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1. UVOD

Bijela imela (Viscum album L.) je viSegodiSnja, zimzelena, grmolika, poluparazitska biljka
koja raste na razli¢itim stablima. Jo§ od vremena stare Grcke 1 Rima, ova vrsta se smatra

ljekovitom biljkom.

Travarice su specijalne rakije koje se proizvode maceracijom ljekovitog i aromaticnog bilja,
medu njima i bijele imele (Viscum album L.) u komovici ili rafiniranom alkoholu ili
destilacijom tog macerata. NajCeS¢e se kombinira veéi broj biljaka razli¢itih karakteristika

koje se medusobno slazu i nadopunjuju (Mihaljevi¢ Zulj, 2019).

Maceracija je metoda izdvajanja ili ekstrahiranja bioloski aktivnih tvari iz bilja u vodeno-

alkoholnu bazu, ¢ime krajnji proizvod poprima karakteristicnu aromu bilja (Luci¢, 1986).

Istrazivanja imele pokazala su njene brojne bioloske ucinke, poput antikancerogenih,
antimikrobnih, antivirusnih, imunomodulatornih aktivnosti te poticanja stani¢ne smrti

procesom apoptoze (Onay-Ucar i sur., 2006).

Polifenolni spojevi prisutni u ekstraktima imele mogu inhibirati oksidativno oStecenje,
mutagenezu 1 karcinogenezu uzrokovanu uporabom antineoplasti¢nih lijekova pri lijeCenju

karcinoma (Brito i sur., 2015).

Uoceni su 1 antidijabeticki, vazodilatacijski, protuupalni, antiepileptic¢ki, antipsihoticki i
mnogi drugi ucinci imele. Njeni se ekstrakti nerijetko koriste u kombinaciji s kemoterapijom

(Brito i sur., 2015).

Ovaj rad predstavlja trenutna saznanja o imeli, s naglaskom na njen utjecaj na ljudsko
zdravlje, to¢nije na njenu antioksidacijsku, antimikrobnu i citotoksi¢nu (antitumorsku)
aktivnost. Pripremljeno je 12 uzoraka macerata imele maceracijom tri razliite masene

koncentracije imele i Cetiri razli¢ita volumna udjela etanola u vodeno-etanolnim bazama.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. UPOTREBA LJEKOVITOG I AROMATICNOG BILJA U PROIZVODNIJI
TRAVARICA

Od mnogih vrsta biljaka samo je nekoliko stotina zanimljivo u gospodarskom pogledu. U
posljednje vrijeme prednost se daje uzgoju pojedinih vrsta ljekovitih i aromati¢nih biljaka ¢iji
su bioloski aktivni sastojci osnovne sirovine za proizvodnju mnogih lijekova, kozmetickih

pripravaka i aroma za prehrambene proizvode.

Prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije, u ljekovito bilje ubrajaju se one biljne
vrste €iji jedan dio ili viSe dijelova sadrze bioloski aktivnu tvar koja se moze iskoristiti u
terapijske svrhe ili za kemijsko farmaceutske sinteze. Cesto se aromati¢no i ljekovito bilje

naziva zajednickim imenom ljekovito bilje. Ljekovito i aromati¢no bilje ima visSestruku ulogu:

1. Ljekovito bilje samoniklo ili kultivirano zbog sadrzaja bioloski aktivnih tvari primjenjuje se

u lijeenju ljudi i zivotinja.

2. Aromatic¢no bilje se zbog sadrzaja aktivnih tvari koje poboljSavaju okus, upotrebljava u

prehrambenoj industriji, a sluZi i za dobivanje eteri¢nog ulja.

Travarice su specijalne rakije koje se proizvode maceracijom ljekovitog i aromati¢nog bilja u
komovici ili rafiniranom alkoholu ili destilacijom tog macerata. U proizvodnji travarice
najceS¢e se kombinira veci broj biljaka razli¢itih karakteristika koje se medusobno slazu i
nadopunjuju. Proizvodi se maceracijom razli€itih vrsta ljekovitog bilja u razrijedenom etilnom
alkoholu 1ili u rakiji komovici, pri ¢emu se bioloski aktivni spojevi ljekovitog 1 aromati¢nog
bilja (tanini, saponini, flavonoidi i gorke tvari) ekstrahiraju u alkoholnu bazu. Naj¢esce je to
rakija komovica. Biljke se obi¢no dodaju u suhom, a rjede u svjezem stanju. Za aromaticne
biljke je vazno da su ubrane u pravo vrijeme, da su pravilno osuSene i cuvane tako da ne
izgube svoje aromati¢ne sastojke. Vrlo je vazno kod proizvodnje aromatiziranih rakija da
osuSene biljke nisu starije od nekoliko mjeseci. Biljke stare dvije ili viSe godina sasvim su
neprikladne za dodavanje rakijama. Promjena okusa biljaka koje stoje dulje vrijeme narocito
je uocljiva kod biljaka s vrlo jakom aromom, kao Sto su mati¢njak, mazuran, pelin itd.

Kompozicija biljaka je raznovrsna ovisno o tome kakva se rakija trazi na trzistu (gorka,
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slatkasta ili neutralna). Tipi¢ne biljke za proizvodnju gorkih rakija su pelin, sréanik 1 ¢kalj.
Biljke za proizvodnju slatkastih rakija su anis, komora¢ i rabarbara. U aromatiziranim
rakijama tipa dalmatinska travarica uglavnom se nalaze aromati¢ne biljke karakteristi¢ne za to
podrucje, kao npr.: pelin, komorac¢, smilje, borovica obi¢na, pukinja, smreka, despik, lovor,
mazuran, ruzmarin, rutvica, Zzalfija, vrijesak, dupcac, divlji ruzmarin, popunac, rogac i
smokva. Tijekom dozrijevanja travarica mijenja svoj miris i okus, koji se djelomi¢no ustali
nakon 2-3 mjeseca. Upravo zato je pozeljno da rakija travarica odlezi 2-3 mjeseca radi

harmonizacije i stabilizacije njenih organolepti¢kih svojstava (Mihaljevié¢ Zulj, 2019).

2.2. MACERACIA

Maceracija je metoda izdvajanja ili ekstrahiranja bioloski aktivnih tvari iz bilja u vodeno
alkoholnu bazu, ¢ime krajnji proizvod poprima karakteristi¢cnu aromu bilja. Maceracijom
biljaka u alkoholu ili rakiji ekstrahiraju se hlapivi sastojci (eteri¢na ulja) kao i nehlapivi
sastojci (tvari boje, glikozidi, fenolni spojevi i drugi nehlapivi spojevi) prisutni u biljci. Za
maceraciju se koriste cijele biljke ili njihovi pojedini dijelovi poput listova, cvjetova, plodova,
stabljike, kore i korijena, pri ¢emu je bitno da su koriStene sirovine pravilno osusene. Bilje se
stavlja u spremnik zajedno s vodeno-alkoholnom otopinom pri ¢emu je potrebno povremeno
mijesanje kako se poboljsala ekstrakcija i kako bi bilje bilo konstantno u kontaktu s otopinom.
Postupak se Cesto provodi u spremnicima s mijeSalicama i moze trajati do nekoliko tjedana,
osobito ako se macerira korijenje ili drugi drvenasti dijelovi biljke. KoriStenjem svjezeg bilja
dobiva se kvalitetnija travarica. Duzim maceriranjem dobije se rakija loSe boje i suvise jakog
okusa. Rakije dobivene maceracijom aromati¢nih biljaka su vise ili manje obojene zeleno ako
prevladava boja lis¢a, a smede ako prevladava boja stabljike. Boja macerata duljim stajanjem

se redovito mijenja, zelenkasta boja ve¢inom prelazi u smede nijanse (Luci¢, 1986).

2.3. BIJELA IMELA (Viscum album L. )

Bijela imela (Viscum album L.) (slika 1) je viSegodiSnja, zimzelena, grmolika biljka. Jos od
vremena stare Grcke 1 Rima, ova vrsta se smatra ljekovitom biljkom. Misljenja o terapijskoj

primjeni imele promijenila su se zajedno s razvojem i napretkom medicinskih znanosti.
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Tradicionalno, rod Viscum smjeSten je u porodicu Viscaceae, ali nedavna genetska
istrazivanja APG II (The Angiosperm Phylogeny Group, 2003) pokazuju kako je ova obitelj

pravilno smjestena u porodicu Santalaceae (Vicas i sur., 2012).

Slika 1. Bijela imela Viscum album L. (Anonymous 1)

Tablica 1. Opis cvijeta i lista Viscum album L.

Vise cvjetova u cimoznom ili pastitastom cvatu, neugledni, veli¢ine 2 mm, Zuto-

zelene boje
Vise listova, vostani, zelene boje, nasuprotni, duljine od 2 do 10 cm

U konacnici naraste kao grm promjera 150 cm sa voStanim listovima i cvjetovima u
cimoznom cvatu (Tablica 1). Raste kao poluparazit na crnogori¢nom boru ili listopadnom
drveéu kao Sto je hrast, brijest i jabuka i crnogori¢nim vrstama poput bora, gdje pomocu
sisaljki crpi hranjive tvari. Plod je boba sa zelenim perikarpom, koji nakon sazrijevanja
postaje svjetliji. Sadrzi ljepljivu masu — viscin. Plodovi sazrijevaju krajem jeseni ili po¢etkom

zime 1 sadrZe jednu sjemenku (Zuber, 2004).

