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1. UVOD

Zahvaljuju¢i sve veéem broju znanstvenih istrazivanja koja su potvrdila pozitivni utjecaj
razli¢itih ljekovitih biljaka na zdravlje u posljednja dva desetljeca, te opravdala njihovu uporabu
u tradicionalnim medicinskim sustavima, njihovo koristenje i potrosnja kontinuirano rastu
(Tapsell i sur., 2006). Poseban interes za ljekovite biljne vrste pokazuju prehrambena i
farmaceutska industrija, sto je posljedica koristenja ljekovitih biljnih vrsta i zacina kao izvora
bioaktivnih funkcionalnih sastojaka, namijenjenih njihovoj daljnjoj implementaciji u proizvode s
dodanom vrijednos¢u. U tu je svrhu neophodno identificirati to¢ne aktivne sastojke biljnih
supstrata Kkoji imaju pozitivna bioaktivna svojstva. Danas farmaceutska, kozmeticka te
prehrambena industrija, ve¢ imaju razvijene vlastite stroge sustave kontrole kvalitete, medutim
jo§ uvijek ne postoji jedinstveni sustav koji bi omoguéio jednoliku i detaljnu karakterizaciju
specificnih bioaktivnih sastojaka. Trenutno se definicija kvalitete ljekovitih biljnih pripravaka
temelji na: i) autentifikaciji polaznog biljnog materijala pomocu klasi¢ne taksonomije, ii)
bioaktivnom profilu biljnih ekstrakata/pripravaka pomoc¢u kromatografskih tehnika i iii)
kvantitativnom odredivanju jednog ili nekoliko fitokemijskih markera i njihovog omjera
(Nutraingredients, 2012). Vec¢ina zemalja razvila je vlastite propise za kvalitetu biljnih lijekova
namijenjenih za unutarnje trziste ili izvoz, ali zahtjevi kvalitete razli¢itih nacionalnih farmakopeja
variraju izmedu zemalja. Stoga je potreban jedinstven i pouzdan skup analitickih metoda kako bi
se dobili to¢ni i dostatni rezultati o fitokemijskom sastavu ispitivanih biljnih supstrata.

Opcenito se za procjenu kvalitete 1 autenti¢nosti jedne biljke ili biljnog pripravka koristi samo
jedan ili dva markera farmakoloski aktivnih spojeva. No, takvi podaci ne omoguéuju uvid u
detaljan bioaktivni sastav biljnih proizvoda, u kojima ¢esto vise sastojaka djeluje sinergisticki te
je upravo taj sinergisticki efekt odgovoran za terapeutske ucinke samog proizvoda. Kako bi se
dobili to¢ni bioaktivni profili biljnih pripravaka moraju se primijeniti razliite analitiCke tehnike
(Liang i sur., 2004). Medutim, brojne napredne tehnike, opisane u literaturi, koje se koriste za
kvalitativhu i kvantitativnu analizu bioaktivnih spojeva nisu uvijek pogodne za primjenu u
drugim laboratorijima. Osim toga, vecina analiti¢kih tehnika zahtjeva dugotrajnu i kompliciranu
pripremu uzorka te dug proces analitickog postupka $to rezultira manjim brojem laboratorija koji

mogu provoditi te analiticke tehnike. Kromatografija je jedna od najcesce koristenih tehnika zbog




velike ucinkovitosti izdvajanja razlicitih spojeva prisutnih u ispitivanom ekstraktu ili supstratu
(Escarpa i sur., 2001; Tsao i Yang, 2003).

Odredivanje polifenolnih spojeva, jedne od visoko vrijednih skupina bioaktivnih spojeva, moze
se smatrati primarnim korakom u procjeni farmakoloskog djelovanja ljekovitih biljnih vrsta
(Rodriguez i sur., 2012). Iako postoji viSe razliitih pristupa za analizu polifenolnih spojeva,
postupak njihovog izdvajanja i kvantifikacije je i dalje analiticki vrlo zahtjevan. U svrhu
izdvajanja i kvantifikacije polifenolnih spojeva objavljen je velik broj znanstvenih istrazivanja o
razvoju HPLC-DAD metoda koje se primjenjuju za analizu polifenolnih spojeva prisutnih u
ljekovitim biljkama. Obi¢no ove metode omogucuju izdvajanje pojedinih podskupina
polifenolnih spojeva, najcesce fenolnih kiselina (Li i sur., 2011; Olkowski i sur., 2003; Parejo i
sur., 2004; Liaudanskas i sur., 2014; Vagiri i sur., 2012) dobivenih iz ograni¢enog broja biljnih
supstrata. Osim toga, pretrazivanje znanstvenih radova o polifenolnim spojevima prisutnim u
razli¢itim biljnim vrstama je vrlo zahtjevno jer pojedini znanstveni radovi najcesc¢e predstavljaju
profil samo jedne ili nekoliko botanic¢ki povezanih biljnih vrsta. 1z tog razloga postoji potreba za
sistematizacijom podataka o polifenolnim spojevima veéeg broja ljekovitog bilja, te formiranje
svojevrsne baze podataka o bioaktivnoj kvaliteti velikog broja biljnih vrsta u jednom radu.

Cilj ovog rada je razviti jedinstvenu HPLC-DAD metodu za odredivanje polifenolnih spojeva u
odredenim ljekovitim biljnim vrstama. Osim razvoja i validacije HPLC-DAD metode provest ¢e
se spektrofotometrijska analiza vodenih ekstrakata Sesnaest biljnih vrsta. Spektrofotometrijskom
analizom biljnih ekstrakata odredit ¢e se udjel ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina, flavona

i flavonoida, kao i antioksidacijski kapacitet biljnih ekstrakata primjenom ABTS metode.




2. TEORIJSKI DIO

2.1. KONTROLA KVALITETE LIJIEKOVITOG BILJA

Upotreba ljekovitog bilja poznata je jo$ od davnina kada su se pojedini biljni materijali (korijen,
list i cvijet) koristili za izradu ¢ajeva u domadinstvima. Danas ljekovito bilje ima daleko Siru
primjenu pa je stoga potrebno provesti ispitivanje kvalitete ljekovitih biljaka kako bi se utvrdio
njihov identitet, Cisto¢a i kakvoca. Propise o ispitivanju kvalitete ljekovitih biljaka donose
farmakopeje 1 medunarodni standardi. Odgovaraju li biljke tim propisima mogu naci terapijsku
primjenu i posluziti kao sirovina za izradu ljekovitih pripravaka (Kustrak, 2005). Stoga je nuzno
uspostaviti medunarodno priznate smjernice za procjenu kvalitete biljnog materijala, u ¢emu
uvelike pomazu smjernice Svjetske zdravstvene organizacije koja je izdala priruc¢nik ,,Metode
kontrole kvalitete ljekovitog biljnog materijala®“ iz kojeg su preuzete metode koje slijede, a
kojima ljekovito bilje mora udovoljavati (WHO, 1998).

2.1.1. Odredivanje stranih primjesa

Biljni materijali ne smiju sadrzavati vidljive znakove kontaminacije: plijesni, insekte, zZivotinjska
onecisc¢enja ukljucujuéi Zivotinjske izluCevine. Pojava nekarakteristicnog mirisa, promjena boje
ili sluzi treba biti pravovremeno otkrivena. Tijekom skladiStenja, proizvode treba drzati na
higijenski Cistom mjestu, kako bi se izbjegla kontaminacija, posebice stvaranje plijesni koje
proizvode aflatoksine. Makroskopski pregled dovoljan je za utvrdivanje prisutnosti stranih tvari u
cijelom 1ili izrezanom biljnom materijalu dok je za praskaste materijale potreban mikroskopski
pregled. Zemlja, kamenje, pijesak, prasina i druge strane anorganske tvari moraju biti uklonjene

prije usitnjavanja ili testiranja biljnog materijala.

2.1.2. Makroskopski i mikroskopski pregled

Ljekoviti biljni materijal kategorizira se prema senzorskim, makroskopskim i mikroskopskim
obiljezjima. Pregled tih karakteristika je prvi korak prema identifikaciji i odredivanju stupnja

Cisto¢e materijala te se treba provesti prije bilo kakvih daljnjih testova.




Vizualni pregled puza najjednostavniji i najbrzi nacin utvrdivanja identiteta, Cistoce te priblizno i
kvalitete. U slu¢aju da se uzorak znatno razlikuje, u smislu boje, konzistencije, mirisa ili okusa u
odnosu na specifikacije, smatra se da ne ispunjava uvjete.

Makroskopski identitet ljekovitog bilja temelji se na obliku, boji, veli¢ini, svojstvima povrSine,
teksturi, svojstvima loma i izgledu povrsine reza. Provodi se prostim okom ili pomoc¢u povecala
te se provjerava da li morfolosko obiljezje odgovara propisu Farmakopeje.

Mikroskopski pregled biljnog materijala neophodan je za identifikaciju usitnjenog materijala ili
praskastog materijala (uzorak moze biti tretiran kemijskim reagensima).

Makroskopski 1 mikroskopski pregled ne mora uvijek pruziti kompletnu identifikaciju, stoga ga

je potrebno koristiti 1 s ostalim analitickim analizama.

2.1.3. Kromatografska ispitivanja

Kromatografske metode mogu se primjenjivati za kvalitativnu i kvantitativnu analizu pojedinih
sastojaka. Za identifikaciju sastojaka u biljnom materijalu ili ljekovitim pripravcima,
Farmakopeje naj¢esc¢e primjenjuju tankoslojnu kromatografiju koja je prikladna za kvalitativno
odredivanje malih udjela necisto¢a. Tom se metodom dokazuje jedna odredena komponenta ili
njih nekoliko (odredena skupina tvari). Za analizu pojedinih sastojaka prisutnih u biljnom
materijalu ili ljekovitom pripravku koriste se jo§ kromatografija u stupcu, tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti i plinska kromatografija. Plinska kromatografija prikladna je

za analizu eteri¢nih ulja 1 za identifikaciju pojedinih sastojaka.

2.1.4. Odredivanje pepela
Pepeo, koji preostaje nakon spaljivanja ljekovitog biljnog materijala, odreduje se pomocu tri
razli¢ite metode kojima se mjeri ukupni pepeo, pepeo netopiv u kiselini 1 pepeo topiv u vodi.
Ukupni pepeo predstavlja ukupan iznos materijala preostalog nakon paljenja te ukljucuje
,fizioloski* pepeo, koji se dobije iz samog biljnog tkiva i ,,ne-fizioloski* pepeo, koji predstavlja

ostatak stranih tvari (npr. pijeska i tla) koje su se zadrzale na povrsini biljke.




Pepeo netopiv u kiselini predstavlja ostatak dobiven nakon klju¢anja ukupnog pepela sa
razrijedenom klorovodi¢nom kiselinom i paljenjem preostale mase izmedu ukupnog pepela 1

ostatka nakon tretmana ukupnog pepela s vodom.

2.1.5. Odredivanje vode 1 hlapivih tvari

Visak vode u ljekovitom biljnom materijalu moze potaknuti rast mikroorganizama, uzrokovati
prisustvo gljivica ili insekata te ¢e utjecati na pogorsanje hidrolize. Granice za udio moraju biti

definirane za svaki biljni materijal, a to je osobito vazno za materijale koji lako upijaju vlagu.

Azeotropska metoda izravnim mjerenjem daje udio vode prisutne u materijalu koji se ispituje.
Test za gubitak suSenjem odreduje oboje, vodu i hlapljive tvari. SuSenje se moze provoditi
zagrijavanjem na 100-105°C ili u eksikatoru ili smanjenjem pritiska na sobnoj temperaturi kroz
odredeno vremensko razdoblje. Metoda isuSivanja je posebno korisna za materijale koji se tope u

ljepljivu masu na poviSenim temperaturama.

2.1.6. Odredivanje ostataka pesticida

Ljekoviti biljni materijali mogu sadrzavati ostatke pesticida koji se akumuliraju tijekom prskanja,
tretmana tla raznim sredstvima tijekom kultiviranja 1 koriStenjem fumiganata tijekom
skladistenja. Stoga se u svakoj zemlji preporucuje bar jedna laboratorijska kontrola za
odredivanje pesticida u ljekovitim biljnim vrstama (prirodno uzgojenim ili kultiviranim).
Preporucuju se granice koje su postavile Organizacija za hranu i poljoprivredu Ujedinjenih

naroda (FAO) i Svjetska zdravstvena organizacija (WHO).

Uz dulju izlozenost pesticidima preporucuje se ispitivanje ljekovitog bilja na prisutnost organski
vezanog klora i fosfora, odnosno treba odrediti udio tih dviju tvari. Kao glavna metoda za
odredivanje ostataka pesticida preporucuje se jedna od kromatografskih metoda (plinska
kromatografija ili kromatografija u stupcu). No, zbog nekih ogranic¢enja analitiCkih metoda,
pozeljno je i testiranje nepoznatog biljnog materijala na Siroke skupine spojeva u odnosu na

pojedine pesticide.




2.2. ODREDIVANJE BIOAKTIVNE KVALITETE LIJEKOVITIH BILINIH VRSTA

Ljekovite biljne vrste sadrze mnogobrojne bioaktivne sastojke za ¢iju se izolaciju, identifikaciju i
karakterizaciju koriste novije analiticke metode. Tijekom izolacije i identifikacije bioaktivnih
komponenti koje su prirodno prisutne u ljekovitim biljkama najéesc¢e se primjenjuju tehnike kao
Sto su: tankoslojna kromatografija, kromatografija na stupcu, tekucinska kromatografija visoke
djelotvornosti te nekromatografske tehnike. Spomenute nekromatografske tehnike ukljucuju
imunoispitivanje, spektofotometrijske i elektroforetske tehnike pomocu kojih se odvajaju frakcije
koju su kasnije podvrgnute identifikaciji i karakterizaciji pomocu Fourierove transformacije
infracrvene spektroskopije (FTIR) ili kombinaciji plinske kromatografije i masene spektrometrije
(GC-MS) (Chikezie i sur., 2015).

Ljekoviti biljni materijali zapravo predstavljaju vrlo slozene smjese sastojaka za Ciju se
identifikaciju danas najces¢e koristi kombinacija tekucinske kromatografije s UV-
spektroskopijom, masenom spektrometrijom i nuklearnom magnetskom rezonancijom
(Hostettmann i Wolfender, 2001).

