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1. UVOD



1.1. Glycyrrhiza glabra

Sladi¢ (Glycyrrhiza glabra L., Fabaceae) je viSegodis$nja biljka perasto razdijeljenih
listova. Kao biljna droga koristi se osuseni oguljeni ili neoguljeni korijen. Ljekovita svojstva
sladi¢a potjecu od smjese spojeva razlicite strukture. Najzastupljeniji spojevi su triterpenski
saponini, od kojih je najvazniji glicirizin, kalijeva ili kalcijeva sol glicirizinske kiseline. Ostali
prisutni triterpeni su glabrolid, izoglabrolid i drugi. Druga vazna skupina prisutna u korijenu
sladi¢a su flavonoidi, uglavnom favononi i kalkoni. Oni su odgovorni za zutu boju korijena
sladi¢a, a neki od najvaznijih su: likokalkon A, likokalkon E, likviritin, likviritigenin,
izolikviritigenin, glabridin i neolikviritigenin (Slika 1). Biljna droga sadrzi jo$ i kumarine, od
kojih su najzastupljeniji likokumarin, glabrokumarin i umebeliferon. Sadrzaj drugih
bioaktivnih spojeva, kao §to su masne kiseline, fenoli i polisaharidi, zna¢ajno je manji od

prethodno navedenih (Wang i sur., 2015).
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Slika 1. Struktura flavonoida korijena sladi¢a (Wang i sur., 2015)

Bioloski aktivne sastavnice korijena sladi¢a pokazuju brojna djelovanja. Poznat je po
svojim protuupalnim svojstvima koja se temelje na redukciji sinteze dusikovog oksida (NO) i
prostaglandina E2 te ciklooksigenaza (COX), kao i sprjecavanju otpusStanja proupalnih
citokina. Takoder indirektno djeluje na agregaciju trombocita (Damle, 2014). Dokazan je
ucinak kod akutnih i kroni¢nih upalnih stanja, ukljucujuéi reumatoidni artritis. Uz protuupalno
djelovanje bitna je i antimikrobna, antioksidativna i antiaterogena aktivnost. U tradicionalnoj
medicini najvise se Koristi zbog svoje antiulcerozne aktivnosti, u lijecenju ulkusa i ulceroznog
kolitisa (Yang i sur., 2017).



1.2. Berberis vulgaris

Obicna zutika (Berberis vulgaris L., Berberidaceae) visegodisnji je bodljikavi grm,
ovalnih kozastih listova i grozdastih vise¢ih zutih cvatova, te crvenih plodova koji se koriste
kao hrana. Kao biljna droga koristi se kora osuSenog korijena obi¢ne Zutike. Znanstvenim
ispitivanjima dokazani su brojni bioloski ucinci te biljne droge, koji se najviSe mogu pripisati
izokinolinskim alkaloidima: berberinu (Slika 2), palmatinu, berbaminu i jatrorizinu. Uz
izokinolinske alkaloide biljna droga sadrzi i brojne fenole, triterpene te askorbinsku kiselinu i
vitamin K (Rahimi-Madiseh i sur. 2017).
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Slika 2. Struktura berberina (https://en.wikipedia.org/wiki/Berberine)

Poznata su razli¢ita farmakoloska djelovanja obi¢ne zutike, kao $to su hipoglikemijsko
djelovanje i regulacija metabolizma ugljikohidrata. Alkaloidi zutike djeluju protektivno na
Langerhansove otoCi¢e guSterace te pozitivno djeluju na razinu kolesterola u krvi. Neka
istrazivanja pokazuju ucinak Zutike na razinu interleukin 6 (IL-6), $to se ocituje protuupalnim
i antihipertenzivnim djelovanjem kod pacijenata koji boluju od dijabetesa tipa 2. Takoder je
istrazivano antibakterijsko djelovanje korijena Zutike na niz bakterijskih vrsta. Osim kore
korijena zutike, brojne bioloske u¢inke pokazuje i plod, koji zahvaljuju¢i vitaminima koje
sadrzi, od kojih je najvaznija askorbinska Kkiselina, ima neuroprotektivna svojstva
(Imanshahidi i sur., 2008).


https://en.wikipedia.org/wiki/Berberine

1.3. Silybum marianum

Sikavica (Silybum marianum L., Asteraceae) je dvogodisnja zeljasta biljka velikih,
nazubljenih listova koji su prosarani bijelim prugama. Kao ljekovita droga koriste se zreli, od
papusa ocis¢eni plodovi sikavice (European Pharmacopoeia, 2020). Ljekovita svojstva
plodova sikavice potje¢u od kompleksa silimarin koji je smjesa flavonolignana: silibinina,
silikristina, silidianina i izosilibinina (Slika 3). Od kojih svi, osim silidianina, postoje u dvije
dijastereoizomerne forme A i B. Najveéu biolosku aktivnost pokazuje silibinin. Uz
flavonolignane koji su derivati flavonoida taksifolina, plod sikavice sadrzi i razne masne

kiseline, sterole, proteine te tokoferol.
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Slika 3. Strukture flavonoida ploda sikavice (Sonnenbichler i sur., 1999).