Rasprostranjivanje sjemena je pticama ili plodovi otpadaju i dospijevaju u nize dijelove
kros$nje biljke domacina. Jedna od ptica dobila je ime po tome Sto se hrani bobicama imele
(Turdus viscivo-rus L., drozd imelas). Ptice koje jedu bobice izbacuju sjemenke zajedno s

izmetom 1 one se lijepe za povrsinu kore grana (Uscupli¢, 1996).



Zivotni ciklus imele je sloZzen i ima dvije faze, parazitska i neparazitska. Prva Zivotna faza
(neparazitska) ukljucuje tri koraka: Sirenje sjemena, klijanje sjemena i razdoblje prvog
pri¢vrséivanja parazita na stablo. U drugoj zivotnoj fazi (parazitska) razlikuju se pet razlicitih
stadija: trajno pri¢vr§¢ivanje parazita i njegovo ukorjenjivanje u vaskularni sustav domacina,
rast prvih listova, razdoblje razvoja izbojka u parazitu i formiranje sustava sposobnog da
apsorbira vodu iz domacina, nakon cega slijedi cvjetanje i razvoj ploda. Veliki je broj vrsta

biljaka domacina na kojima se imela moze razviti i postati parazit (Stypinski, 1997).

Imela sintetizira vec¢inu svojih komponenata, ali ista moze apsorbirati odredene nutrijente iz
biljke domacina. Pretpostavlja se da farmakoloski aktivnhe komponente mogu prelaziti sa

biljke domacina na biljku parazit (Bussing i Schietzel, 1999).

Imela sadrzi brojne fitokemikalije koje su se pokazale efikasne u lijeCenju humanih tumora.
Osim antitumorskog djelovanja, uoceni su i antidijabeticki, vazodilatacijski, protuupalni,
antiepilepticki, antipsihoticki i mnogi drugi uc¢inci imele. Njeni se ekstrakti nerijetko koriste u

kombinaciji s kemoterapijom (Brito i sur., 2015).

Ekstrakti biljke, posebno vodeni, primjenjuju se u tradicionalnoj i sluzbenoj medicini, medu
ostalim u lijeCenju hipertenzije ili artritisa. Potencijalno se moze koristiti 1 kao
hepatoprotektivni ili kao sedativ (Nazaruk i Orlikowski, 2016). Tradicionalno, biljka europske
imele koristi se dugi niz godina u lijeenju hipertenzije, tjeskobe, nesanice, unutarnjeg

krvarenja ili ateroskleroze i u komplementarnim terapijama raka (Skidmore-Roth, 2004).

2.4. BIOLOSKI AKTIVNI SPOJEVI BIJELE IMELE (Viscum album L.)

Neki od znacajnijih do sada identificiranih bioloski aktivnih spojeva (slika 2):

a. Polifenoli

b. Lektini i viskotoksini
c. Terpeni

d. Fitosteroli

e. Oligosaharidi, polisaharidi



Slika 2. Bioloski aktivne komponente Viscum album L. i njihov utjecaj na ¢ovjeka (Nazaruk i
Orlikowski, 2016)

a. Polifenoli imaju izraZzenu antioksidacijsku aktivnost.Daleko najveci izvor polifenola upravo
su biljke pa je tako vise od 8000 polifenolnih spojeva otkriveno u raznim biljnim vrstama. Oni
kao njihovi sekundarni metaboliti ¢ine vrlo raznoliku skupinu kemijskih spojeva, koji se
mogu na temelju njihove strukture i slicnih kemijskih svojstava svrstati u nekoliko definiranih
grupa, a svi nastaju od zajednickog intermedijera, fenilalanina, odnosno bliskog prekursora,
Sikiminske kiseline (Pandey i sur., 2009). Biljkama primarno sluze kao molekule uklju¢ene u
obranu od UV zracenja ili napada patogena, pigmentaciju, rast i razmnoZavanje (Manach i
sur., 2004). Fenolni spojevi imaju najmanje jedan aromatski prsten s priklju¢enom jednom ili
viSe hidroksilnih skupina te se svrstavaju pod flavonoide i ne-flavonoide (Del Rio i sur.,
2013). Polifenoli imaju viSe od jedne polifenolne hidroksilne skupine vezane na jedan ili vise

benzenskih prstena.

FLAVONOIDI

Flavonoidi su polifenolni spojevi koji obuhvacaju petnaest ugljikovih atoma rasporedenih
unutar dva aromatska prstena povezanih s piranskim prstenom (slika 3). Glavni podrazredi
flavonoida su flavoni, flavonoli, flavan-3-oli, izoflavoni, flavanoni i antocijanidini. Ostale
grupe flavonoida koji se u hrani nalaze u vrlo malim koli¢inama su halkoni, dihidrohalkoni,
dihidroflavonoli, flavan-3,4-dioli, kumarini i auroni (Pandey i sur., 2009; Manach i sur.,
2004).



Slika 3. Op¢a formula flavonoida (Anonymous 2)

NEFLAVONOIDI

Neflavonoidi su spojevi jednostavnije grade od flavonoida i sastoje se od jednog benzenskog

prstena. Glavni podrazredi su fenolne kiseline, stilbeni, legnani.

Glavna odrednica polifenolske sposobnosti keliranja metalnih kationa i1 gaSenja radikala je
njihova struktura. Utjecaj strukturnih karakteristika na antioksidacijsku aktivnost kod fenolnih

kiselina (Balasundram i sur., 2006):

- broj i polozaj hidroksilnih skupina u odnosu na funkcionalnu karboksilnu skupinu utje¢e na

antioksidacijsku aktivnost

- monohidroksibenzojeve kiseline s hidroksilnom skupinom na o ili p-polozaju u odnosu na
karboksilnu skupinu ne pokazuju antioksidacijsku aktivnost dok u slucaju m-polozaja

pokazuju
- antioksidacijski kapacitet fenolnih kiselina poveéava se s povecanjem stupnja hidroksilacije

- supstitucija hidroksilnih grupa na 3- i 5- polozaju s metoksilnim skupinama smanjuje

aktivnost

- hidroksicimetne kiseline pokazuju vecu antioksidacijsku aktivnost u odnosu na
hidroksibenzojeve kiseline Sto moze biti povezano s CH=CH-COOH skupinom, koja
doprinosi ve¢oj moguénosti doniranja atoma vodika i stabilizaciju radikala nego -COOH

skupina u hidroksibenzojevim kiselinama



Utjecaj strukturnih karakteristika na antioksidacijsku aktivnost kod flavonoida (Balasundram i
sur., 2006):

- Stupanj hidroksilacije i polozaj -OH skupina u prstenu B utjec¢u na antioksidacijsku aktivnost

- dvostruka veza izmedu C-2 i C-3 atoma, zajedno s 4-0kso-skupinom u prstenu C povecava

sposobnost gasenja radikala

- dvostruka veza izmedu C-2 i C-3 atoma, u kombinaciji s 3-OH skupinom u prstenu C
takoder povecava sposobnost gasenja radikala. Supstitucija 3-OH skupine dovodi do
povecanja torzije kuta i gubitka koplanarnosti Sto dovodi do smanjenja antioksidacijske

aktivnosti

- supstitucija hidroksilnih skupina u prstenu B s metoksi-skupinama mijenja redoks potencijal

Sto utjeCe na sposobnost gasenja radikala

- glikozilacija flavonoida i stupanj polimerizacije takoder utje¢u na antioksidacijsku aktivnost
Flavonoidi izolirani iz ekstrakta metanola pripadaju c¢alkonima i flavanonima. Svi su u

glikozidnoj formi i imaju metoksilne grupe u strukturi (Fukunaga i sur., 1987).

b. Lektine i viskotoksine je zbog izrazenog apoptoti¢nog i citotoksi¢nog utjecaja na stanice
moguée koristiti u lijeCenju tumora (slika 4) (Nazaruk i Orlikowski, 2016). Lektini su
obrambeni biljni proteini koji imaju sposobnost vezanja na ugljikohidrate ili na proteine koji
sadrZe ugljikohidrate, a nalaze se prvenstveno u sjemenkama (Pevalek Kozlina, 2003). Lektini
su glavna skupina kemikalija izoliranih iz imele (ML I, ML Il, ML I1l). Klasificirani su kao
tip 11 ribosom- inaktivirajuci proteini. Sastavljeni si od dva peptidna lanca, A-lanca (29,5, 27 i
25 kDa) koji sadrZe tri domene i B-lanac (32, 32 i 25 kDa) koji sadrzi dvije domene slicne
strukture. Lanac B se specificno veze za D-galaktozu (ML 1), D-galaktozu/N-acetil-D-
galaktozamin (ML I1) i N-acetil-D-galaktozamin (ML 1l1) (Franz, 1985). Europska biljka
imele dobivena iz listopadnih stabala sadrzi uglavnom ML I, a pri uzgoju na planini i
borovima - ML III. Njihova koli¢ina ne dostize ni 2 % ukupnih polipeptida i proteina

prisutnih u imelama (Peumans i sur., 1996).



