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1.1.UPORABA LJEKOVITIH BILJAKA U SVIJETU

Od prapovijesnog doba, biljke su bile osnova za gotovo sve terapije u medicini do
razvoja sintetskih lijekova u 19.stoljec¢u (Verpoorte, 2000). Zapisi o uporabi biljaka u lijecenju
bolesti 1 ublazavanju razli¢itih tegoba sezu jo$ iz vremena srednjeg paleolitika, prije 60 000
godina (Solecki, 1975).

Uporaba ljekovitih biljaka 1 danas zauzima vazno mjesto u suvremenom druStvu.
Prema procjenama Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) oko 65% svjetske populacije jo§
uvijek koristi tradicionalnu medicinu kao primarni oblik zdravstvene =zaStite. Vecina
tradicionalnih medicina, kao Sto su Ajurveda, Kineska, Unani, Tibetanska, Amazonska i
Africka, uporabu biljaka u lije¢enju (fitoterapiju) uvrStavaju u svoju doktrinu (WHO, 2007).
Uporaba biljaka za lijeenje nije raSirena samo u nerazvijenim zemljama vec se biljke sve vise
ponovno koriste 1 u razvijenim zemljama gdje je dostupna suvremena medicina. Razlozi
porasta uporabe biljaka su razoCarenje zbog nedjelotvornosti sintetskih lijekova, ozbiljne 1
neugodne nuspojave, te visoke cijene lijekova (Jakovljevi¢ 1 sur., 2002). Stoga se sve vise
ljudi okrece prirodnim proizvodima i lijekovima. No, iako je uporaba biljaka veoma raSirena,
udio fitokemikalija 1 njihova bioloska aktivnost sa znanstvenog stajaliSta veoma je malo
istrazena. Prema podacima iz 2000.godine u samo 15% od ukupnog broja biljaka na Zemlji
odreden je sastav fitokemikalija, a u njih samo 6% bioloSka aktivnost (Verpoorte, 2000).
Zbog toga 1 WHO istiCe vaznost istrazivanja na biljkama, posebice onima koje se koriste u

tradicionalnoj medicini (WHO, 2005).

1.2. FLORA BLIDINJA

Park prirode Blidinje nalazi se u sjevernoj Hercegovini. Na povriini od 364 km’
obuhvaca planinske masive Cvrsnice (2 228 m) i Vrana (2 074 m) odijeljene 12 km dugom

udolinom Dugog polja na ¢ijem je juznom dijelu Blidinjsko jezero.

Podruc¢je Blidinja jedno je od najvaznijih centara endemicnosti ne samo Bosne i
Hercegovine, ve¢ Citavog Balkana, koji se pak isti¢e kao jedno od vruc¢ih tocaka (hot spot)
europske 1 mediteranske flore. Od 450 biljnih endemskih vrsta u BiH polovica raste u
endemskom centru Cvrsnica-Cabilja-Prenj. Uz §iroko rasprostranjene vrste, prisutan je znacaj
broj vrsta koje pripadaju alpskim, mediteranskim, Ilirskim, dinarskim i balkanskim flornim
elementima. Prevladavaju vrste iz porodica: Compositae, Caryophyllaceae, Fabaceae,
Scrophulariaceae, Lamiaceae, Rosaceae 1 drugih. U PP Blidinje zabiljeZeno je oko 500

biljnih svojti (Redzi¢ 1 sur., 2010).
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1.2.1. Obi¢na kopriva (Urtica dioica L.)

Vrsta: Urtica dioica L.
Rod: Urtica

Porodica: Urticaceae

Red: Rosales

Narodna imena: dvodomna kopriva, obi¢na kopriva, velika kopriva, prava kopriva, zara.

Slika 1. Obic¢na kopriva (Urtica dioica L.) (Flora Croatica Database)

Urtica dioica L. (Slika 1) je jednogodisnja i viSegodi$nja biljka koju odlikuju Zarece
dladice. Rasprostranjena je u umjerenim geografskim Sirinama u svijetu. U ljekovite svrhe
sakuplja se Citava biljka, a koristi se u lijeCenju upala mokrac¢nih kanala i bubrega, gastritisa te
slabokrvnosti. Pokazuje antivirusno (Uncini Manganelli i sur., 2005), antiulcerozno,

antimikrobno i anelgezijsko djelovanje (Giilgin i sur., 2004). Mladi listovi su jestivi.

1.2.2. Dugolisna metvica (Mentha longifolia
(L.) Huds.)

Vrsta: Mentha longifolia (L.) Huds.
Rod: Mentha

Porodica: Lamiaceae

Red: Lamiales Bromhead

Narodna imena: dugolisna metvica, konjska metvica

Slika 2. Dugolisna metvica (Mentha longifolia (L.) Huds.) (Flora Croatica Database)

Rod Mentha obuhvaca 25 vrsta koje su uglavnom visegodiSnje biljke rasprostranjene u
umjerenim geografskim Sirinama Europe, Azije, Australije i Juzne Amerike (Lange i Croteau,
1999). Dugolisna metvica (Mentha longifolia L.) (Slika 2) ima vrlo Siroku upotrebu u

narodnoj medicini, prehrambenoj te kozmetickoj industriji. Takoder je dokazano da eteri¢no
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ulje i ekstrakt metvice imaju antioksidacijsko, antibakterijsko i antivirusno djelovanje

(Hajlaoui i sur., 2009).
1.2.3.Gospina trava (Hypericum perforatum

L.

Vrsta: Hypericum perforatum L.
Rod: Hypericum

Porodica: Clusiaceae

Red: Malpighiales Juss. ex Bercht. et J. Presl

Narodna imena: kantarion, gospina trava, zvoncac, rucica Gospina, pljuskavica, trava

Sv.Ivana

Slika 3. Gospina trava (Hypericum perforatum L.) (Flora Croatica Database)

Gospina trava (Hypericum perforatum L.) (Slika 3) je viSegodiSnja biljka autohtona u
Europi. U ljekovite svrhe sakuplja se Citava biljka u cvatu. Cvjetovi su zute boje, a trljaju li se
medu prstima, iz njih istjece crveni sok bogat flavonoidima, kloroglucinolima (hiperforin) i
naftodiatronima (hipericin). Koristi se prije svega u lije¢enju depresije i nesanice, a u obliku

ulja kao sredstvo za njegu koze (Benedi i sur., 2004).

1.2.4. Veliki ¢icak (Arctium lappa L.)

Vrsta: Arctium lappa L.
Rod: Arctium
Porodica: Asteraceae

Red: Asterales Link

Narodna imena: veliki ¢iCak, obi¢ni cicak.

repusina, divicina divja, lopuh

Slika 4. Veliki ¢i¢ak (Arctium lappa L.) (Flora Croatica Database)

Veliki cicak (Arctium lappa L.) je dvogodiSnja biljka iz porodice Asteraceae, a

prirodno raste u umjerenim podru¢jima Euroazije (Slika 4). U ljekovite svrhe se obi¢no
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koristi korijen dvogodi$njih biljaka koji u obliku c¢aja djeluje kao diuretik 1 antipiretik.
Obzirom da korijen Cicka sadrzi visoki sadrzaj inulina, vrlo je koristan i za dijabetiare. Za
arktigenin, lignan izoliran iz ¢i¢ka, dokazano je antitumorsko 1 antioksidacijsko djelovanje

(Susanti i sur., 2012).

1.2.5. Sitnoglavicasti stricak (Carduus

pycnocephalus L. )

Vrsta: Carduus pycnocephalus L.
Rod: Carduus

Porodica: Asteraceae

Red: Asterales Link

Narodna imena: sitnoglavicasti stricak, badelj divji

Slika 5. Sitnoglavicasti striCak (Carduus pycnocephalus L.) (Flora Croatica Database)

Carduus pycnocephalus L. ili sitnoglaviCasti stricak (Asteraceae) je vrsta ¢icka sli¢ne
rasprostranjenosti kao 1 veliki ¢icak, a u tradicionalnoj medicini se koristi u lijeCenju
zeluCanih tegoba 1 reumatskih oboljenja (Slika 5). Takoder, biljke iz roda Carduus pokazuju

antiupalno, antitumorsko 1 antibakterijsko djelovanje (Al-Shammari i sur., 2012).
1.3. SEKUNDARNI BILJNI METABOLITI

Sekundarni biljni metaboliti su spojevi sintetizirani u biljkama koji sudjeluju u
interakciji biljke s okolinom, a produkt su sekundarnog metabolizma. Cesto su prisutni u
samo jednoj biljnoj vrsti 1li skupini taksonomski srodnih vrsta. Nemaju neposrednu funkciju u
rastu i razvitku biljaka tj. nemaju ulogu u primarnom metabolizmu kao npr. klorofil,
nukleotidi, aminokiseline, ugljikohidrati ali mnogi imaju vaznu ekolosku funkciju jer
predstavljaju zastitu od herbivornih organizama 1 infekcije mikrobima. Tako npr. soja sadrzi
fenolne spojeve koji ju Stite od gljivicnih infekcija, a nikotin iz duhana otrovan je za brojne
kukce. Osim toga, ovi spojevi takoder sluze i za primamljivanje oprasivaca i1 zivotinja koje

rasprostranjuju sjemenke, te kao tvari koje posreduju u kompeticiji biljka-biljka (alelopatija).