Tekuéinska kromatografija s UV spektrofotometrijom koristi se za analizu pojedinih sastojaka
prethodno dobivenih biljnih ekstrakata te danas ima Siroku primjenu u laboratorijima. Navedena
tehnika se uglavnom koristi za identifikaciju i karakterizaciju spojeva kao §to su polifenolni

antioksidansi.

Tom metodom moguce je dobiti informacije 0 molekularnoj masi i strukturi ispitivanog analita.
Hostettmann i Wolfender navode kako se kombinacija tekucinske kromatografije s masenom
spektroskopijom (LC/MS) pocela koristiti u analiti¢koj kemiji od sredine 80-tih godina te su od
tada razvijeni brojni sustavi i kombinacije tih tehnika. Medutim, brojnim istraZivanjima utvrdeno
je kako kombinacija tih dviju metoda ima nedostatak jer reakcija jako ovisi o prirodi spojeva koji
se analiziraju. Budu¢i da je dobiveni biljni ekstrakt kompleksna smjesa kemijskih spojeva vrlo je
teSko prona¢i LC/MS uvjete koji bi bili optimalni za ionizaciju kemijskih spojeva prisutnih u

analiziranom biljnom ekstraktu.




Jedna od spektroskopskih metoda koja se koristi za odredivanje strukture organskih spojeva u
biljnim ekstraktima je i nuklearna magnetska rezonancija (NMR). NMR se temelji na interakciji
magnetskog momenta jezgre s vanjskim magnetskim poljem uz pobudu jezgri s radiovalnim
zraCenjem (Neri i Tringali, 2001). Navedena tehnika se ve¢ duze vrijeme takoder koristi u
kombinaciji s teku¢inskom kromatografijom. Najve¢i nedostatak LC/NMR metode je u tome §to
je vrlo teSko pratiti rezonanciju analita kada je prisutnost rezonancije mobilne faze mnogo veca
od rezonancije analita. Medutim, taj je problem rijeSen zahvaljujuéi vrlo pouzdanoj i brzoj tehnici

potiskivanja otapala (Hostettmann i Wolfender, 2001).

2.3. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE DJELOTVORNOSTI (HPLC)

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) je specifican oblik kolonske
kromatografije, koja danas predstavlja jednu od najvaznijih metoda analiticke kemije (Malviya i
sur., 2010; Bhardwaj i sur., 2015). Glavni cilj HPLC metode je separacija, identifikacija i
kvantifikacija spojeva prisutnih u uzorcima koji su topljivi u tekuéem mediju te separacija
spojeva od necisto¢a koje se mogu pojaviti kao posljedica reakcija razgradnje bioaktivnih
komponenata (Bhardwaj i sur., 2015). Tekuéinski kromatograf na kojem se moze provesti
opisana analiza sastoji se od sustava za unoSenje uzorka, spremnika mobilne faze i sustava za
obradu otapala (uklanjanje otopljenih plinova), crpki za visoke tlakove, kolone, detektora te
spremnika za sakupljanje otpada (Slika 1).
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j |
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Separacia
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Slika 1. Shematski prikaz HPLC sustava (Nesek, 2004)




Otopina uzorka nanosi se na kolonu poroznog materijala, koja predstavlja stacionarnu fazu,
ru¢nim ili automatskim injektorom tzv. autosamplerom, dok se tekuca tj. mobilna faza crpi kroz
kolonu pod povisenim tlakom. Vrijeme koje je potrebno mobilnoj fazi da prode kroz kolonu
oznacava se kao ty. Kromatografska kolona zapravo je zatvorena cijev izradena od nehrdajuceg
Celika, koja je ispunjena nepokretnom odnosno stacionarnom fazom i u kojoj se usred razlicitih
fizikalno-kemijskih interakcija odvija razdvajanje spojeva prisutnih u analiziranom uzorku.
Mehanizam odjeljivanja ovisi 0 vrsti stacionarne faze, a moze se temeljiti na:

e razdiobi

e adsorpciji

e jonskoj izmjeni

e raspodjeli prema veli¢ini Cestica te

o stereokemijskim interakcijama.

Vrijeme od injektiranja analita u tok mobilne faze do vremena kada pik analita izade iz kolone i
ude u detektor naziva se vrijeme zadrzavanja ili retencijsko vrijeme (Rt). Spojevi koji su eluirani
iz kromatografske kolone detektiraju se primjenom specifiénih detektora kojima se utvrduje
promjena sastava eluenta mjerenjem nekog njegovog fizikalnog ili kemijskog svojstva. Postoji
vise vrsta detektora koji se mogu Koristiti za detekciju eluiranih spojeva, a neki od njih su:
spektrofotometrijski detektori koji rade na principu monokromatske ili polikromatske detekcije
(detektor s nizom dioda); spektrofluorimetrijski (fluorescentni) detektori; detektori koji mjere
indeks refrakcije (loma) svjetlosti (RI detektor) (Nigovi¢ i sur., 2007.) Nakon detekcije eluiranih
spojeva kao rezultat kromatografske analize dobiva se kromatogram iz kojeg se mogu ocitati
sljede¢i podaci: retencijsko vrijeme izlazenja pikova (spojeva), Sirina, visina i povrSina ispod
pikova te udaljenost izmedu pikova. Usporedbom vremena zadrZavanja (tg) (i apsorpcijskih
spektara u slu¢aju UV/Vis detekcije) izdvojenih pikova na kromatogramima s vremenima
zadrZavanja (i apsorpcijskim spektrima) vanjskih standarda, vrs$i se identifikacija izdvojenih
pikova na kromatogramu, pri ¢emu svaki pik treba odgovarati jednom spoju. PovrSina pika
osnovni je podatak za kvantifikaciju prethodno identificiranih spojeva, a ovisi 0 koncentraciji
sastojaka u uzorku i odazivu detektora spram tog analita. Za kvantitativno odredivanje

identificiranih spojeva koriste se jednadzbe bazdarnih krivulja odgovarajucih standarda.




2.3.1. Podjela HPLC metoda

Vrste tekucéinske kromatografije visoke djelotvornosti koje se najcesce koriste u analizama:

1) kromatografija normalnih faza — kod ove metode stacionarna faza je polarna dok je

mobilna faza nepolarna. Odvajanje analita temelji se polarnosti, a adsorpcijska snaga se

povecava povecanjem polariteta analita i interakcijama izmedu polarnog analita i polarne

stacionarne faze ¢ime se ujedno produzuje vrijeme eluacije analita iz kolone.

2) kromatografija obrnutih faza — kod ove metode stacionarna faza je nepolarna dok je

mobilna faza polarna. Odvajanje analita temelji se na hidrofobnim interakcijama koje su

rezultat repulzije izmedu polarnog eluensa, relativno nepolarnog analita i nepolarne

stacionarne faze.

3) ionsko-izmjenjivacka kromatografija — kod ove metode razdvajanje analiziranih

spojeva temelji se na naboju analiziranih spojeva. Razdvajanje analiziranih spojeva

karakterizirano je prirodom i snagom kiselinskih ili bazi¢nih funkcionalnih skupina

vezanih na nepokretnoj fazi te vrsti iona u analitu koji se razdvajaju.

4) kromatografija isklju¢enjem (gel kromatografija) — kod ove metode razdvajanje

analiziranih spojeva vr§i se na temelju veli¢ine analiziranih spojeva. Ova tehnika se

koristi za odredivanje molekularne mase polisaharida te je pogodna za odredivanje

tercijarne i kvaterne strukture proteina.

5) bioafinitetna kromatografija — razdvajanje analiziranih spojeva temelji

reverzibilnim interakcijama izmedu proteina i liganada. Odlika ove tehnike je §to se ve¢ u

jednom koraku moze posti¢i vrlo visoki stupanj ¢isto¢e analiziranih spojeva (Malviya 1

sur., 2010).

2.4. VALIDACIJA METODE

Kako bi se osigurala pouzdanost i to¢nost analiti¢kih podataka potrebna je validacija analitickih

metoda. Validacija analiticke metode moze se definirati kao proces za koji je laboratorijskim

istrazivanjima utvrdeno da izvedbene znacajke metode zadovoljavaju uvjete za namjeravanu




analitiC¢ku primjenu (Bhardwaj 1 sur., 2015; Gupta i sur., 2012). Smatra se da je validaciju nuzno

provesti:

e priuvodenju nove metode

e prilikom modifikacije ve¢ postojece metode

¢ nakon svake promjene ili veceg servisa mjernog instrumenta

e prilikom utvrdivanja standardne metode

e za metode razvijene u vlastitom laboratoriju

e kada se rezultati dobiveni normiranom metodom s vremenom mijenjaju

e kada se normirana metoda koristi u razli€itim laboratorijima, ili ju u istom laboratoriju

izvode razli¢iti analiti¢ari na razli¢itim instrumentima (tzv. konfirmacija) (Ermer, 2005).

Rezultati dobiveni validacijom mogu se koristiti za procjenu kvalitete, pouzdanosti i dosljednosti
analitickih podataka Sto je sastavni dio dobre analiticke prakse (Bhardwaj i sur., 2015). Tijekom
validacije odreduju se izvedbene znacajke, koje su definirane prema Codex-u Alimentarius-u,
ISO-u, IUPAC-u ili prema alternativnim metodama poput ispitivanja u jednom laboratoriju
(unutarnja validacija). Izvedbene znacajke koje se odreduju pri validaciji neke analitiCke metode

Su:

e specifi¢nost/selektivnost
e linearnost i radno podrucje
e preciznost
v’ ponovljivost, eng. repeatability
v'obnovljivost, eng. reproducibility
e toCnost
e granica detekcije, eng. limit of detection (LOD)
e granica kvantifikacije, eng. limit of quantification (LOQ)

e robusnost metode (Bhardwaj i sur., 2015; Gupta i sur., 2012).
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2.4.1. Specificnost/ selektivnost

Specifi¢nost/selektivnost metode je mjera sposobnosti da tocno i specificno mjeri analit u
prisutnosti komponenata koje mogu biti prisutne u matriksu, kao §to su necistoce, razgradni
produkti, placebo (Sabir i sur., 2013). Specifi¢nost i selektivnost su zapravo dva razlicita svojstva
metode, ali se u praksi ¢esto poistovjecuju. Specificna metoda je ona kojom se moze odrediti
samo jedan specifi¢ni analit. Metoda kojom se moze odredivati viSe komponenata istodobno, ali
pod uvjetom da te komponente pri odredivanju ne smetaju jedna drugoj, naziva se selektivnom
(Lazari¢, 2012).

2.4.2. Linearnost i radno podrucje

Linearnost analitiCkog postupka je njegova sposobnost produciranja rezultata provedenog
ispitivanja koji su direktno proporcionalni koncentraciji analita u uzorku (Bhardwaj i sur., 2015).
Ovaj parametar odreduje se mjerenjem odziva metode na razliCite poznate koncentracije
referentnog spoja pri ¢emu se preporuCuje najmanje pet koncentracijskih razina uz tri
ponavljanja. Procjenjuje se na dva nacina: matematicki i1 graficki. Matematicki se preko linearne
regresije izrazi jednadzba pravca (y = ax + b) i izraCuna koeficijent korelacije (k). Nagib pravca
(a) parametar je koji izravno ukazuje na osjetljivost metode. Odsjecak pravca (b) moze ukazivati
na sustavnu pogresku. Graficki prikazi ovisnosti signala o koncentraciji analita vazni su zbog
mogucnosti vizualnog nadzora. Najcesc¢e se upotrebljavaju dva nacina grafickog prikaza:
e graficki prikaz odstupanja od regresijskog pravca prema koncentraciji ili logaritmu
koncentracije
e graficki prikaz relativnih signala (omjer signala 1 odgovaraju¢e koncentracije) na osi y i
odgovarajucih koncentracija na osi x log skale (Lazari¢, 2012).
Radno podrucje je raspon izmedu gornje i donje koncentracijske granice analita (granice su
uklju¢ene) u uzorku koje se mogu kvantificirati uz odgovarajucu preciznost, istinitost i linearnost

(Lazari¢, 2012). Odredivanje tog parametra provodi se iz prikaza linearnosti metode (slika 2).
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2.4.3. Preciznost

Preciznost metode je stupanj podudaranja rezultata kada se postupak primijeni viSe puta

uzastopno na vise uzorkovanja homogenog uzorka. Na taj se nacin odreduju slucajne pogreske

metode. Ovisno o uvjetima u kojima se preciznost odreduje razlikujemo:

e ponovljivost — mjerenje se provodi pod istim uvjetima (isti analiti¢ar, ista aparatura, isti

reagensi, u kratkim vremenskim intervalima)

e medupreciznost — mjerenje se provodi pod razli¢itim uvjetima (isti laboratorij, vise

analitiCara, razli¢iti instrumenti, reagensi iz razli¢itih boca) s ciljem potvrde da ¢e metoda

nakon razvijanja dati iste rezultate tijekom uporabe u laboratoriju

e obnovljivost - odnosi se na mjerenje izvedeno na identicnom uzorku u razli¢itim

laboratorijima s ciljem potvrde da ¢e metoda dati isti rezultat u razliitim laboratorijima, a

izvodi se kada se analitika metoda Zeli standardizirati.

Prikazani rezultati trebaju sadrzavati standardnu devijaciju (SD) koja predstavlja mjeru

rasprSenosti podataka u skupu te relativnu standardnu devijaciju (RSD) izraZzenu u postocima,

koja se dobiva dijeljenjem standardne devijacije sa srednjom vrijednosti (Gupta i sur., 2012;

Sabir i sur., 2013).
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2.4.4. Toc¢nost

Toc¢nost metode predstavlja bliskost rezultata dobivenih ovom metodom u odnosu na pravu
vrijednost, tj. podudaranje nadene koli¢ine aktivne komponente. Rezultat kojim se procjenjuje

to¢nost metode izrazava se kao postotak iskoriStenja (recovery).

2.4.5. Granica detekcije/kvantifikacije

Granica detekcije (LOD) je najmanja koncentracija ispitivane tvari koja se moze detektirati, ali
ne i nuzno kvantificirati. Za razliku od granice detekcije, granica kvantifikacije (LOQ)
predstavlja najnizu koncentraciju kod koje je moguca jednoznacéna identifikacija ispitivane tvari i

sa kojom se postize prihvatljivo iskoristenje (slika 2).

2.4.6. Robusnost

Predstavlja stupanj reproducibilnosti rezultata dobivenih analizom istog uzorka kod razli¢itih
uvjeta ispitivanja. Kod robusnosti metode ispituje se stabilnost pripremljenog uzorka, utjecaj

pokretne faze, utjecaj razli¢itih kolona te utjecaj promjene instrumenta.

