Antioksidacijska svojstva odabranih Micromeria vrsta

Svob, Monika

Master's thesis / Diplomski rad
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:163:708841

Rights / Prava: In copyright/Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-26

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:708841
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pharma:2188
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:2188
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:2188

Monika Svob

Antioksidacijska svojstva odabranih Micromeria
vrsta

DIPLOMSKI RAD

Predan Sveucilistu u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu

Zagreb, godina. 2021



Ovaj diplomski rad prijavljen je na kolegiju Farmakognozija II SveudiliSta u Zagrebu
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta i izraden u Zavodu za farmakognoziju pod stru¢nim

vodstvom doc. dr. sc. Maje Bival Stefan.

Zahvaljujem se mentorici doc.dr.sc. Maji Bival Stefan na pomoci pri odabiru teme za ovaj rad,

te na strucnom vodstvu, savjetima i razumijevanju.
Zahvaljujem mojem Miji i cijeloj obitelji na podrsci i strpljenju.

Hvala Kikiju na nesebicnoj pomoci.



SADRZAJ

B U Y 5 SRS PUPPPSSRR 1
1.1. BOtanicka ODIJEZJa . ......cciviiiiiiiiiiiic e 1
1.1.1. POrOdiCa LAMIACEAE ......cueieiiieiee it ettt 1
1.1.2. Biljne vrste roda Micromeria Bentham ............cccoooiiiiiiiiiicie e 2
1.1.3. Micromeria croatica (Pers.) Schott, hrvatska bresina ............cccccooeeiiiiiieiiininnnn, 2
1.1.4. Micromeria juliana (L.) Bentham ex Rchb., primorska bresina..............ccccccevnee. 3
1.1.5. Micromeria thymifolia (Scop.) Fritsch, tockasta bresing...........ccccceevvveiiiiinninnnn, 4

1.2. Pregled dosadasnjih istraZivanja odabranih vrsta roda Micromeria .............cccccevveeeennnns 5
1.3. Polifenoli i ostale sastavnice vrsta roda MiCrOMEria ...........ccccueivieiieiiieiiienie e 8
1.3.1 POITENONT .. 8
1.3.2. Ostale sastavnice roda MICIOMEITA ..........ceiuieiiiiiiieiiiesie e 10

1.4. Oksidacijski stres, lipidna peroksidacija i uc¢inci NO.........cccoveveriiveiiiire e srereeseenns 10
1.4. 1. OKSIAACTISKI SEIES ... eeeiuviieiiiee et et s e e et e et e et et e et e e nnna e e snneeeanes 10
1.4.2. Lipidna PeroKSIAACIA......cccvreeiiie ettt 11
1.4.3. UCINCT INO ittt e st e e e e e e s s ettt r e e e e e e e e e e nnbnees 13

2. OBRAZLOZENJIE TEME ....oooiiiiiiiiiiicisisiss st 14
3. MATERIJALI I METODE ..ottt e 15
TR AV - (= - 1 PSSP 15
3.1.1. Istrazivani biljni materijal ...........cooeeiiiiiiiiiiiii i 15
3.1.2. INSErUMENEE 1 PrIDOT. .eeieiie e e e ree e 15
3.1.3. Reagensi, standardi i ostale kKemikalije.............cccoveeviiiiiiie e 15

3.2. Istrazivanje antioksidacijskog djelovanja..........ccccoooiiiiiiiiiiiic i 17
3.2.1. Priprema biljnih ekstrakata vrsta roda MiCromeria..........c...cccoceevvveeiiieeiiiee s 17
3.2.2. Odredivanje sposobnosti hvatanja radikala dusikovog(Il) oksida..................c.e.e.. 17
3.2.3. Odredivanje sposobnosti inhibicije lipidne peroksidacije ...........cccoveeriivereeninnnne. 18

3.3, StatistiCKa analiZa..........cuvviiiiiiii i 19
4. REZULTATI I RASPRAVA ...t 20
4.1. Odredivanje sposobnosti hvatanja slobodnih radikala duSikovog (II) oksida................ 20
4.2. Odredivanje sposobnosti inhibicije lipidne peroksidacije..........cccovivvveriiriiieiiieninennnn. 25
5. ZAKLIUCAK ..ottt 29
B. LITERATURA .ottt ettt et et et e bt 30
7. SAZETAK/SUMMARY ......ooooiiiiiiiiiiiniineissiesiesies s 33

8. TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA/BASIC DOCUMENTATION
CARD



1. UVOD

Slobodni radikali i ostali aktivni derivati kisika neizbjezni su nusprodukti bioloskih redoks
reakcija. Povecano stvaranje toksi¢nih derivata kisika smatra se univerzalnom znacajkom
stresnih uvjeta (Arora i sur., 2002). Carstvo biljaka izvor je velikog broja sastavnica koje
ispoljavaju antioksidacijski uc¢inak. Polifenolne sastavnice kao S§to su flavonoidi, fenolne
kiseline 1 tanini najviSe pridonose antioksidacijskom djelovanju ljekovitih biljaka, voca i
povréa. Porodica Lamiaceae uklju¢uje mnogo biljaka s izrazenim ljekovitim djelovanjem koje
se tradicionalno koriste u terapiji sréanih poremecaja, glavobolje, prehlade, rana, infekcija
Micromeria su, prema arheoloSkim spisima, koristili stanovnici Mediteranskog podrucja
tisu¢ama godina (Azab, 2016). U sklopu ovog diplomskog rada odabrane su tri vrste roda
Micromeria: Micromeria juliana (L.) Bentham ex. Rchb., Micromeria thymifolia (Scop.)
Fritsch., Micromeria croatica (Pers.) Schott. Fitokemijska istrazivanja pokazala su da ove vrste

roda Micromeria sadrZe eteri¢no ulje, flavonoide i triterpene (Vladimir-Knezevi¢ i sur., 2011)

1.1. BotanicCka obiljezja

1.1.1.Porodica Lamiaceae

Lamiaceae, prijaSnjeg naziva Labiateae, obitelj je aromatskih cvjetnica koja obuhvaéa 236
rodova i vise od 7000 vrsta.. Rasprostranjene su diljem svijeta, no mnoge se vrste uzgajaju zbog
svojih mirisnih listova 1 privlacnih cvjetova. Vecina ¢lanova porodice polugodi$nje su i
godisnje biljke kockaste stabljike, iako su neke vrste drvenasti grmovi i polugrmovi. Listovi su
jednostrani i nasuprotni i imaju zlijezde s eteri¢énim uljem, dok se cvjetovi razvijaju u pazuscima
listova i ¢ine pastitaste cvatove. Plod je kalavac koji se pri dozrijevanju raspada na Cetiri suha
jednosjemena plodi¢a.. Mnoge vrste su samonikle u nasim krajevima, a veliki broj vrsta se

uzgaja za potrebe farmaceutske, kozmeticke i prehrambene industrije, najvise radi etericnih ulja



koja daju karakteristican miris 1 okus vrstama ove porodice (Kustrak, 2005,

https://www.britannica.com/).

1.1.2. Biljne vrste roda Micromeria Bentham

Rod Micromeria Bentham predstavlja 130 vrsta sa srediStem rasprostranjenosti u zemljama
Sredozemlja. Glavne vrste roda Micromeria u Hrvatskoj su M. croatica, M. thymifolia i M.
juliana. M. croatica i M. thymifolia endemske su vrste u Hrvatskoj i nekim susjednim zemljama,
dok je M. juliana rasprostranjena na Mediteranu (Vladimir-Knezevi¢ i sur., 2011) Mali,
razgranjeni polugrmovi, sli¢ni onima iz roda Thymus, ¢esto dlakavi 1 mirisavi. Listovi su sitni,
sirokojajasti ili okruglasti, ili pak kopljasti do linearni, te manje-vise prevrnutog ruba. Cvjetovi
su sjedeci ili na kratkim stapkama, crvene, ljubicaste, blijedoljubicaste boje ili bijeli. Vjenci¢ i
prasnici sliéni su kao u roda Satureja, a ¢aska ima 13 do 15 zila i 5 jednakih zubaca s dugim

Siljcima (Forenbacher, 2001).

