP metoda (engl. Ferric-Reducing Antioxidant Power)

FRAP metoda se prvenstveno razvila za mjerenje redukcijske snage krvne plazme, ali se
naknadno prilagodila pa se danas ucestalo koristi za ispitivanje antioksidansa. Temelji se
na sposobnosti antioksidansa da reduciraju zuti feril-tripiridil-s-triazin kompleks
(Fe(IIN)-TPTZ) u plavi zeljezni kompleks (Fe(Il)-TPTZ) djelovanjem antioksidansa.
FRAP metoda se izvodi pri kiselom pH (pH=3,6). Rezultati FRAP-a mogu varirati ovisno
o ispitivanom uzorku i duljini trajanja analize, pa se metoda moze provoditi u kratkim
vremenskim intervalima (npr. 4 minute) ili u sluc¢aju nekih polifenola koji reagiraju

sporije pa zahtijevaju dulje vrijeme reakcije i do 30 minuta (57).

Reagensi:

e Acetatni pufer, ¢ (C2HzNaO2x3H20) = 300 mmol/L, pH 3,6

e Otopina klorovodié¢ne kiseline, ¢ (HCI) = 40 mmol/L

e Otopina 2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ) u 40 mmol/L HCI, ¢(C1sH12Ns) = 10
mmol/L

e Otopina FeClsz c(Fe3+) = 20 mmol/L
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e FRAP reagens se priprema mijeSanjem 25 mL acetatnog pufera, 2,5 mL otopine
TPTZ i 2,5 mL otopine FeCI3

Postupak odredivanja:

U mikrotitarsku ploc¢icu se otpipetira 300 puL svjeZe pripravljene otopine FRAP reagensa
1 o¢ita mu se absorbancija pri 595 nm. Potom se u reagens doda 10 puL uzorka 1 prati se
promjena absorbanciije nakon 4 minute. Promjena absorbancije, izratunava se kao razlika
konac¢ne vrijednosti absorbancije reakcijske smjese nakon 4 minute i absorbancije FRAP
reagensa prije dodatka uzorka, te se usporeduje s vrijednostima dobivenim za otopinu
standarda. Kao standard koristen je sintetski antioksidans (analog vitamina E topiv u
vodi) pod nazivom Trolox, a rezultati su izrazeni kao pM Trolox ekvivalenti (TE). Sva
mjerenja izvrSena su u 3 ponavljanja, a rezultati prikazani kao srednja vrijednost +

standardna devijacija (SD).

2.3.2. DPPH metoda (engl. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl assay)

DPPH metoda ili metoda gaSenja slobodnih DPPH radikala (2,2,-difenil-1-pikrilhidrazil)
u pravilu je nezaobilazna kod odredivanja antioksidacijske aktivnosti Cistih spojeva 1/ili
biljnih ekstrakata. Ljubicasto obojani radikal DPPH" jedan je od rijetkih stabilnih 1
komercijalno dostupnih organskih duSikovih radikala. Reakcija DPPH radikala sa
antioksidansom (A), temelji se na redukciji DPPH radikala kojemu se donira atom vodika
i tako nastaje DPPHH i radikal antioksidansa (A"). Sposobnost hvatanja slobodnih
radikala izracunava se preko postotka preostalog DPPH™ koji je proporcionalan
koncentraciji antioksidansa. Napredovanje reakcije se prati spektrofotometrom, a

posljedica gasenja DPPH radikala je promjena boje iz ljubicaste u Zutu boju (58).
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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 absorbancija otopine 1,2 (+0,002) pri 492 nm i to neposredno

prije mjerenja.

Postupak odredivanja

U mikrotitarske plocice otpipetira se volumen od 290 uL radne otopine DPPH radikala 1
ocita se absorbancija prije dodatka uzorka. Nakon toga, u otopinu DPPH radikala se doda
10 uL uzorka prethodno razrijedenoj 1:10 s destiliranom vodom. Promjena absorbancije
pri 492 nm ocita se nakon jednog sata. Sve analize, odnosno mjerenja izvrSena su u 3
ponavljanja, a rezultati su iskazani kao srednja vrijednost £ SD. Antioksidacijski

kapacitet, odnosno % inhibicije DPPH radikala racuna se prema izrazu:

% inhibicije DPPH = [( A C(0) — A A(t)) / A C(0) ] x100

gdje je: A C(0) — absorbancija kontrole (otopina DPPH radikala) kod t = 0 minuta;

A A(t) — absorbancija reakcijske smjese nakon 1 h.

