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1.UVvOD



1.1. Porodica Stitarke (Apiaceae, Umbelliferae)

Porodica Apiaceae obuhvaca oko 160 vrsta u Hrvatskoj. Veéinom su to zeljaste biljke, sa
stabljikom na kojoj razlikujemo ¢vorove i Suplje Clanke, te karakteristicnim Stitastim
cvatovima, po ¢emu su i dobile ime. Cvjetovi su maleni, ve¢inom bijele boje a tek rjede ruzicasti
ili zuti. Listovi su gotovo uvijek razdijeljeni te obuhvacaju stabljiku rukavcem. Plod im je suhi
kalavac koji se na kraju raspada uzduz Savova u dva jednosjemena plodi¢a. Grada ploda je
karakteristi¢na i vazna za sistematsku podjelu porodice. U usplodu svakog plodic¢a nalazi se 5
provodnih snopica a iznad njih se isti¢u glavna rebra (2 postrana i 3 ledna). Izmedu njih se
nalaze udubljenja u kojima se nalaze shizogeni sekretorni kanali (uljni kanali). Zbog znatnih
koli¢ina etericnih ulja Stitarke su poznate ljekovite biljke koje se Cesto koriste i kao zacini
(Ehrendorfer, 1978). Od ljekovitih i jestivih biljaka ovamo pripadaju angelika, anis, celer,
jelencica, kim, komorac, korijandar, krasuljica, ljupca, mrkva, pastinak i persin. Otrovne biljke

te porodice su kukuta, trubeljika, divlji persin i druge (Zivkovi¢, 1997).

Slika 1. Shema cvijeta i ploda porodice Apiaceae: A cvjetni dijagram, D cvijet, B-C, E-F
izdanak, stitac i plod, G-H kalavac (Ehrendorfer, 1978)



1.2. Anisi fructus — plod anisa

Anisi fructus (plod anisa) je osuSeni suhi plod vrste Pimpinella anisum L. (Apiaceae),
jednogodignje biljke, kultivirane u mnogim zemljama, a osobito u Spanjolskoj, juznoj Rusiji i
Bugarskoj (www.henriettes-herb.com). Plodovi su jajolikog i duguljastog oblika te prileglo
dlakavi. Plod je kalavac (shizokarp), dug 3-5 mm, kruskastog oblika, pri vrhu malo suzen,
zuckastozelen ili zelenkastosiv. Svaki merikarp ima pet slabo istaknutih rebara. Plod anisa vrlo
je aromati¢na mirisa i slatkasto aromati¢na okusa. Popreéni presjek od sredine svakog
merikarpa razlikuje se od vecine ostalih plodova biljaka porodice Apiaceae u tome $to sadrzi
puno vise (30 do 40) zlijezda s etericnim uljem. Glavne sastavnice droge su eteri¢no ulje (1,5
do 3,5%), dok su ostale sastavnice masno ulje, Seceri i sluz. Aktivnost ploda anisa ovisi 0
sadrZaju i sastavu eteri¢nog koje sadrzi. Glavna sastavnica eteri¢nog ulja je trans-anetol (80-
90%) dok su ostale sastavnice anisaldehid, anisketon, aniseva kiselina, p-metoksiacetofenon,
a-terpineol i D-limonen (Kustrak, 2005). Pokazuje sekretoliticko, spazmoliticko i karminativno
djelovanje (https://www.henriettes-herb.com), dok u visokim dozama djeluje kao
antispazmodik, antiseptik i antimikotik. U narodnoj se medicini koristi kao emenagog, laktogog
i afrodizijak (Wichtl, 2004).
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Slika 2. A Makroskopski prikaz droge Anisi fructus; B Mikroskopski prikaz prereza droge Anisi
fructus; C Mikroskopski prikaz kanali¢a s eteri¢nim uljem (Rahfeld, 2009)



