Kvantitativna analiza flavonoida u listovima
maticnjaka - Melissa officinalis L.

Zunié, Katarina

Master's thesis / Diplomski rad
2017

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://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:589779

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-04

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:163:589779
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:608
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:608
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:608

Katarina Zunié¢

Kvantitativha analiza flavonoida u listovima

mati¢njaka - Melissa officinalis L.

DIPLOMSKI RAD

Predan Sveucilistu u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu

Zagreb, 2017.



Ovaj diplomski rad prijavljen je na predmetu Farmaceutska botanika Sveucilista u Zagrebu
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta i izraden u Zavodu za farmaceutsku botaniku i Zavodu

za farmaceutsku kemiju, pod struc¢nim vodstvom prof. dr. sc. Zeljana Malesa.

Zahvaljujem svom mentoru prof. dr. sc. Zeljanu Malesu na savjetima, strucnoj pomoci i
strpljenju tijekom izrade ovog diplomskog rada.

Takoder zahvaljujem doc. dr. sc. Mirzi Bojic¢u i tehnickoj suradnici Ljiljani Jurkin sa Zavoda
za farmaceutsku kemiju na pruzenoj pomoci i strpljenju prilikom izrade eksperimentalnog
dijela rada.

Zahvaljujem se svojoj obitelji na podrsci pruzenoj tijekom cijelog studija.

Na kraju, htjela bih zahvaliti svim prijateljima, a posebno Aniti i Tei, na neizmjernoj potpori i
pomoci tijekom raznih studentskih nevolja.



SADRZAJ

T U Y 1
1.1, BOTANICKI PODACT......ccciiiimitierierneiieeeeeeineeeeseennneeeessemmminnennens 2
1.1.1. Morfoloska obiljezja i rasprostranjenost porodice Lamiaceae............................ 2
1.1.2. Morfoloska obiljeZja i rasprostranjenost roda Melissa L. ........ccccocvveviviieiicieennenne, 2
1.1.3. Morfoloska obiljezja i rasprostranjenost vrste Melissa officinalis L. .................... 3
1.2, KEMIJSKI SASTAV . iutititiiiiiiitiiiitiitittiiittatittttastsesasiissassssssassssssnsnses 4
O O 7<) o T3 s o T U 4
1.2.2. Fenilkarboksilne KiSeline...............ooiiiiiiiii e 5
i T 1] 1o =] o D PP PSPPI 6
1.2.4. FIAVONOTUI.c.oi et 6
1.2.5. OStale SASTAVIIICE. ... uietttt ettt e e ettt e e e e 6
1.3. DJELOVANJE | UPOTREBA.. ..o itititiitttitiiiiatiettttnisateessssnssnssssnssmne 6
1.3.1. Istrazivanja na Judima...........oooiiiiiiiiii e 7
1.3.2. Istrazivanja na ZIVOTINJAMA. .......oeuuenrtentente et enteete et ete et eteateeeenaeaneensenanans 8
1.3.3. 1IN VItr0 IStrAZIVANA. ....uet ittt a e 10
14, FLAVONOIDL....ccciiitiiiiiiiitiiietiittitetssatessstssasossssssssossssssssossssssssssmmmmmns 11
1.4.1. Kemijski sastav flavonoida..............ooiuiiiiiiiiiiii e 11
1.4.2. Biosinteza flavonoida............ooooiiiiiiiii 11
1.4.3. Derivati flavonoida...........cooooiiiiiiiiii 12
1.4.4. Uloga flavonoida u biljkama.............coooiiiiiiii 14
1.4.5. Uloga flavonoida u ljudskom organizmu..............ccoeviiiiiiiiiiniiiieeeeee, 15
1.4.6. ToksiCnost flavonoida. ... ......oeiniieiiii i 17
1.4.7. Analiza flavonoida............c.oooiiin i 18
2. OBRAZLOZENJE TEME.......cccootttiiiiieiniinnreeeinnteessesnreeessesnraeessane 19
3. MATERIJALI I METODKE......ccciititimniniiiiniiiiiiniiiieiniiiiecasiesecasncmmssases 20
3.1, BILINI MATERIJAL..ciuitiitiiiiieiiiiieiiiiiatniiiiesaiessssassssesassssssssessssasasen 20
3.2. APARATURA | KEMIKALIJE....ccutttiutiiiiuiiieiaiiierarinesasssesasssiisnseses 20
3.3. METODE ISTRAZIVANJA......ccommuiiiinirieiniiieiniieeinnneeesnnsemnsesssinns 21
3.3.1. Identifikacija biljnog materijala. ...........ccoueuiieiniiiii e 21
3.3.2. Odredivanje koli¢ine flavonoida............co.oeiiiiiiiiiiiii e 21
3.3.3. RaCunalni Programi. .. ... ...o.uieeentintt ittt et et e et e e e e et e aeeneeeeaneeneaaens 23

4. REZULTATI I RASPRAVA.. ..o tiiiiiiiiiiiiiiiiiciiiieiieneeec e s scnn s 23



4.1. REZULTATI KVANTITATIVNE ANALIZE FLAVONOIDA..........cccccueee. 23

4.2, RASPRAVA......cciotieeeeeeeeeereereunnnnnieieeeeseeeesessssssssssssssssssnnnsessesssssssse, 24
TR /7N 1€ 90 1 01 {01 IR U RPPRN 25
B.  LITERATURA. .cciiiiiteeeeeeeeeetrttiiieeeeeeeeeeeeeeeeersesssssssnnnsnaseesiiessesssennnns 26
7. SAZETAK/ SUMMARY ....ouuuiiiiieeeiiiiieeeeeeeeereeresssssnnnneeeeeeeseeeesessesssssnes 30

TEMELIJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA/
CARD

BASIC DOCUMENTATION



1. UVOD

Biljke i njihovi pripravci koriste se u ljudskoj medicini otkad se javila potreba za
lijeCenjem. Tradicija takvog lije¢enja dovela je do spoznaja o ljekovitim biljkama, a
posljedi¢no i do izoliranja aktivnih sastavnica iz istih. Kemijskom promjenom osnovne
strukture aktivnih tvari iz biljaka razvijena je ve¢ina dana$njih lijekova. Unatoc¢ toj ¢injenici,
drustvo 21. stoljeca izrazito je nepovjerljivo prema takozvanim ,kemijskim lijekovima“.
Razlozi tome mogu se pronaéi u sve ve¢im zahtjevima za lijekove - trazi se da budu
pristupa¢nih cijena, ucinkoviti u kratkom vremenu uzimanja, da su nuspojave svedene na
minimum, a idealno traZi se lijek koji bi lijecio sve moguce tegobe. S druge strane biljke, bilo
da su svrstane u biljne lijekove ili dodatke prehrani, ostavljaju dojam potpune neskodljivosti i
izrazite ucinkovitosti, a standardizacija pripravaka od strane proizvodaca Cesto Se vjesto
izbjegava. Moderna fitoterapija pokuSava rijesiti ove zablude te maksimalno iskoristiti
znanstveno prepoznate ucinke pojedinih biljnih vrsta kako bi pacijenti koji zele koristiti
fitopreparate s njima ostvarili siguran i djelotvoran proces lije¢enja.