1.1.3. Micromeria croatica (Pers.) Schott, hrvatska bresina

M. croatica niska je trajnica kratkih stabljika, zdruzenih u busen, koje su malo razgranjene i
obrasle dlakama. Listovi su sjede¢i, cjeloviti i dlakavi. Donji su okruglasti, a gornji vise jajasti
ili jajasto kopljasti i §iljati. Po 2 do 3 cvijeta zajedno su u pazu$cima gornjih listova. Caska je
cjevasta i dlakava, a vjenCi¢ ljubicaste ili purpurne boje, izvana dlakav. Gornja je usna
izrubljena, a donja troreznjasta. Cvate od 7. do 9. mjeseca. Hrvatska bresina endemicna je biljka
sjeverozapadnog dijela Dinarskih planina, osobito Velebita, te karakteristicna vrsta tog
podrucja. Raste u pukotinama stijena s humusom i na kamenjarskim travnjacima gorskog i

pretplaninskog podrucja ( Forenbacher, 2001).



Slika 1: Micromeria croatica (Pers.) Schott, hrvatska bresina, (preuzeto s
https://hirc.botanic.hr/fcd/)

1.1.4. Micromeria juliana (L.) Bentham ex Rchb., primorska bresina

M. juliana patuljasti je grm uspravnih stabljika visokih do 40 cm, prekrivenih dlac¢icama.
Listovi su 3-8 mm dugacki, 1-2,5 mm Siroki, prekriveni kratkim dlacicama, ponajvise na
nali¢ju. Cvjetovi su dvodomni, 4-20 uredenih u prsljenove. Lapovi su iste duljine kao casica
cvijeta. Caska je duga 2,5-3,5 mm, bez dla¢ica u podnoZju, s izduZenim, rigidnim, blago
nejednakim zupcima. Vjenci¢ je ljubicast, dug 5 mm. Rasprostranjena je u Portugalu,
jugoisto¢noj Francuskoj, Korzici, Kreti, Italiji, Siciliji, Hrvatskoj, Bosni i Hrecegovini, Crnoj

Gori, Makedoniji, Bugarskoj, Turskoj 1 Grékoj (Kremer 1 sur., 2014).



Slika 2: Micromeria juliana (L.) Bentham. ex Rchb., primorska bresina (preuzeto s
https://hirc.botanic.hr/fcd/)

1.1.5. Micromeria thymifolia (Scop.) Fritsch, gorska bresina

M. thymifolia je polugrm tankih i krkih grana smede i sjajne kore. Stabljike su uspravne ili
povijene (20-40cm), a listovi su tanki, blijede zelene boje i goli, na posve kratkoj peteljci.
Oblika su jajasto kopljastog, tupog vrha, dugi 1-2 cm, a siroki 3-8 mm. Gornji su listovi prema
vrhu stabljike sve manyji i sjede¢i. Cvjetovi su skupljeni u duge klasaste cvjetove sastavljene od
8 do 18 priljenasto rasporedenih skupina od 5 do 10 cvjetova. Caska ima kratke, trokutaste
zupce, ¢esto ljubicaste boje. Vjenci¢ ima oko 0,5 cm dugu, bijelu cijev i dvousnat obod. Gornja
je usna bjelkaste do blijede ljubicaste boje, a donja bijela s ljubicastim toc¢kama. Cvate u 8.19.
mjesecu. Ova vrsta bresine Cesta je medu kamenjem, u pukotinama stijena i na tocilima
(Velebita), pocevsi od donje granice bukve pa do pretplaninskih (700-1500m) polozaja (
Forenbacher, 2001).



N dod O

Slika 3: Micromeria thymifolia (Scop.) Fritsch, (gorska bresina), (preuzeto s
https://hirc.botanic.hr/fcd/)

1.2. Pregled dosadaSnjih istraZzivanja odabranih vrsta
roda Micromeria

Vladimir-Knezevi¢ i suradnici 2011. ispitivali su antioksidacijsku aktivnost 3 odabrane
Micromeria vrste koje rastu u Hrvatskoj ( M. juliana, M. thymifolia, M. croatica ) koriste¢i 5
razli¢itih ispitivanja u usporedbi s biljnim polifenolnim sastavnicama i referentnim
antioksidansima. Svi proucavani etanolni ekstrakti uzoraka biljaka pokazali su znacajnu
aktivnost u neutralizaciji slobodnih OH i DPPH radikala, sposobnost redukcije i kelacije metala,
te ukupnu antioksidativnu sposobnost s poretkom M. croatica >M. juliana > M. thymifolia..
Snazna korelacija utvrdena je izmedu antioksidacijske aktivnosti i sadrzaja fenolnih kiselina i

tanina indicirajuc¢i da su oni uzrok djelotvornosti ispitivanih biljaka.

Vuko i suradnici 2019. proucavali su antifitoviralnu aktivnost etericnog ulja M. croatica i
rezultati su indicirali da sastavnice eteritnog ulja mogu potaknuti odgovor na virusnu

infekciju. Tretman etericnim uljem promijenio je razinu genske ekspresije alternativne oksidaze



u zarazenim Arabidopsis biljkama, indiciraju¢i povezanost izmedu tretmana etericnim uljem

M. croatica, ekspresije aox gena i razvoja virusne infekcije.

Vladimir-Knezevi¢ i suradnici 2015. napravili su studiju o hepatoprotektivnoj aktivnosti i
moguc¢im mehanizmima etanolnog ekstrakta M. croatica koriste¢i model inducirane ozljede
jetre miSeva pomocdu tetraklorougljika. Rezultati studije pokazali su da M. croatica uz
antifibroti¢ki potencijal ima i in vivo antioksidacijsko i protuupalno djelovanje, te da ima

sposobnost prevencije nekroze jetre i suprimiranja hepaticke fibrinogeneze.

Samec i suradnici 2015. objavili su prvi rad o polifenolnom sastavu i antioksidacijskom
kapacitetu metanolnih ekstrakata M. croatica u ovisnosti o biljnom organu i podruéju rasta.
Ekstrakt lista M. croatica sa Baci¢ kuka sadrzavao je najveci udio ukupnih polifenola i
flavonoida, posljedi¢no pokazuju¢i najveci antioksidacijski kapacitet, te je isti ekstrakt imao
najvisi ACI (Antioxidant composite index). Rezultati su pokazali da udio analiziranih

sastavnica u vrsti M. croatica viSe ovisi o organu biljke nego o lokaciji rasta.

List M. croatica s Baci¢ kuka pokazao je protektivno djelovanje prema lipidima i DNA, dok je
u ispitivanjima djelovanja na proteine imao antioksidacijsko djelovanje u niskim
koncentracijama, a prooksidativno u viSim koncentracijama. U viSim koncentracijama ekstrakt
je imao citotoksi¢no djelovanje u Hep2 stanicama i inducirao stvaranje reaktivnih kisikovih

spojeva.

Bukvicki 1 suradnici 2016. istrazili su kemijski sastavi i antimikrobnu aktivnost eteri¢nog ulja
M. thymifolia, te njegovu djelovanje na medustani¢nu komunikaciju izmedu bakterija vrste
Pseudomonas aeruginosae. Limonen, piperiton oksid i piperiton epoksid utvrdeni su kao glavne

sastavnice koriste¢i GC-masenu spektrometriju.

In vitro antimikrobna aktivnost eteri¢nog ulja testirana je na 6 bakterijskih i 7 gljivi¢nih sojeva,

te je uoCen visoki antimikrobni potencijal.

Inhibitorni ucinak eteriénog ulja na medustani¢ne komunikacije testiran je pri subMIC
koncentracijama. Ova studija pokazala je da eteri¢no ulje M. thymifolia posjeduje sposobnost

inhibicije medustani¢ne komunikacije bakterija.



Tosi¢ i suradnici 2019. ispitivali su fitokemijski sastav i antimikrobnu aktivnost samonikle i in
vitro uzgojene vrste M. croatica. In vitro uzroci su uzgajani na MS mediju bez biljnih faktora
rasta ili su suplementirane kinetinom. Dokazano je da eteri¢no ulje samonikle i in vitro uzgojene
vrste M. croatica ima 44 sastavnice od kojih su dominantni oksigenirani monoterpeni. Borneol
je glavna sastavnica identificirana u nativnim (25,28%) i in vitro uzgojenim biljkama (20,30%).
Udio ukupnih seskviterpena bio je znatno manji u in vitro uzgojenim uzrocima nego u
samoniklim uzrocima. Tretman kinetinom uzrokovao je pojacano stvaranje eteri¢nog ulja i
produkciju oksigeniranih monoterpena od ¢ega su najviSu koncentraciju imali borneol 1 cis-p-
menta-1(7),8-dien-ol. In vitro uzgoj uzrokovao je povecano stvaranje eteri¢nog ulja kao i

kvantitativne promjene u njegovom sastavu.