2.5. PRIMJENA HPLC-a

HPLC metoda, kao $to je ve¢ navedeno, koristi se za identifikaciju i kvantifikaciju spojeva
prisutnih u analiziranom biljnom ekstraktu. Za razliku od spomenute tzv. analiticke HPLC
metode, preparativna HPLC metoda koristi se za izolaciju i pro¢i§¢avanje izoliranih spojeva iz
analiziranog biljnog materijala. Malviya i suradnici (2010) u svom radu navode $iroku primjenu

HPLC metode kao sto je prikazano u tablici 1.
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Tablica 1. Primjer primjena HPLC metode u razli¢itim granama djelatnosti (Malviya i sur.,
2010)

‘ Primjena HPLC-a

Farmakokinetika - otpustanje aktivnih tvari iz farmaceutskih oblika
Farmaceutska industrija Odredivanje roka trajanja farmaceutskih proizvoda
Identifikacija aktivnih tvari u farmaceutskom obliku
Kontrola kvalitete
Osiguranje kvalitete bezalkoholnih pica i vode za pice
Prehrambena industrija Analize piva
Analiza Secera u voénim sokovima
Analiza policiklickih tvari u povréu
Kvantifikacija lijekova u bioloskim uzorcima
Forenzika Identifikacija anabolickih steroida u serumu, urinu, znoji i kosi
Analiza tekstilnih bojila
Odredivanje kokaina i metabolita u krvi
Kvantifikacija iona u ljudskom urinu
Analiza antibiotika u krvnoj plazmi
Medicina Procjena bilirubina i bilivirdina u krvnoj plazmi u slu¢aju hepati¢kog
poremecaja
Detekcija endogenih neuropeptida u izvanstani¢noj tekuc¢ini mozga

” » Odredivanje fenolnih spojeva u vodi za pice
Zagtita okoliSa Identifikacija difenhidramina u sedimentiranim uzorcima
Biomonitoring onecis¢enja

U tablici 2 prikazani su rezultati istraZivanja polifenolnog sastava biljnih ekstrakata dobivenih
teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti iz navedenih ljekovitih biljaka. S obzirom da
vec¢ina polifenolnih spojeva dobro apsorbira u UV i vidljivom podrucju, za njihovu detekciju
najcescée su primjenjivani UV-Vis detektori. Otapala koja se najc¢escée koriste u reverzno faznoj
kromatografiji su: voda, metanol, acetonitril i druga razna organska otapala. Cesto se u otapalo
dodaje neka od navedenih kiselina: mravlja, octena ili fosforna kako bi se sprijecila ionizacija na
stacionarnoj fazi. Dodavanjem kiselina dolazi do smanjenja pH vrijednosti §to utjece na brzinu
eluacije. Uz navedene polifenolne spojeve koji su se identificirali u biljnim ekstraktima, navedeni

su uvjeti analize i otapala koja su se koristila tijekom provodenja analize.
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Tablica 2. Pregled primjene HPLC tehnike i uvjeta analize u znanstvenim istrazivanjima

polifenolnog sastava u ljekovitim biljkama

Otapala

Uvjeti
analize

Spojevi

Referenca

Gospina trava Kobriva Majcina duSica Mati¢njak Preslica
Hypericum Opriva Thymus Melissa Equisetum
(Urtica dioica)
perforatum) serpyllum) officinalis) arvense)
otapalo A (2%
octene kiseline, otapalo A (5% 0 .
oz M o 10% metanolai  mravlje kiseline u 0'.05/0 otopina acetonitril (A)
otopine octene 0 - trifluorooctene 0 :
kiseline (A) 88% vode) acetonitrilu) kiseline u 0,5% mravlje
metanol-acetonitril otapalo B (2%  Otapalo B (5% metanolu (A) kiseline u vodi
. octene kiseline,  mravlje kiseline u (B)
(5:4, viv) (B) voda (B)
o 90% metanolai  vodi)
8% vode)
gradijent
eluacije:
. dijentno: 0— gradijent
. . radijent graguer .
gradijent eluacije: gluacjije' gradijent eluacije: 25 min 15- e_Iuacue:
pocetni 10% B; 0-11 min 1(')0% 0 min 10% A u B.' 5% A; 0 min 10% A,
0-18 min 10-30% A 30-40 min nakon 25 min 400/’ izokratno: 25 min 20%
B; 18-25 min 30— L ) ) 70 25-30 min A; 45 min
. 35% A i165% B A; nakon 30 min
90% B; 25-40 min 42 min 100% A ' 70% A 75% A; 30% A; 47
90% B rotok: 1 rotok: 0.9 mL/min gradijentno: min 100% A
protok: 1 mL/min [:nL/min P Vil= ’20 L 30-35 min 75— protok: 1
Vi=5puL Vie20 L T 200% 15% A mL/min
T sobna T 400% protok: 1 Vi=10uL
mL/min T =25°C
Vi=10 uL
T =30°C
elaginska
kiselina s ferulinska
amentoflavon fumarinska ei?godﬁ::{;gl kiselina 5-glukozid
hiperforin kiselina kafeinslca kiseling galna kiselina luteolin
hipericin kvercetin luteolin kafeinska ferulinska
izokvercitrin mircetin luteolin-7-O- kiselina kiselina
klorogenska p-kumarinska lukuronid klorogenska izokvercetin
kiselina kiselina |l?t eolin-7-0- kiselina kafeinska
kvercetin rutin rutinozid ruzmarinska kiselina
kvercitrin siriginska rumarinska kiselina klorogenska
rutin kiselina kiselina siringinska kiselina
vanilinska kiselina
kiselina
. . . Arceusz i Oniszczuk i
Pellati i sur. (2005) Ot|(3(52(I)1Y2a)|CIn FGCI((;O'OE;J rek Wesolowski sur.
(2013) (2014)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorci

Ljekovite biljne vrste ispitivane u ovom radu podrijetlom iz sjeveroistoénih (Zumberak,
Hrvatska) i primorskih krajeva (Dalmacija) Hrvatske, kupljene su od lokalnog proizvodaca
Cajeva Suban d.o.o. te su prikupljene tijekom godine. Sve biljne vrste bile su osusene i
dostavljene u vecoj koli¢ini (2 kg) kako bi se osigurala homogenost i1 reprezentativnost uzoraka.
Za istrazivanje je koriSteno Sesnaest biljnih vrsta: lavanda (Lavandula angustifolia L. ), gospina
trava (Hypericum perforatum L.), neven (Calendula officinalis L.), maslina (Olea europaea L.),
stolisnik (Achillea millefolium L.), timijan (Thymus vulgaris L.), menta (Mentha piperita L.),
preslica (Equisetum arvense L.), maslacak (Taraxacum officinale L.), kopriva (Urtica dioica L.),
kamilica (Matricaria recutita L.), lipa (Tilia cordata L.), kadulja (Salvia officinalis L.), trputac
(Plantago lanceolata L.), mati¢njak (Melissa officinalis L.) i ruzmarin (Rosmarinus officinalis
L.).

3.1.2. Priprema biljnih ekstrakata

Biljni ekstrakti pripremljeni su prelijevanjem 2 g biljnog materijala sa 50 mL destilirane vode
zagrijane do vrenja. Ekstrakcija je provedena na klasi¢an naCin uz povremeno mijeSanje
staklenim $tapi¢em kroz 30 min. Nakon ekstrakcije uzorci su procijedeni kroz metalnu cjediljku i
odmah analizirani. Svakom biljnom ekstraktu odreden je prinos (udio suhe tvari) metodom

susenja do konstantne mase na 105°C prema modificiranoj AOAC 930.15 metodi (1990b).

Dio biljke koriSten u ovom ispitivanju te prinos ekstrakcije odreden u pripremljenim vodenim

ekstraktima navedenih biljnih vrsta prikazani su na slici 3.
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Lavanda, cvijet—0.58% Gospinatrava, cvijeti  Neven, cvijeti list— Maslina, list —0.59%
list— 0.30% 1.00%

Stolisnik, cvijet— 0.69% Majcina dusica, Paprenametvica, Preslica, zelen — 0.57%
cvijet—0.33% list—0.76%
Maslacak, cvijeti list—  Kopriva, list—0.74% Kamilica, cvijet — Lipa, cvijeti list —
1.17% 1.02% 0.55%
@
Kadulja, cvijeti list— Trputac, list—2.63%  Maticnjak, list — 0.56% Ruzmarin, list —1.12%

0.47%

Slika 3. Dio biljne vrste koriSten u istrazivanju i prinos pripremljenih ekstrakata (%)
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3.1.3. Kemikalije
Sve koristene kemikalije bile su visoke analiti¢ke ¢istoce.
Odredivanje udjela ukupnih polifenola

1) Folin-Ciocalteau reagens, Kemika (Zagreb, Hrvatska)
2) 20%-tna otopina natrijevog karbonata (Na,CO3), Kemika (Zagreb, Hrvatska)
3) Galna kiselina (za konstruiranje bazdarne krivulje), Sigma-Aldrich (Steinheim,

Njemacka)
Odredivanje udjela hidroksicimetnih kiselina

1) Klorovodi¢na kiselina (37%-tna), Kemika (Hrvatska)
2) Arnow reagens
e 10%-tna vodena otopina natrijevog nitrita Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska) i
natrijevog molibdata (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
3) Natrijev hidroksid (8,5 %-tna vodena otopina), Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

Odredivanje udjela flavona i flavonola

1) Metanol (75%-tni), Carlo-Erba (Peypin, Francuska)
2) Aluminijev Klorid (10%-tni) Kemika (Zagreb, Hrvatska)
3) 1 M kalijev acetat, Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

1) Etanol (96%-tni), Gram-mol d.o.0. (Zagreb, Hrvatska)

2) 140 mM otopina kalijevog persulfata, Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)

3) 7 mM otopina 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeve soli
(ABTS), Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)

4) 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna  kiselina (Trolox), Sigma-Aldrich

(Steinheim, Njemacka)
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Razvoj i validacija HPLC metode

1) Galna kiselina (Sigma-Aldrich, USA)

2) Protokatehinska kiselina (Sigma-Aldrich, USA)

3) p-hidroksibenzojeva kiselina (Sigma-Aldrich, USA)
4) Kaftarinska kiselina (Sigma-Aldrich, USA)

5) Klorogenska kiselina (Sigma-Aldrich, USA)

6) Kava kiselina (Sigma-Aldrich, USA)

7) Vanilinska kiselina (Sigma-Aldrich, USA)

8) Ferulinska kiselina (Sigma-Aldrich, USA)

9) p-kumarinska kiselina (Sigma-Aldrich, USA)

10) Cikorinska kiselina (Sigma-Aldrich, USA)

11) Siriginska kiselina (Sigma-Aldrich, USA)

12) Ruzmarinska kiselina (Sigma-Aldrich, USA)

13) Elaginska kiselina (Sigma-Aldrich, USA)

14) trans-cimetna kiselina (Sigma-Aldrich, USA)

15) Luteolin-7-O-glukozid (Sigma-Aldrich, USA)

16) Apigenin-7-O-glukozid (Sigma-Aldrich, USA)

17) Kvercetin-3-O-rutinozid (rutin) (Sigma-Aldrich, USA)
18) Kvercetin-3-O-glukozid (Sigma-Aldrich, USA)

19) Kampferol-3-glukozid (Sigma-Aldrich, USA)

20) Miricetin (Sigma-Aldrich, USA)

21) Kvercetin (Sigma-Aldrich, USA)

22) Luteolin (Sigma-Aldrich, USA)

23) Kampferol (Sigma-Aldrich, USA)

24) Apigenin (Sigma-Aldrich, USA)

25) Metanol, HPLC ¢istoce, Carlo Erba (Peypin, Francuska)

26) 0,1%-tna vodena otopina o-fosforne kiseline Kemika (Zagreb, Hrvatska)
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3.1.4. Aparatura i pribor

Standardno laboratorijsko stakleno i plasticno posude volumena 0-100 mL (CaSe, odmjerne
tikvice, pipete, falkon i eppendorf kivete), lijevci, epruvete i Stapi¢i za mijeSanje. Od metalnog
pribora koriSteni su cjediljka, tronoZac, azbestna mreZica. Za dodavanje malih i preciznih

volumena koristene su automatske mikropipete od 20-1000 uL.
Priprema ekstrakta

1) Analiticka vaga, Mettler-Toledo (Svicarska)
2) Plamenik

3) Magnetska mijesalica
Spektrofotometrijske metode

1) Kivete za spektrofotometrijsko mjerenje

2) Spektrofotometar, Helios y (ThermoSpectronic, Velika Britanija)
Razvoj i validacija HPLC metode

1) Agilent 1100/1200 Series HPLC uredaj,Agilent (Santa Clara, USA

2) Detektor s nizom dioda (DAD), Agilent (Santa Clara, USA)

3) RP HPLC kolona ACE C-18, Agilent (Santa Clara, USA) (250 x 4.6 mm, veli¢ina
stacionarne faze 5 um)

4) Celulozno-acetatni mikrofilteri 0,45 um (Nylon Membranes, Supelco, Bellefonte, USA)

5) Ultrazvuéna kupelj, Transsonic 460 (Elma, Njemacka)
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Odredivanje udjela ukupnih polifenola

Princip metode:

Metoda se temelji na kolorimetrijskoj reakciji Folin-Ciocalteau reagensa s nekim reducirajuéim
reagensom (fenoli). Folin-Ciocalteau reagens je smjesa fosfovolframove i fosfomolibdenske
kiseline, koji reagira s fenoksid ionom iz uzorka, prilikom ¢ega se fenoksid-ion oksidira, a Folin-
Ciocalteau reagens reducira do plavo obojenih volframovog i molibdenovog oksida (Singleton i
sur., 1999a; Singleton i sur., 1999b). Nakon dva sata reakcije, u kojoj svi fenolni spojevi
izreagiraju s Folin-Ciocalteau reagensom, spektrofotometrijski se odredi intenzitet nastalog
plavog obojenja na 765 nm (Ough i Amerine, 1988), pri ¢emu je intenzitet obojenja direktno

proporcionalan udjelu polifenolnih spojeva u ispitivanom uzorku (Singleton i Rossi, 1965).

