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1. UuvoD

Biljke su oduvijek bile neizostavan dio ¢ovjekove svakodnevice, bilo kao hrana ili kao
lijek. Medu mnogim narodima Sirom svijeta i do danas se zadrzala tradicija uporabe ljekovitih
biljaka. Osim tradicionalne uporabe, ljekovite biljke postale su izvor bioaktivnih tvari za
proizvodnju farmaceutskih pripravaka. Procjenjuje se kako 30 — 50% lijekova sadrZi spojeve
izolirane iz ljekovitih biljaka koje se vec tisucama godina koriste u prevenciji i lijeCenju bolesti
(Anand i sur., 2019; Ortega-Ramirez i sur., 2014).

O tradicionalnoj medicini temeljenoj na ljekovitim biljkama ovisi 70 — 90% zemalja u
razvoju, ali potraznja i konzumacija ljekovitih biljaka i njihovih pripravaka raste i u razvijenim
zemljama. Razlog tomu su sintetski proizvedeni lijekovi koji su sve manje efikasni i pokazuju
brojne nuspojave na organizam. Takoder, zbog pretjerane uporabe sintetskih lijekova, doslo
je do razvoja mikrobne rezistencije i potrebe za pronalaskom novih izvora ljekovitih tvari
(Anand i sur., 2019). Procijenjeno je da se u svijetu godiSnje prodajom biljnih lijekova zaradi
oko 20 milijardi americkih dolara, a glavni razlozi za sve vecu popularnost biljnih lijekova
njihova su dobra podnosljivost, slabe nuspojave i sposobnost sprijeavanja ili ublazavanja
simptoma bolesti (Griinwald i Janicke, 2006).

Razvoj mikrobne rezistencije i zahtjevi potrosaca utjecali su na prehrambenu industriju
koja je takoder pocela primjenjivati antioksidanse i antimikrobne tvari izolirane iz ljekovitih
biljaka sigurnih za konzumaciju. Na njihovu primjenu u prehrambenoj industriji utjecao je i
rastuci trend funkcionalne hrane koja, osim povecane nutritivne vrijednosti, ima i pozitivan
ucinak na zdravlje (Ortega-Ramirez i sur., 2014).

Hrvatska ima razvijenu tradiciju uporabe ljekovitih biljaka, a jedna od najznacajnijih
vrsta je trava iva (Teucrium montanum L.) koja se tradicionalno koristi za lijeenje raznih
zdravstvenih tegoba zbog ¢ega je posljednjih godina postala predmetom brojnih istrazivanja
kojima se nastoje izolirati bioaktivni spojevi i odrediti njihova bioloska aktivnost. Stoga je cilj
ovoga rada prikazati vaznost uporabe tradicionalnih, ljekovitih biljnih vrsta te na temelju

rezultata provedenih istrazivanja prikazati funkcionalni potencijal 7. montanum.



2. LJEKOVITE BILJKE
2.1. Povijest uporabe ljekovitih biljaka

Uporaba biljaka u svrhu lijeCenja brojnih zdravstvenih tegoba seze sve do samih
pocetaka razvoja Covjecanstva. Pripravci biljnoga podrijetla su joS od davnina bili osnova za
lijeenje razlicitih bolesti u gotovo svim dijelovima svijeta. Covjek je instinktivno i esto
oponasajudi zivotinje iz svoje okoline poCeo upotrebljavati biljke iz svoje okoline u svrhu
lijeCenja bolesti ili ublaZzavanja simptoma te time stjecao znanje o ucinku pojedinih biljaka na
organizam (Alamgir, 2017).

Arheoloski dokazi o uporabi ljekovitog bilja sezu sve do doba paleolitika prije 60 000
godina, a prvi pisani dokazi do Sumeranskog naroda koji je Zivio prije viSe od 5000 godina o
c¢emu svjedoci glinena plocica iz Nagpura na kojoj je zapisano 12 recepata za biljne pripravke
koji ukljuCuju preko 250 biljaka kao Sto su mak, bunika i mandragora. Narodi Sirom svijeta
kroz povijest su razvili svoju tradiciju i nacine koriStenja ljekovitog bilja gotovo neovisno o
utjecajima drugih naroda.

Kineska knjiga ,Pen T sao" (2500 pr. Kr.) opisuje 365 ljekovitih biljaka kao Sto su
kamfor, ginseng, cimet, ajevac, rabarbara, kositrenica, zuti srcanik, bijeli kuznjak i dr. Indijske
svete knjige Vede takoder spominju lijeenje biljkama (prvenstveno zacinskim) kao Sto su
papar, klindi¢, muskatni oras¢ic i dr. Biblija i Talmud, svete knjige Kré¢ana, odnosno Zidova,
spominju koristenje aromatskih biljaka kao Sto su mirta i tamjan tijekom raznih obreda. Prema
zapisima na Ebersovom papirusu iz 1550. pr. Kr. Egipcani su koristili preko 700 ljekovitih
biljaka kao Sto su nar, aloe vera, ¢eSnjak, luk, smokva, vrba, borovica, korijander i dr.

U Grckoj su ljekovite biljke takoder bile vrlo cijenjene. Knjizevnik Homer u svojem epu
Jllijada i Odiseja™ (800 pr. Kr.) spominje 63 biljne vrste, a neke su dobile imena prema likovima
iz gréke mitologije, primjerice oman (lat. Inula Helenium) dobiva ime prema Heleni iz
Trojanskog rata. Biljke roda Artemisia, za koje se vjerovalo da vracaju snagu i Stite zdravlje,
ime su dobile prema grckoj rijeci artemis, Sto znadi zdravo.

Hipokrat (459.-370. pr. Kr.) u svojim djelima klasificira 300 biljaka prema njihovom
djelovanju: pelin i prava kicica koriste se za snizavanje temperature, ¢eSnjak protiv probavnih
parazita, mak, mandragora, bunika i velebilje kao narkotici, persin, Sparoge, ¢eSnjak i celer
kao diuretici, a nar i hrast kao adstringensi. Teofrast (371.-287. pr.Kr.) u svojim djelima ,De
causis Plantarum" i ,De Historia Plantarum" klasificira viSe od 500 do tada poznatih biljaka
medu kojima su se nasli cimet, menta, nar, kardamom i kukurijek. S obzirom na njegov
doprinos klasifikaciji i detaljnom opisu ljekovitih biljaka smatra se osnivaéem botanike.

Zanimljivo je Sto opisujuci toksi¢nost nekih biljaka navodi kako je moguce da se ¢ovjek navikne



......

u svome dijelu ,,De Materia Medica" opisuje 944 lijeka od kojih je 657 biljnoga podrijetla. Biljke
koje najviSe cijeni su vrba, kamilica, ¢esSnjak, luk, brsljan, kopriva, sljez, kadulja, korijander,
kukurijek, persin te prava kicica. Ova knjiga datira iz 1. stoljeca, a sluZila je kao glavni
medicinski prirucnik za lijeCenje sve do srednjeg vijeka i renesanse.

Slavenski narodi u 7. stoljecu koriste ruzmarin, mentu, peruniku i bosiljak u kozmetici,
ceSnjak za razne tegobe, jedi¢ kao otrov pri lovu, a lavandu, koprivu, stolisnik i pelin protiv
uboda kukaca. U srednjem vijeku samostani tj. redovnici posjeduju sve znanje i vjeStine o
uzgoju i pripremi ljekovitih biljaka. LijeCenje se temeljilo na 16 biljaka kao Sto su kadulja, anis,
menta, piskavica i dr. Arapi su utjecali na dolazak brojnih vrsta iz Indije u Europu kao Sto su
dumbir, kava, Safran, papar, cimet, kurkuma i dr. Veliki doprinos dovodenju novih biljnih vrsta
u Europu imalo je razdoblje velikin geografskih otkrica u 15. i 16. stoljecu kada iz Amerike
dolaze kakaovac, vanilija, duhan, mate, Cili i dr.

U 18.st. Carl Linné u svojem dijelu ,Species Plantarum™ uvodi binomnu nomenklaturu
tj. klasifikaciju biljaka prema rodu i vrsti kakva se i danas koristi. Najvecu prekretnicu donosi
razvoj znanosti u 19. stoljecu koja omogucuje izolaciju i analizu spojeva iz biljaka, npr. alkaloide
iz maka, strihninovca, kininovca te izolaciju glikozida. Daljnjim unapredivanjem metoda
izolirani su tanini, saponini, vitamini, etericna ulja i hormoni. Napretkom znanosti pocela je
rasti potraznja za izoliranim spojevima iz biljaka naspram samih biljaka (Petrovska, 2012).