1.3. Foeniculi fructus — plod komoraca

Foeniculi fructus (plod komoraca) je plod vrste Feoniculum vulgare Mill., Apiaceae koja ima
dvije podvrste: Foeniculum vulgare Mill. ssp. vulgare var. vulgare i Foeniculum vulgare Mill.
subsp. vulgare var. dulce (Mill.) Batt. & Trab. Raste samoniklo na podrucju juzne Europe,
sjeverne Afrike i juzne Amerike. Plod komoraca je kalavac koji se raspada na dva merikarpa.
Dug je 5-11 mm, a Sirok 2-4 mm, zelenkast ili Zutiosmed, s jako istaknutim svijetlim rebrima i
tamnijim dolinicama u kojima se nalazi po jedan shizogeni kanal s eteri¢nim uljem, a na
komisuri su po dva kanala. Plod slatkog komoraca je duzi i na komisuri $iri, zu¢kaste boje. Plod
komoraca sadrzi eteri¢no ulje, masno ulje, proteine, flavonoide i kumarine. Eteri¢no ulje slatkog
komoraca sadrzi 80-90% trans-anetola; 4,2-5,4% limonena; 0,4-0,8% o- pinena te manje od
1% (+)-fenhona. Od drugih sastavnica eteri¢no ulje komoraca sadrzi: metilkavikol, anisaldehid,
fenikulin, terpineol i razlicite terpenske ugljikovodike u manjim koli¢inam (Kustrak, 2005).
Eteri¢no ulje gorkog komoraca u usporedbi sa slatkim ima manji sadrzaj anetola i ve¢i udio
fenhona (barem 15%). Komoracev je plod ekspektorans, spazmolitik i karminativ. Sastavnica
je mnogih medicinskih ¢ajeva. Posebno je cijenjen u djecjoj praksi za ublaZavanje gréeva u
dojencadi i kao sekretoliticki ekspektorans. U puckoj je medicini poznat kao emenagog, a
dojilje ga znaju koristiti kao laktogog (poboljsava lu¢enje mlijeka). Komoracevo eteri¢no ulje
kod dispeptickih tegoba djeluje spazmoliticki, ublazava gréeve u probavnom traktu, nadutost
crijeva (suzbija meteorizam), a s obzirom da djeluje bakteriostatski, dodaje se kao konzervans
razlitim pripravcima. Smatra se izvrsnim korigensom mirisa i okusa (Kustrak, 2005; Wichtl,
2004).

Slika 3. A Makroskopski prikaz droge Foeniculi fructus; B Mikroskopski prikaz prereza droge
Foeniculi fructus; C Mikroskopski prikaz kanali¢a s eteri¢nim uljem (Rahfeld, 2009)



1.4. Carvi frutus — plod kima

Carvi fructus (plod kima) je plod vrste Carum carvi L., Apiaceae. Raste na podrucju Europe i
Azije. Plod kima duguljasto je jajolik kalavac, 3-6 mm dug, gol, na presjeku elipti¢an, smede
do sivkastosmede boje. Raspada se u dva merikarpa, koja na popre¢nom presjeku imaju oblik
pravilnog peterokuta na kojemu se vidi 5 uskih, istaknutih, zZutosmedih rebara i 4 tamnije
dolinice (Kustrak, 2005). Plod sadrzi eteri¢no ulje, masne kiseline, proteine, ugljikohidrate, te
flavonoide (glikozide kvercetina i kemferola), fenolne kiseline i furanokumarine. U eteriénom
ulju prevladavaju (+)-karvon i (+)-limonen. Od drugih terpena u ulju ima a-pinena, B-pinena,
sabinena i kar-3-ena.

Plod kima djeluje kao karminativ, stomahik i kolagog, a pokazuje i antimikrobno djelovanje.
Eteri¢no ulje dobiveno destilacijom ploda kima vodenom parom bogato je monoterpenskim

ketonom karvonom i monoterpenom limonenom (Kustrak, 2005; Wichtl 2004).

Slika 4. A Makroskopski prikaz droge Carvi fructus; B Mikroskopski prikaz prereza droge
Carvi fructus; C Mikroskopski prikaz prereza droge Carvi fructus (Rahfeld, 2009)



1.5. Coriandri frutus — plod korijandra

Coridandri fructus (plod korijandra) je plod vrste Coriandrum sativum L., Apiaceae. Kao
samonikla biljka korijandar raste u istonom dijelu Mediterana i u zapadnoj Aziji. Plod
korijandra je kalavac, ali nije razdvojen; tek kada se pritisne, razdvaja se na dva merikarpa.
Oblika je okrugla do ovalna, tvrd je i iznutra katkada Supalj. Ima 10 slabo istaknutih, vijugavih
glavnih rebara i 10 ravnih, sporednih rebara. Sjemenka ima na popre¢nom i uzduznom presjeku
oblik polumjeseca. Sadrzi oko 1% eteri¢nog ulja, oko 20% masnog ulja, 16% proteina te male
koli¢ine flavonoida, furanoizokumarina i derivata kavene Kiseline. Koristi se kao stomahik,
karminativ i spazmolitik. Korijandrovo eteri¢no ulje sadrzi 60-75% linalola, a od ostalih
sastavnica prisutni su kamfor, y-terpinen, geraniol i a-pinen. Eteri¢no ulje ima baktericidno i

fungicidno djelovanje (Kustrak, 2005; Wichtl, 2004) .