Antimikrobna aktivnost analizirana je mirkodilucijskom metodom. Ekstrakti dobiveni iz in

vitro kulture imali su bolje antibakterijsko djelovanje od nativnih kultura, pri cemu su Bacillus

Stojanovi¢ 1 suradnici 2005. ispitivali su sastav 1 antimikrobnu aktivnost etericnog ulja M.
juliana i M. cristata GC-MS analizom. Glavne sastavnice M. cristata koje su odredene su
isoborneol (11,3%), borneol (8,5%), verbenon (8,2%), 10-epi-a-cardinol i tujan-3-ol, a kod M.
juliana verbenol (11,8%), timol (10,8%), kariofilen oksid (10,5%), borneol (9,3%) i mirtenal
(7,1%). Antimikrobna aktivnost etanolnih ekstrakata ispitivana je disk difuzijskom metodom s
ampicilinom kao standardom na 6 mikroorganizama (E.coli, S. aureus, P. aeruginosa, K.
pneumoniae, S. enteridis i A. niger). Pri razrjedenju 1:20 djelovanje djelovanje oba eteri¢na ulja

bilo je umjereno, dok pri 1:40 razrjedenju ulja su pokazala slabu do gotovo nikakvu aktivnost.



1.3. Polifenoli 1 ostale sastavnice vrsta roda Micromeria

1.3.1. Polifenoli

Siroko rasprostranjeni u biljnom carstvu i u naSoj prehrani, polifenoli su danas jedni od
najpopularnijih fitokemijskih spojeva. Poznato je nekoliko tisuéa komponenti dobivenih iz
biljaka, koje imaju viSe od jedne fenolne hidroksilne grupe koja se nalazi na benzenskom
prstenu, Sto ih klasificira u polifenole. U posljednje vrijeme polifenoli su postali vazni zbog
njihove potencijalne upotrebe u profilaksi i terpiji mnogih bolesti zbog ¢ega su postali tema
mnogih znanstvenih radova koji se fokusiraju na njihove antioksidacijske ucinke. Biljni
polifenoli osobito su proucavani zbog zastite od mnogih bolesti povezanih s oksidacijskim
stresom i §tetom uzrokovanom slobodnim radikalima pri ¢emu dolazi do kardiovaskularnih i
neurodegenerativnih bolesti, raka, dijabetesa, autoimunih poremecaja i nekih upalnih bolesti.
Fenolne sastavnice sveprisutne su u biljkama, ali njihova distribucija u biljnom tkivu, stani¢nim
i substani¢nim razinama nije jednaka. Netopljivi fenoli prisutni su u stani¢énim stijenkama, dok
su topljivi prisutni u vakuolama. U biljkama sudjeluju u razli¢itom funkcijama kao $to su
struktura, pigmentacija, oprasivanje, otpornost na patogene i biljojede, rast i razvoj. Netopljivi
fenoli daju mehanicku snagu stanicama i imaju regulatornu ulogu u rastu 1 morfogenezi biljke,

dok su topljivi fenoli odgovorni za obranu od stresa i patogena.

Vecina biljnih fenola potjece od trans-cimetne kiseline, koja nastaje iz L-fenilalanina. Biljke
sintetiziraju nekoliko tisu¢a poznatih razliCitih fenolnih sastavnica ¢ija karakterizacija
kontinuirano raste. Okarakterizirane su kao najobilniji biljni sekundarni metaboliti s visoko
varijabilnim strukturama, od jednostavnih molekula kao $to su fenolne kiseline, do visoko
polimeriziranih supstanci kao $to su tanini. Zajednicka znacajka svih biljnih fenolnih sastavnica
prisustvo je hidroksilno supstituiranog benzenskog prstena u njihovoj strukturi, te su
klasificirani u razli¢ite grupe prema broju fenolnih prstena, ili prema strukturnim elementima
koji te prstene povezuju, dok su ustanovljene razlike izmedu flavonoida, fenolnih kiselina,
stilbena i lignana (Slika 4). Najcesce se pojavljuju u konjugiranoj formi s jednim ili vise
Secernih ostataka vezanih za hidroksilne grupe, iako postoje oblici koji imaju direktno vezan
Secer na aromatski C atom. Studije na ljudima pokazuju da biljni polifenoli mogu smanjiti rizik
od razli¢itih kroni¢nih bolesti, ali mora biti provedeno jo§ znanstvenih istrazivanja koji bi

definitivnim dokazima potkrijepili njihovu protektivnu ulogu. Smatra se da polifenoli mogu biti



antioksidansi putem razli¢itog broja mehanizama — neutralizacijom slobodnih radikala u kojem
polifenoli prekidaju njihov lanac djelovanja, kao i smanjivanjem njihove produkcije putem
regulacije enzimske aktivnosti ili kelacijom metalnih iona ukljucenih u formiranje slobodnih
radikala. Interakcija izmedu polifenolnih sastavnica i drugih fizioloskih antioksidansa takoder
je jedan od mogu¢ih fizioloskih puteva. Polifenolne sastavnice posjeduju idealnu strukturu za
neutralizaciju slobodnih radikala zbog toga Sto imaju fenolne hidroksilne grupe koje posjeduju
sposobnost doniranja vodikovog atoma ili elektrona slobodnom radikalu i konjugirani
aromatski sustav koji moze delokalizirati nespareni elektron (Vladimir-Knezevi¢ i sur., 2012).
TLC kromatografijom utvrdeno je da etanolni ekstrakti M. croatica, M. thymifolia i M. juliana
sadrze flavonoide, fenolne kiseline i tanine. Potvrdeno je da su flavonoidi derivati apigenina,
acacetina 1 luteolina. Dvije fenolne kiseline identificirane su kao klorogenska 1 ruZmarinska, pri
¢emu je utvrdeno da je ruzmarinska kiselina dominantna komponenta etanolnih ekstrakata vrsta

roda Micromeria (Vladimir Knezevi¢ i sur., 2011).

R
8
R,
OH HO —
Ry
o R,
Phenolic acids (hvdroxy-benzioc & cinnamic acids) Flavonoids
CH;0 CH,0H
HO O
O HO CH;OH
HO
OCH;
OH
Stilbenes Lignans

Slika 4: Prikaz kemijskih struktura fenolnih kiselina, flavonoida, stilbena i lignana (Pandey i
sur., 2009)



1.3.2. Ostale sastavnice vrsta roda Micromeria

Eteri¢no ulje M. juliana analizirano je GC/MS analizom i ustanovljeno je da sadrzava 64
sastavnice od kojih su vazni ugljikovodici alfa pinen (7.2-10.6%) i beta pinen (4.9-7.0%), kao
i monoterpeni, te beta kariofilen (2.5-4.2%) i seskviterpen alfa gurjunen (2.1-6.4%).
Najznacajniji oksigenirani monoterpeni su linalol (4.7-7.6%), uklju¢ujuci i njegove furanoidne
cis- i trans- okside (3.5-4.6%), te borneol (2.2-3.5%). Ostali monoterpeni, seksviterpeni kao i

ostale ne terpenoidne sastavnice prisutni su u tragovima (Masteli¢ i sur., 2005).

U eteri¢nom ulju M. thymifolia identificirana je 21 sastavnica koja obuhvaca 78.2% od ukupnog
sastava etericnog ulja. Najznacajnije sastavnice su pulegon (50,4%), piperitenon (10,3%) 1

piperitenon oksid (4,3%) (Savikin i sur., 2010).

Sastav eteri¢nog ulja M. croatica obuhvaca 27 do 39 sastavnica medu kojima su najznacajniji

kariofilen oksid i E- kariofilen (Kremer i sur., 2012).