Studije povedene u in vivo i in vitro uvjetima dokazuju antioksidativno djelovanje
silimarina koje se temelji na sposobnosti inhibicije nekoliko enzima koji sudjeluju u stvaranju
radikala, kao i1 njegovu sposobnost sinteze fosfolipida i obnavljanja funkcije stani¢ne
membrane. Upravo. zbog tih svojstava se silimarin koristi u terapiji toksi¢nog ostecenja jetre
(primjerice paracetamolom ili amantinom). Pokazuje sposobnost stimulacije ribosomalne
sinteze proteina i stimulira regenerativnu sposobnosti jetre uz nastanak novih hepatocita.
Pokazuje i antikancerogeno djelovanje inhibirajuéi proliferaciju stanica u hepatickoj fibrozi te
u stanicama nekoliko tipova karcinoma. Dokazano je njegovo protuupalno djelovanje koje se

temelji na interakciji s COX i lipooksigenazom (LOX), proteinima bitni za sintezu
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arahidonske kiseline (AA) i leukotriena. Uz to inhibira i nastanak NO. Pokazuje i znacajno
antidijabetsko, hipolipidemi¢no, kardioprotektivno i neuroprotektivno djelovanje (Gopal
Ramawat i sur., 2008).



1.4. Echinacea purpurea

Ehinaceja ili purpurna rudbekija (Echinacea purpurea L., Asterasceae) je visegodi$nja
biljka velikih ljubicastih cvjetova. Zelen chinaceje jedna je od najkoristenijih biljnih droga u
lijeCenju prehlade, a koristi se i u drugim indikacijama. Ljekovita svojstva potje¢u od niza
spojeva, od kojih su najzastupljeniji derivati kavene kiseline (Slika 4), kao $to su cikori¢na i
kaftarna kiselina. Nadalje, iz zeleni ehinaceje su izolirani i brojni drugi spojevi, alkamidi,
polisaharidi, lipoproteini te wulja koja sadrzavaju brojne hlapljive komponente

(https://www.ema.europa.eu/en/medicines/herbal/echinaceae-purpureae-herba).
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Slika 4. Struktura kavene kiseline (https://en.wikipedia.org/wiki/Caffeic_acid)

Zahvaljuju¢i svom fitokemijskom sastavu, zelen ehinaceje ima Siroku primjenu, te se
osim u lijeenju prehlade koristi i kao prevencija respiratornih infekcija pacijenata na
kemoterapiji, kod zubobolje, bolova u intestinalnom traku i dr. Svaka od navedenih ljekovitih
komponenti doprinosi razli¢itom bioloSkom djelovanju droge. Tako su polisaharidi odgovorni
za imunomodulatorno djelovanje, dok se protuupalno djelovanje pripisuje alkamidima.
Polisaharidi su odgovorni za povecano lucenje proupalnih interleukina (IL-1, IL-6) te
aktivaciju makrofaga i povecanu fagocitozu, dok alkamidi doprinose inhibiciji COX-1 i COX-
2, te uz cikori¢nu Kiselinu smanjenju koncentraciju proupalnog genskog transkriptora NF-xB.
Osim navedenih svojstava droga pokazuje i antibakterijsko te antioksidativno djelovanje
(Manayi i sur., 2015).


https://www.ema/

1.5. Flavonoidi

Flavonoidi pripadaju velikoj skupini polifenolnih spojeva, koji su prisutni u mnogim
biljkama. Najrasireniji su spojevi nastali sekundarnim metabolizmom biljaka. Smatraju se
derivatima benzo-y-pirona ili benzo-y-pirana. Osnovna flavonoidna struktura (Slika 5) moze
biti i hidroksilirana, metilirana i glikozidirana, a ¢esto moze imati vezane i acilne skupine.
Glavne skupine flavonoida su flavoni, flavonoli, flavani, flavanoni, flavanonoli, kalkoni,

izoflavoni i antocijani (Kazazi¢, 2004).