Iako je u novije doba zbog razvoja znanosti, narocito farmacije i medicine, doslo do
udaljavanija od lijeenja bolesti biljkama, tradicija uporabe ljekovitog bilja zadrZala se u narodu
te danas ljekovite biljke ponovno postaju sve trazenije (Alamgir, 2017). Prema podacima
svjetske zdravstvene organizacije (WHO — engl. World Health Organisation) 80% svjetskog
stanovnistva koristi biljne pripravke za lijeCenje bolesti ili ublazavanje zdravstvenih tegoba
(Pandey i sur., 2011). Veéinom se radi o stanovnicima zemalja u razvoju koji i dalje ovise o
tradicionalnoj biljnoj medicini kao primarnom nacinu lijeCenja. Iako je industrija lijekova u
posljednjih 100 godina potpuno revolucionirala zdravstveni sustav Sirom svijeta biljni pripravci
su cjenovno puno pristupacniji i Sirom dostupni. Tako u Africi 90%, a u Indiji 70% populacije
ovisi o tradicionalnim metodama lijeenja, a u Kini viSe od 90% bolnica ima odjele za
tradicionalnu medicinu temeljenu na ljekovitim biljkama (Alamgir, 2017). Vecoj potrazniji
doprinose i sve brojnija znanstvena istrazivanja koja dokazuju djelotvornost i funkcionalna
svojstva ljekovitih biljaka (Pandey i sur., 2011). Procijenjeno je da ¢e u razdoblju od 2010. do
2020. godine prodaja biljnih i tradicionalnih proizvoda porasti sa 7,4 bilijuna americkih dolara
na 8,8 bilijuna americkih dolara, Sto je porast za gotovo 19% (Statista, 2016). Prema anketi
provedenoj 2015. godine u Ujedinjenom Kraljevstvu, 44% ispitanika smatralo je da su biljni



lijekovi ucinkoviti pri lije¢enju bolesti, a 10% smatralo je kako uopce nisu ucinkoviti (Statista,
2015).

2.2. Ljekoviti biljni pripravci

Kako bi se Sto bolje iskoristila i Sto duze sacCuvala ljekovita svojstva biljaka, razvijene
su brojne metode obrade biljaka i pripreme razliCitih vrsta biljnih pripravaka. Medutim, postoje
brojni faktori na koje treba obratiti paznju. Prije svega, biljke je potrebno sakupljati na pravilan
nacin, odnosno postoji odredeno godisnje doba kada se neka biljka ili pojedini njezini dijelovi
beru. Cvjetovi i listovi se beru kada biljka procvate, plodovi i sjeme kada su zreli, a korijenje u
proljece ili jesen. Kod pripreme treba voditi raCuna o veli¢ini biljnog materijala kako bi
ekstrakcija bila pravilna i potpuna te o temperaturi vode koja se koristi ili pak o koristenju
nekog drugog otapala (npr. alkohol ili ulje) ako ljekoviti sastojci nisu topivi u vodi. Takoder,
postoji razlika u uporabi svjezeg ili suSenog bilja. SuSenjem moze doéi do gubitka nekih
sastojaka, ali se time omogucava upotreba bilja tijekom cijele godine. Osuseni dijelovi biljke ili
proizvodi dobiveni od biljaka poput smola i eteri¢nih ulja sluze kao osnova za pripravke i
vecinom se dalje preraduju. Postoje brojni pripravci od ljekovitog bilja, a na nasim prostorima
tradicionalno se najcesce koristi biljna infuzija koja se priprema prelijevanjem biljnog materijala
vruéom ili kipu¢éom vodom.

Ostali pripravci su:

o Macerat - ekstrakt dobiven kuhanjem tvrdih dijelova, npr. korijena ili kore

o Tinkture - dio osusene biljke se ekstrahira vodom ili alkoholom, a zatim se dalje
obraduju u gotove lijekove (kapi, sokovi, masti)

o Uljni macerati - dobivaju se ekstrakcijom svjeze ili osusene biljke, ali se kao otapalo
koristi ulje (npr. maslinovo ulje ili repicino ulje)

o Ekstrakti - dobivaju se postupkom ekstrakcije vodom ili alkoholom, a potom se uparuju
do Zeljene konzistencije; mogu biti tekudi, viskozni i praskasti

o Sirupi - dobiveni slaganjem biljnog materijala u staklenku zajedno sa Se¢erom, a nakon
odredenog vremena sirup se procijedi

o Masti - tinkture, ekstrakti ili macerati dodaju se osnovi za mast
(Grinwald i Janicke, 2006).



2.2.1. Ljekoviti biljni pripravci u Europi

U Europi se svake godine proda biljnih pripravaka u vrijednosti oko 7 milijardi eura pri
¢emu Njemacka i Francuska cine viSe od dvije treCine europskog trzista. Od 4000 poznatih
europskih biljaka s ljekovitim djelovanjem njih oko 500 registrirane su kao ljekovite biljke.
Polovica gotovih pripravaka sadrzi ekstrakte, 30% osusSene biljke ili dijelove biljke, a 20%
tekuce pripravke od svjeZih biljaka.

Tradicionalni biljni pripravci koriste se kod bolesti disnih puteva, probavnog i krvoZzilnog
sustava, za izazivanje apetita, jaCanje imunoloSskog sustava, djeluju na izmjenu tvari i
poboljSanje opéeg zdravstvenog stanja organizma. Aktivni sastojci ljekovitog bilja djeluju kao
analgetici, antiseptici, diuretici, sedativi, stimulansi, kardiomiotici i dr. (Alamgir, 2017). U
Europi se biljni pripravci najvise koriste za srcane i krvoZilne bolesti, lijeCenje prehlade,
Zelucanih i probavnih tegoba te kao sedativi. Deset najpopularnijih i najprodavanijih biljaka u

Europi prikazane su u Tablici 1.

Tablica 1. Najpopularnije i najprodavanije biljke u Europi i njihovo djelovanje na

zdravstveno stanje organizma (Griinwald i Janicke, 2006)

Biljka Uporaba/djelovanje

Gingko demencija i gubitak sposobnosti uzrokovan starenjem
Gospina trava depresija, tjeskoba, nervoza, predmenstrualni sindromi, opekline
Ginseng stres, iscrpljenost, gubitak sposobnosti uzrokovan starenjem
Sabal palma bolesti mokra¢nog sustava

Pupavica jacanje imuniteta

Ljekoviti odoljen nervoza, tjeskoba, poremecaji spavanja

Cesnjak arterioskleroza, visok krvni tlak, zuc¢ne bolesti

Divlji kesten bolesti vena

Sikavica jetrene bolesti

Bijeli glog sréane tegobe



2.3. Kemijski sastav ljekovitih biljaka
2.3.1 Akumulacija elemenata iz tla

Ono sto biljke Cini ljekovitima jest njihov kemijski sastav koji ovisi o uvjetima u kojima
pojedina biljna vrsta raste, tj. 0 geokemijskim karakteristikama tla te o sposobnosti biljaka da
selektivno akumuliraju odredene elemente iz tla. Radi se o elementima koji su esencijalni za
Covjeka jer ih organizam ne moze sam sintetizirati, ve¢ se moraju unositi putem hrane, a vazni
su za normalan rast i razvoj te za svakodnevni zivot posto su prisutni u sastavu brojnih enzima
te tako sudjeluju u vaznim biokemijskim procesima u stanicama. Neki elementi kao Sto su Ca,
K, Mg i Na potrebni su u veéim koli¢inama kao makronutrijenti, a drugi kao Sto su Cu, Fe, Ni,
Zn i Mn u manjim koli¢inama kao mikronutrijenti. Medutim, ponekad prevelika koli¢ina ovih
elemenata prisutnih u ljekovitom bilju moze biti toksi¢na, a mogu biti prisutni i neki teski metali
(Pb, Cd, Al, Hg, Cr) pa je obavezna kontrola kvalitete biljaka i provjera njihovog podrijetla

(Juranovi¢-Cindric i sur., 2012.).

2.3.2. Sekundarni biljni metaboliti

Osim sposobnosti selektivnoga akumuliranja elemenata iz tla, za ljekovitost pojedinih
biljaka najviSe je zasluZan njihov metabolizam, odnosno spojevi koji spadaju u tzv. sekundarne
biljne metabolite.

Sekundarni metaboliti su spojevi koji nemaju ulogu u rastu, razvoju i primarnim biljnim
procesima koji ukljucuju fotosintezu, stani¢no disanje, asimilaciju nutrijenata i transport tvari,
vec sluze kao zastita protiv virusa, bakterija, plijesni, drugih biljaka, UV-zracenja te biljojeda.
Takoder sluze kao antioksidansi, ali i kao signal koji priviaci Zivotinje za opraSivanje ili
raznoSenje sjemenki. Iako je istrazeno samo 20% visih biljaka, deseci tisu¢a sekundarnih
metabolita uspjesno su izolirani i identificirani. Sekundarni metaboliti se dijele u 2 osnovne
skupine, one s dusikom u koje se ubrajaju alkaloidi i terpenoidi te one bez dusika kojima
pripadaju fenolni spojevi (van Wyk i Wink , 2017).

