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Primorsko smilje (Helichrysum italicum (Roth) G. Don) je biljka iz porodice glavocika (Asteraceae).
Raste u mediteranskom i submediteranskom podneblju na kamenjarima i kamenjarskim pasnjacima. U
RH je na popisu zasti¢enih biljnih vrsta. Jo§ od anti¢kog doba poznato je po svojim antibakterijskim i
antifungalnim svojstvima. U literaturi najces¢e spominjani spojevi koji smilju daju ljekovita svojstva
su fenolni spojevi. To su sekundarni metaboliti sa snaznom antioksidacijskom aktivnos$¢u. lzlaganje
biljke stresnim uvjetima dovodi do povecane produkcije toksi¢nih derivata kisika, u koje spadaju i
slobodni radikali. Biljke su razvile u¢inkovite obrambene mehanizme koji ih $tite od destruktivnih
oksidativnih reakcija. U taj su mehanizam ukljuceni i fenolni spojevi koji sprjecavaju oste¢enja unutar
biljnih stanica uzrokovana slobodnim radikalima i Stetnim okoli$nim utjecajima. Ova svojstva fenolnih
spojeva primjenjuju se u medicini te kozmetickoj i prehrambenoj industriji.
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sam koristila izdanke smilja uzgojenog u uvjetima in vitro na podlogama razli¢ite pH vrijednosti. U
biljnom tkivu je nakon liofilizacije odredena koli¢inu antocijana, ukupnih fenola i tanina te flavonoida.
Odreden je i antioksidacijski kapacitet smilja.

Najve¢i udio ukupnih fenola, tanina i flavonoida imaju biljke uzgajane na MS podlogama pH
vrijednosti 8, dok najvec¢i udio antocijana imaju biljke uzgajane na MS podlogama pH vrijednosti 7.
Najveci dio ukupnih fenola u primorskom smilju ¢ine tanini, slijede ih flavonoidi, a antocijana ima
najmanje. NajjaCu antioksidacijsku aktivnost pokazuju biljke uzgajane na MS podlogama pH
vrijednosti 8.
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Immortelle (Helichrysum italicum (Roth) G. Don) is a plant from the family of daisies (Asteraceae). It
grows in the mediterranean and sub-mediterranean climate on rocky terrain and in rocky pastures. It is
on the list of protected species in the Republic of Croatia. Since ancient times, it has been known for
its antibacterial and antifungal properties. In literature, phenolic compounds are the most frequently
cited compounds which give immortelle its medicinal properties. These are secondary metabolites
with potent antioxidant activity. Exposing plants to stressful conditions results in the increased
production of toxic oxygen derivatives, which include free radicals. Plants have developed effective
defense mechanisms which protect them from destructive oxidative reactions. Phenolic compounds are
included in this mechanisms and they prevent damage within the plant cells which are caused by free
radicals and harmful environmental impacts. These properties of the phenolic compounds are applied
in medicine as well as in cosmetic and food industries.

The aim of this study is to determine how the different media pH values affects the amount of phenolic
compounds and the antioxidant activity of Helichrysum italicum grown in vitro. For this research |
used sprouts of Helichrysum italicum grown in vitro on media with different pH values. After
lyophilization, the amount of anthocyanins, total phenolics, tannins as well as flavonoids were
assessed in plant tissue. The antioxidant capacity of immortelle was also determined.

Plants grown on MS media with a pH value of 8 had the highest amount of total phenols, tannins and
flavonoids and plants grown on medium witha pH value of 7had the largest amountof anthocyanins .
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of anthocyanins. The strongest antioxidant activity was shown in plants grown on MS media with a
pH value of 8.
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1. UvOD
1.1. SMILJE

Primorsko smilje (Helichrysum italicum (Roth) G. Don) (Slika 1.) je aromati¢ni grm iz
porodice glavocika (Asteraceae), visine 30-70 cm (Galbany-Casals i sur., 2011). Rod
Helichrysum ima vise od tisucu vrsta od kojih vecina nastanjuje mediteranske prostore Europe
(Morone-Fortunato i sur., 2010, Perrini i sur., 2009). Ime roda dolazi od gr¢kih rijeci ,,helios*
Sto znaci ,,sunce” i ,,chryos” §to znaci ,,zlato®, $to oznacava zutu boju cvijeta tipi¢nu za 0vaj
rod (Perrini i sur.,, 2009). Vrsta Helichrysum italicum raste u mediteranskom i
submediteranskom podneblju, na kamenjarima i kamenjarskim pasnjacima, a u RH je prema
Pravilniku o proglasavanju divljih svojti zasticenima i strogo zasticenima na popisu zasSti¢enih
biljnih vrsta (NN: 99; 14.8.2009.). Kserofitska je biljka koja se moze nacéi na Sirokom
rasponu nadmorskih visina, od razine mora do 2200 m (Galbany-Casals i sur., 2011; Nostro i

sur., 2001; Perrini i sur., 2009), a cvjeta tijekom svibnja i lipnja (Bianchini i sur., 2009).

Slika 1. Primorsko smilje (Helichrysum italicum (Roth) G. Don; fotografija preuzeta s
internet  stranice  http://www.dottorperuginibilli.it/aromaterapial/160-elicriso-helicrisum-
anqustifolium-h-italicum)



http://www.dottorperuginibilli.it/aromaterapia1/160-elicriso-helicrisum-angustifolium-h-italicum
http://www.dottorperuginibilli.it/aromaterapia1/160-elicriso-helicrisum-angustifolium-h-italicum