1.4. Oksidacijski stres, lipidna peroksidacija i u¢inci NO

1.4.1. Oksidacijski stres

Prirodni antioksidansi intenzivno se istrazuju desetlje¢ima u svrhu sprjeCavanja razliCitih
bolesti koje su uzrokovane oksidacijskim stresom i djelovanjima slobodnih radikala.
Oksidacijski stres povezan je s patogenim mehanizmima mnogih bolesti ukljuéujuci
aterosklerozu, neurodegenerativne bolesti, karcinom, dijabetes, upalne bolesti i proces starenja.
Definiran je kao neravnoteza izmedu stvaranja slobodnih radikala i reaktivnih metabolita, tzv.
oksidansa, te takoder ukljucuje njihovu eliminaciju putem zaStitnih mehanizama, koji se jo§
nazivaju i antioksidativni sustavi. Ta neravnoteza uzrokuje oSteCenje vaznih biomolekula i
organa s potencijalnim djelovanjem na cijeli organizam. Antioksidansi mogu odgoditi,
inhibirati ili prevenirati oksidaciju tvari sklonih oksidacijskom procesu uklanjanjem slobodnih
radikala te smanjenjem oksidacijskog stresa. (Vladimir-Knezevi¢ i sur., 2011). Slobodni
radikali jesu vrlo nestabilne kemijske Cestice koje u vanjskoj ljusci imaju nespareni elektron.
Nastaju homolitickim cijepanjem kovalentne veze, pri ¢emu svaki elektron ostaje vezan u

susjednom atomu. Zbog nesparenog elektrona, slobodni su radikali vrlo reaktivni i njihovo je
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stvaranje u uskoj sprezi s aerobnim metabolizmom. Relativno male koli¢ine reaktivnih
kisikovih vrsta (ROS) trajno se proizvode u svim aerobnim organizmima. Velike koli¢ine ili
nedovoljno ucinkovito uklanjanje ROS uzrokuje oksidacijskim stresom koji moze ostetiti
bioloske makromolekule i uzrokovati metabolicke poremecaje. ROS ima neprijepornu vaznost
U mnogobrojnim procesima, primjerice u unutarstani¢noj signalizaciji, proliferaciji, apoptozi i
imunoloskom odgovoru. Aktivirane fagociticke stanice poput monocita, neutrofila, eozinofila
i makrofaga, proizvode ROS kao dio mehanizma uniStavanja mikroorganizama nakon
fagocitoze. S druge strane pak, kisikovi radikali mogu uzrokovati lipidnu peroksidaciju,
ostecenje DNA i proteina, te oksidirati gotovo svaku molekulu (Stefan i sur., 2007.).
Hidroksilni radikali uzrokuju oksidacijsko ostecenje stanica jer nespecifiéno napadaju
biomolekule locirane manje od nekoliko nanometara od mjesta njegove generacije uzrokujuci
razliCite stanicne poremecaje kao Sto su neurodegenrativne bolesti, rak i1 kardiovaskularne
bolesti. Smatra se da se hidroksilni radikali u bioloskim sustavima formiraju putem redoks
ciklickog sustava pomocéu Fentonove reakcije, gdje slobodni ion Zeljeza (Fe?') reagira sa
hidrogen peroksidom i Haber-Weissove reakcije koja rezultira produkcijom Fe?* kad
superoksid reagira s feri ionom Zeljeza (Fe3*). Takoder, razli¢iti prijelazni metali ukljuéujuéi
Cu, Ni, Co 1 V mogu uzrokovati stvaranje hidroksilnih radikala u zivim stanicama (Ayala i sur.,

2014)

1.4.2. Lipidna peroksidacija

Trigliceridi su pohranjeni u razli¢itim stanicama, ali posebice u masnom tkivu, te su glavni
oblik rezervne energije u sisavaca. Polarni lipidi strukturne su komponente stani¢ne membrane
gdje sudjeluju u stvaranju permeabilne membrane stanica i organela u obliku lipidne barijere,
te modificiranjem biofizickih aspekata membrane kao Sto su polarnost i permeabilnost utjecu
na njezino fiziolosko stanje, te takoder imaju klju¢nu ulogu u biologiji kao signalne molekule
(Ayala i sur., 2014). Lipidna peroksidacija dio je etiologije razli¢itih bolesti. Njezin proces
moZe zapoceti razli¢itim oksidansima ukljuujuéi vodikov peroksid, superoksid i visoko
reaktivne hidroksilne radikale tijekom patoloSkih stanja ili izloZenosti ksenobioticima 1
oneci§¢enjima okolisa (Slika 5). Lipidna peroksidacija moze uzrokovati promjene proteinske
strukture stani¢nih membrana i njezine funkcije, dok neprimije¢ena moze biti uzrokom stani¢ne
disfunkcije 1 oStecenja tkiva (Ramana i sur., 2016). Hidroperoksilni radikal ima vaznu ulogu u

mehanizmu lipidne peroksidacije. Ova protonirana forma superoksida potice stvaranje

11



vodikovog peroksida koji moze reagirati s redoks aktivnim metalima ukljuc¢ujuéi zeljezo i bakar
pri ¢emu nastaju hidroksilni radikali putem Fentonove i Haber-Weissove reakcije.
Hidroperoksilni radikal jaci je oksidans od anionskog radikala superoksida i ima sposobnost
inicijacije lancane reakcije polinezasi¢enih masnih kiselina, te kao posljedicu ima oStecenje
stani¢ne membrane. Pri subtoksi¢nim uvjetima lipidne peroksidacije, stanice se pomocu sustava
antioksidansa ili aktivacije signalnog puta koji regulira antioksidanse mogu odrzati i prezivjeti.
U suprotnosti, pri toksi¢énim uvjetima opseg lipidne peroksidacije veéi je od sposobnosti
popravka stanice i stanica inducira apoptozu ili nekroti¢nu programiranu smrt. Posljedi¢no,
oba procesa uzrokuju oStecenje stanice §to moze uzrokovati razli¢ita patoloska stanja i1 ubrzati
starenje. Primarni produkti lipidne peroksidacije su lipidni hidroperoksidi, dok su sekundarni
produkti aldehidi, pri ¢emu je malondialdehid najveéi mutagen, a 4-hidroksinonenal
mitohondriji, plazma membrane, endoplazmatski retikulum i peroksisomi putem razli¢itih
mehanizama, ukljucujuéi enzimatske reakcije 1/ili autooksidaciju razli¢itih sastavnica kao Sto
su kateholamini 1 hidrokinoni. Razli¢iti egzogeni stimulansi kao ionizacijsko 1 UV zracenje,
duhanski dim, infekcije patogenima, okoli$ni toksini te izloZenost herbicidima i insekticidima

izvori su produkcije reaktivnih kisikovih vrsta in vivo. (Ayala i sur., 2014)
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Slika 5: Prikaz procesa lipidne peroksidacije. U inicijacijskom procesu prooksidansi oduzimaju
nezasi¢enom lipidu vodikov ion ¢ime se formira nezasi¢eni lipidni radikal koji je nestabilan i
prelazi u stabilniji oblik - konjugirani dien (reakcija 1). U fazi propagacije konjugirani dien
reagira s kisikom i nastaje lipidni peroksi radikal (reakcija 2). Lipidni peroksi radikal moze
oduzeti vodik drugom nezasi¢enom lipidu i generirati novi nezasiceni lipidni radikal i lipidni
hidroperoksid (reakcija 3). U fazi terminacije antioksidanti doniraju vodikov atom lipidnom

peroksi radikalu ¢ime nastaju neradikalni spojevi (reakcija 4). (Ayala i sur., 2014).