Alkaloidi su prstenasti spojevi s dusikom koji su prisutni u 20% cvjetajucih biljaka, a
njihovo djelovanje usmijereno je na ziv€ani sustav. Primarni metaboliti iz kojih nastaju su
aminokiseline poput triptofana, tirozina i lizina. Neki od najpoznatijih alkaloida su kafein
prisutan u kavi i ¢aju, morfin i kodein dobiveni iz opijuma te vinkristin i vinblastin koji se koriste
u kemoterapiji (Alamgir, 2017).

Terpenoidi su gradeni od terpena, a svaki terpen od dva izoprena. Ovisno o broju

izoprenskih jedinica razlikuju se monoterpeni, diterpeni, triterpeni i seskviterpeni. Terpenoidi



su spojevi izvedeni od terpena u kojima je premjestena ili uklonjena metilna skupina i dodan
kisikov atom. Prisutni su u brojnim eteri¢nim uljima gdje su zasluzni za prepoznatljiv miris i
aromu neke biljke, npr. geraniol, linalool i mentol, a ukljuCuju i karotenoide koji su zasluzni za
crvenu, zutu i narancastu boju voca i povréa.

Fenolni spojevi su aromatski spojevi s jednom ili viSe hidroksilnih skupina vezanih na
ugljikov atom benzenskoga prstena, a najjednostavniji je fenol (karbolna kiselina) graden od
jednog benzenskog prstena na koji je vezana jedna hidroksilna skupina (Chikara i sur., 2011).

3. POLIFENOLNI SPOJEVI

Danas je sve izrazeniji interes potroSaca za tzv. funkcionalnom hranom i to najvise zbog
visokog udijela polifenola u pojedinim namirnicama. Potraznja za proizvodima bogatim
polifenolima raste jer imaju dokazano antioksidacijsko djelovanje, odnosno doprinose
prevenciji brojnih bolesti povezanih s oksidacijskim stresom kao Sto su razni oblici tumora te
kardiovaskularne i neurodegenerativne bolesti.

Polifenoli su veoma raznolika, heterogena skupina molekula koje se medusobno
razlikuju u svojoj kemijskoj strukturi i upravo se zbog ove raznolikosti smatraju puno
ucinkovitijima od ostalih antioksidansa. Polifenoli pripadaju skupini fenolnih spojeva, najvecoj
i najrasSirenijoj skupini sekundarnih biljnih metabolita ¢ija je osnovna gradivna jedinica
benzenski prsten s hidroksilnim (-OH) skupinama kao supstituentima. Prema novijim
istrazivanjima izraz ,polifenol" trebao bi se koristiti za sekundarne biljne metabolite nastale
isklju¢ivo putem fenilpropanoida nastalog iz Sikiminske kiseline i/ili putevima poliketona, a
sadrzava viSe od jednog fenolnog prstena bez funkcionalnih skupina s dusikom (Quideau i sur.,
2011).

NajceSca podijela polifenola prema kemijskoj strukturi je na flavonoide, fenolne kiseline,

stilbene i lignane (Slika 1).



Fenolne kiseline

Stilbeni

Lignani

Slika 1. Podjela polifenolnih spojeva (Han i sur., 2007)

Flavonoidi su najraSirenija podskupina polifenola (od nekoliko tisuéa identificiranih
vedina su flavonoidi), a najvazniji su flavonoli, flavanoli, flavoni, izoflavoni, antocijanidini i
flavanoni. Mogu biti hidroksilirani, ali i metilirani i sulfitirani te tvoriti komplekse s
oligosaharidima, lipidima, aminima, karboksilnim kiselinama, organskim kiselinama i dr.
Flavonoli su najprisutniji u ljudskoj prehrani, a neki od izvora su brokula, borovnica, ¢aj i crno
vino.

Fenolne kiseline uz benzenski prsten i hidroksilnu skupinu imaju karboksilnu skupinu, a
dijele se na hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline te njihove derivate. Cine otprilike
jednu trecinu fenola u ljudskoj prehrani, a prisutne su primjerice u kavi, borovnicama, Sljivama,
treSnjama, jabukama (klorogenska kiselina), cerealijama (ferulinska kiselina) i ¢aju (galna
kiselina).

Stilbeni su u malim koli¢éinama prisutni u ljudskoj prehrani. U osnovnoj strukturi sadrze
1,2-difeniletilen. Najjednostavniji je trans-resveratrol koji posjeduje antimikrobnu aktivnost i
ishodni je stilben koji se razli¢itim modifikacijama prevodi u druge spojeve.

Lignani su polifenoli nastali od dvije fenilpropanske jedinice. NajviSe ih ima u lanenim
sjemenkama, a u znatno manjim koli¢inama u nekim Zzitaricama, vocu i povréu (Han i sur.,
2007).



3.1. Polifenoli kao antioksidansi

Antioksidansi su spojevi koji u prisustvu drugog spoja sklonog oksidaciji mogu znacajno
usporiti ili sprijeciti oksidaciju tog spoja. Prema nacinu djelovanja, razlikuju se preventivni
antioksidansi, koji sprjeCavaju sintezu reaktivnih kisikovih i dusSikovih radikala, ,hvataci®
slobodnih radikala, koji uklanjaju aktivne slobodne radikale prije nego Sto oksidiraju bioloski
vazne molekule te regenerirajuéi antioksidansi, koji popravljaju oStecenja nastala zbog
djelovanja slobodnih radikala (Niki, 2010). Polifenolni spojevi svojim antioksidacijskim
djelovanjem sudjeluju u brojnim procesima koji ukljucuju neutralizaciju slobodnih radikala,
keliranje metalnih iona koji sudjeluju u formiranju slobodnih radikala, inhibiranju enzima koji
sudjeluju u sintezi slobodnih radikala te regeneraciji membranskih antioksidansa.

Slobodni radikali su atomi ili molekule koji u vanjskoj ljusci elektronskog omotaca imaju
nespareni elektron Sto ih Cini izuzetno nestabilnima i reaktivnima, a kako bi se stabilizirali
pokrecu niz lancanih reakcija oksidacije u kojima nastaju novi radikali. NajceSce prisutni radikali
su reaktivni spojevi kisika (engl. Reactive Oxygen Species, ROS) te reaktivni spojevi dusika
(engl. Reactive Nitrogen Species, RNS). Neki od njih su superoksidni anion, hidroksilni i
peroksilni radikal, vodikov peroksid te dusikov(II) oksid. Do njihovog nastanka dolazi kada u
organizmu prevladavaju reakcije oksidacije u odnosu na reakcije redukcije, odnosno kada je
organizam u stanju oksidacijskog stresa. Oksidacijski stres nastaje pod utjecajem radijacije,
kemijskih tvari, mikroorganizama, virusa, alergena, autoimunih i kroni¢nih bolesti. Tijelo u
ovom stanju ne moze nadvladati nastale slobodne radikale Sto dovodi do ireverzibilnih
promjena proteina, lipida, nukleinskih kiselina, a u konacnici i do poremecaja u funkciji stanice
te smrti stanice (Quideau i sur., 2011).

Postoje dva osnovna mehanizma kojima polifenoli neutraliziraju slobodne radikale:

1. Prijenos atoma vodika (engl. hydrogen-atom-transfer, HAT) - funkcionalna skupina
polifenola (AOH) donira atom vodika slobodnom radikalu (R - ) pri ¢emu sam polifenol
postaje radikal (AO -) (1). Ucinkovitost ovog mehanizma ovisi o brzini prijenosa vodika
te o stabilnosti fenolnog radikala.

R-+AOH>RH+AO- (1)

2. Prijenos elektrona (engl. single-electron-transfer , SET) sa polifenola na slobodni

radikal pri ¢emu polifenol postaje radikalni kation (AOH - * ) (2).

R-+AOH > R + AOH-* (2)
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Faktori koji utjeCu na ove mehanizme tj. na antioksidacijski kapacitet polifenola su
energija disocijacije OH veze (engl. Bond Dissociation Energy, BDE) te ionizacijski potencijal.
BDE bi trebala biti niska jer to oznacava slabu OH vezu funkcionalne skupine, a sto je ta veza
slabija, prijenos protona ¢e biti brzi. Ionizacijski potencijal bi takoder trebao biti nizak jer je
time laksi prijenos elektrona. Nastali fenolni radikal mora biti stabilan kako ne bi djelovao kao
reaktivni radikal koji nastavlja kemijsku reakciju oksidacije, tj. pokrece lancane reakdije.
Stabilizacija se postize delokalizacijom slobodnih elektrona (rezonancijska stabilizacija),
nastankom intramolekulskih vodikovih veza ili dodatnom oksidacijom u reakciji s drugim
radikalom (Quideau i sur., 2011).

