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1. UVOD



1.1. UPORABA LUEKOVITIH BILJAKA U SVUJETU

Zapisi o uporabi biljaka u lijec¢enju bolesti i ublazavanju razli¢itih tegoba sezu jos iz
vremena srednjeg paleolitika (Fabricant i Farnsworth, 2001), a njihova uporaba jos i danas
zauzima vazno mjesto u suvremenom, a osobito u tradicionalnim drustvima. Prema
procijenama Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) josS uvijek oko 65% svjetske populacije
koristi tradicionalnu medicinu kao primarni oblik zdravstvene zastite. Vecina tradicionalnih
medicina, kao Sto su Ajurveda, Kineska, Unani, Tibetanska, Amazonska i Africka, uporabu
biljaka u lijecenju (fitoterapiju) uvrstavaju u svoju doktrinu (WHO, 2007). Uporaba biljaka za
lijeCenje nije raSirena samo u nerazvijenim zeljama vec se biljke sve visSe ponovno koriste i u
razvijenim zemljama gdje je dostupna suvremena medicina. Razlog porastu uporabe biljaka
vjerojatno leZi u ¢injenici da se sa razvojem farmaceutske industrije i novih lijekova javlja i
sve viSe negativnih nuspojava zbog njihovog pretjeranog koristenja. Stoga se sve vise ljudi
okreée ,prirodnim“ proizvodima i lijekovima. No, iako je upotraba biljaka veoma raSirena
udio fitokemikalija i njihova bioloska aktivnost sa znanstvenog stajaliSta veoma je malo
istrazena. Prema podacima od prije desetak godina u samo 15% od ukupnog broja biljaka na
Zemlji odreden je sastav fitokemikalija, a u njih samo 6% bioloska aktivnost (Verpoorte,
2000). Zbog toga i WHO istice vaZnost istrazivanja na biljkama, posebice onima koje se

koriste u tradicionalnoj medicini (WHO, 2005).

Fitokemikalije, osim zbog svoje bioloSke aktivnosti, u novije se vrijeme sve vise
istrazuju i kao kultivarno ili regionalno specificni biomarkeri s vaznom ulogom u taksonomiji,
odnosno kemotaksonomiji. Istrazivanje ljekovitih biljaka od interesa najcesée obuhvaca
istrazivanja u podrucju fitokemije, farmakognozije te hortikulture (Briskin, 2000). U podrucju
fitokemije u billkama se odreduju potencijalno bioaktivni spojevi i analizira se njihova
struktura. U podrucju farmakognozije, ispituje se njihova bioloSka aktivnost i mehanizmi
djelovanja. Takoder, istrazivanje ljekovitih biljaka ukljuuje ispitivanja u podrucju
hortikulture koja su fokusirana na odredivanje optimalnih uvijeta rasta biljaka, geneticku
raznolikost i sl. To je posebno vazno za biljke koje nisu kultivirane te je vazno odrediti njihovu

genetsku varijabilnost, optimalne uvijete te podrudje rasta.



1.2. ENDEMICNE | MEDICINSKI ZANIMLJIVE BILJKE U HRVATSKO!J

Zbog specifitcnog geografskog poloZzaja te karakteristicnih ekoloskih, klimatskih i
geomorfoloskih uvjeta, Hrvatska ima velik broj biljnih vrsta i podvrsta, te znacajan broj
endema. Od ukupnog broja biljnih svojti u Hrvatskoj, koji se procjenjuje na oko 8 871, njih
5,90% je endemicnih, a 3,96% ugrozeno (Radovi¢ i sur., 2009). Najveéi broj endema
rasprostranjen je na jadranskim otocima i planinskim masivima poput Velebita i Biokova.
Mnogi od njih razvili su se na nepristupa¢nim mjestima, te se pretpostavlja da oko 15% svoijti
hrvatske flore jo$ uvijek nije zabiljezeno (Radovi¢ i sur., 2009). Zbog ogranicenih podataka o
genetskoj varijabilnosti svojti Cesta su i pogreSna svrstavanja biljaka u zajednicke/zasebne

vrste i podvrste.

Uvjeti rasta biljaka u Hrvatskoj, a posebno mediteranska klima, pogoduju rastu vrsta s
povecanim udjelom sekundarnih metabolita. Stoga, takve se biljke cesto koriste u
medicinske i kozmeti¢ke svrhe. Upraba biljaka na hrvatskim prostorima datira jos od
vremena neolitika, a od 13. stoje¢a postoje i zapisi o njihovoj uporabi u terapeutske svrhe
(Nikoli¢ i ReSetnik, 2007). Kroz povijest, veliki broj znanstvenika na nasem podrucju se bavio
istrazivanjem biljaka i njihovom primjenom, a od pocetka 21. stoljeéa po prvi je puta i on-line
dostupna kompletna baza flore Hrvatskog podrucja- Flora Croatica Database (Nikoli¢ i sur.,
2001) koja daje cjelokupan popis biljnih vrsta na podrucju Republike Hrvatske s podacima o
njihovoj taksonomskoj pripadnosti, rasprostranjenosti i uporabi. Analizom ove baze
podataka Nikoli¢ i ReSetnik (2007) objavili su da se ¢ak 25,3% navedenih vrsta koristi u
medicinske svrhe. Oko 735 razlicitih vrsta koristi se u tradicionalnoj medicini i to za
poboljSanje probave i smetnji urinarnog i reproduktivnog trakta, lije¢enje infekcija, bolesti
koze, respiratornih smetnji, ozljeda i sl. Biljke koje se koriste u medicinske svrhe najcesée
pripadaju porodicama Rosaceae (54 vrste), Asteraceae (52 vrste), Lamiaceae (49 vrste),
Apiaceae (36 vrsta), Ranunculaceae (34 vrsta), Fabaceae (33 vrste) i Brassicaceae (31 vrsta).
U navedene porodice ubraja se 40% svih medicinaskih biljaka u Hrvatskoj. Ovi podaci
prvenstveno se odnose na uporabu ovih vrsta u tradicionalnoj medicini, no znanstveni dokazi
o njihovoj bioloskoj aktivnosti i sastavu fitokemikalija slabo su dostupni. U ovom radu
istrazene su Cetiri endemicne i medicinski potencijalno interesantne biljne vrste: Teucrium
arduini L., Moltkia petraea (Tratt.) Griseb, Micromeria croatica (Pers.) Schott i Rhamnus

intermedia Steud. et Hochst.



1.2.1. Teucrium arduini L.

Naziv: Teucrium arduini L.

Red: Lamiales

Porodica: Lamiaceae

Rod: Teucrium L.

Narodno ime: Arduinov dubacac, metvica

planinska, klasnati dubacac

Slika 1. Teucrium arduini L. Fotografija D. Kremer.

Rod dubacac (Teucrium L.) obuhvaca oko 200 vrsta rasprostranjenih veéinom na
sjevernoj hemisferi. U mediteranskoj regiji registrirano je oko 140 vrsta (Wielgorskaya,
1995). Vrste roda Teucrium trajne su zeljaste biljke ili polugrmovi, ¢esto veoma aromaticni.
Neke od njih koriste se u narodnoj medicini za opustanje misi¢a, kao diuretik, antidijabetik,
analgetik, antireumatik, antiseptik, antipiretik, stimulans, protiv upala, kao i u ljecenju
probavnih tegoba (Samec et al., 2010). Kremer i sur. (2011a) navode osam vrsta roda

Teucrium rasprostranjenih u Hrvatskoj i pet vrsta u Bosni i Hercegovini.

Arduinov dubacac (Teucrium arduini L.) endemicna je ilirsko-balkanska vrsta
rasprostranjena u Hrvatskoj, Bosni i Hercegovini, Crnoj Gori, Srbiji i sjevernoj Albaniji. Raste
na vapnenackom tlu na visinama do 1600 m. Poludrvenasti je, razgranati patuljasti grm
visine od 10 cm do 40 cm sa specificnim cvatovima koji mogu narasti i do 16 cm. Kao infuz
koristi se za lijecenje bolesti zeluca (Redzi¢ , 2007). Posljednjih nekoliko godina pronadeni su

i novi lokaliteti rasta u Hrvatskoj na Ucki, Velebitu, Biokovu i Snijeznici (Kremer i sur., 2011b).

Biljke Arduinovog dubacca s razlicitih lokaliteta u Srbiji i Crnoj Gori istrazene su s
obzirom na morfolosko-anatomske razlike (Lakusic i sur., 2007; Lakusic¢ i sur., 2010). Takoder,
istrazene su mikro i makromorfoloSke znacajke vrste T. arduini sa Sest lokaliteta u Hrvatskoj
(Kremer i sur., 2011a). JuriSi¢-Grubesic¢ i sur. (2007) takoder su opisali razli¢ite tipove trihoma

Arduinovog dubacca kao mikromorfoloSku znacajku.



Osim morfoloskih istrazivanja, u nekoliko je radova odreden i sastav sekundarnih
metabolita u vrste T. arduini. U radu Kremera i sur. (2011a) spektrofotometrijski odreden je
postotak nekih grupa fenolnih spojeva u listu, cvatu i stabljici Arduinovog dubacca sa Sest
lokaliteta. Sadrzaj ukupnih fenola kre¢e se u rasponima od 5,42% do 13,55%, tanina od
0,76% do 6,81%, flavonoida od 0,06% do 0,40% te ukupnih fenolnih kiselina od 1,46% do
5,07%, ovisno o lokalitetu i bilinom organu. Usporedivan je i udio ukupnih fenola, tanina, B-
fitosterola i gorkih komponenti u sedam kultiviranih i divljih vrsta roda Teucrium (Jurisi¢-
Grubesic¢ i sur., 2012). U Arduinovom dubaccu nisu pronadene znacajne razlike u razini
ispitivanih komponenti izmedu divljih i kultiviranih biljka (Jurisié-Grubesi¢ i sur., 2012). U
nasoj prethodnoj studiji (Samec et al., 2010) odredeni su ukupni polifenoli
spektrofotometrijski te pojedinaéne fenolne kiseline UPLC-MS/MS metodom u vodenim
ekstraktima biljke T. arduini sa Sest razli¢itih lokaliteta u Hrvatskoj. Takoder, polifenolni
spojevi vrste T. arduini s podrucja Hrvatske istrazivani su spektrofotometrijski te HPLC-DAD
metodom (Kremera i sur.,, 2013). Nadalje, ukupni fenoli i flavonoidi odredeni su,
spektrofotometrijski u vrste T. arduini s podrucja Srbije i Crne Gore te je njihova razina
znacajno ovisila o ekstrakcijskom otapalu (Stankovic i sur., 2012). Najvisa razina odredena je
u metanolnim ekstraktima, a iznosila je 86,39+0,52 mg CA/g za ukupne fenole i 79,89+0,89

mg RU/g za flavonoide.

Vodeni ekstrakti biljike T. arduini pokazali su znacajnu antioksidacijsku aktivnost
mjerenu metodama ABTS, DPPH i FRAP. U antimikrobnim testovima vodeni ekstrakti lista
pokazali su antibakterijsku aktivnost prema bakterijskoj vrsti Staphylococcus aureus (Samec i
sur., 2010). Takoder, u studiji Stankovi¢ i sur. (2012) metanolni, acetatni i etil-acetatni
ekstrakti vrste T. arduini pokazali su antibakterijsko djelovanje prema bakterijama
Escherichia coli, Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa dok su etanolni ekstrakti
u radu Kremer i sur. (2013) pokazali antimikrobnu aktivnost prema Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans i

Aspergillus brasiliensis, dok je Microsporum gypseum bio rezistentan.



1.2.2. Moltkia petraea (Tratt.) Griseb

Naziv: Moltkia petraea (Tratt.) Griseb
Red: Boraginales

Porodica: Boraginaceae

Rod: Moltkia

Narodno ime: modro lasinje

Slika 2. Moltkia petraea (Tratt.) Griseb (Flora Croatica Database, Nikoli¢ i sur., 2001).

Rod lasinje (Moltkia) obuhvacéa 5 vrsta od kojih je samo M. petraea (Tratt.) Griseb.
rasprostranjena u Hrvatskoj i ubraja se u endemicne ilirsko-balkanske vrste. U Hrvatskoj je
mozemo naci duz Jadranske obale, od centralne Dalmacije prema jugu ukljucujuéi otoke
Kor&ulu, Mljet i Sipan. Osim u Hrvatskoj rasprostranjena je i u Bosni i Hercegovini, Crnoj Gori,
Albaniji, Makedoniji i Grckoj. Raste na liticama i stijenama od razine mora do 1500 m
nadmorske visine, a u Crnoj gori pronadena je na planini Durmitor i na visini od 2000 m
(Trinajsti¢, 1974). Raste kao gusti, patuljasti, do 40 cm visok grm. Listovi su joj 5 cm dugii 0,6
cm Siroki, linearni do naopako suli¢asti sa zavrnutim rubovima. Cvjetovi su ljubi¢asto-plave

boje, cjevasti. Cvjeta u kasno proljece i ljeti (Zovko-Konci¢ i sur., 2010).

Do sada je vrsta M. petraea vedinom bila istrazivana s botanickog aspekta, te su
opisane njene lokacije rasprostranjenosti na podrucju Gréke (Georgiou, 2000) i Crne Gore
(Budak i sur., 2001). Genetickim istrazivanjima odreden je broj kromosoma u vrsti M.

petraea 2n=16 (Aquaro et al., 2007).

Sastav fitokemikalija modrog lasinja i njihova bioloska aktivnhost veoma je malo
istrazena. Dostupan je samo rad autora Zovko-Konci¢ i sur. (2010) u kojem je odredena
antioksidacijska i antimikrobna aktivnost te kolicina polifenolnih spojeva u vodenim

ekstraktima vrste M. petraea.



1.2.3. Micromeria croatica (Pers.) Schott

Naziv: Micromeria croatica (Pers.) Schott
Red: Lamiales

Porodica: Lamiaceae

Rod: Micromeria Benth.

Narodno ime: hrvatska bresina, hrvatski

Bilo: F. Oberwiniier 8.7.2003, Botanischer Garten Tubingen

vrisi¢

Slika 3. Micromeria croatica (Pers.) Schott (Flora Croatica Database, Nikoli¢ i sur., 2001).

Rod bresina (Micromeria Benth.) obuhvaéa oko 70 vrsta, od cega je 21 vrsta
pronadena u Europi, a devet u Hrvatskoj (Kremer i sur., 2011b). Hrvatska bresina endemicna
je ilirsko-balkanska vrsta rasprostranjena u alpskom i subalpskom podrudju na visini od 150m
do 2000 m, a u Hrvatskoj je zabiljezena na na podrucju Kalnika, Kleka, Samarskih stijena,
Risnjaka, Velebita, Postaka, Dinare, Like, Krbave te u donjem dijelu kanjona Cetine.
Zanimljivo je da nalazista na Kalnika, Samarskim stijenama i Risnjaku u novije vrijeme nisu
potvrdena. Visegodisnja je biljka s 5 cm do 30 cm dugim stabljikama, dlakavim lis¢éem bez

petiljke te ruzi¢astoljubi¢astim cvjetovima (Kremer i sur., 2011b).

Vrste roda Micromeria bogate su eteri¢nim uljima te je dosada veliki broj istrazivanja
bio usmjeren upravo na odredivanje sastava etericnih ulja (Marinkovi¢ i sur., 2003;
Kostadinova i sur., 2007) U hrvatskoj bresini takoder je odreden sastav eteri¢nih ulja
(Slavkovska i sur., 2005; Kremer i sur., 2012) i njihova bioloska aktivnost (Marinkovic¢ i sur.,
2003; Vuko, 2012). Sastav eteri¢nih ulja pokazao se znacajnim i za kemotaksonomske studije

(Slavkovska i sur., 2005; Kremer i sur., 2012).

Antioksidativna aktivnost i polifenolni spojevi u tri vrste roda Micromeria istrazeni su
u radu Vladimir-Knezevi¢ i sur. (2011). Vrsta M. croatica pokazala je najviSi udio ukupnih

fenola, tanina i fenolnih kiselina.



1.2.4. Rhamnus intermedia Steud. et Hochst
Naziv: Rhamnus intermedia Steud. et Hochst
Red: Rhamnales

Porodica: Rhamnaceae

Rod: Rhamnus L.

Narodna imena: srednja krkavina, primorska

krkavina, @ vmesna  krhlika, smrdili¢je,

orehovac

Slika 4. Rhamnus intermedia Steud. et Hochst (Flora Croatica Database, Nikoli¢ i sur., 2001).

Rod krkavina (Rhamnus L.) obuhvaca od 125 do 200 vrsta rasprostranjenih ve¢inom
na sjevernoj hemisferi te u Brazilu i Juznoj Africi. U Europi je opisano 13 vrsta od kojih 8 vrsta
raste u Hrvatskoj: R. alaternus L., R. cathartica L., R. fallax Boiss., R. intermedia Steud. et
Hochst., R. orbiculata Bornm., R. pumila Turra, R. saxatilis Jacq. i R. tinctorius W. K. (Males,
2010). Jedna od njih je i srednja krkavina (Rhamnus intermedia Steud. et Hochst), endemicna
ilirsko-balkanska vrsta rasprostranjena u mediteranskoj i sub-mediteranskoj regiji u
Hrvatskoj, Bosni i Hercegovini, Crnoj Gori te Albaniji. Vrsta R. intermedia razgranati je
listopadni gram visine do 0,8 m. Listovi su jajasti do okruglasti, dugi od 0,9 cm do 1,5 cm,
Siroki od 0,5 cm do 1 cm. Plodovi, koji se koriste u tradicionalnoj medicini, promjera su od 4

mm do 5 mm i crne boje (Sili¢, 2005).

Kora i plodovi vrsta roda Rhamnus, pa tako i srednje krkavine, stolje¢ima se koriste za
prociséavanje organizma. U novije vrijeme postoje podaci o sastavu fitokemikalija prisutnih u
kori vrsta roda Rhamnus. Odreden je udio ukupnih fenola, glukofrangulina, tanina te
fenolnih kiselina u Sest vrsta roda Rhamnus, medu kojima je vrsta R. intermedia pokazala
najvisi udio fenolnih kiselina (MalesS i sur., 2010a). Nadalje, dokazano je da biljke iz roda
Rhamnus sadrze antrakinone, sekundarne metabolite s izrazitom bioloskom aktivhoséu
(Locatelli i sur., 2011; Locatelli i sur., 2012; Genovese i sur., 2012), a koji su bili istrazivanii u

vrsti R. intermedia (Kosalec i sur., 2013).



1.3. SEKUNDARNI BILINI METABOLITI

Rast i razvoj biljke, kao i njezin opstanak te komunikacija s okolinom regulirani su
velikim brojem molekula sintetiziranih u biljci, poznatih pod nazivom biljni metaboliti. Biljni
metaboliti dijele se u dvije skupine: na primarne i sekundarne metabolite (Kliebenstei i
Osbourn, 2012). Primarni metaboliti omogucuju osnovne funkcije u biljci i prisutni su u svim
biljkama. To su Seceri, masne kiseline, aminokiseline i nukleinske kiseline. Sekundarni biljni
metaboliti su spojevi sintetizirani u biljkama te sudjeluju u interakciji biljke s okolinom, a
produkt su sekundarnog metabolizma. Dugo se smatralo da oni nisu neophodni za rast i
razvoj biljaka, no novija istrazivanja sve viSe potvrduju njihovu esencijalnu ulogu u razvoju
biljaka, a posebno u prilagodbi i preZivljavanju u nepovoljnim uvjetima (Kliebenstein i
Osbourn, 2012). Jedan od najveéih problema u istrazivanju sekundarnih metabolita jest
nedostatak metoda za njihovu detekciju, kao i detekciju njihovih prekursora i derivata te
nedostatak komercijalno dostupnih standarada. U posljednjih nekoliko godina veliki je
napredak postignut u razvoju novih metoda visoke razlucivosti i osjetljivosti. Nazalost, u
biljkama postoji veliki broj sekundarnih metabolita prisutnih u koli¢cinama koje su josS uvijek
ispod granice detekcije postoje¢ih modernih uredaja Sto otezava istraZivanja njihovih
biosintetskih puteva (Bednarek i Osbourn, 2009). Osim vaznih uloga u biljci, upravo su mnogi
sekundarni metaboliti odgovorni za blagotvoran i pozitivan ucinak biljaka na zdravlje ljudi,
stoga ih se ¢esto naziva i bioaktivnim komponentama, fitokemikalijama i nutraceuticima. Do
sada je otkriveno oko 100 000 razlic¢itih bioaktivnih spojeva, a ta se brojka gotovo

svakodnevno povedava (Ribera i Zuniga, 2012).

Sekundarni biljni metaboliti dijele se na tri velike skupine: fenole, terpene te spojeve
s dusSikom (alkaloide, glukozinolate i cijanohidrate) (Bourgaud i sur., 2001; Crozier i sur.

2006) (Tablica 1.).



Tablica 1. Podjela sekundarnih metabolita na skupine i podskupine (Crozier i sur., 2006).

Flavonoidi:
flavonoli
flavoni
flavan-3-oli
antocijani
Polifenoli flavanoni
izoflavoni
Neflavonoidi:
fenolne kiseline
hidroksicinamati
stilibeni
Glukozinolati
Izotiocijanati
Monoterpeni
Diterpeni
Terpeni Seskviterpeni
Triterpeni
Karotenoidi
Benzilizokvinolini
Tropan alkaloidi
Nikotin
Terpenoid indol alkaloidi
Purinski alkaloidi
Pirolizidinski alkaloidi
Kvinolizidinski alkaloidi
Steroidal glikoalkaloidi
Konini
Betalaini

Spojevi sa sumporom

Alkaloidi

Predstavnici iz skupine polifenola prisutni su u svim biljkama dok su npr. alkaloidi
puno specificniji za pojedinu vrstu ili kultivar (Bourgaud i sur., 2001) Sto ponajprije ovisi o
njihovoj ulozi u samoj biljci. Polifenoli su npr. ukljuéeni u sintezu lignina, koji je prisutan u
svim biljnim vrstama, dok se alkaloidi koji imaju puno specifi¢nije uloge sintetiziraju u
specificnim uvjetima i samo u pojedinim vrstama ili kultivarima. JoS nije u potpunosti
razjaSnjeno zasto samo u nekim biljkama dolazi do sinteze specificnih sekundarnih
metabolita. Novija istrazivanja upucuju na to da su odgovorni odredeni geni Cija je regulacija
ekspresije joS nedovoljno istrazena (Kliebenstein i Osbourn, 2012). Nadalje, mjesto sinteze
sekundarnih metabolita u biljci nije ujedno i mjesto njihovog nakupljanja. Tako se hidrofilni
spojevi najées¢e akumuliraju u vakuolama dok su lipofilni pretezno prisutni u smolnim
kanalima, uljnim stanicama, trihomama te kutikuli (Engelmeier i Hadacek, 2006). lako

detaljni procesi biosinteze sekundarnih metabolita u biljkama jo$ uvijek nisu razjasnjeni,



poznato je da biosinteza veéine metabolita proizlazi iz putova Sikiminske kiseline, acetil

koenzima A, mevalonske kiseline te deoksisiluloze 5-P (Dewick, 2002) (Slika 5.).
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1.3.1. Polifenoli

Polifenoli su najveéa skupina sekundarnih metabolita. Do sada ih je otkriveno oko
8000, a obuhvacaju jednostavne spojeve poput fenolnih kiselina, ali i velike polimerizirane
spojeve kao Sto su kondenzirani tanini. Sastoje se od jednog ili viSe aromatskih prstenova koji
posjeduju jednu ili vise hidroksilnih grupa (Dai i Mumper, 2010). lako se polifenoli najéesce
spominju kao spojevi s fenolnim prstenom oni su zapravo veoma raznolika skupina
sekundarnih metabolita zbog ¢ega su u literaturi prisutni mnogi nacini njihove klasifikacije:
prema strukturi, na temelju broja ugljikovih atoma u molekuli, na temelju bioloSke
aktivnosti, biosintetskog puta i sl. (Tsao, 2010). Neke od skupina i podskupina

polifenolaprikazane su u Tablici 2.

Zacetnici istrazivanja polifenola bili su britanski fitokemicari E. C. Bate-Smith i Tony
Swain sredinom 20.-og stoljeca, dok su intenzivnija istrazivanja u tom podrucju zapocela

devedesetih godina proslog stolje¢a (Haslam, 2007).

IstraZzivanja na polifenolima mogu se podijeliti u pet glavnih podrucja u posljednjih 50
godina (Boudet, 2007):

e Karakterizacija enzima ukljucenih u biosintetski put.

e Uporaba molekularne biologije u ispitivanju gena povezanih s promjenom
metabolizma.

e Primjena funkcionalne genomike radi odredivanja funkcije gena/enzima.

e Uporaba genetickog inZzenjeringa radi optimizacije koli¢ine polifenola od interesa u
biljkama.

e Epidemioloske studije koje podupiru hipotezu o pozitivnom ucinku polifenola na

ljudsko zdravlje.
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Tablica 2. Podjela polifenola (Fuss i sur., 2003; Chong i sur., 2009; Stalikas, 2010).
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U novije vrijeme, polifenoli se kao skupina sekundarnih biljnih metabolita istrazuju
multidisciplinarnim pristupima koji uklju¢uju istrazivanja u biljnoj biologiji te fiziologiji,
analitickoj kemiji, farmakologiji, medicini, prehrambenoj tehnologiji, nutricionizmu i
agronomiji. Ovi spojevi nisu viSe samo predmet istraZzivanja biljnih biologa veé su to
komponente s brojnim ucincima i potencijalnom primjenom u Sirokoj sferi ljudskih i

komercijalnih interesa (Quideau i sur., 2011).

Razvijene su mnoge analiticke i instrumentalne metode za detekciju i identifikaciju
polifenola. Za njihovo kvantitativno odredivanje u biljnom tkivu cesto se koriste
spektrofotometrijske metode, dok se za to¢nu identifikaciju koristi tekuéinska kromatografija
visoke djelotvornosti povezana sa spektrometrom masa (LC-MS). U posljednjih nekoliko
godina sve se viSe razvijaju i metode tekucinske kromatografije koje koriste ultra visoke
tlakove (UPLC) povezane sa spektrometrima masa (MS) (Gruz i sur., 2008; Prokudina i sur.,

2012) koje omogucuju vecu rezoluciju i brzu kvantifikaciju.

U biljci spojevi iz skupine polifenola imaju razlicite uloge, kao sastavnice
podupirajucih i zastitnih tkiva, obrambeni su signali, sudjeluju u razmnozavanju jer kao
atraktanti privlace oprasivace, djeluju kao aleopatski agensi, Stite biljku od ultraljubi¢astog
zracenja te su signalne molekule u interakciji biljke s okolinom (Jaganath i Crozier, 2010).
NajcesSce se u biljkama nalaze u obliku glikozida razli¢itih Sec¢era. Flavonoidi kao podskupina
polifenola obuhvadaju preko 4000 do sada otkrivenih spojeva i zauzimaju prvo mjesto medu
istrazivanim sekundarnim metabolitima (Scalbert i sur., 2005). Veliki interes za flavonoide,

prvenstveno je potaknut njihovim pozitivnim ucincima na ljudsko zdravlje.
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1.3.2. Sinteza polifenola u biljkama

Biosintetski put polifenola u biljci ukljuéuje putove Sikiminske kiseline,
fenilpropanoida i flavonoida (Slika 6.). Kao Sto je spomenuto, polifenoli podrazumijevaju
veliku skupinu sekundarnih metabolita. lako se u posljednjih nekoliko godina intenzivno
istrazuju, detaljni koraci biosintetskih putova nisu jo$ uvijek potpuno razjasnjeni te se u
literaturi Cesto nailazi na oprecne rezultate. Veéina fenolnih kiselina su derivati trans-
cimetne kiseline formirane deaminacijom L-fenilalanina uz pomo¢ L-fenilalanin amonij liaze
(PAL). Enzim PAL povezuje primarni (biosintetski put Sikiminske kiseline) sa sekundarnim
metabolizmom (fenil propanoidni biosintetski put), te ima kljuénu ulogu u regulaciji sinteze
fenolnih sekundarnih metabolita zbog ¢ega je godinama upravo PAL bio najvisSe istrazivani
bilini enzim (Boudet, 2007). U biosintetski put polifenola uklju¢eno je viSe od Sesnaest
enzima iz skupine citokroma P450 monooksigenaza. Prva medu njima je izolirana cinamat 4-
hidroksilaza (C4H), a njezina inaktivacija u transgeni¢nim biljkama uzrokuje smanjenje
koli¢ine klorogenske kiseline, flavonoida i lignina (Ruegger i Chapple, 2001; Reddy i sur.,
2005). Enzimi 3-hidroksilaze su ukljuéene u sintezu kava kiseline iz p-kumarinske kiseline
(Schoch i sur., 2001; Nair i sur., 2002; Franke i sur., 2002), a vazne su kod sinteze klorogenske
(Mahesh i sur.., 2007) i ruzmarinske kiselinu (Morant i sur., 2007). Medu 5-hidroksilazama
vazna je ferulat 5-hidroksilaza (F5H) koja ima centralnu ulogu u sintezi lignina (Reddy i sur.,
2005). Takoder, u sintezi lignina sudjeluju i p-kumarat-CoA ligaze (4CL), a enzimi iz te
porodice sudjeluju i u biosintezi flavonoida (Hu i sur., 1998). U biosintetskom putu polifenola
vaznu ulogu imaju i dvije cinamil alkohol dehidrogenaze: CAL1 i CAL2 koje su uklju¢ene u

biosintezu lignina i lignana (Damiani i sur., 2005).

Osim PAL enzima, polifenol oksidaza (PPO) i polifenol peroksidaza (PPD), dva su
enzima vazna za regulaciju razine polifenola u biljci zbog uloge u oksidativnoj degradaciji
fenolnih komponenata, Sto je bitno kod uporabe biljaka bogatih polifenolima u
prehrambenoj industriji (Tomas-Barberan i Espin, 2001). PPO je lokalizirana u plastidima visih
biljaka te uz prisutnost kisika katalizira hidroksilaciju monofenola u o-difenole i oksidaciju o-
difenola u o-kinone koji zatim spontano bez djelovanja enzima polimeriziraju u heterogene
crne, smede ili crvene pigmente poznate pod nazivom melanini. Takvi procesi su bitni kod
ozlijede biljnog tkiva gdje dolazi do aktivacije PPO koja stvarajuc¢i spomenute polimerizirane

pigmente zatvara mjesto ozljede te na taj nacin sprecava daljnje osteéenje tkiva ili ulazak
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insekata (Stevenson i Hurst, 2007). PPO moze djelovati i kao promotor POD koji u prisutnosti

vodikova peroksida katalizira oksidaciju polifenolnih komponenata. Aktivnost PAL, PPO i POD

ovisi o razli¢itim vanjskim ¢imbenicima koji utjeCu na razinu polifenolnih komponenata u

biljci (Tomas-Barberan i Espin, 2001).
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Slika 6. Biosintetski put polifenola s kljuénim enzimima (PAL, fenilalanin amonij liaza; BA2H,

2-hidroksilaza benzoilne kiseline; C4H, cinamat 4-hidroksilaza; COMT-1, O-metiltransferaza

kava/5 hidroksiferulinske kiseline; 4CL, p-

kumarat-CoA ligaza; F5H, ferulat 5-hidroksilaza; GT,

galoiltransferaza; AcoAC, acetilCoA karboksilaza) (Jaganath i Crozier, 2010).
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1.3.3. Polifenoli u kemotaksonomiji

Polifenoli su mnogobrojna i diferencirana skupina sekundarnih metabolita prisutna u
svim biljkama, iako njihova koli¢ina i sastav ovisi o raznim unutarnjim i vanjskim ¢imbenicima
(Dai i Mumper, 2010). Kako polifenoli sudjeluju u komunikaciji biljke s okolinom njihova
koli¢ina uvelike ovisi o vanjskim uvijetima rasta. U biljkama se poveéava udio polifenolnih
komponenata uslijed stresnih uvjeta (Lule i Xia, 2005). Prijasnja istrazivanja pokazala su da
lokalitet rasta utje¢e na razinu polifenola u ljekovitom i endemi¢nom bilju (Samec et al.,

2010; Zovko Konci¢ et al., 2010).

Zbog Cinjenice da sastav i razina polifenola u nekoj biljci znacajno ovisi o porodici
kojoj pripada, u novije vrijeme polifenoli se sve c¢eSce koriste kao biomarkeri u
kemotaksonomskim istrazivanjima (Kremer i sur., 2011c; Jurisi¢ Grubesic i sur., 2012). Malo
je studija koje istovremeno istrazuju korelacije izmedu profila fitokemikalija i genetske
varijabilnosti u biljkama ovisno o lokalitetu rasta. Rezultati takvih istrazivanja ovise o biljnim
vrstama i koriStenim metodama te su ¢esto oprecni. Istrazivanja na vrstama Teucrium flavum
L., Teucrium polium L. i Teucrium scorodonia L. pokazala su da varijacije u sastavu i razini
eteri¢nih ulja viSe ovise o genetickoj podlozi nego o lokalitetu rasta (Djabou et al., 2011;
Djabou et al., 2012a; Djabou et al., 2012b). Smelcerovic i sur. (2006) su istrazujuci genetsku
varijabilnost RAPD i SSR markerima te profil polifenola u 6 vrsta roda Hypericum dobili bolju
korelaciju polifenola s RAPD u odnosu na SSR markere. Suprotno tome, Grass i sur. (2006)
nisu dobili pozitivnu korelaciju izmedu sastava sekundarnih metabolita i genetske
varijabilnosti kod jesenskog maslacka (Leontodon autumnalis L) uzorkovanog na 24 lokaliteta
u centralnoj Europi. Genetsku varijabilnost istrazili su koriste¢i RAPD markere dok je sastav
flavonoida, fenolnih kiselina i seskveterpenoida odreden tekucinskom kromatografijom
visoke ucinkovitosti (HPLC). Nadalje, istrazivanja na divljem hmelju (Humulus lupulus L.) nisu
pokazala korelaciju izmedu genetska varijabilnost i sastava polifenola (Patzak et al., 2010).
Polifenoli kao markeri u kemosistematici uspjeSno su koristeni u istrazivanju 89 divljih i
kultiviranih svojti ¢ajevca (Camellia sinensis L.) gdje je pokazana dobra korelacija izmedu
razine polifenola i genetske varijabilnosti (Li et al.,, 2010). Zbog oprecnosti literaturnih
podataka utjecaj genetske varijabilnosti na sintezu polifenola unutar neke vrste joS nije u

potpunosti razjasnjen i zahtjeva dodatna istraZzivanja.
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1.3.4. Polifenoli i zdravlje

Polifenoli, a posebno flavonoidi postali su najviSe istrazivana skupina sekundarnih
metabolita sredinom devedesetih godina proslog stolje¢a zbog njihove bioloske aktivnost i
pozitivnih ucinaka na ljudsko zdravlje. Sve je viSe znanstvenih studija koje podupiru hipotezu
da prehrana bogata polifenolima ima preventivhu ulogu u nastajanju kardiovaskularnih
bolesti, nekih vrsta karcinoma, dijabetesa tipa 2, bolesti probavnog trakta i sl. Polifenoli u
prehrani su u visokim koncentracijama zastupljeni u vocu (Piljac-Zegarac i Samec, 2011;
Samec i Piljac-Zegarac, 2010) i povréu (Samec i sur., 2011) te njihovim preradevinama (Piljac-
Zegarac i sur., 2009; Piljac-Zegarac i sur., 2012), ali i u biljnim napitcima. Posebno se isti¢u
liekovite biljke i njihovi infuzi kao bogat izvor polifenola (Katalini¢ i sur., 2006; Surveswaran i

sur., 2007; Lii sur., 2008).

Veliki broj biokemijskih procesa u nasem organizmu poti¢e stvaranje slobodnih
radikala (engl. reactive oxygen species- ROS). To je skupina veoma reaktivnih molekula koje
uklju€uju reaktivne kisikove vrste (ROS), superokside (0,°), hidroksile (HO®), peroksile
(RO0O°®), vodikov peroksid (H,0,), slobodni kisik (O,), dusikove okside (NO®), peroksinitrate
(ONOO®) i hipokloride (HOCI) (Noorhajati i sur., 2012). U normalnim uvjetima, homeostaza
slobodnih radikala regulirana je antioksidansima prisutnim u organizmu. U specificnim
uvjetima, uslijed izloZzenosti negativnim vanjskim ¢imbenicima ili bolesti ta je homeostaza
narusena. U tom sluéaju u organizmu nastaje viSak slobodnih radikala koji mogu ostetiti
lipide, proteine, ugljikohidrate ili DNA, te na taj nacin izazvati razli¢ita patoloska stanja (Zhao
i sur., 2005). Proces lipidne oksidacije ukljucen je u procese starenja jer lipidi koji ulaze u
sastav koZe reagiraju sa slobodnim radikalima i prelaze u lipidne perokside koji ubrzavaju
starenje (Lee i sur., 2001). Nadalje, osteéenja stani¢nih membrana lipidnom oksidacijom i/ili
osStecenja DNA izazvana slobodnim radikalima povezana su i sa nastajanjem mnogih bolesti
kao Sto su neke vrste karcinoma, ateroskleroza i neurodegenerativne bolesti (Deng i sur.,
2005). Uslijed povecane razine slobodnih radikala poveéava se razina lipoproteina male
gustoce (engl. low density lipoprotein- LDL) koji uzrokuju nakupljanje kolesterola Sto dovodi

do razvoja kardiovaskularnih oboljenja (Noorhajati i sur., 2012).

U situaciji kada je ravnoteza izmedu slobodnih radikala i antioksidansa u organizmu

narusena potrebno je unositi antioksidanse hranom. Jedni od najjacih antioksidansa
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prisutnih u hrani upravo su polifenoli koji zbog svoje specificne kemijske strukture imaju
sposobnost prekidanja lancanih reakcija doniranjem atoma vodika ili elektrona slobodnom

radikalu (Slika 7.), dok sami poprimaju stabilne, nereaktivne konformacije

L
o + 2H* + 2e-

Slika 7. Reakcija oksidacije katehina pri ¢emu dolazi do otpustanja dva elektrona i dva

vodikova protona (Piljac i sur., 2004).

Kemijska struktura molekule polifenola osnova je njezinog djelovanja kao
antioksidansa. U slucaju npr. fenolnih kiselina antioksidativno djelovanje ovisi o broju i
poziciji hidroksilnih skupina u odnosu na karboksilne skupine (Balasundram i sur., 2006).
Monohidrokibenzojeve kiseline s —OH skupinom na orto ili para poziciji u odnosu na -COOH
skupinu ne pokazuju antioksidacijsku aktivnost, dok m-hidroksibenzojeve kiseline imaju
antioksidativni ucinak. Opcenito, antioksidativno djelovanje fenolnih kiselina raste s
povecanjem broja hidroksilnih grupa, iako fenolne kiseline koje imaju na poziciji 3- i 5-
metoksilne grupe imaju smanjenu aktivnost. Hidroksicimetne kiseline pokazuju jacu
aktivnost u usporedbi s hidroksibenzojevim kiselinama jer posjeduju CH=CH—COOH grupu
koja lakSe donira H atome nego —COOH skupina prisutna u hidroksibenzojevim kiselinama
(Rice-Evans i sur., 1996). Antioksidacijsko djelovanje flavonoida u ovisnosti o kemijskoj
strukturi nesto je sloZenije nego ono kod fenolnih kiselina, a ovisi ponajprije o znacajkama i
prirodi supstituenata na B i C prstenu kod osnovne strukture flavonoida (Tablica 2.)

(Balasundram i sur., 2006).