Slika 4. Struktura lektina 1 u Viscum album L. (Fu i sur., 2011)

Viskotoksini su amfipatski proteini male molekulske mase koji se nalaze u listovima i
stabljikama biljaka. Najpoznatiji izomeri su viskotoksin A3 (slika 5), A2 (slika 6) koji
pokazuje najvecu i B koji ima neSto slabiju citotoksi¢nu aktivnost. Viskotoksini imeli
omogucuju kompaktnu strukturu i visoku stabilnost tijekom denaturiraju¢ih uvjeta kao §to su
toplina i1 djelovanje proteaza. Nadeno je 7 razli¢itih izomera viskotoksina koji ovise o podvrsti
same imele - A1, A2, A3, B, BI, C1 i 1PS, medutim uoceno je da najéeS¢e prevladavaju
viskotoksini A2 i A3 (Nazaruk i Orlikowski, 2016).

Slika 5. Struktura viskotoksina A3 (Debreczeni i sur., 2003)



Slika 6. Struktura viskotoksina A2 (EBI, 2003)

c. Terpeni su velika grupa prirodnih spojeva op¢e formule (CsHg)n. Kroz povijest su se
upotrebljavali i jo§ se upotrebljavaju u razne svrhe i u svim podrucjima zivota kao Sto su:
proizvodnja parfema, medicina, prehrambena industrija. Poznato je oko 30000 razli¢itih
terpena (Maimone i Baran, 2007). Terpeni izolirani iz imele su triterpeni poput B-amirin
acetata, oleanoli¢ne kiseline, betulinske kiseline (slika 7) i smjese fitosterola (stigmasterol, -
sitosterol) i njihovih glikozida (Nazaruk i Orlikowski, 2016). Triterpeni su vazni antitumorski
konstituenti imele, no isti su slabo topljivi u vodi. Stoga je razvijena ekstrakcijska metoda
natrijevim sulfatom pri pH 7,3. Jedna od metoda izolacije triterpena iz imele je koristenje 2-

hidroksipropil-B-ciklodekstrina kao otapala (Striih i sur., 2012).

HyC CHj

HiC~ CH, HyC CHy H;C  CH,4
p-Amyrin acetat oleanoli¢na kiselina betulinska kiselina

Slika 7. Derivati triterpena iz Viscum album L. (Nazaruk i Orlikowski, 2016)

d. Fitosteroli je zajedniCki naziv za skupinu bioloski aktivnih steroidnih alkohola biljnog
porijekla. Najznacajnije svojstvo fitosterola je njihov ucinak na smanjenje apsorpcije

endogenog i egzogenog kolesterola u organizmu.
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Vicas i sur., (2012) identificirali su i kvantificirali razlicite spojeve (slika 8) iz uzoraka imele
ukljucujuéi pentacikli¢ni triterpen (betulinska kiselina), fenolne kiseline (galna kiselina,
protokatekujska kiselina, gentizi¢na kiselina, klorogena kiselina, p-OH benzojeva kiselina,
kafeinska kiselina, salicilna Kiselina, p-kumarinska kiselina, ferulinska Kiselina, sinapinska
kiselina, 4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzojeva kiselina i trans-kinaminska Kkiselina) i 4

polifenola (naringenin, kvercetin, kaemferol i ruzmarinska kiselina).

(3)
o /rj\@ ij
L1 ® = 6

Slika 8. Bioaktivne komponente detektirane u lis¢u i stabljikama V. album L.: (1) betulinska
kiselina, (2) galna kiselina, (3) protokatehinska kiselina, (4) gentisi¢na kiselina, (5) kafeinska
kiselina, (6) 4-hidroksi-3,5-dimetoksibenzojeva kiselina, (7) salicilna kiselina, (8)
klorogenska kiselina, (9) parahidroksibenzojeva kiselina, (10) p-kumarinska kiselina, (11)
ferulinska kiselina, (12) sinapinska kiselina, (13) cimetna kiselina, (14) naringenin, (15)

kvercetin, (16) kempferol, (17) ruzmarinska kiselina (Vicas i sur., 2012)
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2.5. ANTIOKSIDACIJSKI, ANTIMIKROBNI I CITOTOKSICNI UCINAK EKSTRAKTA
BIJELE IMELE (Viscum album L.)

Istrazivanja imele pokazala su njene brojne bioloske ucinke, poput antikancerogenih,
antimikrobnih, antivirusnih, imunomodulatornih aktivnosti te poticanja stanicne smrti
procesom apoptoze (Onay-Ugar i sur., 2006). Skupina spojeva koja se nalaze u imeli su
fenolne kiseline, fenilpropanoidi i flavonoidi s antioksidacijskim i protuupalnim djelovanjem,
koji smanjuju krvni tlak (Brito i sur., 2015). Fenolni spojevi privukli su interes mnogih
istrazivaca jer su snazni antioksidanti i mogu zastititi ljudsko tijelo od oksidativnog stresa.
Antioksidacijsko djelovanje fenolnih kiselina uglavnom je posljedica njihovog redoks
potencijala (Vicas i sur., 2012). Bioloski aktivne tvari u imeli poput polifenola nemaju
nutritivnu funkciju, ali pozitivno utjeCu na ljudsko zdravlje — imaju jako antioksidacijsko

djelovanje te stite organizam od oksidacijskog stresa i time od razli¢itih bolesti poput

kardiovaskularnih bolesti i bolesti jetre (Gupta i sur., 2013).

Potvrdeno je da antimikrobnu aktivnost posjeduju brojni polifenolni spojevi (jednostavni
polifenoli, fenolne kiseline, lignani, hinoni, flavonoidi, tanini, kumarini), terpenoidi i etarska
ulja, alkalodi, lektini, polipeptidi, poliacetileni, masne kiseline pa ¢ak i neki jednostavni Seceri

ili organske kiseline (Cowan, 1999).

Polifenolni spojevi prisutni u ekstraktima imele mogu inhibirati oksidativno oS$tecenje,
mutagenezu 1 karcinogenezu uzrokovanu uporabom antineoplasti¢nih lijekova pri lijeCenju
karcinoma. Pojedini flavonoidi poput kvercetina pojacavaju citotoksi¢ni ucinak
kemoterapeutskih lijekova tako $to povecavaju osjetljivost tumorskih i otpornost normalnih,
zdravih stanica susjednog tkiva (Brito i sur., 2015). Vodeni ekstrakti europske imele veé se
desetlje¢ima Siroko koriste za alternativno lijeCenje 1 kao pomocna terapija protiv raka,
osobito u Njemackoj, Austriji i Svicarskoj. Ekstrakti europske imele koriste se u adjuvantnoj
terapiji raka, s ciljem unistenja eventualno preostalih tumorskih stanica nakon primarnog
lijecenja, zbog njihovih imunostimulirajuéih i istovremeno citotoksi¢nih svojstava. Ovi ucinci
Su jace izraZzeni kod ekstrakata nego za prociS€ene lektine 1 viskotoksine (Eggenschwiler i
sur., 2007). Vecina istrazivanja bijele imele (Viscum album L.) bavi se njenom antitumorskom
aktivnoS$¢u. U mnogim klinickim studijama uoceno je da je terapija imelom poboljsala
kvalitetu Zivota, produzila vrijeme Zivota, a i dovela do regresije tumora. Ovisno o stadiju, u

terapiji raka koriste se razli¢ite doze i nacini primjene (Jurin i sur., 1993). U brojnim
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klinickim ispitivanjima, znanstvenici i lije¢nici pokazali su dobrobiti ekstrakta imele. Lektini,
koji uzrokuju i apoptozu i izravno citotoksi¢no djelovanje na stanice raka, igraju vaznu ulogu
u ovom procesu. Lektini induciraju apoptoti¢ki put i aktivnost ML III koja se sastoji od
smanjenja sinteze p53 i Bcl-2 proteina. Ti su spojevi u netoksi¢nim koncentracijama
inducirali aktivaciju transkripcije i izlu¢ivanje proupalnih citokina interleukina (IL) -1, IL-6,
TNF (tumor necrosis factor) a. Ovo sugerira mogucnost inhibiranja rasta tumorskih stanica
(Ribereau-Gayon, 1996). Mnoge studije na zivotinjama, kao 1 ne-randomizirane,
randomizirane i kohortne studije pokazale su da ekstrakti imele pokazuju potencijalne
terapijske ucinke kod karcinoma dojke i ginekoloSkih bolesti. Dokazano je poboljSanje
kvalitete zivota, ublazavanje nuspojava nakon konvencionalne terapije i povecanje stopa
prezivljavanja (Kienle i sur., 2009). Antitumorska aktivnost ekstrakta imele je takoder
posljedica njegovih antiangiogenih svojstava. Ovo je prikazano u in vitro i in vivo modelima
(Elluru i sur., 2009). Vazan uéinak ekstrakta imele je poboljsanje kvalitete Zivota oboljelih od
karcinoma i smanjenje nuspojava konvencionalnog lijeCenja. Medutim, najnovija istrazivanja
pokazala su da primjena visokih doza ekstrakta imele ne prati imunosupresiju. Primijeé¢ene su

nuspojave poput gripe, vruéice i reverzibilne hepatotoksi¢nosti (Kienle i Kiene, 2010).