Postupak rada:

U staklene epruvete odpipetira se 7,9 mL destilirane vode, 100 pL uzorka, 500 pL Folin-
Ciocalteau reagensa (razrijedenog vodom u omjeru 1:2) te 1,5 mL 20%-tne otopine natrijevog
karbonata (Na,COj3) te se reakcijska smjesa u epruvetama dobro izmijesa. Tako pripremljeni
uzorci ostave se stajati 2 sata na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se mjeri apsorbancija razvijenog
plavog obojenja na 765 nm, u odnosu na slijepu probu. Slijepa proba priprema se na isti nacin
kao 1 uzorci koji se ispituju, samo umjesto 100 pL uzorka sadrzi isti volumen destilirane vode.
Apsorbanciju slijepe probe potrebno je oduzeti od apsorbancije uzorka te tako dobivenu

vrijednost Koristiti za izraCunavanje kona¢nog rezultata.

Udjel ukupnih polifenola izra¢unava se 1z jednadzbe bazdarne krivulje:

y =0,0010x — 0,0001 [1]
gdje su:
x — udjel ukupnih polifenola (mg/L)
y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm

21



Iz jednadzbe bazdarne krivulje, konstruirane za standard galne kiseline, koja prikazuje ovisnost
apsorbancije o koncentraciji standarda (mg/L), odreduje se udjel ukupnih polifenola u
ispitivanom uzorku. Odredivanje udjela ukupnih polifenola provedeno je u dvije paralelne probe
(n = 2), a rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja s pripadaju¢im
standardnim devijacijama, u mg ekvivalentima galne kiseline (EGK)/g uzorka. Ako je u postupku
koristen razrijeden uzorak, dobivene vrijednosti moraju se pomnoziti s faktorom razrijedenosti

originalnog uzorka (razrjedenjem).

3.2.2. Odredivanje udjela hidroksicimetnih kiselina

Princip metode:

Odredivanje hidroksicimetnih kiselina bazira se na reakciji kiselinske hidrolize koja je poprac¢ena
nastankom ruzicasto-crvenkastog obojenja €iji se intenzitet odreduje mjerenjem apsorbancije na
490 nm, pri ¢emu je udjel hidroksicimetnih kiselina direktno proporcionalan intenzitetu obojenja

u ispitivanom uzorku (Matkowski, 2008).

Postupak rada:

Za odredivanje udjela hidroksicimetnih kiselina, 500 pL mikrofiltriranog uzorka pomijesa se u
epruveti sa 1 mL 0,5 M klorovodi¢ne kiseline, 1 mL Arnow-0g reagensa, 1 mL 8,5 %-tne vodene
otopine NaOH te se doda 1,5 mL destilirane vode. Sadrzaj epruvete se zatim izmijeSa te se
apsorbancija odmah zatim ocita na 490 nm (Matkowski, 2008). Slijepa proba umjesto uzorka

sadrzi destiliranu vodu.

Udjel hidroksicimetnih kiselina izracunava se iz jednadzbe bazdarne krivulje:

y = 0,0025x + 0,0054 [2]
gdje su:
x — udjel kafeinske kiseline (mg/L),

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 490 nm.
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Iz jednadZzbe bazdarne krivulje konstruirane za standard kafeinske kiseline, koja prikazuje
ovisnost apsorbancije o koncentraciji standarda (mg/L), odreduje se udjel hidroksicimetnih
kiselina u ispitivanom uzorku. Odredivanje udjela hidroksicimetnih kiselina provedeno je u dvije
paralelne probe (n = 2), a rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja s
pripadajuc¢im standardnim devijacijama u mg ekvivalenata kafeinske kiseline/g uzorka. Ako je u
postupku koriSten razrijeden uzorak, dobivene koncentracije moraju se pomnoziti s faktorom

razrijedenosti originalnog uzorka (razrjedenjem).

3.2.3. Odredivanje udjela flavona i flavonola

Princip metode:

Reakcijom aluminijevog klorida s keto skupinom na C-4 atomu ugljika ili s hidroksilnom
skupinom na C-3 ili C-5 skupinom u molekulama flavona i flavonola nastaje stabilni, zuto
obojeni kompleks. Intenzitet nastalog obojenja mjeri se spektrofotometrijski na 435 nm, a
intenzitet obojenja proporcionalan je udjelu flavona i flavonola (Chang i sur., 2002).

Postupak rada:

Za odredivanje udjela flavona i flavonola u staklenu epruvetu odpipetira se 500 uL uzorka te se
doda 1,5 mL 75%-tnog metanola, 100 uL. IM KCH,COOH, 100 puL AlCl3 i 2,8 mL destilirane
vode. Reakcijska smjesa se dobro homogenizira te se neposredno nakon toga ocita apsorbancija
na 435 nm. Potrebno je pripremiti slijepu probu za svaki uzorak, koja umjesto 10% AICl; sadrzi
istu koli¢inu vode te slijepu probu za sve uzorke, koja umjesto uzorka sadrzi ekvivalentnu

koli¢inu (500 pL) destilirane vode.

Udjel flavona i flavonola izracunava se iz jednadzbe bazdarne krivulje:

y = 0,0076x — 0,0344 [3]
gdje su:
x — udjel kvercetina (mg/L)

y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 435 nm.
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Iz jednadzbe bazdarne krivulje konstruirane za standard kvercetina, koja prikazuje ovisnost
apsorbancije o koncentraciji standarda (mg/L), odreduje se udjel flavona i flavonola u
ispitivanom uzorku. Odredivanje udjela flavona i flavonola provedeno je u dvije paralelne probe
(n = 2), a rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja s pripadaju¢im
standardnim devijacijama u mg ekvivalenata kvercetina/g uzorka. Ako je u postupku koristen
razrijeden uzorak, dobivene koncentracije moraju se pomnoziti s faktorom razrijedenosti

originalnog uzorka (razrjedenjem).

3.2.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta-ABTS metoda

Princip metode:

Ova metoda temelji se na ,gaSenju” plavo-zelenog radikal-kationa 2,2'-azinobis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS radikal-kationa), koji se formira bilo kemijskom ili
enzimskom oksidacijom otopine ABTS-a nekoliko sati prije analize. Za oksidaciju otopine
ABTS-a koristi se otopina kalijevog persulfata, pri ¢emu se maksimum apsorbancije dostize na
valnim duljinama od 645 nm, 734 nm ili 815 nm. Dodatak antioksidansa rezultira redukcijom
prethodno generiranog ABTS radikala, §to uvelike ovisi o vremenu, i mjeri se pracenjem
smanjenja apsorbancije ABTS radikala te se usporeduje sa smanjenjem apsorbancije koju
uzrokuje dodatak odredene koli¢ine 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilne kiseline

(Trolox), analoga vitamina E topljivog u vodi, pri istim uvjetima (Re i sur., 1999).

Postupak rada:

Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta uzoraka pripremi se otopina ABTS™ radikala,
oksidacijom vodene otopine ABTS reagensa (7 mM) s kalijevim persulfatom (140 mM) do
kona¢ne koncentracije otopine kalijevog persulfata od 2,45 mM. Za pripremu ove otopine
potrebno je pomijesati 88 uL otopine kalijevog persulfata (140 mM) te nadopuniti s otopinom
ABTS (7 mM) reagensa do volumena 5 mL. Budué¢i da ABTS i kalijev persulfat reagiraju u
stehiometrijskom odnosu 1:0.5, neée do¢i do potpune oksidacije te je stoga potrebno
pripremljenu otopinu omotati folijom i ostaviti stajati preko noc¢i (12-16 h) na sobnoj temperaturi.
Na dan analize otopina se razrijedi etanolom (96%-tnim) do kona¢ne koncentracije ABTS"

radikala od 1 %, tako da apsorbancija te otopine iznosi 0,70 + 0,02.
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Za provedbu analitickog odredivanja, volumen od 40 pL uzorka pomijesa se s 4 mL otopine
ABTS" radikala u tamnoj epruveti te se izmjeri apsorbancija na 734 nm nakon toéno 6 minuta.
Prije mjerenja uzoraka potrebno je izmjeriti apsorbanciju slijepe probe koja se priprema tako da
se, umjesto uzorka, 40 pL vode pomijesa s istom koli¢inom reagensa (4 mL otopine ABTS"
radikala).

Oduzimanjem apsorbancije uzorka od apsorbancije slijepe probe dobiva se vrijednost AA, koja se

koristi za izraCunavanje kona¢nog rezultata.

Jednadzba baZzdarne krivulje:

y = 0,303x + 0,0006 [4]

gdje su:
X — antioksidacijski kapacitet uzorka (mmol Trolox-a/L)
y — izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 734 nm.

Iz jednadzbe bazdarne krivulje konstruirane za standard Trolox-a, koja prikazuje ovisnost
apsorbancije o koncentraciji standarda (mmol/L), odreduje se antioksidacijski kapacitet u
ispitivanom uzorku. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom provedeno je u
dvije paralelne probe (n = 2), a rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti provedenih mjerenja s
pripadaju¢im standardnim devijacijama u mmol Troloxa/g uzorka. Ako je u postupku koriSten
razrijeden uzorak, dobivene koncentracije moraju se pomnoziti s faktorom razrijedenosti

originalnog uzorka (razrjedenjem).
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3.2.5. Odredivanje udjela polifenolnih spojeva primjenom tekucinske kromatografije visoke

djelotvornosti (HPLC)

Postupak rada

Analiza polifenolnih spojeva u ispitivanim biljnim ekstraktima provedena je kromatografijom
obrnutih faza na ACE C-18 (250 x 4,6 mm, 5 um) koloni (nepolarna stacionarna faza), eluacijom
polarnim otapalima na temelju razli¢itosti u polarnosti pojedinih komponenata. Zbog velikog
broja botanicki nesrodnih biljnih vrsta ispitivanih u ovom radu, ispitana je ucinkovitost 5

razli¢itih metoda (dostupnih iz literature), s kromatografskim uvjetima prikazanim u tablici 3.

U tu svrhu, 6 biljnih vrsta (stolisnik, kopriva, maslacak, ruzmarin, kamilica, trputac) analizirano
je primjenom svih dolje navedenih metoda, te su kvantificirana 4 reprezentativna polifenolna

spoja (klorogenska kiselina, kafeinska Kiselina, rutin i kvercetin).
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Tablica 3. Parametri kromatografskih analiza primijenjenih i ispitanih u svrhu razvoja nove metode

Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3 Metoda 4 Metoda 5
. A —0.02%
_ 20, —0-
A. 2./0 mravljg A - 0,1% o-fosforna A 0 fosfornq trifluorooctena kiselina A — 0,1% o-fosforna
. kiselina u vodi N . kiselina u vodi . U .
Sastav mobilne B - 2% mravlia kiselina u vodi (pH=2.5) u vodi kiselina u vodi
faze =70 J B - 0,1% o-fosforna pH=2. ! B - 0.02% B - 0,1% o-fosforna
kiselina u . B — Acetonitril . L . )
metanolu kiselina u metanolu (100%) trifluorooctena kiselina  kiselina u metanolu
u metanolu
. 5 min;: 25% B
. 0
0 min: 10% B 0-10 min: 40-50% B gomr;:n 22;2 10 min: 30% B 0-10 min: 40-50% B
Gradiient 25 min: 40% B 10 min: 50% B 55 mir;' O(VOA 18 min: 45% B 10 min: 50% B
J 45 min: 70% B 15 min: 60% B 56 min'.95<; A 25 min: 80% B 15 min: 60% B
25 min: 60% B 65 min: 95(; A 30 min: 80% B 25 min: 60% B
P IO 40 min: 25% B
Protok 0,9 mL/min 1 mL/min 1 mL/min 0,5 mL/min 0,7 mL/min
Temperatura 25°C 30°C 30°C 25°C 250C
kolone
Duljina t.rala”Ja 45 min 25 min 65 min 40 min 30 min
analize
Belscak- . ;
. . Wang, Provan i N . Wang, Provan i
Referenca CVlta(I;(())\ilg)l sur. Helliwel (2004) Durling i sur. (2007) Wen i sur. (2005) Helliwel (2004)
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U svrhu postizanja zadovoljavaju¢eg razdvajanja analita, na temelju rezultata dobivenih
primjenom prethodno navedenih HPLC metoda na 6 biljnih vrsta, optimirani su kromatografski
parametri za definiranje jedinstvene HPLC metode prema kojoj su analizirani svi daljnji uzorci
biljnih ekstrakata. Optimalno razdvajanje komponenata postignuto je uspostavljanjem linearnog
gradijenta dolje navedenog sastava mobilne faze u vremenu kako slijedi:

Mobilna faza: A - 0,1% o-fosforna kiselina u vodi
B - 0,1% o-fosforna kiselina u metanolu
Gradijent: 0 min: 10 % mobilne faze B
30 min: 100% mobilne faze B
Protok: 1 mL/min
Temperatura kolone: 25°C

Duljina trajanja analize: 30 min + 5 min (uspostavljanje po¢etnog sastava mobilne faze)

Identifikacija i kvantifikacija detektiranih spojeva

Izdvojeni spojevi detektirani su pomoc¢u Diode Array Detector-a pri valnim duljinama od 190 do
400 nm, uz rezoluciju od 1,2 nm. Detekcija bioaktivnih spojeva provedena je snimanjem eluata
na valnoj duljini 278 nm (UV podru¢je) pomoéu PDA detektora, pri ¢emu su dobiveni
karakteristiéni kromatogrami biljnih ekstrakata. Usporedbom vremena zadrzavanja (Rt)
izdvojenih pikova na kromatogramima s vremenima zadrzavanja vanjskih standarda te
usporedbom s UV-spektrima standarda identificirani su spojevi na pojedinim kromatogramima.
Kvantitativna determinacija spojeva omogucena je koriStenjem jednadzbi bazdarnih pravaca
pojedinih standarda. Poseban software Chem32 Chromatography Workstation omoguéio je

prikupljanje i obradu podataka dobivenih HPLC analizom.

Koriste¢i odgovarajuce bazdarne pravce pojedinih polifenolnih spojeva, iz vrijednosti dobivenih
povrsina (nakon integracije) identificiranih pikova u kromatogramima ekstrakata, izracunate su

pripadajuce koncentracije polifenolnih spojeva. HPLC analize provedene su u duplikatu, a udjeli
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pojedinacnih polifenola izrazeni kao srednje vrijednosti s pripadaju¢om standardnom

devijacijom.