U ljudskom organizmu antioksidansi djeluju na tri nacina (Noorhajati i sur., 2012):
e specavajuili inhibiraju nastanak lipidnih peroksida
e neutraliziraju slobodne radikale
e popravljaju Stetu izazvanu djelovanjem slobodnih radikala
Kako bi se moglo lakSe odrediti koja nam hrana ili biljni pripravci mogu pomodi kod

prevencije gore opisanih stanja razvijen je Citav niz metoda koje mjere antioksidacijsku
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aktivnost u in vitro uvjetima. Mnoge studije potvrduju da biljni ekstrakti s izrazitom
aktivnoScu u in viro testovima pokazuju aktivnost i u in vivo uvjetima (Alam i sur., 2012), te
se in vitro metode sve viSe koriste kao prvi korak u ispitivanju potencijalne antioksidacijske

aktivnosti nekog biljnog spoja.

1.4. IN VITRO TESTOVI ZA MJERENJE ANTIOKSIDACHSKE AKTIVNOSTI BILINIH
EKSTRAKATA

Istrazivanja u podrucju biljnih antioksidansa, posebno polifenola, veoma su rasirena
posljednjih godina. Baza podataka Web of Science pokazuje 2809 radova s klju¢nim rije¢ima
"polyphenols+antioxidant”, dok je u bazi podataka Scopus pronadeno 2686 takvih radova
tijekom 2011. i 2012. godine (13. svibnja 2013). Kako je to intenzivno istrazivano podrucje
vec se dugi niz godina vode rasprave da se neka metoda preporuci kao standardna metoda
za odredivanje antioksidacijske aktivnosti jer razliciti autori koriste razlicite metode (Frankel i
Finley, 2008). Medunarodna organizacija AOAC (Association of Official Agricultural Chemists)
2012. godine (AOAC, 2012) je preporucila ORAC metodu za mijerenje antioksidacijske
aktivnosti u hrani kao standardnu metodu, no za istrazivanja u biljnoj biologiji jo$ se uvijek
koriste razlicite metode. U mjerenju antioksidacijske aktivnosti biljnih ekstrakata najéesce se
koriste spektrofotometrijske (Karadag i sur., 2009) i fluorimetrijske metode, no u novije
vrijeme sve se ¢esée koriste i elektrokemijske metode (Piljac-Zegarac i sur., 2010; Barros i
sur., 2011) te FT-IR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy Technique) spektroskopske
tehnike (Lu isur., 2011).

1.4.1. Spektrofotometrijske metode

Spektrofotometrijske metode mogu se podijeliti u dvije skupine: metode bazirane na

prijenosu vodikovih atoma i metode bazirane na prijenosu elektrona (Apak i sur., 2007).

Metode bazirane na prijenosu vodikova atoma mjere sposobnost antioksidansa
prisutnog u biljnom ekstraktu da neutralizira negativho djelovanje slobodnog radikala
donirajuci vodikov (H) atom. Mehanizam u kojem se donira vodikov atom (Ar-H) slobodnom

radikalu (ROO®) moze se pojednostavljeno prikazati formulom (Apak i sur., 2007):

ROO® + AH/ArOH - ROOH + A*/ ArO°®
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gdje je ArO°® ariloksilni radikal stabiliziran rezonancijom. U metodama mjerenja
antioksidacijske aktivnosti baziranima na prijenosu vodikovih atoma, i fluorescentne probe i
antioksidansi regiraju s ROO®, a antioksidacijska aktivnost se odreduje mjerenjem kinetike
reakcije gubitka fluorescencije uz prisutnost i bez prisutnosti antioksidansa te integriranjem
povrsine ispod krivulja. Ove metode Cesto nisu ovisne o otapalu i pH vrijednosti te su brze,
prakticne i zbog toga Cesto koristene (Prior, 2005). NajceSée koriStena metoda bazirana na
prijenosu vodikovih elektrona jest ORAC (engl. Oxygen Radical Absorbance Capacity) gdje se
kao izvor slobodnih radikala najcesée koristi AAPH (engl. 2,2"-azobis(2-amidino-propane)
dihydrochloride) (Prior et al. 2003), a osim fluorimetrijski reakcija se moze pratiti i
spektrofotometrijski. Ostale metode bazirane na prijenosu vodikovih atoma su TRAP (engl.
Radical Trapping Antioxidant Parameter) (Wayner i sur., 1985) te metode izbjeljivanja

krokina (Bors i sur., 1984) ili B-karotena (Burda i sur., 2001).

Metode bazirane na prijenosu elektrona nesto su sporije od metoda baziranih na
prijenosu vodikovih atoma te su vrlo osjetljive na promjenu otapala i pH otopine (Apak i sur.,

2007). Mehanizam metode prikazan je shematski:
ROO® + AH/ArOH - ROO™ + AH®+/ArOH*"
AH®+ / ArOH*" + H,0 > A®/ ArO°® + H;0"
ROO™ + H30" ¢> ROOH + H,0

U veéini metoda koje mjere antioksidacijsku aktivnost zasnovanu na prijenosu
elektrona antioksidans reagira s obojenom probom umjesto slobodnog radikala Sto izaziva
promjenu boje te se moze detektirati spektrofotometrom. Koncentracija antioksidansa
prisutnih u uzorku proporcionalna je intenzitetu promjene boje. NajrasSirenija metoda za
mjerenje antioksidacijske aktivnosti bazirana na prijednosu elektrona jest FRAP (engl. Ferric
Reducing Antioxidant Power) (Benze i Strain, 1996) gdje se mjeri redukcija Zuto obojenog
TPTZ-a (Zeljezo 2,4,6-tripiridil-s-triazina) u plavo obojeni produkt. Nadalje, CUPRAC (engl.
Copper Reduction Assay) kao varijacija FRAP metode koja umjesto Zeljeza koristi bakar

bazirana je takoder na prijenosu elektrona (Prior i sur., 2005).
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Osim spektrofotometrijskih metoda koje su bazirane samo na prijenosu elektrona ili
vodikovih atoma, postoje metode koje ukljuCuju i prijenos elektrona i prijenos vodikovih
atoma. NajraSirenije metode iz te skupine su TEAC (engl. Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity) metoda, cesto nazivana i ABTS metoda, te DPPH (engl. 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) metoda (Prior i sur., 2005). Obje metode bazirane su na sposobnosti
antioksidansa od interesa da neutraliziraju djelovanje slobodnog radikala: ABTS®* (Slika 8a.)

kod TEAC metode ili DPPH® (Slika 8b.) u DPPH metodi.

I g SO3H

HO3S Et

NO,

NO,

Slika 8. Kemijska struktura: a) ABTS® te b) DPPH® radikala.

Spektrofotometrijske metode za mjerenje antioksidacijske aktivnosti su i metode koje
mjere koli¢inu produkta oksidacije sa i bez prisutnosti testiranog ekstrakta. Takve metode su
npr. metoda mjerenja zastitne uloge od oStecenja proteina koja mjeri koli¢inu nastalih
karbonila (Mayo i sur., 2003) ili metoda s amonij tiocijanatom (Yen i Hsien, 1998) koja mijeri
koli¢inu nastalih lipidnih peroksida u emulziji linolne kiseline inkubirane sa i bez prisutnosti

biljnih ekstrakata
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1.4.2. Elektrokemijske metode

Primjena elektrokemijskih metoda u istraZzivanju antioksidacijske aktivnosti temelji se
na sposobnosti antioksidansa da se ponasSa kao reducirajuci agens na elektrodi. Najcescéa
elektrokemijska metoda koja se koristi jest ciklicka voltametrija koja omoguduje brzo
dobivanje podataka o termodinamici redoks procesa, kinetici heterogenih procesa prijenosa
elektroda ili adsorpcijskim procesima. Sama se metoda temelji na analizi vala anodne struje
(la) koji je funkcija redukcijskog potencijala odredenog spoja u uzorku. Osnovni princip na
kojem se metoda zasniva je da se potencijal radne elektrode linearno mijenja s vr.emenom i
to od pocetnog potencijala, E,o¢, do konacnog potencijala, Exon, i natrag (Slika 9.). Rezultat
ovakve linearne trokutaste pobude, elektrokemijska je reakcija na elektrodi, a registrira se
kao krivulja struja-potencijal (I-E krivulja). Brzina promjene potencijala (posmika) moze se
mijenjati u Sirokom rasponu potencijala, pa se ovom tehnikom mogu ispitivati kako spore

tako i vrlo brze elektrodne reakcije.

B

Slika 9. Signal pobude i odziva u cikli¢ckoj voltametriji.

Redukcija antioksidansa na elektrodi prati se u obliku vala na I-E krivulji. 1z analize
vala, te povrsine ispod anodnog vala mogu se dobiti podaci o djelovanju komponente kao

antioksidansa.
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1.5. CILJEVI | HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Ciljevi:

e odrediti sastav polifenolnih komponenti u endemicnim vrstama (Teucrium arduini,
Moltkia petraea, Micromeria croatica i Rhamnus intermedia) s obzirom na
geografsko podrijetlo, te usporediti njihov sastav u razli¢itim biljnim organima.

e istraziti genetsku varijabilnost vrsta od interesa s obzirom na razli¢ito geografsko
podrijetlo.

e odrediti bioloSku aktivnost biljnih ekstrakata s posebnim naglaskom na

antioksidacijsku aktivnost.

Hipoteze:

e endemicne biljne vrste bogate su fitokemikalijama te pokazuju biolosku aktivnost.
e geografsko podrijetlo utjeCe na genetsku varijabilnost, sintezu sekundarnih

metabolita te bioloSku aktivnost.
e kod mjerenja antioksidacijske aktivnosti biljnih ekstrakata potrebno je Kkoristiti

nekoliko metoda paralelno jer izmjerena vrijednost ovisi o koriStenoj metodi.
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4. MATERUJALI | METODE



2.1. MATERUJALI

2.1.1. Kemikalije

e 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina (ABTS) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
SAD)

e 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

e 2,4,6- tripiridil-s-triazin (TPTZ) (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

e 2 4-dinitro-fenil-hidrazin (DNPH) (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol (BHT) (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

e 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzojeva kiselina (Ellmanov reagens), (Sigma Chemicals, St.
Louis, MO, SAD)

o 2'7'diklorfluorescein-diacetat (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, SAD)

e 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox) (Fluka, Sigma-

Aldrich, St. Louis, SAD)
e agaroza (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
e akrilamid otopina 30% (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
e aluminijev klorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
e amonij ev peroksodisulfat (APS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
e amonijev tiocijanat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e askorbinska kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
e bakrov sulfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e bromfenol plavilo (Fischer Scientific, New Jersey, SAD)
e cetrimonium bromid (CTAB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
e Coomassie plavilo (Bio-Rad, Hercules, CA, SAD)
e dinatrijhidrogenfosfat-2-hidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Dulbeccov medij s 4500 mg/L glukoze, NaHCO3 i piridoksinom, (Imunoloski zavod,
Zagreb)
e etanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e etidijev bromid (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
e etil-acetat (Kemika, Zagreb. Hrvatska)
e etilendiamintetraoctena kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Folin-Ciocalteu reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
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galna kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
glicerol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
glicin (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

GlutaMAX (100X, 2 mM) (Gibco, Grand Island, NY, SAD)
gvanidin hidroklorid (Acros Organics, Geel, Belgija)

izoamilni alkohol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

izopropanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

kalijev persulfat (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

katehin (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

kava kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

kloridna kiselina (Riedel-de Haen, Seelze, Savezna Republika Njemacka)
kloroform (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

kvercetin (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

linolna kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

litijev perklorat (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

metanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

natrijev hidroksid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

natrijev karbonat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

natrijev nitrat (Laphoma, Skopje, Makedonija)

natrijev dihidrogenfosfat-dihidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
natrijev dodecil sulfat (SDS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

natrijev klorid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Neutral red (Merck, Darmstadt, Njemacka)

Newborn calf serum, heat inactivated (Gibco, Grand Island, NY, SAD)
obiljezeni standardi za UPLC-MS/MS (Cambridge Isotope Laboratories, Andover, SAD)
octena kiselina (Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Penicilin/streptomicin otopina (10000 U/mL penicilina i 10 mg/ml streptomicina)
(Gibco, Grand Island, NY, SAD)
polivinilpirolidon (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

standardi fenolnh kiselina za UPLC-MS/MS (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

tetrametiletilendiamin (TEMED) (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
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e trikloroctena kiselina (Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
e Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

e vanilin (Merck, Darmstadt, Savezna Republika Njemacka)
e vodikov peroksid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e 7Zeljezov (Ill)-sulfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e 7Zeljezov klorid heptahidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e B-merkaptoetanol (Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

2.1.2. Komercijalni kompleti, proteini i plazmidi
Pri izradi ovog rada koristeni su sljedeéi komercijalni kompleti i proteini:
e set deoksiribonukleotida: dATP, dTTP, dCTP, dGTP (Fermentas, St. Leon-
Rot,Njemacka)
e rekombinantna Tag DNA polimeraza (Thermo Scientific, St. Leon-Rot,Njemacka)
e albumin govedeg seruma (Serva, Heidelberg, Njemacka)

e komplet za izolaciju biline (DNA DNeasy Plant Mini Kit, Qiagen, Hilden, Njemacka)
e plazmid $X174 RF1 DNA (Termo Scientific, St. Leon-Rot,Njemacka)

2.1.3. Standardi duljine odsjecka DNA i molekularne mase

Kao standard duljine odsjecka DNA koriSteni su:

e Smjesa odsjecaka DNA 100 do 3000 bp (GeneRuler 100bp Plus DNA marker 100 do
3000bp, (Fermentas, St. Leon-Rot, Njemacka)

e Smjesa odsjeCaka 500 do 8000 bp (500 bp DNA marker, (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, SAD)

Kao standard molekulske mase pri analizi proteina metodom SDS-PAGE koristena je:

e Smjesa proteina niskih molekulskih masa od 20,4 do 96 kDa za elektroforezu u

denaturirajuéim uvjetima (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Velika Britanija)

26



2.1.4. Biljni materijal

Predmet istrazivanja u ovom radu su cetiri endemiéne biljne vrste Hrvatske

prikupljene na razlic¢itim lokalitetima tijekom 2010 godine (Tablica 3., Slika 10.). Na svakom

lokalitetu uzorci su prikupljeni po principu slucajnosti s nekoliko desetaka biljaka u vrijeme

pune cvatnje te determinirane u Botanickom vrtu "Fran KuSen" pri Farmaceutsko-

biokemijskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu uz pomo¢ dr.sc. Darija Kremera. Uzorci su

osuseni na zraku u tamnoj prostoriji pri sobnoj temperaturi i ¢uvani u papirnatim vrec¢icama

do analize.

Tablica 3. Popis istrazivanih vrsta, analizirani biljni organi te lokaliteti rasta.

Ispitivana vrsta

Dio biljke

Lokaliteti

list
Vaganac
Teucrium arduini stabljika
Sveti Jure
cvat
Visac
SnijeZnica
list
Moltkia Dinara
stabljika
petraea Orebi¢
cvat
list Stupacinovo
Micromeria
stabljika Bojinac
croatica
cvat Bacic Kuk
Rhamnus list Dundovi¢ Podi
intermedia kora Bojinac
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Slika 10. Lokaliteti rasta ispitivanih biljnih vrsta a) T. arduini, b) M. petraea, c) M. croatica, d)

R. intermedia.

28



2.2. METODE

2.2.1. Odredivanje genetske varijabilnosti RAPD markerima

RAPD (engl. Random Amplified Polymorphic DNA) je metoda nasumi¢nog umnazanja
polimorfne DNA koja koristi univerzalne pocetnice za sve biljne vrste (Welsh i McClelland,
1990). U usporedbi s ostalim metodama za odredivanje genetske varijabilnosti brza je,
jednostavna, razmjerno jeftina i zahtjeva malu koli¢cinu DNA (engl. deoxyribonucleic acid).
Zbog toga je veoma pogodna u istrazivanjima rijetkih endemskih biljnih vrsta gdje nije

dostupna velika koli¢ina biljnog materijala (Artyukova i sur., 2004).

2.2.1.1. Izolacija genomske DNA

Za DNA analize tkivo lista usitnjeno je u tekuéem dusiku u prah te po 50 mg tkiva
odvagano u tubice od 2 mL. Izolacija DNA u vecini uzoraka izvrSena je prema izmijenjenoj
CTAB metodi (Doyle i Doyle, 1987). U uzorak je dodano po 1000 pL ekstrakcijskog pufera
(20mM Na,EDTA pH 8,0, 100 mM Tris- HCIl, 1,5M NaCl, 2% CTAB), na vrhu Spatule
polivinilpirolidona i 40 pL B- merkaptoetanola. Tubice su dobro izmijeSane i inkubirane 60
min na 70°C u termobloku (Bio TDB-100, Biosan, Latvija) uz povremeno lagano mijesanje.
Nakon inkubacije tubice su ohladene na ledu te je u svaku dodano po 1000 pL smjese
kloroform-izoamilni alkohol (24:1). Svaki uzorak je lagano promijesan, a potom su uzorci
centrifugirani 10 min na 13 000 rpm (Centrifuge 5415, Eppendorf, Njemacka). Nakon
centrifugiranja odvojena je vodena faza te je postupak ponovljen jos dva puta. Nakon treceg
ispiranja odvojenoj vodenoj fazi je dodano 0,6 volumena hladnog izopropanola te je DNA
talozena tijekom 45 min na -20°C. Tubice su centrifugirane na 9 000 rpm u trajanju od 10 min
nakon c¢ega je vodena faza odbacena. Talog DNA ispran je dva puta s 70% etanolom te su
nakon ispiranja ostaci etanola uklonjen pomoc¢u vakuuma u uredaju Speedvac (DNA 120

SpeedVac Concentrator, Thermo, SAD). Talozi su zatim otopljeni u 100 uL 1xTE pufera.

Kvaliteta DNA provjerena je horizontalnom elektroforezom u 0,8% gelu agaroze
koristeéi uredaj RunOne Electrophoresis Cell (EmbiTec, San Diego, CA, SAD) u 1xTAE puferu
pri 50V. Gel je obojan u 100 mM otopini etidijeva bromida te vizualiziran pod UV
transiluminatorom (G-Box, Syngene, UK). Koli¢ina DNA kvantitativho je odredena pomocu
spektrofotometra (BioSpec Nano, Shimadzu, Japan). Takoder, snimljeni su UV (Varian Cary
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100 Bio, US) te CD (cirkularni dikroizam) (Jasco J-815, Great Dunmow, Essex, UK) spektri

dobivenih izolata DNA te provedeno "meksanje" DNA.

2.2.1.2. RAPD markeri

RAPD metoda provedena je koristenjem devet razliCitih komercijalno dostupnih

pocetnica (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD) koje su prikazane u Tablici 4.

Tablica 4. Popis koristenih pocetnica.

Pocetnica Sijed nukleotida

OPA-02 5"-TGCCGAGCTG-3’
OPA-07 5'GAAACGGGTG3’
OPA-13 5"-CAGCACCCAC-3’
OPB-06 5"-TGCTCTGCCC-3’
OPB-10 5'CTGCTGGGAC-3’
OPC-03 5’-GGGGGTCTTT-3’
OPC-06 5"-GAACGGACTC-3’
OPD-15 5"-CATCCGTGCT-3’
OPE-04 5"-GTGACATGCC-3’

Nasumi¢no umnazanje DNA fragmenata lan¢anom reakcijom polimeraze (PCR)
provedeno je u volumenu od 25 pL koji je sadrzavao 25 ng DNA kalupa, 2,5 pyL 10x PCR
pufera, 1,5 puL 25 mM MgCl,, 2 pL 2,5 mM dNTPmix, 1,5 U TagDNA polimeraze i 15 nmol
pocetnice. PCR reakcija je provedena u uredaju GeneAmp PCR System 2700 (Applied
Biosystems, SAD) prema sljede¢em temperaturnom rasporedu: 94°C 5 min; 45 ciklusa na
94°C 1 min, 37°C 1 min i 72°C 2 min. Program je zavrSen s elongacijskim periodom od 7 min

na 72°C i inkubacijom na 4°C.

Ulomci dobiveni PCR reakcijom razdvojeni su u 1,5% gelu agaroze horizontalnom

elektroforezom u 1xTAE puferu pri 50V te vizualizirani pod UV transiluminatorom nakon

bojenja s etidijevim bromidom.
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2.2.2. Odredivanje sastava fitokemikalija

2.2.2.1. Ekstrakcija

Osuseni biljni materijal usitnjen je uz pomo¢ tekuceg dusika u prah te je po 60 mg
uzorka odvagano u tubice volumena 2 mL. U svaku tubicu dodano je 2 mL 80% metanola,
tubice su dobro zatvorene te stavljene u ultrazvuénu kupelj 15 min. Nakon toga uzorci su
ekstrahirani na rotacionom homogenizatoru tijekom 2 h (brzina okretaja: 15 rpm), te
centrifugirani 15 min na 13 000 rpm nakon cega je supernatant odvojen i koristen za
odredivanje antioksidacijske aktivnosti (spektrofotometrijskim i elektrokemijskim
metodama) i polifenolnih komponenti spektrofotometrijski i kromatografskim metodama. Za

spektrometrijska mjerenja koristen je Bio-Spec-1601 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan).

2.2.2.2. Odredivanje ukupnih fenola

Ukupni fenoli odredeni su metodom po Folin-Ciocalteu (Singleton i Rossi, 1965)
prilagodenom za male volumene. Po 20 pL ekstrakta pomijeSano je sa 100 uL Folin-Ciocalteu
reagensa i 300 pL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata te je volumen dopunjen destiliranom
vodom do 2 mL. Apsorbancija je mjerena nakon 2h pri valnoj duljini 760 nm u odnosu na
slijepu probu (reakcijska smjesa uz 80% metanol). Za izradu bazdarne krivulje koriStena je

otopina galne kiseline (0-1200 mg/L), a koli¢ina prerac¢unata prema baZzdarnom pravcu:
y = 0,00011x, R*=0,9994

Sadrzaj ukupnih fenola izrazen je u miligramima ekvivalenta galne kiseline (engl. gallic

acid equivalents) po gramu suhe mase uzorka (mg GAE/g sm).
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2.2.2.3. Odredivanje ukupnih flavonoida

Ukupni flavonoidi odredeni su metodom s aluminijevim kloridom (Zhishen i sur.
1999) uz male promjene. Po 20 pL uzorka dodano je u 880uL destilirane vode. Reakcija je
zapoceta dodavanjem 60 pL natrijeva nitrata (5% w/v), a 5 minuta kasnije i 60 pL aluminijeva
klorida (10% w/v). Nakon 6 minuta dodano je 400 pL 1M otopine natrijeva hidroksida te
volumen nadopunjen do 2 mL destiliranom vodom. Apsorbancija je mjerena na 510 nm, a

baZdarena krivulja izradena otopinom katehina (0-300 mg/L). Jednadzba baZdarnog pravaca:
y = 0,0031x , R*=0,9991
Rezultati su izrazeni u miligramima katehin ekvivalenta (engl. catechin equivalents) po
gramu suhe mase uzorka (mg CE/g sm).

2.2.2.4. Odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola

Ukupne hidroksicimetne kiseline i flavonoli izmjereni su u uzorcima metodom
Howarda i sur. (2003). 250 pL ekstrakta razrijedenog pet puta u 80% metanolu pomijesano je
s 250 pL 1g/L HCl u 96% etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCl. Za odredivanje ukupnih
hidroksicimetnih kiselina i ukupnih flavanola apsorbancija je mjerenja na 320 i 360 nm. Za
izradu bazdarne krivulje za hidroksicimetne kiseline koristena je kava kiselina (0-1000 mg/L),

a za flavonole kvercetin (0-500 mg/L).
Jednadzba baZzdarnog pravca za kava kiselinu:
y = 0,0019x, R*= 0,9998
Jednadzba bazdarnog pravca za kvercetin:
y = 0,0016x, R*= 0,9988

Sadrzaj ukupnih hidroksicimetnih kiselina izrazen je kao miligram ekvivalenta kava
kiseline (engl. caffeic acid equivalents) po gramu suhe mase uzorka (mg CAE/g sm), dok je
sadrzaj flavonola izrazen u miligramu ekvivalenta kvercetina (engl. quercetin equivalents) po

gramu suhe mase uzorka (mg QE/g sm).
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2.2.2.5. Odredivanje proantocijanidina

Proantocijanidini su odredeni vanilin-HCl metodom (Sun i sur., 1998). Po 1,5 ml
otopine vanilina (4%) u metanolu pomijesano je s 250 pL ekstrakta i 750 pL koncentrirane
kloridne kiseline. Nakon 15 min inkubacije izmjerena je apsorbancija pri valnoj duljini 500
nm. Katehin (0-2000 mg/L) je koristen kao standard za izradu baZdarne krivulje s

jednadzbom:
y = 0,0010x, R*= 0,9958

Rezultati su izrazeni kao miligrami katehin ekvivalenta (engl. catechin equivalents) po

gramu suhe mase uzorka (mg CE/g sm).

2.2.2.6. Odredivanje pojedinacnih fenolnih kiselina UPLC-MS/MS metodom

UPLC-MS/MS je vezani sustav tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti koji
koristi ultra visoke pritiske i spektrometar masa s trostrukim kvadripolom. UPLC (engl. Ultra
Performance Liquid Chromatography) je napredniji sustav tekucinske kromatografije od
standardnog HPLC (engl. High-performance liquid chromatography) sustava jer koristi kolone
s vrlo malim promjerom cestica od oko 1,7 um i izrazito visoke pritiske ¢ime se povecava

rezolucija, smanjuje retencijsko vrijeme te se povecava osjetljivost metode (Yu i sur., 2006).

U ovom istrazivanju koristen je uredaj ACQUITY Ultra Performance LCTM system
(Waters, Milford, MA, USA) povezan paralelno na PDA 2996 detektor (Waters, Milford, MA,
USA) i Micromass Quattro microTM API stolni trostruko kvadriploni maseni spektrometar
(Waters MS Technologies, Manchester, UK), opremljen s elektronskim ionizatorom (ESI).
MassLynxTM program (verzija 4.0, Waters, Milford, MA, USA) koriSten je za kontrolu

instrumenta i obradu podataka.

Fenolne kiseline odredene su prema metodi Gruz i sur. (2008). Biljni ekstrakti su prije
analize filtrirani centrifugiranjem (3 500 rpm, 5 min) kroz 0,2 pm najlonske membranske
filtere (Micro-SpinTM, Alltech, Deerfield, IL, USA) te su im kao interni standardi dodani
deuterijem obiljezena 4-hidroksibenzojeva i salicilna kiselina (Cambridge Isotope
Laboratories, MA, USA) u konacnoj koncentraciji od 10° mol/L. Uzorci su injektirani u BEH Cg

kolonu (1,7 um, 2,1 x 150 mm, Waters, Milford, MA) zagrijanu na 30 °C. Mobilna faza se
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sastojala od acetonitrila (otopina B) i 7,5 mM mravlje kiseline (otopina A). Protok je bio 250
puL/min a gradijent: 5% B 0,8 min, 5-10% B do 0,4 min, izokrati¢no 10% B do 0,7 min, 10—
15% B do 0,5 min, izokraticno 15% B 1,3 min, 15-21% do 0,3 min, izokraticno 21% B 1,2 min,
21-27% B do 0,5 min, 27-50% B do 2,3 min, 50-100% B do 1 min, i zavrsno 100-5% B do 0,5
min. Na kraju je kolona ekvilibrirana na pocetne uvijete 2,5 min. Pritisak se kretao izmedu
4000 i 8000 psi. Uzorci su nakon kolone paralelno detektirani na PDA detektoru te odvedeni
do izvora elektrona s negativnom ionizacijom. Temperatura ionizacije bila je visa od 100°C, a

kapilarni napon iznosio je 2,5 kV.

Fenolne kiseline te deuteirani interni standardi detektirani su u MRM modu (engl.
multiple reaction monitoring) na temelju raspona izmedu gornje i donje granice m/z koji se
moze odrediti spektrometrom masa. Fenolne kiseline su identificirane usporedujuc¢i masene
spektre uzoraka s masenim spektrima standarada. Koncentracija analita u uzorcima
odredena je iz omjera analita i srednje vrijednosti povrsSine internog standarda prema

jednadzbi:
koncentracija analita= ISc x nagib x A x 2(IS1 +152)™ + ¢

Isc= koncentracija internog standarda
A-povrsina pika analita
IS1- povrsina ispod pika za deuterijem obiljezenu 4-hidroksibenzojevu kiselinu
IS2- povrsina ispod pika za deuterijem obiljezenu salicilnu kiselinu

c- parametri linearne regresije prikazani u Tablici 5.

Parametri UPLC-MS/MS analize fenolnih kiselina (retencijsko vrijeme, vrijeme
zadrzavanja, MRM prijelaz (m/z), fragmentacija, limit, nagib te parametri linearnosti su u

Tablici 5.
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Tablica 5. Retencijsko vrijeme (min), vrijeme zadrzavanja (s), MRM prijelaz (m/z),

fragmentacija, limit, te parametri linearnosti za ispitivane fenolne kiseline.

Vrijeme
Vrijeme MRM
Fenolne kiseline zadrz Fragmenti Nagib
(min) (m/z)
(s)
galna 2,59 0,5 169>125 0,149
protukatehinska 3,86 0,5 153>109 0,285
klorogenska 4,49 0,5 353>191 217 0,296
gentisti¢na 4,79 0,15 153>109 0,114
4-hidroksibenzojeva 4,99 0,15 137>93 0,671
kava 5,31 015 179>135 161 0,532
vanilinska 5,44 0,15 167>108 152,123 0,056
siringi¢na 5,55 0,15 197>123 182,167 0,042
3-hidroksibenzojeva 5,96 0,5 137>93 0,300
4-kumarinska 6,62 0,15 163>119 1,026
sinapinska 6,92 0,15 223>164 208,149 0,083
ferulinska 7,04 0,15 193>134 178,149 0,322
3-kumarinska 7,57 0,5 163>119 1,536
2-kumarinska 8,13 0,15 163>119 0,841
salicilna 8,25 0,15 137>93 0,764
trans-cimetna 9,19 0,5 147>103 0,051

-0,859

0,452
4,235
-3,301
0,907
-5,687
-0,548
0,036
0,133
-3,298
-0,836
-0,863
1,956
-1,485
1,228
-0,966

0,9990
0,9994
0,9983
0,9969
0,9999
0,9990
0,9994
0,9997
1,0000
0,9979
0,9995
0,9996
0,9998
0,9995
0,9987
0,9975
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2.2.3. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti biljnih ekstrakata
2.2.3.1. FRAP metoda

Mehanizam FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power) metode temelji se na
prijenosu elektrona, a kompleks Zeljeza s 2,4,6-tripiridil-s-triazinom — Fe(l1)(TPTZ),CI* koristi
se kao oksidans (Benzie i Strain, 1999) (Slika 11.). Redukcijom Zuto obojenog kompleksa
Fe(lll)-TPTZ u Fe(ll) u prisutnosti antioksidansa i pri niskom pH reakcijska smjesa mijenja boju

u plavo ¢iji je maksimum apsorbancije na valnoj duljini 593 nm.

2 =

N N\/"/N N NN NN

/F 1] > /F I /}\

QBN YOV
N

AN | \N A" | = AN | \N Z | k/‘
N A A X

Fe*-TPTZ + antioksidans > Fe*'-TPTZ

Slika 11. Mehanizam djelovanja FRAP reakcije (Benze i Strain, 1996).

Kod mjerenja aktivnosti FRAP metodom 50 pL uzorka pomijeSano je sa 950 plL
prethodno pripremljenog FRAP reagensa te je mjerena apsorbancija na 593 nm nakon to¢no
4 min (Benzie i Strain, 1999). FRAP reagens se priprema mijeSanjem acetatnog pufera (300
mM, pH 3,6), otopine TPTZ (10 mM u 40 mM kloridnoj kiselini) te Zeljezo (lI) klorida (20 mM)

uomjeru 10:1:1.
Za pripremu bazdarnog pravca koristen je Zeljezo-sulfat (FeSO4x7H,0) (0-1000 uM):
y = 0,0009x, R*= 0,9941

Rezultati su izrazeni u mikromolima Zeljezo sulfata po gramu suhe mase uzorka (umol

Fe’'/g sm).
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2.2.3.2. DPPH metoda

Metoda DPPH temeljena je na ,gasenju” slobodnih DPPH® (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
radikala antioksidansom, odnosno na doniraju atoma vodika ili elektrona od strane
antioksidansa radikalu pri ¢emu se radikal reducira. To dovodi do promjene boje otopine
slobodnih radikala od izrazito ljubi¢aste do Zute (Slika 12.). Promjena boje detektira se

spektrofotometrijski pri valnoj duljini 515 nm.

0 o)
. N RH . N
P o o %
O=N . & O=N
+
-N N o+
o) 0™y

Slika 12. Mehanizam reakcije DPPH® radikala s antioksidansom (Brand-Williams i sur.,1995)

Za mjerenje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom koriStena je malo izmijenjena
metoda Brand-Williams i sur. (1995). Po 5 pL metanolnog biljnog ekstrakta pomijeSano je sa
995 L svjeze pripremljenog 0,0094 mmol/L DPPH otopljenog u metanolu. Nakon to¢no 30
min mjerena je apsorbancija na 515 nm u odnosu na cisti metanol, a kao slijepa proba
reakcijska smjesa s 80% metanolom umjesto uzorka. Za konstruiranje bazdarnog pravca
koristen je Trolox (6-hiddroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilne kiseline) (0-0,5 mM),

a na os y nanosi se promjena apsorbancije u odnosu na slijepu probu:
y=0,523x, R’=0,9940

Rezultati su izrazeni u ekvivalentima Troloxa po gramu suhe mase biljke (ug TE/g sm).
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2.2.3.3. ABTS metoda

Mehanizam ABTS metode sli¢an je mehanizmu DPPH metode ali se ovdje kao radikal
koristi plavo-zeleno obojeni radikal-kation 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske)
kiseline koji se formira oksidacijom otopine ABTS-a. Dodatak antioksidansa izaziva gubitak

boje, a ta se promjena detektira spektrofotometrijski pri valnoj duljini 736 nm (Slika 13.).

HO;S S S SOgH
>= N—N =<
N N
| |

CH,CHs CH,CHs

ABTS

+ K2S,04

O T e 3 T
N —N " +antioksidans q AR

———, N N
’;‘ T K;50s NN /

\ C2Hs
CH,CH3 CH2CH3 CoHs

ABTS? (bezbojan)
ABTS * (plavo obojen)

Slika 13. Mehanizam oksidacije ABTS radikala i reakcija s antioksidansom (Re i sur. 1999).

Mjerenje antioksidacijske aktivnosti ABTS metodom izvedeno je prema metodi Re i
sur. (1999). Volumen od 20 pL biljnog ekstrakta pomijean je s 2 mL otopine ABTS' radikala
te je to¢no nakon 6 min inkubacije mjerena apsorbancija pri valnoj duljini 734 nm. Otopina
ABTS radikala priprema se tako da se 7 mM otopina ABTS-a oksidira s 140 mM otopinom
kalijevog peroksodisulfata. Na dan analize otopina se razrjeduje s etanolom da joj
apsorbancija na 736 nm bude oko 0,700. Za konstruiranje baZdarenog pravca koristen je
Trolox (6-hiddroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilne kiseline) (0-2 mM), a na os vy

nanosi se razlika u apsorbanciji izmedu uzorka i slijepe probe:
y = 0,3093x, R*= 0,9983

Rezultati su izrazeni kao Trolox ekvivalenti po gramu suhe mase biljke (ug TE/g sm).
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2.2.3.4. Elektrokemijsko odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Ciklicka voltametrija (CV) se kao elektrokemijska metoda za mjerenja antioksidacijske
aktivnosti pocela primjenjivati krajem 90-ih godina (Chevion, 1997) proslog stolje¢a. Ona
omogucuje dobivanje informacija o ukupnom antioksidacijskom kapacitetu bez specificnog
odredivanja doprinosa pojedine komponente. Metoda se temelji na analizi vala anodne
struje koji je funkcija redukcijskog potencijala odredenog spoja u uzorku. Ova metoda
prethodno je ve¢ uspjesno primijenjena na mjerenje antioksidacijske aktivnosti vina (Piljac i
sur., 2004), sokova (Piljac-Zegarac i sur., 2009) te voénih ¢ajeva (Piljac-Zegarac i sur., 2010).
Mjerenja su provedena na potenciostatu (PAR Potenciostat/Galvanostat Model 263 A) koji je
analogno-digitalnim pretvornikom spojen na rac¢unalo (Slika 14.). Sva mjerenja provedena su
u troelektrodnoj éeliji koja se sastoji od radne, referentne i protu elektrode (Slika 15.). Kao
radna elektroda koristena je elektroda od staklastog ugljika, kao referentna zasi¢ena kalomel
elektroda dok je kao protuelektroda koriSten platinski lim. Kako bi se uklonili produkti
elektrokemijske reakcije adsorbirani na povrsini elektrode, prije svakog mjerenja radna
elektroda od staklastog ugljika mehanicki je obradena poliranjem Al,03 prahom veli¢ine
Cestica 1 um; 0,3 um; 0,05 um. Elektroda je odmascéena etanolom u ultrazvuénoj kupelji te
isprana redestiliranom vodom. Protuelektroda je prije svakog mjerenja Zarena i takoder

isprana redestiliranom vodom.

Uzorci su razrijedeni u 80% metanolu te im je dodana LiClO4 do koncentracije 0,1 M u
svrhu povecanja vodljivosti. Mjerenja su provedena u Sirokom rasponu potencijala od -200
do 900 mV brzinom promjene potencijala 100 mVs®. Konaéni voltamogram dobiven je
oduzimanjem struja pozadinskog signala 80% otopine metanola uz dodatak LiClO4 od struja
voltamograma dobivenog u ispitivanom uzorku. 1z tih su ciklickih voltamograma ocitani
potencijali (Ex, E;) i jakosti struja (I, 1) anodnih i katodnih strujnih valova te naboj ispod
voltametrijskog vala (Qqoo) koji je ekvivalentan koncentraciji analita, odnosno antioksidansa.
Bazdarna krivulja je konstruirana uz pomo¢ Trolox-a (10-100 uM) i prikazuje ovisnost Qggo O
koncentraciji. Rezultati su preracunati prema bazdarnoj krivulji:
y =-0,3899 + 0,1454x, R* = 0,9721

Rezultati su izrazeni kao ekvivalenti Troloxa po gramu suhe mase (ug TE/g sm).
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Slika 14. Aparatura za mjerenje antioksidacijske aktivnosti ciklickom voltametrijom.

protuelektroda

radna

referetna —— —— elektroda

elektroda

ispitivani materijal

Slika 15. Troelektrodna celija koriStena za elektrokemijska mjerenija.
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2.2.3.5. Antioksidacijski indeks

Rezultate antioksidacijske aktivnosti izmjerene razli¢éitim metodama tesko je
medusobno usporedivati, prvenstveno zbog razli¢itih mehanizama djelovanja i zbog razlicitih
mjernih jedinica koje se koriste za izrazavanje rezultata. Da bismo rezultate antioksidacijske
aktivnosti dobivene razlicitim metodama sveli na medusobno usporedive vrijednosti
izracunali smo ukupni antioksidacijski indeks (ACI; engl. Antioxidant Composite Index).
NajviSoj vrijednosti za svaki set mjerenja u pojedinoj metodi dana je vrijednost 100, dok su za

ostale uzorke antioksidacijski indeksi (ACI uzorka) racunati prema formuli:

vrijednost za uzorak
ACluzorka = — — - - x 100
vrijednost za uzorak sa najviSom aktivnosti

Ukupni antioksidacijski indeks nekog uzorka izrazen je kao srednja vrijednost ACl-a

uzoraka za sve Cetiri metode.
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2.2.4. Ispitivanje potencijalne zastitne uloge ekstrakta na nivou
makromolekula

2.2.4.1. Priprema ekstrakata

Za mjerenje zastitne uloge ispitivanih ekstrakata na razini makromolekula ekstrakti su
pripremlieni kao Sto je opisano u poglavlju 4.2.1. uz modifikaciju. Nakon odvajanja
supernatanta uzorci su upareni u struji tekuéeg dusika, a ostatak vode uklonjen je u
liofilizatoru Lyovac GT 2 (Steris GmbH, Njemacka). Preostali talozi su otopljeni u 100%
metanolu do koncentracije od 10 mg suhog ekstrakta/mL otapala te skladisteni na -20°C do

provodenja analiza.