1.4.3. Ucinc1t NO

Dusikov oksid plin je i slobodni radikal koji ima vaznu ulogu u fiziologiji. Sintetizira se
enzimatski iz aminokiseline L-arginina u velikom broju tkiva pomo¢u 3 izoforme dusik oksid
sintaze, od kojih je jedna inducibilna i moze formirati velik broj molekula dusikovog oksida.
Dusikov oksid vazan je u endotel ovisnoj regulaciji protoka krvi i krvnog tlaka, kao i u aktivaciji
trombocita. Takoder, prepoznat je kao neurotransmiter u odredenim neuronima, te s ostalim
slobodnim radikalima vazan je kao primarni obrambeni mehanizam od napada razli¢itih
mikrorganizama. Ulazi u bliske interakcije s proteinima koji sadrze Zeljezo i1 veZe se za hem
¢ime aktivira gvanil ciklazu koja sudjeluje u sintezi ciklickog GMP koji na molekularnoj razini
aktivira razli¢ite puteve Cija je uloga propagacija razli¢itog fizioloskog djelovanja dusikovog
oksida. Razli¢ite modifikacije strukture enzima i strukturnih proteina posljedica su reakcije
molekula duSikovog oksida sa slobodnim radikalima kao $to su kisikov i superoksidni anion pri
¢emu nastaju reaktivni oksidansi koji modificiraju proteine, aminokiseline i tiolne grupe
nitracijom i nitrozacijom. Modifikacije proteina pod utjecajem dusSikovog oksida evidentne su
u upalnim procesima i u odredenom opsegu u patologiji vezanoj za te procese (Bruckdorfer,
2005). Uslijed hipoksic¢nih uvjeta respiratorni lanac u mitohondrijima proizvodi dusikov oksid
koji moZe generirati stvaranje reaktivnih duSikovih vrsta (RNS). ROS/RNS mogu dalje
generirati ostale reaktivne vrste inducirajuéi lipidnu peroksidaciju (Vladimir Knezevi¢ i sur.,
2012). Tako reaktivne kisikove i duSikove vrste igraju vaznu ulogu u mnogim bioloSkim
procesima 1 ukljueni su u obranu domacina, njihovo preveliko stvaranje, kao i stvaranje
hidroksil radikala, hidrogen peroksida, superoksidnih aniona i peroksil nitrita doprinosi
imunopatologiji razli¢itih stanja, ukljucuju¢i upalne bolesti, rak, aterosklerozu, dijabetes,
hipertenziju, AIDS, proces starenja i propadanja hrane (Awabh i Verla, 2010). Kako bi sprijecili

Stetni utjecaj ROS/RNS, antioksidacijske strategije ukljucuju ili pojacanje endogene obrane
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putem antioksidacjskih enzima (superoksid dismutaze, glutation peroksidaze, glutation
reduktaze i katalaze) ili pojaCanjem neenzimatske obrane (glutation, vitamini) pomocu

farmakoloskih sredstava ili prehrane (Vladimir Knezevi¢ i sur., 2012).

2. OBRAZLOZENJE TEME

Zbog stresnog 1 ubrzanog nacina Zivota, sve je veCi interes za istrazivanjem prirodnih
antioksidansa kao $to su polifenoli, koji ne samo da se potencijalno mogu primijeniti u terapiji
razli¢ith bolesti uzrokovanih oksidacijskim stresom i slobodnim radikalima, nego i u njihovoj
prevenciji. Stoga u okviru ovog diplomskog rada istraZzene su tri vrste roda Micromeria kod
kojih je potvrden polifenolni sastav i dio su hrvatske flore: M. croatica, M. juliana i M.
thymifolia. Cilj ovog diplomskog rada bio je istraziti antioksidacijsko djelovanje nadzemnih
dijelova odabranih vrsta roda Micromeria odredujuci sposobnost hvatanja radikala dusikovog
(1) oksida i inhibiciju lipidne peroksidacije spektrofotometrijskim metodama kako bi se

doprinjelo znanstevnim spoznajama o antioksidacijskoj aktivnosti istih.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Istrazivani biljni materijal

Nadzemni dijelovi tri odabrane vrste roda Micromeria Bentham (Lamiaceae) sakupljani su u

razdoblju pune cvatnje na razli¢itim lokacijama u Republici Hrvatskoj

3.1.2. Instrumenti i pribor

analiticka vaga (Mettler-Toledo, Svicarska-SAD)

centrifuga EBA 20 (Hettich Lab Technology, Tuttlingen, Njemacka)

tekator Cyclotec (Foss, Hilleroed, Danska)

UV-VIS spektrofotometar Helios y (Spectronic unicam, Cambridge, Velika Britanija).
rotacijski vakum-upariva¢ Biichi (Biichi labortehnik AG, Postfach, Svicarska)
ultrazvuc¢na kupelj Sonorex Digital 10 P (Bandelin, Berlin, Njemacka)

automatske pipete (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

3.1.3. Reagensi, standardi i ostale kemikalije

U eksperimenatalnom dijelu rada koriSteni su sljedeci reagensi, standardi i ostale kemikalije:
Askorbinska kiselina (Fluka, Buchs, Svicarska)
Butilhidroksitoluen (Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD)

Dimetil sulfoksid (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska)
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Ekstrakt govedeg mozga (Merck, Darmstadt, Njemacka)
Fosforna kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Fosfatni pufer (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
Natrij-nitroprusid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Natrij hidroksid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
Naftiletilendiamin hidroklorid (Merck, Darmstadt, Njemacka)
Rutin (Fluka, Buchs, §Vicarska)

Ruzmarinska kiselina (Fluka, Buchs, Svicarska)
Sulfanilamid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
Tiobarbiturna kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Trikloroctena kiselina (Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD)

Zeljezo (I1T) klorid (bezvodno) (Merck, Darmstadt, Njemadcka)
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3.2. Istrazivanje antioksidacijskog djelovanja

3.2.1. Priprema biljnih ekstrakata vrsta roda Micromeria

Osuseni 1 praskasto usitnjeni nadzemni dijelovi ispitivaih vrsta roda Micromeria (5 Q)
ekstrahirani su s 50 mL 70%-tnog etanola na ultrazvu¢noj kupelji 30 minuta. Dobiveni ekstrakti
filtrirani su preko Whatman br. 1 filtar-papira, uz pomo¢ Buchnerovog lijevka. Biljni materijal
koji je zaostao na filtar-papiru ponovno je ekstrahiran na gore naveden nacin. Sjedinjeni filtrati
su upareni primjenom rotacijskog vakuum-uparivaca pri 50 C, a dobiveni smolasti ostatak je
liofiliziran. Iskoristivost ekstrakcije iznosila je 21,60%, 19,25% i 18,28% za ekstrakte vrsta M.
croatica, M. juliana i M. thymifolia. Pripremljeni biljni ekstrakti pohranjeni su na -20 C i

koristeni kao uzorci za fitokemijska ispitivanja.

3.2.2. Odredivanje sposobnosti hvatanja radikala duSikovog(Il) oksida

KoriStena je spektrofotometrijska metoda (Razali i sur., 2008) u odredivanju sposobnosti
hvatanja radikala duSikovog(Il) oksida. U 7 epruveta pripremili smo niz serijskih razrijedenja
uzorka u 1,0 mL prikladnog otapala (otapalo s kojim je pripremljen ekstrakt) tako da konacne
koncentracije uzorka u reakcijskoj smjesi budu u rasponu koncentracija 6,25-400 pug/mL. U 3
kontrolne epruvete umjesto uzorka stavili Smo 96%-tni etanol, svako odedivanje provodi se u
duplikatu. U svaku epruvetu dodali smo po 1,0 mL svjeZe pripravljene 10mM otopine natrijeva
nitroprusida u PBS-u (0,01 mM, pH 7.4) primjenom repetitivne pipete da se ujedno promijesa
sadrzaj epruvete. Zatim se reakcijska smjesa se inkubira pri sobnoj temperaturi tijekom 120
min. Nakon inkubacije, 0,5 mL reakcijske smjese prebacili smo u Ciste epruvete i pomijesali s
0,1%-tnom otopinom naftiletilendiamina hidroklorida (NED), te se sadrzaj epruvete promijesa.
Odmah nakon dodatka reagensa izmjerili smo apsorbanciju na 540 nm, u odnosu na slijepu
probu koja sarzi 250 pL PBS-a, 250 pL etanola, 1,0 mL 5%-tne fosforne kiseline i 1,0 mL

destilirane vode (zero base).

Postotak inhibicije: Sposobnost hvatanja NO radikala, izraZena u postocima, izraéna se prema

sljedec¢em izrazu:

Ao—A1

x100

% NO antiradikalne sposobnosti =
0
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Gdje Ao predstavlja apsorbanciju kontrolne otopine koja je umjesto testiranog uzorka
sadrzavala jednaku koli¢inu otapala, dok Ai predstavlja apsorbanciju ispitivane otopine.
Koncentracija uzorka koja ostvaruje 50%-tni u¢inak (ICsg) dobivena je interpolacijom na

temelju regresijske analize odnosa koncentracije i u¢inka.