2.6. METODE ODREDIVANJA ANTIOKSIDACIJSKE, ANTIMIKROBNE |
CITOTOKSICNE AKTIVNOSTI

Metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti

Slobodni radikali su bilo koji atom, molekula ili ion s nesparenim elektronom zbog ¢ega su
kemijski reaktivni pa su niskospecificni za reaktante. Nastaju homolitickim cijepanjem
kovalentne veze pri cemu svaki elektron ostaje vezan u susjednom atomu. Kao posljedica toga
u kemijskoj reakciji oksidacije, brzo se i nepredvidivo spajaju s bilo kojom prostorno bliskom
organskom molekulom kako bi postigli stabilnu elektronsku konfiguraciju. Vezanjem
slobodnih radikala na organske molekule mogu nastati novi radikali s moguénos¢u pokretanja

novog niza neenzimskih lanc¢anih reakcija (Halliwell i sur., 2007).

Prisutnost slobodnih radikala mozZe izazvati citotoksi¢ni ucinak, induciranje mutacija i

kromosomskih aberacija te kancerogenezu (Stefan i sur., 2007).
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Antioksidacijski kapacitet biljnih ekstrakata ovisi o sastavu ekstrakta i 0 uvjetima metoda koje
se provode za odredivanje kapaciteta. Metode koje se koriste mogu se podijeliti u 2 skupine:
test baziran na prijenosu atoma vodika (hydrogen atom transfer - HAT) i test baziran na
prijenosu elektrona (electron transfer - ET). Testovi bazirani na prijenosu atoma vodika
primjenjuju sustav kompetitivne reakcije u kojoj se antioksidans i supstrat natjeCu za peroksil
radikale. Testovi bazirani na prijenosu elektrona mjere sposobnost antioksidansa da reducira
oksidans, pri ¢emu dolazi do promjene boje. Stupanj promjene boje je u korelaciji s

koncentracijom antioksidansa u uzorku (Dudonné i sur., 2009).

Neke od metoda koje se koriste za odredivanja antioksidacijske aktivnosti su: 2,2-azinobis(3-
etill-benzotiazoline-6-sulfonate) radikal kation (ABTS+), CUPRAC (Cupric Reducing
Antioxidant Capacity), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal (DPPH), ORAC (Oxygen Radical
Apsorbance Capacity), FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power).

Zajednicka karakteristika prethodno navedenih metoda je kromogena komponenta radikalne
prirode koja u prisustvu antioksidansa nestaje, a popracena je spektrometrijskim mjerenjem

(Pyrzynska i Pekal, 2013).

Metode odredivanja antimikrobne aktivnosti

Ekstrapolacija sastojaka biljaka in vitro nije tako jednostavna pa zato i nema velike koli¢ine
biljnih lijekova potvrdene efikasnosti kod infektivnih bolesti. Takoder i pored intenzivnih
istrazivanja viSih biljaka, farmaceutska industrija nije otkrila Siroki spektar biljaka sa
antimikrobnim djelovanjem koje bi vrijedilo dalje istrazivati 1 modificirati s ciljem otkrica

novog antibiotika (Lewis i Ausubel, 2006).

Difuzija s diskom i razrjedivanje bujona ili agara su dobro poznate i Cesto se koriste, ali druge
vrste kao Sto su protocne citofluorometrijske i bioluminescentne metode se ne koriste ucestalo

zbog zahtijeva za specifi¢cnom opremom i standardizacijom (Balouiri et al., 2016).

Metode odredivanja citotoksi¢ne aktivnosti

Testovi toksi¢nosti znacajniji su za ispitivanje toksi¢nosti spojeva, a temelje se na izlaganju

organizma, organa ili stanica ispitivanoj tvari. (Eisenbrand i sur., 2002).

Testovi toksi¢nosti mogu se provoditi na razli¢itim organizmima (in vivo) ili u kulturama
zivotinjskih stanica (in vitro) kako bi se na temelju toga mogao procijeniti njihov ucinak

na ljude. In vitro testovi citotoksi¢nosti razvijeni su kao alternativa klasi¢nim in vivo
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testovima na pokusnim zivotinjama i ukljucuju ispitivanja na stani¢nim frakcijama, primarnim

stani¢nim kulturama, stani¢nim linijama, dijelovima tkiva, kulturama organa, itd.

Neke od najcesce koriStenih metoda koje se koriste za ispitivanje in Vitro citotoksi¢nosti

primjenom kultura Zivotinjskih stanica su:

*Kenacid Blue
*Trypan blue
*Neutral Red
‘MTT

Kenacid Blue je boja koja prolazi kroz staniénu membranu i1 veze se za proteine u stanicama..
Jednostavna je i to¢na metoda koja daje reproducibilne rezultate. Kenacid Blue metodom se
mjeri ukupna biomasa stanica putem bojanja stani¢nih proteina bojom Commassie Brilliant
Blue R-250.

Trypan Blue metodom je pod svjetlosnim mikroskopom omoguceno brojanje i mrtvih i Zivih
stanica. Mrtve stanice oboje se plavo budu¢i da Trypan Blue boja lako prolazi kroz oste¢enu

stani¢nu membranu, dok Zive stanice ostaju neobojane.

Neutral Red je kationska boja koja aktivnim transportom prolazi kroz staniénu membranu u
zivu stanicu i1 akumulira se u lizosomima (Santa Maria 1 sur., 1997). Stoga se primjenom te

boje moze odrediti aktivnost lizosoma i Golgijevih tijela u stanicama.

Stani¢na vijabilnost i proliferacija odreduje je mjerenjem stani¢nog metabolizma koristeci
MTT metodu. Zuta tetrazolijeva sol MTT (3-(4,5-dimetiltiazolid-2)-2,5-difeniltetrazolin
bromid) je prah koji se pripremi otapanjem u fosfathom puferu (PBS). MTT se reducira u
metabolicki aktivnim stanicama. Stoga se ovim testom odreduje postotak metabolicki aktivnih
stanica nakon izlaganja ispitivanoj tvari. Metabolicki aktivne stanice, sposobne za Zivot,
pretvaraju MTT u ljubicasto obojen spoj formazan. Kada stanice odumru, gube sposobnost
pretvorbe MTT-a. Mehanizam pretvorbe MTT-a vjerojatno ukljucuje reakciju s NADH-om
koji prenosi elektrone do MTT-a. Rezultirajudi intracelularni ljubicasti spoj formazan moze se

izmjeriti spektrofotometrijski.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERUALI

3.1.1. Biljni materijal

Kao biljni materijal koriStene su susene i usitnjene grancice i listovi bijele imele (Viscum

album L.) proizvodaca ,,Travar MB* iz Bjelovara.

3.1.2. Macerati bijele imele Viscum album L.

Za istrazivanje je koriSteno 12 macerata bijele imele dobivenih postupkom maceracije
osuSenih i usitnjenih gran€ica i listova bijele imele u vodeno-etanolnoj bazi pri ¢emu su u
obzir uzeti sljede¢i parametri maceracije (Tablica 2): masena koncentracija biljnog materijala
20, 40 80 g L i volumni udio etanola u vodeno-etanolnoj bazi 25, 40, 55 i 70 % (slika 9).

Maceracija biljnog materijala provedena je tako da je odvagana odredena masa imele koja je
potom prelivena s 0,5 L vodeno-etanolne baze. Postupak maceracije provodio se pri sobnoj
temperaturi, na tamnom mjestu te uz povremeno mijesanje. Kraj maceracije odreden je na
temelju ustaljene koncentracije ukupnih fenolnih spojeva. Nakon zavrSetka maceracije biljni
materijal je odstranjen filtracijom kroz filtar papir, a dobiveni macerati spremljeni su na + 4

°C do analiza.
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Slika 9. Macerati dobiveni ekstrakcijom razli¢itog udjela bilja i etanola u vodeno-etanolnoj
bazi (vlastita fotografija)

Tablica 2. Uzorci dobiveni ekstrakcijom razli¢itog udjela bilja i etanola u vodeno-etanolnoj
bazi

MASENA

UDIO
KONCENTRACIJA
UZORAK ETANOLA

BILJA (g L) %)

10 20 70
11 40 70
12 80 70
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*Za uzorke 1-5 i 7 maceracija je trajala 4 tjedna, a za uzorke 6, 8-12 trajala je 5 tjedana

3.1.3. Kemikalije, aparatura i pribor

Kemikalije

* natrijev acetat

» ledena octena kiselina

* 40mM klorovodic¢na kiselina

* TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin)

« etanol 96 % (v/v)

» DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal)

» ABTS (2,2-azinobis(3-etill-benzotiazoline-6-sulfonat) radikal kation)
» kalijev persulfat

» destilirana voda

» zeljezo (111) klorid heksahidrat
* Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina)

Aparatura i pribor
« analiticka vaga (OHAUS Adventurer AX224)

* vortex

« termostat
» spektrofotometar (Helios Gamma UV-Vis Spectrophotometer, Thermo Electron

Corporation)

» odmjerne tikvice (5 mL, 10 mL )

* menzure (50 mL, 100 mL)

» staklene ¢ase (50 mL, 100 mL, 200 mL)
» erlenmeyerova tikvica (500 mL)

» stakleni lijevci

* pipetman (100 pL, 1000 pL, 5000 pL)

« staklene epruvete i stalak za epruvete
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« staklene kivete
» stakleni Stapici
* kapaljke

« aluminijska folija

3.2. METODE RADA

3.2.1. FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) metoda

Princip metode

Metoda se temelji na reakciji redukcije zuto obojenog kompleksa zeljezo-2,4,6-tripiridil-
striazina (TPTZ) pri ¢emu nastaje plavo obojeni kompleks fero-tripiridiltriazin koji ima
apsorpcijski maksimum pri 593 nm (slika 10) (Shortle i sur., 2014).