2.2.4.2. Metoda zastite DNA

Metoda se temelji na izazivanju oStecenja cirkularne DNA (plazmida) UV zracenjem sa
i bez prisutnosti biljnih ekstrakata. Uslijed izloZzenosti ultraljubi¢astom zracenju uz prisutstvo
vodikova peroksida stvaraju se slobodni kisikovi radikali koji razmotavaju plazmidnu DNA u

otvorenu formu. Ta se promjena moze pratiti elektroforezom u gelu agaroze (Slika 16.).

€&—— otvorena forma

visestrukozavijena
formacija

Slika 16. Reprezentativni primjer promjene konformacije DNA plazmida $X174 RF1 uslijed
djelovanja slobodnih kisikovih radikala: u nativna forma plazmida (K), nakon djelovanja H,0,,

nakon UV zracenja ti nakon kombinacije djelovanja H,0, i UV zracenja.
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U nasem eksperimentu koristen je plazmid ¢$X174 RF1 (Termo Scientific, St. Leon-
Rot,Njemacka). Metoda je prilagodena po Keum i sur. (2000). Reakcijska smjesa (30uL)
sadrzavala je pufer TE (10 mM Tris-HCl i 1 mM EDTA pH 8.0), DNA plazmid ¢$X174 RF1 (0,3
ug), vodikov peroksid (0,03M) i finalne koncentracije ekstrakta 1, 10, 100, 500 i 1000 pug/mL.
Vodikovi radikali generirani su ultraljubi¢astom svjetlos¢u kroz 2 min izloZzenosti zracenju od
48 pJ/cm2 po sekundi u Hoefer UVC Crosslinker-u (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ,
SAD). Nakon 15 min inkubacije na sobnoj temperaturi produkti su provjereni elektroforezom

u 0,8% gelu agaroze te vizualizirani transiluminatorom nakon bojanja u etidijevom bromidu.

Kao $to je prikazano na Slici 16, DNA plazmida $X174 RF1 uglavno egzistira kao
visSestrukozavijena forma (90%). Uslijed izloZenosti plazmida UV zracenju uz prisutnost H,0,
molekula DNA prelazi u otvorenu formu. Ukoliko ispitivani biljni ekstrakt pokazuje zastitnu
ulogu od ostec¢enja DNA, otvaranje DNA plazmida ¢ée biti sprijeCeno te ¢e plazmid ostati u

viSestruko zavijenoj formi.
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2.2.4.3. Metoda zastite proteina

Metoda se bazira na oétecenju proteina BSA oksidacijom uz prisutnost Fe?* ili Cu®* te
praédenju promjene na BSA proteinu s ili bez prisutnosti ispitivanih ekstrakata. Mehanizam

oStecenja BSA proteina (Kocha i sur., 1997) prikazan je na Slici 17.

Cu? +H,0, = Cu' + 0; Fe"-EDTA —————) Fe'"-EDTA

IR

F_e“-EDTA osloboden iz

0, om+omwr
albumina uz prisutstvo OH*

Cu'(or Cu*)
nestanak
ostale reaktivne

supstance
(benzoati)

antioksidans of
on: H
OH
OH-
OH
OH slaba degradacija na

nespecificnoj strani

jaka degradacija na
specificnoj strani

Slika 17. PredloZzeni mehanizam oSteéenja proteina BSA oksidacijom metalima

(Kochaisur., 1997)

2.2.4.3.1. Mjerenje karbonilacije proteina

Metoda se temelji na mjerenju koli¢ine karbonila nastalih uslijed direktne oksidacije
aminokiselinskog bocnog lanca. Zagrijavanjem reakcijske smjese u prisutnosti metala i
vodikova peroksida potice se oksidacija BSA proteina, te se prati koli¢ina nastalih karbonila u

smjesama bez ili uz prisutnosti biljnog ekstrakta.

Reakcijska smjesa je sadrzavala 4 mg/mL BSA, 0,05 mM FeCl;, 0,1 mM askorbinsku
kiselinu, 1 mM H,0, te biljni ekstrakt u rasponu koncentracija (10, 25, 50, 100, 250 pg/mL).
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Kao pozitivha kontrola koriSten je komercijalni antioksidans BHT istih koncentracija, a kao
negativna kontrola 100% metanol. Ukupni volumen reakcija bio je 600 pL. Smjesa je

inkubirana 30 min na 37°C u termobloku (Bio TDB-100, Biosan, Latvija).

Koli¢ina nastalih karbonila odredena je spektrofotometrijski (Mayo i sur., 2003).
Nakon inkubacije smjesi je dodan 1 mL otopine DNPH (10 mM) te je otopina inkubirana 30
min na sobnoj temperaturi. Nakon toga u uzorak je dodan 1 mL 10%-tne otopine
trikloroctene kiseline (TCA) te je otopina inkubirana 15 min na ledu nakon ¢ega su uzorci
centrifugirani 5 min na 13 000 g. Supernatant je odbacen, talog je ispiran 3 puta s 2 mL etil
acetata. Nakon posljednjeg centrifugiranja talozi su otopljeni u 6M gvanidin-HCl-a u 2 N HCI
(pH 2) vorteksiranjem i inkubirajem na 37 °C. Nakon Sto su talozi potpuno resuspendirani
prebaceni su u kivete pogodne za mjerenje u ultravioletnom dijelu spektra te im je izmjerena
apsorbancija pri valnoj duljini od 370 nm. Rezultati su izrazeni u % oksidacije u odnosu na

slijepu probu:

L apsorbancija uzorka na 370 nm
% oksidacije = —— x 100
apsorbancija slijepe probe na 370 nm

2.2.4.3.2. Provjera oksidacije proteina elektroforezom u poliakrilamidnom gelu u
denaturiraju¢im uvjetima (SDS-PAGE)

Oksidacija proteina takoder je praéena elektroforezom u denaturiraju¢im uvjetima u
poliakrilamidnom gelu (engl. Sodium Dodecyl Sulfate— PolyAcrylamide Gel Electrophoresis,
SDS-PAGE). Metoda se temelji na sposobnosti SDS-a da u prisutnosti reagensa za razaranje
disulfitnih veza, otopi, denaturira i disocira veéinu proteina u pojedinacne polipeptidne
lance. Elektroforetsko razdvajanje ovisi o efektivnom promjeru molekule koji odgovara

relativnoj molekulskoj masi (Balen i sur., 2011).

Reakcijska smjesa sadrzavala je 0,5 mg/mL BSA, 0,1 mM CuSOs, 2,5 mM H,0, i
razli¢ite koncentracije ispitivanih biljnih ekstrakata (10, 25, 50, 100, 250 pg/mL) i inkubirana
30 min na 37°C.

Za elektroforetske analize pripremljeni su gelovi poliakrilamida koristeéi sustav

proizvodaca BioRad (Hercules, CA, SAD): gel za sabijanje uzorka 5% i gel za razdvajanje
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proteina 12,5% (Laemmli, 1970). Nakon inkubacije uzorci su ohladeni na ledu te je 10 L
uzorka pomijesano s 20 L pufera za nanoSenje (0,062M Tris, pH 6,8, 10% glicerol, 2% (w/v)
SDS, 0,05% (w/v) B-merkaptoetanol, 0,05% (w/v) bromfenol plavo). Smjesa je grijana 10 min
na 95°C u termobloku kako bi se proteini denaturirali. Analizirano je po 15 pL uzorka.
Elektroforeza je provedena u kadici za vertikalnu elektroforezu (BioRad, Hercules, CA, SAD) u
1x puferu za elektroforezu (25 mM Tris, 14,5% (w/v) glicin, 10% (w/v) SDS, pH 8.3) pri
konstantnom naponu od 180V. Elektroforeza je zaustavljena nakon Sto je boja

bromfenolplavo dosla do ruba gela.

Po zavrSetku elktroforeze gelovi su obojani u otopini koja je sadrzavala 0,1%
Coomassie plavilo R-250, 40% metanol te 10% ledenu octenu kiselinu. Gelovi su obezbojeni u

vrucoj destiliranoj vodi.

2.2.4.4. Metoda zastite lipida

Za mjerenje zastitne uloge ekstrakata na razini lipida koristena je metoda s
amonijevim tiocijanatom (Yen i Hsien, 1998). Ova se metoda temelji na mjerenju koli¢ine
nastalih peroksida nakon inkubacije linolne kiseline bez i uz dodatak antioksidansa. Proces
oksidacije linolne kiseline prikazan je na Slici 18. Linolna kiselina sadrzi dvije dvostruke veze
te je zbog toga podloZna oksidaciji. Antioksidansi iz biljnog ekstrakta uklanjaju slobodan
radikal u prvom koraku te se na taj nacin prekida reakcija oksidacije linolne kiseline i dolazi
do stvaranja manjeg broja peroksida. Amonijev tiocijanat reagira s peroksidima tvoreci
crveno obojeni kompleks ciji se intenzitet moZze odrediti mjerenjem apsorbancije pri valnoj

duljini od 500 nm.
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Slika 18. Proces peroksidacije linolne kiseline (Furuki i sur., 2009)

Emulzija linolne kiseline pripremljena je tako da je 155 pL linolne kiseline

inhibicije lipidne peroksidacije izra¢unati je prema formuli:

apsorbancija uzorka na 500 nm

% oksidacije = (1 — ) x 100

apsorbancija slijepe probe na 500nm

resuspendirano u 25 mL natrij fosfatnog pufera (0,02 M, pH 7,0) uz dodatak detergenta
Tween-20. U reakcijsku smjesu dodano je po 625 uL prethodno pripremljene emulzije linolne
kiseline, 625 pL Na-fosfatnog pufera te po 125 pl biljnog ekstrakta (1 mg/mL) ili standarda.
Kao standard koristen je komercijalni antioksidans BHT i Trolox. Za pracenje tijeka oksidacije
bez prisutnosti antioksidansa koriStena je smjesa u koju je umjesto ekstrakata ili standarda
dodan metanol (100%). Smjesa je inkubirana 5 h u termobloku na 37 °C nakon cega je iz
smjese izuzeto 50 pL uzorka te pomijeSano s 2 mlL etanola (75%) i 50 uL amonijeva
tiocijanata (30%). Na kraju je dodano 50 pL Zeljezova (Il) sulfata (0,02 M) u kloridnoj kiselini

(3,5%) te je nakon to¢no 3 min mjerena apsorbancija pri valnoj duljini 500 nm. Postotak
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2.2.5. Odredivanje antimikrobne aktivnosti

2.2.5.1. Mikroorganizmi i hranjive podloge

Ispitivanje antimikrobnog djelovanja biljnih ekstrakata provedeno je na sljedec¢im
test-mikroorganizmima: Staphylococcus aureus 3048, Escherichia coli 3014, Salmonella
enterica serovar typhimurium FP1 i Bacillus subtilis ATCC 6633. Navedene kulture preuzete
su iz Zbirke mikroorganizama Laboratorija za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i
starter kultura Zavoda za biokemijsko inzenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu. Test-mikroorganizmi su ¢uvani na temperaturi od -80°C u hranjivim
podlogama uz dodatak 15% glicerola kao krioprotektora. Prije provodenja eksperimenta,

sojevi su precijepljeni u svjeze hranjive podloge i inkubirani na 37°C tijekom 18 sati.

Hranjive podloge (tekuce i krute) (Biolife, Milano, Italija) su prije uporabe sterilizirane.
Sastav tekuce hranjive podloge (g/L destilirane vode):
e pepton5
e mesni ekstrakt 3
e pH podloge 7,3

Kruta hranjiva podloga dodatno je sadrzavala agar (18,0 g/L).

2.2.5.2. Priprema uzoraka

Metanolni ekstrakti biljaka, koncentracije 10 mg/mL su prvo razrijedeni u tekucoj
hranjivoj podlozi na najvisu ispitivanju koncentraciju (500 pg/mL), a zatim su napravljena

serijska dvostruka razrjedenja u rasponu koncentracija od 7,8 do 500 pg/mL.

2.2.5.3. Metoda s rupicama u agaru (,,agar well asay”)

Metoda je provedena prema Sugkovié i sur., (1993). Otopljeni hranjivi agari (12 mL) je
nacijepljen s 100 pL suspenzije koja sadrzi 106 CFU/mL (engl. Colony Forming Units per mL)
pojedinog test-mikroorganizma, dobro promjeSan i izliven u Petrijeve zdjelice. Nakon
skrutnjivanja podloge, pomodéu metalnog busaca izbusene su rupice u podlozi (d = 8 mm) u
koje je ukapano po 50 pL odgovarajuéih koncetracija metanolnih ekstraktata biljaka. Kao
negativna kontrola koristen je metanol u tekucoj hranjivoj podlozi koncentracije 500 pL/ml.

Petrijeve zdjelice su stavljene na +4°C tijekom 2 sata zbog olakSane difuzije, a zatim
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inkubirane na 37°C tijekom 24 sata nakon cega su ocitani rezultati. Bistra zona oko rupica s

ekstraktom oznacava njihovo antimikrobno djelovanje.

2.2.5.4. Metoda s filter diskovima (,filter disk assay”)

Otopljeni hranjivi agar (12 mL) takoder je nacijepljen sa po 100 plL suspenzije koja
sadrzi 10° CFU/mL pojedinog test-mikroorganizma, izmijean i izliveni u Petrijeve zdjelice.
Nakon skrutnjivanja na povrsinu agara poloZeni su filter diskovi na koje je nakapano 40 plL
bilinih ekstrakata koncentracije 10 mg/mL. Kao negativna kontrola koristeni su filtar diskovi
natopljeni metanolom, a kao pozitivna kontrola filtar diskovi s 10 pg antibiotika
streptomicina. Ploce su inkubirane pri 37°C tijekom 24 h nakon cega je uslijedilo ocitavanja
rezultata pri ¢emu bistra zona oko filter diskova s ekstraktima oznacava njihovo

antimikrobno djelovanje.

2.2.5.5. Turbidimetrijska metoda

Turbidimetrijska metoda je provedena prema Lebos i sur., (2008) s modifikacijama
prema Gulluce i sur., (2007). Metoda je provedena s razli¢itim koncentracijama metanolnih
ekstrakata biljaka (7,8 — 500 p/mL) u mikrotitarskim plodicama. U bunari¢e plocice
nacijepljeno je po 95 uL tekuce hranjive podloge, 5 uL suspenzije pojedinog test-
miroorganizma i 100 pL pojedine koncentracije ekstrakata. Kao slijepa proba koristena je
tekuca hranjiva podloga ili hranjiva podloga uz dodatak odgovaraju¢eg volumena metanola.
Kontrola rasta pojedinog test-mikroorganizma provedena je inokulacijom 5 pL suspenzije
test-mikroorganizma u 195 uL hranjive podloge, a za negativnu kontrolu je ispitan rast test-
mikrorganizama (5 plL) u odgovarajué¢im koncetracijama (7,8 — 500 pg/mL) metanola u
hranjivoj podlozi. Mikrotitarske plocice su inkubirane pri 37°C tijekom 24 h nakon cega je
izmjerena apsorbancija pri valnoj duljini od 620 nm na citacu mikrotitarskih plocica (LKB

5060-006, “GDV”, Italija).
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2.2.6. Djelovanje biljnih ekstrakata na tumorske stanicne linije

2.2.6.1. Nasadivanje, uzgoj te priprema stanica iz subkonfluentnog monosloja

U ovom radu koristena je stani¢na linija karcinoma grkljana (HEp2) koja je rasla kao
jednoslojna kultura u kompletiranom Dulbeccovom modificiranom Eaglovom mediju
(DMEM, Imunoloski zavod). Zamrznuta stanicna kultura (s 10 % glicerola) otopljena je u
vodenoj kupelji na 37°C, te je centrifugiranjem (100 rpm/5 minuta) uklonjen supernatant koji
sadrZi ostatke medija i glicerola te im dodan 1 mL svjeZzeg medija zagrijanog na 37 2C. Stanice
su resusupendirane, ponovo centrifugirane te nasadene u Petrijevu zdjelicu. Nakon 24 sata
stanice se nasaduju u T-bocicu veéeg volumena i uzgajaju do subkonfluentnog stanja, kada

se mogu koristiti za eksperiment.

Sa stanica u T-bocicama uklonjen je medij te su stanice isprane s PBS-a puferom te je
na njih dodana minimalna kolicina 0,025%-tne otopine EDTA-tripsina potrebna da pokrije
dno T-bocice. Iz stani¢ne suspenzije uzorkovano je po 20 uL te je broj stanica odreden u

Turken-Blirkovoj komorici uz pomo¢ mikroskopa.

2.2.6.2. Odredivanje citotoksicnosti Neutral Red metodom

Princip , neutral red” metode je da slaba kationska boja ,neutral red“ neionskom
difuzijom ulazi u Zivuée stanice, te se veze na lizosomski matriks. Stanice cija je plazma
odnosno lizosomalna membrana ostecena uslijed djelovanja odredenog ispitivanog
ksenobiotika, ne moze zadrzati boju ,neutral red”, te se stoga boja moZe vezati samo na
Zivuce stanice. Uslijed toga, koli¢ina vezane, a potom ponovno oslobodenoe boje ,neutral
red-a“ je proporcionalna koli¢ini Zivih stanica, koje su prezZivjele tretman odredenim

ksenobiotikom (Babich i sur., 1991).

Po 180 pL stani¢ne suspenzije (10° stanica/mL) nasadeno je u mikrotitarske plogice te
inkubirano 24h na 37°C pri 5% CO,. Nakon prihvacanja stanica za dno mikrotitarske plocice,
sa stanica je uklonjen medij te im je dodano po 200 uL novog medija u kojem su otopljeni
ekstrakati pri koncentracijama 1, 10, 50 i 100 pg/mL. Kao kontrola dodana je jednaka koli¢ina
otapala u kojem su ekstrakti otopljeni (metanol+medij). Nakon tretmana od 24 h stanice su
isprane sa 100 pL PBS-a te im je dodano po 100 uL prethodno pripremljene otopine boje

,heutral red”. Otopina noje "neutral red" (10%) dobivena je razrjedivanjem mati¢ne otopine
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(5 mg/mL u etanolu) u mediju za uzgoj stanica. Stanice s bojom inkubirane su 60 min na 37°C
nakon cega su isprane sa 100 pL PBS-a te im je dodano po 100 L otopine za odbojavanje.
Intenzitet obojenja mjeren je pri valnoj duljini od 450 nm u Microtiter reader-u (Cecil
Instruments Ltd,Technical Centre Cambridge). Postotak prezivljenja izracunat je prema

formuli:

.. . . A450 nmistrazivanog ekstrakta
%prezivljenja= 2450 Kontrolo x100

2.2.6.3. Odredivanje reaktivnih kisikovih skupina DCFH-DA fluorimetrijskim
testom

Odredivanje reaktivnih kisikovih skupina (ROS- engl. Reacive Oxygen Species) temelji
se na prelasku nefluoresciraju¢eg spoja 2',7'-diklorofluorescein-diacetata (DCFH-DA) u
fluoresciraju¢i derivat fluorescin. Naime, neionski i nepolarni DCFH-DA prolazi stani¢nu
membranu gdje se uslijed djelovanja stani¢nih esteraza hidrolizira u 2',7'-diklorofluorescein
(DCFH), koji je polaran te se stoga zadrzava u stanici, te u kontaktu sa reaktivnim kisikovim
skupinama (ROS) prelazi u fluorescentni spoj fluorescein. Na taj nacin se preko intenziteta

fluorescencije moze odrediti koli¢ina reaktivnih kisikovih skupina u stanici (Yang i sur, 1998).

Po 180 uL stani¢ne suspenzije (10° stanica/mL) nasadeno je u crne mikrotitarske
plocice koje su potom inkubirane 24h na 37°C pri 5% CO,. Nakon toga medij je uklonjen te su
stanice tretirane s po 100 pL ekstrakta biljaka koncentracije 1, 10, 50 i 100 pg/mL. Kao
negativna kontrola koristena je otopina medija i metanola. Paralelno, na druge stanice je
nakon ukljanjanja medija stavljeno po 100 pL vodikovog peroksida (250 uM) kako bi se
inducirao nastanak slobodnih radikala. Nakon 30 min inkubacije na stanice je dodano po 100
uL ekstrakta. Nakon 24h inkubacije sa stanica se uklanja medij, stanice se ispiru s PBS-om te
im je dodano po 100 puL DCFH-DA (50 uM). Nakon inkubacije 30 minuta pri 37°C i 5% CO, i
uklanjanja DCFDA, na stanice je dodano 100 pL PBS-a koji sadrzi i 1% govedeg serum
albumina, te je mjeren intenzitet fluorescencije na fluorimetru (Cecil Instruments
Ltd,Technical Centre Cambridge) pri valnoj duljini za ekscitaciju od 485 nm, te 528 nm za
emisiju. Nakon mjerenja fluorescencije, stanice su isprane te tretirane bojom "neutral red"
te je ponovno odreden broj Zivih stanica. Rezultati se izrazavaju kao odnos intenziteta

fluorescencije x kvocijent prezivljenja tretiranih stanica i kontrole.
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2.2.7. Statisticka obrada podataka

Sva mjerenja izvrSena su u triplikatima te su rezultati izrazeni kao srednja vrijednost +
standardna devijacija (SD). Statisticka obrada obavljena je u Microsoft Office Excel 2010

programu nadogradenim s XLSTAT (ver. 2011.5.01.) programom.

2.2.7.1.Geneticke studije

Gelovi s produktima PCR reakcije u RAPD metodi su analizirani te je svaka vrpca
oznacena sa jedan (1) ukoliko je bila vidljiva ili sa nula (0) ukoliko je nedostajala. lzracunati je

ukupan broj vrpci, broj polimorfnih vrpci te udio polimorfnih vrpci.

Od dobivenih podataka kreirana je matrica genetske sli¢nosti prema Dico-evom
koeficijentu (Nei i Li, 1979). Ta matrica koriStena je za izradu UPGMA (engl. Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean) dendrograma.

2.2.7.2. Kemometrijska obrada podataka

2.2.7.2.1. Univarijantna statisticka analiza

Rezultati su prikazani tablicno i graficki te su im izracunate parametre opisne

(deskriptivne) statistike: aritmeticka sredina i standardna devijacija.

Da bi se odredila statisticki znacajna razlika izmedu uzoraka koriStena je test
univarijatna analiza varijance (One-way ANOVA) uz primjenu post hoc Tukey’s HSD testa.
Homogenost uzoraka ispitana je Levene’s testom. Statisticki znac¢ajnim smatrale su se razlike
na razini znacajnosti (pouzdanosti) p < 0,05. Takoder, izracunat je Pearsonov indeks

korelacije te koeficijent determinacije.

2.2.7.2.2. Multivarijantna statisticka analiza

Metoda analize glavnih komponenti (engl. principal component analysis- PCA)
koristena je kako bi se vizualizirao odnos izmedu sastava analiziranih polifenolnih
komponenti, antioksidacijske aktivnosti i ispitivanih uzoraka. Ova metoda temelji se na
korelaciji izmedu varijabli te grupira uzorke u glavne komponente (engl. principal
components PCs). Metoda daje opis odnosa izmedu varijabli te nam omogucuje vizualizaciju

njihovog odnosa, tj. dali su one slicne ili razli¢ite. Objekti koji su sli¢ni jedan drugome
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grupirat ¢e se zajedno, dok ¢e oni razliCiti biti udaljeniji. PCA je primijenjena na set podatka
nakon standardizacije (rezultat za svaki uzorak je oduzet od srednje vrijednosti te podijeljen

sa standardnom devijacijom) da bi sva mjerenja sveli na medusobno usporedive vrijednosti.

Takoder s ciljem svrstavanja analiziranih uzoraka u grupe provedena je i klaster
analiza gdje su uzorci smjesteni u grupe (skupine) prema sastavu polifenolnih komponenti i
bioloSkoj aktivnosti. Spajanje dvaju grana temelji se na slicnosti izmedu najudaljenijih

¢lanova grupe.
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3. REZULTATI



3.1. GENETSKA VARUABILNOST BAZIRANA NA RAPD MARKERIMA

Genetska varijabilnost biljaka od interesa ispitana je s obzirom na lokalitet rasta
koristeéi metodu nasumic¢no amplificiranih odsjecaka DNA (RAPD). DNA je uspjesSno izolirana

iz svih biljnih uzoraka. Koncentracije i Cistoca izolirane DNA prikazane su u Tablici 6.

Tablica 6. Koncentracija i Cisto¢a genomske DNA izolirane iz vrsta T. arduini, M. petraea, M.

croatica i R. intermedia sa ispitivanih lokaliteta.

Koncentracija DNA
Uzorak OD;60/280

(ng/uL)

Ta.SJ
Ta.vVG
Ta.U
Ta.S
Ta.SS

Mp.O 263,22 1,41
Mp.D 145,83 1,34
Mc.ST 121,69 1,62
Mc.BO 125,59 1,63
Mc.BK 194,91 1,71
RI.DP 124,42 1,79
RIi.BO 99,05 1,56

Kvaliteta DNA provjerena je elektroforezom u gelu agaroze. Primjer agaroznog gela sa

izoliranom DNA prikazan je na Slici 19.
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Slika 19. Primjer elektroforetske slike genomske DNA izolirane iz vrsta M. croatica i M.

petraea (na gel naneseno po 15 ul izolata DNA i 3 ulL boje).

PCR reakcije provedene su za sve ispitivane biljke koriste¢i devet komercijalno
dostupnih pocetnica prikazanih u Tablici 7. Ukupan broj umnoZenih odsje¢aka i broj

polimorfnih vrpci prikazan je u Tablici 7.

Tablica 7. Ukupan broj odsjecaka te broj i postotak polimorfnih vrpci dobivenih PCR

reakcijom koristeci navedene pocetnice za vrstu T. arduini.

Ukupan Broj %
Pocetnice broj polimorfnih polimorfnih
odsjecaka  odsjecaka odsjecaka

6 5 83
9 5 56
4 1 25
7 4 57
12 11 92
4 3 75
15 15 100
12 11 92
6 5 83
75 60 80

RAPD analiza za biljnu vrstu T. arduini sa Sest razliCitih lokaliteta koristeéi devet
pocetnica rezultirala je sveukupno s 75 umnozZenih odsjecaka, od cega ih je 60 (80%)

polimorfnih. Primjer agaroznog gela elektroforetske analize s produktima PCR reakcije za
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pocetnicu OPA-13 prikazan je na Slici 20. Za vecinu pocetnica odsjecci su bili veli¢ine izmedu
300 i 2000 parova baza, dok je uz koriStenje pocetnice OPC-06 prisutan i odsjecak od 3000
parova baza. S veéinom pocetnica (osim OPA-02) dobiveno je viSe od 50% polimorfnih
odsjecaka, a najveéi broj polimorfnih odsje¢aka dobiven je uz koriStenje pocetnice OPC-06.
Od dobivenih podataka kreirana je matrica genetske sli¢nosti bazirana na Dico-vom
koeficijentu koja je prikazana u Tablici 8. Najve¢u genetsku slicnost prema Dice-ovom
koeficijentu pokazuju uzorci s lokaliteta Vaganac i Snijeznica (0,753), dok najvecu razli¢itost
pokazuju uzorci s Ucke i Susdnja (0,556). Takoder, s obzirom na dobivene rezultate
konstruiran je UPMG dendrogram koji je prikazan na Slici 21. Prema prikazanom
dendrogramu ispitivani uzorci su se odijelili u tri grupe. U prvoj se nalaze uzorci s lokaliteta
Ucka i Sveti Jure, drugoj uzorak s lokaliteta Vosac, dok su u trecoj grupi uzorci s lokaliteta

Snijeznica, Vaganac i Susanj.

S VG U S SS VS
3000bp
N P
W e——
1000bp — _ o -:-—-\
S e OE— e\ —
— \_ —
\._,_ — S——
500bp

Slika 20. Primjer elektroforetske analize produkta PCR reakcije s pocetnicom OPA-13 za vrstu
T. arduini sa $est razlicitih lokaliteta: SJ- Sveti Jure, VG- Vaganac, U- U¢ka, S- SnijeZnica, SS-

Suganj, VS- Vosac. Polimorfni odsjeéci oznageni su strelicama.
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Tablica 8. Matrica geneticke slicnosti izracunata prema Diceo-ovom koeficijentu za uzorke

vrste T. arduini sa Sest razli¢itih lokaliteta

Ta.SJ Ta.VG Ta.U

1
0,627 0,753 0,610 1

0,575 0,720 0,556 0,714 1

0,688 0,695 0,674 0,689 0,600 1

Ta.U

Ta.SJ

Ta.VS

Ta.S

TaVG

0,928 0,828 0,728 0,628
Slicnost

Slika 21. UPGMA dendrogram za uzorke vrste T. arduini sa Sest razliCitih lokaliteta temeljem

matrice genetske slicnosti izraCunate Dico-ovim koeficijentom.
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U vrste R. intermedia ispitivani su uzorci s dva lokaliteta: Orebic¢ i Dundovi¢ podi. Sve
pocetnice osim OPC-03 rezultirale su produktima u reakcijama PCR. Broj odsjecaka kao i broj

polimorfnih odsjecaka prikazan je u Tablici 9.

Tablica 9. Ukupan broj odsjecaka, broj i

BO DP
postotak polimorfnih odsjecaka dobivenih PCR
b - —— v .
300059 reakcijom s navedenim pocetnicama za vrstu
: R. intermedia.
. S— — Ukupan Broj %
1000bp | s— N broj polimorfnih  polimorfnih
: odsjecaka odsjecaka odsjecaka
. -
-
500bp B

Slika 22. Primjer elektroforetske analize

produkata PCR reakcije koristenjem

pocetnice OPA-02 za vrstu R. intermedia

s dva razli¢itih lokaliteta: B- Bojinac; DP-Dundovié¢ podi. Polimorfni odsjecci oznaceni su

strelicama.

Kako se radi o uzorcima sa samo dva lokaliteta ukupan broj odsjecaka je mali, no vise
od 50% je polimorfnih. Primjer gel elektroforeze za vrstu R. intermedia s pocetnicom OPA-02
koja daje 7 odsjecaka od kojih su 2 polimorfna prikazan je na Slici 22. Za navedena dva
lokaliteta takoder je izracunati Dico koeficijent koj iznosi 0,647.

Kod vrsta M. croatica i M. petraea iako je DNA uspjesno izolirana metodom sa CTAB-
om (Slika 19.), nakon viSestrukih pokusaja i modifikacija, PCR reakcija nije dala nikakvih
produkata ni s jednom od koristenih pocetnica. Da bismo odbacili moguénost da ni jedna od
isprobanih pocetnica nije adekvatna, PCR reakcija je provedena i s pofetnicama specificnim
za gen koji kodira za protein fotosintetskog aparata (TROL) koji je konzerviran u svim
biljikama (Juri¢ i sur., 2000). PCR reakcija ni uz navedenu pocetnicu nije rezultirala
produktima kod vrsta M. petraea i M. croatica. Da bismo odbacili moguénost problema s

polimerazom ili nekim drugim komponentama potrebnim za reakciju PCR-a, kao pozitivna
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kontrola u slucaju problemati¢nih uzoraka posluzila je reakcija u kojoj je kao kalup koristena
DNA vrsta T.arduini, R. Intermedia ili Brassica rapa L. kod kojih je redovito utvrden pozitivan
ishod amplifikacije uz koristene pocetnice. Nazalost, uzorci vrsta M. croatica i M. petraea
nisu rezultirali amplificiranim odsjeccima niti u jednoj modifikaciji izvodenja reakcije PCR-a

(modifikacije u izolacijama DNA, kolicini kalupa DNA, koli¢ini polimeraze, variranju MgCl,).

S obzirom na probleme s amplifikacijom odsjecaka DNA u slu¢aju vrsta M. croatica i
M. petraea napravljene su, u prvom redu, brojne modifikacije prilikom izolacije DNA kako bi
se uzorak dodatno procistio. Tako su koriSteni razliCiti deterdzenti (razli¢ite koncentracije
SDS-a, CTAB-a, kombinacija SDS-a i CTAB-a), razli¢ite koncentracije NaCl-a te ponovno
taloZenje s natrij-acetatom. Isprobana je i izolacija za biljke suSene na zraku gdje je moguce
da ima vise oste¢ene DNA (Al-Judy i Jaladet, 2008), te metode za problematic¢ne biljke bogate
polifenolima i polisaharidima (Khanuja i sur., 1999; Angeles i sur., 2005; Moyo i sur., 2008;
Vural, 2009; Japelaghi i sur., 2011; Borse i sur., 2011; Maltas i sur., 2011) koje su ukljucivale
dodatna prociS¢avanja. Takoder, isprobana je izolacija uz pomo¢ komercijalnog kompleta za
izolaciju biljne DNA (Dneasy Plant Mini kit, Qiagen), sa i bez dodatnog prociS¢avanja sa
smjesom izopropanola i izoamilnog alkohola kao i uz dodavanje B-merkaptoetanola. Svi
navedeni nacini izolacije dali su DNA razlic¢ite kvalitete i koncentracije koja je bila vidljiva na
agaroznom gelu no PCR reakcije nisu rezultirale produktima. Primje¢eno je, nadalje, da DNA
tih vrsta nakon provedene elektroforeze u gelu agaroze zaostaje u jaZicama. Nadalje,
izvedena je preparativna elektroforeza DNA sa svrhom dodatnog procis¢avanja. Ta metoda je
dala mali prinos DNA i nazalost bez pozitivhog rezultata u PCR reakciji. Svi navedeni pokusaji
neuspjele PCR reakcije upucivali su na ¢injenicu da je tijekom izolacije ili ve¢ prilikom susenja
uzoraka doslo do vezivanja neke komponente za DNA Sto onemogucava uspjesnost
amplifikacije DNA odsjecaka u reakciji polimerazom. Drugi potencijalni problem moze biti da
je, i nakon intenzivnih prociséavanja DNA uzoraka u ekstraktu prisutna neka komponenta
koja inhibira polimerazu te spreava umnazanje odsjecaka prilikom PCR reakcije. Navedeni
problemi poznati su u literaturi (Khanuja i sur., 1999; Sharma i sur., 2002). Kako bismo
utvrdili dali je doSlo do vezivanja neke komponente na DNA molekulu snimljeni su UV i CD
spektri uzoraka DNA izoliranih iz vrsta M. petraea i M. croatica te T. arduini kao pozitivne
kontrole, tj. uzorka kod kojeg nismo imali problema s umnazanjem DNA. UV i CD spektar

prikazani su na Slici 23. ai b.
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Slika 23. UV (a) i CD (b) spektar DNA izolata iz vrsta M. croatica, M. petraea i T. arduini.

UV spektar molekule DNA izolrane iz vrste T. arduini snimljen u podrucju 200-600 nm
(Slika 23.a) pokazuje maksimum apsorbancije na 255 nm Sto odgovara apsorbanciji DNA. CD
(cirkularni dikroizam) spektar omogudéuje nam dobivanje podataka o strukturi molekule te
smo navedenom metodom pokazali da je iz vrste T. arduini izolirana dobro strukturirana
dvolan¢ana DNA molekula (Slika 23.b). Rezultati obiju metoda upudéuju i na prisutnost
komponente Cija je maksimalna valna duljina absorbancije oko 320 nm. Medutim, koli¢ina te
komponente je niska u uzorku vrste T. arduini. Ista komponenta se nalazi u puno visoj
koncentraciji u uzorku vrste M. croatica, a posebice u vrste M. petraea (Slika 23.b). Nadalje,
kod obje spomenute vrste UV spektar pokazuje prisutnost komponenata s maksimumom
apsorbancije kod 260 nm S$to bi odgovaralo DNA molekuli. Medutim CD spektar istog uzorka
nam pokazuje da je kod vrste M. croatica prisutna veoma niska koli¢ina DNA, dok je kod
vrste M. petraea DNA u koncentracijama ispod granice detekcije instrumenta. Radi se ocito
o spoju Ciji je maksimum apsorbancije pri 260 nm i prekriva spektar DNA. Zbog navedenih
¢injenica bilo je veoma tesko odrediti to¢nu koncentraciju DNA u navedena dva uzorka jer su
se spektrofotometrijskim odredivanjem dobili pogresni rezultati zbog preklapanja
apsorbancija pri valnoj duljini od 260 nm. Prisutnost DNA je dokazana gel elektroforezom
(Slika 19), no njezina je koncentracija vjerojatno puno niza od izmjerene. Nadalje, zbog
nemogucnosti provodenja PCR reakcije pretpostavili smo da je doSlo do vezivanja neke
komponente (sekundarnog metabolita) na DNA. U tu svrhu proveden je eksperiment
"meksanja" molekule DNA. Rezultati promjena apsorbancije u ovisnosti o temperaturi za

DNA vrsta T. arduini (pozitivna kontrola) i M. croatica prikazani su na Slici 24.
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| ovom metodom je kod vrste M. petraea utvrdeno da u uzorku dominira neki drugi,

za sada neidentificirani spoj.
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Slika 24. Promjena apsorbancije u ovisnosti o temperaturi za izoliranu DNA vrsta a) T. arduini

i b) M. petraea.

Kod vrste T. arduini koja je posluzila kao pozitivnha kontrola temperatura "meksanja"
DNA bila je oko 57 °C Sto odgovara temperaturi meksanja dvolanéane DNA koja je bogata
dvostrukim A-T vezama koje pucaju kod nizih temperatura. Iz rezultata je vidljiva dvofazna
denaturacijska krivulja Sto upuduje i na prisutnost neke destabilizacijske komponente, ali u
niskim koncentracijama. Kod vrste M. croatica situacija je drugacija, temperatura meksanja
je bila 46 °C sto svakako upuduje na prisutnost destabilizacijske komponente te njena

prisutnost ocito uzrokuje probleme kod provodenja PCR reakcije.
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3.2. POLIFENOLNE GRUPE SPOJEVA ODREDENE SPEKTROFOTOMETRISKIM
METODAMA

U biljnim vrstama od interesa odreden je udio ukupnih fenola, flavonoidi, flavanola,

hidroksicimetnih kiselina te proantocijanidina (Tablce 10-13.) u razli¢itim dijelovima biljaka

sa razlic¢itih lokaliteta.

3.2.1. Teucrium arduini

Tablica 10. Koli¢ina ukupnih fenola (TP; mg GAE/g sm), ukupnih flavonoida (TF; mg CE/g sm),

ukupnih hidroksicimetnih kiselina (THA; mg CAE/g sm) ukupnih flavonola (TFL; mg QE/g sm)

te proantocijanidina (TPAN; mg CE/g sm) u listu (L), cvatu (C) i stabljici (S) vrste T.arduini sa

TF

THA

TFL

TPAN

Sest razli¢itih lokaliteta.