3.2.3. Odredivanje sposobnosti inhibicije lipidne peroksidacije

Sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije odredili smo spektrofotometrijskom metodom
(Houghton i sur., 1995). Pripremili smo niz serijskih razrijedenja uzorka u DMSO-u tako da
kona¢ne koncentracije uzorka u reakcijskoj smjesi budu 3,125 do 200 pg/mL. 500 pL
suspenzije ekstrakta govedeg mozga pomijesali smo s 10 UL otopine uzorka. U 4 kontrolne
epruvete umjesto uzorka dodali smo 10 pL DMSO-a (2 epruvete za pozitivnu i 2 epruvete za
negativnu kontrolu). U svaku epruvetu osim u negativne kontrole dodali smo redom 100 pL
ImM otopine Zelejezovog(III) klorida, 290 pL 10mM PBS-a (pH 7,4) i 100 uL 1mM otopine
askorbinske Kiseline, dok smo u negativne kontrole dodali po 100 pL FeCls i askorbinske
kiseline i 200 pL H20. Reakcijsku smjesu inkubirali smo 60 minuta na 37 C. Zatim smo dodali
1mL 1%-tne otopine tiobarbiturne kiseline u 0,05 M otopini NaOH, 1 mL 2,8%-tne otopine
trikloroctene kiseline i 0,1 mL 2%-tne otopine BHT-a. Sadrzaj smo zagrijavali 20 minuta u
vodenoj kupelji na 100 °C (epruvete smo stavili u ¢asu s vodom, pokrili papirnatim ru¢nicima
i petrijevom zdjelicom, te staviliu vodenu kupelj). Nakon hladenja dodali smo 2 mL n-butanola
i centrifugirali tijekom 5 minuta pri 3000 okretaja/min, te po 1 mL prebacili u Ciste epruvete.
Izmjerili smo apsorbanciju na 532 nm u odnosu na n-butanol kao slijepu probu (zero base).
Usporedno se testira neki flavonoid (fisetin, kvercetin, luteolin) koji sluzi kao referentni

inhibitor lipidne peroksidacije.

Postotak inhibicije lipidne peroksidacije izracunat je za svaki ispitivani uzorak prema sljedecem

izrazu:

D=4 4100

% inhibicije lipidne peroksidacije=
0

Gdje je Ao apsorbancija kontrolne otopine koja je umjesto testiranog uzorka sadrzavala jednaku

koli¢inu otapala (DMSO), a A1 apsorbancija ispitivane otopine
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3.3. StatistiCka analiza

Za statistiCku analizu koriSten je program Microsoft Excel 2016 programskog paketa Microsoft
Office (Microsoft, SAD). Dobiveni rezultati prikazani su kao srednja vrijednost + standardna
devijacija triju odredivanja. Koncentracije uzoraka koje iskazuju 50%-tni ucinak (ICso)

dobivene su interpolacijom na temelju linijske regresijske analize koncentracije i apsorbancije.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Odredivanje sposobnosti hvatanja slobodnih radikala

dusikovog (II) oksida

Da bi se ispitala sposobnost hvatanja slobodnih radikala dusikovog (II) oksida provedeno je
spektrofotometrijsko ispitivanje odabranih vrsta roda Micromeria. Na temelju dobivenih
apsorbancija u usporedbi s rutinom, askorbinskom 1 ruzmarinskom kiselinom koji su koristeni
kao poredbene tvari, mogao se izracunati postotak inhibicije odabranih vrsta roda Micromeria.
Izvor NO radikala u koriStenoj metodi je natrijev nitroprusid, reagens koji u vodenoj otopini pri
fizioloskom pH (7,4) spontano oslobada NO. Nastali NO radikal reagira s kisikom, a njegovom
oksidacijom nastaju nitrit ioni kojima se koncentracija u reakcijskoj smjesi odreduje
spektrofotometrijski na temelju Griess-ove reakcije diazotacije (Slika 6). Apsorbancija
kromofora nastalog tijekom diazotacije nitrita sulfanilamidom i nakon toga sparivanjem s
naftilletilendiaminom ocitana je pri 532 nm u usporedbi s poredbenim otopinama.
Antioksidansi se natjecu s kisikom pri ¢emu dolazi do smanjene produkcije NO. (Sreejayan i
Rao, 1997) Intenzitet ljubicastog kompleksa ovisit ¢e o antioksidativnoj sposobnosti ispitivanih

vrsta i poredbenih tvari, kao i o njihovoj koncentraciji.

Kemijska reakcija: Nitroprusid pri fizioloSkom pH oslobada NO radikal koji reagira s kisikom

i nastaju nitrit ioni:
L[Fe™ (CN)s(H,0)]?” + NO s [Fe''(CN)s(NO1)]?~ + H,0

2NQOe + Oz 5 2NO?
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Slika 6: Griessova reakcija diazotacije (Sun i sur., 2003). Nitrit ioni reagiraju sa sulfanilamidom

i NED-om pri kiselom pH, te nastaju ljubicasti kompleks pri valnoj duljini 532 nm.

Da bi se ispitala antioksidativna sposobnost tri odabrane Micromeria vrste, pripremljen je
koncentracijski niz u duplikatu u rasponu od 12,5 pg/ml do 1600 up/ml, te za poredbene otopine
rutina, ruzmarinske i askorbinske kiseline u rasponu od 0,39 pg/ml do 100 pug/ml. Apsorbancija
je izmjerna na 532 nm u odnosu na n-butanol kao slijepu probu. Izra¢unata inhibicija slobodnih
radikala duSikovog (II) oksida za pojedine koncentracije izraZzena je u postocima (%). Iz
rezultata prikazanih u tablici uocljivo je da ekstrakti M. croatica, M. juliana i M. thymifolia
posjeduju sposobnost hvatanja slobodnih radikala dusikovog (II) oksida. Pri koncentracijama
od 25 pg/ml, 50 pg/ml i 100 pg/ml biljni ekstrakti pokazivali su antioksidacjska aktivnost
izraZzenu kao postotak inhibicije redom 17 - 23%, 40,7 - 41,2%, 56,2 - 56,8% (Tablica 1, Slika
7). Ispitivani biljni ekstrakti nisu pokazali znacajnije razlike u antioksidacijskoj aktivnosti. Kod
ekstrakata poredbenih otopina uo¢ljivo je da pri koncentracijama od 3,13 pg/ml, 6,25 pg/ml i
12,5 pg/ml pokazuju antioksidacijsku sposobnost u rasponu od 15 - 41%, 33 - 52%, 55 - 65%
(Tablica 2, Slika 8). Najvetu antioksidacijsku sposobnost pri ovim koncentracijama ima
ruzmarinska kiselina koja je pri koncentraciji 6,25 pg/ml neutralizirala viSe od 50% slobodnih
radikala dusikovog (II) oksida, no pri koncentracijama visim od 12,5 pg/ml askorbinska
kiselina je pokazala je najjaci antioksidacijski ucinak neutraliziravsi preko 98% slobodnih
radikala.
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Tablica 1: Sposobnost hvatanja slobodnih NO(II) radikala etanolnih ekstrakata Micromeria

vrsta

Sposobnost hvatanja slobodnih NO(I11) radikala (%)
Koncentracija (ug/ml) M. croatica M. juliana M. thymifolia

1600 57,2+ 3,6 58,2+ 3,0 73,2%0,1
800 64,7+ 1,6 60,9+ 0,0 75,5+0,1
400 66,6 + 0,9 66,6 £ 0,4 747+11
200 64,1 +0,4 658+ 15 68,8 £ 0,1
100 56,5+ 2,3 56,2+0,0 56,8 +2,1

50 40,7+ 04 41,2+0,0 40,7+ 3,3

25 23,0+4,1 16,6 + 0,0 16,9+ 7,9
12,5 12,8 +4,4 6,1+0,0 12,8 £ 6,3

Tablica 2: Sposobnost hvatanja slobodnih NO(II) radikala ruzmarinske kiseline, askorbinske

kiseline i rutina

Sposobnost hvatanja slobodnih NO(11) radikala (%)