Biljne obrambene tvari razvile su se tijekom evolucije zahvaljuju¢i nasljednim

mutacijama, prirodnoj selekciji 1 evolucijskim promjenama. Mutacije u temeljnim

4
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metabolickim putovima rezultirale su pojavom novih tvari od kojih su neke bile otrovne za
herbivore ili su svojim mirisom ili okusom odvracale od hranjenja biljkama koje ih sadrze.
Tako dugo dok te tvari nisu bile otrovne za biljku, biljci su pruzale prednost pred biljkama

koje ih nisu sadrzavale (Pevalek-Kozlina, 2003).

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). Osim vaznih uloga u
biljei, upravo su mnogi sekundarni metaboliti odgovorni za blagotvoran i1 pozitivan ucinak
biljaka na zdravlje ljudi, stoga ith se cesto naziva 1 bioaktivnim komponentama,
fitokemikalijama 1 nutraceuticima. Do sada je otkriveno oko 100 000 razli¢itih bioaktivnih

spojeva, a ta se brojka gotovo svakodnevno povecava (Ribera i Zuniga, 2012).

Na temelju nacina njihove biosinteze, sekundarni biljni metaboliti se dijele u tri velike

skupine: terpene, fenolne spojeve i sekundarne tvari koje sadrze dusik.

1.3.1. POLIFENOLI

Polifenoli su najveca skupina sekundarnih metabolita. Do sada ih je otkriveno oko
8000. Sastoje se od jednog ili viSe aromatskih prstenova koji posjeduju jednu ili vise
hidroksilnih grupa (Dai 1 Mumper, 2010). Polifenoli su raznolika skupina sekundarnih
metabolita zbog cega se u literaturi mogu naci razli€iti nacini njihove klasifikacije: prema
strukturi, na temelju broja ugljikovih atoma u molekuli, na temelju bioloske aktivnosti,

biosintetskog puta 1 sl. (Tsao, 2010).

Za njihovo kvantitativno odredivanje u Dbiljnom tkivu c{esto se koriste
spektrofotometrijske metode, dok se za to¢nu identifikaciju koristi teku¢inska kromatografija
visoke djelotvornosti povezana sa spektrometrom masa (LC-MS) (Gruz 1 sur., 2008;

Prokudina 1 sur., 2012)

U biljci spojevi iz skupine polifenola imaju razli¢ite uloge, kao sastavnice
podupiraju¢ih 1 zaStitnih tkiva, obrambeni su signali, sudjeluju u razmnozavanju jer kao
atraktanti privlace opraSivace, djeluju kao alelopatski agensi, Stite biljku od ultraljubicastog
zraCenja te su signalne molekule u interakceiji biljke s okolinom (Jaganath i1 Crozier, 2010).
Najcesce se u biljkama nalaze u obliku glikozida razlicitih Secera. Flavonoidi kao podskupina

polifenola obuhvacaju preko 4000 do sada otkrivenih spojeva i zauzimaju prvo mjesto medu

5
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istrazivanim sekundarnim metabolitima (Scalbert i sur., 2005). Veliki interes za flavonoide

prvenstveno je potaknut njihovim pozitivnim u¢incima na ljudsko zdravlje.
Neke od skupina 1 podskupina polifenola prikazane su u Tablici 1.

Tablica 1. Podjela polifenola (Samec, 2013. prema Fuss i sur., 2003; Chong i sur., 2009;
Stalikas, 2010)

.q‘
oy L

Flavonoh / 1zoflavoni

OH
Flavan-3-oli
O

O - OH @»\@ @:

Antocijanidini

Flavanoni

Neflavonoidi
R, A= __COOH
R“\«/I\A/ coon : Fenolne =
N kiseline 5. 2,
Y
Ry
hidroksibenzojeve Ri1,Rz2, Rs= H, OH, OCH3s hidroksicimetne
kiseline kiseline
Stilibeni Lignani
R4’ HO
O primjer:
i Ry D3RS (+)-
RS R3", R4"= eterolakton
O H, OH,
OCH3,
R3 OGlu

Kondenzirane forme polifenola

Kondenzirani tanini Oligomeri

Polimeri

Ostale kondenzirane forme




1. UVOD

Sastav polifenola u biljci ovisi o raznim unutarnjim i1 vanjskim ¢imbenicima (Dai i
Mumper, 2010). Kako polifenoli sudjeluju u komunikaciji biljke s okolinom njihova koli¢ina
uvelike ovisi o vanjskim uvjetima rasta. U biljkama se povecava udio polifenolnih
komponenata uslijed stresnih uvjeta (Lule 1 Xia, 2005). PrijaSnja istrazivanja pokazala su da
lokalitet rasta utje¢e na razinu polifenola u ljekovitom i endemi¢nom bilju (Samec i sur.,

2010)
1.3.2. POLIFENOLI I ZDRAVLJE

Polifenoli, a posebno flavonoidi postali su najviSe istrazivana skupina sekundarnih
metabolita sredinom devedesetih godina proslog stolje¢a zbog njihove bioloske aktivnosti 1
pozitivnih u¢inaka na ljudsko zdravlje (Stevenson i Hurst, 2007). Sve je viSe znanstvenih
studija koje podupiru hipotezu da prehrana bogata polifenolima ima preventivnu 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) i povréu (Samec i sur., 2011). Posebno se isticu ljekovite
biljke 1 njihovi oparci kao bogat izvor polifenola (Katalini¢ 1 sur., 2006; Surveswaran 1 sur.,

2007; Li 1 sur., 2008)

Veliki broj biokemijskih procesa u naSem organizmu potice stvaranje slobodnih
radikala (engl. reactive oxygen species - ROS). To je skupina veoma reaktivnih molekula koje
ukljucuju reaktivne kisikove vrste (ROS), superokside (O,®), hidroksile (HO®), peroksile
(ROO*), 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 izloZenosti negativnim vanjskim
¢imbenicima ili bolesti ta je ravnoteza naruSena. U tom slucaju u organizmu nastaje viSak
slobodnih radikala koji mogu ostetiti lipide, proteine, ugljikohidrate ili DNA te na taj nacin
izazvati razli¢ita patoloska stanja (Zhao 1 sur., 2005). Proces lipidne oksidacije ukljucen je u
procese starenja jer lipidi koji ulaze u sastav koZe reagiraju sa slobodnim radikalima 1 prelaze
u lipidne perokside koji ubrzavaju starenje (Lee 1 sur., 2001). Nadalje, oStecenja stanicnih
membrana lipidnom oksidacijom 1/ili oSte¢enja DNA izazvana slobodnim radikalima
povezana su 1 s nastajanjem mnogih bolesti kao Sto su neke vrste karcinoma, ateroskleroza i

neurodegenerativne bolesti (Deng 1 sur., 2005). Uslijed povecane razine slobodnih radikala
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1. UVOD

povecava se razina lipoproteina male gustoCe (engl. low density lipoprotein- LDL) koji
uzrokuju nakupljanje kolesterola $to dovodi do razvoja kardiovaskularnih oboljenja
(Noorhajati 1 sur., 2012). U situaciji kada je ravnoteza izmedu slobodnih radikala i
antioksidansa u organizmu narusena potrebno je unositi antioksidanse hranom. Jedni od
najjaCih antioksidansa prisutnih u hrani upravo su polifenoli koji zbog svoje specificne
kemijske strukture imaju sposobnost prekidanja lan¢anih reakcija doniranjem atoma vodika ili
elektrona slobodnom radikalu (Slika 6), dok sami poprimaju stabilne, nereaktivne

konformacije.

0

0 + 2H* + 2e

Slika 6. Reakcija oksidacije katehina pri ¢emu dolazi do otpusStanja dva elektrona 1 dva

vodikova protona (Piljac 1 sur., 2004).