Ljekovita svojstva biljaka iz roda Helichrysum spominju se jo$ od doba prije Krista. U
djelu ,,Historia Plantarum® iz 2.-3. stoljeca prije Krista grcki filozof Theophrastus spominje
kako se ,, Heleochrysos *“ moze Koristiti za lijeCenje opeklina i uboda/ugriza otrovnih Zivotinja
(Scarborough, 1978). U tradicionalnoj uporabi cvatovi i listovi primorskog smilja koriste se
za olakSavanje diSnih, koznih i probavnih problema, za brze zacjeljivanje rana, kao
antimikrobno sredstvo itd., zbog Cega je ovo postala jedna od najistraZivanijih vrsta roda
Helichrysum. Za povoljno djelovanje esencijalnih ulja primorskog smilja na zacjeljivanje
rana, ublazavanje hematoma i sl. Schnaubelt (1999) navodi da su ,,u¢inci toliko uvjerljivi da
nikada nisu nai$li na kritike unato¢ izostanku potvrdenih podataka o njihovoj ucinkovitosti®.
Blazekovi¢ i sur. (2006) su utvrdili da su nadzemni dijelovi primorskog smilja potencijalni
izvor tvari s antibakterijskim i antifungalnim svojstvima. Dokazano je da primorsko smilje
nepovoljno utjeCe na bakterije roda Streptococcus. Ekstrakt smilja u dietil-eteru inhibira rast
vrste Streptococcus aureus (Nostro i sur., 2001). Etanolni ekstrakt primorskog smilja inhibira
rast bakterija Streptococcus mutans (Nostro i sur., 2004), bakterije odgovorne za stvaranje
karijesa. Ferrazzano i sur. (2011) to djelovanje pripisuju flavonoidima. Inhibitorno djelovanje
esencijalnog ulja primorskog smilja na gljivicu Candida albicans utvrdili su Masteli¢ i sur.
(2005), a tu aktivnost pripisuju terpenoidnim spojevima. Appendino i sur. (2007) su otkrili da
acetonski ekstrakt primorskog smilja, tj. njegov najaktivniji spoj arzinol, reducira replikaciju
virusa HIV-1. Kao ucinkovite antiviralne spojeve Nostro i sur. (2003) navode i flavonoide iz
cvijeta smilja Ciji se ekstrakt u dietil-eteru pokazao kao ucinkovit protiv Herpes Simplex
virusa. Svi ovi spojevi spadaju u skupinu fenolnih spojeva, §to navodi na zakljucak da su

upravo isti zasluzni za veéinu ljekovitih svojstava primorskog smilja.



1.2. FENOLNI SPOJEVI

Fenolni spojevi su spojevi u kojima je hidroksidna skupina povezana s benzenskim
prstenom. Ta skupina naziva se fenolna skupina i, iako veoma raznoliki po svom kemijskom
sastavu, sadrze ju svi fenolni spojevi. Biljke proizvode brojne fenolne spojeve. Oni se
ubrajaju u sekundarne metabolite, spojeve koji nemaju ulogu u primarnom metabolizmu, no
unato¢ tome njihova je uloga neobi¢no vazna za biljke jer sudjeluju u mehanickoj potpori,
obrani od herbivornih organizama, privlatenju oprasivada i rasprostranjivaca plodova,
redukciji rasta susjednih biljaka i dr. (Pevalek-Kozlina, 2003). U fenolne spojeve spadaju
fenolne kiseline, flavonoidi, tanini i drugi spojevi. Cesto su smjesteni u vakuoli u obliku
glikozida ili estera Secera, a poznati su po svom bioloskom djelovanju, izmedu ostalog, i kao
jaki antioksidansi (Kéhkonen i sur., 1999).

Ovi spojevi koriste se kao konzervansi, germicidi, antiseptici i dezinficijensi
(Denninston i Topping, 2008), a jako su vazni i zbog svoje potencijalne uloge u prevenciji
raka i bolesti srca (Rhuikar i sur., 2011). Pourmourad i sur. (2006) su ustanovili povezanost
ukupnog udjela fenola i flavonoida s antioksidacijskom aktivnoscu ljekovitog bilja uzgajanog
u uvjetima in vitro $to bi se moglo pokazati korisnim za buduca istraZivanja vezana uz

rjeSavanje problema koji ukljucuju ostecenja tkiva slobodnim radikalima.

1.2.1. Flavonoidi

Flavonoidi su najveca i najproucavanija skupina fenolnih spojeva, medu kojima su
flavoni, flavonoli, antocijani, katehini i izoflavoni (Jamison, 2003). Vrlo su vazni za hormalan
rast biljke, obranu protiv infekcija i ozljeda te pigmentaciju. Ovi spojevi takoder pokazuju
protuupalno, protualergeno i antimikrobno djelovanje (Rhuikar i sur., 2011).

Antocijani su flavonoidni pigmenti koji cvjetovima, listovima i plodovima daju
crveno, ruzicasto i plavo obojenje sudjelujuci tako u primamljivanju Zivotinja koje oprasuju
cvjetove i rasprostranjuju sjemenke. Na boju antocijana utjece broj hidroksilnih i metoksilnih
skupina na prstenu, prisutnost metala (Fe i Al), prisutnost flavona i flavonskih pigmenata te

pH vrijednost vakuole (Pevalek-Kozlina, 2003).



1.2.2. Tanini

Tanini su Siroko rasprostranjeni fenolni polimeri u mnogim biljnim vrstama, a imaju
vaznu ulogu u zastiti od herbivora. Oporog su okusa te ¢esto djeluju kao otrovi koji reduciraju
rast i prezivljavanje herbivora (Close i McArthur, 2002). Zajednicko svojstvo svih tanina je da
vezu proteine zivotinjske koze (kolagene), povecavaju otpornost na toplinu, vodu i mikrobe.

U biljkama nalazimo kondenzirane tanine i tanine koji se koji se mogu hidrolizirati.

1.3. OKSIDACIJSKI STRES

Izlaganje stresnim uvjetima u biljkama poti¢e pojac¢ano stvaranje toksi¢nih derivata
kisika kao $to su vodikov peroksid (H202), singletni kisik (102), superoksidni (O2) i
hidroksilni (-OH) radikal. To su kemijski nestabilni spojevi koji mogu uzrokovati ostecenja
stanica poput peroksidacije lipidnih membrana, oste¢enja DNA, enzima i dr. (Aiyegoro i
Okoh, 2009) te tako nepovoljno utjecati na rast i razvoj biljke. Nepovoljni okolisni uvjeti koji
najces¢e uzrokuju stres su visoke i niske temperature, nedostatak ili suvisak vode u tlu,
poviSeni salinitet, poviSena koncentracija teskih metala, promjene pH vrijednosti tla, intenzitet
svjetlosti te manjak kisika u tlu. Obzirom da su biljke sesilni organizmi, one se moraju
prilagoditi na promjene okoli$nih uvjeta. Vecina biljaka uslijed prethodnog izlaganja stresnim
uvjetima moze povecati otpornost na stres i aklimatizirati se na nepovoljne uvjete. Takva
aklimatizacija je razli¢ita od adaptacije koja podrazumijeva genetski uvjetovanu otpornost

koja je rezultat selekcije tijekom mnogo generacija (Pevalek-Kozlina, 2003).