Koncentracija (ug/ml) Askorbinska kiselina Rutin RuZmarinska kiselina

100 99,3+0,0 73,4+0,7 758+15

50 98,1+0,3 63,7+15 70,2+0,8

12,5 55,3+1,3 57,1+3,3 65,4 +0,6

6,25 391+238 33,3+59 523+14

3,13 23,3%+29 151+14 410+11

1,56 13,6 +7,0 10,3+£2,5 28,6 + 3,3

0,78 - 53+0,1 5,7+0,9
0,39 - 3,2+35 7,9+6,3
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Slika 7: Sposobnost hvatanja slobodnih NO(II) radikala ekstrakata Micromeria vrsta u

ovisnosti 0 koncentraciji.
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Graf pokazuje antioksidacijsku sposobnost Micromeria vrsta, pri ¢emu su M. thymifolia i M.
juliana imale sli¢nu sposobnost hvatanja slobodnih radikala, a M. croatica pokazala je ne$to
veci antioksidacijsku aktivnost pri nizim koncentracijama, te je takoder pri koncentraciji od
81,5 ug/ml neutralizirala 50% slobodnih radikala. Pri vi§im koncentracijama M. thymifolia
pokazala je najveéi antioksidativni kapacitet neutraliziravsi neSto vise od 70% slobodnih

radikala pri najvi$oj ispitivanoj koncentraciji.
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Slika 8: Sposobnost hvatanja slobodnih radikala NO(II) ruzmarinske Kiseline, askorbinske

kiseline i rutina u ovisnosti o koncentraciji.
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Graf prikazuje antioksidacijsku sposobnost etanolnih ekstrakata poredbenih otopina, pri ¢emu
jeruzmarinska kiselina pokazala najve¢u antioksidativnu sposobnost pri  niskim
koncentracijama jer je ve¢ pri 6,25 pug/ml neutralizirala vise od 50% slobodnih radikala, dok
su askorbinska kiselina i rutin imali sli¢ne rezultate, no pri viSim koncentracijama askorbinska
kiselina pokazala je vecu sposobnost hvatanja slobodnih radikala neutraliziravsi 99,3%
slobodnih radikala pri koncentraciji od 100 ug/ml, dok su ruzmarinska kisleina i rutin pri istoj

koncentraciji neutralizirale ne$to manje od 75,8 odnosno 73,4% slobodnih radikala.

Tablica 3: Prikaz ICs vrijednosti etanolnih ekstrakata vrsta roda Micromeria i poredbenih tvari

u ispitivanju hvatanja slobodnih radikala duSikovog (II) oksida.

I1Cso (ug/ml)
M. croatica M. thymifolia M. juliana Ask. kiselina Rutin Ruzm. kis.

815+1,4 82,0+3,8 88,1+4,4 10,6 +0,1 10,7 +0,9 6,1+0,1

ICso predstavlja koncentraciju pri kojoj ispitivana tvar iskazuje sposobnost da neutralizira 50%

slobodnih radikala. Rezultati prikazuju srednju vrijednost 1Cso £ standardna devijacija.
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4.2. Odredivanje sposobnosti inhibicije lipidne

peroksidacije

Sposobnost lipidne peroksidacije ekstrakata odabranih Micromeria  vrsta odredena je
spektrofotomterijski. Lancana reakcija oksidacijskih ostecenja fosfolipidnih liposoma
pripremljenih iz ekstrakta govedeg mozga potaknuta je dodatkom Fe®' iona i askorbinske
kiseline. Koli¢ina nastalih produkata, malondialdehida i drugih reaktivnih aldehida (4-
hidroksinonenal i 8-izoprostan), moze se odrediti spektrofotometrijski nakon reakcije s
tiobarbiturnom kiselinom, pri ¢emu nastaje ruziCasto obojeni kromogen s maksimumom
apsorbancije na 532 nm (Slika 9). Intenzitet obojenog kromogena ovisit ¢e o antioksidacijskoj

sposobnosti ekstrakata odabranih Micromeria vrsta, kao i o njihovoj koncentraciji.

+2Y Y Y+2H20
LW T T o W

OH

MDA TBA MDA-TBA; adduct

Slika 9: Reakcija malondialdehida i tiobarbiturne kiseline (Weitner i sur., 2016). Nastaje

ruzicasto obojeni kromogen s maksimumom apsorbancije na 532 nm.

Da bi se ispitala sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije ekstrakata odabranih Micromeria
vrsta, pripremljen je koncentracijski niz u duplikatu u rasponu od 50-800 pg/ml za svaki
ekstrakt, te u rasponu od 0,2-12,5 pg/ml za rutin i 3,13-100 pg/ml za ruzmarinsku kiselinu koji
su se u ispitivanju koristili kao poredbene tvari. Apsorbancija je izmjerena na 532 nm u odnosu
na n-butanol kao slijepu probu. Izracunata sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije izrazena
je u postocima (%). 1z rezultata prikazanih u Tablici 4 uocljivo je da ekstrakti M. croatica, M.
juliana i M. thymifolia posjeduju antioksidacijsku sposobnost, te su pri koncentracijama 100
pg/ml, 200 pg/ml, 400 pg/ml pokazivali sposobnost inhibicije izrazenu kao postotak redom
26,6-65,2%, 55,1-78,1%, 79,9-87,5%. M. croatica ve¢ pri 54,5 pg/ml pokazala
antioksidacijsku sposobnost neutraliziravsi 50% slobodnih radikala. Najvecu antioksidacijsku
sposobnost pri ovim koncentracijama pokazala je M. croatica, a najslabiju M. thymifolia. Pri

koncentraciji od 800 pg/ml sva tri ekstrakta pokazala su sposobnost inhibicije vise od 90%
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slobodnih radikala. Poredbena otopina rutina (Tablica 5, Slika 10) je pri koncentracijama 0,39

pg/ml, 0,78 pg/ml, 1,56 pg/ml imala antioksidativnu sposobnost 12,8%, 35,9% i 81,4%, dok je

pri koncentracijama 3,13 pg/ml, 6,25 pg/ml i 12,5 pg/ml pokazala sposobnost neutralizacije

vise od 90% slobodnih radikala. Poredbena otopina ruzmarinske kiseline (Tablica 6, Slika 10)

je pri koncentracijama 12,5 pg/ml, 25 pg/ml i 50 pg/ml imala sposobnost inhibicije lipidne

peroksidacije izrazenu kao postotak redom 28,5%, 44,2% 1 64,9%, te je pri koncentraciji 100

pg/ml neutralizirala 70,2% slobodnih radikala.

Tablica 4: Sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije ekstrakata odabranih Micromeria vrsta.

Sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije (%)
Koncentracija (pug/ml) M. croatica M. juliana M. thymifolia
800 98,8+ 1,7 90,5+1,3 943+1,2
400 87,5+4)9 79,9 £ 6,7 84,1+16,1
200 78,1+0,9 55,1+6,9 54,5+0,9
100 65,2 + 2,3 41,2+ 73 26,6 + 2,6
50 45,2+1,0 36,7 +2,6 26,4 +0,4

Tablica 5: Sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije poredbene otopine rutina.

Sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije (%)

Koncentracija (png/ml) Rutin
12,5 100,0+£1,9
6,25 97,1+£35
3,13 89,5+ 3,0
1,56 81,4+18
0,78 359+28
0,39 128+35
0,2 -
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Tablica 6: Sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije poredbene otopine ruzmarinske kiseline

Sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije (%)
Koncentracija (png/ml) Ruzmarinska kiselina
100 70,2+0,5
50 64,9+0,8
25 442 £0,7
12,5 285+15
6,25 173+1,3
3,13 7,1+£1,0

Slika 10: Ovisnost inhibicije lipidne peroksidacije ekstrakata M. thymifoliae, M. croaticae, M.

julianae i poredbenih otopina rutina i ruzmarinske kiseline u ovisnosti 0 njihovoj koncentraciji.