3.2. Metode ekstrakcije polifenolnih spojeva

Ekstrakcija je vrlo vazan korak jer o njoj ovisi indentifikacija i kvantifikacija polifenolnih
spojeva te se njome uzorak priprema za analizu. Posto su polifenoli izrazito kompleksna i
raznolika skupina spojeva koji se medusobno razlikuju u kemijskoj strukturi i polarnosti te
mogu biti prisutni u razlicitim koncentracijama i u obliku raznih kompleksa unutar biljnog
materijala, razvijene su brojne metode ekstrakcije (Plaza i sur., 2018). Na slici 2. prikazana je

podjela ekstrakcijskih metoda (Azmir, 2013 ; Oreopoluou i sur., 2019).

Konvencionalne
metode

Nekonvencionalne <
metode

—~

Slika 2. Podjela ekstrakcijskih metoda



3.2.1. Konvencionalne metode

Uporaba konvencionalnih metoda temelji se na ekstrakcijskoj moéi raznih otapala uz
zagrijavanije i/ili mijeSanje. Efikasnost ovih metoda najviSe ovisi o izboru otapala pri emu je
najvazniji faktor polarnost. U ove metode ubrajaju se metoda po Soxhletu, maceracija i
destilacija.

Metoda po Soxhletu prvo je bila namjenjena ekstrakciji masti, a kasnije se pocela
upotrebljavati i za ekstrakciju drugih spojeva, prvenstveno slabo topljivih spojeva iz ¢vrstog
matriksa. Ekstrakcija se provodi u Soxhletovoj aparaturi otapalom koje zagrijavanjem isparava,
prolaskom kroz hladilo kondenzira i pada na uzorak. Kada sva koli¢ina otapala ispari, ono se
putem sifona na nastavku za ekstrakciju vraca u tikvicu i ponovno isparava. (Azmir, 2013).
Prednost ove metode je njena jednostavnost, niski troSkovi te mogucnost dobivanja vise
ekstrakta nego s ostalim konvencionalnim metodama. Nedostatak je Sto se ekstrakcija odvija
pri tocki vreliSta otapala pa postoji opasnost termicke razgradnje bioaktivnih komponenti
(Oreopoulou i sur., 2019).

Maceracija ili ekstrakcija kruto/tekuce je jedna od najstarijin metoda ekstrakcije, a
provodi se tako Sto se uzorak prvo usitni kako bi se povecéala ukupna dodirna povrSina s
otapalom. Zatim se dodaje odgovarajuce otapalo i sve se ostavi u zatvorenoj posudi uz
povremeno protresanje kako bi se pospjesila difuzija. Nakon odredenog vremena tekucina se
ocijedi i filtrira od necistoca te se uparava i koncentrira (Azmir, 2013).

Destilacija je tradicionalna metoda ekstrakcije bioaktivnih sastojaka i etericnih ulja iz
biljaka, a ukljuCuje 3 fizikalno-kemijska procesa: difuzija, hidroliza i termicka razgradnja.
Postoje 3 vrste destilacije: destilacija vodom, destilacija parom te destilacija vodom i parom.
Voda i vodena para glavni su faktori koji utjeCu na oslobadanje bioaktivnih sastojaka iz
uzoraka, a njihova ekstrakcija i razdvajanje temelji se na razlici vreliSta. Nedostatak ove
metode je postizanje visokih temperatura Sto moze dovesti do razgradnje termolabilnih

spojeva pa je stoga uporaba destilacije ograni¢ena (Azmir, 2013; Oreopoulou i sur., 2019).

3.2.2. Inovativhe metode

Inovativne metode ekstrakcije nastale su kao rezultat savladavanja brojnih nedostataka
konvencionalnih metoda, kao Sto su dugotrajnost ekstrakcije, visoka cijena, Cistoca otapala,
gubitak velikog dijela otapala, mala selektivhost metoda te termalno razlaganje termolabilnih

spojeva.
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Inovativne metode nazivaju se joS ,zelenim metodama“ jer koriste ,sigurnije"
kemikalije i kemijske reakcije, energetski su ucinkovitije, odrzive, daju manje otpadnih
produkata i sl. U ove metode ubrajaju se primjerice ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija,
ekstrakcija pulsirajuc¢im elektricnim poljem, ekstrakcija potpomognuta enzimima, ekstrakcija
subkriticnom vodom, ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima, ekstrakcija superkriticnim
fluidima i ekstrakcija visokim hidrostatskim tlakom (Azmir, 2013).

Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija (engl. Ultrasound Assisted Extraction) koristi
ultrazvucne valove frekvencije od 20 kHz do 2000 kHz za ekstrakciju bioaktivnih sastojaka iz
biljnih stanica. Prolaskom valova ove frekvencije kroz medij dolazi do kompresije i ekspanzije
Sto dovodi do kavitacije. Kavitacija podrazumijeva formiranje sitnih mjehuri¢a koji rastu sve
dok ne dode do njihovog prsnuca, a oslobodena energija ubrzava proces razaranja stanica,
prodiranja otapala do stanica i prijenos mase izmedu otapala i stanica. Usitnjavanje biljnog
materijala prije ekstrakcije poveéava broj stanica koje su pod direktnim utjecajem kavitacije
(Oreopolou i sur., 2019). Prednosti koriStenja ultrazvuka za ekstrakciju su bolje prodiranje
otapala do stanica, brZi prijenos mase, efikasnije mijeSanje, veéa selektivnost, niza
temperatura procesa, manje opreme te laka kontrola procesa (Azmir, 2013).

Ekstrakcija pulsirajuéim elektricnim poljem (engl. Pulsed Electric Field Assisted
Extraction) podrazumijeva propustanje struje (100-300 V/cm ili 20-80 kV/cm) kroz uzorak koji
se nalazi izmedu dvije elektrode u kratkim vremenskim intervalima (mikrosekunde ili
milisekunde). Rezultat je reverzibilno ili ireverzibilno povecavanje permeabilnosti membrane
stanice ¢ime se povecava prijenos mase i ekstrakcija bioaktivnih komponenti, a istovremeno
je skraceno vrijeme ekstrakcije i troSi se manje energije. Ova metoda ne razara stani¢nu
stijenku Sto omogucava selektivnu ekstrakciju, a pogodna je i za termolabilne komponente jer
ne dolazi do velikog porasta temperature (Plaza i sur., 2018).

Ekstrakcija potpomognuta enzimima (engl. Enzyme Assisted Extraction) koristi se jer
su neki spojevi u biljnom materijalu vezani vodikovim vezama ili hidrofobnim interakcijama u
slozenim polisaharidnim i lignanskim strukturama c¢ime su nedostupni otapalu prilikom
uobicajenog postupka ekstrakcije. Koristenjem enzima kao Sto su pektinaze ili celulaze,
pospjesuje se oslobadanje spojeva iz tih sloZzenih struktura, a time i njihova ekstrakcija iz
stanica (Oreopolou i sur., 2019).

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (engl. Microwave Assisted Extraction) koristi
elektromagnetske valove frekvencija 300 MHz do 300 GHz, a mehanizam ekstrakcije ukljucuje
tri koraka: prvo se pod utjecajem visoke temperature i tlaka dolazi do razaranja stani¢ne
stijenke te se otopljene tvari odvajaju od Cvrstog matriksa, zatim slijedi difuzija otapala kroz
Cvrsti matriks i na kraju otopljene tvari prelaze iz matriksa u otapalo. Kako bi doslo do brzog
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zagrijavanja otapala pod utjecajem mikrovalova, otapalo mora imati visoku dielektri¢nu
konstantu pa se zbog toga voda pokazala najboljim izborom otapala za ovu metodu. Voda
takoder moze povecati polarnost drugih otapala koja se koriste za ekstrakciju polifenola
(etanol, metanol, aceton) te naposljetku dielektricnu konstantu Citavog uzorka. Ova metoda
ekstrakcije daje vece koliCine ekstrakta, a vrijeme ekstrakcije je skraceno (Oreopoulou i sur.,
2019).