1.3.1. Antioksidacijski sustav obrane

Budu¢i da se reaktivni oblici kisika razlikuju po mjestu nastanka U stanici,
reaktivnosti, topivosti i moguénosti difuzije, biljci je potreban kompleksan antioksidacijski
sustav obrane koji ukljucuje enzimske i neenzimske mehanizme (Elstner, 1982; Smirnoff,
1993). Enzimski mehanizmi obrane ukljucuju aktivnost antioksidacijskih enzima superoksid
dismutaze, katalaze i peroksidaza. Za regeneraciju molekula antioksidansa potreban je niz
enzima. Uz njih postoje i enzimi za uklanjanje Stetnih produkata lipidne peroksidacije
(Blokhina i sur., 2003). Neenzimski mehanizmi obuhvacéaju antioksidanse male molekulske

mase kao $to su askorbat, glutation, fenoli i tokoferol. Antioksidansi su tvari koje sprjecavaju



oksidaciju drugih tvari, a u bioloskim sustavima sluze za neutralizaciju slobodnih radikala.
Svi antioksidansi imaju sposobnost stabilizacije nesparenih elektrona i neutralizacije

potencijalno Stetnog djelovanja slobodnih radikala, a da pri tome sami ne postaju nestabilni.

1.3.2. Metode odredivanja antioksidacijskog potencijala

Metode ABTS (2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)), DPPH (2,2-
difenil-pikrilhidrazil), FRAP (Ferric reducing ability of plasma) i ORAC (Oxygen radical
absorbance capacity) su najceS¢e koriStene metode za odredivanje antioksidacijskog
kapaciteta u uvjetima in vitro. Preporucuje se kombinacija barem dvije od ovih metoda da bi
se dobila pouzdana slika o antioksidacijskom kapacitetu biljke (Perez-Jimenez i sur., 2008). U
ovom radu kombinirane su metode ABTS, DPPH i FRAP.

1.3.2.1. Metoda ABTS

Metoda ABTS temelji se na inaktivaciji radikal kationa 2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) ili skra¢eno ABTS radikal kationa, pri ¢emu dolazi do
gubitka njegove plavo-zelene boje. Otopinu ABTS radikal kationa potrebno je kemijski ili
enzimski oksidirati nekoliko sati prije analize. U ovom radu za oksidaciju otopine ABTS-a
koristena je otopina kalijevog persulfata, pri ¢emu nastaje karakteristicno plavo-zeleno
obojenje s maksimumom apsorpcije na valnim duljinama od 645, 734 ili 815 nm (Re i sur.,
1999).

Oksidirani radikal kation reducira se pomocu proton-doniraju¢eg antioksidansa, a ova
metoda primjenjiva je i na lipofilne i na hidroksilne antioksidanse. Kako antioksidans reducira
radikal-kation, tako dolazi do gubitka njegovog karakteristi¢no plavo-zelenog obojenja zbog

Cega se smanjuje i apsorbancija na promatranoj valnoj duljini.



1.3.2.2. Metoda DPPH

Metoda DPPH je jedna od najkoriStenijih metoda za odredivanje antioksidacijske
sposobnosti ekstrakta da reducira slobodni radikal. Temelji se na redukciji alkoholne otopine
DPPH radikala (2,2-difenil-pikrilhidrazil radikal) u prisutnosti antioksidansa pri ¢emu dolazi
do tvorbe neradikalnog oblika DPPH (DPPH-H). DPPH radikal maksimalno apsorbira valnu
duljinu od 517 nm, a $to je veéi stupanj njegove pretvorbe u neradikalni oblik to je manja

vrijednost apsorbancije (Awah i sur., 2012).

1.3.2.3. Metoda FRAP

Metoda FRAP (Ferric reducing ability of plasma) temelji se na redukciji Fe3*-TPTZ
reagensa U plavi Fe**-TPTZ u redoks-kolorimetrijskoj reakciji u kojoj se, pri niskim pH
vrijednostima, ioni Fe3* reduciraju do iona Fe?* koji pokazuju maksimalnu apsorbanciju pri
valnoj duljini od 539 nm (Benzie i Strain, 1999). Prema tome, za razliku od ostale dvije
metode, visi antioksidacijski potencijal ekstrakta rezultira poveéanjem vrijednosti

apsorbancije.

1.4. UZGOJ BILJAKA U KULTURI in vitro

Uzgoj biljaka u kulturi in vitro je metoda kojom se u sterilnim uvjetima mogu uzgojiti
biljke iz razli¢itih biljnih dijelova: protoplasta, pojedinih stanica, tkiva ili organa. Takav uzgoj
U odredenim uvjetima moze rezultirati umnazanjem stanica, regeneracijom pojedinih organa
ili ¢itave biljke. Koristi se za povecanje biljne biomase, dobivanje slozenih biljnih proizvoda
sekundarnih metabolita (mirisi, boje, lijekovi i dr.) te o¢uvanje ugrozenih rijetkih biljnih vrsta
i biljnog genofonda (Moyo i sur, 2011).

Postoji mnogo razli¢itih tipova kulture in vitro koje se imenuju prema organu ili tkivu
koje se uvodi u kulturu, npr. kultura stanica, kultura sjemena, kultura protoplasta, kultura
kalusa, kultura izdanaka itd. U ovom radu koriStena je kultura izdanaka.

U zadnjih nekoliko godina berba smilja postala je izrazito popularna, a unatoc
restrikcijskim mjerama, raste broj ilegalnih beraca $to bi moglo dovesti do smanjenja
populacije, mozda cak i nestanka ove biljke na nasim prostorima. Upravo bi uzgoj in vitro za

potrebe destilerija koje otkupljuju ilegalno ubrano smilje mogao biti rjesenje ovog problema.



2. CILJISTRAZIVANJA

Cilj ovih istrazivanja bio je utvrditi pri kojim pH vrijednostima hranjive podloge
smilje u uvjetima in vitro ima najvisi udio fenolnih spojeva te pokazuje najsnazniju
antioksidacijsku aktivnost. S obzirom na Cinjenicu da je smilje na popisu zaSti¢enih biljnih
vrsta u RH te da se uvelike Kkoristi u pripremi dodataka prehrani, lijekova i kozmetickih

proizvoda ova istrazivanja mogu doprinijeti njegovom o¢uvanju.



3. MATERIJALI | METODE

3.1 BILINI MATERIJAL

Istrazivanje sam provela na smilju (Helichrysum italicum (Roth) G. Don). Smilje iz

komercijalnog uzgoja uvela sam u kulturu in vitro.