U ljudskom organizmu antioksidansi djeluju na tri nac¢ina (Noorhajati i sur., 2012):

- specavaju ili inhibiraju nastanak lipidnih peroksida
- neutraliziraju slobodne radikale

- popravljaju Stetu izazvanu djelovanjem slobodnih radikala



2. CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

Ciljevi:

Odrediti biolosku aktivnost vodenih i etanolnih ekstrakata biljnih svojti (Urtica dioica
L., Mentha longifolia L., Hypericum perforatum L., Arctium lappa L., Carduus
pycnocephalus L.) s podru¢ja Blidinja s posebnim naglaskom na antioksidacijsku
aktivnost

Usporediti dobivene vrijednosti u vodenim i etanolnim ekstraktima

Usporediti dobivene vrijednosti s obzirom na razliite nadmorske visine lokaliteta

rasta (Blidinje 1185 m 1 Sovi¢i 750 m)

Hipoteze:

Biljne vrste s podru¢ja Blidinja bogate su fitokemikalijama te pokazuju biolosku
aktivnost

Etanolni ekstrakti istrazivanih biljnih svojti su bogatiji fitokemikalijama 1 imaju vecu
biolosku aktivnost nego vodeni ekstrakti istih biljnih svojti

Nadmorska visina utje€e na sintezu sekundarnih metabolita 1 bioloSku aktivnost

Kod myjerenja antioksidacijske aktivnosti biljnih ekstrakata potrebno je koristiti

nekoliko metoda paralelno jer izmjerena vrijednost ovisi o koriStenoj metodi



3. MATERIJALI I METODE

3.1. SAKUPLJANJE BILJNOG MATERIJALA

Predmet istrazivanja u ovom radu su pet biljnih vrsta prikupljenih u kasno ljeto
(2013.g) na podrucju Blidinja (Bosna i Hercegovina) na dva lokaliteta razli¢itih nadmorskih
visina (Sovi¢i 750 m, Blidinje 1185 m) (Slika 7, Tablica 2). Svaka pojedina biljna vrsta
nadena je na 750 1 1185 m izuzev velikog ¢icka koji raste samo na nizoj nadmorskoj visini pa
je stoga na viSoj nadmorskoj visini sakupljena druga vrsta Ci¢ka (sitnoglaviCasti stricak)
(Tablica 2) koji pripada istoj porodici (Asteraceae) kao 1 veliki ¢i¢ak. Na svakom lokalitetu
biljni uzorci su prikupljeni po principu slucajnosti te su determinirani u Botanickom vrtu
Prirodoslovno-matematickog fakulteta uz pomo¢ prof. Antuna Alegra. Sakupljeno je po pet
primjeraka pojedine biljne vrste. Biljke su osuSene na prozraénom i1 suhom mjestu u hladu 1

cuvane u papirnatim vre¢icama do analize.

HRVATSI{A

R

. SRBUA

BOSNA | HERCEGOVINA

PP BLIDINIE
HRVATSKA

CRNA GORA

1 cm na karti = 25 km u prirodi

Slika 7. Karta podruc¢ja na kojem su sakupljene biljke.

(Izvor: Plan upravljanja za Park prirode Blidinje, Federalno ministarstvo okoliSa 1 turizma).
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3. MATERIJALI I METODE

Tablica 2. Popis istrazivanih biljnih vrsta, analizirani biljni organi, lokaliteti rasta 1

nadmorska visina.

Istrazivana vrsta Biljni organ e cnsh]
: & Nadmorska visina (m)
Kopriva . Sovi¢i, 750 m
(Urtica dioica L.) list Blidinje, 1185 m
Dugolisna metvica list Sovi¢i, 750 m
(Mentha longifolia L.) Blidinje, 1185 m
Gospina trava Sovi¢i, 750 m
(Hypericum perforatum L.) cvat Blidinje, 1185 m
Veliki ¢icak Sovi¢i, 750 m

(Arctium lappa L.)
Sitnoglavicasti stri¢ak
(Carduus pycnocephalus L.)

korijen Blidinje, 1185 m

3.2. PRIPREMA EKSTRAKTA

50 mg uzoraka osuSenih listova, korijena 1 cvata istraZzivanih biljaka su samljeveni u
tarioniku u prah, homogenizirani uz dodatak 2 mL destilirane vode ili 80%-tnog etanola (v/v),
sonificirani u ultrazvu¢noj kupelji na 80°C (35 kHz, 360 W / 30 min) te centrifugirani (15
000xg / 10 min) u rotoru 12154H visokookretajne centrifuge (Sigma 3K18) pri temperaturi od
4°C. Tako dobiven supernatant upotrijebljen je za odredivanje sadrzaja fenola i flavonoida te

antioksidacijske aktivnosti biljnih ekstrakata.

3.3. ODREPIVANJE SADRZAJA UKUPNIH FENOLA

Sadrzaj ukupnih fenola u vodenim 1 etanolnim ekstraktima istrazivanih vrsta odreden
je spektrofotometrijski, mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri valnoj duljini 765 nm
(Zhishen 1 sur., 1999). Ova kolorometrijska metoda se temelji na reakciji fenola s Folin-
Ciocalteu reagensom. Folin-Ciocalteu reagens je smjesa fosfowolframove 1 fosfomolibden
kiseline, a pri oksidaciji fenolnih spojeva ove kiseline reduciraju se u wolfram-oksid 1
molibden-oksid koji su plavo obojeni (Ough i Amerine, 1998).

Odredeni alikvot etanolnog ili vodenog biljnog ekstrakta (20 uL) pomijesan je s 100
puL Folin-Ciocalteu reagensa i s 1580 pL. dH,O te su zatim na muckalici dobro promijeSani. U
svaku je probu dodano po 300 pL 1.88M Na,COs te su probe jo$ jednom promijesane. Probe
su zatim inkubirane trideset minta u vodenoj kupelji na 45 °C te im je zatim izmjerena

apsorbancija na spomenutoj valnoj duljini.
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3. MATERIJALI I METODE

Sadrzaj ukupnih fenola u pojedinim uzorcima odreden je ocitavanjem bazdarne krivulje
dobivene mjerenjem apsorbancije vodenih 1 etanolnih otopina galne kiseline poznatih
koncentracija (0,1-1,0 mg/mL) te je izraZen u miligramima ekvivalenta galne kiseline po gramu

suhe mase uzorka (mg GAE/g sm).

3.4. ODREPIVANJE SADRZAJA UKUPNIH FLAVONOIDA

Sadrzaj ukupnih flavonoida u vodenim i etanolnim ekstraktima istrazivanih vrsta
odreden je spektrofotometrijski, mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri valnoj duljini 510
nm (Zhishen 1 sur., 1999). Odredivanje flavonoida temelji se na svojstvu flavonoida da s
aluminijevim kloridom (AICl;) tvore kompleks. Intenzitet obojenja proporcionalan je koli¢ini
prisutnih flavonoida.

Odredeni alikvot etanolnog ili vodenog biljnog ekstrakta (200 pnL) pomijeSan je s 60
pL 5% NaNO; i1 s 800 uLL dH,O te su zatim na muckalici dobro promijeSani. Nakon pet min
inkubacije, u svaku je probu dodano po 60 uL 10% AICI; te su probe jo§ jednom promijeSane.
Probe su zatim inkubirane tijekom Sest minuta, te je zatim u probe dodano po 400 uL 1M
NaOH 1480 uL dH,O do ukupnog volumena od 2 mL. Nakon zadnjeg mijesanja, probama je
izmjerena apsorbancija na spomentoj valnoj duljini.

Sadrzaj ukupnih flavonoida u pojedinim uzorcima odreden je oCitavanjem bazdarne
krivulje dobivene mjerenjem apsorbancije etanolnih otopina kvercetina poznatih koncentracija
(0,025- 0,6 mg/mL) te je izrazen u miligramima ekvivalenta kvercetina po gramu suhe mase

uzorka (mg QuE/g sm).

3.5. ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI BILJNIH
EKSTRAKATA

3.5.1.METODA DPPH

Metoda DPPH temelji se na redukciji slobodnih DPPH(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
radikala antioksidansom koji sluzi kao donor atoma vodika ili elektrona (Slika 8). Redukcija
radikala dovodi do promjene boje otopine slobodnih radikala od izrazito ljubicaste do Zute Sto

se detektira spektrofotometrijski pri valnoj duljini 515 nm.
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NH-—N

Slika 8. Mehanizam reakcije DPPH radikala s antioksidansom (Brand-Williams 1 sur.,1995)

Za mjerenje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom koriStena je metoda prema
Germano 1 sur. (2002) s malim izmjenama. Alikvot (50 pL) etanolnog ili vodenog biljnog
ekstrakta pomijesan je sa 950 uL svjeze pripremljene 0,1 mM otopine DPPH u etanolu.
Nakon mijesanja i inkubacije od 30 min, mjerena je apsorbancija proba na 517 nm u odnosu
na referentno mjerenje (950 pL 96 %-tnog etanola 1 50 pL destilirane vode ili 80%-tnog
etanola), a kao kontrola (proba bez ekstrakta s najve¢im intenzitetom ljubiCaste boje)
koristeno je 950 uL 0,1 mM otopine DPPH 1 50 pL destilirane vode ili 80%-tnog etanola.

Postotak inhibicije DPPH radikala izra¢unat je prema formuli:

% inhibicije = £x100

Ap apsorbancija kontrole (bez ekstrakta)

A apsorbancija uzorka (sa ekstraktom)

Za konstruiranje bazdarnog pravca koriStene su vodene i1 etanolne otopine galne

kiseline (0,05-0,3 mM).

3.5.3.METODA ABTS

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 (ABTS radikal) koji se formira oksidacijom otopine ABTS-a (Re i sur., 1999) (Slika
9).
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|
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Slika 9. Mehanizam oksidacije ABTS radikala i reakcija s antioksidansom (Re 1 sur., 1999).