O

Slika 5.0snovna struktura flavonoida (https://en.wikipedia.org/wiki/Flavonoid)

Flavonoidi su poznati kao prirodni spojevi s mnogim farmakoloskim ucincima,
ukljucujuéi antitumorsko, antioksidativno, protuupalno, antimikrobno, antitrombotsko te
imunomodulatorno djelovanje. Upravo zbog svojih svojstava ve¢ se dugi niz godina koriste u

tradicionalnoj medicini, kao i kozmeti¢koj industriji (Nijveldt i sur., 2001).

U mnogim ispitivanjima in vitro, kao i na animalnim modelima dokazano je
protuupalno djelovanje flavonoida, na nacin da aktiviraju obrambene komponente imunosnog
sustava. Zbog toga bi flavonoidi mogli pronaci svoju farmakolosku primjenu u bolestima u
kojima je prisutna upala, kao Sto su ateroskleroza, dijabetes, pretilost, neurodegenerativne

bolesti te karcinomi (Garcia-Lafuente i sur., 2009).

Postoji nekoliko pretpostavljenih mehanizama protuupalnog djelovanja flavonoida. Uz
antioksidativno djelovanje, mogu regulirati aktivnost imunoloskih stanica kao S$to su
makrofagi, mast stanice, limfociti i neutrofili. Inhibiraju otpusStanje histamina iz mast stanica,

degranulaciju neutrofila, kao i proliferaciju T limfocita. Na molekularnoj razini (Slika 6)



utjeCu i na mnoge enzime ukljucene u sintezu arahidonske kiseline (AA), fosfolipaze A
(PLA;),, COX, LOX i NO. Upravo djelovanje na te enzime smatra se najbitnijim
mehanizmom protuupalnog djelovanja flavonoida. Dokazano je da flavonoidi djeluju i na
protein kinaze (PKC, PTK i MAPK), te na taj nafin supresivno djeluju na ekspresiju

proinflamatornih gena (Pyo Kim i sur., 2004).

{ Inflammatory stimuli ]
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Slika 6. Mehanizam protuupalnog djelovanja flavonoida (Pyo Kim i sur., 2004)



1.6. Uloga upale u starenju koze

Starenje koze kompleksan je proces koji obuhvacda intrinzicke, geneti¢ki uvjetovane
procese u organizmu, ali i utjecaj okolisnih ¢imbenika. Najznacajniji okoliSni u€inci pripisuju
se izloZenosti koze ultraljubi¢astom zracenju, te polutantima prisutnim u okoliSu. Svi oni uz
geneticke Cimbenike doprinose stvaranju slobodnih kisikovih i duSikovih radikala koji
stimuliraju nastanak upale u organizmu. Uz nastanak reaktivnih spojeva koji oStecuju proteine
i lipide, znacajno je i smanjenje djelovanja antioksidativnih protektivnih mehanizama, S$to
dovodi do oste¢enja DNA 1 otpustanja proinflamatornih medijatora. Svi ti procesi dovode do
povecane permeabilnosti kapilara u kozi te aktivacije neutrofila i ostalih fagocita. Nastala
upala dovodi do aktivacije raznih enzima (elastaza, proteinaza, matriks metaloproteinaza) koji
razgraduju izvanstani¢ni matriks te dovode do nakupljanja njegovih abnormalnih i
nefunkcionalnih komponenta. Svi navedeni procesi uzrokuju fotostarenje koze, koje se o€ituje
kroz hiperpigmentaciju, dehidrataciju i smanjenu elasti¢nost koze (Jenkins, 2002; Pillai,
2005).

1.7. Glicerol

Glicerol je ekoloski prihvatljivo netoksi¢no i1 biorazgradivo otapalo, dobiveno iz
obnovljivih izvora, te kao takvo moze zamijeniti uobicajena nevodena otapala koja se koriste
u postupcima sinteze i ekstrakcije. Kao polarno organsko otapalo, zahvaljujuéi svojim
kemijskim i fizikalnim karakteristikama, omoguc¢ava otapanje anorganskih kiselina, baza i
soli, kao i organskih fitospojeva koje su ina¢e netopljivi U vodi, ¢ime pridonosi postupku
ekstrakcije (Wolfson i sur., 2007). Zbog navedenih svojstava i dokazane netoksi¢nosti,
glicerol je uobicajeni sastojak kozmetike, te se Kkoristi kao humektans za kozu, ali 1 u
pripravcima namijenjenim za oralnu njegu i njegu kose. lako je glicerol Siroko primjenjivan,
malo je ispitana njegova primjena u ekstrakcijama biljnih droga, gdje je do sada najéesce
koriSten etanol kao otapalo. Zbog Stetnog djelovanja etanola na kozu, kao $to je isuSivanje i
iritacija, te njegove neprikladnosti za primjenu kod odredenih dobnih i drustvenih skupina,
kao $to su pedijatrijska populacija i1 pripadnici odredenih religija, sve je viSe istrazivanja
vezanih uz zamjenu etanola glicerolom. Uporabom glicerola u ekstrakciji skratio bi se
proizvodni proces, jer je u dana$njim proizvodnim procesima potrebno uklanjane etanola iz