3.1.1. Uvodenje smilja u kulturu in vitro

Vrhove izdanaka smilja iz komercijalnog uzgoja odrezala sam na veli¢inu od oko 3
cm. Tako pripremljene eksplantate sterilizirala sam u laminaru (komori s horizontalnim

strujanjem sterilnog zraka) prema sljedecoj proceduri:

5 min inkubacija u otopini Izosana (2 % wi/v)

5 min ispiranje u sterilnoj destiliranoj vodi

5 min inkubacija u otopini vodikova peroksida (6 % v/v)
3 x 5 min ispiranje u sterilnoj destiliranoj vodi

Sterilizirane eksplantate posuSila sam na sterilnom filtar papiru i nakon suSenja
nasadila na hranjivu podlogu MS (Murashige i Skoog, 1962; Tablica 1), uz dodatak 30 g dm™
saharoze. pH vrijednost hranjive podloge podesila sam na 5,8 uz dodatak 0,1 M KOH ili 0,1
M HCI. Nakon dodatka agara (y = 8 g dm~) hranjivu podlogu sam raspodijelila u staklene
epruvete (20 mL/epruveta), zacepila vatom i aluminijskom folijom. Epruvete s hranjivom
podlogom te metalni pribor (pincete, skalpeli, aluminijske folije) potreban za rad sterilizirala
sam u autoklavu pri 0,15 MPa i 120 °C, u trajanju od 18 minuta. Kuhanje i sterilizaciju
hranjivih podloga izvodila sam najmanje jedan dan prije presadivanja biljaka da bi se hranjive
podloge ohladile na sobnu temperaturu. Sterilizirane hranjive podloge sam do uporabe ¢uvala
u sterilnoj komori. Biljke su rasle u klima komori u uvjetima dugog dana (16 sati svjetlosti, 8
sati tame) pod umjetnom rasvjetom fluorescentnih svjetiljki (80 UE s m2; 80 umol fotona m°

2 51y i konstantnoj temperaturi 24 + 2 °C.



Tablica 1. Sastav hranjive podloge MS (Murashige i Skoog, 1962).

MS
Y c
MAKROELEMENTI
(mgdm=3)  (mmol dm?)
KNO3 1900 18,80
NHsNO3 1650 20,60
CaCl; x 2 H,0 440 2,99
KH2PO4 170 1,25
MgS0Oax 7 H,O 370 1,50

Y C

MIKROELEMENTI
(mgdm=3) (mmol dm3)

H3BOs3 6,2 100,0
CoCl; x 6 H,0 0,025 0,1
KI 0,83 5,0
Na:MoO, x 2 H,0 0,25 1,0
CuS0O4 x 5 H,O 0,025 0,1
MnSOsx 4 H,0 22,3 100,0
ZnSO4 x 7 H,0 8,6 29,9
~ v ¢
ZELIEZO (mgdm™)  (mmoldm?)
FeSO4x 7 H,0 27,8 100,0
Na,EDTA 37,3 100,0
Y c
ORGANSKI DODACI (mgdm™)  (mmol dm?)
glicin 2,0 26,6
m-inozitol 100,0 500,0
nikotinskakiselina 0,5 4,1
piridoksin-HClI 0,5 2,4
tiamin-HCl 0,1 0,3




3.1.2. UmnoZavanje smilja u uvjetima in vitro

Prethodno razmnozene cksplantate smilja nasadila sam na hranjivu podlogu MS bez
dodatka regulatora rasta ili uz dodatak razli¢itih koncentracija regulatora rasta benzil

aminopurina (BA) i indol-3-maslac¢ne kiseline (IBA):

1. Kontrola (hranjiva podloga MS + 0)

2. MS+1mgdm3BA

3. MS+1mgdm=3BA+0,2mgdm=3IBA
4, MS+1mgdm?®BA +0,5mgdm=2IBA

Veé u prvoj supkulturi najbolja se pokazala podloga MS s 1 mg dm®BA i 0,5 mg dm™
IBA, posto su biljke koje su rasle na toj podlozi imale veci broj listova i zdraviji izgled.
Daljnje umnoZzavanje nastavila sam na toj podlozi. Presadivanje biljaka na hranjivu podlogu
izvodila sam u laminaru, a u svaku epruvetu sa svjezom hranjivom podlogom nasadivala sam
po jedan zdravi i veli¢inom ujednacen izdanak. Dovoljan broj izdanaka za izvodenje pokusa
dobiven je nakon jos dvije supkulture.

Izdanke za pokus nasadivala sam na hranjive podloge istog sastava (MS + 1 mg dm=
BA + 0,5 mg dm2IBA), ali razli¢itih pH vrijednosti. pH vrijednosti prilagodila sam dodatkom
0,1 M HCIili 0,1 M KOH na 4, 5, 6, 7, 8 i 9. Nakon 4 tjedna uzgoja uzorkovala sam biljni

materijal te ga liofilizirala.

3.2. METODE
3.2.1. Priprema ekstrakata biljnog tkiva

Biljni materijal sam liofilizirala u etanolu kako bi se ocuvao kemijski sastav i
intaktnost biljnog materijala tijekom cijelog pokusa. Takav liofilizirani materijal koristila sam
za daljnja istraZivanja.

U Kklimatiziranoj prostoriji u prethodno ohladenom porculanskom tarioniku
homogenizirala sam 20 mg liofiliziranog biljnog tkiva u 750 pL ohladenog 50 %-tnog
etanola. Dobiveni homogenat prelila sam u oznacenu i ohladenu Eppendorf epruvetu od 1,5
mL (na ledu). Tada sam u tarionik dodala jo§ 750 pL 50 %-tnog etanola radi ispiranja ostatka
homogenata te ostatak nadolila u istu Eppendorf epruvetu i ostavila da se inkubira na sobnoj
temperaturi 30 minuta. Dobiveni uzorak sam centrifugirala 10 min na 12000 g pri temperaturi
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od 4 °C. Supernatant sam prelila u ¢iste graduirane Eppendorf epruvete te nadopunila 50 %-
tnim etanolom do oznake 1,5 mL. Ovako dobivene uzorke koristila sam za odredivanje

ukupnih fenola, tanina, flavonoida i antocijana te antioksidacijskog kapaciteta smilja.

3.2.2. Odredivanje udjela antocijana

Koli¢inu antocijana odredila sam prilagodenom metodom prema Paiva i sur. (2003). U
Eppendorf epruvetu otpipetirala sam 500 pL ekstrakta, 500 pL 50 %-tnog ctanola i 84 uL 37
%-tne HCI (konac¢na koncentracija HCl-a u smjesi je 1 M) te priredenu smjesu inkubirala 30
minuta u termobloku na 60 °C. Nakon hladenja na sobnu temperaturu smjesu sam ulila u
kivete i izmjerila apsorbanciju smjese pri 537 nm pomocu UV/VIS spektrofotometra.
Prilikom pripreme smjese za slijepu probu umjesto ekstrakta dodala sam 500 puL 50 %-tnog
etanola.