Dodatak antioksidansa izaziva gubitak boje, a ta se promjena detektira
spektrofotometrijski pri valnoj duljini 734 nm. Volumen od 10 pL biljnog ekstrakta pomijeSan
je s 2 mL otopine ABTS radikala te je nakon 6 min inkubacije mjerena apsorbancija proba 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 tako da apsorbancija te otopine iznosi oko 0,700. Za slijepu probu koriSteno je 2
mL 96%-tnog etanola 1 10 puL destilirane vode ili 80%-tnog etanola, a kao kontrola (proba bez
ekstrakta) koristeno je 950 uL otopine ABTS+ radikala 1 50 pL destilirane vode ili 80%-tnog
etanola. Za konstruiranje bazdarnog pravca takoder su koriStene vodene i etanolne otopine
galne kiseline (0,2-1,4 mM). Postotak inhibicije ABTS radikala izracunat je na isti nacin kao 1
postotak inhibicije DPPH radikala.

3.5.3.METODA FRAP

Mehanizam FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power) metode temelji se na
prijenosu elektrona, a kompleks zeljeza s 2,4,6-tripiridil-s-triazinom — Fe(II)(TPTZ),Cl; —
koristi se kao oksidans (Benzie 1 Strain, 1999) (Slika 10).
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% 5 AN
A Qfm g

Fe® -TPTZ + antioksidans

Fe’-TPTZ

v

Slika 10. Mehanizam djelovanja FRAP reakcije (Benze 1 Strain, 1999).

Redukcijom Zuto obojenog kompleksa Fe(III)-TPTZ u Fe(Il) u prisutnosti
antioksidansa 1 pri niskom pH reakcijska smjesa mijenja boju u plavo ¢iji je maksimum
apsorbancije na valnoj duljini 593 nm. Kod mjerenja aktivnosti FRAP metodom 50 pL uzorka
pomijeSano je sa 950 pL prethodno pripremljenog i zagrijanog FRAP reagensa te je mjerena
apsorbancija proba na 593 nm nakon 4 min (slijepa proba: 950 uL FRAP reagensa bez TPTZ i
50 uL destilirane vode ili 80%-tnog etanola), a kao kontrola (proba bez ekstrakta) koristena je
smjesa 950 uL. FRAP reagensa 1 50 puL destilirane vode ili 80%-tnog etanola. FRAP reagens
se priprema mijeSanjem acetatnog pufera (300 mM, pH 3,6), otopine TPTZ (10 mM u 40 mM
kloridnoj kiselini) te Zeljezo (II) klorida (20 mM) u omjeru 10:1:1. Za pripremu bazdarnog
pravca koriSten je Zzeljezo-sulfat (FeSO4x7H,0) (0-1000 uM). Postotak redukcije TPTZ

izracunat je na sli¢an nac¢in kao 1 za prethodne dvije metode.

3.6. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Svaki brojCani podatak prikazan grafikonom aritmeti¢ka je sredina odredenog broja
replika (po 5 za svaku biljnu vrstu). Usporedba kontrole 1 tretmana (pojedinacno i
medusobno) provedena je testom "Duncan’s New Multiple Range Test" (DNMRT) za svaki
pojedini dan (Duncan, 1955). Statisticki znac¢ajnim smatrani su rezultati koji su se razlikovali
na razini p < 0,05. Pri statistickoj obradi podataka koriSten je raCunalni program
STATISTICA 12.0 (Stat Soft Inc., SAD). Takoder, izracunat je Pearsonov koeficijent

korelacije za izmjerene parametre u istraZzivanim biljnim vrstama.
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U vodenom 1 etanolnom ekstraktu koprive (Urtica dioica L.), dugolisne metvice
(Mentha longifolia L.) 1 gospine trave (Hypericum perforatum L.) prikupljenih na podrucju
Blidinja na dvije nadmorske visine (750 m 1 1185 m), te velikog Cicka (Arctium lappa L.)
prikupljenog na 750 m nadmorske visine 1 sitnoglavicastog stricka (Carduus pycnocephalus
L.) prikupljenog na 1185 m nadmorske visine odreden je sadrzaj ukupnih fenola 1 flavonoida,

te su izmjerene antioksidacijske aktivnosti koriStenjem tri metode: DPPH, FRAP 1 ABTS.
4.1. SADRZAJ UKUPNIH FENOLA

Sadrzaj ukupnih fenola odreden u vodenom i etanolnom ekstraktu istrazivanih biljnih
svojti prikazan je na Slici 11. Rezultati su izraZeni u miligramima ekvivalenta galne kiseline po

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

Najvisi sadrzaj ukupnih fenola izmjeren je u etanolnom ekstraktu dugolisne metvice
(Mentha longifolia L.) prikupljene na 1185 m nadmorske visine (82,5 mg GAE/g sm). Najnizi
sadrzaj ukupnih fenola izmjeren je u vodenom ekstraktu sitnoglavicastog stricka (Carduus

pycnocephalus L.) prikupljenog na 1185 m nadmorske visine (2,5 mg GAE/g sm).

Kod vecine biljnih svojti prikupljenih na istoj nadmorskoj visini, sadrzaj ukupnih
fenola bio je visi u etanolnom nego u vodenom ekstraktu. Izuzetak su kopriva (Urtica dioica
L.) 1 veliki ¢icak (Arctium lappa L.) prikupljeni na 750 m nadmorske visine - u vodenom
ekstraktu koprive sadrzaj ukupnih fenola iznosi 16, a u etanolnom 11 mg GAE/g sm dok u
vodenom ekstraktu velikog ¢icka sadrzaj ukupnih fenola iznosi 10, a u etanolnom 8 mg

GAE/g sm.

U etanolnom ekstraktu koprive (Urtica dioica L.) 1 dugolisne metvice (Mentha
longifolia L.) prikupljenih na 1185 m nadmorske visine sadrzaj ukupnih fenola je bio visi
(kopriva 28, a dugolisna metvica 82 mg GAE/g sm) nego u etanolnom ekstraktu istih biljnih
svojti prikupljenih na 750 m nadmorske visine (kopriva 11, a dugolisna metvica 62 mg
GAE/g sm). U etanolnom ekstraktu gospine trave (Hypericum perforatum L.) prikupljene na
750 m nadmorske visine sadrzaj ukupnih fenola bio je visi (44 mg GAE/g sm) nego u
etanolnom ekstraktu iste biljne svojte prikupljene na 1185 m nadmorske visine (38 mg GAE/g
sm). Slican trend je zabiljeZen kod vrsta iz porodice Asteraceae. Sadrzaj ukupnih fenola je visi
u etanolnom ekstraktu velikog ¢icka (Arctium lappa L.) prikupljenom na 750 m nadmorske
visine (8 mg GAE/g sm) nego u etanolnom ekstraktu sitnoglaviastog stricka (Carduus

pycnocephalus L.) prikupljenom na 1185 m nadmorske visine (4 mg GAE/g sm).
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U vodenom ekstraktu koprive (Urtica dioica L.) 1 dugolisne metvice (Mentha
longifolia L.) prikupljenih na 1185 m nadmorske visine sadrzaj ukupnih fenola bio je visi
nego u vodenom ekstraktu istih biljnih svojti prikupljenih na 750 m nadmorske visine dok kod
gospine trave (Hypericum perforatum L.) nadmorska visina nije utjecala na sadrzaj tih
metabolita u vodenom ekstraktu te biljke. Sadrzaj ukupnih fenola bio je visi u vodenom
ekstraktu velikog ¢iCka (Arctium lappa L.) prikupljenom na 750 m nadmorske visine (10 mg
GAE/g sm) nego u vodenom ekstraktu sitnoglavicastog stricka (Carduus pycnocephalus L.)

prikupljenom na 1185 m nadmorske visine (2,5 mg GAE/g sm).

100 + O Vodeni ekstrakt
B Etanolni ekstrakt

80 -

60 -
50 -
40 -

30 A ¢

Ukupni fenoli (mg GAE/g sm)

10 -

750m | 1185m | 750m | 1185 m

K M G C

Slika 11. Sadrzaj fenola (mg GAE /g sm) u vodenom i etanolnom ekstraktu koprive,
dugolisne metvice, gospine trave prikupljenih na dvije nadmorske visine (750 1 1185 m) te
velikog ¢iCka (750 m) 1 sitnoglavicastog stricka (1185 m). Na stupcima je oznalena
standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno
razlikuju (p < 0,05). Oznake: K — kopriva, M — dugolisna metvica, G — gospina trava, C —
¢icak 1 sitnoglavicasti stricak.
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4.2. SADRZAJ UKUPNIH FLAVONOIDA

Sadrzaj ukupnih flavonoida odreden u vodenom 1 etanolnom ekstraktu istrazivanih
biljnih svojti prikazan je na Slici 12. Rezultati su izrazeni u miligramima ekvivalenta

kvercetina po gramu suhe mase uzorka (mg QuE/g sm).