SnijeZnica Sveti Jure Vaganac

37,274#1,54%  47,08+1,19" 40,94+2,66 45,58+3,10™ 59,15+2,59°  48,97+3,28"
C 26,39+1,31°  23,72+1,20°® 24,19+2,21°®  9,01+0,99"  18,63+0,83%  10,66+0,24"
S 20,12+2,17®  18,37#1,20°  20,02#0,79"  25,29+0,58%  25,16+2,23  24,863,55°
L 34,24+1,46°  47,4845,05" 4858+2,71"  58,58+4,09° 81,86+4,01° 67,09%5,35°
C 24,70+0,59%  26,63+0,42°%  20,77+1,54%8  9,03+1,39"  19,64%0,95¢  7,02%0,33"
S 21,20+0,21%8  21,79+1,195  22,64+2,69%  33,54+2,45°  34,00£1,56° 32,19+4,31°
L 67,75+520°  82,0945,71°  82,84+2,03° 87,84#5,31° 119,66+3,44° 92,98+4,07°
C 34,331,648  37,08+1,63° 31,00+1,56°® 11,79+1,80"  26,02+#1,33%  13,53+2,39"
S 26,36+0,49°  26,99+1,79®  25,53+3,44%8  36,07+1,74%  36,95+1,58° 33,28+3,97°®
L 38,79+#1,95° 51,01+2,82™ 47,16+1,61° 51,89+3,46° 75,71+2,57° 54,23+1,32°
C 20,96+1,51°  18,17+3,41° 19,26+2,03°  8,37+1,29"  15,51+1,37°® 10,99+2,40"
S 12,43+0,63%"  11,44+1,645" 10,7743,125" 16,09+1,28% 16,41+1,17°® 15,22+1,35%%
L 2,5140,11' 3,38+0,27' 2,54+0,09"  3,1740,18"  6,22+0,45°  2,800,11
C 0,91+0,068 3,06+0,23°  1,25+0,30°  1,20#0,26]  2,59+0,12"  0,78+0,27¢
S 11,26%1,02°®  12,1440,36°  10,16+0,40°  6,1540,39°  8,92+0,43°  4,99+0,43°

Statisticki znacajno razli¢ite vrijednosti oznacene su razli¢itim slovima a-h.

Znacajno vecdi udio ispitivanih fenolnih grupa spojeva odreden je u listovima vrste T.

arduini u usporedbi sa cvatovima i stabljikama s istih lokaliteta. Jedino je koli¢ina ukupnih

prantocijanidina znacajno visa u stabljikama u odnosu na cvat i list.
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Udio ukupnih polifenola, s obzirom na lokalitete, kretao se u listovima od 37,27+1,54
(SnijeZnica) do 59,15+2,59 (Ucka) mg GAE/g sm. Najveca varijacija u koli¢ini ukupnih fenola
primijecena je u cvatovima s razlicitih lokaliteta i kretala se od 9,01+0,99 mg GAE/g sm za
lokalitet Su$anj do skoro 3 puta veée vrijednosti u uzorcima s lokaliteta SnijeZnica
(26,39+1,31 mg GAE/g sm). U stabljikama s lokaliteta Suanj (25,29+0,58mg GAE/g sm), U¢ka
(25,16+2,23 mg GAE/g sm) i Vaganac (24,86+3,55mg GAE/g sm) odreden je gotovo jednak
udio ukupnih fenola dok je u stabljikama s lokaliteta Snijeznica (20,12+2,17mg GAE/g sm),
SvetiJure (18,37+1,20mg GAE/g sm) i Vosac (20,02+0,79 mg GAE/g sm) udio bio nesto nizi.

Slican trend zabiljezen je i kod ukupnih flavonoida (TF) gdje list s lokaliteta Ucka
takoder pokazuje najvisu razinu TF (81,86+4,01 mg CE/g sm) koja je gotovo 2,4 puta visa od
koli¢ine ukupnih flavonoida izmjerenih u listu s lokaliteta SnijeZnica (34,24+1,46 mg CE/g
sm). Najniza vrijednost za listove usporediva je s najviSom vrijednosti ukupnih flavonoida
izmjerenih u stabljikama (34,00+1,56 mg CE/g sm, lokalitet Uc¢ka). Slicno kao i kod ukupnih
fenola najnizu vrijednost u cvatovima pokazuju uzorci vrste T. arduini s lokaliteta Susanj

(9,03%1,39 mg CE/g sm) i Vaganac (7,02+0,33 mg CE/g sm).

Ukupne hidroksicimetne kiseline izrazene su u miligramima kava kiseline po gramu
suhe mase biljnog materijala (mg CAE/g sm) i najvisa vrijednost izmjerena je u listovima s
lokaliteta U&ka (119,66+3,44 mg CAE/g sm), a najniza u cvatovima s lokaliteta Susanj
(11,79+1,80 mg CAE/g sm). Lokalitet Sveti Jure i VoSac ne pokazuju znacdajne razlike u udjelu
hidroksicimetnih kiselina ni u jednom ispitivanom biljnom organu, dok ostali lokaliteti
pokazuju znacajan utjecaj na razinu hidroksicimetnih kiselina. Kod svih lokaliteta u listovima
se nalazi znacajno visi udio THA nego u cvatovima i stabljikama. Kod lokaliteta Snijeznica,
Sveti Jure i VoSac razina THA visa je u cvatovima (redom: 34,33+1,64, 37,08+1,63, 31,00+1,56
mg CAE/g sm), u usporedbi sa stabljikom (redom: 26,36+0,49, 26,99+1,79, 25,53+3,44 mg
CEA/g sm), dok je kod lokaliteta Susanj, U¢ka i Vaganac u stabljikama (redom: 36,07+1,74,
36,95+1,58, 33,28+3,97 mg CAE/g sm) njihova razina znacajno visa nego u cvatovima

(redom: 11,79+1,80, 11,79+1,80, 13,53+2,39 mg CAE/g sm).

Razina flavonola u uzorcima vrste T. arduini sa svih lokaliteta je viSa dva do tri puta u
listovima u odnosu na cvat i stabljiku. U listovima s lokaliteta Sveti Jure (51,01+2,82 mg QE/g

sm), Vosac (47,16+1,61 mg QE/g sm), Susanj (51,89+3,46 mg QE/g sm) i Vaganac (54,23+1,32
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mg QE/g sm) ne postoji znacajna razlika u udjelu flavonola, dok je u listovima lokaliteta Ucka
(75,71+2,57 mg QE/g sm) razina najvisa, a na lokalitetu Snijeznica (38,79+1,95 mg QE/g sm)
najniza. U cvatovima s lokaliteta Snijeznica (20,96+1,51 mg QE/g sm), Sveti Jure (18,17+3,41
mg QE/g sm), Vosac (19,26+2,03 mg QE/g sm) i Ucka (15,51+1,37 mg QE/g sm) razina
flavonola je priblizno jednaka dok je ona s lokaliteta Suganj (8,37+1,29 mg QE/g sm ) i
Vaganac (10,99+2,40 mg QE/g sm) nesto niza. U stabljikama razli¢itih lokaliteta nema

znacajne razlike u udjelu ukupnih flavonola.

Kao sto je ve¢ spomenuto, jedino je udio proantocijanidina znacajno visi u stabljici u
odnosu na cvatove i listove. Samo razina proantocijanidina u listovima vrste T. arduini s
lokaliteta Ucka (6,22+0,45 mg CE/g sm) pokazuje nesto visu vrijednost u odnosu na listove s
drugih lokaliteta kod kojih se vrijednost krece izmedu 2,51+0,11 mg CE/g sm (SnijeZnica) i
3,38+0,27 mg CE/g sm (Sveti Jure). Kod cvatova je nesto drugadiji utjecaj lokaliteta pa tako
cvat vrste T. arduini s lokaliteta Vaganac (0,78+0,27 mg CE/g sm) pokazuje najnizu vrijednost,
a cvat s lokaliteta Sveti Jure (3,06+0,23 mg CE/g sm) najvisu. U stabljikama izmjerena razina
proantocijanidina kreée se od 4,99+0,43 mg CE/g sm (Vaganac) pa do ¢ak 12,14+0,36 mg
CE/g sm (Sveti Jure).

3.2.2. Moltkia petraea

Razina ukupnih polifenola u listovima i cvatovima vrste M. petraea s lokaliteta Orebi¢
(list: 23,88+0,76 mg GAE/g sm; cvat: 25,59+0,86 mg GAE/ g sm) i Dinara (list: 20,26+1,34 mg
GAE/ g sm; cvat: 21,38+1,78 mg GAE/g sm) ne pokazuje znacajne razlike. U stabljikama s oba
lokaliteta razina ukupnih polifenola (Orebié: 17,87+0,55 mg GAE/g sm; Dinara: 9,79+0,57 mg

GAE/g sm) znacajno je niza u usporedbi sa cvatovima i listovima.

Razina flavonoida u vrsti M. petraea s lokaliteta Orebié ne pokazuje znacajne razlike s
obzirom na dio biljke (list: 25,66+1,72 mg CE/g sm, cvat: 25,40+3,08 mg CE/g sm, stabljika:
20,84+2,31 mg CE/g sm), dok je u uzorcima s lokaliteta Dinara udio flavonoida znacajno nizi u
stabljici (8,66+0,50 mg CE/g sm) u odnosu na list (20,11+1,63 mg CE/g sm) i cvat (20,44+1,18
mg CE/g sm). Jednako kao i kod ukupnih polifenola, razina flavonoida nesto je visa u

uzorcima s lokaliteta Orebi¢ nego u onih s lokaliteta Dinara.
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Tablica 11. Koli¢ina ukupnih fenola (TP; mg GAE/g sm), ukupnih flavonoida (TF; mg CE/g sm),

ukupnih hidroksicimetnih kiselina (THA; mg CAE/g sm) ukupnih flavonola (TFL; mg QE/g sm)

te proantocijanidina (TPAN; mg CE/g sm) u listu (L), cvatu (C) i stabljici (S) vrste M. petraea s

dva razli¢ita lokaliteta.

Orebic DINEIL]
L 23,88+0,76° 20,26+1,34%
C 25,59+0,86° 21,38+1,78"
S 17,87+0,55° 9,79+0,57¢
L 25,66+1,72° 20,11+1,63"
C 25,40+3,08° 20,44+1,18%°
S 20,84+2,31*° 8,6620,50°
L 21,20+0,73° 17,13+0,76°
C 20,08+0,94° 16,12+0,59°
S 14,86+1,09° 6,37+0,74°
L 12,82+0,58° 9,77+0,19°
C 10,01+1,10° 8,00%0,31°
S 9,77+0,19°  6,82+0,56°
L 1,09+0,09°  0,90+0,04
C 1,88t0,23°  1,26+0,14°
S 0,67+0,06°  0,41+0,05°

Statisticki znacajno razli¢ite vrijednosti oznacene su razli¢itim slovima a-h.

Razina hidroksicimetnih kiselina ne pokazuje znacajne razlike u listovima i cvatovima s
lokaliteta Orebic (list: 21,20+0,73 mg CAE/g sm; cvat: 20,08+0,94 mg CAE/g sm) i Dinara (list:
17,13+0,76 mg CAE/g sm ; cvat: 16,12+0,59 mg CAE/g sm). Hidroksicimetne kiseline u
stabljikama znacajno su niZe u odnosu na list i cvat (Orebi¢: 14,86+1,09 mg CAE/g sm; Dinara:

6,37+0,74 mg CAE/g sm).

Listovi oba lokaliteta pokazuju znacajno visi udio flavonola (Orebié: 12,82+0,58 mg
QE/g sm; Dinara: 9,77+0,19 mg QE/g sm) u usporedbi sa cvatovima (Orebi¢: 10,01+1,10 mg
QE/g sm; Dinara: 8,00+0,31 mg QE/g sm) i stabljikama (Orebi¢: 9,77+0,19 mg QE/g sm;
Dinara: 9,77+0,19 mg QE/g sm). Izmjerene vrijednosti u uzorcima s lokaliteta Dinara znacajno

su nize u usporedbi s istim biljnim organima lokaliteta Orebi¢.
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Razina proantocijanidina bila je najvisa u cvatovima s oba lokaliteta (Orebi¢:
1,88+0,23 mg CE/g sm; Dinara: 1,26%0,14 mg CE/g sm) u odnosu na listove (Orebié:
1,09+0,09 mg CE/g sm; Dinara: 0,90+0,04 mg CE/g sm) i stabljike (Orebi¢: 0,67+0,06 mg CE/g
sm; Dinara: 0,41+0,05 mg CE/g sm). Jednako kao i kod ostalih izmjerenih skupina polifenola

uzorci lokaliteta Orebic¢ pokazuju znacajno viSe vrijednosti.

3.2.3. Micromeria croatica

Tablica 12. Koli¢ina ukupnih fenola (TP; mg GAE/g sm), ukupnih flavonoida (TF; mg CE/g sm),
ukupnih hidroksicimetnih kiselina (THA; mg CAE/g sm) ukupnih flavonola (TFL; mg QE/g sm)

te proantocijanidina (TPAN; mg CE/g sm) u listu (L), cvatu (C) i stabljici (S) vrste M. croatica s

tri razlicita lokaliteta.

Stupacinovo Bojinac Bacic¢ kuk
23,37+0,39°  26,31+1,47°  29,74+1,05°
26,18+0,75°  23,07+0,97° 24,14+1,44"
18,07+0,73°  12,81+0,75°  15,01+0,29°
26,70+0,50°° 27,98+3,83°  29,57+0,04
27,65+0,66° 21,09+2,72°  31,24+2,54°
18,26+0,61°  11,05+0,31° 12,91+1,86%
15,95+0,74®  17,95+0,08° 19,26+0,16>
19,64+2,70°° 14,82+1,26%"  22,44+1,83°
11,44+0,92®  10,00+0,45% 12,75+0,62°"
5,49+0,43°”  6,41+0,33"°  6,03+0,10*
A0 C 9,31+1,22° 6,46+0,58" 9,71+1,16°
S 4,52+0,61 4,05+0,16°  5,50+0,33°
L 1,06+0,05° 1,01£0,12°  0,90+0,12"°
TPAN
C 1,74+0,10° 1,27+0,07° 1,77+0,07°
S 0,56+0,08°  0,49+0,06° 0,45+0,03°

Statisticki znacajno razlicite vrijednosti ozna¢ene su razli¢itim slovima a-h

Nakupljanje ukupnih polifenola u vrsti M. croatica takoder je razli¢ito s obzirom na
biljni organ i znacajno ovisi o lokalitetu. U uzorcima s lokaliteta Bojinac i Baci¢ Kuk izmjerena
je najvisa razina ukupnih polifenola u listovima (Bojinac: 26,31+1,47 mg GAE/g sm; Baci¢ kuk:

29,74+1,05 mg GAE/g sm), dok je kod lokaliteta Stupacinovo najvisa vrijednost izmjerena u
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cvatu (26,18%0,75 mg GAE/g sm). U stabljikama je izmjeren znacajno nizi udio ukupnih
polifenola na sva tri lokaliteta (Stupacinovo: 18,07+0,73 mg GAE/g sm; Bojinac: 12,81+0,75 mg
GAE/g sm; Baci¢ kuk: 15,01+0,29 mg GAE/g sm).

Ukupni flavonoidi pokazali su gotovo istu vrijednost u listu i cvatu s lokaliteta
Stupacinovo (list: 26,70+0,50 mg CE/g sm; cvat: 27,65+0,66 mg CE/g sm) i Baci¢ kuk (list:
29,57+0,04 mg CE/g sm ; cvat: 31,24+2,54 mg CE/g sm), dok je kod lokaliteta Bojinac u cvatu
(21,09+2,72 mg CE/g sm) izmjerena znacdajno niza razina flavonoida nego u listu (27,98+3,83
mg CE/g sm). U stabljikama, razina flavonoida dvostruko je niZza nego u listovima i cvatovima
i iznosila je 18,26+0,61 mg CE/g sm za lokalitet Stupacinovo, 11,05+0,31 mg CE/g sm za
lokalitet Bojinac te 12,91+1,86 mg CE/g sm za lokalitet Baci¢ kuk.

Kod vrste M. croatica hidroksicimetne kiseline pokazivale su najviSu vrijednost u
cvatovima biljaka s lokaliteta Stupacinovo (19,64+2,70 mg CAE/g sm) i Baci¢ kuk (22,44+1,83
mg CAE/g sm) te u listu s lokaliteta Bojinac (17,95+0,08 mg CAE/g sm). Lokalitet nije znacajno
utjecao na razinu hidroksicimetnih kiselina u stabljikama te je ona iznosila 11,44+0,92 mg
CAE/g sm u biljkama s lokaliteta Stupacinovo, 10,00+0,45 mg CAE/g sm s lokaliteta Bojinac te
12,75+0,62 mg CAE/g sm u stabljikama biljaka s lokaliteta Baci¢ kuk.

Flavonoli su pokazali znacajno vise vrijednosti u cvatovima (Stupacinovo: 9,31+1,22
mg QE/g sm; Baci¢ Kuk: 9,71+1,16 mg QE/g sm) u usporedbi s listovima (Stupacinovo:
5,49+0,43 mg QE/g sm; Baci¢ kuk: 6,030,110 mg QE/g sm) i stabljikama (Stupacinovo:
4,52+0,61 mg QE/g sm; Baci¢ kuk: 5,50+0,33 mg QE/g sm) za lokalitete Stupacinovo i Baci¢
kuk. Kod lokaliteta Bojinac primije¢ena je gotovo jednaka razina flavonola u listu (6,41+0,33
mg QE/g sm) i cvatu (6,46+0,58 mg QE/g sm). Kod lokaliteta Stupacinovo i Baci¢ kuk razina
flavonola u listu i stabljici (Stupacinovo: 4,52+0,61 mg QE/g sm; Baci¢ kuk: 5,50+0,33 mg
QE/g sm) nije se znacajno razlikovala, dok je kod lokaliteta Bojinac stabljika (4,05+0,16 mg
QE/g sm) pokazala znadajno nizu vrijednost u usporedbi sa ostalim dijelovima biljke. Lokalitet

nije znac¢ajno utjecao na razinu flavonola, osim kod cvatova.

Jednako kao i kod flavonola, lokalitet je znacajno utjecao samo na razinu
proantocijanidina u cvatovima biljaka s lokaliteta Bojinac (1,27+0,07 mg CE/g sm) koji su
nakupili nizu koli¢inu u usporedbi sa cvatovima biljaka s lokaliteta Stupacinovo (1,74+0,10

mg CE/g sm) i Baci¢ kuk (1,77+0,07 mg CE/g sm). U listovima (Stupacinovo: 1,06+0,05 mg
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CE/g sm; Bojinac: 1,01+0,12 mg CE/g sm; Baci¢ kuk: 0,90+0,12 mg CE/g sm) je izmjerena
nesto niza vrijednost proantocijanidina nego u cvatu dok je kod stabljika (Stupacinovo:
0,56+0,08 mg CE/g sm; Bojinac: 0,49+0,06 mg CE/g sm; Baci¢ kuk: 0,45+0,03 mg CE/g sm)

ona bila najniza.

3.2.4. Rhamnus intermedia

Tablica 13. Koli¢ina ukupnih fenola (TP; mg GAE/g sm), ukupnih flavonoida (TF; mg CE/g sm),
ukupnih hidroksicimetnih kiselina (THA; mg CAE/g sm), ukupnih flavonola (TFL; mg QE/g sm)

te proantocijanidina (TPAN; mg CE/g sm) u listu (L) i kori (K) vrste R. intermedia s dva razlicita

lokaliteta

Dundovi¢ podi Bojinac

L 33,6246,78°  46,40+4,12°

TP
K 26,11+1,93" 19,31+1,60°

L 12,01+0,98° 8,28+0,50°
K 8,96+1,32° 3,58+0,10°

L 34,03+2,46°  25,78%0,59"

THA
K  16,28+1,45°  12,53+1,65°
L 34,79+1,65°  26,94%0,49"
TFL .
K  19,35+1,90° 14,20+2,03
W2\H L 19,51#0,97° 16,20£0,27°

K  8,03+0,42° 1,38+0,20°

Statisticki znacajno razli¢ite vrijednosti oznacene su razli¢itim slovima a-h

Kod vrste R. intermedia razina razli¢itih skupina polifenola odredivana je u listu i kori
biljaka s lokaliteta Dundovi¢ podi na Sjevernom, te Bojinac na juznom Velebitu. Udio
ukupnih polifenola bio je znacajno visi u listu u usporedbi s korom u uzorcima s lokaliteta
Bojinac (list: 46,40+4,12 mg GAE/ g sm; kora: 19,31+1,60 mg GAE/ g sm), dok se razina TP u
listu i kori nije znacajno razlikovala u uzorcima s lokaliteta Dundovi¢ podi (list: 33,62+6,78 mg
GAE/ g sm; kora: 26,11+1,93 mg GAE/ g sm). S obzirom na lokalitet, list lokaliteta Bojinac te
kora lokaliteta Dundovié¢ podi pokazale su znacajno vise vrijednosti u usporedbi s istim

dijelom biljke s drugog lokaliteta.
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Drugacija je situacija za ukupne flavonoide gdje su uzorci sa lokaliteta Dundovi¢ podi
pokazali znacajno vise vrijednosti i u listu (12,01+0,98 mg CE/g sm) i u kori (8,96+1,32 mg
CE/g sm). U kori biljaka s lokaliteta Dundovi¢ podi izmjerena je gotovo jednaka vrijednost TP
kao i u listu lokaliteta Bojinac (8,28+0,50 mg CE/g sm), dok je u kori lokaliteta Bojinac razina

flavonoida znacajno niza i iznosi 3,58+0,10 mg CE/g sm.

Ukupne hidroksicimetne kiseline takoder su izmjerene u viSim vrijednostima u listu
(Dundovié¢ podi: 34,03+2,46 mg CAE/g sm; Bojinac: 25,78+0,59 mg CAE/g sm) u usporedbi s
korom (Dundovi¢ podi: 16,28+1,45 mg CAE/g sm; Bojinac: 25,78+0,59 mg CAE/g sm). S
obzirom na lokalitet u listu je znacajno veéa razina THA u uzorcima s lokaliteta Dundovi¢ podi

dok u kori sa razlicitih lokaliteta razina nije znacajno razlicita.

Malo drugaciji trend je kod flavonola gdje i list i kora s lokaliteta Dundovié¢ podi
pokazuju vise vrijednosti (list: 34,79+1,65 mg QE/g sm; kora: 19,35+1,90 mg QE/g sm) u
usporedbi s lokalitetom Bojinac (list: 26,94+0,49 mg QE/g sm; kora: 14,20+2,03 mg QE/g sm).

Takoder je i razina TFL znacajno je visa u listovima biljaka s oba lokaliteta.

Proantocijanidini pokazuju viSe vrijednosti u listovima i to 2,4 puta visu vrijednost za
lokalitet Dundovi¢ podi (list: 19,51+0,97 mg CE/g sm; kora: 8,03+0,42 mg CE/g sm) te 11,7
puta visu vrijednost za lokalitet Bojinac (list: 16,20+0,27 mg CE/g sm; kora: 1,38+0,20 mg
CE/g sm). | ovdje uzorci lokaliteta Dundovi¢ podi pokazuju znacajno vise vrijednosti u

usporedbi s lokalitetom Bojinac.
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3.3. PROFIL FENOLNIH KISELINA ODREDEN UPLC-MS/MS METODOM

Sastav i koncentracije pojedinih fenolnih kiselina odredeni su tekudinskom
kromatografijom vrlo visoke ucinkovitosti uz koristenje masenog spektrometra (UPLC-
MS/MS). Ova je metoda izuzetno osjetljiva i precizna u detekciji malih organskih molekula.

Rezultati za ispitivane vrste prikazani su u Tablicama 14-18.

3.3.1. Teucrium arduini

Tablica 14. Sastav i koncentracija fenolnih kiselina (ug/mL) odreden UPLC-MS/MS metodom

u listu (L), cvatu (C) i stabljici (S) vrste T. arduini sa Sest razlic¢ih lokaliteta.

Fenolne kiseline SnijeZznica  SvetiJure Vosac Susanj Ucka Vaganac
L 0,13+0,01 0,18+0,10 0,21+0,03 nd nd 0,37+0,19
galna C 0,16+0,01 0,13+0,02 1,14+0,01 0,86+0,22  3,24+0,06 0,36+0,03
S 0,13£0,07 nd nd nd nd 0,13+0,03
L 2,06+0,02 3,6940,01 5,09+0,08 10,09+0,06 12,95+0,04  11,34+1,11
protokatehinska C 3,21+0,28  3,05+0,2 18,01+0,69 19,07+0,45 20,13%0,19  11,67+0,22
S 1,93+0,09 5,85+0,12 4,39+0,85 8,05+0,62 24,020,89 5,60+0,32
L 6,3t0,16  6,79£0,05 6,92+0,10 6,32£0,01 7,79+0,19 6,45+0,12
klorogenska C 6,29+0,01 6,43+0,03 6,80£0,09 6,12+0,01 6,56%0,03 nd
S 6,20£0,01 6,36+0,04 6,29+0,05 6,29+0,01 6,54+0,03 6,26+0,03
L 3,46x0,15 4,62+0,17 7,74+0,08 5,35+0,46  3,62+0,12 7,57+0,29
gentisticna C 3,15+0,03 3,53+0,01 31,49+1,29 6,48+0,65 7,37+0,19 8,31+0,60
S 3,52+0,04 3,64+0,02 3,66%0,17 8,41+0,42 4,50+0,15 9,60+0,01
L 2,41+0,09 6,55#0,33 5,78+0,08 3,39+0,09 3,62+0,02 4,87+0,08
LR TGS ENVEEN C 6,3010,15  5,48+0,41  31,96+0,39 16,18+0,92 10,97+0,01  15,27+0,86
S 2,1340,19 3,18+0,01 2,76%0,58 4,10+0,30  2,89+0,09 4,54+0,24
L 6,53+0,05 6,4610,13 12,63+0,65 11,3340,33 25,37+0,90 9,62+1,30
C 7,56+0,24 6,10+0,30 13,59+0,54 3,66+0,07 20,59+0,49 3,64+0,19
S 2,56+0,02 2,84+0,05 2,77+0,12 4,34+0,12  9,53%0,24 3,83+0,08
L 1,41+0,02 3,2440,11 2,20+0,13 2,36%#0,12  3,25+0,18 2,37+0,03
vanilinska C 2,82+0,09 3,34+0,02 5,37¢0,01 5,30+0,05 5,32+0,01 5,34+0,57
S 2,05£0,02 2,55%#0,16 2,99+0,64 3,94+0,09 4,04+0,35 3,70+0,07
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L 3,20+0,11 6,340,338 5,09+0,23  4,84+0,35 5,12+0,37 4,18+0,26

siringi¢na C 4,86+0,11 7,05+0,16 8,64+0,49 5,25+0,14 6,29+0,19 5,47+0,23

S 3,92+0,13 7,71+0,03 5,35+0,17 6,10+0,22  6,47£0,05 5,59+0,35

L nd nd 0,05£0,01 0,07+0,01 nd 0,08+0,01

SENIGICIEERFEEN C 0,0440,01 0,08£0,01 0,050,022  0,17+0,03  0,16+0,01 0,17+0,01
S 0,07+0,02 0,07+0,01 nd 0,18+0,01 0,07£0,01 0,20+0,01

—

3,94+0,13  3,48+0,06  2,78+0,09 3,35+0,11  6,08+0,01 4,74+0,14

4-kumarinska C 3,84+0,06 6,99+0,30 18,98+0,60 9,82+0,56 17,22+0,07  12,29+0,80

S 1,61+0,19 1,24+0,02 0,49+0,19 1,68+0,06 3,90+0,05 2,38+0,06

L nd nd nd nd nd nd
sinapinska C 5,52+0,06 5,80+0,03 6,14+0,10 5,37+0,02 5,67+0,04 nd

S nd nd nd nd nd nd

L 5,18+0,05 8,54%+0,18 9,67+0,20 7,83+0,22 13,10+1,08 4,55+0,23
ferulinska C 7,71+0,55 11,71+0,56 9,81+0,04 2,82+0,09 14,64+0,31 5,06+0,44

S 4,72+0,64 6,84%0,12 6,19¢1,00 5,88+0,08 22,78+1,59 3,40+0,04

L nd nd nd nd nd nd
3-kumarinska C nd nd nd nd nd nd

S nd nd nd nd nd nd

L nd nd 0,04+0,01 nd nd nd
2-kumarinska C nd nd 0,18+0,01 nd nd nd

S nd nd nd nd nd nd

L 7,02+0,21 17,79+0,72 11,15+0,13 14,78+0,54 5,04+0,27 21,1440,37

salicilna

16,25+1,64 22,45+1,64 35,37+0,50 22,56+1,72 21,74+0,14 31,29+1,38

nw 0O

17,84+0,50 18,47£0,20 9,75%#0,95 19,30£1,34 13,09+0,85 24,17+0,55

L 2,19+0,05 2,484£0,03 2,22+0,01 1,92+0,08 1,99+0,07 1,93+0,01
trans-cimetna C 2,04+0,03 2,55+0,04 2,04+0,05 nd 1,71+0,01 1,64+0,02
S 1,89+0,04 1,73+0,01 1,57+0,04 nd 1,78+0,02 1,58+0,01

nd- nije detektirano

U vrsti T. arduini sa Sest razli¢itih lokaliteta, metodom UPLC-MS/MS, izmjerena je
koncentracija 15 slobodnih fenolnih kiselina: galne, protokatehinske, klorogenske,
gentisticne, 4-hidroksibenzojeve, kava kiseline, vanilinske, siringi¢ne, 3-hidroksibenzojeve, 4-
kumarinske, sinapinske, ferulinske, 3-kumarinske, 2-kumarinske, salicilne te trans-cimetne

kiseline. Niti u jednom ispitivanom uzorku vrste T. arduini nije detektirana 3-kumarinska
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kiselina, dok je sinapinska detektirana samo u cvatovima (osim u biljaka s lokaliteta Vaganac)
u koncentraciji od 5,37+0,02 pg/g sm (Susanj) do 6,14+0,10 pg/g sm (Vosac). 2-kumarinska
kiselina detektirana je samo u listu (0,04+0,01 pg/g sm) i cvatu (0,18+0,01 pg/g sm) biljaka s

lokaliteta Vosac.

Neke od identificiranih fenolnih kiselina su tkivno specifi¢cne, odnosno nalaze se u
povecanoj koncentraciji u jednom dijelu biljke u odnosu na ostale, no njihov omjer uvelike
ovisi o lokalitetu. Jedna od takvih je galna kiselina cija je koncentracija najviSa u cvatovima s
lokaliteta Ucka (3,24+0,06 pg/g sm), dok je u listu prisutna u niZim koncentracijama. U
stabljici s lokaliteta Sveti Jure, Vosac, Suanj i U¢ka te u listovima s lokaliteta Susanj i U¢ka

galna kiselina nije detektirana.

Protokatehinsku kiselinu smo izmjerili u poveéanoj koncentraciji u cvatu biljaka s
lokaliteta Vosac i Susanj (Vosac: 18,01+0,69 pg/g sm; Susanj: 19,07+0,45 pg/g sm) u odnosu
na koncentraciju u listu (Vosac: 5,09+0,08 pg/g sm; Susanj: 10,09+0,06 pg/g sm) i stabljici
(Vosac: 4,39+0,85 pg/g sm; Susanj: 8,05+0,62 pg/g sm). Kod ostalih je lokaliteta omjer nesto
drugacdiji pa je tako kod lokaliteta Sveti Jure izmjerena najviSa koncentracija protokatehinske
kiseline u stabljici (5,85+0,12 ug/g sm) u usporedbi s listom (3,69+0,01 pg/g sm) i cvatom
(3,05£0,2 pg/g sm) s istog lokaliteta.

Klorogenska kiselina je detektirana u svim uzorcima osim u cvatu biljaka s lokaliteta
Vaganac i pokazala je malu razliku u odnosu na razlicite lokalitete i dijelove biljke. Njena je
koncentracija u uzorcima u rasponu od 6,20+0,01 pg/g sm (stabljika Snijeznica) do 7,79+0,19

ug/g sm (list Ucka).

Slicno kao i klorogenska, gentisticna kiselina pokazuje malu razliku u odnosu na
razliCite dijelove biljke s lokaliteta Snijeznica, Sveti Jure i Vaganac. Kod lokaliteta Vosac njena
koncentracija u cvatu (31,49+1,29 ug/g sm) je Cetiri puta visa u odnosu na list (7,74+0,08

ug/g sm) te ¢ak 8,5 puta visa u odnosu na stabljiku (3,66+0,17 ug/g sm).

4-hidroksibenzojeva kiselina pokazuje znacajno vise razine u cvatovima u odnosu na
ostale dijelove biljke na svim lokalitetima osim na lokalitetu Sveti Jure (list: 6,55+0,33 pg/g
sm ; cvat: 5,48+0,41 pg/g sm; stabljika: 3,18+0,01 pg/g sm), no njezina koncentracija uvelike

ovisi o lokalitetu. Najvisa je koncentracija izmjerena u cvatu s lokaliteta Vosac (31,96+0,39
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ug/g sm) dok je njena koncentracija u cvatovima s lokaliteta Sveti Jure ¢ak 5,8 puta niza
(5,48+0,41 pg/g sm). U listovima i stabljikama koncentracija 4-hidroksibenzojeve kiseline
kretala se izmedu 2,13+0,19 pg/g sm (stabljika Snijeznica) i 6,55+0,33 ug/g sm (list Sveti

Jure).

Koncentracija kava kiseline znacajno je visa u listu (25,37+0,90 pg/g sm) i cvatu
(20,59+0,49 pg/g sm) vrste T. arduini s lokaliteta U¢ka u usporedbi sa ostalim lokalitetima.
Vanilinska kiselina pokazuje oko dva puta vise vrijednosti u cvatovima u odnosu na listove i
stabljike na svim lokalitetima, a uzorak cvata s lokaliteta VoSac pokazuje najviSu vrijednost
od 5,37+0,01 pg/g sm. Isti uzorak pokazuje i najviSu vrijednost siringi¢ne kiseline (8,64+0,49
ug/g sm). Znacajno nize vrijednosti slobodne 3-hidroksibenzojeve kiseline, izmjerene su u
stabljici, a kretale su se najvise do 0,20+0,01 pug/g sm (Vaganac). Ista kiselina nije detektirana
u listovima biljaka s tri lokaliteta (Snijeznica, Sveti jure, Ucka) te stabljike s jednog lokaliteta
(Vosac). Kumarinska kiselina detektirana je u znacajno visSim koncentracijama kod cvata s
lokaliteta Vosac (18,98+0,60 pg/g sm) i Ucka (17,22+0,07 pg/g sm). Osim navedena dva
lokaliteta, znacajno visa vrijednost kumarinske kisleine u cvatu u usporedbi s ostalim

dijelovima detektirana je i u biljaka s lokaliteta Sveti Jure, Su$anj i Vaganac.

Slobodna sinapinska kiselina detektirana je samo u cvatovima (osim kod lokaliteta
Vaganac) u koncentracijama od 5,37-6,14 pg/g sm. Najvise koncentracije ferulinske kiseline
u slobodnoj formi u izmjerene su u biljkama s lokaliteta Uc¢ka i to u koncentracijama od
13,10+1,08 pg/g sm u listu, 14,64+0,31 ug/g sm u cvatu, te 22,78+1,59 ug/g sm u stabljici. Na
ostalim lokalitetima ferulinska kiselina detektirana je u znacajno niZim koncentracijama.
Salicilna kiselina takoder znacajno ovisi o lokalitetu te je njena najvisa koncentracija u
slobodnoj formi izmjerena u cvatu s lokaliteta Vosac (35,37+0,50 pg/g sm). Trans-cimetna
kiselina zastupljena je u znacajno nizim koncentracijama koje se kreé¢u oko 1,5-2 pg/g sm, a

istu nije bilo moguce detektirati u cvatu i stabljici s lokaliteta Susan;.

Kako bismo odredili utjecaj lokaliteta i dijela biljke na nakupljanje ukupnih fenolnih
kiselina, sve fenolne kiseline u pojedinom analiziranom uzorku su zbrojene i vrijednosti su

prikazane u Tablici 15.

Bilijke uzorkovane na lokalitetu U¢ka pokazuju najvise koncentracije ukupnih fenolnih

kiselina, dok je kod biljaka s lokaliteta Snijeznica nadena najniZza razina (dva puta niza). U
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biljikama sa svih lokaliteta u cvatovima je detektirana visa koncentracija fenolnih kiselina

nego u listovima i stabljikama.

Tablica 15. Ukupna koncentracija izmjerenih slobodnih fenolnih kiselina u pojedinim

dijelovima biljke T. arduini.

Lokalitet  List Cvat
LN 43,83 69,75
Sveti Jure 84,69

Vosac 189,39

Susanj 103,66

Ucka 141,61
Vaganac 100,51

Stabljika Ukupno

48,57
60,48
46,21
68,27
99,61
70,98
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3.3.2. Moltkia petraea

U listu, cvatu i stabljici vrste M. petraea takoder su odredene slobodne fenolne

kiseline UPLC-MS/MS metodom.

Tablica 16. Sastav i koncentracija fenolnih kiselina (ug/g sm) odredeni UPLC-MS/MS

metodom u listu, cvatu i stabljici vrste M. petraea sa dva razliCita lokaliteta

fenolne kiseline

galna
protokatehinska
klorogenska
gentisticna
4-hidroksibenzojeva
kava
vanilinska

siringicna

3-hidroksibenzojeva

4-kumarinska
sinapinska
ferulinska
3-kumarinska
2-kumarinska
salicilna
trans-cimetna

Ukupno:

list
0,32+0,02
42,82+0,20
nd
7,56+0,89
8,271£2,99
79,02+1,28
21,8140,19
5,88+0,07
0,31+0,01
23,2440,66
5,62+0,18
11,14+0,75
nd
nd
11,70+0,06
2,40+0,13
220,09

Orebi¢
cvat
19,85+1,20
50,29+0,34
nd
6,72+0,51
61,31+0,82
158,92+7,35
14,83+0,07
4,47+0,02
0,41+0,01
43,49+2 81
7,01+0,89
25,32+2,76
nd
nd
10,43£0,26
2,31+0,08
405,36
1007,21

stabljika
4,90+0,24
56,75+0,05
nd
7,87+0,23
71,93£0.03
136,07£0,18
41,47+0,03
5,14+0,04
0,35+0,01
12,86+0,12
5,57+0,02
22,62+0,45
0,13+0,02
nd
14,24+0,52
1,8610,01
381,76

list
0,26+0,03
35,1240,94
nd
4,89+0,14
47,89+0,09
47,08+2,37
13,39+0,82
5,04+0,13
0,16+0,05
15,12+1,35
6,07+0,39
12,71+0,62
nd
nd
7,53+0,53
2,38+0,08
197,64

Dinara
cvat
10,27+0,83
41,91+0,17
6,35+0,05
5,84+0,20
71,30+0,51
94,78+0,04
12,02+0,03
5,21+0,15
0,29+0,01
39,65+0,01
5,76+0,01
14,66+0,09
nd
nd
11,30+0,33
2,73+0,04
322,07
769,30

stabljika
0,72+0,25
38,09+10,23
6,15+0,01
5,39+0,08
28,27+0,02
77,2610,40
15,87+0,21
5,92+0,24
0,15+0,01
6,75+0,07
5,74+0,01
51,81+1,04
0,10+0,00
nd
5,56+0,02
1,81+009
249,59

| kod vrste M. petraea koncentracija slobodnih fenolnih kiselina uvelike ovisi o lokalitetu, ali i

o analiziranom dijelu biljke. Koli¢ina galne kiseline znacajno je visa u cvatu (Orebic:

19,85+1,20 pg/g sm, Dinara: 10,27+0,83 pg/g sm) u usporedbi s listom i stabljikom s oba

lokaliteta. Protokatehinska kiselina je u biljikama lokaliteta Orebi¢ pokazivala najvisu

vrijednost u stabljici (56,75+0,05 pug/g sm), a u biljkama lokaliteta Dinara u cvatu (41.91+0.17

ug/g sm). Klorogenska kiselina odredena je samo u cvatu i stabljici s lokaliteta Dinara u

koncentracijama 6,35+0,05 pg/g sm i 6,15+0,01 pg/g sm. U sliécnim koncentracijama
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identificirana je i gentisti¢na kiselina ¢ija se koncentracija nije znacajno razlikovala ovisno o
lokalitetu i dijelu biljke te se kretala u vrijednostima izmedu 4,89+0,14 pg/g sm (list Dinara) i
7,87+0,23 pg/g sm (stabljika Orebi¢). Manje znacajan utjecaj lokaliteta i dijela biljke na
koncentraciju fenolnih kiselina primijecen je i za siringi¢nu, 3-hidroksibenzojevu, sinapinsku,
te trans-cimetnu kiselinu. 4-hidroksibenzojeva kiselina izmjerena je u vrijednostima od

28,27%0,02 pg/g sm (stabljika Dinara) do 82,71+2,99 pg/g sm (list Orebic).