kozmetickih pripravaka i pripravaka za djecu (Becker i sur., 2019; Duli¢ i sur., 2019).



2. OBRAZLOZENJE TEME
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2. ObrazloZenje teme

lako upalu ponajprije vezujemo za stanja koja uzrokuju bioloski uzroc¢nici kao $to su
mikroorganizmi te kemijski i fizikalni agensi koji Stete organizmu., uUpalni proces uobicajena
je popratna pojava brojnih patoloSkih stanja kao $to su dijabetes, pretilost, ateroskleroza te
ostalih akutnih i kroni¢nih bolesti. Upala prati i starenje koZe uzrokovano genetskim, ali i
vanjskim ¢imbenicima. Unato¢ brojnim protuupalnim lijekovima, sve se vise istrazuju biljne
droge koje potencijalno pokazuju sli¢no djelovanje uz manje nuspojava. Pri tome je pozeljno

da su te sastavnice otopljene u otapalu koje ne iritira kozu poput glicerola.

Stoga je cilj ovoga rada bio prirediti i ispitati protuupalnu aktivnost glicerolnih
ekstrakata biljnih vrsta Glycyrrhiza glabra, Berberis vulgaris, Silybum marianum i Echinacea
purpurea. Takoder se ispitala povezanost protuupalnog djelovanja biljnih droga sa sadrzajem

flavonoida.
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. MATERIJALI

3.1.1 Biljni materijal

Ispitivane su biljne droge: Glycyrrhizae radix, Berberidis radicis cortex, Silybi mariani
fructus i Ehinaceae purpureae herba.

3.1.2 Kemikalije

U ispitivanju su koriStene kemikalije: destilirana voda, diklofenak natrij, natrijev
klorid, kalijev klorid, natrijev hidrogenfosfat, kalijev dihidrogenfosfat, glicerol, otopina
albumina, aluminijev klorid heksahidrat, kvercetin, metanol, natrijev hidroksid (Sigma
Aldrich, SAD).

3.1.3 Instrumenti

U ispitivanjima su koriSteni uredaji: centrifuga (Tehtnica Zelezniki, Slovenija);
susionik (Instrumentaria, Zagreb); precizna vaga (Mettler Toledo, Svicarska); ultrazvuéna
kupelj (Bandelin Sonorex digital 10P, Bandelin electronic, Njemacka); UV/VIS
spektrofotometar (Perkinelmer, SAD); cita¢ mikrotitarskih plo¢ica (Awareness technology

inc., SAD).

3.2. METODE

3.2.1 lzrada glicerolskih ekstrakata ispitivanih droga

Biljne droge (Tablica 1) su usitnjene i propustene kroz sito. Dobiveni praskasti
materijal je suspendiran u 10 g odgovarajuc¢eg otapala (10-90% glicerol u vodi, w/w) u
Erlenmeyerovoj tikvici od 50 mL. Ekstrakcija je provedena u ultrazvucnoj kupelji (Bandelin
Sonorex® Digital 10P, Berlin, Njemacka) kod ultrazvuka snage 360 W i frekvencije 35 Hz
tijekom 20 min uz kontrolu temperature (20-70°C). Nakon ekstrakcija, dobivene smjese su

filtrirane. Svi ekstrakti su pohranjeni na -20°C u mraku (Ciganovi¢ i sur., 2019).