Sposobnost inhibicije lipidne
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Graf prikazuje sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije izrazenu kao postotak 3 odabrane
Micromeria vrste u rasponu koncentracije od 50 pg/ml do 800 pg/ml, te poredbenih otopina
rutina u rasponu od 0,2 pg/ml do 12,5 pg/ml i ruzmarinske kiseline od 3,13 pg/ml do 100 pg/ml.
Najvecu antioksidacijsku sposobnost pokazala je M. croatica, dok je pri najnizoj koncentraciji
od 50 pg/ml najmanju antioksidativnu sposobnost imala M. thymifolia, no pri koncentraciji od
200 ug/ml pokazala je jednako antioksidacijsko djelovanje kao M. juliana, dok je M. juliana
pokazala najmanje antioksidatcijsko djelovanje pri najve¢oj koncentraciji od 800 ug/ml. ICso
koncentracija je pri kojoj dolazi do neutralizacije 50% slobodnih radikala, pri ¢emu je M.
croatica neutralizirala 50% slobodnih radikala pri najnizoj koncentraciji (54,5 pg/ml), dok su
M. thymifolia i M. juliana imale sli¢ne rezultate. Rutin je ve¢ pri koncentraciji od 1,5 pg/ml
neutralizirao preko 80% slobodnih radikala, dok je pri koncentraciji od 12,5 pg/ml neutralizirao
100% slobodnih radikala pokazavisi tako vrlo jako antioksidativno djelovanje. RuZmarinska
kiselina je pri koncentraciji od 33,53 pg/ml neutralizirala 50% slobodnih radikala, dok je pri
koncentraciji od 100 pg/ml neutralizirala nesto vise od 70% slobodnih radikala. Time je
pokazala dobro antioksidacijsko djelovanje ali ipak slabije od rutina koji je ve¢ pri koncentraciji

od 1 pg/ml neutralizirao 50% slobodnih radikala.

Tablica 7: Usporedni prikaz 1Cso vrijednosti odabranih Micromeria vrsta, rutina i ruzmarinske

kiseline u ispitivanju inhibicije lipidne peroksidacije.

ICso (g/ml)
M. croatica M. juliana M. thymifolia Rutin Ruzm. kis.
545+1,7 165,2 + 55,4 206,0 £ 25,5 1,0+0,1 33,53+0,7

ICso predstavlja koncentraciju pri kojoj ispitivana tvar iskazuje sposobnost da neutralizira 50%

slobodnih radikala. Rezultati prikazuju srednju vrijednost 1Cso £ standardna devijacija
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ovog diplomskog rada provedena su spektrofotomoetrijska ispitivanja tri odabrane
Micromeria vrste hrvatske flore — M. juliana, M. croatica i M. thymifolia. Provedeno je
ispitivanje sposobnosti hvatanja slobodnih radikala NO(II) oksida i inhbicije lipidne
peroksidacije. Rezultati oba ispitivanja pokazali su da sve tri odabrane Mircomeria vrste
posjeduju antioksidacijsku sposobnost. Sve tri vrste pokazale su sli¢nu sposobnost hvatanja
slobodnih radikala NO(Il) oksida (ICso 81,5-88,1 pg/ml) pri ¢emu je M. thymifolia pri
koncentracijama ve¢im od 400 pg/ml pokazala nesto bolji u¢inak u odnosu na druge dvije vrste.
Rutin i ruzmarinska kiselina, kao predstavnici polifenola zastupljenih u ispitivanim vrstama
pokazala su dobru sposobnost hvatanja radikala. Njihove 1Cso vrijednosti usporedive su sa
standardnim antioksidansom askorbinskom kiselinom. Ruzmarinska kiselina je veé pri vrlo

koncentraciji od 6,1 pg/ml neutralizirala 50% slobodnih radikala.

Ispitivanjem inhibicije lipidne peroksidacije zakljucili smo da je najvecu antioksidacijsku
sposobnost pokazala M. croatica koja je pri koncentraciji 54,5 pg/ml neutralizirala 50%
slobodnih radikala, te je pri svim ispitivanim koncentracijama pokazala bolji u¢inak u odnosu
na druge dvije vrste. M. juliana i M. thymifolia pokazale su sli¢ne rezultate uz nesto bolji u¢inak
M. thimifolia pri koncentracijama od 50 pug/ml i 10 pg/ml. Poredbena otopina rutina vec je pri
koncentraciji od 1 pg/ml neutralizirala 50% slobodnih radikala, dok je poredbena otopina
ruzmarinske kiseline pokazala slabije antioksidacijsko djelovanje od rutina neutraliziravsi 50%

slobodnih radikala pri koncentraciji od 33,53 pg/ml.

Ovim ispitivanjima dokazali smo da su ispitivane Micromeria vrste bogat izvor antioksidansa,
te su pogodne za daljnja istrazivanja i potencijalni razvoj biljnih lijekova u lijeCenju bolesti
uzrokovanih oksidacijskim stresom koje sve viSe preuzimaju ulogu glavnog uzro¢nika smrtnost

pacijenata.
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7. SAZETAK/SUMMARY

U okviru ovog diplomskog rada provedena su dva spektrofotometrijska istrazivanja tri odabrane
Micromeria vrste hrvatske flore — M. croatica, M. thymifolia i M. juliana. Prvo
spektrofotometrijsko istrazivanje koje smo proveli odredivanje je sposobnosti hvatanja
slobodnih radikala dusikovog (II) oksida u usporedbi s poredbenim otopinama aksorbinske i
ruzmarinske kiseline, te rutina. Sve tri Micromeria vrste pokazale su antioksidacijski potencijal
(1Cs0 81,5-88,1 pg/ml), dok je M. croatica pri najnizoj koncentraciji (81,5 pug/ml) neutralizirala
50% slobodnih radikala. M. thymifolia ipak je neutralizirala preko 70% slobodnih radikala pri

vec¢im koncentracijama (400-1600 ug/ml).

Drugo spektrofotometrijsko istrazivanje koje smo proveli odredivanje je sposobnosti inhibicije
lipidne peroksidacije u usporedbi s poredbenim otopinoma rutina i ruzmarinske kiseline. Sve
tri Micromeria vrste pokazale su sposobnost inhibicije (ICsp 54,5-206 pg/ml). Najvecu
antioksidacijsku sposobnost imala je M. croatica koja je ve¢ pri koncentraciji od 54,5 pg/ml

neutralizirala 50% slobodnih radikala

Two spectrophotometrical researches of three Micromeria species of Croatian flora — M.
croatica, M. thymifolia and M. juliana where examined in this thesis. First spectrophotometrical
research we examined was capacity of inhibition of free NO(II) radicals compared to ascorbic
acid, rosmarinic acid and rutin. All three Micromeria species expressed antioxidative capacity
(ICs0 81,5 — 88,1 pg/ml), while M. croatica had neutralized 50% of free radicals at lowest
concentration (81,5 pug/ml). M. thymifolia had neutralized over 70% of free radicals at highest

levels of concentration (400-1600 pg/ml).

Second spectrophotometrical research we conducted was to determine capacity of inhibition of
lipid peroxidation in comparison to rutin and rosmarinic acid. All three Micromeria species
expressed antioxidative capacity (1Cs054,5-206 pg/ml). M. croatia had highest capacity of three

examined species and had neutralized over 50% of free at concentration of 54,5 pg/ml.
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SAZETAK

U okviru ovog diplomskog rada provedena su dva spektrofotometrijska istrazivanja tri odabrane
Micromeria vrste hrvatske flore — M. croatica, M. thymifolia i M. juliana. Prvo spektrofotometrijsko
istrazivanje koje smo proveli odredivanje je sposobnosti hvatanja slobodnih radikala dusikovog (I1)
oksida u usporedbi s poredbenim otopinama aksorbinske i1 ruzmarinske kiseline, te rutina. Sve tri
Micromeria vrste pokazale su antioksidacijski potencijal (1Cso 81,5-88,1 pg/ml), dok je M. croatica
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SUMMARY

Two spectrophotometrical researches of three Micromeria species of Croatian flora — M. croatica,
M. thymifolia and M. juliana where examined in this thesis. First spectrophotometrical research we
examined was capacity of inhibition of free NO(I1) radicals compared to ascorbic acid, rosmarinic
acid and rutin. All three Micromeria species expressed antioxidative capacity (ICso 81,5 — 88,1
pg/ml), while M. croatica had neutralized 50% of free radicals at lowest concentration (81,5 pg/ml).
M. thymifolia had neutralized over 70% of free radicals at highest levels of concentration (400-1600
pg/mil).

Second spectrophotometrical research we conducted was to determine capacity of inhibition of lipid
peroxidation in comparison to rutin and rosmarinic acid. All three Micromeria species expressed
antioxidative capacity (ICso 54,5-206 pg/ml). M. croatia had highest capacity of three examined
species and had neutralized over 50% of free at concentration of 54,5 pg/ml.
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