Od izmjerenih fenolnih kiselina u slobodnom obliku u najviSoj koncentraciji
zastupljena je kava kiselina i to posebno u listovima (Orebié: 158,92+7,35 pg/g sm; Dinara
94,78+0,04 pg/g sm), no primijecen je znacajan utjecaj lokaliteta na akumulaciju te fenolne
kiseline. Biljke s lokaliteta Orebi¢ pokazuju i dva puta viSe vrijednosti. Slican trend zabiljezen
je i kod vanilinske kiseline Cije su vrijednosti vise za lokalitet Orebi¢, a to je posebno izrazeno
kod stabljike (Orebié¢: 41,47+0,03 pg/g sm, Dinara: 15,87+0,21 pg/g sm). 4-kumarinska
kiselina detektirana je u znacajno viSim koncentracijama u cvatu (Orebi¢: 43,49+2,81 ug/g
sm; Dinara: 39,65+0,01 pg/g sm) i njezina koncentracija nije znacajno pod utjecajem
lokaliteta rasta. Kod ferulinske kiseline najvisa je vrijednost izmjerena u stabljici s lokaliteta
Dinara (51,81+1,04 pg/g sm) pri ¢emu je i koncentracija dva puta visa nego kod stabljike s
lokaliteta Orebi¢ (22,62+0,45 pg/g sm). 3-kumarinska kiselina detektirana je samo u
stabljikama dok 2-kumarinska kiselina nije detektirana ni u jednom uzorku vrste M. petraea.
Vrijednost salicilne kiseline s lokaliteta Orebi¢ najvisa je u stabljici (14,24+0,52 pg/g sm), a u

uzorcima s lokaliteta Dinara u cvatu (11,30+0,33 pg/g sm).

U uzorcima s lokaliteta Orebi¢ identificirana je visa koncentracija ukupnih fenolnih
kiselina (1007,21 pg/g sm). Na oba lokaliteta je najvisa koncentracija ukupnih fenolnih

kiselina bila u cvatu, zatim u stabljici, a najniza u listovima vrste M. petraea.
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3.3.3. Micromeria croatica

Tablica 17. Sastav i koli¢ina fenolnih kiselina (ug/g sm) odredeni UPLC-MS/MS metodom u u

listu (L), cvatu (C) i stabljici (S) vrste M. croatica s tri razliCita lokaliteta.

fenolne kiseline Susanj Bojinac Bacic¢ kuk
nd nd nd
galna nd nd nd
nd nd nd
5,39+0,12  4,79+0,73  4,88+0,12
protokatehinska 10,69+0,60 8,98+0,36 5,65+0,24
8,38+0,48 7,36+0,73  8,21+0,00
nd nd nd
klorogenska nd nd nd
nd nd nd
10,12+0,87 10,20+0,11 9,66+0,22
4-hidroksibenzojeva 14,26+1,08 13,03+0,22 12,27+0,87
10,20+0,11 15,87+0,76 10,12+0,43
nd nd nd
nd nd nd
18,60+3,11 nd nd
nd nd nd
vanilinska nd nd nd
nd nd nd
nd nd nd
siringicna nd nd nd
16,61+0,78 13,20+1,24 15,95+1,40
nd nd nd
3-hidroksibenzojeva nd nd nd
nd nd nd
3,92+0,13  2,19+0,26  3,46%0,26
4-kumarinska 6,92+0,26  5,83+0,26  5,56+0,64
6,56+1,03 14,21+0,52 6,65+0,90
nd nd nd
sinapinska nd nd nd
16,61+0,78 13,20+1,24 15,95+1,40
nd nd nd
ferulinska nd nd nd
5,07+0,76  4,53+0,61 nd
9,43+1,19 8,13+0,43  7,59+0,54
salicilna 14,49+0,54 11,65+1,30 9,66+0,22
21,5442,94 28,82+0,65 18,55+1,08
28,86 25,31 25,59
Ukupno 46,36 39,49 33,14
103,57 97,19 75,43
178,79 161,99 134,16

nd- nije detektirano



Kao sto je prikazano u Tablici 17 kod vrste M. croatica samo su protokatehinska, 4-
hidroksibenzojeva, 3-hidroksibenzojeva i salicilna kiselina detektirane u svim dijelovima
biljke i na svim lokalitetima. Protokatehinska kiselina je na lokalitetu Suanj i Bojinac prisutna
u najvisoj koncentraciji u cvatovima (Susanj: 10,69+0,60 pg/g sm; Bojinac: 8,98+0,36 ug/g
sm), a na lokalitetu Baci¢ kuk u stabljici (8,21+0,00 pg/g sm). 4-hidroksibenzojeva kiselina
detektirana je u rasponu koncentracija od 9,66+0,22 pg/g sm (Baci¢ kuk, list) do 15,87+0,76
ug/g sm (Bojinac, stabljika). Kava kiselina je prisutna samo u stabljici s lokaliteta Suanj i to u
koncentraciji od 18,60+3,11 ug/g sm. Takoder, samo u stabljikama su detektirane i siringi¢na,
sinapinska i ferulinska kiselina. Na koncentraciju siringi¢ne i sinapinske kiseline u stabljikama
nije znacajno utjecao lokalitet te su one odredene u priblizno jednakim koncentracijama
(srednja vrijednost i za siringi¢nu i za sinapinsku kiselinu iznosila je 15,25 pg/g sm) na sva tri
lokaliteta. Ferulinska kiselina je detektirana u stabljici lokaliteta Susanj (5,07+0,76 pg/g sm) i
Bojinac (4,53+0,61 pg/g sm), ali ne i na lokalitu Baci¢ kuk. U slobodnom obliku 4-kumarinska
kiselina u najvisoj koncentraciji je izmjerena u stabljici s lokaliteta Bojinac (14,21+0,52 ug/g
sm) dok je kod ostalih uzoraka ista kiselina bila u dva i viSe puta niZim koncentracijama.
Takoder, stabljika s lokaliteta Bojinac pokazala je i najviSu koncentraciju salicilne kiseline i to
28,82+0,65 pg/g sm. Opcenito, u stabljikama vrste M. croatica je detektirana znacajno visa

koncentracija salicilne kiseline u odnosu na cvat i list.

3.3.4. Rhamnus intermedia

Kod vrste R. intermedia, sastav i koncentracije fenolnih kiselina takoder znacajno
ovise o dijelu biljke i o lokalitetu. Najvisa koncentracija slobodnih fenolnih kiselina u
izmjerena je za vanilinsku kiselinu u listu lokaliteta Bojinac i iznosi 276,61+13,33 pg/g sm. U
kori s istog lokaliteta vanilinska kiselina nije detektirana. Koncentracija vanilinske kiseline u
listu s lokaliteta Bojinac vise je 20 puta nego u listu s lokaliteta Dundovié¢ podi (13,23+0,17
ug/g sm). Sli¢na je situacija i s klorogenskom kiselinom ¢ija je koncentracija u listu s lokaliteta
Bojinac (124,28+6,67 pg/g sm) 17,3 puta visa nego u listu s lokaliteta Dundovi¢ podi
(7,1840,06 pg/g sm). S druge pak strane izmjerene vrijednosti galne, protokatehinske,
ferulinske te salicilne kiseline u listovima s oba lokaliteta pokazuju priblizno jednake
koncentracijame. U kori u usporedbi s listom, odredena je niZza koncentracija fenolnih
kiselina, osim salicilne kiseline koja je u kori (Dundovi¢ podi: 17,97+0.04 pg/g sm; Bojinac:

15,33+1,95 pg/g sm) izmjerena u veéim koncentracijama u usporedbi s listovima (Dundovié¢
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podi: 7,01+0,42 pg/g sm; Bojinac: 8,36+0,33 pg/g sm). Koncentracija salicilne kiseline

znacajno ne ovisi o lokalitetu.

Tablica 18. Sastav i koncentracija fenolnih kiselina (ug/g sm) odredeni UPLC-MS/MS

metodom u listu (L) i kori (K) vrste R. intermedia s dva razli¢ita lokaliteta.

fenolne kiseline

galna
protokatehinska
klorogenska
4-hidroksibenzojeva
kava
vanilinska
siringicna
3-hidroksibenzojeva

4-kumarinska

sinapinska

ferulinska
salicilna

Ukupno:

list
47,43+1,09

Dundovi¢ podi

kora
63,72+1,11

152,44+1,60 95,82+0,24
7,18+0,06 6,39+0,03

36,35+0,48 10,82+0,34
16,15+0,42  4,67+0,04

13,23+0,17 19,32+0,05
8,40+0,38  34,02+0,08
0,43+0.02 0,14+0,02

26,14+0,22  5,94+0,26
6,95+0,14 7,82+0,28
15,64+0.04 12,82+0,04
7,01+0,42  17,97+0.04
337,35 279,45
616,8

list
44,48+2,80
161,5148,23
124,28+6,67
22,2340,43
25,50+1,27
276,61+13,33
22,22+1,24
nd
11,39+0,90
nd
18,54+0,30
8,36+0,33
715,12

Bojinac

kora
8,50+0,00
7,78+0,36

nd

11,58+0,11

nd
nd
nd
nd

1,37+0,39

nd

10,88+0,76
15,33+1,95

55,44
770,56

nd- nije detektirano
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3.4. ANTIOKSIDACISKA AKTIVNOST

Antioksidacijske aktivnosti ekstrakata istrazivanih vrsta izmjerene su koriStenjem

Cetiri metode te su odredeni antioksidacijski indeksi za svaku pojedinu biljku

3.4.1. FRAP metoda

Kao Sto je vidljivo iz Slike 25 kod vrste T. arduini najviSu antioksidacijsku aktivnost
mjerenu FRAP metodom pokazuje uzorak lista s lokaliteta U¢ka (802,77+13,57 umol Fe®'/g
sm), a slijede ga listovi s lokaliteta Vaganac (752,02+3,38 pmol Fe*'/g sm) i Sudanj
(725,19+62,05 umol Fe®*/g sm). Antioksidacijska aktivnost izmjerena u listovima s lokaliteta
Sveti Jure (466,42+10,57 Fe?*/g sm) i Vodac (565,28+29,86 Fe’'/g sm) nedto je niza te je
usporediva s vrijednostima izmjerenim u stabljikama s lokaliteta Suganj (467,76+30,60 Fe’'/g
sm), Utka (488,80+67,85 Fe’'/g sm) i Vaganac (483,48+22,86 Fe’'/g sm) te cvatovima s
lokaliteta Vo3ac (413,64+17,74 Fe®'/g sm) i U&ka (409,84+32,36 Fe’'/g sm). Lokalitet
Snijeznica pokazao je najniZze vrijednosti izmjerene u vrsti T.arduini medu listovima

(302,53+33,09 Fe?*/g sm) i stabljikama (188,43+11,09 Fe**/g sm).

Kod vrste M. petraea lokalitet je znacajno utjecao na antioksidacijsku aktivnost
mjerenu FRAP metodom te je ona bila visa u uzorcima s lokaliteta Orebic (list: 530,54+17,61
Fe’'/g sm; cvat: 487,94+27,96 Fe’'/g sm stabljika: 427,40+7,66 Fe*'/g sm) u usporedbi s
lokalitetom Dinara (list: 478,78+17,40 Fe’'/g sm; cvat: 436,08+18,47 Fe’'/g sm; stabljika:
325,66+15,09 Fe2+/g sm). Antioksidativna aktivnost u stabljikama bila je nesto niza, dok su

cvatovi i listovi pokazali gotovo jednaku antioksidacijsku aktivnost.

Slicna je situacija i kod vrste M. croatica gdje cvatovi i listovi pokazuju slicne
vrijednosti, dok je kod stabljika antioksidacijska aktivnost niza. Lokalitet Baci¢ kuk pokazuje
najvisu aktivnost u listovima (247,34+13,09 Fe2+/g sm) i cvatovima (272,75+15,18 Fe2+/g
sm), dok za stabljike najvidu aktivnost pokazuje lokalitet Stupatinovo (144,37+5,47 Fe*'/g

sm).

Bilina vrsta R. intermedia pokazuje znacajno vise vrijednosti u listovima (Dundovic
podi: 499,7+35,48 Fe2+/g sm; Bojinac: 242,98+12,74 Fe2+/g sm) u usporedbi s korom
(Dundovi¢ podi: 415,05+8,70 Fe®'/g sm; Bojinac: 92,24+9,12 Fe**/g sm). Lokalitet Dundovi¢
podi pokazuje viSe vrijednosti u oba ispitivana biljna organa.

80



04 | dd

pipawLIdU| Y

DI0Y

T

s 1000

04| dd | X9 | o9

PIS

Ak

"WOPO0JAW dyy4 euasafw eisia yiuljiq yiueannidsi 1souaipe eyslioepisyonuy ‘sz elis

D21IDOID "IN
oyifjqois
1s | yg| og| 1s

¥l

dg og|1s| | o a 0| ad|o |5 n

T

1S

100

papn.yad ‘N

oyiiqois

sl

PIS

100

R[N

S

Ah

ON | N

RN

1uinpap g

oyijqois

45

s

S |9

s

nig A5

P

S

00T

00¢

00€

8
<

8
wn
ws 3/ ,z94 jownl

009

00L

008

006

81



3.4.2. DPPH metoda

Rezultati mjerenja antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom koja odreduje

sposobnost gasenja slobodnih DPPH® radikala prikazani su na Slici 26.

Slicno kao i kod FRAP metode najvisu je antioksidacijsku aktivnost kod vrste T. arduini
pokazao list lokaliteta Ucka (483,92+7,70 umol TE/g sm). Vrijednosti izmjerene u listovima
(srednja vrijednost za listove 384.54+78,74 umol TE/g sm) bile su oko 2 puta vise od
vrijednosti izmjerenih u stabljikama (srednja vrijednost za stabljike 152,82+34,54 umol TE/g
sm) te gotovo 3 puta vise od vrijednosti u cvatovima (srednja vrijednost za cvatove
114,59+50,43umol TE/g sm). NajniZe vrijednosti izmjerene su u cvatovima lokaliteta Susanj

(55,70+2,61 umol TE/g sm) i Vaganac (50,75+3,40 umol TE/g sm).

Slicne vrijednosti kao u cvatovima i stabljikama vrste T. arduini pokazuju listovi
(Orebié: 128,12+7,60 umol TE/g sm; Dinara: 129,37+4,21 umol TE/g sm) i cvatovi (Orebic:
149,25+9,04 umol TE/g sm; Dinara: 146,04 +6,93 pumol TE/g sm) vrste M. petraea. Stabljike
pokazuju znacajno nize vrijednosti (Orebi¢: 65,52+2,36 umol TE/g sm; Dinara: 67,80+2,06
umol TE/g sm) i kod ove biljke nije primije¢en znacdajan utjecaj lokaliteta na antioksidacijsku

aktivnost mjerenu DPPH metodom.

Kod vrste M. croatica listovi i cvatovi (srednja vrijednost za list 195,36+41,63 pmol
TE/g sm za cvat 176,05+40,69 umol TE/g sm) pokazuju znacajno vise vrijednosti od stabljike
(srednja vrijednost: 79,30+14,87 umol TE/g sm). Lokalitet Baci¢ kuk pokazao je najvisu
vrijednost u listovima (241,58+16,62 umol TE/g sm) i cvatovima (223,01+20,64 pumol TE/g

sm).

Listovi vrste R. intermedia (Dundovi¢ podi: 232,41+16,60 umol TE/g sm; Bojinac:
197,42+11,68 pmol TE/g sm) pokazuju jaéu antioksidacijsku aktivhost mjerenu DPPH
metodom u usporedbi sa korom (Dundovi¢ podi: 114,02+12,43 umol TE/g sm; Bojinac:
57,67+2,65 umol TE/g sm). Lokalitet Dundovi¢ podi u listovima pokazuje 1,2 puta, a u kori

dva puta visu vrijednost u usporedbi s lokalitetom Bojinac.
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3.4.3. ABTS metoda

ABTS metoda, jednako kao i DPPH metoda bazira se na gaSenju slobodnih radikala,

rezultati za Cetiri istrazene biljke nalaze se na Slici 27.

Kod vrste T. arduini, jednako kao i kod FRAP i DPPH metode, listovi (srednja
vrijednost: 301,70+69,03 umol TE/g sm) pokazuju vise vrijednosti u odnosu na cvatove
(srednja vrijednost: 111,27451,19 umol TE/g sm) i stabljike (srednja vrijednost: 123,26+31,81
umol TE/g sm). Najvisu antioksidacijsku aktivhost mjerenu ABTS metodom u vrsti T. arduini
pokazuje list lokaliteta Vaganac (402,78+20,41 umol TE/g sm), a najnizu cvat lokaliteta
Susanj (45,1948,66 umol TE/g sm) i Vaganac (54,65+8,51 umol TE/g sm).

Bilina vrsta M. petraea pokazuje najviSu antioksidacijsku aktivnost mjerenu ABTS
metodom u cvatovima (Orebi¢: 196,03+25,21 umol TE/g sm; Dinara: 196,62+7,69 umol TE/g
sm) te ona ne ovisi znacajno o lokalitetu. Kod stabljike i listova situacija je malo drugacija,
odnosno vrijednosti znacajno ovise o lokalitetu. Kod listova, visSe vrijednosti pokazuju biljke
lokaliteta Dinara (166,39+11,91 umol TE/g sm), a kod stabljika, biljke lokaliteta Orebi¢
(168,60%8,06 umol TE/g sm).

Kod vrste M. croatica vrijednosti u listovima i cvatovima su slicne, a najvisa
vrijednosti izmjerena je u listu (301,39+21,37 umol TE/g sm) te cvatu (265,33+54,33 umol
TE/g sm) lokaliteta Baci¢ kuk. Kod stabljika, vrijednosti se nisu znacajno razlikovale te su
iznosile 147,22+17,17 umol TE/g sm za lokalitet Stupacinovo, 111,53+37,33 pumol TE/g sm za
Bojinac te 161,40+40,92 pmol TE/g sm za Baci¢ kuk.

Kod vrste R. intermedia lokaliteta Dundovi¢ podi vrijednosti i za koru (231,21+16,36
umol TE/g sm) i za list (259,25+36,29 umol TE/g sm) vise su nego kod biljaka lokaliteta
Bojinac (kora: 101,13+35,1 umol TE/g sm; list: 184,07+11,14 umol TE/g sm).
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3.4.4. Ciklicka voltametrija

Ciklicki voltamogrami razli¢itog razrjedenja ekstrakata istrazenih biljaka snimljeni su
u Sirokom podrucju potencijala od -200 do 900 mV. Primjer ciklickog voltamograma za biljnu

vrstu M. croatica lokalitet Bojinac, te biljnu vrstu R. intermedia lokalitet Bojinac prikazani su

na Slici 28.
6
b
6k — kora
4t
2F 4+
< -
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stabljika
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Slika 28. Primjer ciklickog voltamograma za vrste a) M. croatica i b) R. intermedia s lokaliteta

Bojinac

Elektrokemijski parametri za analizirane ekstrakte prikazani su u Tablici 19. Uzorci su
razrijedeni u 80% metanolu od 10 do 50 puta. Iz ocitanih elektrokemijskih parametara vidi se
da svi uzorci ne pokazuju jednak broj anodnih strujnih valova zbog razli¢itog sastava te vrlo
niske koncentracije spojeva koji se oksidiraju na navedenim potencijalima. Analizom
voltamograma mogu se dobiti podaci o sastavu te koli¢ini pojedinih antioksidansa u
ispitivanom uzorku. Prisutnost i broj katodnih strujnih vrhova daje informaciju o
reverzibilnosti reakcije. Kod reverzibilnih je reakcija anodni strujni vrh popraéen katodnim

strujnim vrhom, dok se kod ireverzibilnih reakcija ne javlja katodni strujni vrh.

Kod vrste T. arduini izgled ciklickih voltamograma uvelike je ovisio o tipu uzorka.
Listovi s lokaliteta Snijeznica, Sveti Jure i VoSac pokazuju dva anodna i dva katodna (osim

Snijeznice) strujna vrha dok su kod biljaka s lokaliteta Su$anj, U¢ka i Vaganac rezultirali s tri
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anodna i tri katodna strujna vrha. Svim uzorcima lista vrste T. arduini svojstven je anodni val
na oko 500 mV te 750 mV, dok uzorci s onih lokaliteta koji pokazuju tri strujna vrha imaju
dodatan strujni vrh na oko 600 mV. Kod cvatova iste biljke na uzrocima sa svih lokaliteta
primije¢ena su dva anodna i dva ili tri (ovisno o uzorku) katodna pstrujna vrha. Prvi anodni
strujni vrh primijecen je na oko 500 mV, a drugi na oko 740 mV. Jednako kao i kod listova,
uzorci stabljike vrste T. arduini lokaliteta Snjeznica, Sveti Jure i VoSac pokazuju dva anodna
strujna vrha (na oko 500 i 740 mV), dok oni s lokaliteta Suganj, U¢ka i Vaganac pokazuju tri

anodna strujna vrha (na oko 500, 640 te 750 mV).

Kod vrste M. petraea sva su mjerenja radena na razrjedenjima od 25 puta te izgled
ciklickih voltamograma i ocitani parametri uvelike ovise o ispitivanom dijelu biljke ali i o
lokalitetu. Kod listova s oba lokaliteta primije¢ena su tri anodna i tri katodna strujna vrha no
njihov potencijal ovisi o lokalitetu tako da se u listovima s lokaliteta Orebi¢ anodni strujni
vrhovi nalaze na oko 500, 690 i 750 mV, dok se oni na uzorcima lokaliteta Dinara nalaze na
oko 520, 580 i 750 nm. Kod cvatova s lokaliteta Orebic¢ identificirana su tri anodna (oko 530,
690 i 730 mV) i tri katodna strujna vrha, dok su kod lokaliteta Dinara detektirana dva anodna
(oko 350 i 750 mV) i dva katodna strujna vrha. Obrnuta je situacija kod stabljika, koje u
uzorku s lokaliteta Orebié¢ pokazuju dva anodna (na oko 510, 640 mV) i dva katodna strujna
vrha, dok u uzorku s lokaliteta Dinara primje¢ujemo tri anodna (na oko 310, 600 i 810 mV) i

dva katodna strujna vrha.

Za biljnu vrstu M. croatica kod listova s lokaliteta Stupacinovo primijecen je jedan
anodni (680 mV) te dva katodna vala, za listove lokaliteta Bojinac dva anodna (oko 240 i 680
mV) i dva katodna, a za listove Baci¢ kuk tri anodna (190, 490 i 690 mV) i dva katodna strujna
vrha. Kod cvata s lokaliteta Bojinac izmjerena su tri anodna (oko 270, 530, 710 mV) te dva
katodna strujna vrha, a u ekstraktima biljaka s lokaliteta Stupacinovo i Baci¢ kuk dva anodna
(Stupacinovo oko 510 i 680 mV; Baci¢ kuk oko 540 i 700 mV) te dva katodna strujna vrha.
Kod stabljike lokaliteta Stupacinovo prisutna su dva anodna (na oko 390 700 mV) i jedan
katodni strujni vrh, a kod lokaliteta Bojinac i Baci¢ kuk tri anodna (Bojinac na oko 260, 440 i

720 mV; Baci¢ kuk oko 290; 520 i 700 mV) i dva katodna strujna vrha.

Kod vrste R. intermedia s lokaliteta Dundovi¢ podi u listu su identificirana dva (oko

490 i 770 mV), a u kori jedan (oko 650 mV) anodni te po jedan katodni strujni vrh. Kod

87



lokaliteta Bojinac izmjerena su tri anodna strujna vrha u listu (oko 340, 680 i 850 mV) i dva u
kori (oko 510 i 850 mV), te jedan katodni strujni vrh za list, a nijedan za koru Sto upuduje na

ireverzibilnost procesa.

Tablica 19. Elektrokemijski parametri za ispitivane biljke.

- df Ep,a (mV) Ip,a (uA) Ep,k (mV) Ip,k (HA)

(O]

£ Q900

2 1 p) 3 1 p) 3 1 p) 3 1 p) 3

S 510 - 758 8,77 - 9,67 366 - - 3,32 - - 46,63+1,24
S) 486 - 758 4,67 - 4,25 354 46 - 6,04 3,55 - 23,46+1,58
VS 50 504 - 752 4,28 - 463 302 20 - 2,08 241 - 24,22+0,64
== X

3 508 626 758 510 3,56 455 320 158 12 3,37 3,92 459 22,97+0,83

500 602 754 574 4,48 506 324 112 8 2,29 2,59 2,71 27,98+1,49

502 604 754 579 399 478 340 140 -2 3,48 3,58 3,63  23,98+2,21

502 - 742 3,99 - 4,42 264 90 -14 2,99 3,78 3,60 18,71+3,63

484 - 734 3,95 - 3,58 284 140 -12 3,84 4,16 4,34 17,90£2,01
480 - 744 3,91 - 4,85 370 164 - 0,53 -0,36 - 23,83+3,00

2% 468 - 722 2,59 - 1,69 364 160 - 2,16 2,61 - 7,19+1,23
504 - 742 3,75 - 1,51 268 76 -74 3,35 3,88 4,27 12,01+3,14

494 - 730 3,56 - 197 270 28 - 1,98 1,90 - 9,78+1,27

504 - 750 3,79 - 1,07 314 136 -34 3,14 3,46 3,74  13,34+1,65
470 - 748 2,33 - 1,32 29 94 - 2,68 3,05 - 11,22+0,00
:—g 25y 503 - 738 5,05 - 392 19 65 -50 3,03 3,67 4,05 22.70+1,89
E 504 646 748 484 396 3,11 366 258 -80 2,78 3,45 4,27  19,93£2,11
- 475 645 744 494 3,59 4,17 342 124 - 0,91 1,98 - 12,01+3,13
520 636 729 508 4,73 387 264 76 -74 3,36 3,89 4,27  19,56+1,07

25y 504 69 756 524 570 588 416 182 -78 1,28 3,84 4,76  30,54+1,21

521 584 752 495 464 459 328 182 -25 3,16 5,28 512  23,79+1,81
526 687 730 517 531 497 398 162 -82 1,26 3,53 4,29  26,27+4,78
2% 352 - 748 1,19 - 5,15 - 140 -92 3,61 - 3,24 22,69+1,96

25y 508 643 - 4,76 4,00 - 406 - -68 0,57 - 3,73 25,10+4,05
314 598 808 1,85 3,73 5,22 - 118 -80 - 3,85 3,55  25,55+0,79
- - 678 - - 3,66 - 124 -91 - 1,87 191  18,48+0,60
50x 242 - 684 0,78 - 391 166 -102 - 2,76 3,17 - 16,47+0,27
192 492 694 157 433 4,62 - 146 -88 - 3,15 2,80 26,38+1,09

- 508 680 - 3,21 3,17 - 142 -66 - 1,46 2,13 19,98+1,65

§ 50x 268 528 714 190 521 4,61 - 148 -94 - 0,90 1,28  26,05+0,75
" - 536 698 - 4,38 4,16 - 174 94 - 1,34 3,10  23,29+1,21
@ - 390 702 - 1,82 241 - 180 - - 1,74 - 13,15+0,29
%‘ 50x 262 444 720 194 2,84 585 - 136 -66 2,58 2,34 - 17,71+0,51
2 292 522 700 1,15 197 2,39 - 124 -80 1,33 1,03 - 11,34+1,47
> S0x 490 771 - 1,70 2,16 - 185 - - 2,98 - 13,73+4,04
= 340 676 846 2,25 3,83 4,47 240 - - 0,78 - - 20,56+0,49
© 10x 654 - - 3,97 - - 152 - - 2,34 - 23,64+0,00
2 - 506 846 - 2,69 5,98 - - - - - - 21,07+1,18
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Iz navedenih elektrokemijskih parametara prema baZdarnom pravcu za Trolox
preracunati su ekvivalentni Trolox-a prema kojima je izrazena antioksidacijska aktivnost

biljnih ekstrakata mjerena ciklickom voltametrijom (Slika 29).

Antioksidacijska aktivnost mjerena ciklickom voltametrijom u listovima vrste T.
arduini kreée se od 247,17+8,80 umol TE/g sm (lokalitet Su$anj) do 310,20+14,26 pmol TE/g
sm (lokalitet Snijeznica). Kod stabljike i cvatova iste biljke izmjerene vrijednosti su nize i
kre¢u se od 62,1+0,00 umol TE/g sm (Sveti Jure) do 125,06+10,22 umol TE/g sm (Vosac) za
stabljiku te od 40,73+6,65 pmol TE/g sm (Susanj) do 127,55+15,81 umol TE/g sm (Vo3ac) za

cvatove.

Kod vrste M. petraea izmedu razlicitih dijelova biljaka i lokaliteta nisu primije¢ene
velike razlike u izmjerenoj antioksidacijskoj aktivnosti ciklickom voltametrijom. Lokalitet
Orebi¢ pokazuje malo vise vrijednosti u listu (171,83%+6,74 pmol TE/g sm), i cvatu
(130,25+1,39 umol TE/g sm) u usporedbi s lokalitetom Dinara (list:136,09+10,19 umol TE/g
sm ; cvat: 113,38+6,09 umol TE/g sm). Kod stabljike vrijednosti su gotovo jednake (Orebic:
137,82+21,89 umol TE/g sm; Dinara: 147,70+ 30,2 pmol TE/g sm).

Kod vrste M. croatica znacajno vise vrijednosti izmjerene su u listu lokaliteta Bacié
kuk (306,85+16,85 umol TE/g sm) te cvatu s lokaliteta Bojinac (207,47+10,32 pumol TE/g sm)
i Baci¢ kuk (271,43+18,34 umol TE/g sm). Ostale vrijednosti su niZe, a najniZa izmjerena
vrijednost za vrstu M. croatica nadena je u stabljici s lokaliteta Baci¢ kuk te iznosi

134,46+21,32 umol TE/g sm.

Bilina vrsta R. intermedia pokazuje znacajno viSe vrijednosti u listu (Dundovi¢ podi:
107,52+15,53 pumol TE/g sm; Bojinac: 120,0745,04 pumol TE/g sm) u usporedbi s korom
(Dundovié¢ podi: 51,09+0,00 umol TE/g sm; Dinara: 49,20+3,58 umol TE/g sm) i te vrijednosti

nisu znacajno razlic¢ite u odnosu na lokalitet.
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3.4.5. Antioksidacijski indeks

Tablica 20. Antioksidacijski indeks (ACI) za ispitivane uzorke

FRAP DPPH ABTS CV ACl Antioksidacijski indeks (ACI) izracunat

S 38 56 59 100 BEN e na osnovu mijerenja antioksidacijskih

SJ 58 73 54 86 P
aktivnosti biljnih ekstrakata pomocu Ccetiri

& 9o 91 84 80 m gore navedene metode. Rezultati su prikazani

Uu 100 100 82 97 BEER  u Tablici 20.

VG 94 87 100 89 [y)
S 23 25 29 25 W13 Od svih ispitivanih uzoraka u okviru

;29 25 23 20 BAE ovog rada najjacu antioksidacijsku aktivnost
VS 47 27 33 40 =Y

S s pokazuju listovi vrste T. arduini lokaliteta s
SS 58 38 23
U 61 42 a4 Ucka (ACI: 95) i Vaganac (ACI: 95). Takoder,
VG 60 33 31 listovi vrste T. arduini sa svih lokaliteta
S 31 34 41 pokazuju ACI visi od 50. ACI indeks visi od 50
SJ 36 34 34 . . .
< pokazuje i list vrste M. croatica s lokaliteta
VS 52 27 39
¢ & 30 12 11 Bacic kuk (ACI: 64), cvatovi vrste M. croatica s
U 51 26 27 lokaliteta Bojinac (ACI: 51) i Baci¢ kuk (ACI:
VG 38 10 14 58) te list vrste R. intermedia s lokaliteta
0] 66 26 31
L b 60 27 a1 Dundovi¢ podi (ACI: 52). Antioksidacijski
s o 33 14 42 indeks nizi ili jednak vrijednosti 20 pokazuju
= D 41 14 16 .
0 61 31 29 cvatov vrste T. arduini s lokaliteta Susanj (ACI:
C
D 54 30 49 16) i Vaganac (ACl: 20), te kora vrste R.

ST 24 33 59 . . . .. .
intermedia s lokaliteta Bojinac. Vedina

BK 31 50 75 ispitivanih uzoraka ima ACl indeks izmedu 20 i

ST 18 20 37 50 E 40, a zanimljivo je da kod vrste M. petraea svi

BK 14 15 40 43 o ispitivani uzorci upadaju u tu skupinu te ona
ST 29 32 55 75

Mc
wm
o
(@]
(SN
w
(SN
(0]
N
[00]
(o))
~

ne pokazuje znacajne razlike u

e e 66 s IO antioksidacijskoj aktivnosti ovisno o biljnom

DP 62 48 64 35 Bepan  tkivuili lokalitetu.
BO 30 41 46 39 BEE)
52 24 57 16 BEY
BO 11 12 25 (9 16

Ra
o
)
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3.5. KEMOMETRUISKE ANALIZE

3.5.1. Korelacije

U svrhu odredivanja korelacija izmedu antioksidacijske aktivnosti mjerene razli¢itim
metodama te koncentracije polifenolnih metabolita izracunat je Pearsonov koeficijent

korelacije, pripadajuce p vrijednosti, te koeficijent determinacije (R?).

Tablica 21. Matriks a) Pearsonovog koeficijenta za antioksidacijske metode te izmjerene
polifenolne komponente u biljnim vrstama od interesa. Podebljane vrijednosti pokazuju
znacajnu korelaciju na razini znacajnosti p<0,05; b) Koeficijenta determinacije za ispitivane

podatke (Tablica 21 ai b).
(a)

DPPH ABTS FRAP CV TP TF TFL THA TPRA UFK

DPPH [l

ABTS QR 7Z S}

A\ 0,705 0,503 1

0,674 0,726 0,239 1

0,929 0,785 0,635 0,584 1

0,918 0,719 0,734 0,648 0,799 1

0,892 0,624 0,721 0,439 0,897 0,799 1

0,928 0,640 0,730 0,534 0,870 0,909 0,963 1

3w 0,159 0,041 0,149 -0,284 0,293 -0,031 0,253 0,137 1
-0,153 -0,076 0,136 -0,304 0,083 -0,311 -0,044 -0,201 0,419 1

(b)

THA  TPRA

DPPH [l

L 0,679 1

A 0,497 0,253 1

cv 0,454 0,527 0,057 1

TP 0,862 0,617 0,404 0,341 1

TF 0,843 0,517 0,538 0,420 0,639 1

TFL 0,795 0,390 0,519 0,193 0,805 0,639 1

1.\ 0,862 0,410 0,533 0,28 0,757 0,826 0,927 1

5% 0,025 0,002 0,022 0,081 0,086 0,001 0,064 0,019 1

Vj3/ ¢ 0,023 0,006 0,019 0,093 0,007 0,097 0,002 0,040 0,176 1
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Pearsonov koeficijent korelacije za sve ispitane uzorke prikazan je u Tablici 21a.
Prema razini znacajnosti vec¢ina metoda pokazuje znacajnu korelaciju izmedu vrijednosti
antioksidacijskih aktivnosti i polifenolnih skupina prisutnih u biljnim ekstraktima, osim
ukupnih proantocijanidina i ukupnih fenolnih kiselina. Takoder, nije znacajan koeficijent
korelacije izmedu FRAP metode te ciklicke voltametrije. NajviSi Pearsonov koeficijent
izracunat je za ukupne hidroksicimetne kiseline i ukupne flavonole (0,963), no takoder
vrijednosti iznad 0,900 pokazuju i ukupni polifenoli i DPPH test (0,929), ukupni flavonoidi i
DPPH test(0,918), ukupne hidroksicimetne kiseline i DPPH test (0,928), te ukupni flavanoidi i

ukupne hidroksicimetne kiseline (0,909).

Nadalje, izracunat je i koeficijent determinacije (jacina povezanosti) koji se izracunava
kvadriranjem koeficijenta korelacije R te se oznatava s R* (Udovidi¢ i sur., 2007). | ovdje je
najsnaznija povezanost izracunata za ukupne hidroksicimetnih kiseline i flavonole (0,927) te
nam govori da izmedu te dvije varijable postoji 92,7% zajednickih vrijednosti. S obzirom na
antioksidacijske metode najveca razina povezanosti pronadena je izmedu ABTS i DPPH
metode (0,679), a najmanja izmedu ciklicke voltametrije i FRAP metode (0,057). Ukupni
polifenoli, flavonoidi, flavanoli te hidroksicimetne kiseline pokazuju znacajne povezanosti s
antioksidacijskim aktivnostima mjerenim spektrofotometrijskim metodama (R? od 0,390 do

0,869) dok su povezanosti s ciklitkom voltametrijom nize (R* od 0,081 do 0,538).

Kako bismo dobili rezultate za svaku pojedinu biljnu vrstu izracunat je Pearsonov
koeficijent za 10 varijabli za svaku pojedinu biljnu vrstu te su rezultati prikazani u Tablicama

22 a-c.