U Hrvatskoj ljudi se Cesto odlucuju lijeciti biljkama, stoga je odgovornost buduéih
farmaceuta znati koje biljne pripravke treba preporuciti. Osim toga, oekuju se i precizna
znanja koja ukljucuju podatke o tome u kojim indikacijama, u kojoj dozi i koje djelatne tvari
takvi pripravci trebaju sadrzavati i koji se terapijski ishodi mogu njima postici. Jedna od Cesce
koristenih biljaka nase pucke medicine je i mati¢njak - Melissa officinalis L. koja je u nasu

tradiciju dosla utjecajem srednjovjekovnih njemackih samostana.



1.1.  BOTANICKI PODACI
1.1.1. Morfoloska obiljeZja i rasprostranjenost porodice Lamiaceae

Biljke iz porodice Lamiaceae (Labiatae - usnace) mogu biti zeljaste ili drvenaste
jednogodisnje biljke ili trajnice, a najéeS¢e su grmovi. Imaju izrazito aromati¢ni miris koji
potjece od etericnog ulja smjeStenog u zljezdanim dlakama ili rozetastim zlijezdama listova,
cvjetova ili stabljike. Stabljika je ¢etverobridna, a listovi su smjesteni krizasto nasuprotno, bez
palistiéa. Cvjetovi su dvospolni i jednosimetri¢ni, rijetko poligamni. Caska je cjevasta s 4 do 5
zubaca. Vjenci¢ je srastao u cijev koja se prosiruje u dvije nejednake usne po kojima je sama
porodica i dobila naziv. Gornja usna je kratka i sastoji se od dvaju sraslih listi¢a, a donja je
dulja i gradena je od triju sraslih listi¢a. Prasnici su dvomo¢ni, od njih Cetiri obi¢no su dva
dulja, a druga dva kraca. Plodnica je nadrasla i Cetverogradna te u svakom pretincu sadrzi
jedan sjemeni zametak. Plod je dvoplodnicki kalavac koji se najcesée raspada na 4 suha,

rijetko mesnata plodi¢a (Domac, 2002).

Porodica Lamiaceae obuhvaéa oko 7200 vrsta i preko 240 rodova koji su
rasprostranjeni po citavom svijetu (kozmopoliti), a biljke ove porodice najvise su prisutne u
zemljama mediteranskog podrucja. Njihovoj Sirokoj rasprostranjenosti pridonosi to $to se
koriste kao zacini, ukrasne biljke, sirovine za izradu ¢ajeva, parfema, ishodnih spojeva u
kemijskoj industriji, a i zbog svojih ljekovitih svojstava (Shakeri i sur., 2016; Brauchler,
2010).

1.1.2. Morfoloska obiljeZja i rasprostranjenost roda Melissa L.

Vrste roda Melissa L. trajnice su koje mirisom podsje¢aju na limun. Listovi su im
jajoliki, a donji su gotovo srcolikog oblika. Cvatovi su jednostrani i u svakome se nalazi od
Sest do deset bijelih ili ruzicastih cvjetova. Pojedine vrste mogu narasti do 150 centimetara
visine (Usai i sur., 2016; Domac, 2002).

To¢no podrijetlo roda Melissa nije utvrdeno, ali zasigurno se radi o mediteranskom
podrucju. NajCesce spominjana mjesta podrijetla su Bliski istok, isto¢ni dio Mediterana ili
juzna Europa. Gréko ime Melissa moze se prevesti kao pcela. Takvo ime dano je ovom

biljnom rodu zbog sposobnosti privlacenja pcela. Hrvatski naziv mati¢njak oznacava kako su
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mirisom posebno privu¢ene matice te stoga pcelari njime mogu vratiti odbjegli roj pcela.
Biljke roda Melissa mogu se pronaéi posvuda u svijetu jer se Cesto kultiviraju, ali i zato $to
samoniklo rastu uz plotove, grmlja i zivice. Azijske vrste kao Sto su Melissa axillaris Benth. i
Mellisa flava Benth ex. Wall gotovo da se ni ne spominju u literaturi. Sva istrazivanja i
spoznaje usmjerene su na vrstu Melissa officinalis L., koja se dijeli na 9 podvrsta i varijeteta.

Sve se nabrojene vrste uzimaju kao sinonimi za svojtu M. officinalis:

o Melissa officinalis subsp. altissima (Sm.) Arcang.,

o Melissa officinalis var. altissima (Sm.) K. Koch,

o Melissa officinalis var. cordifolia (Pers.) K. Koch,

° Melissa officinalis var. foliosa Briq.,

o Melissa officinalis var. graveolens (Host) Nyman,

° Melissa officinalis var. hirsuta K. Koch,

o Melissa officinalis subsp. officinalis,

o Melissa officinalis var. romana (Mill.) Woodv., (ponegdje u literaturi navedena kao

posebna vrsta Melissa romana Mill.)

o Melissa officinalis var. villosa Benth.

Spominje se i specifi¢na podvrsta: Melissa officinalis subsp. inodora Bornm. (Usai i sur.,
2016; Shakeri i sur., 2016; Grli¢, 1990).

1.1.3. Morfoloska obiljeZja i rasprostranjenost vrste Melissa officinalis L.

Mati¢njak (M. officinalis) je u prosjeku 50 cm visoka viSegodi$nja biljka. Ima
uspravnu, razgranjenu, ¢etverobridastu stabljiku. Plodovi su izduzeno jajastog oblika. Listovi,
koji su oficinalna droga, mogu biti na kracoj ili duljoj peteljci, a jajolikog su ili obrnuto
srcolikog oblika s krupno nazubljenim pilastim rubom. Gornja strana lista tamnije je zelena i
slabo dlakava, dok je donja strana lista svjetlije zelena s dlakama na jasno istaknutim

provodnim zilama (Kustrak, 2005; Kovacevi¢, 2004).

Mati¢njak je mediteranskog podrijetla, a danas je rasprostranjen u svim dijelovima
svijeta kao uzgojena ukrasna i medonosna, ali i samonikla biljka. Zbog izrazito razgranatog

korijena prilagodljiv je razli¢itim okoliSnim uvjetima. Raste dobro na suncu, ali i u



djelomi¢nom hladu, najbolje na vapnenackom tlu koje ima pH od 5 do 7 (Slika 1.) (Usai i
sur., 2016; Shakeri i sur., 2016; Kustrak, 2005).

Slika 1. Melissa officinalis L. (Farmaceutski botani¢ki vrt ,,Fran Kusan®)

1.2. KEMIJSKI SASTAV

Poznavanjem kemijskog sastava bolje se upoznaje s djelatnim tvarima biljke, ali i
ostalim sastavnicama koje omogucuju razlikovanje pojedinih vrsta od ostalih pripadnika istog
roda i vrlo slicne morfologije. Mati¢njak sadrzi €itav niz razli¢itih kemijskih sastavnica kao
Sto su eteri¢no ulje, fenilkarboksilne kiseline, triterpeni, flavonoidi i mnoge druge (Kustrak,
2005).