Reakcija je popracena povecanjem intenziteta obojenja koji je proporcionalan koncentraciji
antioksidansa. Reakcija se odvija u kiselom mediju, pri ¢emu se osigurava dobra topljivost
zZeljeza 1 nizi ionizacijski potencijal koji omogucéava prijenos elektrona, a ujedno se povecava i
redoks potencijal koji dodatno omogucéava pomak reakcije u smjeru prijenosa elektrona.
Redoks potencijal reakcije Fe(III)/Fe(Il) jest 0,77 V. Svi spojevi s niZzim redoks potencijalom
¢e doprinijeti konaénom izrazavanju antioksidacijske aktivnosti. Reakcija prijenosa elektrona
odvija u trajanju od 4 do 6 minuta. FRAP vrijednosti naj¢e$ce se izraZavaju preko FeSOs,

askorbinske kiseline ili Trolox ekvivalenta (Benzie i Strain, 1999).
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Slika 10. FRAP metoda (Anonymous 3)

Postupak metode

Primarno je potrebno pripremiti FRAP reagens. FRAP reagens je dobiven mijeSanjem 50 mL
acetatnog pufera, 5 mL 20 mM otopine TPTZ reagensa i 5 mL 20 mM otopine Zeljezovog
(1) Klorida.

Acetatni pufer je dobiven otapanjem 0,93 g bezvodnog (0,186 g 100 mL) natrijevog acetata i
8 mL ledene octene kiseline u tikvici od 500 mL. Tikvica je potom nadopunjena do oznake sa

destiliranom vodom.

20 mM TPTZ reagens dobiven je vaganjem 0,0624 g TPTZ-a u odmjernoj tikvici od 10 mL te

je tikvica nadopunjena do oznake sa 40 mM HCI.

Otopina zeljezovog (III) klorida pripremljena je vaganjem 0,0541 g istog u odmjernoj tikvici

od 10 mL te je do oznake nadopunjena destiliranom vodom.

U odmjernu tikvicu od 10 mL otpipetirano je 240 uL destilirane vode, 80 pL uzorka i 2080
ML FRAP reagensa. Uzorci (ekstrakti biljke imele) razlikuju se na temelju masene
koncentracije biljke imele te udjela etanola tijekom postupka ekstrakcije. Svi uzorci su

razrijedeni pet puta. Svaki uzorak pripremljen je u tri paralele.

Sadrzaj u odmjernoj tikvici je vorteksiran na vorteksu te je nakon 5 min termostatiranja na 37
°C izmjerena apsorbancija uzoraka (1 — 12) na 595 nm. U slijepu probu je umjesto uzorka
dodano 80 pL etanola (96 %).
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Izrada bazdarnog dijagrama

Za izradu bazdarnog dijagrama potrebno je pripremiti 20 mM otopinu Trolox-a u 96 %
etanolu. Iz tako pripremljene otopine se prirede razrijedenja otopine Trolox-a koncentracija
0,25 mM, 0,5 mM, 1,0 mM, 1,25 mM, 1,75 mM, 2,0 mM. Priprema uzoraka opisana je
prethodno u postupku rada, ali se umjesto uzorka dodaju priredene koncentracije standardne
otopine Troloxa. 1z izmjerenih apsorbancija za pojedinu koncentraciju otopine Trolox-a nakon
provedene reakcije s FRAP reagensom nacrta se bazdarni pravac tako da se na os apscise
nanesu koncentracije standardne otopine Trolox-a (mM), a na ordinatu pripadaju¢e im

vrijednosti apsorbancije na 595 nm (slika 11).

BazZdarni dijagram za FRAP

o
S _
w0 |
uw
()]
<2 o
0 |
o
y=1,1462x+0,0641
R?=0,99
o |
o
[ T T | T
0.0 05 1.0 15 20

Trolox [mM]

Slika 11. Ovisnost Asesnm o razli¢itim koncentracijama standardne otopine Trolox-a nakon

provedene reakcije s FRAP reagensom
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3.2.2. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal) metoda

Princip metode

DPPH metodom se ispituje sposobnost komponenata kao stabilizatora radikala ili donora
vodika te na temelju toga se vrsi procjena antioksidacijske aktivnosti. DPPH radikal je
organski duSikov radikal ljubiCaste boje i komercijalno je dostupan. Otopina koja sadrzi
DPPH radikal se pomijesa s otopinom koja sadrzi komponentu koja je antioksidans te dolazi
do promjene boje iz ljubiCaste u svijetlo zutu odredenog hidrazina (slika 12). Redukcijska
mo¢ DPPH radikala moze se mjeriti apsorbancijom na valnim duljinama od 515 do 528 nm
(Pyrzynska i Pekal, 2013).

Postotak inhibicije DPPH radikala racuna se prema formuli:

_At
x 100

A
% inhibicije =
0

Ao-apsorbancija otopine DPPH radikala, At-apsorbancija reakcijske smjese.

Q NO, Q NO,
N‘N@*Nm + ‘. A H — N—:QN% + 4 \ °
VIS 0

DPHH DPPH-H

Ljubicasta, 519 nm Bezbojna

gdje je w: H ' antioksidans

Slika 12. DPPH metoda (Liang i Kitts, 2014)
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Postupak metode

10 mM DPPH reagens je dobiven otapanjem 0,03943 g DPPH sa 96 % etanolom u tikvici od
10 mL. Potrebno je svaki puta prije provodenja metode pripremiti svjezu 0,1 mM otopinu
DPPH reagensa tako da se uzme 0,5 mL originalne otopine te se tikvica nadopuni do oznake

sa 96 % etanolom u tikvici od 50 mL.

Postupak pripreme uzoraka za DPPH metodu prije spektrofotometrijskog odredivanja na 517
nm nakon 30 min odvijanja reakcije na tamnom mjestu na sobnoj temperaturi prikazan je u

Tablica 3. U slijepu probu je umjesto ispitivanih uzoraka dodan 96 % etanol.

Tablica 3. Postupak pripreme uzoraka za DPPH metodu

. Priprema slijepe .
Uzorak Priprema uzoraka (At) . Priprema Troloxa
probe

200 pL uzorka + 2 mL 200 pL etanola + 200 pL Troloxa
1-12 etanola + 2 mL DPPH (0,5 2 mL etanola + 2 (0.025mM) + 2 mL
mL 10 mM DPPH u 50 mL) mL DPPH etanola + 2 mL DPPH

3.2.3. ABTS (2,2-azinobis(3-etill-benzotiazolin-6-sulfonat) radikal kation) metoda

Princip metode

ABTS metoda se temelji na “utiSavanju“ plavo-zelenog ABTS radikal-kationa (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) koji se formira kemijskom ili enzimskom oksidacijom
otopine ABTS-a nekoliko sati prije analize. Reakcijom ABTS-a s kalijevim persulfatom
nastaje kromoforni ABTSe radikal koji daje plavo-zelenu boju otopine s maksimumom
apsorpcije pri valnim duljinama od 415, 645, 734 i 815 nm. Antioksidansi dodani u
pripremljenu otopinu reduciraju ABTSe ¢ime se gubi obojenje (slika 13). Razina obezbojenja
odrazava postotak inhibicije ABTSe radikala i odreduje se kao funkcija koncentracije i
vremena te usporeduje sa standardom ekvivalenta. Metoda je primjenjiva za tvari topljive u

vodi, mastima za Ciste tvari i ekstrakte prehrambenih proizvoda (Re i sur., 1999).
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Slika 13. Mehanizam oksidacije ABTS radikala i reakcija s antioksidansom (Re i sur.,1999).

Postupak metode

Za  odredivanje  antioksidacijske  aktivnosti  ekstrakta  imele  potrebne  su:
1. 7 mM otopina ABTS reagensa koji se priprema otapanjem 0,0384 g ABTS-a u odmjernoj
tikvici od 10 mL i nadopuni se destiliranom vodom do oznake.

2. 140mM otopina kalijeva persulfata koja se priprema otapanjem 0,37846 g kalijeva
persulfata (K2S20g) u odmjernoj tikvici od 10 mL i nadopuni se do oznake destiliranom

vodom.

PomijeSa se 89 pL kalijeva persulfata sa 5 mL ABTS-a. Tikvica se potom obloZi s
aluminijskom folijom i ¢uva se u mraku 12 do 16 sati. Tako pripremljen reagens je stabilan
dva dana. Sljedeci dan je potrebno pripremiti 1 % otopinu ABTS tako da se 1 mL ABTS otopi
u 96 % etanol i nadopuni se do oznake u odmjernoj tikvici od 100 mL. Daljnjim dodavanjem

ABTS ili 96 % etanola potrebno je posti¢i apsorbanciju pri 734 nm u iznosu od 0,700 * 0,02.