Slika 5. A Makroskopski prikaz droge Coriandri fructus; B Mikroskopski prikaz prereza
Coriandri fructus; C Mikroskopski prikaz kanali¢a s eteri¢cnim uljem (Rahfeld, 2009)



1.6. Eteri¢na ulja

Kao §to je spomenuto, navedene biljne droge sadrze etericno ulje. Eteri¢na ulja su hlapljivi 1
mirisni biljni produkti (sekundarni metaboliti). Smjese su velikog broja kemijski razli¢itih
sastavnica (20-200). No, uvijek je samo nekoliko sastavnica prisutno u vecoj koli€ini, a ostale
Su prisutne u tragovima (< 1%). Poznato je vise od 3000 spojeva koje ulaze u sastav ulja. Prema
skeletu ugljikovodika dijele se na terpene, fenilpropane i druge spojeve. Pripadaju razlicitim
skupinama organskih spojeva (ugljikovodici, alkoholi, fenoli, aldehidi, ketoni, oksidi...).
Eteri¢na ulja uglavnom sadrze spojeve u slobodnom obliku, a samo neka sadrze glikozidno
vezane sastavnice. Dobro su topljiva u lipofilnim otapalima, a tesko se otapaju u vodi. Veéina
ih je laksa od vode (specifi¢na tezina 0,84-0,18). Opticki su aktivna. Spremnici eteri¢nog ulja
mogu se nalaziti ezgozgeno (na povrsini biljnog organa) i endogeno (unutar biljnog organa),
kao $to je slucaj u porodice Apiaceae. Eteri¢no ulje smjesteno je u ovih vrsta shizogeno — stvara
se pukotina izmedu 2-4 stanice koja se postepeno povecava rastom stanica te se oblikuje
Supljina; najc¢eS¢e su okom vidljive okruglaste tvorevine okruzene epitelnim stanicama koje

izlucuju eteri¢no ulje u Supljinu.

Bioloske uloga eteri¢nog ulja su privlacenje kukaca zbog oprasSivanja, smanjenje transpiracije,
odbijanje biljojeda, zastita od fitopatogenih mikroorganizama i nametnika, inhibicija rasta
(klijanja) drugih biljaka — potencijalnih natjecatelja za isti prostor. Kako su eteri¢na ulja smjesa
velikog broja razlicitih sastavnica koja pokazuju brojne farmakoloske u¢inke (pr. anitmikrobno,
protuupalno, spazmoliticko, analgetsko), Siroko se koriste u farmaciji. No, najprije ih je
potrebno izolirati iz biljne droge. Metode izolacije eteri¢nog ulja su destilacija (hidrodestilacija
- vodena, vodenoparna, parna; vakuum-destilacija), ekstrakcija (nepolarnim otapalima ili

superkriti¢nim fluidom) i presanje (Vladimir-Knezevi¢, 1998).



2. OBRAZLOZENJE TEME



Plodovi i eteri¢no ulja anisa, komoraca, kima i korijandra upotrebljavaju se ve¢ tisu¢cama godina
u prehrani ljudi, a nalaze i svoju $iroku primjenu u farmaciji. Nerijetko se koriste u pedijatrijskoj
populaciji (dojenacke kolike) Sto zahtijeva posebnu paznju. Stoga se za ove biljne droge i
etericna ulja provode brojna znanstvena istrazivanja kako bi se utvrdila opravdanost njihove
primjene. Za farmaceutsku primjenu nuzan je zahtjev kvalitete koji obuhvaca parametar
sigurnosti i u¢inkovitosti, stoga je osim primjene farmacije temeljene na dokazima, u procjeni
opravdanosti primjene pojedine biljne droge nuzno kontrolirati i osigurati kvalitetu biljnih
droga koje se nalaze na naSem trzi$tu, na nacin da se ispita odgovaraju li zahtjevima koje
propisuje Europska farmakopeja. Cilj ovog diplomskog rada je provesti kvalitativnu i
kvantitativnu analizu navedenih komercijalno dostupnih biljnih droga te pregledati dostupnu
znanstvenu i stru¢nu literaturu. lako se primjena ljekovitih droga porodice Apiaceae poglavito
odnosi na dispepticke tegobe i kasalj povezan s respiratornim infekcijama, novija istrazivanja

pokazuju puno veci potencijal primjene u farmaciji.



3. MATERIJALI | METODE
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3.1. Materijali

3.1.1. Biljni materijal

U ovom diplomskom radu koriSteni su suhi plodovi biljnih vrsta Pimpinella anisum L.,

Feoniculum vulgare Mill., Carum carvi L. i Coriandrum sativum L. koji su komercijalno

dostupni u ljekarnama i specijaliziranim trgovinama u Hrvatskoj.