93



Tablica 22. Matriks Pearsonov-a koeficijent uzra¢unati za 10 ispitivanih varijabli za biljke (a)

T. arduini; (b) M. petraea; (c) M. croatica; (d) R. intermedia. Vrijednosti koje pokazuju

znacajnu korelaciju oznacene su podebljanim slovima.

a)
THA TPRA UFK
ppPH JF
':300 0630 1
L7\ 0696 0549 1
@2 0286 -0,659 0,224 1
TP 0,825 0,751 0,925 -0,079 1
TF 0,657 0,711 0,942 0,044 0,966 1
;0 0,718 0,508 0,996 0,250 0,914 0,921 1
W 0,739 0,662 0,982 0,090 0,976 0,983 0,972 1
Zi\ 0,847 0,709 0,636 -0,321 0,861 0,740 0,622 0,741 1
189 0006 0,551 -0,043 -0,514 0,254 0,284 -0,103 0,128 0,474 1
b)
THA  TPRA UFK
ppPH |1
300 0,946 1
7.\ 0,854 0,819 1
@A 0,903 0,886 0,683 1
TP 0,981 0,926 0,808 0,927 1
TF 0,974 0914 0,892 0,838 0,963 1
i0 | 0,966 0,906 0,800 0,921 0,973 0,935 1
;" 0,986 0,929 0,817 0,934 0,988 0,963 0,990 1
i\ -0,099 -0,154 -0,120 -0,213 -0,109 0,001 -0,211 -0,128 1
{81 0,221 -0,208 0,022 -0,268 -0,275 -0,185 -0,239 -0,249 0,137 1
c)
DPPH ABTS FRAP CV TP TF TFL  THA  TPRA UFK
ppPH [HI
'\:300 0,963 1
7.\ 0,945 0,906 1
0,739 0619 0662 1
0,915 0,937 0,905 0,648 1
0,935 0,932 0,975 0,575 0,933 1
0,592 0,570 0,790 0,438 0,577 0,700 1
0,891 0,889 0,967 0,576 0,842 0,929 0,871 1
i\ 0,647 0,597 0,826 0,594 0,653 0,765 0,934 0,840 1
-0,860 -0,926 -0,807 -0,631 -0,867 -0,849 -0,564 -0,820 -0,645 1
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d)

THA  TPRA

DPPH [l

LA 0,738 1

AN 0,666 0,986 1

cv 0,912 0,413 0,306 1

TP 0,797 0,382 0,236 0919 1

TF 0,864 0,973 0,951 0,586 0,4% 1

TFL 0,982 0,756 0,714 0,851 0,674 0,887 1

11,2\ 0,977 0,704 0,661 0,870 0,677 0,849 0,997 1

. 0,999 0,758 0,684 0,904 0,804 0,876 0,977 0,968 1

/3¢ 0,706 0,357 0,200 0,833 0,984 0436 0,561 0,556 0,720 1

Za vrstu T. arduini znacajne korelacije prema Pearsonov-om koeficijentu pokazuju
DPPH metoda sa vrijednostima izmjerenim za ukupne fenole (0,825) i proantocijanidine
(0,847), FRAP metoda sa ukupnim fenolima (0,905), flavonoidima (0,942), flavanolima
(0,996) i hidroksicimetnim kiselinama (0,982) dok ABTS metoda i metoda ciklicke
voltametrije ne pokazuju znacajne korelacije sa izmjerenim polifenolnim grupama. Kod vrste
M. petraea situacija je drugacija te imamo znacajne korelacije izmedu svih ispitivanih
varijabli osim ukupnih proantocijanidina i ukupnih fenolnih kiseline sa spektrofotometrijski
mjerenim metabolitima i antioksidacijskim aktivnostima. Za biljnu vrstu M. petraea sve
spektrofotometrijske metode za mjerenje antioksidacijske aktivnosti pokazale su znacajne
medusobne korelacije te korelacije sa ukupnim fenolima, flavonoidima i hidroksicimetnim
kiselinama dok ciklicka voltametrija pokazuje znacajnu korelaciju samo s DPPH metodom.
Takoder spektrofotometrijske metode za mjerenje antioksidacijske aktivnosti pokazuju
negativne korelacije sa ukupnim fenolnim kiselinama. Kod vrste R. intermedia s obzirom za
metode za mjerenje antioksidacijske aktivnosti znacajnu korelaciju pokazuju samo FRAP i
DPPH metoda (0,986). DPPH metoda pokazuje znacajnu korelaciju s ukupnim flavonolima
(0,982), hidroksicimetnim kiselinama (0,977) te proantocijanidinima (0,999) dok ABTS i FRAP

metoda znacajno koreliraju samo sa ukupnim flavonoidima.
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3.5.2. Hijerarhijska klaster analiza

Rezultati fitokemijskih analiza i odredivanja antioksidacijske aktivnosti podvrgnuti su

multivarijantnoj analizi uz pomo¢ UPMG klastera a rezultati su prikazani na Slikama 30-32.

Dendrogram dobiven klaster analizom prikazan je na Slici 30. Usporedeno je 10
varijabli (ukupni fenoli, ukupni flavonoidi, ukupni flavonoli, ukupne hidroksicimetne kiseline,
proantocijanidini, ukupne fenolne kiseline te antioksidacijske aktivnosti mjerene DPPH,
FRAP, ABTS i metodom ciklicke voltametrije) u 37 analiziranih uzoraka. Uzorci su se podijelili
u tri grupe i nekoliko podgrupa. U prvoj grupi nalaze se listovi vrste T. arduini sa svih
lokaliteta te cvatovi s lokaliteta Vosac, Sveti Jure i Snijeznica. Listovi su jasno odijeljeni u
posebnu podgrupu od cvatova. Druga grupa obuvaca uzorke vrste M. croatica. Takoder, u

zasebnu podgrupu jasno su se odijelile stabljike, dok su listovi i cvatovi u drugoj podgrupi.

Treca grupa je takoder podijeljena u jasne podgrupe. U jednoj se nalaze stabljike
vrste T. arduini sa svih Sest lokaliteta, u drugoj su analizirani uzorci vrste R. intermedia, dok
se treca sastoji od dvije grane. U jednoj su svi analizirani uzorci vrste M. petraea, a u drugoj

cvatovi vrste T. arduini s lokaliteta Vaganac, Suanj i U¢ka.
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Ta.L.SJ
Ta.L.S
Ta.L.U
Ta.L.VS
Ta.L.VG
Ta.L.SS
Ta.C.VS
Ta.C.S)
Ta.C.S
Mc.S.BK
Mc.S.ST
Mc.S.BO
Mc.C.ST
Mc.L.ST
Mec.C.BK
Mec.L.BK
Mc.L.BO
Mc.C.BO
Ta.S.VG
Ta.S.5§
Ta.S.U
Ta.S.SJ
Ta.S.S
Ta.S.VS
Ri.K.DP
Ri.L.DP
Ri.L.BO
Ri.K.BO
Mp.L.D
Mp.L.O
Mp.C.D ]
Mp.C.O
Mp.S.TO
Mp.S.D
Ta.C.VG
Ta.C.58 =

Ta.C.U

IMElIE

LT

0,861 0,661 0,461 0,261 0,061 -0,139 -0,339
Slicnost

Slika 30. Dendrogram dobiven klaster analizom podataka za sastav metabolita i
antioksidacijske aktivnosti ispitivanih biljnih ekstrakata s obzirom na biljni organ i lokalitet
rasta biljke.

Kako bi se odredio utjecaj lokaliteta, za svaki je lokalitet izracunata ukupna vrijednost
za cvat, list i stabljiku te su podaci obradeni klaster analizom (slika 31 a i b). Kako za vrste M.

petraea i R. intermedia imamo samo dva lokaliteta nisu obradivani na ovaj nacin.
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Za biljnu vrstu T. arduini, s obzirom na Pearsonov koeficijent uzorci su podijeljeni u
trigrupe. U jednoj su juzni lokaliteti VosSac i Snijeznica dok je Sveti Jure izdvojen. Za biljnu

vrstu M. croatica lokaliteti Bojinac i Stupacinovo jasno su se odijelili od lokaliteta Baci¢ kuk.

Ta.vs b
Tass Mc.Bo
Ta.SJ
Mc.ST
Ta.U
Ta.8§ —m8 Mc.BK
Ta.VG
: ; 0,956 0,456 . -0,044 -0,544
0,537 0,037 -0,463 sliénost

slicnost

Slika 31. Dendrogram dobiven klaster analizom 10 ispitivanih varijabli na razli¢itim

lokalitetima za vrste a) T. arduini i b) M. croatica.

3.5.3. Analiza glavnih komponenti

Podaci su analizirani i analizom glavnih komponenti, PCA (engl. principal component
analisys) analizom, te su rezultati prikazani na Slici 32. a-d. Za svaku istrazenu biljnu vrstu
izracunati je Pearsonov koeficijent (Tablice 22 a-d) za 10 varijabli (ukupni fenoli, ukupni
flavonoidi, ukupni flavonoli, ukupne hidroksicimetne kiseline, proantocijanidini, ukupne
fenolne kiseline te antioksidacijske aktivnosti mjerene DPPH, FRAP, ABTS i metodom ciklicke

voltametrije) te nacrtani orijentacijski dijagrami.
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Slika 32. Orijentacijski dijagrami (prikazan u obliku biplota) analize glavnih komponenti (PCA)

vrsta a) T. arduini; b) M. petraea; c) M. croatica; d) R. intermedia s obzirom na biljni organ i

lokalitete te medusoban odnos varijabli.
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PCA analiza za biljnu vrstu T. arduini (Slika 32a) uzima u obzir 85,74% varijabilnosti
podataka te pokazuje jasno odvajanje uzoraka na temelju razli¢itih biljnih organa. Uzorci
listova sa svih lokaliteta smjesteni su u desnom dijelu slike zbog visokog sadrzaja ukupnih
fenola, flavonoida, flavonola, hidroksicimetnih kiseline te antioksidacijske aktivnosti.
Stabljike su smjeStene u gornjem lijevom dijelu slike zbog poveéanog sadrzaja ukupnih
proantocijanidina (TPRA) te fenolnih kiseline (UFK). Cvatovi su grupirani u donjem lijevom
dijelu slike. Takoder, jasno je vidljivo da su listovi sa sjevernijih lokaliteta Ucka Vaganac i
Suganj smjesteni blize jedan drugome nego oni sa juznijih lokaliteta Vo3ac, SnijeZnica i Sveti

Jure medu kojima su Vosac i Sveti Jure najblize.

Za vrstu M. petraea PCA analiza uzima u obzir 88,30% varijabilnosti podataka te
takoder pokazuje jasno grupiranje uzoraka s obzirom na biljni organ. Listovi i cvatovi koji
pokazuju vise vrijednosti mjerenih varijabli smjesteni su u desnom dijelu slike. U desnom
gornjem kvadratu nalaze se uzorci lista s oba lokaliteta kod kojih su izmjerene nesto vise
vrijednosti ukupnih fenola flavonoida, flavanola, hidroksicimetnih kiselina i antioksidacijske
aktivnosti mjerene FRAP metodom i metodom ciklicke voltametrije. Kod cvatova su
izmjerene neSto viSe vrijednosti ukupnih fenolnih kiselina, proantocijanidina i
antioksidacijske aktivnosti mjerene ABTS i DPPH metodom. Na lijevoj su strani slike uzorci

stabljike kod kojih imamo nize vrijednosti mjerenih varijabli.

Kod vrste M. croatica PCA analizom je opisano 90,28% varijabilnosti podataka te
pokazuje jasno odvajanje uzoraka stabljika na lijevoj strani slike zbog visih vrijednosti
ukupnih fenolnih kiselina (UKF) u odnosu na cvatove i listove. Na desnoj strani slike
smjesteni su uzorci listova i cvatova koji nisu jasno odvojeni jer nema velikih razlika u

izmjerenim varijablama izmedu ta dva biljna organa.

Za vrstu R. intermedia PCA analiza obuhvaca 95,22% varijabilnosti podataka te
prikazuje uzorke listova sa desne, te kore sa lijeve strane slike. Listovi se nalaze na desnoj
strani zbog visih izmjerenih vrijednosti ispitivanih varijabli. Takoder ovdje mozemo primijetiti
da su se i listovi i kora lokaliteta Dundovié¢ podi smjestili na gornjoj strani slike, dok se uzorci

sa lokaliteta Bojinac nalaze na doljnoj strani slike.
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3.6. BIOLOSKA AKTIVNOST EKSTRAKATA NA RAZINI MAKROMOLEKULA

Ekstrakti koji su pokazali najviSu antioksidacijsku aktivnost koriSteni su za odredivanje
zaStitne uloge od oksidacijskih oste¢enja na razini makromolekula te za stanicne testove.
Ekstrakti su upareni do suhog te otopljeni u metanolu na koncentraciju 10mg/mL. Tako
pripremljeni ekstrakti (engl. crude extract) koristeni su za navedene testove. Iskoristenje

ekstrakcije prikazano je u Tablici 23.

Tablica 23. Iskoristenje ekstrakcije za listove vrsta T. arduini s lokaliteta Ucka, M.croatica s

lokaliteta Baci¢ kuk, M.petraea s lokaliteta Orebic¢ te R. intermedias lokaliteta Dundovi¢ podi

Iskoristenje
Uzorak

ekstrakcije (%)

Ta.U 39,5145,42
Mc.BK 12,79+2,27
Mp.O 11,71+0,36
Ri.DP. 19,50+0,84

3.6.1. Zastita DNA

Zastitna uloga ekstrakta od oSteéenja DNA ispitana je na modelu viSestruko zavijene
plazmidne DNA, ¢X174 RF1 koja u nativnoj formi na gelu daje jedan signal oznacen na Slici
33. slovom Z. Kod izlaganja DNA ultraljubi¢astom zracenju, uz prisutnost vodikova peroksida
dolazi do otvaranja strukture plazmida te ona prelazi u otvorenu formu, oznacenu na slici sa
slovom O. DNA uz dodatak vodikova peroksida te uz ili bez prisutnosti ispitivanih ekstrakata

je bila izloZzena UV zracenju kako bi se na gelu mogla pratiti zastitna uloga ekstrakata.
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Slika 33. Zastitna uloga razlicitih koncentracija ekstrakta vrste M. petraea (1, 10, 100, 500 i

1000 pg/mL) na visestruko zavijenu DNA

Tablica 24. Djelovanje razliCitih koncentracija ekstrakata na zastitnu DNA. Pojavnost signala
za otvorenu formu indicira da je u tom uzorku doslo do oSte¢enja DNA: oznaceno simbolom

— (nema zastite). Ukoliko je DNA ostala u nativnoj visSestrukozavijenoj formi to je naznaceno

sa simbolom +.

1 10 100 500 1000

ug/mL pg/mL pg/mL pg/mL  pg/mL

Mp - + + + + +
Mc - + + + + +
Ri - + + + + +

Kao Sto se jasno vidi iz prikazane Tablice 24., ekstrakti izolirani iz sve Cetiri biljke

pokazale su zasStitnu ulogu na razini DNA u ispitivanim koncentracijama od 1, 10, 100, 500 i

1000 pg/mL.
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3.6.2. Zastita od oksidacije proteina

3.6.2.1. Metoda mjerenja stupnja karbonilacije proteina

Stupanj karbonilacije proteina govedeg albumina (BSA) nakon inkubacije na 37°C uz
potaknutu oksidaciju metalima, bez i uz prisutnost ekstrakta razli¢itih koncentracija,

prikazani su na Slici 34.
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Slika 34. Postotak oksidacije proteina govedeg albumina (BSA) nakon inkubacije s
ekstraktima uz izazivanje oksidacije. Zvjezdicama su oznacene vrijednosti koje su znacajno

razliCite od slijepe probe. Kao pozitivna kontrola koristen je komercijalni antioksidans BHT.

Kao pozitivna kontrola koristen je komercijalni antioksidans BHT koji je kao Sto je bilo
oCekivano pokazao zastitu od oksidacije proteina viSu od 40% kod svih ispitanih
koncentracija. Biljna vrsta M. petraea nije pokazala nikakav znacajan utjecaj na zastitu od
oksidacije proteina kod ispitanih koncentracija. Vrste T. arduini i R. intermedia pokazale su
¢ak prooksidativno djelovanje, tj. dodatno izazivanje oksidacije proteina kod koncentracija

viSih od 25 pg/mL. Jedino je ekstrakt vrste M. croatica pokazao zastitno djelovanje od
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oStecenja i to kod koncentracija nizih ili jednakih 50 pug/mL. Kod koncentracije od 50 pg/mL
bilo je prisutno 80% oksidiranog proteina u odnosu na kontrolu, kod koncentracije 25 pg/mL
61%, a kod koncentracije 10 pg/mL 60%. Kod visih koncentracija ekstrakt vrste M. croatica

takoder pokazuje prooksidativno djelovanje.

3.6.2.2. Provjera zastitne uloge biljnih ekstrakata na osStecenje proteina
elektroforezom u denaturiraju¢im uvjetima (SDS-PAGE)

Moguca zastitna uloga biljnih  ekstrakata razli¢itih koncentracija od oStecenja
proteina pracdena je i elektroforezom u denaturiraju¢im uvjetima (SDS-PAGE). Oksidacija
proteina izazvana je grijanjem reakcijske smjese koja je sadrzavala protein u prisutnosti iona
bakra te vodikova peroksida. Rezultati su prikazani na Slici 35. Proteinska vrpca albumina
govedeg seruma (BSA) u poliakrilamidnom gelu pokazuje signal na 66,0 kD. Uslijed oksidacije
na gelu nije moguce detektirati tu proteinsku vrpcu. Ukoliko biljni ekstrakt ima zastitno

djelovanje, protein BSA moguce je detektirati na gelu bez obzira na provedenu oksidaciju.

(Slika 35).

M N K 10 25 50 100 250

97,0
66,0

45,0

30,0

20,1
14,4

Slika 35. Proteinska slika albumina govedeg seruma (BSA) u poliakrilamidnom gelu (N) nakon
oksidacije bez (K) i uz prisutnost razli¢itih koncentracija ekstrakata (10, 25, 50, 100 i 250

ug/mL) vrste T. arduini. Oznakom N oznacen je neoksidirani protein govedeg seruma.
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Tablica 25. Rezultati za ispitivane vrste. Prisutnost (+), odnosno odsutnost (-)

signala na 66 kD.

nativni K 50 100
ug/mL  pg/mL
IE + - - - - - +
Mp s - - - - - -
Mc &3 - - - - - -
Ri K - - - - - -

Medu ispitivanim uzorcima jedino je ekstrakt biljke T. arduini u koncentraciji od 250

ug/mL pokazao zastitno djelovanje od oksidacije proteina.

3.6.3. Zastita od oksidacije lipida

Zastitna uloga ekstrakata od peroksidacije lipida mjerena je na modelu linolne

kiseline. Rezultati su prikazani na Slici 36.
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Slika 36. Postotak (%) inhibicije lipidne peroksidacije u odnosu na kontrolu nakon inkubiranja
sa biljnim ekstraktima. Kao pozitivne kontrole koristeni su komercijalni antioksidansi

Trolox i BHT.

Nakon 24h inkubacije na 37°C u odnosu na slijepu probu najvisi postotak

inhibicije lipidne peroksidacije pokazao je komercijalni antioksidans BHT koji je koriSten kao
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pozitivna kontrola. Svi biljni ekstrakti pokazali su zastitu ulogu od lipidne peroksidacije: T.
arduini (64%) i R. intermedia (65%) pokazali su nesto jaci uc¢inak u odnosu na M. croatica

(60%) i M. petraea (59%).

3.7. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST

Antimikrobna aktivnost biljnih ekstrakata vrsta T. arduini, M. petraea, M. croatica
i R. intermedia ispitana je na bakterijskim stanicama S. aureus 3048, E. coli 3014, S.
Typhimurium FP1, te B. subtilis ATCC 6633. Kao pozitivha kontrola koristen je antibiotik

streptomicin a kao negativna metanol.

Metodom difuzije s rupicama u agaru biljni ekstrakti u koncentracijama 7,8,
15,62, 31,25, 62,5, 125, 250, 500 nisu pokazali nikakvu antimikrobnu aktivnost. Takoder
metanol kao pozitivha kontrola nije pokazao nikakvu aktivnost dok je streptomicin pokazivao

promjer od 18 mm.

Turbidimetrijskom metodom nije primijeéena nikakva inhibicija rasta bakterijskih

stanica kod ispitivanih uzoraka, ali ni kod metanola kao negativne kontrole.

Takoder antimikrobna aktivnost biljnih ekstrakata u koncentraciji od 10 pg/mL
ispitana je i metodom difuzije s filtar diskovima te takoder ni jedan od ispitivanih biljnih

ekstrakata nije pokazao antimikrobnu aktivnost.
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3.8. STANICNI TESTOVI

3.8.1. Test citotoksicnosti

Citotoksi¢nost, prooksidativna/antioksidativna aktivnost ispitivana je na HEp2

stanicama karcinoma grkljana (Slika 37).
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Slika 37. Prezivljene stanica (%) karcinoma grkljana (HEp2) nakon tretmana s razli¢itim
koncentracijama ispitivanih ekstrakata (ug/mL) i tretmana od 24h. Zvjezdicom su oznacene

vrijednosti statisticki znacajno razli¢ite od kontrole.

Znacajan utjecaj na prezivljene stanica karcinoma grkljana nakon 24 sata tretmana
pokazao je jedino ekstrakt vrste T. arduini u koncentracijama od 50 i 100 pug/mL. Odnosno,
prisutnost tog ekstrakta uzrokovalo je smanjenje prezivjelih tumorskih stanica 65%, tj. 50% u

odnosu na kontrolu. Ekstrakti ostalih triju biljaka nisu imali znacajan utjecaj na prezivljenje

tumorskih stanica.

108



3.8.2. Prooksidativno/antioksidativno djelovanje

Takoder, mjerena je koli¢ina reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) u stanicama nakon
tretmana od 24h sa ispitivanim ekstraktima bez i uz prethodno tretiranje stanica sa
vodikovim peroksidom. Rezultati za tretman bez vodikova peroksida prikazani su na Slici 38,

a uz prethodni tretman s vodikovim peroksidom na Slici 39.
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Slika 38. Izmjerene vrijednosti reaktivnih kisikovih skupina u HEp2 stanicama nakon 24h
inkubacije s ekstraktima (pug/mL) ispitivanih vrsta biljaka (prooksidativno djelovanje).

Zvjezdicom su oznacene vrijednosti statisti¢ki znacajno razlicite od kontrole.

Nakon inkubacije stanica HEp2 tijekom 24 sata u prisutnosti biljnih ekstrakata doslo je
do povedanja koli¢ine reaktivnih kisikovih spojeva. Do znacajnog porasta ovih spojeva doslo
je u stanicama tretiranim s ekstraktima vrste T. arduini u koncentracijama 50 i 100 pg/mL
(Slika 38).

Nadalje i kod mjerenja antioksidacijske aktivnosti, odnosno sposobnosti ekstrakta
da smaniji broj reaktivnih kisikovih jedinki nakon tretmana s H,0, do znacajnog porasta je
doslo jedino kod ekstrakata vrste T. arduini u koncentracijama od 50 i 100 pug/mL. Jedino je
ekstrakt biljne T. arduini pri 50 i 100 pg/mL pokazivao prooksidativno djelovanje 3to je u

skladu s rezultatima dobivenim u testu zastite proteina mjerenjem kolicine nastalih karbonila

(Slika 39).
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Slika 39. Izmjerene vrijednosti reaktivnih kisikovih skupina u HEp2 stanicama nakon 24h
inkubacije s ekstraktima ispitivanih vrsta biljaka (ug/mL) uz dodatak H,0, (antioksidativho

djelovanje). Zvjezdicom su oznacene vrijednosti statisticki znacajno razlicite od kontrole.
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4. RASPRAVA



4.1. GENETSKA ISTRAZIVANJA

Metabolicka i filogenetska karakterizacija endemi¢mih i medicinski zanimljivih biljaka
provedena je za mali broj vrsta u svijetu pa tako i u Hrvatskoj. Prema podacima od prije 10
godina u 94% biljnih vrsta na Zemlji joS uvijek nije karakterizirano s obzirom na sastav
fitokemikalija (Verpoorte, 2000). Zbog Siroko rasprostranjene uporabe biljaka u zdravstvene i
kozmeticke svrhe, a s druge strane zbog malo znanstvenih dokaza o njihovom djelovanju
mnoga svjetska udruzenja kao Sto je Svjetska zdravstvena ogranizacija (WHO- engl. World
Health Organisation) uvrstile su istrazivanja na ljekovitih biljaka kao prioritetna (WHO, 2005 i
2007). Stoga postoji potreba za intenzivnijim razvojem takvih istrazivanja s razlicitih

aspekata: metabolomike, genetike, bioraznolikosti itd.

U ovom radu istrazene su fitokemijske i genetske razlike u endemicnim i medicinski
zanimljivim biljnim vrstama ilirsko-balkanskog podrucja: T. arduini, M. petraea, M. croatica i
R. Intermedia. Nadalje, ispitan je antioksidacijski kapacitet biljnih ekstrakata testovima in
vitro, te su provjereni potencijalni zastitni ucinci ovih ekstrakata na oksidaciju i osteéenja
makromolekula. U konacnici ispitan je i njihov potencijalni antimikrobni ucinak te djelovanje

biljnih ekstrakata na jednu tumorsku stani¢nu liniju.

4.1.1. I1zolacija i procis¢avanje DNA iz uzoraka bogatih sekundarnim
metabolitima

lako je izolacija DNA danas postala jedan od osnovnih koraka u istraZzivanjima u
molekularnoj biologiji, mnogi autori se slazu da je taj postupak joS uvijek veliki izazov,
posebno u biljaka bogatih sekundarnim metabolitima. Prisutnost razli¢itih sekundarnih
metabolita, od kojih velika vecina jo$ nije okarakterizirana, moze utjecati na kvalitetu i
kvantitetu izoliranih nukleinskih kiselina (Asif i sur., 2000). U ovom radu, DNA je izolirana iz
osusenih uzoraka listova. lako je za vrste M. croatica i M. petraea DNA uspjesno izolirana u
zadovoljavajuéoj kolicini i kvaliteti Sto je pokazano standardnim metodama provjere,
spektrofotometrijskom i elektroforetskom analizom na gelu agaroze, PCR reakcija nije
rezultirala produktima tj. DNA odsjeccima. Problemi s izolacijom DNA i provodenjem PCR
reakcije za vrste bogate sekundarnim metabolitima poznati su u literaturi. Polifenolne

komponente prisutne u biljci (posebice tanini) mogu se lako oksidirati te formirati kinone koji
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ireverzibilno povezuju proteine i nukleinske kiseline u komplekse visoke molekulske mase
(Salzman i sur., 1999; landolino i sur., 2004), dok polisaharidi mogu koprecipitirati s
nukleinskim kiselinama (Carra i sur., 2007). Nastali kompleksi mogu interferirati s DNA
polimerazom, reverznom transkriptazom te DNA restrikcijskim endonuleazama i tako
onemogucditi uporabu tehnika molekularne biologije (landolino i sur., 2004). Kako je ovo prvo
istrazivanje provedeno na navedenim biljnim vrstama, te ne postoje radovi o sastavu
sekundarnih metabolita po kojima bih mogla zakljucditi koja skupina stvara produkte koji
ometaju provodenje PCR reakcije, bila sam prisiljena isprobati razlic¢ite tehnike za izolaciju i

prociséavanje DNA.

Metoda izolacije uz uporabu detergenta CTAB (Doyle i Doyle, 1987) kojom je izolirana
DNA zadovoljavajuce kvalitete iz vrsta T. arduini i R. intermedia, nije imala pozitivan ishod za
vrste M. croatica i M.petraea. Izolirana je DNA lose kvalitete te se tijekom precipitacije
stvarao viskozan talog slabo topljiv u TE puferu. Takav talog moZe nastati kod koprecipitacije
polisaharida s DNA tijekom taloZenja uz dodatak alkohola (Sudheer Pamidimarri i sur., 2009).
Niska vrijednost omjera apsorbancije ODjeo/280 (izmedu 1,3 i 1,65) upucivala je na
kontaminaciju proteinima, dok je DNA prilikom elektroforeze neujednaceno migrirala te
zaostala u jazicama gela. U literaturi se navedene pojave povezuju s prisutnosti proteina i
polisaharida u uzorcima DNA (Sharma i sur., 2002; Sudheer Pamidimarri i sur., 2009) koji
mogu s DNA stvarati komplekse. Stoga sam primjenila metode izolacije i prociS¢avanja DNA
koje su u literaturi opisane specificno za uklanjanje proteina i polisaharida. Proteini su
uklonjeni ispiranjem s kloroformom/izoamilnim alkoholom dok su polisaharidi uklonjeni uz
pomo¢ visoke koncentracije soli u ekstrakcijskom puferu te precipitacijom s Na-acetatom.
Takoder, primijenjeno je i ispiranje fenolom. Takvim postupkom ekstrakcije dobivena je DNA
koja je na gelu davala oStru, jasnu vrpcu, no PCR reakcija nije dala nikakve produkte. Nadalje,
DNA je izolirana koriStenjem komercijalnog kompleta za izolaciju DNeasy Plant Mini kita
(Qiagen). Dobivena je mala koli¢ina DNA koja takoder nakon PCR reakcije nije davala
produkte. ProkuSana je i izolacija kao kombinacija navedenog kita i procis¢avanja s
izoamilnim alkoholom/kloroformom kao $to je radeno u radu Bezi¢ i sur. (2009) za vrste
Satureja s podrucja Hrvatske, no ni navedeni postupci nisu dali DNA koja bi u reakciji PCR

rezultirala produktima. Takoder, PCR reakcije su provodene u Sirokom rasponu koncentracija
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DNA (1-1000 ng), mijenjanjem koli¢ine polimeraze te uz dodavanje DMSO. Nazalost, nikakve

modifikacije u procis¢avanju DNA i sastavu lan¢ane reakcije polimeraze nisu dale rezultate.

Kako kod vrsta M. croatica i M. petraea i nakon izvedenih mnogih modifikacija
izolacije i procis¢avanja nismo dobili produkte PCR reakcije, snimljeni su UV i CD spektri
izolata DNA te je provedeno "meksanje" DNA sa svrhom ispitivanja njene kvalitete i Cistoce.
Navedene metode najcéesée se koriste za ispitivanje nekovalentnih interakcija malih
organskih molekula s DNA i RNA molekulama (Piantanida, 2003). U ovom smo ih radu
koristili kako bismo ispitali moguéu prisutnost nekog destabilizirajuceg spoja koji utjece na
provodenje PCR reakcije. Kao usporedba koristena je DNA iz vrste T. arduini kod koje se nisu
javljali problemi u izvodenju PCR reakcija. UV i CD spektri izolata DNA za tu biljnu vrstu
potvrdili su prisutnost DNA zadovoljavaju¢e kvalitete ali i male koli¢ine spoja sa
maksimumom apsorbancije pri valnoj duljini 320 nm. Nasuprot tome, izolat DNA iz vrste M.
croatica sadrzavao je malu kolicinu DNA i znatno veée koli¢ine nepoznatog spoja.
Temperatura meksanja te DNA bila je pomaknuta na 46°C, dok je uobicajena temperatura
meksanja DNA u TE puferu izmedu 50-60 °C, kao Sto je bilo izmjereno za biljnu vrstu T.
arduini. Pomak temperature meksanja DNA prema nizim vrijednostima moze biti uzrokovan
vezivanjem spoja u utore DNA ¢ime se destabilizira dvostruka uzvojnica (Piantanida, 2003).
Kod vrste M. petraea, iako je prisutnost DNA potvrdena na agaroznom gelu, koncentracija
DNA bila je ispod limita detekcije instrumenta koriStenog za mjerenja UV i CD spektara. Obje
su metode potvrdile prisutnost visoke koli¢ine spoja s maksimumom apsorbancije na 273 nm
i na 316 nm. Ta dva spoja vjerojatno ometaju dobivanje Ciste DNA koja bi mogla biti
upotrjebljena za PCR reakcije. Kako sa sigurnos¢u ne znamo o kojim se spojevima radi, a sve
dostupne metode procis¢avanja nisu dale dovoljno kvalitethnu DNA za provodenje PCR
reakcije, na navedene dvije biljke nisu provedene RAPD analize. Postoji mogucnost da je i do
vezanja nepoznate, destabiliziraju¢e, komponente na molekulu DNA doslo prilikom susenja
biljnog tkiva. Da bi se provjerila navedena tvrdnja bilo bi potrebno prikupiti nove uzorke za
analizu $to nije moguée u vremenskim okvirima ovog doktroskog rada. Kako se radi o
endemicnim biljnim vrstama njihova je eksploatacija ograni¢ena, a i financijska situacija u

ovom trenutku to ne dozvoljava.
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4.1.2. RAPD analize

Danas se u istrazivanjima genetske varijabilnosti koriste razlicite metode kao Sto su
polimorfizam duljine restrikcijskih ulomaka- RFLP (engl. Restriction Fragment Lenght
Polymorphism), PCR-RFLP, nasumi¢no umnaZanje polimorfne DNA- RAPD (engl. Random
Amplified Polymorphic DNA) te mikrosatelitski biljezi -SSR (engl. Simple Sequence Repeats).
RAPD je relativno jednostavna i jeftina metoda koja zahtjeva malu koli¢inu DNA Sto je vazno
kod istrazivanja endemicnih i rijetkih biljnih vrsta kod kojih nisu dostupne veée kolicine
biljnog materijala. Stoga je ta metoda odabrana za odredivanje genetske varijabilnosti
endemicnih biljnih vrsta u ovom radu. Do sada, RAPD metoda uspjeSno je koristena za
analizu genetske varijabilnosti rijetkih endemicénih biljnih vrsta (Artyukova i sur., 2005), te
liekovitih i aromati¢nih biljaka (Padmalatha i Prasad, 2006; Khan i sur., 2007; lkbal i sur.,
2010; Al-Rawashdeh, 2011; Chattopadhyay i sur., 2012). Takoder, u literaturi se navodi visoki
stupanj korelacije izmedu RAPD metoda i zahtjevnije i sofisticiranije SSR metode (Leal i sur.,

2010).

Prema UPMGA dendrogramu za biljnu vrstu T. arduini kreiranom na bazi Dice-ova
koeficijenta uzorci s razli¢itih lokaliteta grupirani su u tri skupine: Ucka i Sveti Jure u jednu
skupinu, zatim Vosac u posebnu skupinu, te u treéu skupinu Snijeznica, Vaganac i Sugan;.
Lokalitet Sveti Jure i Vosac te Susanj i Vaganac geografski su blizu jedan drugoga. Uzorci
ubrani na tim lokalitetima pokazuju visok stupanj korelacije prema Dice-ovom koeficijentu,
od 0,688, odnosno 0,720. Najmaniji koeficijent, 0,556, izracunat je izmedu lokaliteta Ucka i
Suganj, no ta vrijednost jo$ uvijek pokazuje veoma veliku geneti¢ku sli¢nost. Ti rezultati su u
skladu s ¢injenicom da endemicne vrste, koje rastu na uskim geografskim podrucjima, imaju
niski stupanj varijacije u usporedbi s biljkama koje rastu na puno Sirim podrucjima
(Artyukova, 2005). RAPD markeri takoder su koristeni u odredivanju genetske varijabilnosti
osam populacija Teucrium polium s podrucja Tunisa (Boulila i sur., 2010). Autori navode 87%
polimorfnih vrpci dobivenih koriStenjem osam pocetnica, Sto je slicno rezultatima u ovom
radu gdje je dobiveno 80% polimorfnih vrpci uz koriStenje devet pocetnica. Prema
rezultatima RAPD analiza, u navedenom radu, populacije vrste T. polinum grupirane su
zajedno u odnosu na klimatska podruéja te plodnost genetskog materijala

(haploidnost/diploidnost).
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Za biljnu vrstu R. intermedia ispitana su samo dva lokaliteta (Bojinac i Dundovi¢ podi).
Dice-ov koeficijent geneticke sli¢nosti iznosio je 0,647 Sto upuduje na visoki stupanj slicnosti.
Do sada u literaturi nije ispitivana genetska varijabilnost vrste R. intermedia. lako postoji
veliki broj Rhamnus vrsta do sada je genetska varijabilnost bila istrazena u vrstama Rhamnus
alaternus L. i R. ludovici-salvatoris (Ferriol i sur., 2009), Rhamnus glaucophylla Sommier.

(Bedini i sur., 2011) te Rhamnus persicifolia Moris (Bacchetta i sur., 2011).

4.2. POLIFENOLI: SASTAV | ZASTUPLIENOST S OBZIROM NA BILINU VRSTU,
BILJNI ORGAN | LOKALITET RASTA

Zbog povecanog interesa za istrazivanjem polifenolnih komponenti u biljkama
porastao je i broj metoda koje se koriste za njihovu identifikaciju i kvantifikaciju. lako
spektrofotometrijske metode daju informacije o kvalitativhom sastavu pojedinih polifenolnih
grupa u uzorku od interesa, zbog jednostavnosti i relativno niskih troskova, ove metode
nalaze primjenu u biljnoj biologiji u istrazivanjima vezanim uz biljnu fiziologiju (Salopek-Sondi
i sur.,, 2013), a posebice u istrazivanjima vezanim uz odredivanje razine polifenolnih
komponenti u hrani i ljekovitim biljkama kao izvorima komponenata s antioksidacijskim
potencijalom (Piljac-Zegarac i sur., 2010; Zovko-Ko¢i¢ i sur., 2010; Kremer i sur., 2011). Za
dobivanje detaljnih informacija o sastavu polifenola pozZeljno je i potrebno kombinirati
spektrofotometrijske metode s metodama tekudinske kromatografije povezane s masenim

detektorima (LC-MS) koje omogucuju kvalitativho odredivanje pojedinih fenolnih spojeva.