Uzorci se pripremaju dodavanjem 20 pL uzorka te 2 mL ABTS. Reakcija se odvija 6 min u

mraku te se na kraju apsorbancija tako pripremljenih uzoraka mjeri na 734 nm.
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Izrada bazdarnog dijagrama

Za izradu bazdarnog dijagrama potrebno je pripremiti 5 mM otopinu Trolox-a u 96 % etanolu.
1z tako pripremljene otopine se prirede razrijedenja otopine Trolox-a koncentracija 0,25 mM,
0,5 mM, 1,0 mM, 1,25 mM, 1,75 mM, 2,0 mM (slika 14). Priprema uzoraka opisana je
prethodno u postupku rada, ali se umjesto uzorka dodaju priredene koncentracije standardne
otopine Troloxa. 1z izmjerenih apsorbancija za pojedinu koncentraciju otopine Trolox-a nacrta
se bazdarni pravac tako $to se na os apscise nanesu koncentracije standardne otopine Trolox-a
(mM), a na ordinatu pripadaju¢e im vrijednosti apsorbancije na 734 nm nakon provedene
reakcije (slika 15).

Slika 14. Priredene koncentracije standardne otopine Troloxa nakon provedene reakcije za

izradu bazdarnog pravca (vlastita fotografija)
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Slika 15. Bazdarni dijagram za ABTS metodu
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. ANTIOKSIDACIISKA AKTIVNOST EKSTRAKTA IMELE

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti ekstrakta imele koristene su tri metode: FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power), DPPH ( 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal) i ABTS+

(2,2-azinobis (3-etil-benzotiazoline-6-sulfonate) radikal kation) (tablica 4).

Tablica 4. Antioksidacijska aktivnost macerata imele odredena FRAP, DPPH i ABTS

metodom

0,471 £ 0,069 6,6 +53,9 1,163 + 0,106
4. 0,876 + 0,046 22,7+0,6 1,413 + 0,110
7. 0,876 £ 0,089 30+40,4 1,446 £ 0,261
10. 1,147 + 0,052 21,6 +14,6 1,845 + 0,263
2. 1,225 + 0,083 6,7+8,2 1,728 + 0,069
5. 2,699 + 0,037 344+1,1 2,991 +£ 0,216
8. 2,420 + 0,234 39,9 +13,25 2,825+ 0,072
11. 4,710 + 2,882 53,9+8,01 3,058 + 5,007
3. 2,459 + 0,093 13,1+1,7 3,174 + 0,035
6. 3,951 +£0,118 38,1+24 4,09 + 0,099
9. 0,588 + 0,149 60 + 23,1 5,401 + 0,377
12. 5,116 + 0,016 42,4 +165,2 8,093 + 2,101

*1,4,7,10- 20 gL'1 bilja te redom sve veéi udio etanola u uzorcima (25, 40, 55, 70 %)
2,5,8,11- 40 gL'1 bilja te redom sve veéi udio etanola u uzorcima (25, 40, 55, 70 %)
3,6,9,12- 80 gL'1 bilja te redom sve veéi udio etanola u uzorcima (25, 40, 55, 70 %)

Najvecu antioksidacijsku aktivnost za FRAP metodu pokazao je uzorak 12 (80 g L™ bilja i
70 % etanola) s najve¢im udjelom bilja i etanola u vodeno-etanolnoj bazi od 5,116 + 0,016
mM Troloxa, a najmanju uzorak 1 (20 g L bilja i 25 % etanola) s najmanjim udjelom bilja i
etanola u vodeno-etanolnoj bazi od 0,471 + 0,069 mM Troloxa. Za DPPH metodu najveci
postotak inhibicije DPPH radikala pokazao je uzorak 9 (80 g L™ bilja i 55 % etanola) od
60 £ 23,1 % , a najmanji uzorak 1 od 6,6 + 53,9 %. Za ABTS metodu najvecu
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antioksidacijsku aktivnost pokazao je uzorak 12 od 8,093 + 2,101 mM Troloxa, a hajmanju
uzorak 1 od 1,163 £ 0,106 mM Troloxa, isto kao i za FRAP metodu.

Ocekivano ekstrakti imele s ve¢im udjelom bilja i volumnog udjela etanola u vodeno-

etanolnoj bazi pokazali su ve¢u antioksidacijsku aktivnost.

Tahirovié¢ 1 Basi¢ (2017) ispitivali su antioksidacijska svojstva lis¢a i grancica imele Viscum
album ssp. Beck sakupljene s Cetiri razli¢ita domacina (Betula L., Tilia cordata Mill., Robina
pseudoacacia L. i Salix alba L.). Ista su ispitana FRAP, DPPH i ABTS metodom koristeci
Trolox kao standard (slika 16).

DPPH ABTS FRAP

(MmMoOITE g (MmoITE g9 (MmoITE g?)
VAR(]) 68.93=0.12 7221=0.10 86.89=0.60
VAT() 34.01=0.86 4330=0.11 5439=0.51
VAB(]) 32.12+0.27 4120=0.14 48.13=0.18
VAS(D) 31.25=0.19 43.70=031 42.78=0.24
VAR(s) 67.28=0.12 67.28=042 81.72=0.11
VAT(s) 42 41029 5159=041 67.71=044
VAB(s) 45.00=0.20 4692046 59.12=0.15
VAS(s) 30.13=0.21 36.86=0.26 38.04=034

(1)-list, (s)-stabljika, (VAR)-V. aibum s domacina Robina pseudoacacia L.,
(VAT)-V.album s domacina Tilia cordata, (VAB)-V.album s domacina Betula L.,
(VAS)-V.album s domacina Salix alba

Slika 16. Antioksidacijska svojstva imele Viscum album ssp. Beck sakupljene s Cetiri razlicita
domacina (Betula L., Tilia cordata Mill., Robina pseudoacacia L. i Salix alba L.) (Tahirovi¢ i
Basi¢, 2017)

U lis¢u je antioksidacijska aktivnost metanolnog ekstrakta imele varirala od 31,25 do 68,93
umolTrolox gt s.t. za DPPH, od 41,20 do 72,21 pmolTrolox g s.t. za ABTS te od 42,78 do

86,89 umol Trolox g s.t. za FRAP metodu. Opéenito je antioksidacijska aktivnost opadala u
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slijedu FRAP>ABTS>DPPH. Najvec¢u antioksidacijsku aktivnost pokazao je metanolni
ekstrakt liséa (68,93-86,89 umolTrolox g? s.t.) te stabljike (67,28-81,72 umolTrolox g s.t.)
imele sakupljene sa domacina Robina pseudoacacia L. Ovakvi rezultati potvrduju zakljucke
prethodnih istrazivanja (Onay-Ucar i sur., 2006) da antioksidacijski kapacitet biljke ovisi 0
njezinom domacinu. Metanolni ekstrakt nije usporediv s vodeno-etanolnim u ovom radu no
moze se pretpostaviti da se U sli¢nim istrazivanjima imele mora uzeti u obzir i domaéin s

kojeg je ista sakupljena.

4.2. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST EKSTRAKTA IMELE

Jedan od ciljeva ovog diplomskog rada bio je odrediti antimikrobnu aktivnost ekstrakata
bijele imele pripremljenih maceracijom u vodeno-etanolnoj bazi pri ¢emu su u obzir uzeti
sliede¢i parametri maceracije: masena koncentracija biljnog materijala 20, 40 i 80 gL i
volumni udio etanola u vodeno-etanolnoj bazi 25, 40, 55 i 70 %. Buducéi da eksperimenti u
laboratoriju nisu provedeni zbog pandemije uzrokovane virusom SARS-CoV-2, u nastavku je

naveden pregled dosadasnjih rezultata objavljenih u literaturi.

Antibakterijska aktivnost imele ispitivana je na $irokoj lepezi bakterija. Dobivene rezultate
teSko je usporediti jer su koriStena razliCita otapala, razli¢ite metode dobivanja ekstrakata,
neki su dobiveni iz cijele biljke, neki iz njenih pojedina¢nih dijelova kao $to su plod, list 1
stabljika te nadalje razli¢iti domacini na kojima imela raste. U nastavku je naveden pregled

rezultata dobivenih pomocu ekstrakata imele u vodenoj ili etanolnoj bazi.