3.1.2. Instrumenti i pribor

U eksperimentalnom dijelu rada koristeni su sljede¢i instrumenti:

analiti¢ka vaga (Mettler-Toledo, Svicarska-SAD)

ploce za tankoslojnu kromatografiju (TLC) silikagel 60 F2s4 (Merck, Darmstadt,
Njemacka)

ultrazvuéna kupelj Sonorex Digital 10 P (Bandelin, Berlin, Njemacka)

UV lampa (Camag, Muttenz, Svicarska)

vodena kupelj (Inko, Zagreb, Hrvatska)

3.1.3. Reagensi, standardi i ostale kemikalije

U eksperimentalnom dijelu rada koriSteni su sljede¢i reagensi, standardi 1 ostale kemikalije:

anetol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
anisaldehid (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
bezvodni natrij-sulfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
etanol 96 % p.a. (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska)
etil-acetat (POCH S. A., Gliwice, Poljska)
fosfomolibdenska kiselina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
heksan (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

ksilen (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

linalol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
maslinovo ulje (Kemig, Zagreb, Hrvatska)
metilen-klorid (Lach-Ner, Neratovice, Ceska)
sulfatna kiselina (POCH S. A., Gliwice, Poljska)
toluen (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

vanilin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
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3.2. Analiza biljnih droga metodom tankoslojne kromatografije

Anisi fructus

Uzeto je 0,10 g samljevene biljne droge te ekstrahirano s 2 mL metilen-klorida 15 minuta.
Eksrtakt je filtriran i pazljivo uparen do suha na vodenoj kupelji pri 60 °C. Ostatak je otopljen
u 0,5 mL toluena. Poredbena otopina je pripremljena otapanjem 3 pL anetola i 40 pL maslinova
uljau 1 mL toluena.

Analiza tankoslojnom kromatografijom provedena je na plo¢ama s tankim slojem silikagela
F254, na koje su pomocu kapilare linijski nanesena ispitivana i poredbena otopina. Kao
pokretna faza koriSten je toluen. Odijeljene sastavnice detektirane su promatranjem ploc¢e pod
UV-lampom pri 254 nm te na dnevnom svjetlu nakon prskanja kromatograma svjeze
pripremljenom otopinom fosfomolibdenske kiseline u 96% etanolu (200 g/L) i zagrijavanja na
120 °C 5 min (EDQM, 2018).

Foeniculi fructus

Uzeto je 0,30 g samljevene biljne droge te ekstrahirano s 5 mL metilen-klorida 15 minuta.
Eksrtakt je filtriran i paZljivo uparen do suha na vodenoj kupelji pri 60 °C. Ostatak je otopljen
u 0,5 mL toluena. Poredbena otopina je pripremljena otapanjem 60 pL anetola u 1 mL toluena.
Analiza tankoslojnom kromatografijom provedena je na ploama s tankim slojem silikagela
F2s4, na koje su pomocu kapilare linijski nanesena ispitivana i poredbena otopina. Kao pokretna
faza koristena je smjesa heksana i toluena u volumnim omjerima 20:80 (V/V). Odijeljene
sastavnice detektirane su promatranjem ploce pod UV-lampom pri 254 nm te na dnevnom
svjetlu nakon prskanja kromatograma sulfathom kiselinom i zagrijavanja na 140 °C 5 min
(EDQM, 2018; Wagner i Bladt, 2009).

Carvi fructus

Uzeto je 0,50 g samljevene biljne droge te ekstrahirano s 5 mL etil-acetata 2-3 minute. Eksrtakt
je filtriran preko bezvodnog natrijevog sulfata.

Analiza tankoslojnom kromatografijom provedena je na plo¢ama s tankim slojem silikagela
F2s4, na koje su pomocu kapilare linijski nanesena ispitivana i poredbena otopina. Kao pokretna
faza koriStena je smjesa etil-acetata i toluena u volumnim omjerima 5:95 (V/V). Odijeljene
sastavnice detektirane su promatranjem ploce pod UV-lampom pri 254 nm te na dnevhom
svjetlu nakon prskanja kromatograma otopinom anisaldehida i zagrijavanja na 100-105 °C 2-4
min (EDQM, 2018).
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Coriandri fructus

Uzeto je 0,50 g samljevene biljne droge te ekstrahirano s 5 mL heksana 15 minuta. Eksrtakt je
filtriran preko bezvodnog natrijevog sulfata. Poredbena otopina je pripremljena otapanjem 15
uL linalola 1 25 pL maslinova ulja u 5 mL heksana .

Analiza tankoslojnom kromatografijom provedena je na plo¢ama s tankim slojem silikagela
F2s4, na koje su pomocu kapilare linijski nanesena ispitivana otopina. Kao pokretna faza
koriStena je smjesa etil-acetata i toluena u volumnim omjerima 5:95 (V/V). Odijeljene
sastavnice detektirane su promatranjem ploce na dnevnom svjetlu nakon prskanja

kromatograma otopinom anisaldehida i zagrijavanja na 100-105 °C 2-4 min (EDQM, 2013).
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3.3. Odredivanje sadrzaja eteri¢nog ulja

Volumetrijsko odredivanje etericnog ulja destilacijom pomoc¢u vodene pare provodi se u
aparaturi propisanoj u Europskoj farmakopeji (Slika 6). Aparatura za odredivanje eteri¢nih ulja
sastoji se od tikvice s okruglim dnom i produzenim grlom, lijevka za punjenje vode, vertikalne
cijevi, hladila, bo¢ne cijevi s ubruSenim ¢epom, graduirane cijevi, trosmjernog pipca, stativa te
termostatirane elektri¢ne grijace kosare.