U ovom radu odredene su fenolne kiseline UPLC-MS/MS metodom. Fenolne kiseline
su mnogobrojna skupina fenolnih spojeva koje su derivati benzojeve i cimetne kiseline. U
biljkama se nalaze u slobodnom obliku ili u obliku konjugata te igraju vaznu ulogu u rastu i
razvoju, zastiti biljaka od nametnika, u obrani od oksidativnog stresa i sl. (Gruz i sur., 2008).
Nadalje, dokazano je da fenolne kiseline imaju pozitivne ucinke na zdravlje ljudi zbog svoje
antioksidativne, antiproliferativne, antimutagene i antimikrobne aktivnosti (Robbins, 2003).
Njihova razina i oblik u kojem su prisutne u biljkama ovisi o raznim genetskim i vanjskim
¢imbenicima. U biljnim vrstama fenolne kiseline u slobodnoj su formi prisutne u Sirokom

rasponu koncentracija od 10 do 2200 pg/g svjezeg tkiva (Manach i sur., 2004).
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4.2.1. Teucrium arduini

U uzorcima vrste T. arduini spektrofotometrijski je odreden sastav ukupnih fenola,
flavonoida, ukupnih hidroksicimetnih kiselina, flavonola i proantocijanidina u listu, stabljici i
cvatu (Tablica 10). Ukupni fenoli u vrsti T. arduini prethodno su, veéinom, bili istrazivani
spektrofotometrijskim metodama (Kremer i sur., 2011a; Stankovi¢ i sur., 2011; JuriSi¢-
GrubeSi¢ i sur., 2012; Stankovi¢ i sur., 2012) ili kombinacijom spektrofotometrijskih i
kromatografskih metoda (Samec i sur., 2010; Kremer i sur., 2013). U nasem prethodnom
radu (Samec i sur., 2010) odredili smo ukupne fenole te fenolne kiseline u cvatovima i
listovima vodenih ekstrakata vrste T. arduini sa Sest istih lokaliteta koji su bili objekt
istrazivanja i u ovom radu. U vodenim infuzijama vrijednosti ukupnih fenola kretale su se od
6,24-30,49 mg GAE/g suhe mase za cvatove i 6,90-23,39 mg GAE/g suhe mase za listove. Te
su vrijednosti znacajno niZze od vrijednosti izmjerenih u metanolnim ekstraktima (80%
metanol) koji su analizirani u ovom radu (list: 37,27-58,15 mg GAE/g dw; cvat: 9,01-26,39 mg
GAE/g dw). Rezultati analiza polifenola u skladu su s literaturnim podacima za druge biljne
vrste (Cai i sur., 2004; Falleh i sur., 2008) koji potvrduju da je metanol u kombinaciji s
odredenim postotkom vode pogodnije otapalo za ekstrakciju ukupnih fenola od Ciste vode.
Takoder, nada dosadasnja istraZivanja (Samec i sur., 2010) pokazala su da infuzije cvatova
(srednja vrijednost 15,59 mg GAE/g sm) imaju vise vrijednosti ukupnih polifenola te veéine
pojedinacnih fenolnih kiselina od listova (srednja vrijednost 11,73 mg GAE/g sm), dok su u
ovom radu znacajno vise vrijednosti ukupnih fenola izmjerene u listovima. Sli¢an trend uocili
su i drugi autori, npr. kod vrste Cynara cardunculus L., gdje je u listovima izmjeren gotovo
dvostruko visi udio ukupnih fenola i flavonoida nego u cvatovima (Falleh i sur., 2008). Za tu
biljnu vrstu razina ukupnih polifenola bila je 14,79 mg GAE/g sm za listove te 6,96 mg GAE/g
sm za cvatove, dok je razina flavonoida za listove bila 9,08 mg CE/g sm, a za cvatove 5,58 mg
CE/g sm. lzmjerene vrijednosti znacajno su nize u odnosu na iste izmjerene u vrsti T. arduini
koja je bila jedan od objekata istrazivanja u ovom radu. lako je, s obzirom na podatke
dobivene u ovom radu, biljna vrsta T. arduini pokazala visok udio polifenolnih komponenata,
u prethodna dva rada (JuriSi¢-Grubesié i sur. 2012; Stankovié i sur. 2012) je vrsta T. arduini, u
usporedbi s ostalim vrstama roda Teucrium pokazala nizi sadrzaj polifenolnih komponenata.
Ove razlike mogu se obrazloziti kako genetskim razlikama, tako i staniSnim razlikama izmedu

populacija.
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Kod pojedinacnih fenolnih kiselina analiziranih u ovom radu situacija je nesto
drugacija, s obzirom na spektrofotometrijski dobivene podatke, te je u cvatovima sa svih
lokaliteta detektirano ukupno viSe slobodnih fenolnih kiselina nego u listovima i stabljikama.
NajviSu razinu ukupnih fenolnih kiselina nakupljale su biljke lokaliteta Ucka kod kojih su
galna, gentisti¢na, 4-hidroksibenzojeva, vanilinska, 3-hidroksibenzojeva, 4-kumarinska,
sinapinska i salicilna kiselina nadene u znacajno viSim udjelima u cvatovima. Trend
nakupljanja slobodnih fenolnih kiselina u cvatovima u usporedbi s ostalim dijelovima biljaka
primijeéen je i za vrste Asclepias syriaca L. (Sikorska i sur., 2000). Na osnovu nasih rezultata
pokazano je da vrsta T. arduini sadrZzi nize koncentracije slobodnih fenolnih kiselina u
usporedbi s drugim biljkama iz porodice Lamiacea (Zgorka i Glovniak, 2001) u kojima su se
koncentracije slobodne protokatehinske, 4-hidroksibenzojeve, gentisticne, klorgenske,
siringi¢ne, kava, vanilinske, p-kumarinske, ferulinske i ruzmarinske kiseline za vecinu biljaka
kretali izmedu 50-100 pg/g suhe mase. U nasem radu samo su gentisticna, 4-
hidroksibenzojeva i salicilna kiselina u cvatovima s lokaliteta VoSac detektirane u
koncentracijama iznad 30 pg/g suhe mase. Takoder, u radu autora Kremer-a i sur. (2013) u
vrsti T. arduini s Biokova odredena je niska razina ferulinske kiseline u listovima i cvatovima
te ruzmarinske u listovima, dok sinapinska, kava te kumarinska kiselina nisu detektirane. lako
je spektrofotometrijski odredena visa razina hidroksicimetnih kiselina u listovima, od
hidroksicimetnih kiselina u slobodnoj formi znacajno vise vrijednosti u listovima pokazale su
jedino klorogenska kiselina u listovima biljaka na lokalitetu Ucka, ferulinska kiselina u
bilikama na lokalitetu Su$anj te kava i trans-cimetna kiselina u biljkama na lokalitetu Susanj,

Ucka i Vaganac.

Analize biljaka s razlicitih lokaliteta pokazale su da lokalitet rasta znacajno utjece na
koli¢inu i sastav polifenola. Tako listovi i stabljike s najsjevernijeg lokaliteta, Ucka, pokazuju
najvise vrijednosti, dok one s najjuznijeg lokaliteta, SnijeZnica, pokazuju najnize vrijednosti
polifenolnih komponenti. Da geografska Sirina i klimatski uvjeti utjecu na razinu polifenolnih
komponenata poznato je u literaturi za vrste Crithmum maritimum L.. i Inula candida (L.)
Cass (Males i sur., 2003; Males i sur., 2010b) s podrucja Hrvatske. Biljke s lokaliteta Susanj i
Vaganac, iako pokazuju visoki udio polifenolnih komponenata u listu i stabljici istovremeno
sadrZe znacajno niZe vrijednosti u cvatovima. Cvatovi su biljni reproduktivni organi i ¢esto

sadrZe znacajne koli¢ine polifenolnih komponenata koje sudjeluju u privlaéenju oprasivaca
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(Luximon-Ramma i sur., 2002). Razina polifenolnih komponenti u cvatu mijenja se ovisno o
vremenu proteklom od pocetka cvatnje: na pocetku cvatnje je najviSa i s vremenom se
snizuje kako cvat stari (Males i sur., 2003; Schmitzer i sur., 2010; Joshi i sur., 2011). Biljke
koristene u ovom radu ubrane su u periodu cvatnje u isto vrijeme (razlika nekoliko dana) na
$est lokaliteta. Niza razina izmjerenih polifenolnih komponenti na lokalitetima Susanj i
Vaganac moze se obrazlozZiti time Sto su cvatovi s ta dva lokaliteta bila u uznapredovaloj fazi
cvatnje (stariji cvatovi). Naime, navedena se dva lokaliteta nalaze na niZim nadmorskim
visinama (Su$anj 600 m; Vaganac 700 m) te je cvatnja na tim lokalitetima pocela nekoliko
tjedana ranije u odnosu na ostale lokalitete koji su smjesSteniiznad 1200 m n.v. (Ucka 1200m,

Vosac 1300 m, Sveti Jure 1550m, Snijeznica 1300 m).

4.2.2. Moltkia petraea

Fitokemijski sastav i bioloska aktivnost vrste M. petraea su vrlo malo istrazeni.
Dostupan je samo rad autora Zovko-Konci¢ i sur. (2010) koji se bavi odredivanjem
antioksidativnih komponenti u vodenim ekstraktima cvata i lista te usporedbom biljaka iste

vrste s lokaliteta Sveti Jure i SnijeZnica.

Prema rezultatima dobivenim u ovom radu, udio ukupnih fenola, flavonoida te
hidroksicimetnih kiselina ne razlikuje se znacajno u listovima i cvatovima, dok je u
stabljikama nesto nizi. Ti su rezultati u skladu s objavljenim radom Zovko-Koncié i sur. (2010)
koji su takoder odredili slicnu razinu ukupnih fenola u vodenim ekstraktima cvatova i listova
ove vrste s lokaliteta Sveti Jure. Razina proantocijanidina bila je znacajno visa u cvatovima.
Proantocijanidini, poznati jos i pod nazivom kondenzirani tanini, sintetiziraju se u biljkama
kao oligomeri ili polimeri flavan-3-ola u biosintetskom putu flavonoida (He i sur., 2008).
Njihova uloga u biljkama najéesce je uklju¢ena u obranu od predatora, te u restrikciju rasta
ostalih biljaka u okolini (He i sur., 2008). U literaturi je zabiljezeno nakupljanje ovih spojeva u
povisenoj koncentraciji u cvatovima u odnosu na ostale biljne organe (Luximon-Ramma i

sur., 2002)

U radu Zovko-Konci¢ i sur. (2010) opisana je preraspodjela fenolnih kiselina s obzirom
na biljno tkivo u biljkama koje su rasle na lokalitetima Snijeznica i Sveti Jure. Za lokalitet
SnijeZnica u najviSoj koncentraciji izmjerene su fenolne kiseline u stabljici, a za lokalitet Sveti

Jure u listu. U ovom radu na oba je lokaliteta znacajno visi udio slobodnih fenolnih kiselina
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izmjeren u cvatovima koji sadrZze znacajno vise galne i kava kiseline u odnosu na listove i
stabljike. Posebno je izmjerena visoka koncentracija kava kiseline u cvatu s lokaliteta Orebi¢
(158,92+7,35 pg/g) te je ta vrijednost slicna kao u vodenim infuzima vrste M. petraea (Zovko-
Konci¢ i sur., 2010) gdje su koncentracije kava kiseline iznosile 192,2+27,0 pg/g za lokalitet
Sveti Jure, te 110,8+14,3 za lokalitet Snijeznica. Za lokalitet Dinara u ovom radu izmjerena je
nesto niza koncentracija kava kiseline u cvatovima (94,78+0,04 pg/g). Ta je vrijednost
usporediva s koncentracijom kava kiseline (92,0 pg/g) u nadzemnom dijelu plavog maka
(Macleaya cordata (Willd.) R. Br.) (Kosina i sur., 2010) koji se u tradicionalnoj kineskoj
medicini koristi za ublazavanje bolova i poviSene tjelesne temperature. Kava kiselina
pokazuje antioksidacijsku aktivnost u in vitro i in vivo uvjetima (Olthofi sur., 2001) te
antiproliferacijsku aktivnost prema stanicama karcinoma (Prasad i sur., 2011). Unatrag
nekoliko godina povecan je interes za kava kiselinu i ekstrakte bogate kava kiselinom zbog
njihove sposobnosti inhibicije produkcije aflatoksina u Aspergillus flavus (Campbell i Kim,

2006).

U ovom radu je za juzniji lokalitet Orebié¢ izmjerena visa razina ukupnih fenola,
flavonoida, flavonola i ukupnih fenolnih kiselina, te su one u cvatu i listu pokazivale 15-25%
vise vrijednosti u odnosu na lokalitet Dinara. Hidroksicimetne kiseline u listovima i cvatovima
nisu bile podloZne utjecaju lokaliteta. Koli¢ina fenolnih kiselina izmjerenih UPLC-MS/MS
metodom u biljkama s lokaliteta Orebi¢ (1007,21 pg/g sm) bila je oko 23% visa nego u
bilikama s lokaliteta Dinara (770, 34 pg/g sm). Zovko-Konci¢ i sur. (2010) u uzorcima s
lokaliteta Sveti Jure na Biokovu izmjerili su 23% viSe fenolnih kiselina nego u uzorcima s

lokaliteta Snijeznicaiznad Konavla.

4.2.3. Micromeria croatica

Bilina vrsta M. croatica, kao i veliki broj biljaka koje rastu u mediteranskim i
submediteranskim podrucjima poznate su po nakupljanju znacajnih koli¢ina sekundarnih
metabolita. Do sada su istrazivanja sekundarnih metabolita te vrste najcesée bila usmjerena
na sastav etericnih ulja (Kremer i sur., 2012; Vuko, 2012). Ostale grupe sekundarnih
metabolita do danas su u ovoj vrsti malo istrazene. U radu Vladimir-Knezevié i sur. (2011)
usporeden je udio ukupnih fenola, flavonoida i fenolnih kiselina mjerenih

spektrofotometrijski u nadzemnom dijelu tri vrste roda Micromeria sa samo jednog
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lokaliteta: M. croatica, M. juliana i M. thymifolia. U tom radu, vrsta M. croatica je pokazala
najvisi udio ukupnih fenola i fenolnih kiselina. Nasi rezultati pokazuju da razina fenolnih
komponenti u vrsti M. croatica ovisi o lokalitetu te da je omjer izmjerenih polifenolnih grupa
razliCit s obzirom na razli¢ite lokalitete. Kao i u vrsta T. arduinii M. petraea, kod vrste M.
croatica razina polifenolnih komponenata znacajno je niza u stabljikama u usporedbi sa
cvatovima i listovima. Taj trend zabiljezen je i za druge mediteranske biljne vrste (Males i
sur., 2003; Males$ i sur., 2010b). Uzrok tomu je vjerojatno cinjenica da polifenolne
komponente sudjeluju u interakciji biljke s okolinom pa je njihovo nakupljanje u organima
poput cvatova i listova puno vjerojatnije nego u stabljici. Cvatovi i listovi zbog svoje fizioloske
uloge vise reagiraju na promjenu vanjskih ¢imbenika te je kod njih izrazenija varijacija u

sastavu fenolnih spojeva uzrokovana okoliSnim ¢imbenicima.

U listovima je jedino udio ukupnih fenola bio znacajno visi na lokalitetu Baci¢ kuk, dok
su ostali lokaliteti pokazivali slicne vrijednosti polifenolnih grupa. Sastav eteri¢nih ulja vrste
M. croatica s navedenih lokaliteta bile su i predmet istrazivanja u doktorskoj disertaciji Vuko
(2012) gdje je pokazano da je lokalitet rasta biljaka imao utjecaja na sastav eteri¢nih ulja.
Najvisa koli¢ina fenolnih kiselina odredena je UPLC-MS/MS metodom kod lokaliteta Bojinac,
dok su biljke s lokaliteta Baci¢ kuk sadrzavale najnizu razinu fenolnih kiselina. Opcenito,
koncentracija svih odredenih slobodnih fenolnih kiselina bila je ispod 30 pg/g sm te u
usporedbi s ostalim biljkama istrazenim u ovom radu, ali i prema literaturnim podacima za
druge biljke iz porodice Laminacea (Zgorka i Glowniak, 2001; Ziakova i BrandSteterova, 2003;
Kivilompolo i Hyotylainen, 2007) vrstu M. croatica se mozemo smatrati vrstom s niskim
udjelom fenolnih kiselina u slobodnoj formi. Najvisa je koncentracija izmjerena za salicilnu

kiselinu (28,82 pg/g) u stabljici biljaka s lokaliteta Bojinac.

4.2.4. Rhamnus intermedia

Bilike iz porodice Rhamnus koriste se u tradicionalnoj medicini jer je njihova kora
bogata sekundarnim metabolitima antrakinonima koji su naj¢esée bili predmet istrazivanja i
kod vrste R. intermedia (Genovese i sur., 2012; Locatelli i sur., 2012; Kosalec i sur., 2013). U
nasem je radu spektrofotometrijski odreden sastav polifenolnih komponenti u listu i kori
vrste R. intermedia s dva lokaliteta: Dundovié podi i Bojinac. Visa vrijednost ukupnih fenola

izmjerena je u listu s lokaliteta Bojinac dok su najviSe vrijednosti za ukupne flavonoide,
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hidroksicimetne kiseline, flavanole te proantocijanidine izmjerene u listovima s lokaliteta
Dundovié¢ podi. Na oba lokaliteta znacajno je visi udio polifenolnih grupa izmjeren u listu u
usporedbi s korom. Do sada su polifenolne komponente bile odredivane samo u kori vrste R.
intermedia u radu Kosalec i sur. (2013) gdje je usporedena koncentracija ukupnih fenola i
flavonoida u kori vrste R. intermedia s uzocima kore joS triju vrsta roda Rhamnus: R.
alaternus L., R. fallax Boiss i R. pumila Turra. Kora vrste R. intermedia pokazala je najnizi udio
ispitivanih polifenolnih grupa u tom radu. Cesto se vrsta R. alaternus isti¢e kao predstavnik
roda Rhamnus s visokim sadrzajem polifenolnih spojeva koji pridonose antimikrobnoj i
citotoksi¢noj aktivnosti njezinih ekstrakata (Ammar i sur., 2007; Ammar i sur., 2009; Bhouri i
sur., 2011). U radu Boussahel i sur. (2013), u listu vrste R. alaternus, koncentracija ukupnih
fenola u metanolnim ekstraktima iznosila je 33,65+2,50 mg GAE/g ekstrakta, $to s obzirom
na iskoristenje ekstrakcije iznosi 232,38 mg GAE/g suhe mase i ta je vrijednost oko pet puta
visa od izmjerene koncentracije ukupnih fenola u listovima vrste R. intermedia s lokaliteta

Bojinac u ovom radu.

U biljkama vrste R. intermedia analiziranim na oba lokaliteta izmjeren je znacajno visi
udio slobodne protokatehinske, 4-hidroksibenzojeve, kava, 4-kumarinske i ferulinske kiseline
u listu, dok je udio slobodne salicilne kiseline visi u kori. Slican trend zabiljezen je i kod
perzijske vrbe (Salix aegyptiaca L.) gdje je u kori pronadeno 4,4 puta viSe salicilne kiseline u
odnosu na listove (Enayat i Banerjee, 2009). Upravo je salicilna kiselina iz kore vrba (Salix
spp.) jedan od najranije poznatih biljnih spojeva koji se koristio u terapeutske svrhe. Kora
vrbe koristena je za ublazavanje bolova i sniZzavanje tjelesne temperature joS od 5 st. prije
Krista, a 1820 g. salicilna kiselina je izolirana iz kore vrbe kao predominantna aktivna
komponenta (Delaney, 2004). Danas se zna da je salicilna kiselina jedan od biljnih hormona
koji ima vazinu ulogu u klijanju sjemenki, zatvaranju puci, transportu iona, provodnosti
membrana, regulaciji rasta i fotosinteze i posebno u obrani biljke od stresnih okolisnih uvjeta

(El-Tayeb, 2005).

Kod vrste R. intermedia na nakupljanje slobodnih fenolnih kiselina znacajno je utjecao
lokalitet, posebice na sadrzaj galne i protokatehinske kiseline u kori gdje su u uzorcima s
lokaliteta Dundovi¢ podi izmjerene 7,3 odnosno 12,3 puta viSe vrijednosti u odnosu na
lokalitet Bojinac. U listovima s lokaliteta Bojinac izmjerene su 17,3 puta viSe vrijednosti

klorogenske te cak 20,9 puta viSe vrijednosti vanilinske kiseline. Navedene CcCinjenice
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pokazuju da razina spomenutih fenolnih kiselina znacajno ovisi o okoliSnim ¢imbenicima,

zbog njihove uloge u odgovoru biljaka na vanjske utjecaje (Anttonen i Karjalainen, 2005).

4.2.5. Medusobna usporedba ispitanih biljnih vrsta s obzirom na sastav
polifenolnih spojeva

Medu ispitanim uzorcima najvisi udio ukupnih fenola, flavonoida, hidroksicimetnih
kiselina i flavonola izmjeren je u listovima vrste T. arduini s lokaliteta Ucka. Razina ukupnih
fenola izmjerenih u tom uzorku usporediva je s razinom ukupnih fenola u metanolnim
ekstraktima zelenog ¢aja, a koja iznosi izmedu 50 i 60 mg GAE/g sm (Druzynska i sur., 2007;
Turkmen i sur., 2007). U listu vrste T. arduini s Ucke izmjerena je posebno visoka vrijednost
flavonoida koja je bila gotovo 23 puta visa od vrijednosti izmjerene u kori vrste R. intermedia
s lokaliteta Bojinac. U svim naSim uzorcima zabiljeZzena je znacajna razina polifenolnih
komponenti s obzirom na literaturne podatke objavljene za 45 kineskih biljnih vrsta
koristenih u tradicionalnoj medicini (Li i sur., 2008). U navedenom radu autori su radili
ekstrakciju u 80% metanolu (slicno kao $to je radeno u ovom radu), te su rezultati izrazeni po
suhoj masi $to nam omogucuje neposrednu usporedbu. U kineskim biljnim vrstama ukupni
fenoli kretali su se u rasponu od 1,15 do 52,35 mg GAE/g am. List vrste T. arduini s lokaliteta
Ucka analiziran u ovom radu sadrzi viSi udio ukupnih fenola od svih biljaka obuhvaéenim
kineskim istrazivanjem. Li i sur. (2008) definiraju biljke s koncentracijom ukupnih fenola
viSom od 28 mg GAE/g sm biljkama s visokim udjelom polifenola. Prema toj definiciji, sve
Cetiri vrste analizirane u ovom radu pripadaju biljkama s visokim udjelom polifenola pri ¢emu
se isticu listovi vrsta T. arduini i R. intermedia te list vrste M. croatica s lokaliteta Baci¢ Kuk. U
drugom pak radu, takoder na kineskim biljkama koje se koriste u tradicionalnoj medicini za
lijeCenje kardiovaskularnih bolesti, udio ukupnih fenola odreden je u 112 biljaka (Cai i sur.,
2004) ekstrahiranih u 80% metanolu. U vecini tih biljaka (70,5 %), izmjerena koncentracija
ukupnih fenola kretala se u rasponu od 5,10-50,0 mg GAE/g sm. Pritom 19 kineskih vrsta
pokazuje sadrzaj polifenola visi od 50 mg GAE/g sm. Prema sadrzaju polifenolnih spojeva
ovdje ispitane endemicne vrste usporedive su s tim kineskim medicinski interesantnim
biljnim vrstama. Cak i cvatovi vrste T. arduini s lokaliteta Susanj i Vaganac koji imaju najnize
vrijednosti ukupnih fenola medu ovdje ispitivanim biljnim vrstama imaju vise vrijednosti od
22, odnosno 49% vrsta koje navode u radu Li. i sur. (2008), te od 36 odnosno 32% biljnih

vrsta istrazenih u radu Cai i sur. (2004).
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Zanimljivo je da je vrsta R. intermedia, u usporedbi s ostalim biljkama ispitanim u
ovom radu, vrlo bogata proantocijanidinima cija je vrijednost i u listu i u kori visoka, a
posebno kod uzoraka lista s lokaliteta Dundovi¢ podi. U tom je uzorku izmjerena i vrlo visoka
koncentracija protokatehinske kiseline. Biljke R. intermedia s oba lokaliteta sadrzavale su
protokatehinsku kiselinu u koncentracijama visim od 150 ug/g sm. Protokatehinska kiselina
je takoder jedna od vaznijih bioaktivnih komponenata u poznatim ljekovitim biljkama kao $to
su sljez (Tseng i sur., 1998), ginko (Ali i sur., 2005) i gospina trava (Jurgenliemk i Nahrstedt,
2002). Uz protokatehinsku, joS je samo kava kiselina u vrsti M. petraea odredena u
koncentraciji visoj od 100 pg/g sm. U toj je biljci i odredena najvisa ukupna koncentracija
fenolnih kiselina i to gotovo 7,5 puta viSa nego u vrsti M.croatica koja se medu ovdje

ispitanim biljnim vrstama pokazala kao najlosiji izvor fenolnih kiselina.
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4.3. ANTIOKSIDACISKA AKTIVNOST

Kao jedno od najznacajnijih bioloSkih djelovanja polifenola istiée se njihova
antioksidacijska aktivnost s kojom se povezuje i pozitivho djelovanje polifenola na zdravlje
(Noorhajati i sur., 2012). lako su mnogobrojna istrazivanja u podrucju antioksidansa i
njihovog djelovanja in vitro razvijene su i mnoge metode za mjerenje antioksidacijske
aktivnosti, a u istraZivanjima se obi¢no koristi paralelno tri ili viSe metoda (Frankel i Finley,
2008). U naSem radu antioksidacijska aktivnost ispitivana je koristenjem tri
spektrofotometrijske metode (FRAP, DPPH, ABTS) te elektrokemijskom metodom ciklicke

voltametrije.

4.3.1. FRAP metoda

FRAP metoda jedna je od najcesée koristenih metoda za mjerenje antioksidacijske
aktivnosti biljnih ekstrakata (Katalinic i sur., 2006; Surveswaran i sur., 2007; Wojdyto i sur.,
2007; Li i sur., 2008). Rezultati antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom mogu se izraziti po
ekvivalentima Trolox-a ili po mikromolima Fe* +, te se dobivene vrijednosti ¢esto u literaturi
nazivaju i redukcijskim kapacitetom/potencijalom. Kod veéine se autora izrazavaju po
mikromolima Fe®" te smo takav nacin izrazavanja koristili i u ovom radu $to nam omogucuje

lakSu usporedbu dobivenih rezultata s podacima drugih autora.

U nasem radu najviSe vrijednosti antioksidacijske aktivnosti pokazuju uzorci lista vrste
T. arduini s lokaliteta Suanj, U¢ka i Vaganac kod kojih su vrijednosti iznad 700 pmol Fe**/ g
sm. Vrijednosti izmjerene u tim uzorcima znacajno su viSe od vrijednosti izmjerenih u
vodenim infuzima lista vrste T. arduini s navedena tri lokaliteta u prethodnoj studiji (Samec i
sur., 2010). U radu Li i sur. (2008) antioksidacijska aktivnost izmjerena je FRAP metodom u
metanolnim ekstraktima 45 razli¢itih biljaka te se kretala od 1,23 do 453,53 umol Fe2+/g sm,
a najvisu vrijednost bila je u vrste Sargentodoxa cuneata Rehd. Et Wils. Usporedivu
vrijednost antioksidacijske aktivnosti mjerenu FRAP metodom dobili su i Wong i sur. (2006a)
kod vrste Rhodiola sacra Fu (480 umol Fe?*/g sm). Osim navedena tri uzorka s aktivno$cu
vec¢om od 700 umol Fe?*/ g sm, vise vrijednosti od 450 umol Fe**/ g sm u nasem su radu
pokazali i uzorci stabljike vrste T. arduini s lokaliteta Sudanj, U¢ka i Vaganac, list vrste M.

petraea s lokaliteta Orebic¢ i Dinara, cvat s lokaliteta Orebi¢, te list vrste R. intermedia s
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lokaliteta Dundovié podi. Za sve navedene uzorke moZzemo smatrati da imaju izrazito visoku
antioksidacijsku aktivnost u usporedbi s kineskim biljnim vrstama (Wong i sur., 2006a; Li i

sur., 2008).

Vrsta M. croatica pokazala je najnizu antioksidacijsku aktivnost mjerenju FRAP
metodom (vrijednosti nize od 300 pmol Fe?*/ g sm) $to je u skladu sa znatno nizim
koncentracijama polifenolnih spojeva izmjerenih u ovoj vrsti. Kod ostalih biljaka aktivnost
znacajno ovisi o lokalitetu, Sto je takoder posljedica razlicitog nakupljanja sekundarnih

metabolita u biljkama s razlicitih lokaliteta.

4.3.2. DPPH metoda

DPPH metoda takoder je veoma cesto koristena metoda za mjerenje antioksidacijske
aktivnosti, prvenstveno zbog jednostavnosti izvodenja i visokog stupnja reproducibilnosti.
Antioksidacijska aktivhost u nasem radu izrazena je po mikromolima (umol) Trolox
ekvivalenata po gramu suhe mase te se kretala u rasponu od 50,75 pmol TE/g sm (cvat vrste
T. arduini s lokaliteta Vaganac) do 483,92 umol TE/g sm (list vrste T. arduini s lokaliteta
Ucka). lzrazito su visoke vrijednosti, u usporedbi s ostalim uzorcima, izmjerene u listovima
vrste T. arduini i u svih su listova svih bile iznad 250 umol TE/g sm. Veéina izmjerenih uzoraka
imala je antioksidacijsku aktivnost mjerenu DPPH metodom ispod 200 umol TE/g sm, osim
lista i cvata vrste M.croatica s lokaliteta Baci¢ kuk i lista vrste R. intermedia s lokaliteta
Dundovi¢ podi ¢ije su vrijednosti bile od 200 do 250 pmol TE/g sm. U radu Surveswaran i sur.
(2007) antioksidacijska aktivnost izmjerena DPPH metodom u 137 indijskih ljekovitih biljaka
kretala se od 0,00 do 679,69 mmol Trolox ekvivalenta po 100 g suhe mase. Srednja
vrijednost svih ispitanih indijskih biljaka bila je 28,05 mmol TE/100g sm $to odgovara 280,5
umol TE/g sm te ja ta vrijednost nesto visa od srednje vrijednosti za sve ispitivane uzorke u

ovom radu (177,06 umol TE/g).

U mjerenjima FRAP metodom, listovi i cvatovi vrste M. petraea pokazivali su znacajno
visSe vrijednosti antioksidacijske aktivnosti od listova i cvatova vrste M. croatica, dok je
rezultat mjerenja DPPH metodom bio drugadiji te su listovi vrste M. croatica pokazali vise
vrijednosti dok su vrijednosti za cvatove bile priblizno jednake. RazliCiti trend u rezultatima
antioksidacijske aktivnosti mjerenima FRAP i DPPH metodama takoder je zabiljezen u radu

Surveswaran i sur. (2007). DPPH metodom mjeri se gubitak obojenja na 515 nm te neki
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spojevi kao Sto su karotenoidi i antocijani koji imaju sli¢an spektar mogu interferirati u
dobivanju tocnih podataka (Prior. i sur., 2005). Za razliku od DPPH metode, FRAP metoda
mjeri intenzitet nastalog obojenja te je teSko odrediti tocan kraj reakcije, jer razliCiti uzorci
mogu sadrzavati razne komponente koje mogu narusiti kinetiku reakcije (Ou i sur., 2002;

Prior i sur, 2005).

4.3.3. ABTS metoda

ABTS metoda, jednako kao i FRAP i DPPH metode, mjeri promjenu boje te je prema
nekim autorima (Arnao, 2000; Cai i sur., 2004; Lee i sur., 2003; Shan i sur., 2005)
najpogodnija metoda za spektrofotometrijsko mjerenje antioksidacijske aktivnosti zbog
brzine izvodenja, moguénosti obrade velikog broja uzoraka u kratkom vrijemenu, visokog
stupnja reproducibilnosti te manjeg broja komponenata koje interferiraju tijekom mjerenja
(Surveswaran i sur., 2007). Kod ABTS metode rezultati su najcesée izrazeni u ekvivalentima
Troloxa, skraceno, kao TEAC (engl. Total Equivalent Antioxidant Capacity) vrijednost te se
metoda Cesto naziva i TEAC metoda. TEAC vrijednost podrazumijeva izraZzavanje rezultata u
mmol Troloxa /100 g. U nasem su radu podaci izrazeni u pmol TE/g sm zbog lakse usporedbe

s DPPH metodom i metodom ciklicke voltametrije.

Najvisa antioksidacijska aktivhost ABTS metodom izmjerena je u ekstraktu listova
vrste T. arduini s lokaliteta Vosac, Suanj, U¢ka i Vaganac $to je u skladu s rezultatima
dobivenim FRAP i DPPH metodama. Zanimljivo je da su prema ovoj metodi i listovi vrste M.
croatica (posebno lokalitet Baci¢ kuk) pokazivali veoma visoke vrijednosti antioksidacijske
aktivnosti. Navedena cCetiri uzorka pokazuju vise vrijednosti od 45 ispitanih kineskih biljaka
koje navode u radu Li i sur. (2008) gdje su se vrijednosti antioksidacijske aktivnosti mjerene
ABTS metodom u 80% metanolu kretale u rasponu od 0,97 do 265,43 mmol Trolox/g. U
nasim se uzorcima antioksidacijska aktivnost kretala izmedu 45,19 i 402,78 pumolTE/g sm.
Literaturni podaci odredivanja antioksidacijske aktivnosti ABTS metodom u metanolnim
ekstraktima (80 %) pokazuju razli¢ite trendove. U radu Surveswaran i sur. (2007) odredena je
antioksidacijska aktivnost ABTS metodom u 137 indijskih biljaka te se raspon kretao od 0,61
do 500,70 mmol TE/100 g sm. 50% biljaka ispitanih u navedenom radu ima vrijednosti
antioksidacijske aktivnosti izmedu 50,1 i 1000 pumolTE/g te vecina naSih uzoraka (osim

cvatova vrste T. arduini s lokaliteta Susanj) upadaju u istu skupinu vrijednosti.
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4.3.4. Ciklicka voltametrija

Kod ciklicke voltametrije mjerenje se najcesée obavlja u acetatnom puferu razlicitih
pH vrijednosti (Yakovleva i sur., 2007; Piljac-Zegarac i sur., 2009; Piljac-Zegarac i sur., 2010),
no mjerenja se mogu provoditi i u metanolu (Cosio i sur., 2006; Barros i sur., 2011) uz

dodatak perklorata za povecanje vodljivosti, kao Sto je bio slu¢aj u ovom radu.

Rezultati mjerenja u ovom radu upucuju da izgled ciklickog voltamograma i
antioksidacijska aktivnost biljnih ekstrakata znacajno ovise o analiziranoj biljnoj vrsti i
biljinom organu. Svi ispitivani uzorci ne pokazuju jednak broj strujnih vrhova Sto proizlazi iz
razli¢itog sastava antioksidativnih komponenata. Kod naSih su uzoraka primijeéena do tri
anodna strujna vrha u rasponu od 192 do 845 mV, slicno kao i za ciste polifenolne
komponente ispitivane u radu Yakovleva i sur. (2007) gdje su svi ispitivani polifenoli
pokazivali oksidacijski strujni vrh izmedu 235-843 mV kod fizioloskog pH. U navedenom su
radu polifenolne komponente s obzirom na brzinu oksidacije i potencijal anodnih strujnih

vrhova podijeljene u tri grupe:

e flavonoidi i fenolne kiseline s dvije hidroksi grupe na orto poziciji jedna nasuprot
druge imaju anodni strujni vrh na potencijalima ispod 400 mV,

e polifenoli s metoksi grupama pokazuju anodni strujni vrh na potencijalima izmedu
400-600 mV

e jednostavni fenoli ili monohidroksifenolne kiseline koje oksidiraju sporije pokazuju
anodne strujne vrhove na potencijalima iznad 600 mV.

Kada usporedujemo vlastite rezultate s literaturnim podacima valja naglastiti da
povecanje pH vrijednosti za jednu jedinicu pomice strujni vrh oksidacije oko 35 mV u
negativnom smjeru, odnosno smanjenje pH za jednu jedinicu pomice strujni vrh oksidacije za
oko 35 mV u pozitivnom smjeru (Piljac-Zegarac i sur., 2010). U nasem radu svi uzorci
pokazuju strujne vrhove na potencijalima izmedu 400 i 800 mV. Za sve uzorke vrsta T. arduini
i M. petraea primjecéeni su strujni vrhovi na oko 500 i 750 mV. Iznad 800 mV strujni vrhovi su
primijeéeni u uzorcima lista i kore vrste R. intermedia s lokaliteta Bojinac Sto moze, s obzirom
na literaturne podatke, upucivati na prisutnost hidroksibenzojevih kiselina koje imaju visoki
potencijal oksidacije (Yakovleva i sur., 2007; Simic¢ i sur., 2007). Ova se pretpostavka slaze s
rezultatima odredivanja slobodnih fenolnih kiselina UPLC-MS/MS metodom kojom je u

biljnoj vrsti R. intermedia odredena visoka koncentracija hidroksibenzojevih kiselina kao sto
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su protokatehinska, 4-hidroksibenzojeva, vanilinska te siringi¢na kiselina. Nadalje, strujni vrh
na visSim potencijalima moze upudivati na prisutnost salicilne kiseline koja takoder oksidira
pri viSim potencijalima (Simi¢ i sur., 2007). List i stabljika s lokaliteta Baci¢ kuk te svi biljni
organi vrste M. croatica s lokaliteta Bojinac, cvat i stabljika vrste M. petraea s lokaliteta
Dinara te list vrste R. intermedia s lokaliteta Bojinac pokazuju prvi strujni vrh na
potencijalima nizim od 400 mV Sto ukazuje na prisutnost spojeva s niskim formalnim
potencijalom. Anodni strujni vrh na tim potencijalima bez pripadajuceg katodnog pika
primijeéen je i u biljci Filipendula ulmaria (L.) Maxim. u 80% metanolu i povezan je s visokim
udjelom flavonoida, tokoferola i vitamina C u toj biljci (Barros i sur., 2011). U radu Zhang i
sur. (2011) istrazivanja na Ccistim flavonoidima pokazuju da flavonoidi imaju dva ili tri
karakteristicna anodna strujna vala koji ovise o broju hidroksilnih grupa koje se oksidiraju.
Flavanoli su u istom radu pokazali nize anodne potencijale prvog strujnog vrha od ostalih
flavonoida te su svi ispitani flavonoidi pokazali prvi anodni strujni vrh na potencijalima ispod
600 mV. Svi nasi uzorci pokazuju strujni vrh na potencijalima ispod 600 mV Sto ukazuje na
prisutnost flavonoida. Ovakav oblik voltamograma je u skladu i sa spektrofotometrijskim
mjerenjima gdje je biljna vrsta R. intermedia pokazala visoki sadrzaj flavonoida, posebice
flavonola. Qvisno o sastavu analiziranih ekstrakata reakcije na elektrodi mogu biti
ireverzibilne (Barros i sur., 2011), Sto je slucaj i kod nekih uzoraka ispitanih u ovom radu. Na
reverzibilnost/ireverzibilnost reakcije moze utjecati i otapalo u kojem je mjerenje obavljeno
pa su tako Roy i sur. (2011) u vodenim ekstraktima kore indijske biljke Dalbergia sissoo Roxb.

primijetili reverzibilnu reakciju, dok je u metanolnim ekstraktima reakcija bila ireverzibilna.

Antioksidacijska aktivnost se ciklickom voltametrijom odreduje na nacin da se
integrira povrsina ispod anodnog strujnog vrha u krivulji | vs. E te usporeduje s povrsinom za
odabrani standard. U ovom radu je upotrijebljen Trolox kao standard te su rezultati izrazeni
u ekvivalentima Trolox-a po gramu suhe mase. Mjerenjem antioksidacijske aktivnosti ovom
metodom listovi vrste T. arduini pokazali su visoke vrijednosti, no visoka antioksidacijska
aktivnost u usporedbi s drugim uzorcima odredena je i u listu i cvatu vrste M. croatica s
lokaliteta Baci¢ kuk te cvatu s lokaliteta Bojinac. Navedeni uzorci vrste M. croatica pokazuju
strujne vrhove na niZzim potencijalima sto je u skladu s ocekivanjima da ée uzorci koji sadrze
komponente s nizim oksidacijskim potencijalom imati viSu antioksidacijsku aktivnost (Barros i

sur., 2011).
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4.3.5. Antioksidacijski indeks

Antioksidacijski indeks (AOI) uzima u obzir rezultate mjerenja antioksidacijske
aktivnosti za sve Cetiri metode te nam na taj nacin omogucuje lakSu usporedbu dobivenih
podataka. U izracunu antioksidacijskog indeksa, rezultati svih metoda imaju jednaku tezinu.
Prema literaturnim podacima ovaj je parametar do sada koriSten za usporedbu
antioksidacijske aktivnosti mjerene razli¢itim metodama u napicima, ¢ajevima i sl. (Seeram i

sur., 2008; Piljac-Zegarac i sur., 2010; Samec i sur., 2010).

Medu ispitanim uzorcima u ovom radu najvisi je antioksidacijski indeks pokazao list
vrste T. arduini s lokaliteta Ucka (95) koji je imao najviSu aktivnost mjerenu FRAP i DPPH
metodom, a slijedi ga list vrste T. arduini s lokaliteta Vaganac (antioksidacijski indeks 92) koji
je pokazao najviSu aktivhost mjerenu ABTS metodom. Ovi su rezultati u skladu s nasom
prethodnom studijom (Samec i sur., 2010) na vodenim ekstraktima vrste T. arduini gdje je
uzorak lista s lokaliteta Uc¢ka pokazao najvisi antioksidacijski indeks. Medu uzorcima vrste M.
petrae najvisi je AOI pokazao list s lokaliteta Orebi¢ (45) iako je i list lokaliteta Dinara imao
veoma sli¢nu vrijednost (43). Kod vrste M. croatica najvisi AOl ima list s lokaliteta Baci¢ kuk

(64), a kod vrste R. intermedia list s lokaliteta Dundovi¢ podi (52).