Ekstrakcija superkriticnim fluidima (engl. Supercritical Fluid Assisted Extraction) je
metoda kod koje se superkriticno stanje fluida postize podvrgavanjem fluida temperaturi i tlaku
iznad kriticne tocke fluida kada viSe ne postoje karakteristiCne plinovite i tekuée faze.
Superkriticni fluid je po viskozitetu, povrsinskoj napetosti i procesu difuzije slican plinovima, a
po gustodi i sposobnosti otapanja tvari tekucinama. Koristenje superkriti¢nog fluida daje vise
ekstrakta u kraéem vremenu, selektivnost je veéa nego kod tekuéih otapala, a moze se i
reciklirati odnosno upotrebljavati visSe puta (Azmir, 2013). Brojna otapala se mogu koristiti u
superkriticnom stanju, a za ekstrakciju polifenola najées¢e se koristi superkritiéni CO. u
kombinaciji sa polarnim otapalima (metanol, etanol) jer pruza brojne prednosti: niska kriticna
tocka (31 °Ci 7,3 MPa), netoksicnost, nije zapaljiv ni eksplozivan, jeftin je i siguran za primjenu
u hrani (Plaza i sur., 2018).

Ekstrakcija subkriticnom vodom (engl. Subcritical Water Extraction) ubraja se i u
metode ekstrakcije otapalom pod poviSenim tlakom, a radi se o koristenju visokog tlaka do 10
bara i temperature 100 - 474 °C kako bi voda ostala u teku¢em stanju i iznad normalne tocke
vrelista. Prednosti koristenja subkritiCne vode kao otapala prilikom ekstrakcije su bolji prijenos
mase, bolja kvaliteta i koli¢ina ekstrakta, krace vrijeme procesa, manji troskovi te ekoloska
prihvatljivost. Takoder, ova metoda povecava topljivost, a time i ekstrakciju onih spojeva koji
pri sobnoj temperaturi nisu ili su slabo topljivi u vodi (Oreopolou i sur., 2019).

Ekstrakcija visokim hidrostatskim tlakom (engl. High Hydrostatic Pressure Assisted
Extraction) se bazira na povecanju permeabilnosti i prijenosa mase koristenjem hidrostatskog
tlaka 100 - 800 MPa. Primjenom visokog tlaka nastaje diferencijalni tlak izmedu unutrasnjosti
stanice i njene okoline Sto dovodi do vece permeabilnosti stanice. Ovom metodom dolazi do
razaranja biljnih tkiva, stani¢nih membrana i organela ¢ime se povecava prijenos mase otapala
u uzorak te prijenos topljivih tvari u otapalo. Primjenom visokog hidrostatskog tlaka vrijeme
ekstrakcije je krace, dobivaju se vece koli¢ine ekstrakta, a poSto se provodi pri sobnoj
temperaturi, ova metoda je pogodna za termolabilne spojeve te ne utjeCe na strukturu i
aktivnost bioaktivnih spojeva. Takoder, ovo je energetski ucinkovit proces i uporabom razlicitih
otapala mogu se selektivno ekstrahirati tvari razlicite polarnosti (Oreopoulou i sur., 2019; Plaza
i sur., 2018).
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4. TRAVA IVA
4.1. Osnovna obiljezja

Trava iva (lat. Teucrium montanum L.) pripada rodu Teucrium (hrv. dubacac), porodici
Lamiaceae (hrv. usnace) iz reda Lamiales (hrv. medicolike). U narodu je poznata i pod
nazivima gorski cmilj, dubCac, dubacac, ivica, ducac, a strani su joj nazivi: engleski Mountain
Germander, francuski Germandrée des montagnes, njemacki Berg Gamander, Alpenbalsam,
Alpengamander, slovenski vrednik te talijanski Camedrio monto (Petrovi¢, 2014).

Rod Teucrium je Siroko rasprostranjen u Europi, Aziji, Americi i Australiji, ali je
najrasprostranjeniji na podrucju Mediterana gdje raste 96% svih vrsta ovog roda. Na podrucju
Mediterana prisutno je 195 vrsta i podvrsta od ¢ega 83 na Pirenejskom poluotoku, 72 na
podrucju sjeverne Afrike (AlZir i Maroko), 61 u Maloj Aziji, 41 na Balkanskom poluotoku te 23
na Apeninskom poluotoku.

Na podrucju Balkanskog poluotoka, vrste roda Teucrium rasprostranjene su od obale
Crne Gore na jugu sve do Panonske nizine na sjeveru te od Jadranske obale do Dinarida na
iznad 1200 m nadmorske visine. NajviSe vrsta raste na podrucju Mediterana tj. uz obalna
podrucja, a neke vrste, ukljuCujuci 7. montanum, prisutne su i na kontinentalnim Sumovitim
podrucjima.

Vedina vrsta raste na visini do 500 m nadmorske visine, a 7. montanum je nadena i
iznad 1500 m te Cak na 2100 m nadmorske visine.

Rod Teucrium uspijeva na razli¢itim tlima kao Sto su luZnata i jako luznata tla, kisela
tla, neutralna tla, tla bogata karbonatima te serpentinska tla. Medutim, uocena je preferencija
za vapnenacka tla i tla dolomitskog porijekla. 7. montanum je pronadena na kiselim tlima,
serpentinskom te vapnenackom tlu s time da preferira kamenita podrucja s kontinentalnom
klimom i listopadne Sume umjerene klime (Lakusi¢ i sur., 2009).

7. montanum raste kao patuljasti, polegli i razgranati polugrm (Slika 3.). Listovi su uski
s rubom uvijenim prema dolje, gornja strana je glatka, sjajna i tamnozelene boje, a donja
strana lista je sivo-bijele boje. Cvjetovi su blijedozute ili krem boje, jednousnati i gusto zbijeni
u vrsnom dijelu biljke (Slika 3.). Tijekom berbe, sakuplja se nadzemni dio u fazi cvjetanja od
kraja lipnja do kolovoza. Spada u skupinu vrlo dobrih medonosno-peludonosnih biljaka (250 —
500 kg meda hal). Primjenjuje se u narodnoj medicini za izradu ljekovitih pripravaka te u
prehrani kao zacin ili za pripremu gorkih napitaka i ¢ajeva. Koristi se kao sredstvo za jacanje
imuniteta, lijecenje Zelucanih i probavnih tegoba, bolesti Zu¢nog mjehura i zuénih puteva, kao
diuretik, za bolesti diSnog sustava, bolesti usta i grla, lijeCenje apscesa i konjunktivitisa, a

takoder ima i protuupalna, antioksidacijska, antimikrobna i antihelmniticna svojstva te
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pospjesuje razgradnju masnih stanica (Daji¢-Stevanovi¢ i sur., 2013; Stankovi¢ i sur., 2011;
Stankovic i sur., 2012; Petrovi¢, 2014).

Slika 3. Trava iva (lat. Teucrium montanum L.) (Chenais, 2010; Daji¢-Stevanovic i sur. 2013)

4.2. Bioaktivni sastav 7. montanum

Bioaktivne komponente koje su do sada identificirane u 7. montanum ukljucuju
polifenolne spojeve medu kojima se isticu fenolne kiseline i flavonoidi te terpenoidi koji su
odgovorni za razli¢ita antioksidacijska, antimikrobna i bioloSka svojstva ekstrakta i eteri¢nih

ulja ekstrahiranih iz 7. montanum.

4.2.1. Sastav polifenola i antioksidacijski kapacitet

Prema rezultatima istraZivanja koje su proveli Stankovi¢ i suradnici (2011), a u kojemu
su pripremljeni i analizirani razliCiti ekstrakti cijele biljke i dijelova biljke (listovi, cvjetovi i
stabljike) 7. montanum, ekstrakcijska ucinkovitost polifenola ovisi o koriStenom otapalu, ali i
o dijelu biljke koji se koristi za ekstrakciju. Naime, koriStenjem polarnog otapala, najvise
polifenola ekstrahirat ¢e se iz listova, a u slucaju nepolarnog otapala iz stabljike. Za ekstrakciju
ukupnih polifenola iz 7. montanum najboljim su se pokazala polarna otapala te su najveci udijeli
odredeni u metanolnom ekstraktu cijele biljke (169,06 mg GAEgs.tv.) te u vodenom ekstraktu
listova (154,81 mg GAEgs.tv.) koji je pokazao vise ukupnih polifenola nego vodeni ekstrakti
Camelie sinensis i Gingko Bilobe koji su poznati po svojim antioksidacijskim ucincima. Najvedi
udio flavonoida odreden je u acetonskim ekstraktima listova (88,31 mg rutina g*s.tv.) i etil
acetatnim ekstraktima (58,40 mg RUg™ s.tv.) Sto ukazuje da su za ekstrakciju flavonoida
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najprikladnija umjereno polarna otapala. Najveci antioksidacijski kapacitet /in vitro zapazili su
kod uzoraka s najve¢im udjelom polifenola, posebno vodenih ekstrakata koji su neutralizirali
50% slobodnih radikala (DPPH metoda) pri udjelui od 29,41 ugmL™. Ovi uzorci imali su slican
antioksidacijski kapacitet kao Camelia sinensis, a u usporedbi s Gingko bilobom imali su vedi
antioksidacijski kapacitet.