Sadrzaj antocijana izrazila sam kao mg ekvivalenata cijanidin-3-glukozida po gramu

liofiliziranog uzorka, a izracunala sam ga prema sljede¢em izrazu:

Asz7x F.R.x Mr xV x1000

ex|xmst

[antocijani |= [ mgecsc / gst]

As37 = apsorbancija pri valnoj duljini 537 nm

V = volumen reakcijske smjese = 1 ml

F.R. = faktor razrjedenja = 2

& = ekstincijski koeficijent cijanidin-3-glukozida (C3G) = 26900 mM*cm™
Mr = molekulska masa cijanidin-3-glukozida (C3G) = 449,2 g mol™*
duljina optickog puta =1 cm

mst = masa suhe tvari uzorka = 0,02 g

EC3G = ekvivalenti cijanidin-3-glukozida
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3.2.3. Odredivanje udjela ukupnih fenola

Udio ukupnih fenola odredila sam metodom prema Singleton-u i sur. (1999). U
Eppendorf epruvetu otpipetirala sam 1580 pL vode, 20 pL ekstrakta i 100 pL. Folin—Ciocalteu
reagensa. Nakon kratkog mijeSanja na vorteks mijesalici u dobivenu smjesu sam dodala 300
uL 1,88 M NaxCOz. Uzorke sam promijeSala na mijesalici te inkubirala 60 min u termobloku
na temperaturi od 45 °C. U tom su periodu uzorci poprimili plavu boju. Uzorke sam prelila u
Kivete i izmjerila apsorbanciju na 765 nm. U smjesu za slijepu probu sam umjesto ekstrakta
dodala sam 20 pL 50 %-tnog etanola.

Udio ukupnih fenola sam odredila koriste¢i bazdarnu krivulju s poznatim

koncentracijama galne kiseline (Singleton i sur., 1999) prema sljedecoj formuli:

]_ ArsxF.R.xV
ex|Ixmsr

[ukupni fenoli [ mgecx /gst]

Agz3s = apsorbancija pri valnoj duljini 735 nm
V = volumen reakcijske smjese = 2 ml

F.R. = faktor razrjedenja = 1

e=1,1656 mM*cm?

1 = duljina opti¢kog puta =1 cm

mst = masa suhe tvari uzorka = 0,02 g

EKE = ekvivalenti galne kiselline

3.2.4. Odredivanje udjela tanina

Udio tanina odredila sam modificiranom metodom po Singleton-u i sur. (1999) uz
dodatak 10 mg polivinilpolipirolidona (PVPP). Odvagala sam 10 mg PVPP i stavila ga u
Eppendorf epruvetu, dodala 100 pL vode i 100 pL ekstrakta te kratko promijesala na vorteks
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mijesalici kako bi se PVPP otopio. Smjesu sam inkubirala 1 sat pri sobnoj temperaturi (24 °C)
te zatim centrifugirala na 15 000 g u trajanju od 10 min. Dobiveni supernatant prelila sam u
Ciste Eppendorf epruvete.

U novu Eppendorf epruvetu otpipetirala sam 1580 pL vode, dodala 60 pL ekstrakta iz
prethodnog koraka (ekstrakt bez tanina) i 100 uLL Folin—Ciocalteu reagensa. Nakon kratkog
mijesanja na mijesalici u dobivenu smjesu sam dodala 300 uL 1,88 M Na,COs. Uzorke sam
promijesala na mijesalici te inkubirala 60 min u termobloku na temperaturi od 45 °C. U tom
su periodu uzorci poprimili plavu boju. Prelila sam ih u kivete i izmjerila apsorbanciju na 765
nm. U smjesu za slijepu probu sam umjesto ekstrakta dodala 60 puL 50 %-tnog etanola.

Iz ovog mjerenja sam odredila udio slobodnih fenola (ve¢inom fenolnih kiselina) bez
tanina. Udio tanina sam odredila tako $to sam od udjela ukupnih fenola oduzela udio

slobodnih fenola.

3.2.5. Odredivanje udjela flavonoida

Sadrzaj flavonoida odredila sam metodom po Pourmorad i sur. (2006). U Eppendorf
epruvetu dodala sam 100 pL ekstrakta, 20 pL 10 %-tne otopine AlCl3, 500 uL 1 M K-acetata i
380 uL vode. Nakon mijeSanja na vorteks mijesalici i 30 minuta inkubacije na sobnoj
temperaturi u uzorcima sam izmjerila apsorbanciju pri valnoj duljini od 420 nm. U smjesu za
slijepu probu sam umjesto ekstrakta dodala 100 puL 50 %-tnog etanola.

Koncentraciju flavonoida u svakom uzorku izra¢unala sam na temelju bazdarne
krivulje dobivene mjerenjem apsorbancije niza otopina kvercetina poznatih koncentracija.

Rezultate sam izrazila u mg/gst

]_ Asox F.R.xV

[flavonoidi
ex|xmsr

[ rrgEK/ gST]
Auo = apsorbancija pri valnoj duljini 420 nm
V = volumen reakcijske smjese = 1 ml

F.R. = faktor razrjedenja = 1
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£=7,0979 mM*cm?
1 = duljina optickog puta =1 cm
mst = masa suhe tvari uzorka = 0,02 g

EK = ekvivalenti kvercetina

3.2.6. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta

Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta koristila sam metode ABTS, DPPH i
FRAP.

3.2.6.1. Metoda ABTS

Metoda ABTS temelji se na ,,gaSenju”“ ABTS (2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonska kiselina) radikal-kationa prema Re i sur. (1999).

U Eppendorf epruvetu otpipetirala sam 5 pL ekstrakta i 1 mL ABTS radikal-kationa te
nakon 6 minuta smjesu ulila u Kkivetu i pomo¢u UV/VIS spektrofotometra izmjerila
apsorbanciju pri valnoj duljini od 734 nm. Prilikom pripreme smjese za slijepu probu umjesto
ekstrakta dodala sam 5 pL 50 %-tnog etanola, a umjesto ABTS radikal-kationa 1 mL 96 %-
tnog etanola. U kontrolnu Eppendorf epruvetu (Ao) otpipetirala sam 1 mL ABTS radikal-
kationa i 5 uLL 50 %-tnog etanola.

Postotak inhibicije ABTS radikala izracunala sam prema formuli (Shirwaikar i sur.,

2006):

(Ao— A)

Ao

% inhibicije = %100

Ao = apsorbancija kontrole (ABTS radikal bez ekstrakta)

Ax = apsorbancija uzorka (ABTS radikal + ekstrakt)
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3.2.6.2. Metoda DPPH

Metoda DPPH temelji se na redukciji alkoholne otopine DPPH radikala (2,2-difenil-
pikrilhidrazil radikal) u prisutnosti antioksidansa ili radikala pri ¢emu dolazi do tvorbe
neradikalnog oblika DPPH (DPPH-H) (Awah i sur., 2012).