Antioksidacijski indeks nam omogucuje i medusobno usporedivanje biljaka istrazenih
u ovom radu bez posebnog naglaska na jednu metodu. Najjacu antioksidacijsku aktivnost
pokazuju uzorci lista vrste T. arduni koji svi pokazuju AOI visi od 60. Od ostalih uzoraka jedino
jos list vrste M. croatica s lokaliteta Baci¢ kuk ima AOI visi od 60. Tri uzorka koja pokazuju
najnizi AOI su cvatovi vrste T. arduini s lokaliteta Su$anj i Vaganac te kora vrste R. intermedia
s lokaliteta Bojinac. Ostali uzorci pokazuju umjerenu antioksidacijsku aktivnost s

vrijednostima AOI u rasponu od 20 do 60.
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4.4. KEMOMETRISKE ANALIZE

4.4.1. Korelacije

Korelacija je statisticki postupak za izraCunavanje povezanosti dviju varijabli.
Vrijednost korelacije brojc¢ano se iskazuje koeficijentom korelacije, najcesée Pearsonovim ili
Spearmanovim, dok se znacajnost koeficijenta iskazuje vrijednoS¢éu P. Koeficijent korelacije
pokazuje u kojoj su mjeri promjene vrijednosti jedne varijable povezane s promjenama
vrijednosti druge varijable. Predznak koeficijenta korelacije (+ ili =) govori nam o smjeru
povezanosti (Udovi¢i¢ i sur., 2007). Cesto autori u radovima govore samo o korelaciji i

koeficijentu, te je tesko razluditi o kojem se koeficijentu radi.

Kako bi se odredio odnos (korelacija) izmedu pojedinih rezultiraju¢ih varijabli u ovom
radu, izracunati je Pearsonov koeficijent, znacajnost koeficijenta te koeficijent determinacije
(jac¢ina povezanosti). Vecéina uzoraka pokazala je znacajnu korelaciju s Pearsonovim
koeficijentom visim od 0,503. Ukupni proantocijanidini i fenolne kiseline ne pokazuju
znacajnu korelaciju s antioksidativnim metodama ni sa spektrofotometrijski odredenim
metabolitima S$to upudéuje na Ccinjenicu da ovi spojevi manje utjeu na sveukupnu
antioksidacijsku aktivnost uzoraka. Spektrofotometrijski odredeni ukupni fenoli, flavonoidi,
flavanoli te hidroksicimetne kiseline pokazuju najviSsu korelaciju s antioksidacijskim
vrijednostima odredenim DPPH metodom dok je korelacija s rezultatima FRAP i ABTS
metoda niza. lako DPPH i ABTS metode imaju slican mehanizam djelovanja (gasenje
slobodnih radikala) one pokazuju razli¢iti trend. Tako na primjer kod vrste T. arduini imamo
viSe apsolutne vrijednosti u Trolox ekvivalentima izmjerene DPPH metodom dok ostale tri
biljke pokazuju viSe vrijednosti izmjerene ABTS metodom. Svaka od polifenolnih
komponenata ima drugaciju kinetiku reakcije te je ponekad veoma tesko odrediti krajnju
tocku reakcije kolorimetrijskih metoda za odredivanje antioksidacijske aktivnosti (Ozgen i
sur., 2006). Kada se radi o biljnim ekstraktima nekada bi trebalo reakciju produziti i na
nekoliko sati no kako ne znamo tocan sastav nasih ekstrakata veoma je tesko predvidjeti
kinetiku reakcije. Takoder, mogucéa je interferencija nekih komponenata prisutnih u
ekstraktu zbog Cega se dobiveni rezultati mogu razlikovati. Nasi rezultati joS jednom

potvrduju vec¢ ustanovljenu Cinjenicu (Awika i sur., 2003; Ozgen i sur., 2006; Thaipong i sur.,
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2006) da je za tocno odredivanje antioksidacijske aktivnosti nekog biljnog ekstrakta

potrebno primijeniti najmanje dvije metode paralelno.

Rezultati u ovom radu pokazuju niZe korelacije izmedu sadrzaja polifenola odredenih
spektrofotometrijskom metodom i antioksidacijske aktivnosti odredene ABTS i FRAP
metodama Sto je suprotno od rezultata Ozgen i sur., (2006), Thaipong i sur. (2006) te Piljac-
Zegarac i sur. (2010) koji su utvrdili veoma visoke korelacije izmedu istih metoda. U radu
Piljac-Zegarac i sur. (2009) korelacija izmedu rezultata DPPH metode i ciklitke voltametrije
iznosi 0,62 Sto odgovara nasSoj vrijednosti za Pearsonov koeficijent izracunat za DPPH i
ciklicku voltametriju. Takoder, u nasem radu ciklicka voltametrija ne pokazuje znacajnu
korelaciju s FRAP metodom dok je ona sa DPPH i ABTS metodom nesto visa. Kod mjerenja
antioksidacijske aktivnosti ciklickom voltametrijom za integriranje povrSine ispod krivulje
mogu se koristiti razli¢iti potencijali kao konacna tocka. U radu Zhang i sur. (2011) ispitana je
korelacija izmedu antioksidacijske aktivnosti ciklickom voltametrijom i one dobivene
mjerenjem ukupnih fenola FRAP, DPPH i ABTS metodama u ovisnosti o potencijalu koji se
koristi za izraCunavanje povrsine ispod krivulje Q. Kada je za izraCunavanje antioksidacijske
aktivnosti koriStena povrsina ispod voltamograma do potencijala 500 mV (Qsgo) za sve je
metode korelacija rasla s porastom potencijala. Kada su koristeni potencijali iznad 500 mV
korelacija je pocela padati za DPPH i FRAP metodu dok je za ABTS metodu ostala ista. Ti su
rezultati u skladu s podacima dobivenim u ovom radu gdje je za izracunavanje
antioksidacijske aktivnosti ciklickom voltametrijom koriStena vrijednost Qgoo (potencijal od
900 mV) te dobivena visa korelacija izmedu CV i ABTS metode nego izmedu CV i DPPH i FRAP
metode. Prema tim podacima ukupna antioksidacijska aktivnost ukoliko se mjeri ovdje
spomenutim metodama nije uvjetovana brojem hidroksilnih grupa u nekom spoju vec
njihovim polozajem unutar molekule te su najéeSée odraz redukcijskog potencijala samo

grupe s najnizim potencijalom (Zhang i sur. 2011).

Kada gledamo korelacije s obzirom na svaku biljku posebno situacija je nesto
drugacija te ovisi o biljnoj vrsti. Kod vrste T. arduini Cetiri metode koriStene za mjerenje
antioksidacijske aktivnosti nisu pokazivale medusobno znacajne korelacije, a jedino je FRAP
metoda pokazala znacajne korelacije sa spektrofotometrijski mjerenim sekundarnim
metabolitima (osim proantocijanidina). Takoder, kod vrste R. intermedia nisu nadene

znacajne korelacije izmedu antioksidacijskih metoda osim izmedu DPPH i FRAP metode.
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Navedeni rezultati svakako joS jednom potvrduju da je za mjerenje antioksidacijske
aktivnosti potrebno koristiti viSe metoda paralelno kako bi se dobili tocniji i potpuniji
rezultati jer Cesto njihovi rezultati imaju drugaciji trend, a to je vidljivo iz nedostatka

znacajne korelacije izmedu rezultata dobivenih razli¢itim metodama.

4.4.2. Hijerarhijska klaster analiza

Vise varijabli koje su medusobno povezane mozemo istovremeno analizirati
multivarijatnim ili multidimenzionalnim analitickim postupcima. U fitokemijskim se
istrazivanjima cesto koriste ovakve analize kako bi se kvalificirali uzorci ali i odredio odnos
varijabli npr. antioksidacijskih aktivnosti ispitivanih biljnih ekstrakata (Wong i sur., 2006b;
Hossain i sur., 2011;, Patras i sur., 2011). Takoder, koriste se i u istrazivanju razlicitih
fizioloskih procesa u biljkama (Souza i sur., 2003; Ramel i sur., 2009; Salopek-Sondi i sur.,

2013) te u kemotaksonomiji (Kremer i sur., 2011).

Dendrogram dobiven klaster analizom prikazan je na Slici 30. Vrste M. croatica, R.
intermedia te M. petraea grupirane su u zajednicke podgrupe S$to ukazuje da je sastav
njihovih fitokemikalija karakteristiCan za pojedinu vrstu te da se razlikuje u ovisnosti o
pojedinom dijelu biljke. Jedino se svi analizirani uzorci vrste T. arduini nisu grupirali zajedno.
Zajedno su grupirani svi listovi i cvatovi s lokaliteta Vosac, Sveti Jure i Susanj u gornjem dijelu
slike. Sve stabljike su u sredini slike grupirane zajedno, dok su cvatovi s lokaliteta Vaganac,
Suganj i U¢ka pri dnu slike zbog niskog udjela polifenolnih spojeva te niske antioksidacijske
aktivnosti. Prema ovdje predstavljenim rezultatima istraZivani sadrzaj polifenolnih spojeva te
njihova antioksidacijska aktivnost mogu posluziti u kemotaksonomske svrhe, odnosno
svrstavanje pojedinih biljnih vrsta u grupe s obzirom na sastav polifenolnih komponenata.

Razina polifenola karakteristicna je za pojedinu vrstu.

Kako bismo odredili relaciju izmedu genetske slicnosti dobivene RAPD analizama i
slicnosti dobivene analizom sekundarnih metabolita, za svaki je lokalitet izracunataukupna
koli¢ina sekundarnih metabolita u cijeloj biljci (zbroj pojedinih dijelova). Prema genetskoj
slicnosti i Diceo-vom koeficijentu generiraju se dvije glavne grupe: u prvoj su biljke s
lokaliteta Ucka, Sveti Jure i Vosac s izdvojenim VoScem, a u drugoj su Snijeznica, Vaganac i
Su$anj (Slika 21). Kod dendrograma izradenog na temelju podataka za polifenolne

metabolite i antioksidacijsku aktivnost u jednoj su grupi Vosac, Snijeznica i Sveti Jure gdje je

132



Sveti Jure izdvojen, a u drugoj Ucka, Susanj i Vaganac (Slika 31). Na temelju analiza
sekundarnih metabolita uzorci su grupirani na temelju geografske Sirine rasta Sto upucuje na
¢injenicu da na sintezu polifenolnih komponenata znacajnije utjece lokalitet rasta, odnosno
vanjski faktori nego genetski faktori. U prijasnjim radovima koji obuhvadaju genetske studije
drugih vrsta iz roda Teucrium i sintezu eteri¢nih ulja utvrdeno je da njihova razina i sastav
eteri¢nih ulja viSe ovisi o genetskim faktorima nego o okolisSnim ¢imbenicima (Djabou i sur.,

2011; Djaboui sur., 2012a; Djabou i sur., 2012b).

4.4.3. Analiza glavnih komponenata (PCA analiza)

PCA (engl. Principal component analysis) je multivarijantna statisticka metoda koja
omogucuje vizualizaciju korelacije izmedu analiziranih podataka, u ovom slucaju razli¢itih
dijelova vrsta T. arduini, M.petraea, M. croatica i R. intermedia s razliitih lokaliteta i
spektrofotometrijski odredenih grupa polifenola (ukupni fenoli, flavonoidi, proantocijanidini,
ukupne hidroksicimetne kiseline te ukupni flavanoli), fenolnih kiselina odredenih UPLC-
MS/MS metodom (ukupne kao zbroj svih identificiranih) te antioksidacijskih aktivnosti
odredenih uz pomo¢ Cetiri metode (DPPH, ABTS, FRAP i ciklickom voltametrijom). Izraunat
je Pearsonov koeficijent koji je prikazan u Tablicama 22 a-d te su na osnovu njega prikazane

slike 32 a-d za svaku pojedinu ispitivanu biljnu vrstu.

Ovisno o korelaciji izmedu ispitivanih varijabli one su smjestene blize ili udaljenije
unutar orijentacijskog dijagrama. S obzirom na njih razmjesteni su i ispitivani uzorci. Pa tako
na Slici 32a za biljnu vrstu T. arduini imamo sve uzorke listova na desnoj strani zbog visokih
vrijednosti polifenolnih grupa i antioksidacijske aktivnosti. Takoder, primije¢eno je da su
analizirani uzorci listova s lokaliteta U¢ka, Vaganac i Susanj smjesteni blize nego uzorci listova
s lokaliteta VoSac, Sveti Jure i Snijeznica Sto odgovara vec prije spomenutom trendu da
sjeverniji lokaliteti pokazuju viSe vrijednosti polifenola i antioksidacijsku aktivnost. Kod vrsta
M. croatica i M. petraea imamo jasno odijeljene uzorke stabljika na lijevoj strani dok su
cvatovi i listovi na desnoj strani. Kod vrste R. intermedia sliku mozemo analizirati s obzirom
na dio biljke gdje na desnoj strani imamo listove, a na lijevoj kore. Takoder, ovdje se uzorci s
lokaliteta Dundovié¢ podi nalaze u gornjem dijelu slike, dok su oni s lokaliteta Bojinac u

daljnjem dijelu.
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4.5. DJELOVANJE EKSTRAKATA NA RAZINI MAKROMOLEKULA

Antioksidacijske aktivnosti polifenolnih spojeva odredene in vitro testovima (poput
DPPH, FRAP, ABTS ili ORAC) mogu upudivati, iako nisu garancija, na njihovo pozitivho
djelovanje na razini makromolekula ili stanica. Stoga je slijedeéi korak u ispitivanjima
djelovanja biljnih ekstrakata ili izoliranih spojeva istrazivanje na razini makromolekula (DNA,

proteina i lipida).

4.5.1. Zastitna uloga ekstrakata na molekulu DNA

Do oksidacije DNA molekula moze doc¢i uslijed djelovanja reaktivnih kisikovih spojeva
ili uslijed djelovanja ksenobiotika. Stanice posjeduju efikasne mehanizme popravka DNA, no
ostecenja nastala oksidacijom ostaju tijekom replikacije te u konacnici mogu izazvati
mutacije (Choi i sur., 2002). Jedan od cesto koristenih biotestova u literaturi je uporaba
plazmida $X174 RF1 DNA (Keum i sur., 2000). Test se zasniva na cinjenici da je plazmid
nakon elektroforetske analize u agaroznom gelu vidljiv u dvije forme: brze migrirajuc¢a vrpca
odgovara viSestrukozavijenoj formi ukoliko nije dosSlo do ostecenja, dok sporije migrirajuca
vrpca odgovara otvorenoj formi plazmida koja se javlja kao posljedica osteéenja. Uz
sinergisticko djelovanje H,0, i UV zraenja dolazi do oste¢enja DNA i do otvaranja plazmida
Sto se na gelu agaroze detektira kao sporije migriraju¢a otvorena forma plazmida. U
prisutnosti svih nasih ekstrakta u koncentracijama 1-1000 pg/mL, DNA zadrZava nativnu
formu zbog sposobnosti ekstrakata da zastite molekulu DNA od osteéenja. Zastitno
djelovanje ekstrakta od osteéenja izazvanog djelovanjem ultraljubi¢astog zracenja povezuje
se s prisutstvom polifenolnih komponenata, posebice flavonoida koji i u biljci imaju poznatu
ulogu u zastiti od ultraljubi¢astog zracenja (Jaganath i Crozier, 2010). Ovo su prvi rezultati
vezani uz ispitivanje sposobnosti ekstrakata vrsta T. arduini, M. petraea, M. croatica i R.
intermedia da Stite molekulu DNA od ostecéenja. U literaturi tom je metodom pokazana
zaStitna uloga ekstrakata razlicitih ljekovitih biljaka od oksidacije DNA (Keum i sur., 2000;
Choi i sur., 2002; Kumar i sur., 2011).
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4.5.2. Zastitna uloga biljnih ekstrakata od oksidacije proteina

Bocni proteinski lanci, posebice oni koji sadrze triptofan, histidin i cistein posebno su
osjetljivi na fragmentaciju izazvanu djelovanjem slobodnih radikala koja moze izazvati
inaktivaciju enzima i receptora Sto rezultira neprovratnim oStecenjem stanice (Stadtman,
2001; Levine i Stadtman, 2001). Prisutnost karbonilnih grupa predstavlja prvi stupanj u
oksidaciji proteina te se metoda mjerenja nastalih karbonila Cesto koristi za ispitivanje
ostecenja proteina izazvanih oksidacijom. RazliCite redoks reakcije izazivaju nastajanje
karbonilnih grupa, a broj karbonilnih grupa znacajno povecava oksidacija izazvana metalima

kao $to su Fe?" i Cu®* (Mayo i sur., 2003).

Zastitno djelovanje od oksidacije proteina mjereno je na dva nacina,
spektrofotometrijskim mjerenjem koli¢éine nastalih karbonila te elektroforezom u
denaturirajuéim uvjetima (SDS-PAGE). Za spektrofotometrijsko mjerenje oksidacija je
izazvana grijanjem proteina BSA uz prisutnost Fe**, askorbinske kiseline te vodikova
peroksida. U svim je uzorcima dosSlo do oksidacije proteina Sto je vidljivo iz porasta
apsorbancije za slijepu probu u odnosu na kontrolu. Znacajnu zastitnu ulogu od oksidacije
pokazao je standard BHT no ta zastita nije bila ovisna o koncentraciji. BHT inhibira oksidaciju
u odnosu na kontrolu za oko 40 % Sto je u skladu s rezultatima autora Emen i sur. (2009).
Ekstrakt vrste M. petraea nije pokazao nikakav efekt na oksidaciju proteina, dok je ekstrakt
vrste M. croatica pri koncentracijama 10 i 25 ug/mL imao antioksidativnho djelovanje
usporedivo s djelovanjem BHT-a, a kod koncentracija visih od 50 pg/mL prooksidativho
djelovanje. Takoder, kod vrsta T. arduini i R. intermedia pokazano je znacajno prooksidativno
djelovanje koje se linearno povecavalo s koncentracijom. Ta su dva ekstrakta pokazala i
najvisu antioksidacijsku aktivnost te se nasi rezultati slazu s rezultatima Dorman i Hiltunen
(2011) koji su takoder objavili da biljni ekstrakti koji imaju jaku antioksidacijsku aktivnost u in
vitro testovima i zaStitnu ulogu npr. od lipidne peroksidacije, pokazuju prooksidativno
djelovanje na proteine. U spomenutom su istrazivanju prooksidativno djelovanje pokazale
galna kiselina i piknogenol od cCistih komponenata te ekstrakti borovice (Juniperus communis
L.), bosiljka (Ocimum basilicum L.), kima (Carum carvi L.) i lovora (Laurus nobilis L.). Cinjenica
da neki polifenoli, iako Stite lipide od oksidacije mogu imati prooksidativno djelovanje na
proteine vec je poznata u literaturi (Laughton i sur., 1989; Aruoma et al., 1990; Aruoma i

sur., 1992).
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Takoder, zastitna uloga od oksidacije proteina nastala djelovanjem iona Cu?** pracena
je i metodom SDS-PAGE. Nakon 30 min dosSlo je do oStecenja Sto je bilo vidljivo kao
nedostatak proteinske vrspce od 66kDa koja je prisutna u kontrolnom uzorku. Zastitnu ulogu
imao je ekstrakt vrste T. arduini kod najvise koncentracije. Istu metodu koristili su Mayo i
sur. (2003) za ispitivanje zastitne uloge razlic¢itih komercijalno dostupnih antioksidansa.
Askorbinska kiselina i Trolox pokazali su zastitnu ulogu kod visih koncentracija, dok je GSH
pokazivao zastitnu ulogu samo kod koncentracija nizih od 0,1 mM. Ispitano je i djelovanje

polifenola reservatrola koji takoder nije pokazivao zastitnu ulogu.

4.5.3. Zastitna uloga biljnih ekstrakata od lipidne peroksidacije

Lipidna peroksidacija igra vaznu ulogu u izazivanju oksidativnog stresa, a nusprodukti
lipidne peroksidacije mogu ometati normalne biokemijske procese (Box i Maccubbin, 1997).
Stupanj lipidne peroksidacije moze se reducirati u prisutnosti antioksidansa. U ovom radu
ispitana je potencijalna inhibicija lipidne peroksidacije u prisutstvo ekstrakata vrsta T.
arduini, M. petraea, R. intermedia i M. croatica te dvaju standarda BHT i Trolox-a kao
pozitivne kontrole. Komercijalni antioksidans BHT je pokazao neSto viSi postotak inhibicije
(73%) od Troloxa (66%). Ekstrakti sve Cetiri biljne vrste su pokazali zna¢ajnu inhibiciju lipidne
peroksidacije. NeSto viSi postotak inhibicije su pokazale vrste T. arduini i R. intermedia. lako
je ovo prvo istrazivanje na ove dvije vrste ekstrakti ostalih vrsta rodova Teucrium (Kadifkova
Panovska i sur., 2005; Hasani i sur., 2007) i Rhamnus (Ammar i sur., 2009; Moreira i sur.,
2013) u literaturi su ve¢ poznati kao ekstrakti sa sposobnoscu inhibicije lipidne peroksidacije.
Za biljnu vrstu M. croatica inhibicija lipidne peroksidacije iznosi 59% Sto je jednako
vrijednosti izmjerenoj za ekstrakt vrste Micromeria fruticosa ssp serpyllifolia (Gulluce i sur.,
2004). Nadalje, ekstrakti biljaka ispitani u ovom radu pokazali su inhibiciju lipidne
peroksidacije usporedivu s onom detektiranom kod pakistanske ljekovite biljke Artemisia
incisa Pamp. (Rehman i sur., 2011) te metanolnog ekstrakta sjemenki grozda (Jayaprakasha i

sur., 2001).
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4.6. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST

U ovom radu po prvi je puta ispitano potencijalno antimikrobno djelovanje
metanolnih ekstrakta vrsta T. arduini, M. petraea, M. croatica i R. intermedia. U prethodnim
su studijama vodeni infuzi vrste T. arduini s lokaliteta Ucka pokazali antimikrobnu aktivnost
prema Bacillus subtilis i Staphylococus aureus (Samec i sur., 2010), dok vodeni infuzi vrste
M. petraea, nije pokazala antimikrobno djelovanje (Zovko-Koncié i sur., 2010) Sto je u skladu

s nasim rezultatima na metanolnim ekstraktima te vrste.

Prema literaturnim podacima etericna ulja vrsta iz roda Micromeria imaju
antimikrobnu aktivnost (Marinkovi¢ i sur., 2003). Gulluce i sur. (2004) ispitali su
antimikrobnu aktivnost eteri¢nih ulja i metanolnih ekstrakata vrste Micromeria fruticosa s
podrucja Turske. Pokazali su da eteri¢na ulja pokazuju antimikrobnu aktivnost dok metanolni
ekstrakti ne. Ti su rezultati u skladu s nasim rezultatima gdje takoder metanolni ekstrakt
vrste M. croatica ne pokazuju antimikrobno djelovanje. Razlog $to u metanolnim ekstraktima
nije pronadena antimikrobna aktivnost, a u eteri¢nim uljima jest vjerojatno lezi u ¢injenici da
su kod te vrste za antimikrobnu aktivnost odgovorni lipofilni sekundarni metaboliti koji su

prisutni u eteri¢nim uljima, ali ne i u metanolnom ekstraktu.
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4.7. STANICNI TESTOVI

Djelovanje ekstrakata vrsta T. arduini, M. petraea, R. intermedia i M. croatica ispitano
je na razini stanica tj. na stani¢noj liniji karcinoma grkljana HEp2. Znacajan utjecaj na
prezivljavanje stanica nakon 24h tretmana imali su ekstrakti vrste T. arduini koncentracije 50
i 100 pg/mL dok ekstrakti ostalih biljnih vrsta nisu pokazivali djelovanje. Citotoksi¢ni efekt
metanolnog ekstrakata vrste T. arduini prethodno je dokazana prema stanicama karcinoma

crijeva HCT-116 (Stankovic i sur., 2011).

Ovdje ispitivani uzorci pokazali su relativno visoku antioksidacijsku aktivnost u in vitro
testovima. Antioksidacijska aktivhost nekog spoja najéeSée se povezuje s njegovom
sposobnosc¢u da neutralizira slobodne radikale, posebno da reducira nastajanje slobodnih
kisikovih spojeva (ROS). Stoga je mjerena koli¢ina ROS-eva u stanicama nakon 24h tretmana
s razli¢itim koncentracijama ispitivanih ekstrakata. Ekstrakti vrsta M. petraea, M. croatica i R.
intermedia nisu pokazivale nikakav znacajan utjecaj na koli¢inu ROS-eva, dok je ekstrakt vrste
T. arduini pri koncentracijama 50 i 100 pg/mL uzrokovao povecanje koli¢ine ROS-eva u
tretiranim stanicama u odnosu na kontrolu. Navedeni biljni ekstrakt pokazao je najvisi udio
polifenolnih komponenata, a polifenoli u vodenom mediju mogu autioksidirati tvoredi
visokoreaktive OH® radikale te tako mogu djelovati kao supstrat za peroksidaze ili druge
metaloenzime stvarajudi razlic¢ite prooksidante (Sergediene i sur., 1999). Rezultati mjerenja
ROS-eva u prisutnosti ekstrakta vrste T. arduini u skladu su s rezultatima karbonilacije
proteina uz isti ekstrakt koji je pokazao prooksidativno djelovanje u koncentracijama visSima
od 25 pg/mL. Nadalje, stanice su prije dodavanja ekstrakta tretirane vodikovim peroksidom.
Nakon 24h doslo je do poviSenja kolicine ROS-eva kod ekstrakata vrste T. arduini pri
koncentracijama 50 i 100 pg/mL. Takoder, zapazZen je trend da je u stanicama tretiranim
viSom koncentracijom (100 pg/mL), s obzirom na broj Zivih stanica, izmjerena manja koli¢ina
ROS-eva nego kod nize koncentracije. Slican trend poznat je kod ekstrakata lista maline
(Rubus idaeus L.) gdje je pokazano da viSe koncentracije induciraju nastajanje ROS-eva
(Durgo i sur., 2011). Prema autorima Sergediene i sur. (1999) citotoksi¢no djelovanje biljnog

ekstrakta T. arduini vierojatno je povezano s prooksidativnim djelovanjem polifenola.
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5. ZAKLJUCCI



° Endemicne vrste Teucrium arduini, Moltkia petraea, Micromeria croatica i Rhamnus
intermedia po prvi puta su detaljno okarakterizirane s obzirom na sastav fitokemikalija u

razli¢itim biljnim organima i s obzirom na razli¢ite lokalitete rasta.

° Sastav i koli¢ina polifenolnih spojeva znacajno se razlikovala u svim istrazenim
vrstama s obzirom na razliCite biljne organe. Za vrste T. arduini i R. intermedia izmjerena je
znacajno visa koncentracija ukupnih fenola, flavonoida, flavanola te hidroksicimetnih kiselina
u listovima s obzirom na ostale biljne organe. Kod vrsta M. petraea i M. croatica razlike u

cvatu i listu nisu bile toliko izrazene.

° Najvise koncentracije ukupnih fenola, flavonoida, flavanola te hidroksicimetnih

kiselina izmjerene su listu vrste T. arduini s lokaliteta Ucka.

° Ukupno najviSe pojedinacnih fenolnih kiselina izmjereno je u biljnoj vrsti M. petraea u
¢ijim je cvatovima izmjerena visoka koncentracije kava kiseline (lokalitet Orebié: 158,92+7,35

ug/g sm; Dinara: 94,78+0,04 pg/g sm).

° Listovi vrste R. intermedia s oba lokaliteta sadrze visoke (>150 pg/g sm) koncentracije
protokatehinske kiseline, dok oni sa lokaliteta Bojinac sadrze i visoke koncentracije

vanilinske (276,61+13,33 ug/g sm) i klorogenske (124,28+6,67 ug/g sm) kiseline.

° Dokazana je pozitivna korelacija izmedu sadrzaja polifenolnih spojeva i

antioksidacijske aktivnosti.

° Hijerarhijska klaster analiza pokazuje grupiranje uzoraka s obzirom na vrstu i biljni
organ Sto upucéuje na zakljuéak da je razina polifenolnih komponenata vrsno i tkivno

specifi¢na.

° Analiza glavnih komponenata (PCA) za svaku biljnu vrstu pokazuje znacajne razlike u

rezultirajuéim varijablama s obzirom na biljni organ i lokalitet.

° Nije pronedena korelacija izmedu sastava fitokemikalija i genetske varijabilnosti za
vrstu T. arduini. Nakupljanje polifenolnih grupa vise ovisi o geografskoj Sirini te nadmorskoj
visini lokaliteta rasta biljaka. Primjecen je trend da biljke sa sjevernijih lokaliteta nakupljaju

vise koncentracije polifenolnih spojeva.
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° Najvisi antioksidacijski indeks (ACI) za vrstu T. arduini pokazuje ekstrakt lista biljaka s
lokaliteta Ucka, za vrstu M. croatica ekstrakt lista biljaka s lokaliteta Baci¢ kuk, za vrstu M.
petraea ekstrakt lista s lokaliteta Orebic te za vrstu R. intermedia list s lokaliteta Dundovic¢
podi. Navedeni ekstrakti ukljuceni su u daljnje testove ispitivanja zastitne uloge na razini

makromolekula te stani¢ne testove.

° Svi istrazeni ekstrakti pokazali su zastitnu ulogu na razini DNA molekule te sposobnost

inhibicije lipidne peroksidacije.

° Ekstrakt vrste M. croatica pokazao je zastitnu ulogu od oSteéenja govedeg albumina
kod nizih koncentracija, dok je kod viSih koncentracija imao prooksidativho djelovanje.
Ekstrakti vrsta R. intermedia i T. arduini pokazuju prooksidativno djelovanje kod

koncentracija visih od 25 pg/mL, dok ekstrakt vrste M. petraea nije imao ucinka pri oksidaciji

proteina.
° Testirani ekstrakti nisu pokazali antimikrobno djelovanje.
° Ekstrakt vrste T. arduini kod koncentracija od 50 i 100 pg/mL pokazuje citotoksi¢nu

aktivnost na stanice karcinoma grkljana HEp2. Isti ekstrakti pokazuju i prooksidativno

djelovanje.
° Medu ispitanim biljnim vrstama isti¢e se T. arduini kao vrsta s najboljim bioloSkim
uCinkom i visokim sadrzajem polifenolnih komponenata koji znacajno doprinose

antioksidacijskoj aktivnosti.
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7. SAZETAK



Sekundarni biljni metaboliti, poznati i pod nazivom biljne bioaktivnhe molekule ili
fitokemikalije imaju vazne uloge u molekularnoj regulaciji razvitka i prilagodbe biljaka na
okolisne ¢imbenike. Zbog svoje specificne kemijske strukture pokazuju i pozitivha djelovanja
na zdravlje ljudi medu kojima je najvaznije njihovo antioksidacijsko djelovanje. Najveca
skupina sekundarnih biljnih metabolita sa dokazanim pozitivnim ucincima na ljudsko zdravlje

su polifenolne komponente.

Prema podacima Drzavnog zavoda za zastitu prirode na podrucju Hrvatske ima oko
523 endemicne vrste, od kojih se neke koriste u tradicionalnoj medicini. U vedi tih biljaka
slabo je istrazen sastav fitokemikalija i bioloska aktivnost. U ovom radu polifenolne
komponente odredene su spektrofotometrijskim metodama te UPLC-MS/MS metodom u
Cetiri endemicne vrste Teucrium arduini L. (Lamiaceae), Moltkia petraea (Tratt.) Griseb.,
Micromeria croatica (Pers.) Schott i Rhamnus intermedia Steud. et Hochst. Posebno je
istrazeno nakupljanje polifenolnih komonenata s obzirom na razli¢ite biljne organe i razlicite
lokalitete rasta. Kako bi se utvrdila ovisnost nakupljanja polifenolnih komponenata o
genetskim i okoliSnim faktorima uspjesno je analizirana genetska varijabilnost RAPD
markerima u biljnim vrstama T. arduini i R. intermedia dok je kod vrsta M. croatica i M.
petraea bilo nemogude izvesti uspjeSne analize zbog potencijalnog vezanja nepoznatih
komponenti na DNA molkeulu. Antioksidacijska aktivnost u svim uzorcima ispitana je uz
pomo¢ tri spektrofotometrijske metode (DPPH, ABTS, FRAP) te metodom ciklicke
voltametrije. Kako bi se odredio odnos izmedu ispitivanih varijabli koristena je
multivarijantna statisticka analiza (PCA i HCA). U svrhu odredivanja uzorka s najja¢im
antioksidacijskim djelovanjem izra¢unati su i antioksidacijski indeksi za svaku vrstu koji
objedinjuje rezultate dobivene uz pomoc¢ sve Cetiri metode. Detaljno su diskutirani navedeni

parametri i njihovi medusobni odnosi.

Najvisi antioksidacijski indeks medu ispitivanim uzorcima pokazao je uzorak lista
vrste T. arduini s lokaliteta Ucka, a u navedenoj je biljnoj vrsti primjeéeno znacajno vise
nakupljanje polifenolnih komponenata u listu u odnosu na cvat i stabljiku. Kod te vrste nema
pozitivne korelacije izmedu nakupljanja sekundarnih metabolita i genetske varijabilnosti veé
nakupljanje znacajnije ovisi o geografskoj Sirini i nadmorskoj visini lokaliteta rasta. Sjeverniji

lokaliteti pokazali su vise razine polifenolnih spojeva. Kod vrsta M. croatica i M. petraea list i
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cvat nakupljaju priblizno jednake koli¢ine polifenola. Medu ispitivanim biljnim vrstama M.
petraea sadrzi najvise fenolnih kiselina u slobodnoj formi, dok ih je u vrsti M. croatica
najmanje. U listovima vrste R. intermedia izmjerene su visoke koncentracije vanilinske i
klorogenske kiseline dok je M. petraea bogata kava kiselinom. Uzorak koji je pokazao najvisi
antioksidacijski indeks za svaku ispitivanu biljnu vrstu testiran je na razini makromolekula,
odnosno testirano je potencijalno zastitno djelovanje bilnjih ekstrakata u izazvanoj oksidaciji
molekula DNA, lipida i proteina. Svi testirani uzorci pokazali su zastitno djelovanje na razini
DNA te sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije. Ekstrakt vrste M. petraea nije pokazao
djelovanje na razini proteina dok vrsta M. croatica kod niskih koncentracija sprijecava
oksidaciju. a kod viSih ima prooksidativnho djelovanje na proteine. Ekstrakti vrsta R.
intermedia i T. arduini kod viSih koncentracija pokazuju prooksidativno djelovanje na razini
proteina. Ekstrakt vrste T. arduini takoder pokazuje citotoksi¢nu aktivnost prema stanicama
karcinoma grkljana Hep2 Sto je povezano s njegovim prooksidativnim djelovanjem. Ni jedan

ispitivani metanolni ekstrakt nije pokazao antimikrobno djelovanje.
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8. SUMMARY



Plant secondary metabolites, also known as bioactive metabolites or
phytochemicals, play an important role in molecular regulation of development and in
adaptation of plants to unfavorable environmental conditions. One of the most abundant
groups of secondary metabolites are polyphenols. These compounds have proven health
benefits, mostly connected with their ability to act as antioxidants.

According to the Croatian State Institute for Nature Protection, Croatia harbors
523 endemic and subendemic plant species. Although scientific evidence of their biological
activity and phytochemical composition is limited, some of these species are extensively
used in traditional medicine. This study represents the first systematic analysis of
phytochemicals, biological properties and genetic variability of four endemic species:
Teucrium arduini L. (Lamiaceae), Moltkia petraea (Tratt.) Griseb., Micromeria croatica (Pers.)
Schott and Rhamnus intermedia Steud. et Hochst. All analyses were done with respect to
their growing regions in Croatia. Phytochemical analysis was performed using
spectrophotometric techniques and the UPLC-MS/MS system. Genetic variability was
determined using RAPD markers. Cyclic voltammetry and three spectrophotometric
methods (DPPH, FRAP, ABTS) were utilized to assess the antioxidant activity of plant
extracts. Multivariable statistical analyses (PCA, HCA) were used for determination of
correlations among samples and variables. Those extracts with high antioxidant composite
indices (ACI) were subjected to testing of protective effects on DNA, lipids and proteins. In
addition, antimicrobial, cytotoxic and antioxidant/prooxidant activities were evaluated in
human laryngeal carcinoma (HEp2) cell lines .

The highest antioxidant capacity and polyphenolic content were identified in leaf
extracts of T. arduini grown on Mt. Ucka. In this plant species, the leaves accumulated
significantly more polyphenol compounds than the flowers, while in M. croatica and M.
petraea the leaves and flowers exhibited equal levels of polyphenolic compounds. The
variation in polyphenolic compounds of T. arduini from different locations depended more
on environmental factors than genetic makeup showing that the plants grown in northern
regions accumulated more polyphenolic compounds. Among all four analyzed plant species,
M. petraea showed the highest content of phenolic acids measured by UPLC-MS/MS.
Especially high levels of caffeic acid, as well as high vanilic and chlorogenic acid contents,

were measured in R. intermedia. Extracts which exhibited high antioxidant composite indices
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was tested for their protective effects against DNA, lipid and protein damage. All tested
extracts showed protective effects against DNA and lipid damage. M. petraea had no effect
on protein damage while M. croatica showed protective effects at low concentrations and
pro-oxidant effects at higher concentrations. T. arduini and R. intermedia exhibited pro-
oxidant effects on proteins at higher concentrations.

Only the T. arduini extract applied at the highest concentration showed cytotoxic
and pro-oxidant effects in human laryngeal carcinoma (HEp2) cell lines. Analyzed extracts did

not show any antimicrobial activity.
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9. ZIVOTOPIS



Dunja Samec rodena je 15. listopada 1984. godine u Varazdinu. Nakon zavrienog
srednjosSkolskog obrazovanja u Prvoj gimnaziji u Varazdinu, 2003. godine upisuje
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet u Zagrebu. Tijekom studiranja bila je viSestruko
nagradivana za postignute uspijehe te je dobitnica Rektorove nagrade, Dekanove nagrade,
Drzavne stipendije A kategorije, Stipendije Biothnicke zaklade i sl. Izradila je dva diplomska
rada te 2008. godine paralelno diplomirala na dva smjera- prehrambeno inZenjerstvo i

nutricionizam.

Od 2009. godine radi kao znanstvena novakinja u Laboratoriju za kemijsku
biologiju, Zavoda za molekularnu biologiju Instituta Ruder Boskovi¢ u Zagrebu na projektu
"Molekularna regulacija biljnog razvitka" Cija je voditeljica dr. sc. Branka Salopek Sondi.
Samostalno je vodila tri projekta za doktorante, dva financirana od Hrvatske nacionalne
zaklade za znanost i jedan od Unity Through Knowledge Fund-a. U sklopu tih projekata
boravila je tri mjeseca na Palacky University u Olomoucu u Republici Ceskoj te $est mjeseci
na Washington State University u Pullman-u u SAD-u. Kao znanstvena novakinja sudjelovala
je na tri medunarodna i dva domaca znanstvena projekta te tri komercijalna projekta
suradnje znanosti i privrede. U sklopu hrvatsko-njemacke bilateralne suradnje boravila je
ukupno tri mjeseca, u nekoliko navrata, na Institute of Botany, Technical University Dresden
u Njemackoj. Za sudjelovanja na medunarodnim znanstvenim skupovima osvojila je
stipendije medunarodnih organizacija IUPAC, FESPB, FEBS te Fondation pour I'Université de
Lyon. Aktivna je u popularizaciji znanosti te je sudjelovala kao voditelj punkta te predavac na
Otvorenim danima IRB-a 2013. Ukljucila se i u realizaciji manifestacije No¢ istrazivaca 2013.
te je odrzala nekoliko predavanja za popularizaciju znanosti. Clanica je Hrvatskog drustva za

biljnu biologiju te Hrvatskog drustva za biokemiju i molekularnu biologiju.

Do sada je objavila 1 poglavlje u medunarodnoj knjizi, 11 CC radova (6 kao prvi
autor), 1 rad u knjizi sazetaka sa skupa te preko 20-ak saZetaka u zbornicima skupova. Njezini
su radovi citirani 75 (SCOPUS), odnosno 53 (WoS) puta. h-indeks iznosi 4 (SCOPUS) odnosno
3 (WoS).
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