Najvec¢i sadrzaj ukupnih flavonoida odreden je u etanolnom ekstraktu dugolisne
metvice (Mentha longifolia L.) prikupljene na 1185 m nadmorske visine (111 mg QuE/g sm).
Najmanji sadrzaj ukupnih flavonoida odreden je u vodenom ekstraktu sitnoglavicastog stricka

(Carduus pycnocephalus L.) prikupljenog na 1185 m nadmorske visine (3 mg QuE/g sm).

Kod vecine biljnih svojti prikupljenih na istoj nadmorskoj visini, sadrzaj ukupnih
flavonoida bio je visi u etanolnom u usporedbi s vodenim ekstraktom. Izuzetak su veliki ¢i¢ak
(Arctium lappa L.) 1 sitnoglavicasti striak (Carduus pycnocephalus L.) te kopriva (Urtica
dioica L.) prikupljena na 750 m nadmorske visine kod kojih je sadrzaj ukupnih flavonoida bio

sli¢an u vodenom i etanolnom ekstraktu.

U etanolnom ekstraktu koprive (Urtica dioica L.) prikupljene na 1185 m nadmorske
visine sadrzaj ukupnih flavonoida bio je veci (55 mg QuE/g sm) nego u etanolnom ekstraktu
te biljne svojte prikupljene na 750 m nadmorske visine (16 mg QuE/g sm). Sadrzaj tih
sekundarnih metabolita u etanolnim ekstraktima dugolisne metvice (Mentha longifolia L.) nije
se bitno razlikovao obzirom na nadmorsku visinu. Za razliku od koprive, sadrzaj ukupnih
flavonoida u etanolnom ekstraktu gospine trave prikupljene na 750 m nadmorske visine bio je
vecl (73 mg QuE/g sm) nego u etanolnom ekstraktu gospine trave prikupljene na 1185 m

nadmorske visine (61 mg QuE/g sm).

U vodenom ekstraktu koprive (Urtica dioica L.) 1 dugolisne metvice (Mentha
longifolia L.) prikupljenih na 1185 m nadmorske visine sadrzaj ukupnih flavonoida bio je visi
nego u vodenom ekstraktu istih biljnih svojti prikupljenih na 750 m nadmorske visine dok je u
vodenom ekstraktu velikog ¢icka (Arctium lappa L.) prikupljenog na 750 m nadmorske visine
sadrzaj ukupnih flavonoida (12 mg QuE/g sm) bio viSi nego u vodenom ekstraktu
sitnoglaviCastog stricka (Carduus pycnocephalus L.) prikupljenog na 1185 m nadmorske
visine (3 mg QuE/g sm). Sadrzaj ukupnih flavonoida u vodenim ekstraktima gospine trave

(Hypericum perforatum L.) nije se bitno razlikovao obzirom na nadmorsku visinu.
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Slika 12. Sadrzaj flavonoida (mg QuE/g sm) u vodenom 1 etanolnom ekstraktu koprive,
mente, gospine trave prikupljenih na dvije nadmorske visine (750 1 1185 m) te velikog ¢icka
(750 m) 1 sitnoglaviCastog stricka (1185 m). Na stupcima je oznacena standardna devijacija.
Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statistiCki znacajno razlikuju (p < 0,05).
Oznake: K — kopriva, M — dugolisna metvica, G — gospina trava, C — &icak i sitnoglaviGasti
stricak.
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4. REZULTATI

4.3. METODA DPPH

Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti vodenih i etanolnih ekstrakata DPPH
metodom kojom se odreduje sposobnost gaSenja slobodnih DPPH radikala prikazani su na

Slici 13.

Najveci postotak inhibicije DPPH radikala (78%) izmjeren je u vodenom ekstraktu
gospine trave (Hypericum perforatum L.) prikupljene na 1185 m nadmorske visine. Najnizi
postotak inhibicije DPPH radikala (2,5 %) izmjeren je u vodenom ekstraktu sitnoglavicatog

stricka (Carduus pycnocephalus L.) prikupljenom na 1185 m nadmorske visine.

Kod svih biljnih svojti prikupljenih na istoj nadmorskoj visini, postotak inhibicije
DPPH radikala bio je vis$i u etanolnom ekstraktu nego u vodenom ekstraktu. Izuzetak su
ekstrakti gospine trave (Hypericum perforatum L.) kod kojih je, neovisno o upotrijebljenom

otapalu, zabiljezen podjednak postotak inhibicije DPPH radikala.

Nadmorska visina nije utjecala na postotak inhibicije DPPH radikala u etanolnim
ekstraktima sakupljenih biljnih svojti buduci se ti postotci nisu medusobno bitno razlikovali.
[zuzetak je etanolni ekstrakt velikog ¢i€ka (Arctium lappa L.) kod kojeg je zabiljeZen visi
postotak inhibicije u usporedbi s etanolnim ekstraktom sitnoglavicastog stricka (Carduus

pycnocephalus L.)

U vodenom ekstraktu koprive (Urtica dioica L.) 1 dugolisne metvice (Mentha
longifolia L.) prikupljenih na 1185 m nadmorske visine postotak inhibicije DPPH radikala bio
je visi nego u vodenom ekstraktu istih biljnih svojti prikupljenih na 750 m nadmorske visine
dok je u vodenom ekstraktu velikog ¢iCka (Arctium lappa L.) postotak inhibicije bio visi nego
u vodenom ekstraktu sitnoglavi€astog stricka (Carduus pycnocephalus L.). Postotak inhibicije
DPPH radikala u vodenim ekstraktima gospine trave (Hypericum perforatum L.) nije se bitno

razlikovao obzirom na nadmorsku visinu.
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Slika 13. Postotak inhibicije DPPH® radikala u vodenom i etanolnom ekstraktu koprive,
dugolisne metvice, gospine trave prikupljenih na dvije nadmorske visine (750 1 1185 m) te
velikog ¢iCka (750 m) 1 sitnoglavicastog stricka (1185 m). Na stupcima je oznalena
standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno
razlikuju (p < 0,05). Oznake: K — kopriva, M — dugolisna metvica, G — gospina trava, C —
¢icak.
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4. REZULTATI

4.5. METODA ABTS

Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti vodenih i etanolnih ekstrakata ABTS
metodom kojom se odreduje sposobnost gaSenja slobodnih ABTS radikala prikazani su na

Slici 14. Rezultati su izrazeni kao postotak inhibicije.

Najvisi postotak inhibicije ABTS radikala (99% inhibicije) izmjeren je u etanolnom
ekstraktima dugolisne metvice (Mentha longifolia L.) 1 gospine trave (Hypericum perforatum
L.) prikupljenih na 1185 m nadmorske visine. Najnizi postotak inhibicije (12% inhibicije)
izmjeren je u etanolnom ekstraktu velikog ¢icka (Arctium lappa L.) prikupljenom na 750 m

nadmorske visine.

Kod vecine biljnih svojti prikupljenih na istoj nadmorskoj visini, postotak inhibicije
bio je visi u etanolnom nego u vodenom ekstraktu, osim kod velikog ¢icka (Arctium lappa L.)
gdje je zabiljezena obrnuta situacija. Takoder, postotci inhibicije bili su slicni u vodenom i
etanolnom ekstraktu dugolisne metvice (Mentha longifolia L.) 1 sitnoglaviCastog stricka

(Carduus pycnocephalus L.) prikupljenih na 1185 m nadmorske visine.

U etanolnim ekstraktima vecine sakupljenih biljnih svojti nije bio vidljiv utjecaj
nadmorske visine na postotak inhibicije ABTS radikala budu¢i su ti postotci medusobno bili
podjednaki. Izuzetak je kopriva (Urtica dioica L.) kod koje je postotak inhibicije bio visi
(95% 1inhibicije) u etanolnom ekstraktu izradenom od biljke prikupljene na 1185 m
nadmorske visine nego u istom ekstraktu izradenom od biljke prikupljene na 750 m

nadmorske visine (37% inhibicije).

U vodenom ekstraktu dugolisne metvice (Mentha longifolia 1.) 1 gospine trave
(Hypericum perforatum L.) prikupljenih na 1185 m nadmorske visine postotak inhibicije bio
je visi (dugolisna metvica 98%, gospina trava 48% inhibicije) nego u vodenim ekstraktima
istih biljnih svojti prikupljenih na 750 m nadmorske visine (dugolisna metvica 76%, gospina
trava 40% inhibicije). Postotak inhibicije ABTS radikala u vodenim ekstraktima koprive
(Urtica dioica L.) nije se bitno razlikovao obzirom na nadmorsku visinu. U vodenom
ekstraktu velikog Cicka (Arctium lappa L.) prikupljenog na 750 m nadmorske visine postotak
inhibicije bio je visi (31% inhibicije) nego u vodenom ekstraktu sitnoglavicastog stricka

(Carduus pycnocephalus L.) prikupljenog na 1185 m nadmorske visine (15% inhibicije).
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Slika 14. Postotak inhibicije ABTS radikala u vodenom 1 etanolnom ekstraktu koprive,
dugolisne metvice, gospine trave prikupljenih na dvije nadmorske visine (750 1 1185 m) te
velikog ¢iCka (750 m) 1 sitnoglavicastog stricka (1185 m). Na stupcima je oznalena
standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno
razlikuju (p < 0,05). Oznake: K — kopriva, M — dugolisna metvica, G — gospina trava, C —
¢icak.
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4. REZULTATI

4.4. METODA FRAP

Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti vodenih i etanolnih ekstrakata FRAP
metodom kojom se odreduje sposobnost redukcije kompleksa Fe(Ill)-TPTZ u Fe(Il) prikazani

su na Slici 15. Rezultati su izrazeni kao postotak redukcije.