13



Tablica 1.: Glicerolni ekstrakti koriSteni u ispitivanju:

Oznaka Udio glicerola (w/w) Biljna droga
TP-opt 18% Glycyrrhizae radix
Tpy-opt 34% Glycyrrhizae radix
G-l-opt 85% Glycyrrhizae radix
B-opt 50% Berberidis radicis cortex
RSA-opt 40% Berberidis radicis cortex
Silimarin-opt 40% Silybi mariani fructus
RSA-S-opt 80% Silybi mariani fructus
Mac-S-1D 50% Silybi mariani fructus
KKC-opt 70% Ehinaceae purpureae herba
RSA-E-opt 50% Ehinaceae purpureae herba
Mac-C-1D 90% Ehinaceae purpureae herba
Mac-C-3D 90% Ehinaceae purpureae herba

14



3.2.2 Ispitivanje protuupalnog djelovanja

Ispitivanje protuupalnog djelovanja ekstrakata provedeno je na otopini albumina pri
fizioloskim uvjetima pH. U svaku epruvetu je dodano 400 uL otopine albumina, 2800 pL
fosfatnog pufera (PBS, pH 7,4), 500 pL ekstrakta i 1500 pL destilirane vode. Navedene
smjese su inkubirane 15 min na 37°C te potom 5 min na 70°C. Nakon toga izmjerena je
apsorbancija na 660 nm. Kao negativna kontrola koriStena je destilirana voda, a postotak
inhibicije koagulacije albumina izracunat je pomocu formule:

A(neg. kontrola)—A(uzorak)
A(neg. kontrola)

Inhibicija koagulacije albumina(%)=

Kao pozitivna kontrola prilikom ispitivanja koristen je nesteroidni protuupalni lijek
diklofenak natrij, a kao negativna destilirana voda (Chandra i sur., 2012).

3.2.3. Odredivanje flavonoida

U 120 uL otopine ekstrakta dodano je 120 puL 0,2%-tne metanolne otopine AIClz. Za
svaki uzorak pripremljena je slijepa proba koja se sastojala od 120 uL ekstrakta nadopunjenih
sa 120 uL metanola. Uzorci ispitivanih biljnih ekstrakata su odstajali 1 sat na tamnom mjestu,

pri sobnoj temperaturi, te im je potom izmjerena apsorbancija na 405 nm.

Sadrzaj flavonoida u ekstraktima odreden je pomocu baZdarnog pravca kvercetin
dihidrata. Sadrzaj ukupnih flavonoida izrazen je kao miligrami flavonoida po mililitru
ekstrakta (mg/mL) (Pgkal i sur., 2014).

3.2.4 Statisti¢ka obrada:

Sva ispitivanja su provedena u triplikatu. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost =

standardna devijacija (SD).
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4. REZULTATI I RASPRAVA
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4.1. Ispitivanje protuupalnog djelovanja ekstrakata

Protuupalno djelovanje glicerolnih ekstrakata ispitano je koriStenjem metode
stimulacije upalnog stanja, indukcijom koagulacije albumina inkubiranog na viSim
temperaturama. Ispitivanjem je dokazano da nesteroidni protuupalni lijekovi, u odredenoj
koncentraciji, inhibiraju koagulaciju proteina pri povisenoj temperaturi (Slika 7)(Grant i sur.,
1970). Stoga je povedeno istrazivanje protuupalnog djelovanja ekstrakata biljnih droga kako
bi se ispitalo mogu li izazvati isti uéinak kao sintetizirani lijekovi. Protuupalno djelovanje
ispitivanih glicerolnih ekstrakata odredeno je temeljem mjerenja apsorbancije nastalog
zamucenja bijele boje, u odnosu na apsorbanciju uzoraka s diklofenak natrijem. Smjese
albumina, pufera PBS i ispitivanog ekstrakta su inkubirane 15°C na fizioloskoj temperaturi od
37 , te potom podvrgnute temperaturi od 70°C tijekom 5 min. Apsorbancija je mjerena na 660
nm (Chandra i sur., 2012).

Kako bih se otklonila moguca interferencija glicerola kao otapala koje je koristeno u
pripravi ekstrakata, pri samom ispitivanju uzoraka, ispitalo se djelovanje glicerola, kako bi se
sprijecilo dobivanje laZzno pozitivnih rezultata. Rezultati odredivanja protuupalnog djelovanja
prikazani su na slikama. Iz Slika 8.-11. mozemo primijetiti da razli¢ita koncentracija
ekstrakcijskog otapala utjece na protuupalno djelovanje, kao i da ekstrakti pokazuju razlicitu

sposobnost protuupalnog djelovanja.