Stankovic i suradnici (2012) odredivali su ukupne polifenole i flavonoide u ekstraktima
7 vrsta roda Teucrium (7. chamaedrys, T. montanum, T. arduini, T. polium, T. scordium
podvrsta scordium, T. scordium podvrsta scordioides i T. botrys) pripremljenima u metanolu,
acetonu i etilnom acetatu. NajviSe ukupnih polifenola odredili su u metanolnim ekstraktima, a
u ekstraktu 7. montanum odredili su 149,16 mg CAg! (ekvivalent klorogenske kiseline). Od
svih uzoraka 7. montanum, najvise flavonoida odredili su u ekstraktu pripremljenom u acetonu
(48,55 mg RUg™).
Tumbas i suradnici (2004) odredivali su ukupne polifenole te su identificirali i kvantificirali
fenolne kiseline u ekstraktima 7. montanum pripremljenima u petroleteru, kloroformu, etilnom
acetatu, 1-butanolu i vodi. Ekstrakt pripremljen u 1-butanolu imao je najviSe ukupnih polifenola
(296,00 mgg'), a petroleterni uzorak nije sadrzavao fenolne spojeve. HPLC analizom
ekstrakata identificirali su derivate hidroksibenzojeve kiseline (galna, protokatehinska,
vanilinska, siringinska i gentisicna kiselina) te hidroksicimetne kiseline (klorogenska, p
kumarinska, ferulinska, kafeinska kiselina i 3,5—dimetoks —4-hidroksicimetna kiselina) kako je
prikazano u Tablici 2. Najvece udjele odredili su u ekstraktima pripremljenima etilnim acetatom
(28,619 mgg), a najvise je zastupljena bila gentisi¢na kiselina (14,432 mgg™) cija je struktura
prikazana na Slici 4. Unatoc visokom udjelu fenolnih spojeva 1-butanolni ekstrakt sadrzavao je
samo 3,740 mgg? fenolnih kiselina. Ovi rezultati ukazuju na vaznost odabira otapala
odgovarajuée polarnosti za ekstrakciju odredene skupine polifenola pri ¢emu se etilni acetat

pokazao najprikladnijim za ekstrakciju fenolnih kiselina.

o) OH

OH

HO
Slika 4. Gentisicna kiselina (Hoffmeier, 2006)

Nasti¢ i suradnici (2018) analizirali su polifenolni sastav ekstrakta 7. montanum

dobivenog ekstrakcijom subkriticnom vodom. Pri optimalnim uvjetima (160 °Ci 10 bar) dobili
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su ekstrakt s 174,61 mg GAEg™! ukupnih polifenola. HPLC analiza pokazala je kako je flavanon

naringin (Slika 5.) cinio 49% ukupnih polifenola, a galna kiselina 17% ukupnih polifenola. Ostali

flavonoidi koje su identificirali bili su katehin i epikatehin iz skupine flavan—3-ola te rutin iz

skupine flavonola (Tablica 2). Najveci antioksidacijski kapacitet odreden je u ekstraktu

pripremljenom pri 160 °C i 10 bara, odnosno pri jednakim uvjetima kod kojih su odredili najvise

ukupnih polifenola, a povecanjem temperature iznad 160 °C isti se smanjio zbog termicke

razgradnje polifenola. DPPH metodom detektirali su antioksidacijski kapacitet od 176,23 mg
TEg?! (Trolox ekvivalent), a FRAP metodom 141,31 mg AAEg* (ekvivalent askorbinske

kiseline).

H
HsC 0
HO
OH

OH

OH O

OH
OH
O o
HO 0 N

Slika 5. Naringin (Anonymous 1, 2006)

Tablica 2. Sastav fenolnih kiselina i flavonoida u 7eucrium montanum

Derivati hidroksibenzojeve kiseline

C_v‘a//?a Ge/_n‘/s cna i roto/_(atgh/ns ka Va’?’/”?s’("" Siringinska kiselina Referenca
kiselina kiselina kiselina kiselina
0,132 mgg! 14,432 1,337 mgg? | 1,944 mgg! 4 2 | Tumbasi sur.
s.tv.2 mgg? s.tv.? s.tv.2 s.tv.2 4,588 mgg™ s.tv. (2004)
3,45 mgg 1,17 mgg! 0,453 mgg! Nastic¢ i sur.
s.tv.e.c / s.tv.e.c s.tv.e.c / (2018)
Derivati hidroksicimetne kiseline
. , 3, 5-dimetoksi-4-
Kior og e_’nska /(af eins ka p-kumarinska Fe er_u/ ! /?ska hidroksicimetna Referenca
kiselina kiselina kiselina .
kiselina
3,076 mgg! | 0,515mgg | 1,794 mgg! | 0,811 mgg! 4 » | Tumbas i sur.
s.tv.2 ls.tv.2 s.tv.2 s.tv.2 0,252 mgg™ s.tv. (2004)
0,799 mgg! | 0,560 mgg 0,489 mgg! Nastic¢ i sur.
s.tv.e.c lstv.erc / s.tv.e.c / (2018)
Flavonoidi
(+)-Katehin Epikatehin Naringin Rutin Referenca
1,15 mgg™ 1,20 mgg™ 4 c 4 < | NastiCisur.
s.tv.e. s.tv.e.c 9,96 mgg” s.tv.e.© | 1,25mgg” s.tv.e. (2018)

s.tv.= suha tvar uzorka; s.tv.e.=suha tvar ekstrakta;
a=odredeno u etil acetathnom ekstraktu; b=odredeno u 1-butanol ekstraktu; c=ekstrakcija

subkritichom vodom
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Zlati¢ i suradnici (2017) odredivali su ukupne polifenole, flavonoide i antioksidacijski
kapacitet metanolnih ekstrakata i uzoraka nadzemnih dijelova 7. montanum prikupljenih na
vapnenackim i serpentinskim staniStima. Rezultati su pokazali veéi udio ukupnih polifenola i
vedi antioksidscijski kapacitet u uzorcima prikupljenima na serpentinskim stanistima. U
metanolnim ekstraktima sa serpentinskih stanista udjeli ukupnih polifenola iznosili su 160,21-
190,20 mg GAg!, flavonoida 53,82-54,19 mg RUg?, a antioksidacijski kapacitet iznosio je
47,99-53,91 ygmL?. U ekstraktima s vapnenackih stanista udjeli ukupnih polifenola iznosili
su 143,42 i 148,21 mg GAg’!, flavonoida 46,50 i 49,53 mg RUg, a antioksidacijski kapacitet
iznosio je 60,30 61,99 ygmL. U uzorcima nadzemnih dijelova sa serpentinskih stanista udjeli
ukupnih polifenola iznosili su 44,07-66,52 mg GAg!, flavonoida 19,07-20,90 mg RUg?, a
antioksidacijski kapacitet iznosio je 177,99-263,07 ugmL™. U uzorcima s vapnenackih stanista
udjeli ukupnih polifenola iznosili su 31,11 i 39,63 mg GAg™, flavonoida 15,38 i 17,57 mg RUg"
! a antioksidacijski kapacitet iznosio je 302,56 i 315,98 pugmL. Takoder su analizirali udio
metala u tlu, a rezultati su pokazali kako su serpentinska tla sadrzavala vise Mg, Fe, Ni, Mn i
Cr dok su vapnenacka tla sadrzavala viSe Ca, Zn i Pb. Vrijednosti ukupnih polifenola, flavonoida
i antioksidacijskog kapaciteta bile su vece kod uzoraka sa serpentinskih staniSta upravo zbog
veceg udjela pojedinih metala. Naime, povecana sinteza polifenola nacin je na koji se biljka
brani od Stetnog utjecaja visokog udjela metala.

Prema Vujanovicu i suradnicima (2018) ukupni polifenoli u ekstraktu 7. montanum,
dobivenom ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima, iznosili su 73,60 mg GAEg, a ukupni
flavonoidi 65,31 mg RUg?, racunato na masu suhog ekstrakta. ABTS metodom utvrden je
antioksidacijski kapacitet 74,29 mg TEg™!, CUPRAC metodom 125,91 mg TEg!, fosfomolibden
metodom 1,09 mmol TEg?, a metodom keliranja metala 1,38 mg EDTAg™.