Priprema standardnih otopina

Standardne otopine svih polifenolnih spojeva, pripremljene su otapanjem standarda (1 mg
svakog) u 70%-tnoj otopini metanola (V = 10 mL). Nize koncentracije potrebne za pripremu
bazdarnih krivulja i validaciju metode dobivene su razrjedivanjem pocetnih standardnih otopina u

istom otapalu.

3.2.6. Parametri validacije

Linearnost, granice detekcije i kvantifikacije

Linearnost odgovora detektora za pripremljene standarde polifenolnih spojeva odredena je
pomocu linearne regresije, uzimanjem u obzir raspon koncentracija (od 5% do 75% standardne

otopine) standarda i pripadajuée povrsine.

Granice detekcije 1 kvantifikacije odredene su izraCunavanjem omjera signala i Suma. Omyjeri
signala i Suma koristeni za procjenu granica detekcije i kvantifikacije iznosili su 3:1 za granicu
detekcije i 10:1 za granicu kvantifikacije (Parejo i sur., 2004). Statisticki se granice detekcije i
kvantifikacije mogu odrediti na bazi standardne devijacije signala i nagiba prema jednadzbama:
GD = 3.3 o/a, odnosno Kg = 10 s/a pri ¢emu je a nagib, a standardna devijacija regresijskog

pravca.
Preciznost

Ponovljivost odnosno preciznost injektiranja odredena je za 5 reprezentativnih standarda
polifenolnih spojeva, najzastupljenijih u ispitivanim biljnim ekstraktima, kako slijedi:
klorogenska kiselina, kafeinska kiselina, ruzmarinska Kkiselina, luteolin i apigenin. Za
izraCunavanje ponovljivosti, otopina svakog standarda koncentracije 50 pg/mL injektirana je 10

puta, te je izraGunata relativna standardna devijacija (R.S.D.) (Parejo i sur., 2004).
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Tocnost

Toc¢nost metode odredena je analizom udjela 5 prethodno navedenih standarda u biljnim
ekstraktima. Uzorcima su nakon ekstrakcije dodane tri razlicite koli¢ine standardnih spojeva (5,
25 1 50 pg/mL), te su uzorci analizirani prema razvijenoj HPLC metodi. Dobivene prosje¢ne
koli¢ine ciljnih spojeva usporedene su s teoretskim vrijednostima kako bi se odredio % to€nosti

metode (Parejo i sur., 2004).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom poglavlju prikazani su rezultati odredivanja udjela polifenolnih spojeva te razvoja i
validacije HPLC metode za ucinkovitu separaciju 1 kvantifikaciju velikog broja polifenolnih
spojeva u razli¢itim biljnim ekstraktima. Analize su provedene s 16 razli¢itih biljnih vrsta
(mati¢njak, paprena metvica, kadulja, lavanda, timijan, ruzmarin, maslacak, neven, kamilica,
stolisnik, gospina trava, lipa, list masline, preslica, kopriva i trputac) koje su zbog jasnoce prikaza
podijeljene prema botanickoj pripadnosti u 3 skupine: (biljke iz porodice Lamiaceae, Asteraceae
i ostale biljne vrste).

U svrhu preliminarne karakterizacije i usporedbe udjela ukupnih polifenolnih spojeva i
antioksidacijskog kapaciteta biljnih ekstrakata primijenjene su spektrofotometrijske metode, a
dobiveni rezultati prikazani su na slikama 4-7. Na slici 4 prikazan je udjel ukupnih polifenola, na
slici 5 udjel hidroksicimetnih kiselina, dok je na slici 6 prikazan udjel flavona i flavonola.
Antioksidacijski kapacitet biljnih ekstrakata prikazan je na slici 7, a odreden je pomo¢u ABTS
metode.

Rezultati dobiveni primjenom HPLC analize, te parametri razvoja i validacije nove HPLC
metode za separaciju polifenolnih spojeva prikazani su u tablicama 4-8 te na slici 8. Tablica 4
prikazuje udjel odabranih polifenolnih spojeva u pojedinim biljnim vrstama koji su koristeni za
ocjenu ucinkovitosti separacije i razdvajanja analita (polifenolnih spojeva) primjenom razli¢itih
HPLC metoda iz literaturnih izvora. Na slici 8 prikazani su usporedni kromatogrami ekstrakta
kamilice dobivenog pomoc¢u 5 primijenjenih HPLC metoda kod razli¢itih kromatografskih uvjeta.
Nakon razvoja nove, univerzalne HPLC metode, u tablici 5 dat je prikaz validacijskih
parametara, odnosno retencijskih vremena, jednadzbi pravaca, granica kvantifikacije i detekcije
standarda polifenolnih spojeva zastupljenih u ispitivanim biljnim ekstraktima. Tablica 6 prikazuje
rezultate to¢nosti i preciznosti novorazvijene HPLC metode koriStene za odredivanje fenolnih
spojeva u biljnim ekstraktima. U tablici 7 prikazan je sadrzaj fenolnih kiselina u ispitivanim
biljnim ekstraktima koji je odreden HPLC metodom, dok je u tablici 8 prikazan sadrzaj

flavonoida koji je takoder odreden pomo¢u HPLC metode.
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41. PRELIMINARNA ANALIZA UDJELA UKUPNIH POLIFENOLA U BILINIM EKSTRAKTIMA
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Slika 4. Udjel ukupnih polifenola (mg EGKJ/L) u ispitivanim biljnim ekstraktima
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Udjeli ukupnih polifenola svih ispitivanih biljnih ekstrakata prikazani su na slici 4 i izrazeni su
kao mg EGKJ/L biljnog ekstrakta.

Najveci udjel ukupnih polifenola, $to je vidljivo i na slici 4, odreden je u ekstraktima dobivenim
iz biljaka koje pripadaju porodici Lamiaceae. Unutar navedene porodice, najve¢i udjel
polifenolnih spojeva uocen je u ekstraktu paprene metvice (1898,12 + 22,01 mg EGK/L biljnog
ekstrakta) dok je najmanji uocCen u ekstraktu timijana (1024,16 + 20,21 mg EGKI/L biljnog
ekstrakta). Zastupljenost ukupnih fenola je nesto manja u ekstraktima dobivenim iz biljaka koje
pripadaju porodici Asteraceae. Najveci udjel ukupnih polifenola unutar porodice Asteraceae
sadrzi maslacak (1022,51 + 14,52 mg EGK/L biljnog ekstrakta), a najmanji ekstrakt nevena
(600,30 + 24,07 mg EGK/L biljnog ekstrakta). Na slici 4 vidljivo je kako udjel ukupnih
polifenola u ekstraktima dobivenim iz biljaka koje ne pripadaju porodici Lamiaceae i Asteraceae
znacajno varira. Tako je u ekstraktu lista masline zabiljezen najveci udjel polifenolnih spojeva
(926,37 + 14,78 mg EGKI/L biljnog ekstrakta), dok je u ekstraktu preslice zabiljezen najmanji
udjel polifenolnih spojeva (310,64 + 3,15 mg EGK/L biljnog ekstrakta). Prema dobivenim
rezultatima vidljivo je kako su biljne vrste iz porodice Lamiaceae te maslacak i list masline
najbogatiji izvori polifenolnih spojeva, §to opravdava njihovu tradicionalnu, ali i sve c¢escu
suvremenu uporabu u lije¢enju mnogih simptoma bolesti.

Katalini¢ i suradnici (2006) ispitivali su infuzije 70 ljekovitih biljnih vrsta, medu kojima su i
biljne vrste ispitivane u ovom radu, te su odredili priblizne, ali i zna¢ajno manje udjele ukupnih
polifenola za iste biljne vrste u odnosu na one dobivene u ovom diplomskom radu. Najve¢i udjel
polifenola, Katalini¢ i sur. (2006) odredili su takoder u Lamiaceae biljnim vrstama i to u
ekstraktu lista maticnjaka (2218 mg EK/L infuzije), $to je nesto vise u odnosu na ispitivani
ekstrakt u ovom radu, dok je najmanji udjel ukupnih fenola zabiljezen kod infuzije lista
ruzmarina (136 mg EK/L infuzije). Primije¢ene razlike mogu biti posljedica geografskog
porijekla biljnih vrsta, ali i u ve¢oj mjeri uvjeta ekstrakcije na koje znacajno utjeCe odabir
parametara ekstrakcije; posebice vrste otapala, temperature ekstrakcije, te nacina provedbe
ekstrakcije.

Udjel ukupnih polifenola u metanolnom ekstraktu lista masline ispitan je i u radu Hayesa i
suradnika (2011). Udjel ukupnih polifenola u metanolnom ekstraktu lista masline iznosi 1600 mg
EGKI/L ekstrakta, sto je 1,72 puta vise u odnosu na vrijednost dobivenu u ovom istrazivanju
(926,37 + 14,78 mg EGK/L ekstrakta). Razlike izmedu uocenih vrijednosti za udjel ukupnih
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polifenola posljedica su izbora otapala za postupak ekstrakcije te se metanol, u ovom slucaju,
pokazao kao bolje otapalo od vode.

Atanassova i Georgieva (2010) provele su istrazivanje o udjelu polifenolnih spojeva u
metanolnim ekstraktima mati¢njaka, paprene metvice i kadulje. U usporedbi s rezultatima
dobivenim u ovom radu, udjel ukupnih polifenola dobiven u istrazivanju Atanassove i Geogieve
(2010) znatno je manji u odnosu na iste biljne vrste ispitivane u ovom radu, $to se moze pripisati
prethodno spomenutom utjecaju geografskih faktora, ali i nainu provedbe ekstrakcije i
koriStenom otapalu za ekstrakciju.

Sytar i suradnici (2016) proveli su istrazivanje o udjelu polifenolnih spojeva u 26 biljnih vrsta
unutar porodice Lamiaceae, Asteraceae i Rosaceae. Najveci udjel ukupnih polifenola odreden je
u metanolnom ekstraktu kadulje (2230 + 0,270 mg EKG/L ekstrakta) $to je gotovo dvostruko vise
u odnosu na vrijednost (1138 + 18,12 mg EGK/L ekstrakta) dobivenu u ovom radu. Iznenadujuci
je udjel ukupnih polifenola odreden u ekstraktu nevena (1125 + 0,153 mg EGK/L ekstrakta),
buduéi da je ovim istrazivanjem odreden zna¢ajno manji udjel polifenolnih spojeva (600,30 +
24,07 mg EGK/L ekstrakta). Na udjel polifenolnih spojeva, osim uvjeta ekstrakcije, mogu
utjecati i vrijeme berbe biljnog materijala koriStenog za ekstrakciju te klimatski uvjeti kojim je
biljka tijekom rasta izlozena.

Usporedbom dobivenih rezultata s rezultatima drugih istrazivanja vidljivo je da je metanol i
njegove vodene otopine vrlo ¢esto primjenjivano otapalo za ekstrakciju polifenolnih spojeva iz
ljekovitih biljnih vrsta. Opcenito alkoholi, posebice etanol 1 metanol karakterizira prisutnost
hidroksilne skupine i alifatskog dijela molekule koji omogucéavaju solubilizaciju polarnih
polifenolnih spojeva te zato djeluju kao dobra otapala za njihovu ekstrakciju. Metanol sadrzi
manji 1 fleksibilniji alifatski fragment u usporedbi s drugim alkoholima te stoga bolje ,,okruzuje®
polifenolne spojeve sa supstituiranim ugljikovim atomima u strukturi (kao Sto su ferulinska,
vanilinska 1 sinapinska kiselina). Zbog toga se metanol vrlo ¢esto koristi kao otapalo premda bi se
njegova uporaba u svrhu dobivanja funkcionalnih bioaktivnih sastojaka trebala izbjegavati zbog

njegove toksi¢nosti te je u tu svrhu voda mnogo pozeljnije otapalo (Abad-Garcia i sur., 2007).
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Slika 5. Udjel hidroksicimetnih kiselina (mg EKK/L) u ispitivanim biljnim ekstraktima
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Hidroksicimetne kiseline u prirodi su uglavnom prisutne u razli¢itim konjugiranim oblicima ili
kao esteri, a najpoznatiji ester tih Kiselina je klorogenska kiselina. Kafeinska kiselina je
najzastupljenija fenolna kiselina, u visokom udjelu je prisutna u voc¢u, dok je ferulinska kiselina
najzastupljenija u Zitaricama (Manach i sur., 2004). Udjeli hidroksicimetnih kiselina ispitivanih
biljnih ekstrakata prikazani su na slici 5 i izrazeni su kao mg kafeinske kiseline/L biljnog
ekstrakta.

Udjel hidroksicimetnih kiselina biljnih vrsta unutar porodice Lamiaceae zna¢ajno varira. Najveci
udjel hidroksicimetnih kiselina odreden je u ekstraktu paprene metvice (2423,36 + 35,28 mg
EKKI/L ekstrakta), a najmanji u ekstraktu kadulje (980,16 + 3,21 mg EKK/L ekstrakta). Buduci
da paprena metvica i mati¢njak s obzirom na botanicku klasifikaciju pripadaju porodici usnjaca
(Lamiaceae), njihov najveci udjel hidroksicimetnih kiselina nije iznenadujuci. Naime, upravo su
biljke iz porodice usnjaca karakterizirane visokim udjelom hidroksicimetnih kiselina, posebice
ruzmarinske, klorogenske i kafeinske Kiseline, te se stoga ti polifenolni spojevi i smatraju
biomarkerima biljnih vrsta iz porodice Lamiaceae.