Najvisi postotak redukcije spomenutog kompleksa (94% redukcije) izmjeren je u
etanolnom ekstraktu gospine trave (Hypericum perforatum L.) prikupljene na 1185 m
nadmorske visine. Najnizi postotak redukcije (9% redukcije) odreden je u vodenom ekstraktu
sintoglaviCastog stricka (Carduus pycnocephalus L.) prikupljenog na 1185 m nadmorske

visine.

Kod svih biljnih svojti prikupljenih na istoj nadmorskoj visini, postotak redukcije bio
je visi u etanolnom nego u vodenom ekstraktu. Izuzetak je dugolisna metvica (Mentha
longifolia L.) prikupljena na 1185 m nadmorske visine kod koje postotak redukcije u

vodenom ekstraktu iznosi 64%, a u etanolnom 57%.

Nadmorska visina nije utjecala na postotak redukcije kompleksa Fe(III)-TPTZ u Fe(Il)
u etanolnim ekstraktima sakupljenih biljnih svojti budu¢i se ti postotci nisu medusobno bitno
razlikovali. Izuzetak je etanolni ekstrakt velikog Cicka (Arctium lappa L.) kod kojeg je
zabiljezen visi postotak redukcije u usporedbi s etanolnim ekstraktom sitnoglavicastog stricka

(Carduus pycnocephalus L.)

U vodenom ekstraktu ve¢ine biljnih svojti prikupljenih na 1185 m nadmorske visine
postotak redukcije bio je viSi nego u vodenom ekstraktu istih biljnih svojti prikupljenih na 750
m nadmorske visine. [zuzetak su 2 vrste iz porodice Asteraceae, veliki ¢icak (Arctium lappa
L.) 1 sitnoglavicasti stricak (Carduus pycnocephalus L.) gdje je rezultat obrnut. Postotak
redukcije je viSi u vodenom ekstraktu velikog ¢icka (Arctium lappa L.) prikupljenog na 750 m
nadmorske visine (21% redukcije) nego u vodenom ekstraktu sitnoglavicastog stricka

(Carduus pycnocephalus L.) prikupljenom na 1185 m nadmorske visine (9% redukcije).
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Slika 15. Postotak redukcije kompleksa Fe(III)-TPTZ u Fe(Il) u vodenom i etanolnom
ekstraktu koprive, dugolisne metvice, gospine trave prikupljenih na dvije nadmorske visine
(750 1 1185 m) te velikog ¢icka (750 m) 1 sitnoglavicastog stricka (1185 m). Na stupcima je
oznacCena standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki
znacajno razlikuju (p < 0,05). Oznake: K — kopriva, M — dugolisna metvica, G — gospina
trava, C — &icak.

25



4. REZULTATI

4.6. KORELACIJE

U svrhu odredivanja korelacija izmedu antioksidacijske aktivnosti mjerene razli¢itim

metodama 1 sadrzaja polifenolnih metabolita izracunat je Pearsonov koeficijent korelacije.

Tablica 3. Matriks Pearsonovog koeficijenta za antioksidacijske metode 1 sadrzaj ukupnih
fenola i1 flavonoida u vodenom ekstraktu istrazenih biljnih vrsta. Podebljane vrijednosti
pokazuju znacajnu korelaciju na razini znacajnosti p<0,05.

Pearsonov koeficijent korelacije za ispitane uzorke u vodenim ekstraktima prikazan je
u Tablici 3. Prema razini znacajnosti ve¢ina metoda pokazuju znacajnu korelaciju izmedu
vrijednosti antioksidacijskih aktivnosti te sadrzaja ukupnih fenola 1 sadrzaja ukupnih
flavonoida. Vidljivo je da nije zna€ajan koeficijent korelacije izmedu FRAP 1 DPPH metode.
Najvisi Pearsonov koeficijent (0,956) izraCunat je za ABTS 1 sadrzaj ukupnih flavonoida, a

vrijednost iznad 0,900 pokazuje sadrzaj ukupnih fenola 1 sadrzaj ukupnih flavonoida (0,941).

Tablica 4. Matriks Pearsonovog koeficijenta za antioksidacijske metode te sadrzaj ukupnih
fenola 1 flavonoida u etanolnom ekstraktu istraZzenih biljnih vrsta. Podebljane vrijednosti
pokazuju znacajnu korelaciju na razini znacajnosti p<0,05.

Fl DPPH FRAP ABTS
0,968 0,816 0,407 0,806

0,851 0,452 0,862
0,780 0,887
0,782

Pearsonov koeficijent korelacije za ispitane uzorke u etanolnim ekstraktima prikazan
je u Tablici 4. Prema razini znacajnosti sve metode pokazuju zna€ajnu korelaciju izmedu
vrijednosti antioksidacijskih aktivnosti te sadrzaja ukupnih fenola 1 sadrzaja ukupnih
flavonoida. NajviSi Pearsonov koeficijent izraCunat je za sadrzaj ukupnih fenola i sadrZaj

ukupnih flavonoida (0,968).
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4. REZULTATI

U vodenom 1 etanolnom ekstraktu koprive (Urtica dioica L.), dugolisne metvice
(Mentha longifolia L.) 1 gospine trave (Hypericum perforatum L.) prikupljenih na podrucju
Blidinja na dvije nadmorske visine (750 m 1 1185 m), te velikog Cicka (Arctium lappa L.)
prikupljenog na 750 m nadmorske visine 1 sitnoglavicastog stricka (Carduus pycnocephalus
L.) prikupljenog na 1185 m nadmorske visine odreden je sadrzaj ukupnih fenola 1 flavonoida,

te su izmjerene antioksidacijske aktivnosti koriStenjem tri metode: DPPH, FRAP 1 ABTS.
4.1. SADRZAJ UKUPNIH FENOLA

Sadrzaj ukupnih fenola odreden u vodenom i etanolnom ekstraktu istrazivanih biljnih
svojti prikazan je na Slici 11. Rezultati su izraZeni u miligramima ekvivalenta galne kiseline po

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

Najvisi sadrzaj ukupnih fenola izmjeren je u etanolnom ekstraktu dugolisne metvice
(Mentha longifolia L.) prikupljene na 1185 m nadmorske visine (82,5 mg GAE/g sm). Najnizi
sadrzaj ukupnih fenola izmjeren je u vodenom ekstraktu sitnoglavicastog stricka (Carduus

pycnocephalus L.) prikupljenog na 1185 m nadmorske visine (2,5 mg GAE/g sm).

Kod vecine biljnih svojti prikupljenih na istoj nadmorskoj visini, sadrzaj ukupnih
fenola bio je visi u etanolnom nego u vodenom ekstraktu. Izuzetak su kopriva (Urtica dioica
L.) 1 veliki ¢icak (Arctium lappa L.) prikupljeni na 750 m nadmorske visine - u vodenom
ekstraktu koprive sadrzaj ukupnih fenola iznosi 16, a u etanolnom 11 mg GAE/g sm dok u
vodenom ekstraktu velikog ¢icka sadrzaj ukupnih fenola iznosi 10, a u etanolnom 8 mg

GAE/g sm.