1.2.1. Eteri¢no ulje

Listovi mati¢njaka sadrze 0,02-0,3% eterinog ulja te se zbog malog sadrzaja u
listovima cesto patvore vrstama roda Cymbopogon Spreng. ili limunovim uljem. Takvo

krivotvorenje biljnih vrsta manje je opasno kad su posrijedi kozmeticki proizvodi sve dok se
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pazi na mikrobioloSku ispravnost. Medutim, krivotvorena droga moZe ozbiljno narusiti
zdravlje ¢ovjeka i dovesti do nepovjerenja zdravstvenih djelatnika pri propisivanju i izdavanju
lije¢enja biljnim pripravcima. Eteri¢no ulje dobiva se destilacijom svjezih vr$nih dijelova.
Glavne sastavnice su geranial i neral (poznate i pod nazivima citral a i b) te citronelal (+).
Odnos geraniala prema neralu u pravilu je stalan, 4:3. Od seskiviterpena prevladava kariofilen
(Kustrak, 2005).

Prema jednom istrazivanju, glavne sastavnice etericnog ulja listova su: B-kariofilen
oksid, geranial, neral, B-kariofilen i geranil-acetat, dok eteri¢no ulje cvjetova sadrzi najvise
geraniala, zatim nerala, (Slika 2.) B-kariofilena i B-kariofilen oksida (Afsharypuor i sur.,
2015).

H H
CH,
CH,
H.C CH;
HC CH,
Geranial (Citral-a) Neral (Citral-b)

Slika 2. Strukture geraniala i nerala (www.epharmacognosy.com)

1.2.2. Fenilkarboksilne kiseline

U sastavu listova najzastupljenije fenilkarboksilne kiseline su slobodno i glikozidno
vezana klorogenska i kavena kiselina, p-kumarna te ruzmarinska kiselina. Neka opazanja
ukazuju na to da u biljci fenilkarboksilne kiseline signaliziraju zavrsetak rasta. Poznato je da
p-kumarna kiselina snazno inhibira rast stabljike i njenih dijelova. Isto tako, pokazano je da
dolazi do nakupljanja fenilkarboksilnih kiselina i flavonoida u prolje¢e nakon $to se otvore

pupoljci i u jesen prije pocetka procesa dormancije (Kefeli i Kalevtich, 2013; Kustrak, 2005).


http://www.epharmacognosy.com/

1.2.3. Triterpeni

Triterpeni su ugljikovi spojevi koji se sastoje od Sest izoprenskih jedinica. Iz
mati¢njaka su izolirane ursolna (Slika 3.) i oleanolna kiselina. Terpeni u biljkama mogu biti
lako hlapljivi i svojim mirisom privuéi razne kukce za oprasivanje. Gorak okus nekih terpena

moze Stititi od biljojeda, a razmatra se i njihova uloga kao fitohormona (Shakeri i sur., 2016).

Slika 3. Struktura ursolne kiseline (wildflowerfinder.org.uk)

1.2.4. Flavonoidi

Od flavonoidnih spojeva u mati¢njaku se u najve¢em udjelu nalaze aglikon kvercetin

te derivati apigenina i luteolina (Shakeri i sur., 2016).

1.2.5. Ostale sastavnice

Stabljika se sastoji uglavnom od razli¢itih oblika celuloze s visokim udjelom a-
celuloze i manjeg postotka lignina odgovornih za mehanic¢ku ¢vrstocu biljke. (Shakeri i sur.,
2016).

1.3. DJELOVANJE | UPOTREBA

Mati¢njak je izrazito istrazivana biljka zbog mnogih potencijalno pozeljnih ucinaka.
Poznavali su ga ve¢ Grcei i Rimljani, Plinije ga je preporucivao u lijecenju hipohondri¢nih i
histeri€nih pacijenata. Arapi ga prenose u Europu, a zatim se uzgaja u njemackim

samostanima u 16. stoljecu (Kustrak, 2005). Najpoznatiji proizvedeni ljekoviti oblik
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srednjovjekovnih samostanskih ljekarni alkoholni je destilat listova mati¢njaka i drugih droga
s eteriénim uljem - ,,Karmelitergeist™ (Spiritus Melissae compositus), a danas je jo$ uvijek

prisutan na trziStu kao Klosterfrau-Melissengeist (Kustrak, 2005; Wagner, 1982).

Mati¢njak se upotrebljava i za dobivanje etericnog ulja koje sluzi kao mirisna nota u
parfemima te u industriji alkoholnih pi¢a za izradu likera i koktela. Moze sluziti i kao
kuhinjski za¢in umjesto limunove kore, ali duljim stajanjem listovi gube miris, stoga treba

koristiti svjeze skupljene listove (Grli¢, 1990).

Istrazivanja novih antimikrobnih tvari danas se izrazito poti¢u zbog rastuce
antimikrobne rezistencije, ali kad se otkriju ostaju sa¢uvane kao rezervni lijekovi za teske
infekcije dok izrazito rezistentni mikroorganizmi Cesto ostaju prisutni na bolniCkim
instrumentima. Mati¢njakovo eteri¢no ulje ima antimikrobni u¢inak naspram cestih uzro¢nika
bolni¢kih infekcija i stoga postoji mogucénost njegovog koristenja za dezinfekciju bolnicke

opreme i prostora (Jalal i sur., 2015).

1.3.1. IstraZivanja na ljudima

PMS

Rezultati jednog klinickog pokusa u Iranu pokazuju da 500 mg mati¢njaka danog
dvaput dnevno u kapsulama tijekom lutealne faze menstrualnog ciklusa ublazava
predmenstrualne simptome te poboljSava fizi¢ku i psiholosku kvalitetu zivota u odnosu na
placebo kod studentica (Mirghafourvand i sur., 2016).

Jedno drugo istrazivanje, takoder provedeno u Iranu, pokazalo je da je 1200 mg
dnevno tijekom lutealne faze menstrualnog ciklusa dovoljno za znacajno ublazavanje

predmenstrualnih simptoma. IstraZivanje je trajalo tri mjeseca i svaki mjesec znacajno Se

smanjivala tezina predmenstrualnih simptoma (Akbarzadeh i sur., 2015).

Hiperaktivnost kod djece

640 mg ekstrakta korijena odoljena (valerijane) i 320 mg eckstrakta mati¢njaka
smanjile su hiperaktivnost, impulzivnost i teskoce pri koncentriranju kod djece predskolske
dobi, koja unato¢ pokazanim poteskocama nisu zadovoljila kriterije za dijagnozu ADHD-a, u

jednom istrazivanju njemackih znanstvenika. NeZeljeni ucinci razvili su se kod dvoje
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ispitanika, ali analizom je pokazano da je vrlo malo vjerojatno da je do tih uc¢inaka doslo zbog

uzimanja prethodno navedenog preparata (Gromball i sur., 2014).

Hiperlipidemija

Pacijentima koji boluju od hiperlipidemije, 1000 mg praska dobivenog od listova
mati¢njaka znacajno je smanjilo vrijednosti LDL-a i AST. Prasak mati¢njaka nije pokazao

znacajan utjecaj na ostale lipidne parametre (Jandaghi i sur., 2016).

Palpitacije

Sréane palpitacije ¢esto SU benigno stanje koje je povezano sa stresom u vecine ljudi te
ih je stoga tesko lijeciti. 500 mg liofiliziranog vodenog ekstrakta mati¢njaka dvaput na dan
tijekom 14 dana primjene znacajno je smanjilo uéestalost sréanih palpitacija i anksioznost kod
ispitanika (Alijaniha i sur., 2015).