U Eppendorf epruvetu otpipetirala sam 950 pL otopine DPPH u etanolu i 50 uL
ekstrakta. Nakon mijesanja na vorteks mijesalici, smjesu sam inkubirala 30 min na sobnoj
temperaturi, potom prelila u kivetu i pomo¢u UV/VIS spektrofotometra izmjerila apsorbanciju
pri valnoj duljini od 734 nm. Prilikom pripreme smjese za slijepu probu umjesto ekstrakta
dodala sam 50 uL 50 %-tnog etanola, a umjesto otopine DPPH 950 uL 96 %-tnog etanola. U
kontrolnu Eppendorf epruvetu (pozitivna kontrola) otpipetirala sam 950 uL. 0,1 mM otopine
DPPH u etanolu i 50 puLL 50 %-tnog etanola.

Postotak inhibicije DPPH radikala izra¢unala sam prema formuli:

(Ao— Ax)

0

% inhibicije = %100

Ao = apsorbancija kontrole (DPPH radikal bez ekstrakta)

Ax = apsorbancija uzorka (DPPH radikal + ekstrakt)

3.2.6.3. Metoda FRAP

Metoda FRAP temelji se na redukciji Fe**-TPTZ reagensa u plavi Fe?*-TPTZ u
redoks-kolorimetrijskoj reakciji (Benzie i Strain, 1999).

Svjeze pripremljeni FRAP reagens inkubirala sam 30 min na temperaturi od 37 °C te
potom u Eppendorf epruvetu otpipetirala 990 uL. FRAP reagensa i 10 uL ekstrakta. Zatim sam
smjesu ulila u kivetu i pomoc¢u UV/VIS spektrofotometra izmjerila apsorbanciju pri valnoj
duljini od 593 nm. Prilikom pripreme smjese za slijepu probu umjesto ekstrakta dodala sam
10 pL 50 %-tnog etanola, a umjesto FRAP reagensa 990 uL 96 %-tnog etanola. U kontrolnu
Eppendorf epruvetu otpipetirala sam 990 uL FRAP reagensa i 10 pL 50 %-tnog etanola.

Postotak redukcije Fe**-TPTZ reagensa izra¢unala sam prema formuli:

% inhibiciie = (AXAX;A‘)) %100

Ao = apsorbancija kontrole (Fe**-TPTZ radikal bez ekstrakta)
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Ax = apsorbancija uzorka (Fe**-TPTZ radikal + ekstrakt)

3.2.7. Statisticka obrada podataka

Pri obradi podataka koristila sam racunalni program Microsoft Excel 2007. Usporedba
dobivenih rezultata provedena je analizom varijance (one-way ANOVA) te Tuckey HSD
testom pomocu racunalnog programa STATISTICA 12 (StatSoftinc., SAD). Statisticki

znacajnim podacima smatrala sam one rezultate koji se razlikuju na razini p < 0,05.
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4. REZULTATI
4.1. RAZVOJ EKSPLANTATA NA HRANJIVIM PODLOGAMA

Na eksplantatima smilja uzgojenim na hranjivoj podlozi MS bez regulatora rasta
razvili su se svi vegetativni organi: korijen, stabljika i listovi (bez nastanka kalusnog tkiva).
Na hranjivoj podlozi s dodatkom regulatora rasta se na bazi izdanaka redovito razvijalo
kalusno tkivo. Od 4 kombinacije koncentracija regulatora rasta najbolja diferencijacija u
vegetativne organe dobivena je na hranjivoj podlozi MS uz dodatak BA 1 mg dm=i IBA 0,5
mg dm, uz najmanju koli¢inu kalusnog tkiva na bazi izdanaka. Obzirom da su izdanci na toj

podlozi bili najzdraviji te imali veci broj listova koristila sam ju u daljnjim istrazivanjima.

Tijekom dvije supkulture biljke su presadivane na hranjivu podlogu istog osnovnog
sastava (MS + 1 mg dm2BA + 0,5 mg dm2IBA), ali s razli¢itim pH vrijednostima (4, 5, 6, 7,
8, 9). lzdanci su najbolje rasli na podlogama kojima je pH vrijednosti bila podeSenana4i5, a
slican izgled imala je i polovica izdanaka koje su rasle na podlogama pH vrijednosti 6 i 7.
Ostali izdanci koji su rasli na podlogama pH vrijednosti 6 i 7 bili su manji i bljede boje koja je
mjestimi¢no prelazila u zutu, sli¢no kao i jedinke koje su rasle na podlozi pH vrijednosti 8.
Izdanci koji su nasadeni na podlogu pH vrijednosti 9 vrlo su slabo rasle, a tkivo je pokazivalo

znakove nekroze smede boje (Slika 2).

17



Slika 2. Izdanci smilja nakon 4 tjedna uzgoja na hranjivim podlogama MS + 1 mg dm2BA +
0,5 mg dm™ IBA razli¢itih pH vrijednosti.
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4.2. UDIO ANTOCIJANA U TKIVU

U listovima smilja uzgojenog na hranjivoj podlozi MS + 1 mg dm®BA + 0,5 mg dm™
IBA pH vrijednosti 7 uocen je najveci udio antocijana, iako se ta vrijednost statisticki
znacajno ne razlikuje od vrijednosti izmjerenih u listovima biljaka uzgojenih pri drugim
istrazivanim pH vrijednostima. Statisticki znacajno se razlikuju samo vrijednosti izmjerene u

listovima biljaka uzgojenih pri pH vrijednostima 5 i 7 (Slika 3).
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Slika 3. Udio antocijana u biljkama nakon 4 tjedna uzgoja na hranjivim podlogama MS + 1
mg dm=BA + 0,5 mg dm? IBA razli¢itih pH vrijednosti. Rezultati su izrazeni kao srednja
vrijednost od najmanje 7 replika + standardna pogreska, osim u slucaju pH 9 gdje su bile

samo 2 replike. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno
razlikuju (P < 0,05).
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4.3. UDIO UKUPNIH FENOLA U SMILJU

U listovima smilja uzgojenog na hranjivoj podlozi MS + 1 mg dm=BA + 0,5 mg dm?
IBA pH vrijednosti 8 uo¢en je najveci udio ukupnih fenola, a ta vrijednost se statisticki
znacajno razlikuje od vrijednosti udjela ukupnih fenola u biljkama uzgajanim na pH

vrijednostima 4, 5, 6 1 9 (Slika 4).
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Slika 4. Udio ukupnih fenola u biljkama nakon 4 tjedna uzgoja na hranjivim podlogama MS +
1 mg dm3BA + 0,5 mg dm? IBA razli¢itih pH vrijednosti. Rezultati su izraZeni kao srednja
vrijednost od najmanje 6 replika + standardna pogreska, osim u slu¢aju pH 9 gdje su bile
samo 2 replike. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno
razlikuju (P < 0,05).
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4.4. Udio tanina u tkivu