U etanolnom ekstraktu koprive (Urtica dioica L.) 1 dugolisne metvice (Mentha
longifolia L.) prikupljenih na 1185 m nadmorske visine sadrzaj ukupnih fenola je bio visi
(kopriva 28, a dugolisna metvica 82 mg GAE/g sm) nego u etanolnom ekstraktu istih biljnih
svojti prikupljenih na 750 m nadmorske visine (kopriva 11, a dugolisna metvica 62 mg
GAE/g sm). U etanolnom ekstraktu gospine trave (Hypericum perforatum L.) prikupljene na
750 m nadmorske visine sadrzaj ukupnih fenola bio je visi (44 mg GAE/g sm) nego u
etanolnom ekstraktu iste biljne svojte prikupljene na 1185 m nadmorske visine (38 mg GAE/g
sm). Slican trend je zabiljeZen kod vrsta iz porodice Asteraceae. Sadrzaj ukupnih fenola je visi
u etanolnom ekstraktu velikog ¢icka (Arctium lappa L.) prikupljenom na 750 m nadmorske
visine (8 mg GAE/g sm) nego u etanolnom ekstraktu sitnoglavicastog stricka (Carduus

pycnocephalus L.) prikupljenom na 1185 m nadmorske visine (4 mg GAE/g sm).
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4. REZULTATI

U vodenom ekstraktu koprive (Urtica dioica L.) 1 dugolisne metvice (Mentha
longifolia L.) prikupljenih na 1185 m nadmorske visine sadrzaj ukupnih fenola bio je visi
nego u vodenom ekstraktu istih biljnih svojti prikupljenih na 750 m nadmorske visine dok kod
gospine trave (Hypericum perforatum L.) nadmorska visina nije utjecala na sadrzaj tih
metabolita u vodenom ekstraktu te biljke. Sadrzaj ukupnih fenola bio je visi u vodenom
ekstraktu velikog ¢iCka (Arctium lappa L.) prikupljenom na 750 m nadmorske visine (10 mg
GAE/g sm) nego u vodenom ekstraktu sitnoglavicastog stricka (Carduus pycnocephalus L.)

prikupljenom na 1185 m nadmorske visine (2,5 mg GAE/g sm).
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Slika 11. Sadrzaj fenola (mg GAE /g sm) u vodenom 1 etanolnom ekstraktu koprive,
dugolisne metvice, gospine trave prikupljenih na dvije nadmorske visine (750 1 1185 m) te
velikog ¢iCka (750 m) 1 sitnoglavicastog stricka (1185 m). Na stupcima je oznalena
standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno
razlikuju (p < 0,05). Oznake: K — kopriva, M — dugolisna metvica, G — gospina trava, C —
¢icak 1 sitnoglavicasti stricak.
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4. REZULTATI

4.2. SADRZAJ UKUPNIH FLAVONOIDA

Sadrzaj ukupnih flavonoida odreden u vodenom 1 etanolnom ekstraktu istrazivanih
biljnih svojti prikazan je na Slici 12. Rezultati su izrazeni u miligramima ekvivalenta

kvercetina po gramu suhe mase uzorka (mg QuE/g sm).

Najvec¢i sadrzaj ukupnih flavonoida odreden je u etanolnom ekstraktu dugolisne
metvice (Mentha longifolia L.) prikupljene na 1185 m nadmorske visine (111 mg QuE/g sm).
Najmanji sadrzaj ukupnih flavonoida odreden je u vodenom ekstraktu sitnoglavicastog stricka

(Carduus pycnocephalus L.) prikupljenog na 1185 m nadmorske visine (3 mg QuE/g sm).

Kod vecine biljnih svojti prikupljenih na istoj nadmorskoj visini, sadrzaj ukupnih
flavonoida bio je visi u etanolnom u usporedbi s vodenim ekstraktom. Izuzetak su veliki ¢i¢ak
(Arctium lappa L.) 1 sitnoglavicasti striCak (Carduus pycnocephalus L.) pycnocephalus L.) te
kopriva (Urtica dioica L.) prikupljena na 750 m nadmorske visine kod kojih je sadrzaj

ukupnih flavonoida bio slican u vodenom 1 etanolnom ekstraktu.

U etanolnom ekstraktu koprive (Urtica dioica L.) prikupljene na 1185 m nadmorske
visine sadrzaj ukupnih flavonoida bio je veci (55 mg QuE/g sm) nego u etanolnom ekstraktu
te biljne svojte prikupljene na 750 m nadmorske visine (16 mg QuE/g sm). Sadrzaj tih
sekundarnih metabolita u etanolnim ekstraktima dugolisne metvice (Mentha longifolia L.) nije
se bitno razlikovao obzirom na nadmorsku visinu. Za razliku od koprive, sadrzaj ukupnih
flavonoida u etanolnom ekstraktu gospine trave prikupljene na 750 m nadmorske visine bio je
veci (73 mg 12 QuE/g sm) nego u etanolnom ekstraktu gospine trave prikupljene na 1185 m

nadmorske visine (61 mg QuE/g sm).

U vodenom ekstraktu koprive (Urtica dioica L.) 1 dugolisne metvice (Mentha
longifolia L.) prikupljenih na 1185 m nadmorske visine sadrzaj ukupnih flavonoida bio je visi
nego u vodenom ekstraktu istih biljnih svojti prikupljenih na 750 m nadmorske visine dok je u
vodenom ekstraktu velikog ¢icka (Arctium lappa L.) prikupljenog na 750 m nadmorske visine
sadrzaj ukupnih flavonoida (12 mg QuE/g sm) bio viSi nego u vodenom ekstraktu
sitnoglaviCastog stricka (Carduus pycnocephalus L.) prikupljenog na 1185 m nadmorske
visine (3 mg QuE/g sm). Sadrzaj ukupnih flavonoida u vodenim ekstraktima gospine trave

(Hypericum perforatum L.) nije se bitno razlikovao obzirom na nadmorsku visinu.
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Slika 12. Sadrzaj flavonoida (mg QuE/g sm) u vodenom 1 etanolnom ekstraktu koprive,
mente, gospine trave prikupljenih na dvije nadmorske visine (750 1 1185 m) te velikog ¢icka
(750 m) 1 sitnoglaviCastog stricka (1185 m). Na stupcima je oznacena standardna devijacija.
Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statistiCki znacajno razlikuju (p < 0,05).
Oznake: K — kopriva, M — dugolisna metvica, G — gospina trava, C — &icak i sitnoglaviGasti
stricak.
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4. REZULTATI

4.3. DPPH METODA

Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti vodenih 1 etanolnih ekstrakata
DPPH metodom kojom se odreduje sposobnost gasenja slobodnih DPPH® radikala prikazani

su na Slici 13.

Najveci postotak inhibicije DPPH® radikala (78%) izmjeren je u vodenom ekstraktu
gospine trave (Hypericum perforatum L.) prikupljene na 1185 m nadmorske visine. Najnizi
postotak inhibicije DPPH® radikala (2,5 %) izmjeren je u vodenom ekstraktu sitnoglavicatog

stricka (Carduus pycnocephalus L.) prikupljenom na 1185 m nadmorske visine.

Kod svih biljnih svojti prikupljenih na istoj nadmorskoj visini, postotak inhibicije
DPPH® radikala bio je viSi u etanolnom ekstraktu nego u vodenom ekstraktu. Izuzetak su
ekstrakti gospine trave (Hypericum perforatum L.) kod kojih je, neovisno o upotrijebljenom

otapalu, zabiljeZen podjednak postotak inhibicije DPPH® radikala.

Nadmorska visina nije utjecala na postotak inhibicije DPPH® radikala u etanolnim
ekstraktima sakupljenih biljnih svojti buduci se ti postotci nisu medusobno bitno razlikovali.
[zuzetak je etanolni ekstrakt velikog ¢i€ka (Arctium lappa L.) kod kojeg je zabiljeZen visi
postotak inhibicije u usporedbi s etanolnim ekstraktom sitnoglavicastog stricka (Carduus

pycnocephalus L.)

U vodenom ekstraktu koprive (Urtica dioica L.) 1 dugolisne metvice (Mentha
longifolia L.) prikupljenih na 1185 m nadmorske visine postotak inhibicije DPPH® radikala
bio je viSi nego u vodenom ekstraktu istih biljnih svojti prikupljenih na 750 m nadmorske
visine dok je u vodenom ekstraktu velikog Cicka (Arctium lappa L.) postotak inhibicije bio
vi$i nego u vodenom ekstraktu sitnoglavicastog stricka (Carduus pycnocephalus L.). Postotak
inhibicije DPPH® radikala u vodenim ekstraktima gospine trave (Hypericum perforatum L.)

nije se bitno razlikovao obzirom na nadmorsku visinu.
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4. REZULTATI
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Slika 13. Postotak inhibicije DPPH® radikala u vodenom i etanolnom ekstraktu koprive,
dugolisne metvice, gospine trave prikupljenih na dvije nadmorske visine (750 1 1185 m) te
velikog ¢iCka (750 m) 1 sitnoglavicastog stricka (1185 m). Na stupcima je oznalena
standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno
razlikuju (p < 0,05). Oznake: K — kopriva, M — dugolisna metvica, G — gospina trava, C —
¢icak.
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4. REZULTATI

4.4. FRAP METODA

Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti vodenih 1 etanolnih ekstrakata
FRAP metodom kojom se odreduje sposobnost redukcije kompleksa Fe(III)-TPTZ u Fe(II)

prikazani su na Slici 14. Rezultati su izraZzeni kao postotak redukcije.

Najvisi postotak redukcije spomenutog kompleksa (94% redukcije) izmjeren je u
etanolnom ekstraktu gospine trave (Hypericum perforatum L.) prikupljene na 1185 m
nadmorske visine. Najnizi postotak redukcije (9% redukcije) odreden je u vodenom ekstraktu
sintoglaviCastog stricka (Carduus pycnocephalus L.) prikupljenog na 1185 m nadmorske

visine.