2.3.3. ORAC metoda (engl. Oxygen Radical Absorbing Capacity)

Za razliku od FRAP metode koja pripada skupini ET metoda (engl. Electron transfer)
koji se temelje na prijenosu elektrona, ORAC metoda (kao i DPPH metoda) se temelji na
prijenosu vodika i pripada skupini HAT metoda (engl. Hydrogen atom transfer). To je
metoda koja mijeri stupanj inhibicije peroksil radikala (R'O2) koji reagira sa
fluorescentnom probom kako bi se formirao ne-fluorecscentni produkt. ORAC test
reakciju prati kroz dulji vremenski period, najmanje 30 minuta. PovrSina ispod krivulje
mjerenja intenziteta fluorescencije predstavlja ukupni antioksidacijski u¢inak, a kao

standardna otopina koristen je Trolox (59, 60).
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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 odredivanja

U svaku rupicu mikrotitarske plo¢ice doda se 150 uL fluoresceina i 25 pL uzorka. Uzorak
predstavljaju 0,075 M fosfatni pufer za slijepu probu (blank), otopina standarda Trolox-a
za izradu bazdarne krivulje i uzorci ekstrakata zacinskog bilja (pri odgovaraju¢em
razrjedenju). Tako pripremljene otopine se termostatiraju 30 minuta pri 37 °C. Potom se
dodaje 25 uLL AAPH, te se svake minute mjeri promjena intenziteta fluorescencije pri Aeks
=485 nm i Aem =520 nm. Sva mjerenja su izvrSena u 3 ponavljanja, a rezultati su prikazani

kao srednja vrijednost = SD.
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3. REZULTATI | RASPRAVA

Danas postoji veliki broj metoda kojima se odreduje antioksidacijski kapacitet uzoraka,
pa tako i biljnih ekstrakata. Budu¢i da svaka metoda posjeduje drugaciji mehanizam
djelovanja, vrlo Ceto se antioksidacijska aktivnost testiranih uzoraka odreduje koristenjem

viSe razli¢itith metoda.

U cilju odredivanja antioksidacijske aktivnosti vodenih ekstrakata ljekovitog bilja, u
ovom radu koriStene su metode koje se temelje na prijenosu atoma vodika (engl.
Hydrogen Atom Transfer, HAT) i metode temeljene na prijenosu elektrona (engl. Elektron
Transfer, ET). FRAP metoda koristena u radu pripada skupini ET metoda dok ORAC i
DPPH metoda pripadaju skupini HAT.

Rezultati ispitivanja antioksidacijske aktivnosti prikazani su na slikama 17, 18 i 19.

3.1.REZULTATI ODREDIVANJA ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI FRAP
METODOM

Redukcijska sposobnost ispitivanog ljekovitog bilja odredena FRAP metodom prikazana
je na slici 17. Usporedbom FRAP vrijednosti moze se uociti da je najbolju
antioksidacijsku aktivnost imao ekstrakt klin¢ica s FRAP vrijednosti 57,31 mM TE.
Zanimljivo je uociti kako postoji iznimno velika razlika u antioksidacijskoj aktivnosti
izmedu ekstrakta klin¢ica i ostalih ispitivanih ekstrakata ljekovitog bilja, posebno lovora
(FRAP vrijednost 10,60 mM TE) i kadulje koja je ujedno pokazala i najmanju
antioksidacijsku aktivnost (FRAP vrijednost 6,57 mM TE). Ekstrakti masline (FRAP
vrijednost 26,28 mM TE) i ruzmarina (FRAP vrijednost 24,10 mM TE) takoder su
pokazali izvrsnu redukcijsku sposobnost.
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Slika 17. Usporedni prikaz rezultata redukcijske sposobnosti ekstrakata ljekovitog bilja
odredene FRAP metodom

Usporedbom sadrzaja ukupnih fenola s dobivenim FRAP vrijednostima, moze Se uoditi
izvrsnu korelaciju izmedu dobivenih rezultata. U zavrSnom radu Rasi¢ (2019) ekstrakt
klin¢ica je istaknut s najve¢im sadrzajem ukupnih fenola (6231 mg GAE/L) u odnosu na
druge testirane ekstrakte (2,4 puta viSe fenola u odnosu na ruZzmarin; oko 3 puta vise
fenola u odnosu na kadulju, lovor i maslinu). Kadulja s najmanjim udjelom ukupnih
fenola (1917 mg GAE/L) dala je najslabiju redukcijsku sposobnost (61).

Hossain i sur. (2008) u svom znanstvenom radu ispitivali su antioksidacijsko djelovanje
razli¢itih biljnih ekstrakata. Prema dobivenim rezultatima klin¢i¢ je imao najveéu
antioksidacijsku aktivnost izmjerenu FRAP metodom (61,63 uM TE). Antioksidacijska
aktivnost ruzmarina, odnosno FRAP vrijednost iznosila je 14,54 uM TE, a kadulja 14,28
uM TE. Snazno antioksidacijsko djelovanje klin¢i¢a potonji autori pripisuju sposobnosti
doniranja vodika i uklanjanja slobodnih radikala. Opcenito zacini i bilje koje pripadaju
porodicama Myrtaceae (klin¢i¢), Lauraceae (lovor) 1 Lamiaceae (ruzmarin, kadulja) imali

su vrlo visoke FRAP vrijednosti. (62).

Dudonné i sur (2009) osim $to u svom znanstvenom radu prikazuju rezultate koji

opravdavaju snazna antioksidacijska svojstva vodenog ekstrakta klinci¢a, dokazali su da
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sadrzi 1 visok sadrzaj fenola (oko 200 mg GAE/g). Dakle, dokazana je veza izmedu
ukupnog sadrzaja fenola i antioksidacijske aktivnosti §to ukazuje na to da su glavni

¢imbenici antioksidacijskih svojstava ovih biljaka fenolni spojevi (63).