10,0 ili 30,0 g cjelovite ili propisno usitnjene droge unese se u gore navedenu tikvicu s
destiliranom vodom 1 destilira 2 sata prethodno prilagodenom brzinom destilacije 2-3 mL po
minuti. Zatim se destilacija zaustavi te nakon 10 minuta o€ita volumen eteri¢nog ulja otopljenog
u 0,50 mL ksilena (mL).

Rezultat se izrazava mililitrima eteri¢nog ulja na kilogram biljne droge. (EDQM, 2018)

Slika 6. Dio aparature za odredivanje eteri¢nih ulja u biljnim drogama; dimenzije su u mm
(EDQM, 2018)
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3.4. Analiza eteri¢nog ulja metodom tankoslojne kromatografije

Uzorci eteri¢nih ulja dobiveni su destilacijom pomoc¢u vodene pare provedenom u aparaturi

propisanoj u Europskoj farmakopeji.

Anisi aetheroleum

1 g izoliranog eteri¢nog ulja otopljen je u toluenu i razrijeden do 10 ml s istim otapalom.
Poredbena otopina je pripremljena otapanjem 10 pL linalola, 30 pL anisaldehida i 200 pL
anetola u toluenu i razrijedena do 15 mL istim otapalom. 1 mL ove otopine razrijeden je s
toluenom do volumena od 5 mL.

Analiza tankoslojnom kromatografijom provedena je na plo¢ama s tankim slojem silikagela
F2s54, na koje su pomocu kapilare linijski nanesena ispitivana i poredbena otopina. Kao pokretna
faza koriStena je smjesa etil-acetata i toluena u volumnim omjerima 7:93 (V/V). Odijeljene
sastavnice detektirane su promatranjem ploce pod UV-lampom pri 254 nm te na dnevnom
svjetlu nakon prskanja 1% otopinom vanilina u etanolu, potom 10% etanolnom otopinom
sulfatne kiseline i zagrijavanja na 100-105 °C 10 min (EDQM, 2018; Wagner i Bladt, 2009).

Foeniculi aetheroleum

1 g izoliranog etericnog ulja otopljen je u toluenu i razrijeden do 10 ml s istim otapalom.
Poredbena otopina je pripremljena otapanjem 10 pL linalola, 30 pL anisaldehida i1 200 pL
anetola u toluenu 1 razrijedena do 15 mL istim otapalom. 1 mL ove otopine razrijeden je s
toluenom do volumena od 5 mL.

Analiza tankoslojnom kromatografijom provedena je na plo€ama s tankim slojem silikagela
F2s4, na koje su pomocu kapilare linijski nanesena ispitivana i poredbena otopina. Kao pokretna
faza koriStena je smjesa etil-acetata i toluena u volumnim omjerima 7:93 (V/V). Odijeljene
sastavnice detektirane su promatranjem ploce pod UV-lampom pri 254 nm te na dnevnhom
svjetlu nakon prskanja 1 % otopinom vanilina u etanolu, potom 10 % etanolnom otopinom
sulfatne kiseline i zagrijavanja na 100-105 °C 10 min (EDQM, 2018; Wagner i Bladt, 2009).
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Carvi aetheroleum

40 pL izoliranog etericnog ulja otopljeno je u toluenu i razrijedeno do 1 ml s istim otapalom.
Poredbena otopina je pripremljena otapanjem 10 pL linalola, 30 pL anisaldehida i 200 pL
anetola u toluenu i razrijedena do 15 mL istim otapalom. 1 mL ove otopine razrijeden je s
toluenom do volumena od 5 mL.

Analiza tankoslojnom kromatografijom provedena je na plocama s tankim slojem silikagela
F2s4, na koje su pomocu kapilare linijski nanesena ispitivana i poredbena otopina. Kao pokretna
faza koriStena je smjesa etil-acetata i toluena u volumnim omjerima 5:95 (V/V). Odijeljene
sastavnice detektirane su promatranjem plo¢e pod UV-lampom pri 254 nm te na dnevnom
svjetlu nakon prskanja 1% otopinom vanilina u etanolu, potom 10% etanolnom otopinom
sulfatne kiseline i zagrijavanja na 100-105 °C 10 min (EDQM, 2018; Wagner i Bladt, 2009).

Coriandri aetheroleum

10 pL izoliranog etericnog ulja otopljeno je u toluenu i razrijedeno do 1 ml s istim otapalom.
Poredbena otopina je pripremljena otapanjem 10 pL linalola u 1 mL toluena.