120
100
g 80
8
S 60
o)
=
< 40
20
0
Diclofenac (0 Diclofenac (0 Diclofenac (0 Diclofenac (0 Diclofenac (0,1
mg/mL) mg/mL) mg/mL) mg/mL) mg/mL)

Slika 7. Protuupalno djelovanje diklofenak natrija u razli¢itim koncentracijama
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4.1.1 Protuupalna aktivnost ekstrakata korijena sladic¢a
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Slika 8. Protuupalna aktivnost glicerolnih ekstrakata korijena sladi¢a

Svi ekstrakti korijena sladi¢a (Slika 8) su pokazali protuupalnu aktivnost, s tim da je
najvecu inhibiciju koagulacije pokazao ekstrakt G-1-opt (83% inhibicije), koji je optimiziran
na izolikviritigenin. Druga dva ekstrakta optimizirana na fenole, TP-opt i Tpy-opt pokazuju
inhibiciju koagulacije oko 50%. Posto je ispitan ucinak i samog glicerola na koagulaciju
proteina, iz dobivenih podataka vidljivo je da ucinak raste s porastom koncentracije, ali isto
tako i da je zanemariv u odnosu na ucinak ekstrakata i da sama biljna droga ispoljava

protuupalnu aktivnost.

S obzirom da je istrazivanje povedeno na ekstraktima korijena sladi¢a, a ne na
izoliranim fitokemijskim sastavnicama biljne droge, ne mozemo nedvojbeno pripisati
protuupalnu aktivnost odredenom spoju, ali prema podacima iz literature, mozemo
pretpostaviti da je za aktivnost odgovoran izolikviritigenin. Dobiveni rezultati slazu se sa
znanstvenim radom koji je ispitao protuupalno djelovanje izoliranog izolikviritigenina u
koncentraciji 4 uM (Zhou i sur., 2019). Kao i s rezultatima ispitivanja djelovanja bioloskih
sastavnica sladic¢a (Thiyagarajan i sur.,2011), koje upucuje da se protuupalno djelovanje moze
pripisati flavonoidima izolikviritigeninu i glabridinu, ali ne i triterpenskom saponinu
glicirizinu. U odnosu na rezultate istrazivanja protuupalnog djelovanja vodeno-alkoholnih
ekstrakata korijena sladi¢a koji pokazuju aktivnost (Herold i sur., 2003), vidljivo je da

zamjena etanola glicerolom ne inhibira protuupalnu aktivnost ekstrakta korijena sladica.
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4.1.2. Protuupalna aktivnost ekstrakata kore korijena obi¢ne Zutike
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Slika 9. Protuupalna aktivnost glicerolnih ekstrakata kore korijena obi¢ne zutike

Iz dobivenih rezultata ( Slika 9) vidljivo je da ekstrakt B-opt, optimiziran na berberin,
pokazuje neznatno veéu protuupalnu aktivnost (40% inhibicije) od 50% otopine glicerola u
kojoj je pripremljen, dok drugi ekstrakt RSA-B-opt pokazuje manju protuupalnu aktivnost od
same 40% otopine glicerola u kojoj je pripremljen. Visoka aktivnost ispitivanih otopina
glicerola u ovom ispitivanju ukazuje na to da je u protuupalnom djelovanju ispitivanih
ekstrakata Zzutike klju¢nu ulogu igra ekstrakcijsko otapalo. 1z slike je vidljivo da je ucnak
berberina zanemariv te se ucCinak ekstrakata u ovom testu ne moze pripisati tom
fitokemijskom spoju. S obzirom na rezultate ispitivanja iz literature moZzemo pretpostaviti da
je berberin kao spoj odgovoran za blago protuupalno djelovanje, te da zbog alkaloidne
strukture ima veliki potencijal kao spoj uzor pri sintezi potentnijih supstanci (Zou i sur.,
2017), ali rezultati ovog istrazivanja upucuju na to da se njegov ucinak temelji na drugim
meanizmima. To se moze potkrijepiti liraturnim podacima koji upucuju na to da ekstrakti
pripremljeni u etanolu, ali ispitani drugom metodom, pokazuju protuupalnu aktivnost
(Ivanovska, 1996).
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4.1.3. Protuupalna aktivnost ekstrakata ploda sikavice
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Slika 10. Protuupalno djelovanje glicerolnih ekstrakata ploda sikavice

Dobiveni rezultati (Slika 10) protuupalnog djelovanja ekstrakata plodova sikavice
(Silimarin-opt, RSA-S-opt, Mac-S-opt) ukazuju da u postavljenim uvjetima ispitivanja oni
nemaju znacajnu aktivnost. Same otopine glicerola pokazuju ¢ak i vecu inhibiciju koagulacije
od ekstrakata biljne droge. Rezultati nisu u skladu s ocekivanjima i veé¢ provedenim
istrazivanjima protuupalne aktivnosti ploda sikavice, koja upucuju na sposobnost silimarina
da suprimira upalu na razini stanice, kao i da potice signaliziranje za njezin oporavak
(Lovelace i sur, 2016). Stoga se moze zakljuéiti da se protuupalni ucinak ploda sikavice ne

temelji na inhibiciji koagulacije proteina
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4.1.4. Protuupalna aktivnost ekstrakata zeleni ehinaceje