Antimikrobni u¢inak

Gel s matiénjakom nije se pokazao jednako uéinkovitim u usporedbi s 5%-tnom
kremom koja je sadrzavala aciklovir u lije¢enju herpesa labialisa. Ipak, ucinkovitost je

dokazana u lokalnom smanjenju ja¢ine boli prouzrokovane herpesom (Ahadian i sur., 2015).

1.3.2. IstraZivanja na Zivotinjama

Depresija

Vodeni ekstrakt mati¢njaka pokazao je serotonergicki antidepresivni ucinak u Stakora
kao 1 sama ruZmarinska kiselina. Opravdano bi bilo koristenje mati¢njaka kao dodatne terapije
depresije uz standardne lijekove ili za sprjeCavanje nastajanja klinicki znacajnog oblika

bolesti, uz dokaze koje trebaju pokazati istrazivanja na ljudima (Lin i sur., 2015).

Ulkus

Metanolni ekstrakt mati¢njaka u dozama od 150 i 300 mg/kg pokazao je
gastroprotektivni u¢inak u Stakora. Pretpostavka je da je opazeni uinak posljedica inhibicije
lipidne peroksidacije ili pojacavanja antioksidativnih obrambenih mehanizama (Saberi i sur.,
2016).



Dijabetes
Ucinkovitost mati¢njaka dokazana je i u Stakora kao modela dijabetesa. Uzimanje 0,04

mg na dan etericnog ulja mati¢njaka uklonilo je hiperalgeziju nastalu kao komplikaciju
dijabetesa. Etericno ulje mati¢njaka stoga predstavlja potencijalni tretman za dijabeticku
neuropatiju. Takoder, dugotrajnom primjenom ekstrakta uspostavljena je euglikemija i
smanjena je tjelesna masa (Hasanein i Riahi, 2015).

U jednom drugom istrazivanju, pretpostavlja se da je antioksidativni u¢inak flavonoida
iz vodenoalkoholnog ekstrakta mati¢njaka utjecao na smanjenje razine glukoze, kolesterola,

LDL-a, triglicerida te povecanje razine HDL-a u dijabeti¢kih Stakora (Khodsooz i sur., 2016).

Pretilost

Autori istrazivanja testirali su pretpostavku da ekstrakt mati¢njaka, koji se vec
pokazao inhibitorom angiogeneze reduciranjem ekspresije mMRNA faktora VEGF-A i FGF-2,
djeluje 1 na inhibiciju adipogeneze te hipertrofiju adipocita. Hipoteza je potvrdena, ukazano
je na povezanost angiogeneze i adipogeneze. Moguc¢i mehanizam djelovanja na supresiju

adipogeneze je i inhibicija ekspresije mMRNA matriksnih metaloproteinaza (Woo i sur., 2016).

Aritmije

Istrazivanje u¢inka vodenog ekstrakta mati¢njaka na EKG Stakora tijekom tjedan dana
pokazalo je znacajne promjene, ali potrebna su dodatna istarzivanja da se pokazu klini¢ki
ucinci takvih promjena (Joukar i sur., 2016).

U jednom istrazivanju na Stakorima dokazan je kardioprotektivni u¢inak manjih doza
vodenog ekstrakta (50 i 100 mg/kg) prije infarkta miokarda, dok su vece doze (200 mg/kg)
pojacale ishemiju (Joukar i sur., 2015).

Vodenoalkoholni ekstrakt u dozama od 100 i 200 mg/kg smanjio je ucestalost
ventrikularne fibrilacije, tahikardije i preuranjenih otkucaja u Stakora kojima je inducirana

aritmija, te se stoga smatra da ima kardioprotektivni u¢inak (Akhondali i sur., 2015).



1.3.3. In vitro istrazivanja

Paraziti

Etanolni ekstrakt u koli¢inama manjim od 500 mg/L pokazao je inhibiciju rasta
razli¢itih faza razvoja roda Leishmania kao i faze epimastigota kod vrste Trypanosoma cruzi.
HPLC analizom, kao glavne sastavnice ekstrakta dokazane su kavena kiselina i rutin (Cunha i
sur., 2016).

Virus gripe HIN2

Uc¢inak eteri¢nog ulja mati¢njaka kod virusa gripe HON2 najjaci je prije same infekcije

stanica virusom jer onemogucava prianjanje virusa na ljudske stanice. Hemaglutinacija nije
bila sprijecena uporabom eteri¢nog ulja. Pokazan je i sinergisticki u€inak s niskim dozama
oseltamivira. GC-MS analiza pokazala je da se istrazivano ulje najve¢im dijelom sastojalo od

geraniala i nerala (Pourghanbari i sur., 2016).

Alzheimerova bolest

U istrazivanju ucinka mati¢njaka na Alzheimerovu bolest, stanice PC12 linije bile su
izlozene ukupnom ekstraktu mati¢njaka ili samo njegovom polifenolima bogatom frakcijom
nakon ¢ega su izazvane oksidativne promjene. Frakcija bogata polifenolima pokazala je bolji
neuroprotektivni u¢inak od ukupnog ekstrakta te bi se stoga polifenoli mogli koristiti u

pripravcima za sprjecavanje bolesti (Sepand i sur., 2013).

Karcinom

Antiproliferativni i proapoptoti¢ki u¢inak ekstrakta mati¢njaka pokazan je na HT-29 i
T84 stanicama ljudskog karcinoma crijeva. Autori ukazuju na mogucnost koriStenja ekstrakta
mati¢njaka ili nekih njegovih frakcija u sprjecavanju nastanka karcinoma crijeva. U drugoj
studiji, 50%-tni etanolni ekstrakt pokazao je antiproliferativni i antioksidativni ucinak, a kao
glavna djelotvorna sastavnica oznacena je ruzmarinska kiselina (Weidner i sur., 2015;
Encalada i sur., 2011).

Inhibicija rasta stanica karcinoma koristenjem vodenoalkoholnog ekstrakta utvrdena je
na stani¢nim linijjama adenokarcinoma dojke i prostate, karcinoma jajnika i karcinoma ne-
antitumorski uc¢inak ekstrakta (Jahanban-Esfahlan i sur., 2015).
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1.4. FLAVONOIDI

1.4.1. Kemijski sastav flavonoida

Flavonoidi su Siroko rasprostranjeni i raznoliki sekundarni metaboliti biljaka. Ovi
polifenolni antioksidansi sadrze dva aromatska prstena povezana s propanskim lancem Kkoji

uglavnom s atomom kisika ¢ini heterocikli¢ki prsten (Slika 4.).

Slika 4. Osnovna struktura flavonoida (www.researchgate.net)

Flavonoidi se mogu podijeliti u podskupine ovisno o oksidacijskom stanju
heterociklickog prstena C te broju i vrsti supstituenata vezanih na aromatskim prstenima A i
B. Uz iznimku flavanola, veéina flavonoida je u prirodi glikolizirana ili na drugi nacin
konjugirana (hidroksilirana, ramnozirana, metilirana, acilirana). Polozaj, broj i vrsta Se¢ernih
molekula vezanih na aglikonsku komponentu takoder doprinosi raznolikosti i

rasprostranjenosti ove skupine spojeva (Beecher, 2003; Koes i sur, 1994).