Analiza tankoslojnom kromatografijom provedena je na plo¢ama s tankim slojem silikagela
F2s4, na koje su pomocu kapilare linijski nanesena ispitivana i poredbena otopina. Kao pokretna
faza koriStena je smjesa etil-acetata i toluena u volumnim omjerima 5:95 (V/V). Odijeljene
sastavnice detektirane su promatranjem ploce pod UV-lampom pri 254 nm te na dnevnom
svjetlu nakon prskanja otopinom anisaldehida i zagrijavanja na 100-105C 10-15 min (EDQM,
2013; Wagner i Bladt, 2009).
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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4.1. Anisi fructus — plod anisa
4.1.1. Prikaz rezultata

Identifikacija tankoslojnom kromatografijom dala je sljedeCe rezultate: nakon prskanja
kromatograma reagensom (Slika 7) vidi se u donjoj tre¢ini kromatograma ispitivanog ekstrakta
droge Anisi fructus plava boja (trigliceridi) na sliécnom mjestu kao i u kromatogramu poredbene
otopine (trigliceridi maslinova ulja). U gornjem dijelu kromatograma vidi se plava zona na
ispitivanoj otopini koja pozicijom odgovara polozaju anetola (Rr = 0,84) na kromatogramu
poredbene otopine.

Odredivanje sadrzaja eteri¢nog ulja droge Anisi fructus provedeno je prema propisu Europske
farmakopeje. Masa droge uzete u analizu iznosila je 10,001 g. Volumen eteri¢nog ulja
dobivenog destilacije iznosio je 0,67 mL, $to umanjeno za iznos ksilena stavljenog prije pocetka
destilacije u gradijentnu cijev (0,50 mL), daje volumen eteri¢nog ulja u iznosu od 0,17 mL.
Dakle, odredeni sadrzaj etericnog ulja iznosi 17 mL/kg, a zahtjev je da sadrZi minimalno 20

mL/kg bezvodne droge (EDQM, 2018).

— Front

—0,5

— Start

Af P

Slika 7. Kromatogram ispitivanog ekstrakta Anisi fructus i poredbene otopine

Nepokretna faza: Kieselgel 60 F2s4 TLC ploca

Pokretna faza: toluen

Detekcija: fosfomolibdenska kiselina u 96% etanolu (200g/L), 120 °C
Ispitivani ekstrakt: Af - Anisi fructus

Poredbene supstancije: P - anetol (Re = 0,84) i maslinovo ulje
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Izolacijom eteri¢nog ulja iz biljnog materijala (odvaga grubo samljevenog ploda anisa = 30,035

g) dobiveno je 0,52 mL eteri¢nog ulja koje se kasnije koristilo u identifikaciji eteri¢nog ulja.

Identifikacija Anisi aetheroleum tankoslojnom kromatografijom dala je sljedece rezultate: u
gornjem dijelu kromatograma (Slika 8) crvena zona dobivena poredbenom otopinom odgovora
anetolu (Rr= 0,84), a prisutna je na istom poloZaju i u istoj boji i kod ispitivanog eteri¢nog
ulja, gdje je puno izrazenija. Blizu starta nalazi se plava zona koja odgovara linalolu (Rr = 0,29),
a u manjoj koncentraciji je prisutna i u ispitivanoj otopini eteri¢nog ulja. Na kromatogramu

ispitivane otopine, ljubicasta zona blizu fronta odgovara monoterpenskim ugljikovodicima

— Front

—0,5

— Start

Aae p

Slika 8. Kromatogram ispitivane otopine Anisi aetheroleum i poredbene otopine

Nepokretna faza: Kieselgel 60 Fzs4 TLC ploca

Pokretna faza: etil-acetat, toluen 7:93 (V/V)

Detekcija: vanilin-sulfatna kiselina, 120 °C

Ispitivana otopina: Aae - Anisi aetheroleum

Poredbene supstancije: P - linalol (Re = 0,29) i anetol (Re = 0,84)
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4.1.2 Pregled istraZivanja
In vitro istraZivanja

Antimikrobna aktivnost vodenog i etanolnog ekstrakta (25 g ploda je ekstrahirano s 500 mL
otapala i potom liofilizirano) ploda anisa testirana je naspram mikroorganizama Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Citrobacter koseri, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Micrococcus luteus, Staphylococcus
epidermidis i Candida albicans. Rast ve¢ine mikroorganizama je inhibiran, medutim, nije
uocena aktivnost vodenog ekstrakta ploda anisa naspram P. aeruginosa i E. coli (Giilgin i sur.,
2003).

Dokazano je da metanolni ekstrakt plada anisa smanjuje rezistenciju P. aeruginosa prema
pojedinim antibioticima. Ispitane su koncentracije ekstrakta i antibiotika koje primjenjene
pojedinacno ne inhibiraju rast bakterija. Ekstrakt ploda anisa je bio osobito ucinkovit u
kombinaciji s kloramfenikolom, gentamicinom, cefaleksinom, tetraciklinom i nalidiksinskom
kiselinom protiv P. aeruginosa uzrokuju¢i gotovo potpunu inhibiciju rasta. Manje je bio
ucinkovit protiv odredenih rezistentnih sojeva P. aeruginosa, ali je inhibirao rast za 74% u

kombinaciji s tetraciklinom (Aburjai i sur., 2001).