Hussain i sur. (2011) su ispitivali antimikrobnu aktivnost ekstrakata listova i gran€ica imele
maceriranih u razli¢itim otapalima. Kao otapala su koriSteni aceton, etil acetat, kloroform,
petroleter, etanol, metanol, voda, a kao test mikroorganizme su koristili Gram pozitivne
bakterije Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecium, Gram negativne
bakterije Escherichia coli, Bordetella bronchisiptica, Salmonella typhi, Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas syringae, kvasac Saccharomyces cerevisiae i plijesan Aspergillus
flavus (slika 17).
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Mikroorganizmi | AC PE EA CH ET MT WT CF NS
1 S aureus 24.33%0.17 15.940.35 15.1620.08 9.6640.13 32.1320.13
2 B. subtilis 19.66+0.33 15.830.16 15.83£0.17 10,66+0.33 31.93£0.06
3 E faccium 15.940.1 19.8340.17 9.83+0.17 30.03£0.03
4 £ coii 24.960.23 19.76£0.23 16.6610.33 16.93£0.06 9.160.17 31.83=0.17
5 B. bronchisiptica 24 830,17 16.940.2 16.13£0.06 10.0040.00 31.5£0.1
6 3 . 19.66+0.33 10.00+0.00 13.8340.16 19.83#0.17 9.9+0.1 29.8320.17
P. aeruginosa
7 - 19.66+0.33 15.16£0.16 13.6610.33 20.93£0.06 9.83:0.17 30.83=0.17
P. syringae
8 5 typhae 15.83£0.17 15.26+0.13 9.00+0.00 29.93+0.06
9 5. cerevisiae 23.00
10 A. flavus - - - - - - - 15.00

AC: Aceton, PE: Petrolej Eter, EA: Etilacetat, CH: Kloroform, ET: Etanol, MT: Metanol, WT: Voda, CP: Ciprofloksacin, NS: Nistatin

Slika 17. Antimikrobna aktivnost ekstrakata listova i gran¢ica imele Viscum album L.

maceriranih u razli¢itim otapalima prikazana kao prosje¢na duljina zone inhibicije (mm + SD)

(Hussain i sur., 2011)

Rezultati (slika 17) dokazuju antimikrobno djelovanje ekstrakta imele. Istrazivanja Hussain i
sur. (2011) pokazala su da su najbolju antimikrobnu aktivnost pokazali ekstrakti imele
macerirani u etil acetatu. Za ovaj diplomski rad ipak ¢e detaljnije biti komentirani rezultati za
etanol i vodu budu¢i da su to otapala najsli¢nija otapalu koje je koriSteno za pripremu
macerata u ovom radu. Etanolni ekstrakti pokazali su najve¢u zonu inhibicije od 16,9 £ 0,2
mm prema Gram negativnoj bakteriji Bordetella bronchisiptica sto je duplo manje u odnosu
na koriSteni standard (antibiotik) ciprofloksacin, ali zavidan rezultat u odnosu na antibiotik
nistatin koji ne inhibira rast B. bronchisiptica. Vodeni ekstrakti pokazali su najveéu zonu
inhibicije prema Gram pozitivnoj bakteriji Bacillus subtilis od 10,66 + 0,33 mm, skoro tri puta
manje u odnosu na antibiotik ciprofloksacin, ali deset puta vise u odnosu na antibiotik nistatin
koji ne inhibira rast B. subtilis. Kako je bolju antimikrobnu aktivnost prema svim test
mikroorganizmima pokazao etanolni ekstrakt u odnosu na vodeni ekstrakt moze se
pretpostaviti da bi od macerata pripremljenih u laboratoriju za potrebe ovog rada bolju
antimikrobnu aktivnost imali macerati pripremljeni u vise postotnom alkoholu, odnosno
macerati 10, 11, 12. Isto tako, moze se pretpostaviti da bi bolju antimikrobnu aktivnost

pokazali macerati s ve¢im udjelom bilja, odnosno macerati 6, 9, 12.

Turker i sur. (2012) su ekstrakte V. album L. pripremljene u vodeno-etanolnoj bazi razlicitih

omjera uzgojene na trinaest razlicitih stabala domacina testirali kako bi se pokazao njihov
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antibakterijski potencijal (voda (%):etanol (%): 56,7:8,0, 5,3:8,9, 4,7:6,7, 5,0:10,0, 4,0:4,3,
6,7:8,0, 11,3:9,6, 4,8:11,5, 9,2:10,7, 14,3:12,0, 9,6:8,9, 16,2:12,3, 16,8:6,5). Mikroorganizmi
koriSteni u istrazivanju su: Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus i Staphylococcus
epidermidis koje su Gram-pozitivne bakterije i Escherichia coli te Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium, Serratia marcescens, Proteus vulgaris, Enterobacter cloacae i
Klebsiella pneumoniae koje su Gram negativne bakterije. Svi ekstrakti imele nisu pokazali
antibakterijsku aktivnost prema ispitivanim bakterijama.

Nacsa-Farkas i sur. su 2014. godine s etanolnim ekstraktom (30 % v/v) razli¢itog bilja, medu
njima i V. album, ispitivali antifungalno djelovanje istog na razli¢ite Candida vrste (slika 18).
Ekstrakt imele nije pokazivao antifungalnu aktivnost. Time se moze pretpostaviti djelovanje
uzoraka u ovom radu maceriranih u etanolu (25 i 40 % v/v) na Candida vrste (oportunisticki
patogeni koji uzrokuju kandidijazu). Isti rezultat dobili su i Hussain i sur. (2011) na
ispitivanim kvascima S. cerevisiae i A. flavus zbog ¢ega se moze pretpostaviti da ekstrakt

imele nema potencijalno antifungalno djelovanje.

Minimalna fungicidna koncentracija (MFC) umg/mL etanolnih biljnih ekstrakata 30% v/v protiv Candida vrsta. ND-nije detektirano

Allium ursinum Aristolochia Melilotus Salvia officinalis Viscum
Candida vrste clematitis officinalis album
( )
C. albicans 3.52 ND - ND ND
C. guillermondii 1.76 ND 19.3 ND ND
C. glabrata ND ND - ND ND
C. inconspicua 0.88 ND - ND ND
C. krusei 1.76 ND - ND ND
C. lusitaniae 0.88 ND - ND ND
C. metapsilosis 14.06 ND - ND ND
C. norvegica 0.88 ND 19.3 ND ND
C. orthopsilosis 14.06 ND - ND ND
C. parapsilosis ND ND - ND ND
C. pulcherrima 1.76 ND 19.3 ND ND
C. zeylanoides 0.88 ND 9.65 6.6 ND
\. J

Slika 18. Minimalna fungicidna koncentracija etanolnih biljnih ekstrakata protiv Candida
vrsta (Nacsa-Farkas i sur., 2014)

Takoder su 2018. godine Holandino Quaresma i sur. ispitivali antimikrobnu aktivnost
ekstrakata listova, grancica i bobica imela maceriranih u etanolu (45 % v/v) zbog Cega se

moze pretpostaviti antimikrobno djelovanje uzoraka u ovom radu maceriranih u etanolu (40%
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v/v), odnosno uzoraka 4, 5 i 6. Ishodni macerat (IM) je pripremljen od triju imela V. album
(V. album, V. album ssp. austriacum, V. album ssp. abietis) koje rastu na razli¢itim
domacinima. Ispitivanje  antimikrobne aktivnosti provedeno je na sljedeéim
mikroorganizmima: Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Escherchia coli i
Staphylococcus aureus. Antimikrobni test pokazao je minimalnu inhibitornu koncentraciju od

7,25 mgmL™ V. album ssp. austriacum prema navedena dva bakterijska soja.

4.3. CITOTOKSICNA AKTIVNOST EKSTRAKTA IMELE

Jedan od ciljeva ovog diplomskog rada bio je odrediti citotoksi¢nu (antitumorsku) aktivnost
ekstrakata bijele imele pripremljenih maceracijom u vodeno-etanolnoj bazi pri ¢emu su u
obzir uzeti sljedec¢i parametri maceracije: masena koncentracija biljnog materijala 20, 40 i 80
gL i volumni udio etanola u vodeno-etanolnoj bazi 25, 40, 55 i 70 %. S obzirom da
eksperimenti u laboratoriju nisu provedeni zbog pandemije uzrokovane virusom SARS-CoV-

2, U nastavku je pregled dosadasnjih rezultata objavljenih u literaturi.

Turker i sur. (2012) su razlicite ekstrakte V. album pripremljene u vodeno-etanolnoj bazi
razli¢itih omjera, uzgojenih na trinaest razlicitih stabala domacina testirali kako bi se pokazao
njihov antitumorski potencijal (voda (%):etanol (%): 56,7:8,0, 5,3:8,9, 4,7:6,7, 5,0:10,0,
4,043, 6,7:8,0, 11,3:9.6, 4,8:11,5 9,2:10,7, 14,3:12,0, 9,6:8,9, 16,2:12,3, 16,8:6,5).
NajizraZenija citotoksi¢na aktivnost dobivena je s vodenim ekstraktom V. album prikupljene
sa stabla P. divaricata (87,3 % inhibicija), vodenim ekstraktom imele s P. elaeagnifolia (69,0
% inhibicije) i etanolnim ekstraktom imele prikupljene s P. sylvestris (inhibicija od 67,6 %)
(tablica 5).
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Tablica 5. Ispitivanje antitumorske aktivnosti ekstrakta Viscum album L. (Turker i sur., 2012)