1.4.2 Biosinteza flavonoida

Biosinteza flavonoida zapocinje enzimskom reakcijom izmedu triju molekula malonil-
CoA i jedne molekule p-kumaril-CoA pri ¢emu nastaje naringenin-kalkon. Reakciju katalizira
kalkon-sintaza. Ova dva neposredna prethodnika ishodnog spoja dolaze iz razli¢itih
metaboli¢kih puteva. Nastajanje p-kumaril-CoA odvija se u tri enzimska koraka pocevsi s
fenilalaninom koji se deaminira pri ¢emu nastaje cimetna kiselina koja se zatim prevodi u p-

kumarnu kiselinu. Zatim, uvodenjem koenzima A nastaje p-kumaril-CoA. Ovim biosintetskim
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putem mogu nastati brojni sekundarni metaboliti, ukljuc¢uju¢i lignine, kumarine i stilbene.
Malonil-CoA nastaje karboksilacijom acetil-CoA u Krebsovom ciklusu. Nastali naringenin-
kalkon izomerizira se enzimom kalkon-flavon izomerazom ¢ime nastaje osnovna struktura
flavanona. Iz osnovne strukture daljnjim enzimskim reakcijama hidroksilacije, redukcije i

metilacije nastaju ostali strukturni oblici flavonoida (Koes i sur., 1994).

1.4.3 Derivati flavonoida

Raznolikost flavonoidnih podskupina ukazuje na to da su se flavonoidi postupno
razvijali tijekom evolucije. Kalkoni, flavanoni i flavonoli javili su se najranije i to s odjeljkom
Bryophyta (mahovine). Kad su papratnjace razvile provodni sustav, pojavili su se
proantocijanidini za odrzavanje strukture i C¢vrsto¢e. Antocijana, koji svojim Sarenilom
privlace kukce, nije bilo sve dok se nisu pojavile cvjetnice. Slika 5. prikazuje najpoznatije

podskupine flavonoida.

0
Flavonol Flavanon

o P oy®C

Flavan-3-ol Antocijanidin Izoflavon

Slika 5. Strukture najpoznatijih flavonoidnih derivata (www.openi.nlm.nih.gov)

Flavoni
Najpoznatiji predstavnici aglikona flavona su apigenin i luteolin (Slika 6.). Flavoni se
nalaze u zelenim lisnatim biljkama. U biljnim drogama od njihovih heterozida cesto se

12



javljaju O-glikozidi (apigenin-7-O-glukozid, luteolin-7-O-glukozid) i C-glikozidi (apigenin-8-

C-glukozid=viteksin i luteolin-8-C-glukozid=orijentin) (Kustrak, 2005; Beecher, 2003).
OH
QH

HO o

QW O

Apigenin Luteolin

Slika 6. Strukture apigenina i luteolina (www.researchgate.net)

Flavonoli

Flavonoli su izrazito rasprostranjeni u biljnom svijetu. Kvercetin, miricetin,
(kvercetin-3-O-galaktozid), izokvercitrin (kvercetin-3-O-glukozid), kvercitrin (kvercetin-3-O-
ramnozid), rutin (kvercetin-3-O-ramnoglukozid) te astragalin (kemferol-3-O-glukozid)
(Kustrak, 2005; Beecher, 2003).

Flavanoni

U vrstama roda Citrus L. mogu se pronaci flavanoni. Oni su odgovorni za gorak okus
sokova i drugih napitaka pripravljenih od plodova vrsta ovog roda. Predstavnici ove skupine
flavonoida su: hesperetin (glikozilirani hesperidin), naringenin (glikozilirani naringin)
(Beecher, 2003).

Antocijanidini
Antocijani, glikozidi antocijanidina, veéinom su odgovorni za raznolikost boja

plodova i latica cvjetova u biljkama. Primjeri antocijanidina su pelargonidin, delfinidin,
malvidin, petunidin, peonidin i cijanidin. Ukrasne biljke naj¢es¢e se odabiru na temelju boje
cvjetova. Ipak mogudi su razli¢iti uzorci na listovima koji su, izmedu ostalog, uvjetovani i
nacinom odlaganja antocijana kao kod biljaka iz roda Maranta Morren. lako su antocijani
najpoznatiji spojevi koji daju boju raznim biljnim dijelovima, nisu jedini. Primjerice, crvena

boja cvjetova reda Caryophyllales potjece od betacijanina (Beecher, 2003; Bohm, 1999).
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Izoflavoni

Daidzein, genistein i glicitein primjer su izoflavona koji se nalaze u mahunarkama
(npr. soja). Njihov estrogeni ucinak posebno je zanimljiv. lako nisu steroidne strukture, zbog
steri¢ke slicnosti mogu se vezati na ljudske estrogenske receptore. S ve¢im se afinitetom vezu
na ERP, u odnosu na ERa podtip receptora, a vezu se s 107 do 10™ slabijim afinitetom od
17 estradiola. Zbog razlicitosti u prehrani, mogu se pronaci u krvi u koli¢inama do 10 000
puta ve¢im od steroidnih estrogena pa se stoga istrazuju radi mogucnosti lakSeg podnosenja
tegoba menopauze i sprjeCavanja razvoja karcinoma dojke. Azijska epidemioloska
istrazivanja pokazuju povoljan u¢inak na zdravlje, dok klinicki pokusi u zapadnim zemljama
Cesto daju skromne, Cak i suprotne rezultate. Razlog ovih razli¢itih opazanja moze se pronaci
u tome §to je prehrambeni unos izoflavona u Aziji tradicionalno visok $to se ne mora potvrditi
kratkotrajnim koriStenjem izoliranih izoflavona biljnog podrijetla (Preedy, 2013; Beecher,
2003).

1.4.4 Uloga flavonoida u biljkama

Dugi niz godina uloga flavonoida u biljkama nije bila razjasnjena. Razlozi se mogu
dijelom pronaci U tome S$to su se istrazivanja uglavnom temeljila na njihovim uc¢incima u
ljudskom organizmu. Danas se smatra kako su se razvili kako bi bili kemijski oblici prijenosa
informacija u biljnom svijetu, a dalje su se razvijali kao zastita od UV zracenja. Biljkama
svjetlo treba zbog procesa fotosinteze, ali Stetno UV zracenje moze dovesti do oStecenja DNA
I nastanka raznih bolesti. Flavonoidi apsorbiraju UV zracenje pa se stoga ekspresija gena za
proteine biosintetskog puta flavonoida pojacava pri povecanoj izlozenosti suncu.

Antocijani i flavonoli imaju dobro razja$njenu ulogu u privlacenju kukaca za
opraSivanje i Sirenju sjemenaka biljaka. Dokazi za ovu njihovu ulogu mogu se pronaci u
Cinjenicama da su najviSe smjeSteni U epidermi latica, da je neposredno prije pupanja
transkripcija gena za enzime koji sudjeluju u ovom procesu najveca kao i brzina nastajanja
antocijana. Cvjetni pigmenti, koji se najcesce sastoje od upravo spomenutih sastavnica, tako
privlace kukce velikim, Sareno obojenim laticama i signaliziraju prisutnost nekog oblika
nagrade - primjerice nektara. Antocijani su odgovorni za plave i crvene pigmente, a kalkoni i
auroni za zute. Flavonoli i flavanoni, koji se takoder mogu pronaéi u laticama, nemaju boje,
ali sudjeluju u stvaranju razlicitih nijansi obojenosti stvaraju¢i komplekse s cijaninima i
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metalnim ionima. Proces stvaranja razli¢itih boja koriste¢i komplekse naziva se
kopigmentacijom, a primjer njezinog rezultata moze se vidjeti kod cvjetova intenzivno plave
boje. Nedostatak latica znacajno smanjuje broj kukaca koji dolaze do biljke i zato nakon
oplodnje, kako bi biljke signalizirale da je oplodnja izvrSena, latice otpadaju.