U listovima smilja uzgojenog na hranjivoj podlozi MS + 1 mg dm=BA + 0,5 mg dm?
IBA pH vrijednosti 8 uocen je najveci udio tanina, a ta vrijednost se statisticki znacajno
razlikuje od vrijednosti udjela tanina u biljkama uzgajanim na pH vrijednostima 4, 5, 6 i 9
(Slika 5).
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Slika 5. Udio tanina u biljkama nakon 4 tjedna uzgoja hranjivim podlogama MS + 1 mg dm
BA + 0,5 mg dm? IBA razligitih pH vrijednosti. Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost
od najmanje 6 replika + standardna pogreska, osim u slu¢aju pH 9 gdje su bile samo 2 replike.
Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (P < 0,05).
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4.5. UDIO FLAVONOIDA U TKIVU

U listovima smilja uzgojenog na hranjivoj podlozi MS + 1 mg dm=BA + 0,5 mg dm?
IBA pH vrijednosti 8 uocen je najveéi udio flavonoida, a ta vrijednost se statisticki znacajno
razlikuje od vrijednosti udjela antocijana u biljkama uzgajanim na pH vrijednostima 4, 51 6
(Slika 6).
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Slika 6. Udio flavonoida u biljkama nakon 4 tjedna uzgoja hranjivim podlogama MS + 1 mg
dm= BA + 0,5 mg dm™ IBA razli¢itih pH vrijednosti. Rezultati su izrazeni kao srednja
vrijednost od najmanje 5 replika + standardna pogreska, osim u sluc¢aju pH 9 gdje su bile

samo 2 replike. Stupci oznaceni razliCitim slovima medusobno se statisticki znacajno
razlikuju (P < 0,05).
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4.6. ANTIOKSIDACIJSKA SVOJSTVA EKSTRAKATA LISTOVA SMILJA

Metodom ABTS utvrden je najvisi antioksidacijski potencijal ekstrakata listova biljaka
uzgojenih na hranjivoj podlozi MS + 1 mg dm=BA + 0,5 mg dm=IBA pH vrijednosti 8 koji

se statisti¢ki znacajno razlikuje od ostalih tretmana (Slika 7).
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Slika 7. Postotak inhibicije ABTS radikal-kationa u biljkama nakon 4 tjedna uzgoja na
hranjivim podlogama MS + 1 mg dm= BA + 0,5 mg dm= IBA razli¢itih pH vrijednosti.
Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost od najmanje 5 replika + standardna pogreska,
osim u slucaju pH 9 gdje su bile samo 2 replike. Stupci oznaéeni razli¢itim slovima
medusobno se statisti¢ki znac¢ajno razlikuju (P < 0,05).
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Metodom DPPH ustanovljeno je da se antioksidacijski potencijal ekstrakata listova
biljaka uzgojenih na hranjivoj podlozi MS + 1 mg dm BA + 0,5 mg dm= IBA kreée oko 75
% 1 ne postoji statisticki znacajna razlika antioksidacijske aktivnosti u odnosu na promjenu

pH vrijednosti podloge (Slika 8).
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Slika 8. Postotak inhibicije DPPH u biljkama nakon 4 tjedna uzgoja na hranjivim podlogama
MS + 1 mg dm3BA + 0,5 mg dm? IBA razli¢itih pH vrijednosti. Rezultati su izrazeni kao
srednja vrijednost od najmanje 5 replika + standardna pogreska, osim u sluc¢aju pH 9 gdje su
bile samo 2 replike. Nema statisticki znacajnih razlika (P < 0,05).
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Metodom FRAP utvrden je najvisi antioksidacijski potencijal ekstrakata listova biljaka
uzgojenih na hranjivim podlogama MS + 1 mg dm=BA + 0,5 mg dm= IBA pH vrijednosti 7 i
8, ali ne postoji statistiCki znacajna razlika antioksidacijske aktivnosti u odnosu na podloge

ostalih istrazenih pH vrijednosti (Slika 9).
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Slika 9. Postotak inhibicije Fe**-TPTZ radikala u biljkama nakon 4 tjedna uzgoja hranjivim
podlogama MS + 1 mg dm=BA + 0,5 mg dm= IBA razli¢itih pH vrijednosti. Rezultati su
izrazeni kao srednja vrijednost od najmanje 5 replika + standardna pogreska, osim u sluc¢aju
pH 9 gdje su bile samo 2 replike. Nema statisticki znacajnih razlika (P < 0,05).
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5. RASPRAVA

Spoznaja da kemijski sastav esencijalnog ulja podvrste Helicrysum italicum subs.
italicum ovisi o svojstvima tla na kojem su biljke uzgajane (Bianchini i sur., 2009) potaknula
me na istrazivanje ovisnosti sadrzaja fenolnih spojeva i1 antioksidacijske aktivnosti smilja
uzgajanog na hranjivoj podlozi MS s razli¢itim pH vrijednostima.

U mojim pokusima najbolji izgled imali su eksplantati koji su rasli na MS podlogama
pH wvrijednosti 4 1 5, Sto je i za ocekivati jer je ova biljka indikator kiselih tala
(http://hirc.botanic.hr/fcd/DetaljiFrame.aspx?1dVrste=12377 &taxon=Helichrysum+italicum+(
Roth)+G.Don). Ipak, analiza etanolnih ekstrakata primorskog smilja pokazala je da najveci
udio fenolnih spojeva i antioksidacijska svojstva pokazuju biljke uzgajane na MS podlogama
pH vrijednosti 8. S obzirom na pH vrijednost prirodnog stanista primorskog smilja, rast u
uvjetima visih pH vrijednosti ovoj biljci predstavlja stres, §to je rezultiralo pojatanom
proizvodnjom fenolnih spojeva. Fenolni spojevi su raznovrsni sekundarni metaboliti koji
ukljucuju mnogobrojne skupine kemijskih spojeva poput flavonoida i tanina, a biolosku
aktivnost pokazuju kroz razli¢ite mehanizme. Rosa i sur. (2007) navode kako su za
antioksidacijska svojstva smilja zasluzni acetofenoni, floroglucinoli i pironi, medu kojima su i
dokazali antioksidacijsku aktivnost arzinola, metilarzinola, helipirona i rosifoliola. Ovo
istrazivanje pokazuje najveci udio ukupnih fenola po gramu suhe tvari u jedinkama koje su
uzgajane na MS podlogama pH vrijednosti 8, Sto se statisticki znacajno razlikuje od podataka
dobivenih za tretmane 4, 5, 6 i 9, a ukoliko usporedimo broj¢ane podatke sa slike 4 i slike 5
vidi se da oko 80 % ukupnih fenola ¢ine tanini. Rezultati za udio tanina po gramu suhe tvari
prate isti trend, tj. udio tanina takoder je najvi$i u jedinkama koje su uzgajane na MS
podlogama pH vrijednosti 8 te se ta vrijednost statisticki znacajno razlikuje od onih za jedinke
uzgajane na podlogama pH vrijednosti 4, 5, 6 i 9. Tanini djeluju kroz specifi¢ne reakcije s
enzimima, sekvestraciju Zeljeza, i dr. (Scalbert, 1991). Biljke koje sadrZe tanine koriste se u
ublazavanju probavnih problema poput dizenterije i dijareje (Dharmandada, 2003), Sto ide u
prilog tradicionalnoj uporabi smilja za ublaZzavanje ovih poteskoca. Takoder, Li 1 sur. (2003)
otkrili su vaznost bioloske aktivnosti tanina u prevenciji i lijeCenju kancerogenih oboljenja.