Biljne wvrste koje pripadaju porodici Asteraceae karakterizira znacajno manji udjel
hidroksicimetnih kiselina, uz iznimku ekstrakta maslacka kojeg karakterizira visok udjel
hidroksicimetnih kiselina (2260,80 + 32,01 mg EKK/L ekstrakta). Zabiljezena vrijednost udjela
hidroksicimetnih kiselina u ekstraktu maslacka je gotovo identicna vrijednosti dobivenoj za
ekstrakt mati¢njaka (2263,36 + 28,89 mg EKK/L ekstrakta). Ostale biljne vrste koje ne pripadaju
navedenim porodicama sadrze neznatne udjele hidroksicimetnih kiselina, osim ekstrakta lista
masline u kojem je takoder odreden znac¢ajan udjel hidroksicimetnih kiselina (1024,16 + 2,43 mg
EKKI/L ekstrakta). Ekstrakt koprive sadrzi najmanji udjel hidroksicimetnih kiselina (189,76 +
0,08 mg EKKI/L ekstrakta), sto je vise od 10 puta manje u odnosu na biljnu vrstu s najve¢im
udjelom ovih spojeva. Dobiveni rezultati pokazuju jednak poredak udjela hidroksicimetnih
kiselina 1 udjela ukupnih polifenola u biljnim vrstama S§to upucuje na Cinjenicu da su
hidroksicimetne kiseline prevladavajuca skupina polifenola u ljekovitim biljnim vrstama. Ovakav
rezultat potvrdio je i1 visok koeficijent linearne korelacije izmedu rezultata udjela ukupnih

polifenola i hidroksicimetnih kiselina u ovom radu (r = 0.885).
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Slika 6. Udjel flavona i flavonola (mg EK/L) u ispitivanim biljnim ekstraktima

37



Udjeli flavona i flavonola svih ispitivanih biljnih ekstrakata prikazani su na slici 6 i izrazeni su
kao mg kvercetina/L biljnog ekstrakta. Budu¢i da su fenolne kiseline i flavonoidi (podskupine
flavoni i flavonoli) dominantne skupine polifenola u ljekovitim biljnim vrstama,
spektrofotometrijski testovi za odredivanje tih spojeva provedeni su u svrhu ukljucivanja tih
parametara kao bioaktivnih pokazatelja u kontroli bioaktivne kvalitete ljekovitog bilja.
Upotrijebljena spektrofotometrijska metoda za odredivanje flavona i flavonola izvorno je
razvijena i primijenjena za analizu propolisa i uzoraka meda. Medutim, u ovom istrazivanju
koriStena je za procjenu udjela flavona i flavonola analizom biljnih ekstrakata.

Prema rezultatima prikazanim na slici 6, vidljivo je kako udjel flavona i flavonola u biljnim
vrstama znacajno varira $to se posebice odnosi na biljne vrste koje pripadaju porodici Lamiaceae.
Unutar navedene porodice, najveci udjel flavona i flavonola odreden je u ekstraktu paprene
metvice (254,95 + 6,32 mg EK/L ekstrakta), dok je najmanji odreden u ekstraktu lavande (63,11
+ 0,26 mg EK/L ekstrakta). Unutar porodice Asteraceae, najveci udjel flavona i flavonola uocen
je u ekstraktu kamilice (154,42 + 1,05 mg EK/L ekstrakta) te je priblizno jednak ekstraktu
maslacka (151,00 + 7,63 mg EK/L ekstrakta). U biljnim vrstama koje ne pripadaju navedenim
porodicama nema znacajnijih razlika u udjelu flavona i flavonola, osim u ekstraktu trputca koji
sadrzi opcenito najmanji udjel flavona i flavonola (46,53 + 0,00) medu svim ispitivanim biljnim

vrstama.

S obzirom da je spektrofotometrijska metoda primijenjena u ovom radu modificirana i koriStena
po prvi put za odredivanje udjela flavona i flavonola u biljnim ekstraktima, nema dostupnih
literaturnih podataka koji bi omogucili usporedbu dobivenih rezultata. Relativna usporedba
moguca je jedino uzimanjem u obzir odnos izmedu udjela flavona i flavonola te ukupnih
polifenola i1 hidroksicimetnih kiselina, provodenjem analize linearne korelacije. Na taj nacin
moze se utvrditi da niza (r=0.538) uspostavljena korelacija izmedu ukupnih polifenola te flavona
i flavonola podrazumijeva da razli¢ite kemijske podskupine ¢ine ukupne polifenole, a kojima
flavoni i flavonoli doprinose manjim dijelom. Takoder, izmedu rezultata udjela ukupnih
hidroksicimetnih kiselina te flavona i flavonola nije utvrdena visoka korelacija (r = 0.447), za
razliku od prethodno navedene visoke korelacije ukupnih polifenola i hidroksicimetnih kiselina,
Sto dokazuje da je kasnija podskupina polifenolnih spojeva zastupljenija u ve¢oj mjeri u biljnim
ekstraktima nego podskupina flavona i flavonola. Slicne rezultate utvrdili su u svojim

istrazivanjima Atanassova i Georgieva (2010) te Sytar i suradnici (2016), koji su takoder
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primijetili nejednak trend (nedostatak korelacije) izmedu udjela ukupnih polifenola i flavonoidnih

spojeva u ekstraktima ljekovitih biljnih vrsta.

Rezultati antioksidacijskog kapaciteta odredenog primjenom ABTS metode prikazani su na slici
7 iizrazeni su kao mmol Trolox-a/L biljnog ekstrakta.

Prema slici 7, vidljivo je kako biljne vrste iz porodice Lamiaceae imaju najveéi antioksidacijski
kapacitet. Unutar navedene porodice najve¢i antioksidacijski kapacitet karakterizira ekstrakt
mati¢njaka (8,51 £ 0,04 mmol ET/L), kojeg s vrlo malim odstupanjem prati ekstrakt paprene
metvice (8,49 + 0,05 mmol ET/L). Najmanji antioksidacijski kapacitet unutar porodice
Lamiaceae odreden je za ekstrakt kadulje (5,02 = 0,02 mmol ET/L). Biljne vrste iz porodice
Asteraceae karakterizira znac¢ajno manji antioksidacijski kapacitet koji varira od biljke do biljke.
Prema priloZzenim rezultatima moze se uociti kako ekstrakt stolisnika ima najve¢i antioksidacijski
kapacitet (7,50 = 0,37 mmol ET/L), a najman;ji ekstrakt nevena (2,43 + 0,02 mmol ET/L).
Sposobnost inhibicije ABTS radikala znacajno varira u biljnim vrstama koje ne pripadaju
navedenim porodicama. Najveci antioksidacijski kapacitet odreden je za ekstrakt trputca (4,86 +
0,08) sto je 1,75 puta manje u odnosu na ekstrakt mati¢njaka. Ekstrakt preslice (1,62 + 0,01),
kojeg s vrlo malim odstupanjem prati ekstrakt gospine trave (1,62 £ 0,03), ima najmanji
antioksidacijski kapacitet. Dobiveni rezultati antioksidacijskog kapaciteta ispitivanih biljnih vrsta
pokazuju sli¢an poredak udjelu ukupnih polifenola (r = 0,849) te udjelu hidroksicimetnih kiselina
(r = 0,785). Medutim, ne postoji jasan odnos s udjelom flavona i flavonola (r = 0,281) sto ukazuje
da ova podskupina polifenolnih spojeva manje doprinosi antioksidacijskim svojstvima biljnih

vrsta.
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Slika 7. Antioksidacijski kapacitet (mmol ET/L) ispitivanih biljnih ekstrakata odreden ABTS metodom
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Ivanova i suradnici (2005) ispitivali su antioksidacijski kapacitet bugarskih ljekovitih biljaka
primjenom ABTS metode, ¢ime je obuhvaceno ¢ak osam biljnih vrsta koriStenih u ovom radu.
Najveéi antioksidacijski kapacitet karakterizirao je ekstrakt mati¢njaka (4,06 £ 0,31 mmol/L) $to
je upola manje u odnosu na dobivenu vrijednost (8,51 + 0,04 mmol ET/L) u ovom radu.
Najmanja sposobnost inhibicije ABTS" radikala odredena je za ekstrakt trputca (0,51 0,08
mmol/L), dok je ovim radom utvrdena veca sposobnost inhibicije spomenutog radikala u
ispitivanom ekstraktu (4,86 £+ 0,08 mmol ET/L).

Medutim rezultati Wojdyta i suradnika (2007) pokazali su drugaciji poredak antioksidacijskog
kapaciteta biljnih ekstrakata odredenog primjenom ABTS" radikala: gospina trava > ruzmarin >
kadulja > stolisnik > mati¢njak > maslacak. Takvi rezultati u suprotnosti su s rezultatima
dobivenim u ovom radu, te upucuju na znacajno vece antioksidacijsko djelovanje ckstrakta
gospine trave, u usporedbi s biljnim vrstama porodice Lamiaceae. Takoder primije¢eno je da
ekstrakt maslacka koji je prema nasoj analitiCkoj karakterizaciji uz Lamiaceae biljne vrste bio
najbogatiji polifenolnim spojevima, u istrazivanju Woydla i sur. (2007) pokazao najslabiji
antioksidacijski kapacitet. Razlog ovakvim nepodudarnostima mogu biti kao §to je ve¢ prethodno
navedeno razlike u geografskom podrijetlu i vanjskim faktorima uzgoja i rasta biljnih vrsta koje

znacajno utjecu na sastav sekundarnih biljnih metabolita u biljnim vrstama.

41



42. RAZVOJ UNIVERZALNE HPLC METODE ZA ANALIZU POLIFENOLNIH
SPOJEVA U BILINIM EKSTRAKTIMA

U svrhu razvoja jedinstvene HPLC metode za separaciju i kvantifikaciju velikog broja
polifenolnih spojeva u razli¢itim biljnim vrstama, koriSteno je 5 ve¢ unaprijed razvijenih i
primijenjenih HPLC metoda dostupnih iz literaturnih izvora. Primijenjene metode razlikovale su
se prema osnovnim kromatografskim uvjetima (sastavu 1 gradijentu mobilne faze koriStene za
analizu, temperaturi kolone, duljini trajanja analize te protoku). U¢inkovitost pojedine metode
ocijenjena je prema sposobnosti separacije te kvantifikaciji odabranih polifenolnih spojeva
(klorogenske i kafeinske kiseline, rutina i kvercetina) u istim biljnim vrstama.

Kao primjer ucinkovitosti separacije prikazani su kromatogrami ekstrakta kamilice dobiveni
analizom s 5 primijenjenih HPLC metoda (slika 8 i tablica 4).

Kromatografski uvjeti prema kojima je ocjenjivana efikasnost pojedine metode su brzina protoka
i trajanje analize, s ciljem razvoja jedinstvene metode kratkog trajanja a iznimno dobrog
razdvajanja analita iz velikog broja razli¢itih uzoraka. Prema kromatogramima prikazanim na
slici 8. vidljivo je da je dobra separacija postignuta primjenom metoda 1, 2 i 5, dok metode 3 i 4
nisu zadovoljavajuce u pogledu razdvajanja spojeva zbog preklapanja pojedinih pikova. Nadalje,
metoda 2 osim izvrsnog razdvajanja karakterizirana je i vrlo kratkim trajanjem same analize, $to
je ¢ini pogodnom za razvoj nove metode. U tu svrhu ta je metoda modificirana primjenom
manjeg protoka (metoda 5), no, rezultati su pokazali da takav pristup ne utjeCe znac¢ajno ne

zeljene odazive metode.

Osim kromatografskih prikaza u€inkovitosti separacije pojedinih polifenolnih spojeva, za odabir
optimalne HPLC metode posluzili su i podaci o kvantitativnim udjelima reprezentativnih
polifenolnih spojeva u pojedinim biljnim vrstama. Tako se iz tablice 4 moze vidjeti da su u
pogledu kvantifikacije takoder povoljnije metode 1 i 2 koje omogucuju znacajno vece udjele
klorogenske 1 kafeinske kiseline u usporedbi s drugim metodama. Osim toga, vidljivo je da
metoda 2 omogucuje kvantifikaciju flavona i flavonola, Sto je joS jedan od uvjeta za razvoj

univerzalne HPLC metode, te znacajno utjece na odabir kromatografskih parametara.
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Slika 8. Kromatogrami polifenolnih spojeva u ekstraktu kamilice dobiveni razli¢itim HPLC

metodama
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Tablica 4. Sadrzaj odabranih polifenolnih spojeva u pojedinim biljnim vrstama

Metodal Metoda 2 Metoda 3 Metoda 4 Metoda 5
Klorogenska kiselina
Stolisnik 6,89 6,60 1,11 n.d. n.d.
Kopriva n.d. 1,05 n.d. n.d. n.d.
Maslacak 0,58 4,39 0,11 n.d. n.d.
Ruzmarin n.d. n.d. 4.89 n.d. n.d.
Kamilica 7,03 6,36 n.d. n.d. n.d.
Trputac 0,28 0,97 n.d. n.d. n.d.
Kafeinska kiselina
Stolisnik 0,36 1,01 1,79 0,99 tragovi
Kopriva 0,14 1,69 n.d. n.d. n.d.
Maslacak 1,39 1,11 4,27 n.d. n.d.
RuZmarin n.d. 5,38 2,20 2,68 5,88
Kamilica 6,30 1,10 0,95 0,51 0,12
Trputac 0,99 2,22 0,34 n.d. n.d.
Kvercetin
Stolisnik n.d. n.d. tragovi tragovi n.d.
Kopriva n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Maslacak n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Ruzmarin n.d. 14,24 n.d. n.d. 31,03
Kamilica n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Trputac n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Rutin
Stolisnik n.d. n.d. n.d. 0,44 n.d.
Kopriva n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Maslacak n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
RuZmarin n.d. 69,85 n.d. n.d. n.d.
Kamilica n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Trputac n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d. = nije detektirano
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43. VALIDACIJA NOVORAZVIJENE HPLC METODE

Tablica 5. Retencijska vremena, linearnost, granice kvantifikacije (LOQ) i granice detekcije (LOD) standarda polifenolnih spojeva

Spojevi tg (Min)* Jednadzba pravca R? koniﬁ:f;gja** LOD** LOQ**

Hidroksibenzojeve kiseline

Galna kiselina 7,43 y = 56,259x + 25,061 0,9993 1-100 2,22 7,41
Protokatehinska kiselina 10,73 y =14,296x — 0,9936 0,9999 0,5-100 0,38 1,27
E:eiﬁ;‘:“ibe”zoje"a 13,90 y = 17,383 + 0,6494 0,9999 0,5-50 1,70 5,66
Hidroksicimetne kiseline

Kaftarinska kiselina 11,67 y =11,209x — 2,0702 0,9999 0,25-50 0,42 1,39
Klorogenska kiselina 12,70 y = 13,597x — 5,332 0,9981 1-100 0,93 3,10
Vanilinska kiselina 14,65 y =17,151x + 3,5775 0,9999 1-100 0,78 2,60
Kafeinska kiselina 14,65 y = 54,365x + 26,068 0,9993 1-100 2,24 7,46
Cikorinska kiselina 16,73 y = 15,025x — 4,3467 0,9999 0,5-100 0,72 2,39
p-kumarinska kiselina 17,34 y =42,368x — 3,3894 0,9999 0,5-100 0,31 1,05
Ferulinska kiselina 17,71 y = 25,653x — 0,3962 0,9985 0,5-5 2,03 6,76
Siriginska Kiselina 17,98 y =29,973x + 5,733 0,9999 1-100 0,85 2,84
RuZmarinska Kiselina 19,40 y =10,914x + 0,8559 0,9997 1-100 1,88 6,26
Elaginska kiselina 20,06 y = 3,5246x — 8,8026 0,9983 1-100 3,98 13,24
trans-cimetna kiselina 23,20 y = 83,523x + 2,5532 0,9999 1-100 0,77 2,56