Flavonoidi imaju utjecaj na razmnozavanje biljaka i time $to daju boju prasnicima i
tucku. Antocijani, flavoni 1 kalkoni najée$¢e Su pronalazeni tipovi flavonoida u praSnicima i
smatra se da imaju ulogu u razvoju cvjetne peludi. U tucku se najvise javljaju flavonoli |
pretpostavlja se da sudjeluju u usmjeravanju peluda do mjesta oplodnje, ali jo§ ne postoje
eksperimentalno potvrdeni dokazi.

Flavonoidi imaju i svoju ulogu u prijenosu informacija kod biljaka iz porodice
Fabaceae s bakterijskim vrstama (rodovi Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium) koje
omogucavaju vezanje dusika iz tla, makar to jo$ nije u potpunosti razjasnjeno. Smatra se da
svaka biljka sposobna za ovakvu vrstu simbioze stvara svoju vlastitu kombinaciju
flavonoidnih spojeva koje onda preko korijena ispusta u tlo i na taj nac¢in kemijski signalizira
bakterijama svoju prisutnost. U ovom slucaju, flavonoidi djeluju poput biljnih hormona.

Kemijski heterogena skupina fitoaleksina, koji u svom sastavu sadrze i flavonoide,
sudjeluje u obrani biljaka od patogena. Ostali mehanizmi obrane ukljuuju pojacano
odlaganje lignina i glikoproteina bogatih hidroksiprolinom u stani¢ne stijenke te indukciju
sinteze litickih enzima.

Parazitske ili poluparazitske biljne vrste koriste se flavonoidima koje ispuSta domacin
kako bi razvile haustorije i naselile se na nju.

Trjeslovine (tanini), poznati i kao proantocijanidini, polimeri su flavonoida i dio su

strukture biljaka koji joj pojacavaju mehanicku évrstocu (Koes i sur., 1994).

1.4.5 Uloga flavonoida u ljudskom organizmu

Povijest ljudskog koriStenja flavonoida izrazito je duga. Industrija parfema Kkoristi ih
kao mirisne note, prehrambena za postizanje zeljenih okusa ili boja gotovih proizvoda, a
farmaceutska istrazuje njihove ucinke u lije¢enju (Koes i sur., 1994).

Protuupalni, antiviralni, citotoksi¢ni 1 antikarcinogeni ucinci flavonoida potjecu od
interakcije s ljudskim biomolekulama poput regulatornih enzima. Antioksidativni ucinci
posredovani su stupanjem u reakciju sa slobodnim elektronima te sprjeCavanjem nastanka
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stanjima prikazani su u tablici 1. (Lee i sur., 2007).

Tablica 1. Prikaz specifi¢nih u¢inaka flavonoida

Karcinom

Apigenin
Silimarin
Degvelin
Flavopiridol
Antocijan i cijanidin
Flavonoidi brusnice i grejpa

Flavonoidi ekstrakta biljke Euphorbia peplus L.

Inhibicija enzima

Imunomodulacija miricetin
Hvatanje slobodnih radikala likopen
katehin

3-furanil analozi toksoflavina

Utjecaj na hormone gliceolini
epikatehin

Hipertenzija i mikrokrvarenja kvercetin
silimarin

Diabetes mellitus luteolin

Alergije

trokserutin

Kardiovaskularni sustav

stilbeni
polimetoksiflavoni

flavon-8-octena kiselina

Hiperkolesterolemija

fitoaleksin

Bolesti neurona

kvercetin
floretin

Flavonoidi nara (Punica granatum L.)

slobodnih elektrona. Neki od dokazanih pozeljnih u¢inaka flavonoida u razli¢itim patoloSkim
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1.4.6. Toksi¢nost flavonoida

Flavonoidi se smatraju sigurnim molekulama jer su oduvijek prisutni u ljudskoj
prehrani. Ucinci visokih doza flavonoida koje bi se mogle koristiti u suvremenim ljekovitim
oblicima i njihova potencijalna toksi¢nost jo$ uvijek nije dovoljno istrazena.

Smatra se da flavonoidi ne mogu izazvati imunosni odgovor kao male organske
molekule - tek vezanjem na makromolekule poput proteina u plazmi mogu postati antigenicni.
Primjer takvog nezeljenog uc¢inka uocen je kod katehina i njegovih metabolita koji se mogu
vezati na eritrocite i prouzrokovati imunosnu reakciju. Posljedica takve reakcije je
hemoliti¢ka anemija koja se povlaci prestankom uzimanja pripravaka s katehinom.

Sigurnost i podnosljivost kvercetina ispitivana je u pacijenata oboljelih od karcinoma.
Svaka tri tjedna davala im se intravenska injekcija te je utvrdeno da je maksimalna
podnosljiva doza &ak 1700 mg/m® Pri toj koli¢ini javlja se nefrotoksi¢nost, ali ne i
mijelosupresija. 1z ove faze 1 klinicke studije, u daljnoj, 2. fazi istrazivanja primijenjena je
doza od 1400 mg/m? (Alaoui-Jamali, 2010; Lee i sur., 2007).

Interakcija flavonoida s CYP enzimima posebno je zanimljiva. Naringenin, kojeg u
ve¢im koli¢inama sadrzi sok grejpa, inhibitor je CYP 3A4 enzima i smanjuje metabolizam
lijekova koji se njime razgraduju poput blokatora kalcijevih kanala.

Istrazivanje na miSevima pokazala je da kvercetin u dozi od 200 mg/kg povecava
hepatotoksi¢nost i trajanje anestetiCkog djelovanja propofola inhibicijom glukuronidacije
lijeka.

Kavakalkoni iz biljke Piper methysticum G.Forst. mogu uzrokovati zatajenje jetre,
koje je opisano u vise od 30 slucajeva pa je navedena biljka zabranjena kao OTC preparat u
Njemackoj i Svicarskoj. Biljka je autohtona u juznom Pacifiku, a u zapadnim zemljama
postala je popularna zbog anksiolitickog uc¢inka (Galatti i O'Brien, 2004).

Vecina flavonoida dolazi na trziSte u obliku dodataka prehrani, a Cesto izvan svake
farmaceutske kontrole. Dodatna istrazivanja i1 nadzor pripravaka na trziStu mogu omoguciti

sigurnu primjenu flavonoida.

17



1.4.7. Analiza flavonoida

Osiguravanje kvalitete biljnog materijala zahtjeva temeljitu analizu jer kvalitativni
sastav biljke ovisi o podneblju u kojem raste kao 1 o razli¢itim okoliSnim uvjetima tijekom
vremena.

Proucavanje flavonoida zapocinje ekstrakcijom iz biljke i odjeljivanjem od drugih
sastavnica. Ekstrakcija se najée$¢e provodi metanolom u temperaturnom rasponu od 20 do
50° C, ovisno o stabilnosti sastavnica istrazivane biljke. Moguce je i koriStenje ostalih otapala
poput vode, etanola, acetona ili drugih organskih otapala. Tako dobiveni uzorak treba
procistiti od lipida, Klorofila, trjeslovina, organskih kiselina, soli i drugih sastavnica.
Proc¢is¢avanje se moze provesti gel ili tekuc¢inskom kromatografijom, makar su poznate i
starije kemijske metode poput taloZenja trjeslovina proteinima.