Tretman Prosjecni broj tumorskih stanica Postotak inhibicije
vod= TOS64515 T a ”
kamptotekin 0= 100
Ex 1W b 32,
Ex 1lE 2 cdef 465
Ex 2W 20 20=+3 B3 efighi 592
Ex 2E 39.92+3 B2 cde 437
Ex 3W 30 17=4 84 cde 451
Ex 3E 37.54=3 08 cdefz 465
Ex 4W 28634 27 efighi 592
Ex4E 26714 29 f=ha 62.0
Ex 5W 42 13531 cd 402
Ex SE 38332 .46 cdef 463
Ex W 9.46=1.31 1] 87.3
Ex ¢E 26.92=+1.99 fzhi G2.0
Ex 7TW 21 542171 i 65.0
Ex 7E 34 8BB=x3 54 defgh 507
Ex 8W 35712 651 defz 453
Ex 8E 2338277 hi G7.6
Ex &W 3817203 efghi G0.6
Ex OE 20 54=+3 83 efizhi 577
Ex 10WW 36_5B+3 48 defz 479
E=x 10E 20 923 83 efighi 57.7
Ex 11W 25 79=3 01 ghi 63.4
Ex 11E 32 544 62 b 254
Ex 12W 31.0B=2 24 defghs 56.3
Ex 12E 34 75242 defgh 507
Ex 153W 390922 66 cde 437
Ex 135E 34 923 02 defzh 307

n}

Vlad i sur. (2016) su ispitivali vodene i alkoholne ekstrakte listova i grana imele s ciljem
identifikacije najvaznijih sastojaka koji potvrduju njenu biolosku aktivnost. Oba ekstrakta
pokazala su prisutnost vaznih terpenoida, masnih kiselina i prirodnih antioksidanata poput

vitamina E.
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Slika 19. Uc¢inak razli¢ito pripravljenih ekstrakata imele na rast MCF-7 stanica: A-vodeni
ekstrakt suspendiran u mediju, B-vodeni ekstrakt resuspendiran u DMSO, C-alkoholni

ekstrakt resuspendiran u mediju, D-alkoholni ekstrakt resuspendiran u DMSO (Vlad i sur.,

2016)
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Slika 20. Uc¢inak razli¢ito pripravljenih ekstrakata imele na rast HepG2 stanica: A-vodeni
ekstrakt suspendiran u mediju, B-vodeni ekstrakt resuspendiran u DMSO, C-alkoholni
ekstrakt resuspendiran u mediju, D-alkoholni ekstrakt resuspendiran u DMSO (Vlad i sur.,
2016)
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Citotoksi¢ni potencijal dobivenih ekstrakata istrazen je na stani¢nim linijama HepG2 (humana
stani¢na linija hepatocelularnog karcinoma) i MCF-7 (humana stani¢na linija adenokarcinoma
dojke). Rezultati citotoksi¢nosti izrazeni su kao ICso, a to je koncentracija uzorka koja je
uzrokovala inhibiciju rasta 50 % stanica. U obje stani¢ne linije, MCF-7 i HepG2 pokazano je
znacajno smanjenje i inhibiciju proliferacije stanica uz tretman alkoholnim ekstraktom ovisno
o dozi. Alkoholni ekstrakt bio je ucinkovitiji i pokazao je znacajan citotoksi¢ni ucinak pri
koncentraciji od 75 mg mL, §to moze biti posljedica veéeg sadrzaja tetralinskih derivata, kao
1 sadrzaja masnih kiselina, u usporedbi s vodenim ekstraktom. Kako je bolju citotoksi¢nu
aktivnost prema svim test mikroorganizmima pokazao alkoholni ekstrakt u odnosu na vodeni
ekstrakt moze se pretpostaviti da bi od macerata pripremljenih u laboratoriju za potrebe ovog
rada bolju citotoksi¢nu aktivnost imali macerati pripremljeni u viSe postotnom alkoholu,
odnosno macerati 10, 11, 12. Isto tako, moZe se pretpostaviti da bi bolju citotoksi¢nu
aktivnost pokazali macerati s vecim udjelom bilja, odnosno macerati 6, 9, 12. Znacajna
inhibicija stani¢ne proliferacije opazena je i u slu¢aju vodenih ekstrakata, u koncentracijama

od 50 mg mL? i 75 mg mL* (slika 19 i 20).

Twardziok i sur. su 2016. godine ispitivali citotoksi¢nu aktivnost ekstrakta V. album L. na
stani¢nim linijama Ewing sarkoma. Komercijalni ekstrakti V. album L. su vodeni i ne sadrze
netopive triterpene. Ostvaren je Zeljeni efekt imele kombiniranjem vodenog ekstrakta
(viscum) i ekstrakta triterpena (TT) solubiliziranog ciklodekstrinima. Stani¢ne linije Ewing
sarkoma su tretirane sa viscum, TT i viscumTT. Tretman in vitro stanica Ewing sarkoma sa
viscum rezultirao je inhibicijom proliferacije tumorskih stanica i indukcijom apoptoze na
nacin ovisan o dozi, dok je kombinirani tretman viscumTT imao sinergisti¢ki utjecaj (slika
21). Moze se pretpostaviti djelovanje uzoraka u ovom radu S najnizim postotkom etanola

tijekom maceracije (25 % v/v), to¢nije uzoraka 1, 2, 3.
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Slika 21. Citotoksi¢na aktivnost ekstrakta V. album L. na stani¢ne linije Ewing sarkoma

(Twardziok i sur., 2016)

Melo i sur. su 2018. godine ispitivali citotoksi¢nu aktivnost ekstrakta V. album na stani¢nim

linjjama B16F10 stanice (miSji melanom), K562 (humana stani¢na linija kroni¢ne mijeloi¢ne

leukemije), MA-104 (bubreg majmuna, netumorske stanice). Kao $to je prikazano na slici

23A i slici 23B, vodeno-etanolni ekstrakti imele su smanjili vijabilnost stanica B16F10 i

K562 ovisno o primjenjenoj dozi pri ¢emu je B16F10 pokazao veéu osjetljivost. Suprotno

tome, stani¢na linija MA-104 je bila otporna na sve koriStene ekstrakte (slika 22). U

istrazivanju je koriSten vodeno-etanolni ekstrakt imele (40 % v/v) ¢ime se moze pretpostaviti i

djelovanje vodeno-etanolnih ekstrakata (40 % v/v) u ovom radu, to¢nije uzoraka 4, 5, 6.
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MTT test nakon tretmana stanicnin linija sa 45% (v/v) vadeno-alkohalnim ekstraktom (ALC). Zavrina koncentracija ALC varirala je od 1-5% (v/v).
A-stanicna linija MA 104, B-stanicna linija K562, C-stanicna linija B16F10

Slika 22. Citotoksi¢na aktivnost ekstrakta V. album na stani¢nim linijama B16F10 stanice
(misji melanom), K562 (humana stanic¢na linija kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije), MA-104

(bubreg majmuna, netumorske stanice) (Melo i sur., 2018)

Holandino Quaresma i sur., (2018) su ispitivali citotoksi¢nu aktivnost ekstrakata listova,
granCica i bobica imele macerirane u etanolu (45 % v/v) ¢ime Se moze pretpostaviti
djelovanje uzoraka u ovom radu maceriranih u etanolu (40 % v/v), odnosno uzoraka 4, 5 i 6.
Ishodni macerat (IM) je pripremljen od triju imela V. album koje rastu na razli¢itim
domacinima (V. album, V. album ssp. austriacum, V. album ssp. abietis). Ispitivanje ciljne
aktivnosti provedeno je na tumorskim stanicama Yoshida (stanice sarkoma Yoshida ascites) i
Molt4 (tumorske stanice T-stani¢ne linije). Generalno, Yoshida stani¢na linija bila je
osjetljivija od Molt4. Maksimalan citotoksic¢an efekt (stopostotna smrtnost ispitivanih stanica)
postignut je sa 1 % IM V. album ssp. abietis. U IM kvalitativno i kvantitativno je odredeno
najvise fenolnih kiselina i lignana koji imaju vaznu ulogu pri antiproliferativnom djelovanju

na rast stanica.
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5. ZAKLJUCCI

1. Najvecu antioksidacijsku aktivnost ocekivano su pokazali macerati bijele imele Viscum
album L. s veé¢im udjelom bilja (80 g L) i veéim volumnim udjelom etanola u vodeno-
etanolnoj bazi (55 % i 70 %). Vec¢i volumni udio etanola omoguéava ekstrakciju manje

polarnih spojeva koji se pri manjem volumnom udjelu etanola ne ekstrahiraju.

2. Domacin imele je vazan parametar u procjeni imele kao vrste materijala u medicinskoj i

farmaceutskoj primjeni jer ovisno o njemu mijenja se i fitokemijski sastav imele.

3. Stabljike, lis¢e i1 plodovi bijele imele (Viscum album L.) sadrze velike koli¢ine
antimikrobnih bioaktivnih komponenata koje ¢ine tu biljku mogu¢im kandidatom za buduca

istrazivanja s ciljem ¢eS¢e upotrebe u inhibiciji nepozeljnih bakterija.

4. Stabljike, lis¢e i plodovi bijele imele (Viscum album L.) nemaju potencijalno antifungalno

djelovanje.

5. Alkoholni ekstrakt imele je na tumorskim stanicama pokazao znac¢ajnu inhibiciju stani¢ne
proliferacije ovisno o dozi. U mnogim klini¢kim studijama uoceno je da je terapija imelom
poboljsala kvalitetu Zivota, produzila Zivotni vijek te dovela do regresije tumora. Ovisno o
stadiju, u antitumorskoj terapiji koriste se razli¢ite doze imele i nacini primjene. Stoga, kao
takva ima potencijal za daljnje istrazivanje s ciljem poboljsanja antitumorske terapije kao

komplementarne metode uz konvencionalno lijecenje.
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