Sekretoliti¢ki u¢inak ploda anisa ispitan je na izoliranim cilijarnim epitelnim stanicama zabljeg
ezofagusa. Umjereno povecanje mukocilijarnog transporta uoceno je 90 sekundi nakon
aplikacije 200 pL infuza anisova ploda (4,6 g/100 mL vode) (Miiller-Limmroth i Frohlich,
1980).

Eteri¢no ulje anisa je pokazalo je inhibitornim ucinak na oksidaciju LDL-a kataliziranu bakrom.
Ucinak je korelirao s ukupnonim sadrzajem fenolinih sastavnica u eteri¢cnom ulju (Teissedre i
Waterhouse, 2000).

Ispitan je bronhodilatacijski u¢inak vodenog i etanolnog ekstrakta te eteriénog ulja anisa na
izoliranim trahealnim glatkim stanicama zamorca. VVodeni i etanolni ekstrakt anisa pokazali su
ucinak slican ucinku teofilina, dok je etericno ulje pokazalo neSto manju aktivnost. Utvrdeno
bronhodilatacijsko djelovanje posljedica je inhibitornog ucinka na muskarinske receptore

(Boskabady i Ramazani-Assari, 2001).

Lokalni anesteticki u¢inak trans-anetola istrazivan je na freni¢nom zivcu Stakora nakon $to je

elektri¢ni inerviran; zabiljezeno je smanjenje kontrakcije za 10,3% u koncentraciji 10~ pg/mL,
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za 43,9% pri koncentraciji 102 ug/mL, za 79,7% pri koncentraciji 10 ng/mL te za 100% kod

koncentracije trans-anetola 1pg/mL (Ghelardini i sur., 2001).

Anetol je u koncentraciji ispod 1mM se pokazao kao potentni inhibitor aktivacije nuklearnog
faktora kappa B iniciranog tumor nekrotiziraju¢im faktorom, §to bi moglo objasniti ulogu

anetola u supresiji upale i karcinogeneze (Chainy i sur., 2000).

In vivo istraZzivanja

Estrogenska aktivnost trans-anetola istrazivana je na spolno nezrelim zenkama Stakora kojima
je dan peroralno u dozi 80 mg/kg tjelesne mase unutar tri dana. ZabiljeZen je porast mase uterusa
s 0,5 g/kg na 2 g/kg ¢ime su rezultati istrazivanja potvrdili estrogensku aktivnost trans-anetola,
a drugi su eksperimenti pokazali da nema antiestrogensku, progesteronsku, antiprogesteronsku,
androgensku niti antiandrogensku aktivnost (Dhar, 1995).

Lokalni anestetski ucinak trans-anetola je ispitivan pomoc¢u kunjuktivalnog refleksa kod
zeCeva. Trans-anetol u koncentracijama od 3 do 1000 pg/mL apliciran je u konjunktivalnu

vrecu a ucinak je bio slican uc¢inku prokaina iste koncentracije (Ghelardini i sur., 2001).

Antitumorska aktivnost trans-anetola ispitivala se na albino misu s EAS (eng. Ehrlich ascites
tumour) tumorom u Sapi. Anetol je primijenjen oralno u dozi od 500 mg/kg, odnosno 1000
mg/kg svaki drugi dan u periodu od 60 dana. Uoceno je 0 dozi ovisno smanjenje mase tumora,
volumena tumora, te produzenje vremena prezivljenja, a histopatoloske promjene su bile

usporedive onima nakon tretmana ciklofosfamidom (Al-Harbi i sur., 1995).

Klinicke studije

Kombiniranom biljnom pripravku koji je sadrZzavao suhi ekstrakt lista brSljana kao glavni
sastojak, dekokt timijana i anisa te sluzi korijena bijelog sljeza ispitivan je u¢inak na simptome
kaslja i njegovu podnosljivost. Istrazivanje je provedeno na 62 pacijenta s prosjekom od 50
godina starosti (raspon 16-89), a medu pacijentima su bili oni s iritiraju¢im kasljem kao
simptomom obi¢ne prehlade (n = 29), bronhitisom (n = 20) i bolesti disnog sustava s viskoznom
sluzi (n = 15). Srednja vrijednost dnevnog unosa bila je 10 mL sirupa (raspon 7,5-15), a srednja

vrijednost trajanja lije¢enja iznosila je 12 dana (raspon 3-23 dana). Rezultat je bio poboljsanje

simptoma u svih pacijenata u usporedbi s pocetnim stanjem. (Buechi i sur., 2005).
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Toskikolo$ka istraZzivanja

Akutna oralna toksi¢nost izrazena kao LDso vrijednost po kg tjelesne mase Stakora za etericno
ulje iznosi 2,7 g (Von Skramlik, 1959), dok za trans-anetol iznosi 1,82-5,0 g za misa, odnosno
2,1-3,2 g za Stakora i 2,16 g za zamorca (Lin, 1991). Procijenjena oralna letalna doza za ¢ovjeka
je 50-500 mg/kg tjelesne mase (https://toxnet.nIm.nih.gov/index.html).