Za samu analizu primjenjuju se postupci visoko-djelotvorne tekuéinske kromatografije
(HPLC), masene spektrometrije (MS) i kapilarne elektroforeze (CE). HPLC najcesce je
koriStena tehnika analize, ali kapilarna elektroforeza pokazala se kao korisna zamjena jer je
visoko selektivna te stoga omogucuje razdvajanje i dokazivanje flavonoida koje HPLC ne
moze prepoznati kao razli¢ite. Masena se spektrometrija relativno nedavno pocela koristiti
kao tehnika analize. Novije metode ionizacije omogucile su analizu bez derivatizacije
flavonoida, a pri njihovom odabiru treba pripaziti i na termicku stabilnost sastavnica. Tehnike
ionizacije koje se najcesce koriste pri analizi flavonoida su ionska stupica (IT), elektrosprej
ionizacija (ESI) i kemijska ionizacija pri atmosferskom tlaku (APCI). Kombinirane tehnike u
kojem analiti prolaze kroz HPLC-UV ili HPLC-MS sustave omogucuju dobivanje raznih
podataka samo jednom analizom pa se koriste kao metode prvog izbora kod potvrdivanja
kemijskog identiteta biljaka, za odredivanje koli¢ine pojedinih vrsta flavonoida i za otkrivanje

patvorina (Rice-Evans i Parker, 2003).
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2.  OBRAZLOZENJE TEME

Lijecenje biljnim pripravcima izrazito je ucestalo, stoga je u interesu javnog zdravlja
saznati Sto je moguce viSe o njima. Pozadina farmakoloSkog djelovanja pojedinih biljaka,
ovisnost kemijskog sastava o podneblju, sigurnost primjene i mogucénost krivotvorenja u
srediStu SU suvremenih istrazivanja.

Ljekovita svojstva mati¢njaka (M. officinalis) stolje¢ima su poznata u Europi i Sirem
mediteranskom podruc¢ju. Uc€inci poput antidepresivnog, anksiolitickog, antidijabetickog 1
antimikrobnog istrazeni Su u brojnim ispitivanjima. Polifenolima, medu kojima su i
flavonoidi, naj¢esce se pripisuju antivirusni i neuroprotektivni u¢inci. Postizanje upravo ovih
dvaju djelovanja i danas su najveci izazov farmaceutske znanosti. Virusi ¢esto i brzo mutiraju
te lako postaju otporni na ljudski razvijene antivirotike. Mentalne bolesti danas su u
eksponencijalnom porastu, izrazito su zahtjevne za lijeCenje te bi idealno bilo sprijeciti njihov
nastanak razvijanjem lijeka s neuroprotektivnim u¢incima.

Svrha ovog rada bila je kvantitativna analiza flavonoida u listovima vrste M.
officinalis s razli¢ith uzgojnih nalazista. Odredivanje flavonoida provedeno je
spektrofotometrijskom metodom prema Christu i Miilleru. Nakon analize u kojoj je odredena

kolicina flavonoida u pojedinom uzorku, podaci su statisticki obradeni.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. BILINI MATERIJAL

U eksperimentalnom dijelu rada koristeni su osuseni (Slika 7.) i usitnjeni listovi vrste

Melissa officinalis L. uzgojene 2014., 2015., i 2016. u Farmaceutskom botani¢kom vrtu ,,Fran

Kusan* Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta, 2014. u Nasicama, 2014.

u Banja Luci (Bosna i Hercegovina) i 2014. u Novom Sadu (Srbija).

Slika 7. Osuseni listovi mati¢njaka

3.2. APARATURA | KEMIKALIJE

Za spektrofotometrijsko odredivanje koli¢ine flavonoida upotrijebljen je UV-VIS

spektrofotometar Varian Cary 50 Bio (proizvod tvrtke Varian Inc., SAD) Zavoda za

farmaceutsku kemiju Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.

Za odredivanje koli¢ine flavonoida koristeni su sljede¢e kemikalije:

>

Y V VYV V

aceton,

25%-tna kloridna kiselina,

0,5%-tna vodena otopina heksametilentetramina,
etilacetat,

0,5%-tna vodena otopina natrijevog citrata,
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> otopina aluminijevog klorida (2g AICI3 x 6 H,O otopi se u 100 mL 5%-
tne metanolne otopine octene kiseline),
> 5%-tna metanolna otopina octene kiseline,

» destilirana voda.

3.3. METODE ISTRAZIVANJA

3.3.1. Identifikacija biljnog materijala

Identitet istrazivane biljne vrste potvrden je ispitivanjem vanjske i unutarnje grade

skupljenih uzoraka (Domac, 2002).

3.3.2. Odredivanje koli¢ine flavonoida

0,5 g biljnog materijala ekstrahirano je s 20,0 mL acetona, 2,0 mL 25%-tne kloridne
kiseline i 1,0 mL 0,5%-tne vodene otopine heksametilentetramina zagrijavanjem do vrenja 30
minuta na vodenoj kupelji uz povratno hladilo (Slika 8.). Hidrolizat je propusten kroz pamuk
u odmjernu tikvicu, a ostaci biljnog materijala na pamuku ponovno su ekstrahirani s 20,0 mL
acetona grijanjem do vrenja 10 minuta. Otopina je propustena kroz pamuk u odmjernu tikvicu
te je ekstrakcija acetonom ponovljena jo§ jedanput. Sjedinjeni filtrati razrijedeni su acetonom
do 100,0 mL. 20,0 mL hidrolizata pomijesano je s 20,0 mL vode i ekstrahirano jednom s 15,0
mL te jos tri puta s po 10,0 mL etilacetata (Slika 9.). Sjedinjene etilacetatne faze isprane su
dva puta s 40,0 mL vode i propustene kroz pamuk. Razrijedene su etilacetatom do 50,0 mL.
Po 10,0 mL ove otopine preneseno je u dvije odmjerne tikvice od 25,0 mL. U obje tikvice
dodano je 0,5 mL 0,5%-tne vodene otopine natrijevog citrata. U jednu tikvicu dodano je 2,0
mL otopine AICI3, a zatim su obje tikvice nadopunjene do oznake 5%-tnom metanolnom
otopinom octene kiseline (Slika 10.).

Nakon 45 minuta izmjerena je apsorbancija otopine s aluminijevim kloridom u sloju debljine
1 cm kod 425 nm u odnosu na otopinu bez aluminijevog klorida (Christ i Muller, 1960).
Ukupna koli¢ina flavonoida izracuna se kao kvercetin prema izrazu:

Ax0,772

% flavonoida rac¢unat kao kvercetin = b

A = apsorbancija; b = 0,5 (odvaga biljnog materijala u gramima)
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Slika 10

~

. Uzorci pripremljeni za mjerenje
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3.3. Racunalni programi

Statisticka obrada podataka (Studentov t-test) izvedena je pomocu programa Microsoft Excel

2010.

4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. REZULTATI KVANTITATIVNE ANALIZE FLAVONOIDA

Koli¢ina flavonoida u svim je uzorcima odredena tri puta, a iz dobivenih rezultata

izraCunate su srednje vrijednosti i Standardne devijacije (Tablica 2.).