3.2.REZULTATI ODREDIVANJA ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI DPPH
METODOM

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

rezultati su prikazani na slici 18.
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Slika 18. Usporedni prikaz rezultata antioksidacijskog kapaciteta ekstrakata ljekovitog
bilja odredenog DPPH metodom
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Rezultati antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom ukazuju na izuzetno
dobru redukcijsku sposobnost svih testiranih ekstrakata ljekovitog bilja. U slucaju
ekstrakta masline inhibicija DPPH radikala iznosila je 100 %, dok je klinéi¢a koji je
FRAP metodom pokazao najbolju aktivnost, ovom metodom postigao % inhibicije od
90,4 %. Kadulja s najmanjim udjelom ukupnih fenola i najslabijom redukcijskom
snagom, pokazala se kao izvrstan ivatac slobodnih radikala (% inhibicije iznosio je 66
%). Ekstrakt ruzmarina i lovora reducirali su vise od 50 % slobodnih DPPH radikala §to

ukazuje da i ovi ekstrakti imaju snazan antioksidacijski kapacitet.

Pereira i Tavano (2014) uporabom DPPH metode ispitivali su antioksidacijsku aktivnost
bilja 1 povréa, izmedu ostalog i lovora koji je pokazao iznimno snazan antioksidacijski
kapacitet (90,03 % inhibicije). Takoder, istrazivanje je pokazalo da u odnosu na drugo

ispitivano bilje i zacine sadrzi najveci sadrzaj ukupnih fenola (12,03 mg GAE/g) (64).

3.3.REZULTATI ODREDIVANJA ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI ORAC
METODOM

Rezultati antioksidacijske aktivnosti ekstrakata ljekovitog bilja dobiveni ORAC

metodom pri razrjedenju 1:2000 prikazani su na slici 20.

Usporedbom rezultata dobivenih ORAC i DPPH metodom mogu se uoditi sli¢nosti u
antioksidacijskoj aktivnosti medu ekstraktima ljekovitog bilja. Sli¢nosti u aktivnosti bile
su ocekivane, obzirom da se ove dvije metode temelje na istom mehanizmu djelovanja,
odnosno na prijenosu atoma vodika (HAT). Najbolji kapacitet ili sposobnost da
neutralizira slobodne radikale (peroksil radikale) pokazao je ekstrakt lista masline (50,7
uM TE) a slijedio ga je ekstrakt klin¢i¢a (42,9 uM TE). Ekstrakt kadulje pokazao je
najnizu ORAC vrijednost (8,10 uM TE), odnosno najslabiju antioksidacijsku aktivnost,
kao 1 kod FRAP metode. Nesto slabiju antioksidacijsku aktivnost od ekstrakta masline, a
gotovo dvostruko slabiju u odnosu na ekstrakt klin¢i¢a, imali su ekstrakt lovora (ORAC

vrijednosti iznosila je 21,7 uM) i ruzmarina (ORAC vrijednost iznosila je 29,2 uM TE).
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Slika 19. Usporedni prikaz ORAC vrijednosti ekstrakata ljekovitog bilja pri razrjedenju
1:2000

Ninfali i sur. (2005) istrazili su i usporedili antioksidacijsku aktivnost povr¢a, zacinskog
1 ljekovitog bilja, ukljucujuci ruzmarin i kadulju. Od ispitivanih biljnih ekstrakata, medu
onima sa najve¢om koncentracijom fenola i najve¢om ORAC vrijednosti nasli su se
ekstrakti kadulje (32004 pmol TE/100 @) i ruzmarina (290,3 pmol TE/100 g) (65).
Rezultati ukazuju na visestruko vece (110 puta ve¢e) ORAC vrijednosti kadulje u odnosu

na ruzmarin §to nije bio sluc¢aj u ovom radu.
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4. ZAKLJUCCI

Na osnovu provedenih istrazivanja i prezentiranih rezultata mogu se izvesti sljedeci

zakljucci:

¢ FRAP metodom ekstrakt klin¢i¢a je pokazao najvecu, a ekstrakt kadulje najslabiju
redukcijsku sposobnost.

e Rezultati antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom ukazuju na
izuzetno dobru redukcijsku sposobnost svih testiranih ekstrakata ljekovitog bilja.

e Potpunu inhibiciju slobodnog sintetskog DPPH radikala uradio je ekstrakt
masline, dok je ekstrakta lovora pokazao najslabiji antioksidacijski kapacitet.

e ORAC metodom ekstrakt masline imao je najvecu antioksidacijsku aktivnost, dok
je ekstrakt kadulje pokazuje najslabiju sposobnost neutralizacije peroksil radikala.

e Obzirom na udio ukupnih fenola i antioksidacijski potencijal, odreden FRAP,
DPPH i ORAC metodom, moze se zakljuciti da se ekstrakt klin¢i¢a pokazao kao
najbolji, no i ostali testirani ekstrakti pokazuju izniman antioksidacijski potencijal

i moguc¢nost primjene u prehrambenoj industriji kao zamjena za sintetske aditive.
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