120
100
80

60

40
0

Diclofenac (0,5 mg/mKKC-opt RSA-E-opt  Mac-C-1D Mac-C-3D Glyc 70% Glyc 50% Glyc 90%

Inhibicija (%)

o

Slika 11. Protuupalno djelovanje glicerolnih ekstrakata zeleni ehinaceje

Rezultati (Slika 11) dobiveni ispitivanjem protuupalnog djelovanja ekstrakta zeleni
vrste Ehinacea purpurea (KKC-opt, Rsa-E-opt, Mac-C-1D, Mac-C-3D) ukazuju na slabo
protuupalno djelovanje, jer se dobivene vrijednosti inhibicije koagulacije proteina gotovo u
cijelosti mogu pripisati u¢inku otopina glicerola u kojem su ekstrakti pripremljeni. Literaturni
podaci ukazuju na odredeni protuupalni ucinak (Raso i sur., 2010), ali on se, prema
rezultatima provedenim u okviru ovog diplomskog rada, ne temelji na inhibiciji koagulacije

proteina.
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4.2. Odredivanje ukupnih flavonoida

Kao nastavka na ispitivanje protuupalnog djelovanja glicerolnih ekstrakata, dobivene
vrijednosti protuupalnog djelovanja su stavljene u odnos s ukupnim sadrzajem flavonoida u
ispitivanim ekstraktima. U odredivanju flavonoida koristena je reakcija stvaranja kompleksa
izmedu flavona i flavonola s aluminijevim ionima iz Folin-Ciocalteutovog reagensa uz
stvaranje kelata koji reakcijsku smjesu boje Zutom bojom. Reakcija aluminijevih iona moguca
je samo s flavonima, flavonolima te pojedinim izoflavonima zbog prisutnosti dvostruke veze
u sredi$njem heterociklickom prstenu, dok se s ostalim flavonoidima ista reakcija ne odvija.
Koncentracija flavona i favonola odredena je mjerenjem apsorbancije novonastalih Zuto

obojenih kelata na 405 nm (P¢kal i sur., 2014).

Sadrzaj ukupnih flavona i flavonola u glicerolskim ekstraktima odreden je iz vrijednosti
apsorbancija uzoraka koriste¢i bazdarni pravac ( Slika 12), kvercetin dihidrata. Sadrzaj

ukupnih flavonoida izrazena je kao miligram flavonoida po mililitru ekstrakta (mg/mL).
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Slika 12. Bazdarni pravac kvercetin dihidrata
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4.2.1. Odredivanje ukupnih flavonoida u ekstraktima korijena sladic¢a
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Slika 13 Sadrzaj flavonoida u ekstraktima korijena sladica

Ekstrakti korijena sladica (Slika 13) pokazuju visoku koncentraciju flavona i
flavonola, izrazenu u odnosu na bazdarni pravac (Graf 1.). To je i o¢ekivano zbog velikog
broja izoliranih fitokemijskih spojeva flavonoidne strukture iz sladi¢a: glabridina, likokalkona
A, glicirizinske Kiseline i izolikviritigenina (Wang i sur., 2015). Upravo ekstrakt G-I-
opt,optimiziran na sadrzaj izolikviritigenina, pokazuje najveci sadrzaj flavonoida, ali i najvece
protuupalno djelovanje. Stoga se sadrzaj flavonoida moze izravno povezati s protuupalnim

djelovanjem Kkorijena sladica.

4.2.2. Odredivanje ukupnih flavonoida u ekstraktima kore korijena obi¢ne Zutike
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Slika 14. Sadrzaj flavonoida u ekstraktima kore korijena Zutike
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Uzorci glicerolski ekstrakata obi¢ne zutike (Slika 14) pokazuju zanemariv sadrzaj
flavonoida u biljnoj drogi. Stoga se moze zakljuciti da njihova prisutnost nije odgovorna za

djelovanje biljne droge (Rahimi-Madiseh i sur. 2017).
4.2.3. Odredivanje ukupnih flavonoida u ekstraktima ploda sikavice
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Slika 15. Sadrzaj flavonoida u ekstraktima ploda sikavice

Koncentracija flavonoida c(mg/mL)