Panovska i suradnici (2005) odredili su sastav flavonoida i antioksidacijski kapacitet
ekstrakata T. montanum, T. polium i T. chamaedrys pripremljenih u dietil-eteru, etilnom
acetatu i n-butanolu. U 7. montanum odredili su ukupno 0,15% flavonoida, Sto je bilo manje
od uzoraka 7. polium (0,20%) i 7. chamaedrys (0,18%). Antioksidacijski kapacitet odredili su
in vitro DPPH metodom, testom obezbojenja B-karotena i metodom ,hvatanja" hidroksilnog
radikala, a prema dobivenim rezultatima uzorci 7. montanum, unato¢ najmanjem udjelu
flavonoida, pokazali su veéi antioksidacijski kapacitet od uzoraka 7. polium. Ovi rezultati
ukazuju da udio flavonoida nije jedini uvjet za veci antioksidacijski kapacitet, ve¢ postoji
mogucdi sinergizam flavonoida s ostalim spojevima prisutnim u ekstraktima.

Jurisi¢ Grubesic i suradnici (2012) odredivali su ukupne polifenole, tanine, B-sitosterol
i vrijednosti gorcine u uzorcima samoniklih i kultiviranih vrsta roda 7eucrium (T. arduini, T.

botrys, T. chamaedrys, T. flavum, T. montanum, T. polium i T. scordium ). Ukupne polifenole
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i tanine odredili su spektrofotometrijski, a vece vrijednosti dobivene su kod uzoraka samoniklih
vrsta. Uzorak 7. montanum pokazao je najveci udio polifenola (13,68%) i tanina (3,48%).
Prema rezultatima, izmedu uzoraka samoniklih i kultiviranih vrsta nije bilo znacajne razlike u
udjelu B-sitosterola i vrijednosti gorcine. NajviSe B-sitosterola odredili su u uzorku 7.
montanum (0,056%), a vrijednost gorcine je takoder bila najveéa u uzorku 7. montanum
(15659).

4.2.2. Eteri¢na ulja i sastav terpenoida

Etericna ulja predmet su brojnih istrazivanja jer pokazuju izrazitu biolosku aktivnost
koja omogucuje njihovu Siroku primjenu. Ona pokazuju antimikrobna, antiviralna,
antiparazitska i insekticidna svojstva, a primjenjuju se u razvoju otpornosti na bolesti i insekte.

Bezi¢ i suradnici (2011) analizirali su sastav eteri¢nog ulja 7. montanum ekstrahiranog
vodenom destilacijom (Tablica 3). Ekstrakcijski prinos iznosio je 0,4% etericnog ulja na ukupnu
suhu tvar uzorka, a glavne sastavnice ulja bili su seskviterpeni germakren D (17,2%) i B-
kariofilen (7,1%) te monoterpeni B-pinen (12,3%) i limonen (4,6%).

Vukovi¢ i suradnici (2007) takoder su proveli analizu sastava etericnog ulja 7.
montanum ekstrahiranog vodenom destilacijom te zabiljeZzili prinos od 0,47% etericnog ulja
na ukupnu suhu tvar uzorka, a identificirano je 45 spojeva (Tablica 3). Glavhe komponente
ulja su bili seskviterpeni &-kadinen (17,19%) i B-selinen (8,16%). Od ostalih spojeva u
znacajnijem udjelu bili su prisutni seskviterpeni a-kalakoren (4,97%), kariofilen (4,35%),
kopaen (4,23%), d-kadinol (3,91%), y-kurkumen (3,18%) i monoterpenski alkohol 4-terpineol
(3,90%), dok su ostali identificirani terpenodi bili prisutni u tragovima.

Kovacevi¢ i suradnici (2001) analizirali su sastav eteri¢nih ulja razli¢itih 7eucrium vrsta
metodom plinske kromatografije u kombinaciji s masenom spektrometrijom. Identificirali su
preko 60 spojeva, a u etericnom ulju 7. montanum bilo je najviSe terpenoida a-pinena
(12,4%), germakrena D (15,0%) i B-eudesmola (10,1%) (Tablica 3).

Malakov i suradnici (1992) proveli su analizu terpenoida prisutnih u nadzemnim
dijelovima 7. montanum te su uspjesno izolirali i identificirali diterpenoide 19-acetilgnafalin,

montanin B, D, E i H te teubotrin.
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Tablica 3. Sastav terpenoida (%) 7. montanum

Monoterpenski ugljikovodici

a-Pinen B-pinen Mircen (2)-B-Ocimen Limonen a-tujene Terpinolen Referenca
1,9 12,3 4,2 0,8 4,6 / 0,6 Bezi¢ i sur. (2011)
0,2 Kovacevic i sur.
12,4 4,8 0,3 0,2 1,8 / (2001)
tr. / / / / / / Vukovié i sur. (2006)
Oksigenirani monoterpeni
. . . a-
Linalool B-tujon trans- Kamfhor | Borneol | T€PMEN%- Mirtenol Mirtenal | BOr™ | Linall Terpeni Referenca
pinokarveol ol acetat acetat | acetat
3,6 0,3 1,2 1,3 1,6 1,5 Bezic i sur.
1,2 / 0,2 0,5 1,0 (2011)
/ / / 0,2 / / / Kovacevic i sur.
/ / / 0,2 (2001)
/ / / / 3,9 / Vukovic i sur.
Seskviterpenski ugljikovodici
,B-
a- a- B- . 5- Germakren | Germacren 5- B- y- 0-
kubeben bu;ﬁon kopaen Kopaen Kariofilen Kariofilen farnesen D B selinen | bisabolen | kadinen | cadinen Referenca
Bezic i sur.
/ 3,4 / / 7,1 / 2,9 17,2 / / 1,8 / 2,7 (2011)
Kovacevic i sur.
0,2 1,9 0,5 / 6,9 / 0,2 15,0 0,3 1,2 / 41 4> (2001)
Vukovic i sur.
0,78 / 1,14 4,23 / 4,35 1,76 / / 8,16 0,71 / 17,19 (2006)
| Oksigenirani seskviterpeni
Spatulenol Torejol Kariofilen oksid Viridiflorol a-kadinol T-kadinol Referenca
1,9 / 1,0 / 2,2 / BeziC i sur. (2011)
1,1 / 2,6 0,2 3,5 / Kovacevic i sur. (2001)
/ 3,91 / / / 3,12 Vukovi¢ i sur. (2006)
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4.3. Antimikrobna aktivnost

Bilijke su se pokazale kao bogati izvor raznih antimikrobnih tvari koje uniStavaju
patogene mikroorganizme ili inhibiraju njihovo razmnozavanje. Ovisno o vrsti mikroorganizma
kojega uniStavaju, antimikrobne tvari dijele se na antibakterijske, antiviralne, antifungalne i
antineoplasticne te utjeCu na permeabilnost membrana, odvijanje enzimskih reakcija i inhibiciju
translacije proteina (Stankovic i sur., 2012). U usporedbi sa sintetickim antimikrobnim tvarima,
one biljnoga podrijetla ne utjeCu na razvoj rezistencije mikroorganizama prilikom njihove
primjene. Sekundarni metaboliti, posebno polifenolni spojevi i terpenoidi, koji su u znacajnim
udjelima prisutni u 7. montanum, zasluzni su za antimikrobnu aktivnost ekstrakata i etericnog
ulja.

Antimikrobnu aktivnost etericnog ulja i metanolnog ekstrakta 7. montanum istrazili su
Vukovi¢ i suradnici (2007), a prema dobivenim rezultatima etericno ulje pokazalo je snazno
antimikrobno djelovanje prema Gram-pozitivnim (Bacillus mycoides, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus) i Gram-negativnim bakterijama (Klebsiella pneumoniae, Azotobacter
chlorococcum, Enterobacter cloaceae, Pseudomonas phaseolicola, Pseudomonas fluorescens),
kao i prema nekim vrstama plijesni (Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Penicillium
canescens). Antimikrobno djelovanje pripisuje se terpenoidima i fenolnim spojevima koji su
identificirani u eteriénom ulju. Metanolni ekstrakt pokazao je slabiju antimikrobnu aktivnost od
eteri¢nog ulja Sto proizlazi iz manjeg udjela terpenoida.

Bezi¢ i suradnici (2011) ispitali su antifitoviralno djelovanje eteri¢nih ulja razlicitih
Teucrium vrsta na mozaican virus krastavca (engl. Cucumber Mozaic Virus — CMV). Rezultati
su pokazali kako je esencijalno ulje 7. montanum, medu svim ispitivanim vrstama, najviSe
smanijilo infekciju CMV virusom (44,3%). Antiviralnu aktivnost pripisali su terpenoidima B-
kariofilenu, germakrenu D (Slika 6.), B-pinenu i limonenu koji su u eteri¢cnom ulju bili prisutni

u visokim udjelima.