Za usporedivanje koli¢ine flavonoida izmedu uzoraka koristen je Studentov t-test.

Tablica 2. Udio flavonoida (%) u uzorcima

1A/(,,Fran KuSan*, 2014.)

0,21+ 0,001*¢

1B /(,,Fran Kusan®, 2015.)

0,35+ 0,004*°

1C/(,,Fran Kusan*, 2016.)

0,42+ 0,009" ¢

2/ Nasice, 2014.

0,14+ 0,001%¢

3/ Banja Luka, 2014.

0,33+ 0,01¢

4/ Novi Sad, 2014.

0,36+ 0,003°

W(%) = £ + SD (n = 3)

Statisticki znaCajna razlika izmedu uzoraka sa signifikantnoscéu: % p< 0,0004, b p<0,01,

©p<0,0009, p<0,002, ¢ p<0,0001.
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Sadrzaj flavonoida u uzorcima kretao se od 0,14% do 0,42%. Najvecu koli¢inu
flavonoida (0,42%) imao je uzorak uzgojen 2016. u Farmaceutskom botanickom vrtu ,,Fran

Kusan“, a najmanju (0,14%) imao je uzorak uzgojen 2014. u NaSicama.

Provedeni Studentov t-test pokazao je da se statisticki znacajno razlikuju uzorci
mati¢njaka (M. officinalis L.) uzgojeni u Farmaceutskom botanickom vrtu ,,Fran KuSan*
2014. 1 2015. godine, 2015. 1 2016. godine kao i 2014. i 2016. godine. Nadalje, statisticki
znacajna razlika pokazana je i izmedu uzoraka mati¢njaka (M. officinalis L.) iz Nasica 2014.

i Banja Luke 2014., kao i izmedu uzoraka iz NaSica 2014. i Novog Sada 2014.

Koli¢ina flavonoida u uzorcima iz Banja Luke 2014. i Novog Sada 2014. nije pokazala
statisticki znacajnu razliku, kao ni usporedba skupine uzoraka iz Farmaceutskog botanickog

vrta tijekom 3 godine s drugom skupinom uzoraka iz NaSica, Banja Luke i Novog Sada.

4.2. RASPRAVA

Znacajka je ljekovitih biljaka da sadrze vise razli¢itih ljekovitih sastavnica. Cesto se
jedna od tih sastavnica izdvaja kao glavna i ljekovita, ali u stvarnosti vise njih pridonose
djelovanju biljaka. Stoga je oponasanje ljekovitih ucinaka biljke kemijskom sintezom jedne
sastavnice vrlo zahtjevno, gotovo i nemoguce. Ipak, standardizacija pripravka na jednu

sastavnicu u velikoj mjeri odreduje kvalitetu takvog pripravka.

Ljekovite tvari u biljkama pohranjene su u njenim razli¢itim dijelovima i nisu
ravnomjerno rasporedene, ve¢ ovisno o funkciji u biljei. Takoder, koli¢ina flavonoida u
biljnim dijelovima moze biti razli¢ita. Na koli¢inu flavonoida utjecu brojni ¢imbenici poput
mjesta uzgoja, vrste tla, nadmorske visine, koli¢ine sunca, oborina i hranjivih tvari koje su
bile dostupne za razvoj mlade biljke. Navedeni podaci potvrdeni su i u ovom radu (Slika 11.)
Biljke su tijekom rasta izlozene razli¢itim vrstama stresnih ¢imbenika kao §to su vremenske

nepogode, toplina, susa, jake oborine, biljojedi, patogeni, zagadenje zraka i brojnim drugima.

U razli¢itim biljnim vrstama i biljnim dijelovima koli¢ina flavonoida je promjenljiva
te je najcesce najveca u cvjetovima i listovima, a najmanja u stabljici i korijenu. U jednom
istrazivanju na mati¢njaku pokazano je da se etericno ulje dobiveno od cvjetova i listova

gotovo u potpunosti sastojalo od monoterpena i seskviterpena, dok se ulje stabljike uglavnom
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sastojalo od zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina uz manje koli¢ine lako hlapljivih

terpenoida (Afsharypuor i sur., 2015).

w (%)
0,45
0,4

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05
0 T T T T T

2014. 2015.Farm. 2016. Farm. 2014. NaSice 2014. Banja 2014. Novi
Farm.bot. bot. vrt bot. vrt Luka Sad
vrt

Slika 11. Grafi¢ki prikaz rezultata kvantitativne analize flavonoida

5. ZAKLJUCCI

Spektrofotometrijskom metodom prema Christu i Milleru kvantitativno su istrazeni
osuseni listovi mati¢njaka (M. officinalis).

Najveca koli¢ina flavonoida od 0,42% utvrdena je u uzorku iz Farmaceutskog
botanickog vrta ,,Fran KuSan* skupljenom 2016., a najmanja vrijednost od 0,14% u uzorku
uzgojenom 2014. u NasSicama.

StatistiCkom analizom potvrdene su razliCitosti u koli¢inama flavonoida izmedu
usporedivanih uzoraka te je utvrdeno da koli¢ina flavonoida u istoj biljnoj drogi varira ovisno

o godini i mjestu uzgoja Sto moze biti znacajno za farmaceutsku kvalitetu.
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7. SAZETAK/SUMMARY

SAZETAK

Ljekovita svojstva mati¢njaka (Melissa officinalis L.) stolje¢ima su poznata u Europi i Sirem
mediteranskom podrucju, a tradicija lijeenja u Hrvatskoj zapocela je utjecajem njemackih
srednjovjekovnih samostana. Farmakoloski ucinci poput antidepresivnog, anksiolitickog,
antidijabetickog, kardioprotektivnog i antimikrobnog istrazeni su u brojnim radovima.
Polifenolima, medu kojima su i flavonoidi, naj¢esce se pripisuju antivirusni i neuroprotektivni

udincl.

U ovom radu, spektrofotometrijskom metodom prema Christu i Milleru kvantitativno su
analizirani flavonoidi u osusenim listovima mati¢njaka s razli¢itih nalaziSta. Statisticka obrada

rezultata provedena je Studentovim t-testom.
Najveca koli¢ina flavonoida od 0,42% odredena je u uzorku iz Farmaceutskog botani¢kog

vrta ,,Fran Kusan“ skupljenom 2016., a najmanja vrijednost od 0,14% u uzorku uzgojenom

2014. u NaSicama.
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SUMMARY

Medicinal properties of lemon balm (Melissa officinalis L.) have been known for centuries in
Europe and the wider Mediterranean area. In Croatia, using lemon balm as a medicinal plant
begun under the influence of German monasteries during the Middle Ages. Antidepressant,
antidiabetic, cardioprotective and antimicrobial properties have been investigated in numerous
studies. Polyphenols, including flavonoids, are considered to be the main components

responsible for antiviral and neuroprotective effects.

In this thesis, the amount of flavonoids in dried leaves collected from various locations was
assessed using the spectrophotometric method by Christ and Muller. The statistical analysis

was performed using the Student's t-test.
The highest flavonoid content of 0,42% was found in leaves collected from the

Pharmaceutical Botanical Garden of “Fran Kusan” (2016) while the lowest content of 0,14%

was detected in leaves from Nasice (2014).
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