Ekstrakti sikavice pokazuju sadrzaj flavonoida na razini statistiCke pogreske (Slika
15). lako je sikavica kao biljna droga poznata po znacajnom sadrzaju flavonoida, KoriStenom
tehnikom za odredivanje sadrzaja flavonoida nije moguce odrediti veé¢inu flavonoida prisutnih
u ekstraktu plodova sikavice, silibinin, silikristin, silidianin i izosilibinin. Oni su po svojoj
strukturi flavononoli te zbog nedostatka dvostruke veze u sredisnjem heterocikliCkom prstenu,

koja je potrebna za reakciju, ne mogu tvoriti komplekse s aluminijevim ionima.
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4.2.4. Odredivanje ukupnih flavonoida u ekstraktima zeleni purpurne ehinaceje
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Slika 16. Sadrzaj flavonoida u ekstraktima zeleni ehinaceje

Ekstrakti zeleni ehinaceje sadrzavaju zanemarive razine flavonoida (Slika 16). Takvi
rezultati su 1 o¢ekivani s obzirom da se ne ocekuje ve¢i udio flavonoida u smjesi razli¢itih

spojeva koje droga zeleni ehinaceje sadrzi (Manayi i sur., 2015).

Dobiveni rezultati ukazuju da bi se protuupalna aktivnostu provedenim testovima
mogla povezati sa sadrZzajem flavonoida u ekstraktima, jer su ekstrakti koji su pokazali
protuupalnu aktivnost, imali i najveci sadrzaj flavonoida. No potrebne su detaljne studije s

izoliranim sastavnicama kako bi se ova pretpostavka i potvrdila.
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5. ZAKLJUCAK
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Cilj ovoga rada bio je ispitati protuupalnu aktivnost glicerolnih ekstrakata cetiri
razli¢ite biljne vrste primjenom metode inhibicije koagulacije albumina pri Vvisokoj
temperaturi. Ispitan je sadrzaj flavonoida u odabranim biljnim vrstama te istrazen utjecaj
otopina glicerola na protuupalnu aktivnost kako bih se ustvrdila povezanost protuupalne

aktivnosti 1 sadrzaja flavonoida, odnosno prisutnosti glicerola u ekstraktima..

Ispitivanjem protuupalnog djelovanja utvrdena je najveca aktivnost glicerolnih
ekstrakata korijena sladi¢a, i to ponajviSe uzorka optimiziranog na izolikviritigenin. S
obzirom na visoke rezultate dobivene prilikom odredivanje flavonoida na istim ekstraktima,
protuupalnu aktivnost mozemo pripisati upravo flavonoidima. Ekstrakti ostalih ispitivanih
vrsta, pokazali su blago (korijen zutike) ili pak neznatno protuupalno djelovanje (plod
sikavice i zelen ehinaceje), ali i neznatan sadrzaj flavonoida. Iz dobivenih rezultata mozemo
zakljuciti da glicerolni ekstrakti korijena sladi¢a imaju potencijal kako za topikalnu primjenu

u pripravcina protiv starenja koze, tako i za internu uporabu.
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7.SAZETAK
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7.1. Sazetak:

U ovome diplomskom radu istraZzena je protuupalna aktivnost ekstrakata biljnih droga
Glycyrrhizae radix, Berberidis radicis cortex, Sylibi maiani fructus i Ehinaceae purpureae
herba. Ekstrakti biljnih droga pripremljeni su u netkosi¢nom biorazgradivom glicerolu.
Ispitana je povezanost dobivenih rezultata protuupalnog djelovanja sa sadrzajem glicerola i
flavonoida u ispitivanim ekstraktima. Rezultati ispitivanja pokazali su znatnu protuupalnu
aktivnost biljne droge Glycyrrhizae radix u odnosu na pozitivnu kontrolu, te se to djelovanje
moze povezati sa sadrzajem flavonoida. Preostali biljni ekstrakti pokazali su blago ili pak

neznatno djelovanje te nizak sadrzaj flavonoida.

33



7.2. Summary:

In this work, anti-inflammatory activity of extracts of herbal drugs
Glycyrrhizae radix, Berberidis radicis cortex, Silybi mariani fructus and Ehinaceae purpureae
herba was investigated. Herbal drug extracts were prepared in a non-toxic biodegradable
solvent glycerol. The correlation of the anti-inflammatory action and flavonoid content in the
extracts was investigated. The results show that Glycyrrhizae radix demonstrated significant
anti-inflammatory activity in relation to the positive control, and that this action can be
associated with the content of flavonoids. The remaining plant extracts showed a slight or

insignificant effect and a low content of flavonoids.
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