I flavonoidi slijede trend, tj. udio flavonoida takoder je najvisi u jedinkama koje su
uzgajane na MS podlogama pH vrijednosti 8 uz razliku da se tretman 8§ statisticki znacajno
razlikuje od ostalih tretmana, a njihov udio u ukupnim fenolima kre¢e se 10-15 %. Sirok
raspon bioloskih aktivnosti flavonoida ukljucuje antimikrobna, protuupalna, analgeticka,

antialergena, antioksidativna svojstva i dr. Takoder, smanjuju rizik od kancerogenih oboljenja
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1 ublazavaju tegobe vezane uz menopauzu (Hodek 1 sur., 2002), a smatra se i da smanjuju
rizik od koronarnih bolesti (Rice-Evans i sur., 1996). Suzgec i sur. (2005) izolirali su
flavonoide iz vrste Helichrysum compactum medu kojima su luteolin, kempferol, naringenin,
apigenin, kvercetin te njihovi O-glukozidi.

Najmanji udio po gramu suhe tvari u istrazivanim fenolnim spojevima imali su
antocijani, kojih najvise ima u jedinkama uzgajanim na MS podlogama pH vrijednosti 7, ali ta
se vrijednost statisticki znacajno razlikuje jedino od vrijednosti za jedinke uzgajane na
podlogama pH vrijednosti 5. Ipak, antocijani pridonose ljekovitim svojstvima smilja
pojacavajuci njegovo antioksidacijsko (Wang i sur., 1997) i protuupalno (Borissova i sur.,
1994) djelovanje te djelujuci pozitivno na imunoloski sustav (Bub i sur., 2003).

Antioksidacijska aktivnost ovih spojeva vazna je za prevenciju bolesti povezanih s
oksidacijskim oSte¢enjima membrana, proteina i DNA (Fergusion, 2001). Prema tome,
ljekovita svojstva biljaka koje se od davnina koriste u narodu, medu kojima je i primorsko
smilje, moglo bi se pripisati upravo antioksidacijskoj aktivnosti. Biljke koje pokazuju
antioksidacijsku aktivnost pokazuju aktivnost vezanja slobodnih radikala (Das i Pereira, 1990)
i na taj nacin njihova uporaba djeluje pozitivno na prirodni antioksidacijski obrambeni
mehanizam smanjujuéi time vjerojatnost za razvoj bolesti ¢ijem razvoju pogoduju slobodni
radikali, a neke od tih su dijabetes, bolesti jetre i bubrega te degenerativne bolesti (Parr i
Bolwell, 2000). Antioksidacijska aktivnost fenolnih spojeva ve¢ je dokazana (Van Acker i
sur., 2006, Kéhkonen i sur., 1999, Kim i sur., 2011, Pourmorad i sur., 2006) zbog ¢ega sam
ocekivala da ¢e najjaca antioksidacijska svojstva pokazati upravo oni ekstrakti koji su imali
najvisi udio fenolnih spojeva. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju postojanje antioksidacijske
aktivnosti etanolnih ekstrakata primorskog smilja, ali samo je metoda ABTS dala statisticki
znaajan pokazatelj ovisnosti antioksidacijske aktivnosti o pH vrijednosti podloge. Ovom
metodom ustanovljeno je da najjaci antioksidacijski potencijal imaju biljke koje su rasle na
podlogama pH vrijednosti 8, a taj podatak se statisticki znacajno razlikuje od vrijednosti za
ostale tretmane. Postotak inhibicije ABTS radikal-kationa ekstrakata biljaka koje su rasle na
podlogama pH vrijednosti 8 iznosi oko 75 %, dok se ostale vrijednosti kre¢u do najvise 50ak
%. Metoda DPPH pokazala je da je antioksidacijska aktivnost smilja podjednako visoka, bez
obzira na pH vrijednost podloge na kojoj su biljke rasle, a postotak inhibicije takoder iznosi
oko 75 %. Odstupanje od ove dvije metode pokazuje metoda FRAP koja ukazuje na velik
raspon antioksidacijske aktivnosti te nema statisticki znacajnog podatka koji bi prednost dao
odredenoj pH vrijednosti podloge. Wang i sur. (1998) u svom radu navode kako spojevi koji
reduciraju ABTS radikal-kation mozda ne posjeduju sposobnost redukcije DPPH radikala, Sto
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bi moglo objasniti nepodudarnost ovih rezultata. Takoder, ovaj podatak implicira na
sposobnost smilja da reducira razli¢ite slobodne radikale Sto povecava njegova ljekovita
svojstva. Metoda FRAP takoder pokazuje najjacu antioksidacijsku aktivnost ekstrakata
jedinki koje su rasle na podlogama pH vrijednosti 7 i 8, ali varijacije u rezultatima su velike te
ne postoji statisticki znacajna razlika medu rezultatima. Uz to, postotak redukcije zeljeza(III)
ne prelazi 35 %.

S obzirom na dosadasnja saznanja, rezultate i ¢injenicu da su biljke smilja bolje rasle
na podlozi pH vrijednosti 7 istrazivanja bi se mogla usmjeriti na utvrdivanje optimalne pH
vrijednosti podloge pri kojoj bi se postigao najbolji omjer koli¢ine biomase i udjela ljekovitih

spojeva, te identifikaciju istih.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata provedenog istrazivanja na primorskom smilju mogu zakljuciti

sljedece:

e Najveci udio ukupnih fenola, tanina i flavonoida imaju biljke uzgajane na MS
podlogama pH vrijednosti 8, dok najveéi udio antocijana imaju biljke uzgajane
na MS podlogama pH vrijednosti 7

e Najve¢i dio ukupnih fenola u primorskom smilju ¢ine tanini, slijede ih
flavonoidi, a antocijana ima najmanje

¢ Najjacu antioksidacijsku aktivnost pokazuju biljke uzgajane na MS podlogama

pH vrijednosti 8
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