Flavonoidi
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Luteolin -7-glukozid
Kvercetin-3-0O-
glukuronid

(Rutin)

Kvercetin-3- glukozid
Apigenin-7-glukozid
Miricetin
Kampferol-3-glukozid
Kvercetin

Luteolin

Kampferol

Apigenin

18,23

18,96

19,18
19,91
20,51
20,70
22,80
23,62
24,93
25,28

y =11,101x — 4,5456

y = 15,561x + 5,258

y =8,712x - 0,439
y =19,715x — 4,6076
y =9,2885x — 11,685
y = 13,367x — 0,5022
y = 28,715x — 10,716
y = 20,483x — 5,0356
y = 14,341x — 3,1341

y =24,287x — 12,57

0,9999

0,9998

0,9985
0,9999
0,9998
0,9999
0,9997
0,9999
0,9999
0,9998

0,5-100

1-100

0,5-50
0,5-100
0,5-100
0,5-100

1-100
0,25-50
0,25-50
0,5-100

0,71

1,44

2,03
0,41
1,51
0,55
1,87
0,32
0,51
1,19

2,38

4,81

6,76
1,35
5,04
1,85
6,25
1,06
1,71
3,96

* Retencijsko vrijeme (tg) predstavlja srednje vrijednosti od 10 ponavljanja + SD

** Vrijednosti izraZene u pg/mL
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Preliminarni eksperimenti provedeni su u svrhu razvoja brze metode koja ¢e omoguciti dobivanje
najbolje razlucivosti pikova te razdvajanje razliitih spojeva koji pripadaju skupini polifenolnih
spojeva. Prilagodavajuci tehnike prethodno razvijene i dostupne u znanstvenim literaturnim
izvorima (Wang i sur., 2004; Wen i sur., 2005; Fecka i Turek, 2008; Durling i sur., 2007;
Bels¢ak-Cvitanovi¢ i sur., 2012), metoda je razvijena analizom nekoliko pravih uzoraka (biljnih
ekstrakata) i odredivanjem reprezentativnih polifenolnih spojeva u tim ekstraktima. Razvijenom
HPLC metodom omoguceno je razdvajanje 24 glavnih polifenolnih spojeva. Optimizacijom
kromatografskih uvjeta omoguceno je istovremeno u¢inkovito razdvajanje 3 hidroksibenzojevih
kiselina, 11 hidroksicimetnih kiselina te 10 slobodnih ili glikoziliranih flavonoida iz standardnih
smjesa.

HPLC metoda validirana je definiranjem linearnosti, granica detekcija i kvantifikacije svih 24
polifenolnih spojeva, dok su za polifenole koji su najzastupljeniji u ispitivanim biljnim vrstama
odredeni parametri validacije to¢nost i preciznost. Za kvalitativne potrebe, metoda je procijenjena
uzimajuc¢i u obzir preciznost unutar vremena zadrzavanja, koja je vrlo ponovljiva s RSD
vrijednoS¢u manjom ili jednakom 1% za procijenjene standarde.

Kalibracijske krivulje za kvantifikaciju hidroksibenzojevih i hidroksicimetnih kiselina te
flavonoida ovisnosti povrsine pika (mAU) o koncentraciji(ug/mL) prethodno pripremljenih
otopina standarda prikazane su u tablici 5. Linearne kalibracijske krivulje konstruirane su unutar
raspona 0,5-100 pg/mL za hidroksibenzojeve kiseline, 0,25-100 pg/mL za hidroksicimetne
kiseline. te 0,25-100 ug/mL za flavonoide. Na temelju kalibracijskih krivulja dobiju se jednadzbe
pravca koje su dobre linearnosti §to potvrduju vrijednosti korelacijskog faktora (R?) koje se kreéu
0d 0,9981 do 0,9999 te su prikazane u tablici 5.

U tablici 5 navedene su vrijednosti vremena zadrZzavanja odnosno retencijskog vremena za sve
standardne spojeve. Vrijeme zadrzavanja hidroksibenzojevih kiselina kreé¢e se u rasponu 7,43-
13,90 minuta. Hidroksicimetne kiseline se duze zadrzavaju unutar kolone, u odnosu na
hidroksibenzojeve kiseline ¢emu svjedoée i vece vrijednosti retencijskih vremena $to najvise
ovisi o prirodi spoja koji se analizira te o sastavu mobilne faze. NajviSe vremena od injektiranja
do izlaska pika analita s kolone i detektiranja pika na detektoru je potrebno flavonoidnim

spojevima pa je tako apigeninu potrebno ¢ak 25,28 minuta.
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Takoder su odredene granice detekcije i kvantifikacije standardnih spojeva cije su vrijednosti
prikazane u tablici 4. Vrijednosti LOD i LOQ, koje se kre¢u unutar raspona 0,31-3,98 pg/mL i
1,05-13,24 pg/mL, pokazuju visoku sposobnost i prikladnost metode za kvantifikaciju svakog
ispitivanog fenolnog spoja. Najve¢a LOD i1 LOQ vrijednost, znatno visa od vrijednosti dobivenih

za fenolne spojeve, odredena je za elaginsku kiselinu.

Tablica 6. Parametri tocnosti i preciznosti pet polifenolnih spojeva dobiveni primjenom
novorazvijene HPLC metode

Dodana

Spojevi koncentracija EOém_)St Preci_znost*
(ug/mL) (%, n=3) (n=10)

5 100,06

Klorogenska kiselina 25 98,22 0,22
50 96,68
5 96,13

Kafeinska kiselina 25 100,49 0,24
50 98,98
5 99,69

R“i'i‘slsl?::ka 25 95,14 1,01
50 97,64
5 98,45

Luteolin 25 100,26 0,18
50 99,17
5 97,15

Apigenin o5 95,68 0,13
50 98,47

*RSD od 10 ponavljanja injektiranja koncentracije od 50 pg/mL
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U tablici 6 prikazane su vrijednosti tocnosti i preciznosti za pet polifenolna spoja koji su u ovom
radu koriSteni kao biomarkeri pojedinih biljnih vrsta. To¢nost metode odredena je analizom
otopina klorogenske, kafeinske i ruzmarinske kiseline te luteolina i apigenina poznatih
koncentracija na tri koncentracijske razine unutar radnog podru¢ja metode. Za svaku
koncentraciju izvrSena su tri mjerenja. Visoke vrijednosti toc¢nosti (> 96%) i ponovljivosti
pokazuju zadovoljavajucu to¢nost razvijene HPLC metode. Toc¢nost je bila nezavisna od oba tipa
polifenolnih spojeva (kemijskoj strukturi spoja) i koncentraciji. Kako bi se odredila preciznost
provedeno je deset mjerenja koncentracije spojeva od 50 pug/mL te je preciznost izrazena kao
relativno standardno odstupanje (RSD) izmedu mjerenja. Preciznost injektiranja na ispitivanim

standardima izloZena je RSD vrijednosti manjoj od 1.
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44.

KVANTITATIVNI

SASTAV

ISPITIVANIH

NOVORAZVIJENE HPLC METODE

BILINIH EKSTRAKATA ODREDEN PRIMJENOM

Tablica 7. HPLC profil fenolnih kiselina (mg/L) u ispitivanim ljekovitim biljnim vrstama

Fenolne kiseline

GK
Mati¢njak n.d.
Papr(?naa nd.
metvica
Kadulja n.d.
Lavanda n.d.
Timijan n.d.
RuZmarin n.d.
Maslacak” n.d.
Neven n.d.
Kamilica 5,76
Stolisnik® n.d.
Gospina trava n.d.
Lipa 2,08
List masline n.d.
Preslica’ n.d.
Kopriva n.d.
Trputac n.d.

PkK

n.d.
n.d.

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

6,55
n.d.
36,75
n.d.

n.d.
23,97
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

KloK Kaftk KafK
Lamiaceae
7,03 17,21 3,69
n.d. 8,14 10,63
n.d. n.d. 2,66
204,18 28,99 n.d.
13,55 n.d. n.d.
10,02 11,23 8,56
Asteraceae
26,5 144,55 10,31
21,09 6,68 1,77
161,4 n.d. n.d.
148,64 n.d. 12,81
Ostalo
40,51 n.d. n.d.
7,54 8,23 n.d.
n.d. n.d. n.d.
n.d. 27,07 <LOQ
8,26 12,36 n.d.
n.d. n.d. n.d.

RuziK

661,37
670,47

201,65
225,55
280,66
613,34

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

p-kumK

n.d.
n.d.

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

n.d.
n.d.
84,01
20,14

HckD

249,29
13,1

n.d.
n.d.
15,54
n.d.

14,06
61,68
376,02
229,16

48,57
9,32
51,92
133,04
47,77
391,39

2 Hck

938,59
702,34

204,31
458,72
309,75
643,15

488,27
91,22
621,43
437,81

89,08
25,09
51,92
191,64
68,39
391,39

a — udjel p-hidroksibenzojeve kiseline 36,29 mg/L
b — udjel cikorinske kiseline 292,85 mg/L
¢ — udjel ferulinske kiseline 27,06 mg/L; sadrzaj X rutin D 104,15 mg/L
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d — udjel elaginske kiseline 31,53 mg/L
Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti.
Standardna devijacija svih mjerenja iznosila je <10%.
n.d.= nije detektirano.
Popis kratica:
GK — galna kiselina
PkK — protokatehinska kiselina
KloK — klorogenska kiselina
KaftK — kaftarinska kiselina
KafK — kafeinska kiselina
RuzK — ruzmarinska kiselina
p-kumK — p-kumarinska kiselina

HckD - derivati hidroksicimetnih kiselina

YHck — suma hidroksicimetnih kiselina

51



Rezultati identificiranih  fenolnih kiselina u ispitivanim biljnim ekstraktima pomocu
novorazvijene HPLC metode prikazani su u tablici 7 i izraZeni su kao mg/L.

Iz tablice 7 vidljivo je kako u biljnim vrstama iz porodice Lamiaceae nisu identificirane
hidroksibenzojeve kiseline. lznimka je ekstrakt paprene metvice u kojem je identificirana p-
hidroksibenzojeva kiselina ¢ija koncentracija u ispitivanom ekstraktu iznosi 36,29 mg/L. Unutar
porodice Asteraceae, biljne vrste koje sadrze hidroksibenzojeve kiseline su maslacak i kamilica.
U ekstraktu maslacka identificirana je protokatehinska kiselina u koncentraciji od 6,55 mg/L, dok
je u ekstraktu kamilice uz protokatehinsku kiselinu (36,75 mg/L) prisutna i galna kiselina (5,76
mg/L). Lipa je jedina biljna vrsta u kojoj su identificirane hidroksibenzojeve kiseline, a koja ne
pripada prethodno navedenim porodicama. U ekstraktu lipe prisutna je galna kiselina (2,08 mg/L)

1 protokatehinska kiselina ¢ija je koncentracija 11,52 puta veca od galne kiseline (23,97 mg/L).

U ispitivanim biljnim vrstama dominiraju hidroksicimetne kiseline od kojih su identificirane
klorogenska, kaftarinska, kafeinska, ruzmarinska i p-kumarinska Kkiselina te derivati

hidroksicimetnih kiselina.

Koncentracija identificiranih hidroksicimetnih kiselina u biljnim vrstama unutar porodice
Lamiaceae znacajno variva. p-kumarinska kiselina je jedina hidroksicimetna kiselina koja nije
identificirana u ispitivanim biljnim vrstama unutar navedene porodice, dok je u istrazivanju koje
su proveli Sytar i suradnici (2016) navedena kiselina identificirana u znacajnoj koli¢ini u
ekstraktu lavande (3543 + 0,067 mg/L). U ekstraktima mati¢njaka, paprene metvice i ruzmarina
prevladava ruzmarinska kiselina ¢ija je koncentracija u navedenim ekstraktima ve¢a od 600
mg/L, dok su ostale hidroksicimetne kiseline prisutne u maloj koli¢ini. Visok udjel ruzmarinske
kiseline u ekstraktu mati¢njaka potvrduje i istrazivanje koje su proveli Arceusz i Wesolowski
(2013) ¢ije se vrijednosti krecu u rasponu 158-48608 mg/L. Arceusz i Wesolowski (2013) navode
kako su razlike udjela ruzmarinske kiseline u ispitivanim uzorcima mati¢njaka opravdane buduci
da su za analizu koriSteni razliciti biljni materijali spomenute biljne vrste. Usporedivanjem
vrijednosti dobivenih u ovom radu i vrijednosti iz prethodno spomenute literature primije¢ene su
znacajne razlike koje su posljedica geografskih i klimatskih faktora te razli¢itih uvjeta provedbe
HPLC metode odnosno otapala koriStenih za analizu. Medu hidroksicimetnim kiselinama,
ruzmarinska kiselina kao ester kafeinske kiseline, je najzastupljenija fenolna kiselina u biljnim

vrstama iz porodice Lamiaceae te se Cesto koristi kao kemotaksonomski marker za tu biljnu
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porodicu (Kivilompolo i sur., 2007). Znacajniji udjel klorogenske kiseline prisutan je u ekstraktu
lavande (204,18 mg/L). Kaftarinska kiselina nije detektirana u ekstraktu kadulje i timijana, a
kafeinska kiselina u ekstraktu lavande i timijana, koja je identificirana u ekstraktu timijana u
istrazivanju koje su proveli Fecka i Turek (2008) te je uz kafeinsku kiselinu identificirana i
ruzmarinska kiselina. Dobivena vrijednost udjela ruzmarinske kiseline (280,66 mg/L) u ovome
radu znac¢ajno je manja od vrijednosti (11040-35310 mg/L) koje su dobili Fecka i Turek (2008) te
navode kako je udjel ruzmarinske kiseline u ispitivanim vrstama Lamiaceae usporediv s
rezultatima drugih istraziva¢a (Dorman i sur., 2004; Kosar i sur., 2005; Parejo 1 sur., 2004, Wang
i sur., 2004). Primijeéene razlike u udjelu ruzmarinske kiseline vjerojatno su posljedica razlicitih
uvjeta provedbe HPLC metode te ekstrakcije ciljanih analita.