Kod svih biljnih svojti prikupljenih na istoj nadmorskoj visini, postotak redukcije bio
je visi u etanolnom nego u vodenom ekstraktu. Izuzetak je dugolisna metvica (Mentha
longifolia L.) prikupljena na 1185 m nadmorske visine kod koje postotak inhibicije u

vodenom ekstraktu iznosi 64%, a u etanolnom 57%.

Nadmorska visina nije utjecala na postotak redukcije kompleksa Fe(III)-TPTZ u Fe(Il)
u etanolnim ekstraktima sakupljenih biljnih svojti budu¢i se ti postotci nisu medusobno bitno
razlikovali. Izuzetak je etanolni ekstrakt velikog Cicka (Arctium lappa L.) kod kojeg je
zabiljeZen visi postotak inhibicije u usporedbi s etanolnim ekstraktom sitnoglavicastog stricka

(Carduus pycnocephalus L.)

U vodenom ekstraktu ve¢ine biljnih svojti prikupljenih na 1185 m nadmorske visine
postotak inhibicije bio je viSi nego u vodenom ekstraktu istih biljnih svojti prikupljenih na
750 m nadmorske visine. Izuzetak su 2 vrste iz porodice Asteraceae, veliki ¢iCak (Arctium
lappa L.) 1 sitnoglaviCasti striCak (Carduus pycnocephalus L.) gdje je rezultat obrnut.
Postotak redukcije je viSi u vodenom ekstraktu velikog ¢icka (Arctium lappa L.) prikupljenog
na 750 m nadmorske visine (21% inhibicije) nego u vodenom ekstraktu sitnoglavi¢astog
stricka (Carduus pycnocephalus L.) prikupljenom na 1185 m nadmorske visine (9%

inhibicije).
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4. REZULTATI

100 O Vodeni ekstrakt
A B Etanolni ekstrakt
90
80
70 B
60
50 bc

40 de

FRAP (% redukcije)

30
20 ef

10

750 m 1185 m 750 m 1185 m 750 m 1185 m 750 m 1185 m

(@

K M G

Slika 14. Postotak redukcije kompleksa Fe(III)-TPTZ u Fe(II) u vodenom i etanolnom
ekstraktu koprive, dugolisne metvice, gospine trave prikupljenih na dvije nadmorske visine
(750 1 1185 m) te velikog ¢icka (750 m) 1 sitnoglavicastog stricka (1185 m). Na stupcima je
oznacCena standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki
znacajno razlikuju (p < 0,05). Oznake: K — kopriva, M — dugolisna metvica, G — gospina
trava, C — &icak.
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4. REZULTATI

4.5. ABTS METODA

Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti vodenih 1 etanolnih ekstrakata
ABTS metodom kojom se odreduje sposobnost gaSenja slobodnih ABTS radikala prikazani

su na Slici 15. Rezultati su izrazeni kao postotak inhibicije.

Najvisi postotak inhibicije ABTS radikala (99% inhibicije) izmjeren je u etanolnom
ekstraktima dugolisne metvice (Mentha longifolia L.) 1 gospine trave (Hypericum perforatum
L.) prikupljenih na 1185 m nadmorske visine. Najnizi postotak inhibicije (12% inhibicije)
izmjeren je u etanolnom ekstraktu velikog ¢icka (Arctium lappa L.) prikupljenom na 750 m

nadmorske visine.

Kod vecine biljnih svojti prikupljenih na istoj nadmorskoj visini, postotak inhibicije
bio je visi u etanolnom nego u vodenom ekstraktu, osim kod velikog ¢i¢ka (Arctium lappa L.)
gdje je zabiljezena obrnuta situacija. Takoder, postotci inhibicije bili su slicni u vodenom i
etanolnom ekstraktu dugolisne metvice (Mentha longifolia L.) 1 sitnoglaviCastog stricka

(Carduus pycnocephalus L.) pycnocephalus L.) prikupljenih na 1185 m nadmorske visine.

U etanolnim ekstraktima vecine sakupljenih biljnih svojti nije bio vidljiv utjecaj
nadmorske visine na postotak inhibicije ABTS radikala budu¢i su ti postotci medusobno bili
podjednaki. Izuzetak je kopriva (Urtica dioica L.) kod koje je postotak inhibicije bio visi
(95% 1inhibicije) u etanolnom ekstraktu izradenom od biljke prikupljene na 1185 m
nadmorske visine nego u istom ekstraktu izradenom od biljke prikupljene na 750 m

nadmorske visine (37% inhibicije).

U vodenom ekstraktu dugolisne metvice (Mentha longifolia 1.) 1 gospine trave
(Hypericum perforatum L.) prikupljenih na 1185 m nadmorske visine postotak inhibicije bio
je visi (dugolisna metvica 98%, gospina trava 48% inhibicije) nego u vodenim ekstraktima
istih biljnih svojti prikupljenih na 750 m nadmorske visine (dugolisna metvica 76%, gospina
trava 40% inhibicije). Postotak inhibicije ABTS radikala u vodenim ekstraktima koprive
(Urtica dioica L.) nije se bitno razlikovao obzirom na nadmorsku visinu. U vodenom
ekstraktu velikog Cicka (Arctium lappa L.) prikupljenog na 750 m nadmorske visine postotak
inhibicije bio je visi (31% inhibicije) nego u vodenom ekstraktu sitnoglavicastog stricka

(Carduus pycnocephalus L.) prikupljenog na 1185 m nadmorske visine (15% inhibicije).
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Slika 15. Postotak inhibicije ABTS radikala u vodenom 1 etanolnom ekstraktu koprive,
dugolisne metvice, gospine trave prikupljenih na dvije nadmorske visine (750 1 1185 m) te
velikog ¢iCka (750 m) 1 sitnoglavicastog stricka (1185 m). Na stupcima je oznalena
standardna devijacija. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno
razlikuju (p < 0,05). Oznake: K — kopriva, M — dugolisna metvica, G — gospina trava, C —
¢icak.
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4. REZULTATI

4.6. KORELACIJE

U svrhu odredivanja korelacija izmedu antioksidacijske aktivnosti mjerene
razlicitim metodama 1 sadrZaja polifenolnih metabolita izracunat je Pearsonov koeficijent

korelacije.

Tablica 3. Matriks Pearsonovog koeficijenta za antioksidacijske metode i sadrZaj ukupnih
fenola 1 flavonoida u vodenom ekstraktu istrazenih biljnih vrsta. Podebljane vrijednosti
pokazuju znacajnu korelaciju na razini znacajnosti p<0,05.

Pearsonov koeficijent korelacije za ispitane uzorke u vodenim ekstraktima prikazan
je u Tablici 3. Prema razini znacajnosti ve¢ina metoda pokazuju znacajnu korelaciju
izmedu vrijednosti antioksidacijskih aktivnosti te sadrzaja ukupnih fenola i sadrzaja ukupnih
flavonoida. Vidljivo je da nije zna€ajan koeficijent korelacije izmedu FRAP 1 DPPH metode.
Najvisi Pearsonov koeficijent (0,956) izracunat je za ABTS 1 sadrzaj ukupnih flavonoida, a

vrijednost iznad 0,900 pokazuje sadrzaj ukupnih fenola i1 sadrzaj ukupnih flavonoida
(0,941).

Tablica 4. Matriks Pearsonovog koeficijenta za antioksidacijske metode te sadrzaj
ukupnih fenola i flavonoida u etanolnom ekstraktu istrazenih biljnih vrsta. Podebljane
vrijednosti pokazuju znacajnu korelaciju na razini znacajnosti p<0,05.

0,806

0,851 0,452 0,862
0,780 0,887
0,782

Pearsonov koeficijent korelacije za ispitane uzorke u etanolnim ekstraktima
prikazan je u Tablici 4. Prema razini znacajnosti sve metode pokazuju znacajnu
korelaciju izmedu vrijednosti antioksidacijskih aktivnosti te sadrzaja ukupnih fenola 1
sadrzaja ukupnih flavonoida. Najvisi Pearsonov koeficijent izraCunat je za sadrzaj ukupnih

fenola 1 sadrzaj ukupnih flavonoida (0,968).
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6. ZAKLJUCAK

U etanolnim 1 vodenim ekstraktima biljnih svojti s podrucja Blidinja prvi put je odredena

antioksidacijska aktivnost. Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

s izuzetkom Cicka, ispitivane biljne svojte su razmjerno bogate polifenolnim
tvarima

etanol je pogodnije otapalo za ekstrakciju polifenola buduéi su etanolni ekstrakti
istrazivanih biljnih svojti bogatiji fitokemikalijama te su pokazali vecu biolosku
aktivnost nego vodeni ekstrakti istih biljnih svojti, uz izuzetak velikog ¢icka
utjecaj nadmorske visine na antioksidacijsku aktivnost bio je vidljiv u vodenim
ekstraktima istrazivanih biljnih svojti

utvrdena je pozitivna korelacija izmedu sadrzaja polifenolnih spojeva 1

antioksidacijskog kapaciteta mjerenog DPPH, ABTS i FRAP metodama
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