Slika 6. Germakren D (Anonymous 2, 2009)
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Stankovic i suradnici (2012) istrazili su antimikrobnu aktivnost ekstrakata 7. montanum
pripremljenih u metanolu, acetonu i etilnom acetatu, a rezultati su pokazali najbolju aktivnost
metanolnih ekstrakata, posebno naspram bakterija Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosai Aspergillus niger. Takoder su uoCili kako su uzorci pokazivali vecu antibakterijsku
nego antifungalnu aktivnost, Sto potvrduju i Dijilas i suradnici (2006) koji su takoder uodili
aktivnost prema Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa, ali ne i prema kvascima
Saccharomyces cerevisiaei Candida pseudotropicalis. U oba istrazivanja najvec¢a antimikrobna
aktivnost zapazena je u uzorcima s najve¢im udjelom polifenolnih spojeva Sto ukazuje na
njihovu ulogu u antimikrobnoj aktivnosti. Rezultati istrazivanja prema Stankovicu i suradnicima
(2012) te Dijilas i suradnicima (2006), izrazeni kao minimalna koncentracija inhibicije (engl.
Minimal Inhibitory Concentration — MIC) i minimalna mikrobicidna koncentracija (engl. Minimal

Microbicidal Concentration — MMC), prikazani su u Tablici 4.
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Tablica 4. Antibakterijska i antifungalna aktivhost ekstrakata 7. montanum

E. coli S. aureus ' p C. albicans ' ' Bacillus

ATCC ATCC E. coli S. aureus . ATCC C. albicans | A. niger S. lutea Referenca
Ekstrakt | 25922 25923 eurginosa | 10231 P

MIC | MMC | MIC | MMC | MIC | MMC | MIC | MMC | MIC | MMC | MIC | MMC | MIC | MMC | MIC | MMC | MIC | MMC | MIC | MMC

Metanol 5 5 10,15| 0,3 5 5 5 5 2,5 5 | >20| >20 | >20 | >20 | >20 | >20 | / / / / St_ankovic’:
Aceton 10 10 |0,15|0,15| 20 | 20 | 10 | 10 5 | >20 |>20| >20 | >20| >20 | 20 | 20 / / / / (Izzulrz)
Etilni >10{ >0 03| 0,3 |>10| >10 | >10| >10 | 10 | >10 | >10| >10 | >10| >10 | >10| >10 | / / / /
acetat / / / / |>10]>10][10] 25 ]25][50] / / / / / / |10 [>10]75] 10
Petroleter | / / / / >10| >10 | >10 | >10 | >10 | >10 / / / / / / 10 | >10 | 10 | >10 Djilas i
Kloroform | / | / | / | / |10 |>w0]50|5010| 10| /| /[ /| /| /| 7 |10]|>10]10]>10 (25(‘)‘56)
n-butanol | / / / / >10( >10 10| 25| 25| 50 / / / / / / 10 | >10 | 7,5 | 10

MIC=minimalna koncentracija inhibicije (engl. Minimal Inhibitory Concentration — MIC)

MMC=minimalna mikrobicidna koncentracija (engl. Minimal Microbicidal Concentration — MMC)

MIC i MMC vrijednosti izrazene su u mgmL*!
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4.3. Bioloska aktivnost

Uz antimikrobnu aktivnost koja proizlazi iz sastava terpenoida eteri¢nog ulja, bioloSka
aktivnost 7. montanum najviSe proizlazi iz visokog udjela polifenola, posebno iz skupine
flavonoida, koji djeluju kao antioksidansi u borbi protiv oksidacijskog stresa izazvanog
djelovanjem slobodnih radikala. Medutim, visoke vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta
dobivene /n vitro istrazivanjima ne znaCe nuzno i jednaku aktivnost /in vivo. Kako bi mogli
djelovati kao antioksidansi, polifenoli se moraju apsorbirati, transportirati, distribuirati i zadrzati
u bioloskim tekucinama, tkivima i stanicama. Neki antioksidansi, pa tako i polifenoli, pod
utjecajem metabolizma mogu proci kroz reakcije biotransformacije te djelovanjem enzima
konjugiraju sa sulfatnim, metilnim ili glukuronidnim skupinama Cime se smanjuje njihova
antioksidacijska aktivnost u organizmu. Kako bi se odredila efikasnost djelovanja polifenola in
vivo, potrebno je pratiti stupanj oksidacije u bioloskim tekucinama i tkivima, kao Sto su krvna
plazma, urin, eritrociti, cerebrospinalna tekuéina, slina i suze. Biomarkeri su neophodni kako
bi se odredio stupanj oksidacije, a neki od najvaznijih biomarkera koji se koriste u tu svrhu su
produkti oksidacije lipida, proteina, Secera i dusi¢nih baza DNA (Niki, 2010).

Polifenoli prisutni u 7. montanum pokazali su potencijal u razvoju novih terapija za
lijeCenje nekih vrsta tumora. Nikodijevi¢ i suradnici (2016) uodili su citotoksicnost i utjecaj na
apoptozu (programiranu stanicnu smrt) metanolnog ekstrakta 7. montanum na stanice raka
dojke i raka debelog crijeva, a ovaj ucinak se najviSe pripisuje polifenolima iz skupine
flavonoida.

Vujanovi¢ i suradnici (2018) istrazili su sposobnost inhibicije enzima i citotoksi¢nost
uzoraka ljekovitih biljaka medu kojima je bio i uzorak 7. montanum. Inhibicija a-amilaze
iznosila je 0,58 mmol ACAEg! (ekvivalenti akarboze), a-glukozidaze 4,55 mmol ACAEg™! te
tirozinaze 4,62 mg KAEg™* (ekvivalenti kojicne kiseline). Citotoksi¢na aktivnost (ICso vrijednost)
naspram stanica karcinoma vrata maternice iznosila je 34,35 ygmL!, stanica misjeg fibroblasta
18,37 ugmL?, a stanica ljudskog rabdomiosarkoma 13,45 pgmL?!. Da bi neka tvar bila
citotoksicna, ICsp vrijdnost mora biti manja od 30 pgmL™* te je prema tom kriteriju uzorak 7.
montanum bio citotoksi¢an naspram stanica misjeg fibroblasta i rabdomiosarkoma.

MiloSevi¢-Djordjevi¢ i suradnici (2013) proveli su istrazivanje o genotoksicnom
potencijalu metanolnih ekstrakata 7. chamaedrysi T. montanum koriste¢i mikronukleus (MN)
test na limfocitima ljudske periferne krvi. Prema rezultatima, ekstrakt 7. montanum znacajno
je povecao broj mikronukleusa samo pri koncentraciji 1000 ugmL™?, a pri koncentraciji 125

pgmL? smanjio je rast broja mikronukleusa induciran mitomicinom C (kemoterapijsko
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sredstvo). Takoder, ekstrakt 7. montanum je pri koncentracijama 125, 250, 500i 1000 pgmL

! znacajno smanijio indeks diobe jezgre u odnosu na stanice tretirane mitomicinom C.

4.4. Potencijal u prehrambenoj industriji

S obzirom na to da su prethodno opisana istrazivanja pokazala kako je 7. montanum
izrazito bogata polifenolnim spojevima, posebno iz skupina fenolnih kiselina i flavonoida, ali i
terpenoidima, moze se zakljuciti kako posjeduje izrazit potencijal za primjenu u medicini i
farmaceutskoj industriji te u prehrambenoj industriji kao izvor antioksidansa ili kao
antimikrobni agens. Medutim, polifenoli su prilicno nestabilni i podlozni degradaciji kada su
izloZeni nepovoljnim uvjetima tijekom proizvodnje i skladiStenja, osjetljivi su na kisik, svjetlost,
vlagu i toplinu. Takoder, uporaba je Cesto ograni¢ena zbog njihove slabe topljivosti i
biodostupnosti, brzog otpustanja u organizmu te gorkog i trpkog okusa. Zbog ovih se
nedostataka u prehrambenoj industriji primjenjuju u obliku nanoemulzija, jestivih filmova ili u

inkapsuliranom obliku (Fang i Bhandari, 2010; Popovi¢ i sur., 2019).

5. ZAKLIUCCI

1. Prema dostupnim podacima o bioaktivnom sastavu i bioloskoj aktivnosti, trava iva
(Teucrium montanum L.) izuzetno je bogata polifenolnim spojevima, posebice
flavonoidima i fenolnim kiselinama te terpenoidima, a udio istih ovisi 0 geografskom

podrijetlu biljke, kao i 0 metodi ekstrakcije.

2. Visok udio polifenola odgovoran je za izrazeno antioksidacijsko djelovanje ekstrakata

trave ive /in vitro.

3. Visok udio terpenoida u eterichnom ulju trave ive odgovoran je za antimikrobnu,

posebice antibakterijsku i antiviralnu aktivnost.

4. Potrebna su daljnja istrazivanja bioaktivnhog sastava i bioloSke aktivnosti trave ive,
posebice /n vivo, koja bi omogucdila njezinu primjenu u prehrambenoj i farmaceutskoj

industriji.
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