Najvise derivata hidroksicimetnih kiselina prisutno je u ekstraktu mati¢njaka (249,29 mg/L), a
nisu detektirani u ekstraktima kadulje, lavande i ruzmarina. Nakon provedene HPLC analize
utvrdeno je kako je najviSe hidroksicimetnih kiselina prisutno u ekstraktu mati¢njaka (938,59
mg/L), a najmanje u ekstraktu kadulje (204,31 mg/L). Prema navedenim rezultatima moze se
definirati sljede¢i opadajuéi niz ispitivanih ekstrakata: mati¢njak > paprena metvica > ruzmarin >
lavanda > timijan > kadulja. Usporedbom rezultata o udjelu hidroksicimetnih Kiselina u
ispitivanim biljnim ekstraktima dobivenim nakon provedene spektrofotometrijske i HPLC analize
moze se zakljuCiti kako je spektrofotometrijskom analizom utvrdena 2,4-4,8 puta veca
koncentracija ovisno o biljnoj vrsti, nego HPLC analizom iako je dobiveni niz biljnih vrsta
gotovo jednak nizu udjela (odredenog spektrofotometrijski) hidroksicimetnih kiselina. Razlog
tome je puno manja selektivnost Folin-Ciocalteau reagensa za spektrofotometrijsko odredivanje
udjela ukupnih polifenola, koji osim polifenolnih spojeva reagira i s drugim bioaktivnim
spojevima u biljnim ekstraktima te zato daje znatno vece kvantitativne podatke o udjelima

polifenola.

Udjel hidroksicimetnih kiselina u biljnim vrstama unutar porodice Asteraceae znac¢ajno variva.
Ekstrakt maslacka karakterizira visok sadrzaj cikorinske kiseline ¢ija koncentracija iznosi 292,85
mg/L. §to je znacajno manje u odnosu na dobivenu vrijednost (31480 mg/L) u istrazivanju koje je
proveo Ivanov (2014). Uz cikorinsku Kkiselinu u ekstraktu maslacka dominira kaftarinska kiselina
(144,55 mg/L), dok su klorogenska, kava kiselina i derivati hidroksicimetnih kiselina prisutni u
malim udjelima. U ekstraktu kamilice i stolisnika dominiraju klorogenska kiselina (161,4 mg/L;
148,64 mg/L) i derivati hidroksicimetnih kiselina (376,02 mg/L; 229,16 mg/L), dok kaftarinska
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kiselina nije detektirana. U ekstraktu stolisnika jo$ je identificirana ferulinska kiselina cija
koncentracija iznosi 27,06 mg/L, sto je gotovo 13 puta manje u odnosu na dobivenu vrijednost
(350 mg/L) u istrazivanju kojeg su proveli Wojdyta i suradnici (2007). p-kumarinska kiselina
detektirana je u ve¢em udjelu u ekstraktu kamilice (84,01 mg/L), dok je u ekstraktu stolisnika
uocCena 1 do 4 puta manji udjel navedene kiseline. Ruzmarinska kiselina nije detektirana ni u
jednom biljnoj vrsti iz navedene porodice. Udjel hidroksicimetnih kiselina u biljnim ekstraktima
nakon provedene spektrofotometrijske i HPLC analize znacajno varira. Nakon provedene HPLC
analize, najvec¢i udjel hidroksicimetnih kiselina odreden je u ekstraktu kamilice §to je 2,75 puta
vise u odnosu na rezultate spektrofotometrijske analize, dok je u ekstraktu maslacka i nevena taj
udjel 4,65 odnosno 6,6 puta manji. U ekstraktu stolisnika nema znacajnih razlika u udjelu

hidroksicimetnih kiselina nakon provedenih analiza.

U biljnim vrstama koje ne pripadaju porodici Lamiaceae i Asteraceae, nakon provedene HPLC
analize, nisu identificirane kafeinska, ruzmarinska i p-kumarinska kiselina. Najveéi udjel
klorogenske kiseline prisutan je u ekstraktu gospine trave (40,51 mg/L) $to je 5,4 odnosno 4,9
puta viSe u odnosu na ekstrakt lipe 1 koprive (7,54 mg/L; 8,26 mg/L). Zastupljenost kaftarinske
kiseline dominira u ekstraktu preslice (27,07 mg/L), a slijede je ekstrakt koprive i lipe. Uz
kaftarinsku kiselinu u ekstraktu preslice identificirana je elaginska kiselina (31,53 mg/L). U svim
biljnim vrstama, koje ne pripadaju navedenim porodicama, identificirani su derivati
hidroksicimetnih kiselina koji prevladaju u ekstraktu trputca (391,39 mg/L) i preslice (133,04
mg/L). Nakon provedene HPLC analize, najveci udjel hidroksicimetnih kiselina odreden je u
ekstraktu stolisnika (391,39 mg/L) sto je 1,4 puta vise u odnosu na rezultate spektrofotometrijske
analize. U ekstraktima ostalih biljnih vrsta, udjel hidroksicimetnih kiselina je zna¢ajno manji u

odnosu na rezultate dobivene spektrofotometrijskom analizom.
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Tablica 8. HPLC profil flavonoida (mg/L) u ispitivanim biljnim vrstama

Flavoni i flavonoli

L-7-G XLutD X Apig D X Kverc D

Lamiaceae
Mati¢njak n.d. n.d. 11,59 n.d.
Paprena metvica 97,41 56,54 n.d. n.d.
Kadulja 230,66 40,68 n.d. n.d.
Lavanda 100,08 64,13 n.d. n.d.
Timijan 1223 9,33 n.d. n.d.
RuZmarin n.d. n.d. 142,38 196,82

Asteraceae
Maslacak n.d. n.d. n.d. 87,19
Neven n.d. n.d. 23,85 n.d.
Kamilica 80,69 n.d. 31,98 n.d.
Stolisnik n.d. 70,09 34,06 n.d.

Ostalo

Gospina trava n.d. n.d. n.d. n.d.
Lipa n.d. n.d. n.d. n.d.
List masline 35,61 n.d. 21,21 n.d.
Preslica n.d. n.d. n.d. 17,68
Kopriva n.d. n.d. n.d. n.d.
Trputac 47,34 n.d. 59,70 n.d.

>z,
Flavonoidi

11,59
153,95
271,34
164,21
131,63
339,2

87,19
23,85
112,67
104,15

56,82
17,68
n.d.
107,04

Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti.
Standardna devijacija svih mjerenja iznosila je <10%.
n.d.= nije detektirano

Popis kratica:

L-7-G — luteolin-7-glukozid

¥ Lut D — suma derivata luteolina

¥ Apig D — suma derivata apigenina
¥ Kverc D — suma derivata kvercetina
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Rezultati identificiranih flavona i flavonoida u ispitivanim biljnim ekstraktima pomocu
novorazvijene HPLC metode prikazani su u tablici 8 i izraZeni su kao mg/L. 1z tablice 8, vidljivo
je kako su dobiveni rezultati za derivate luteolina, apigenina i kvercetina izraZzeni kao suma svih

identificiranih derivata navedenih spojeva.

Unutar porodice Lamiaceae, derivati kvercetina identificirani su samo u ekstraktu ruzmarina
(196,82 mg/L), dok su derivati apigenina identificirani u ekstraktu ruzmarina i mati¢njaka. U
istrazivanju koje su proveli Generali¢-Mekini¢ i suradnici (2014) identificiran je znacajan udjel
apigenina u ekstraktu timijana (420 mg/L). Luteolin-7-glukozid i derivati luteolina nisu prisutni u
ekstraktu ruzmarina i mati¢njaka. lako je koncentracija luteolin-7-glukozida u ekstraktu paprene
metvice, lavande i timijana visoka (97,41 mg/L; 100,08 mg/L; 122,3 mg/L), najvise ga je
prisutno u ekstraktu kadulje (230,66 mg/L) §to je manje u odnosu na vrijednost (496 mg/L)
dobivenu u istrazivanju Wojdyta i suradnika (2007). Uocene razlike izmedu dobivenih vrijednost
posljedica su razli¢itih uvjeta provedbe HPLC metode. Najmanja koncentracija derivata luteolina
odredena je u ekstraktu timijana (9,33 mg/L) $to je 6,9 puta manje u odnosu na ekstrakt lavande
(64,13 mg/L). NajviSe flavonoida je prisutno u ekstraktu ruzmarina (339,2 mg/L), a slijede ga
ekstrakt kadulje, lavande i paprene metvice. Najmanje flavonoida identificirano je u ekstraktu
mati¢njaka (11,59 mg/L).

Usporedbom rezultata dobivenih nakon spektrofotometrijske i HPLC analize, moze se zakljuciti
da je HPLC analizom u ekstraktu ruzmarina, lavande i kadulje odreden ve¢i udjel flavonoida. U
ekstraktu mati¢njaka odreden je ¢ak 7,6 puta manji udjel flavonoida. Znacajna razlika u udjelu

flavonoida jedino nije zabiljezena kod ekstrakta timijana.

Prema dobivenim rezultatima o sadrzaju flavona 1 flavonola nakon HPLC analize u biljnim
vrstama koje pripadaju porodici Asteraceae, uoc¢eno je kako derivati luteolina nisu identificirani u
ispitivanim biljnim ekstraktima. Derivati apigenina identificirani su u ekstraktu nevena (23,85
mg/L) te u neSto vecoj koncentraciji u ekstraktu kamilice (31,98 mg/L). Luteolin-7-glikozid
jedino je identificiran u ekstraktu kamilice, dok su derivati kvercetina prisutni samo u ekstraktu
maslacka. U ekstraktu stolisnika dominiraju samo derivati rutina (104,5 mg/L) §to je viSe u
odnosu na vrijednost (95,21 mg/L) za ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima odnosno manje
u odnosu na vrijednost (128,97 mg/L) za ekstrakciju dekokcijom kako je dobiveno u radu

Georgieve 1 suradnika (2015). Na primijecene razlike u vrijednostima sigurno je utjecao sam
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nacin provedbe ekstrakcije te se moze zakljuciti kako je ekstrakcija dekokcijom bolji postupak za
separaciju veceg udjela rutina u ispitivanom ekstraktu stolisnika. Najve¢i udjel flavonoida
odreden je u ekstraktu kamilice (112,67 mg/L) S§to je sukladno rezultatu dobivenom nakon
spektrofotometrijske analize, a najmanji u ekstraktu nevena (23,85 mg/L).

Usporedujuci rezultate spektrofotometrijske i HPLC analize, vidljivo je kako je HPLC analizom
jedino u ekstraktu stolisnika odreden veéi udjel flavonoida. Rezultati udjela flavonoida
spektrofotometrijske analize za ostale biljne ekstrakte su ve¢i od onih dobivenim HPLC

analizom.

HPLC analizom ekstrakata biljnih vrsta koje ne pripadaju prethodno spomenutim porodicama
utvrdena je vrlo mala koncentracija flavona i flavonola. Navedeni spojevi nisu identificirani u
ekstraktu gospine trave, lipe i koprive. Derivati kvercetina identificirani su samo u ekstraktu
preslice (17,68 mg/L), dok je kvercetin u istrazivanju Wojdyta i suradnika (2007) identificiran u
ekstraktu gospine trave u znacajnijem udjelu (497 mg/L). Derivati apigenina identificirani su u
ekstraktu trputca i lista masline. lako je luteolin-7-glikozid identificiran u ekstraktu lista masline i
trputca, njegova koncentracija je ipak veca u ekstraktu trputca (47,34 mg/L).

Za razliku od rezultata dobivenih spektrofotometrijskom analizom, u ekstraktu trputca je HPLC
analizom utvrden i1 do 2,3 puta ve¢i udjel flavonoida. Rezultati za udjel flavonoida u ekstraktu

lista masline i preslice su manji u odnosu na rezultate dobivene spektrofotometrijskom analizom.
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. ZAKLJUCCI

. Medu ispitivanim biljnim ekstraktima najvec¢i udjel ukupnih polifenola odreden je u
biljnim vrstama iz porodice Lamiaceae (mati¢njak, paprena metvica) zatim Asteraceae

(maslacak), nakon ¢ega slijede ostale biljne vrste.

Biljne vrste iz porodice Lamiaceae karakterizira visok udjel hidroksicimetnih kiselina, ali

i flavona te flavonola.

. Usporedba vrijednosti linearnih korelacija uspostavljenih izmedu udjela odredenih
podskupina polifenola i antioksidacijskog kapaciteta ukazuje da je podskupina
hidroksicimetnih kiselina zastupljenija u biljnim vrstama te vise doprinosi njihovim

antioksidacijskim svojstvima od podskupine flavona i flavonola.

. Razvijena je HPLC metoda kojom je omoguceno razdvajanje 24 polifenolnih spojeva u

kratkom vremenu (30 min) u razli¢itim biljnim vrstama.

. Novorazvijenom HPLC metodom omoguceno je razdvajanje razli¢itih podskupina
polifenolnih spojeva i to 3 hidroksibenzojeve kiseline, 11 hidroksicimetnih kiselina te 10

slobodnih ili glikoziliranih flavonoida.

. Vrijednosti granice detekcije i kvantifikacije te visoke vrijednosti parametara preciznosti i
to¢nosti dokazuju prikladnost razvijene HPLC metode za kvantifikaciju polifenolnih

spojeva u ekstraktima biljnih vrsta.

. Od hidroksibenzojevih kiselina, p-hidroksibenzojeva kiselina identificirana je u ekstraktu
paprene metvice, galna u ekstraktu kamilice i lipe, dok je protokatehinska kiselina

identificirana u ekstraktu maslacka, kamilice i lipe.
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8. Od hidroksicimetnih Kkiselina najzastupljenije su ruzmarinska, klorogenska te kafeinska
kiselina, i to u ekstraktima biljaka iz porodice Lamiaceae (mati¢njak, paprena metvica i

ruzZmarin).

9. Prisutnost odredenog polifenolnog spoja u samo jednoj biljnoj vrsti, kao $to su cikorinska
kiselina u maslacku, p-hidroksibenzojeva kiselina u paprenoj metvici, ferulinska kiselina
u stolisniku te elaginska kiselina u preslici mogu se smatrati biomarkerima tih biljnih

vrsta.

10. 1z skupine flavona i flavonola, karakteristicna je prisutnost veceg udjela luteolin-7-
glukozida u ekstraktima kadulje i kamilice, dok su u ekstraktu stolisnika dominantni

derivati rutina.
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