Intraperitonealna LDso trans-anetola je odredena na 0,65-1,41 g/kg u misa, odnosno 0,9-2,67
g/kg u Stakora (Lin, 1991). Suhi etanolni ekstrat (1:2) pokazao je mutagenost na streptomicin
ovisnim sojevima Salmonella typhimurium pri visokim koncentarcijama (Shashikanth i
Hosono, 1986).

U sudiji na Stakorima, jedinke u grupi koja se hranila s najviSom dozom (1% trans-anetola kroz
117 tjedana) razvile su hiperplasti¢ne i djelomi¢no neoplasti¢ne promjene u jetri zenki Stakora
(ali ne 1 muzjaka); utvrdeno je da nastale neoplasticne promjene nisu rezultat direktne

genotoksiénosti trans-anetola (Lin, 1991).

U studijama reproduktivne toksi¢nosti, trans-anetol je pokazao o0 dozi ovisnu
antiimplantacijsku aktivnost na odraslim skotnim Zenkama Stakora u 1.-10. danu trudnoc¢e. U
usporedbi s kontrolnom skupinom (gdje su po zavrSetku trudnoce sve Zenke rodile zdrave
mlade), trans-anetol u dozi 50, 70 i 80 mg/kg tjelesne mase inhibirao je implantaciju za 33%,
66% , odnosno 100%. Daljnji eksperimenti su pokazali da antimplantacijska aktivnost u dozi
80 mg/kg aktivnost nije zabiljeZzena 1.-2. dan trudnocée, odnosno bila je 100 % 3.-5. dan
trudnoce, a 6.-10. dan iznosila je 60% (Dhar, 1995).

Estragol, prisutan u maloj koli¢ini u etericnom ulju anisa, pokazuje genetoksi¢no svojstvo u
bakterijama, kvascima i stanicama sisavaca, dok na Salmonella typhimurium nije zabiljeZena
mutagena aktivnost, vjerojatno zbog odsutnosti kompleksnog metabolizma koji je potreban za
bioaktivaciju (Bristol, 2011). Dokazano je da estragol i njegov 1'-hidroksi metabolit uzrokuju
znacajno povecéanje u incidenciji hepatocelularnog karcinima u muzjaka CD-1 miSeva nakon
njihove primjene subkutanom injekcijom 1.-22. dana starosti misa (Drinkwater i sur., 1976).
Estragol ili njegov metabolit, 1'-hidroksiestragol, vezu se na DNA. Nekoliko studija je pokazalo
kancerogeni ucinak estragola u miSevima. 1'- hidroksiestragol i ostali metaboliti i sintetski
derivati pokazali su se kao potentni kancerogeni (Wiseman i sur., 1987). Profil metabolizma,
metaboliCka aktivnost i kovalentno vezanje estragola su ovisni o dozi, medutim imaju
tenedenciju biti znacajno smanjeni pri niskoj razini izlozenosti (manje vrijednosti od onih koje

bi se dobile za linearno smanjenje ovisno o0 dozi). Prema studijima na glodavcima zakljucuje se
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da su ovi dogadaji malo vjerojatni pri dozi 1-10 mg estragola/kg t.m., §to je aproksimativno
100-1000 puta vise od ljudske izlozenosti estragolu tradicionalnom prehranom i dodanim
zaCinima (Www.ema.europa.eu). Glavni metabolicki put pri niskim dozama estragola u Stakora
i misa je O-demetilacija s ugljikovim dioksidom kao terminalnim metabolitom, ali kako se doza
povecava, udio O-demetilacije u metabolizmu estragola se smanjuje i drugi metabolicki putevi,

osobito 1'-hidroksilacija postaju znac¢ajni (Paini 2012).
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4.2. Foeniculi fructus — plod komoraca
4.2.1. Prikaz rezultata

Identifikacija tankoslojnom kromatografijom dala je sljedeée rezultate: nakon prskanja
kromatograma ispitivane otopine ekstrakta ploda komoraca reagensom (Slika 9) uocava se
ljubicasta zona koja odgovara anetolu (Rr = 0,85). Na kromatogramu ne uocava se zona koja
bi odgovarala fenhonu, ketonu kojeg nalazimo u vrsti Foeniculum vulgare Mill. ssp. vulgare

var. vulgare.

Odredivanje sadrzaja eteri¢nog ulja u drogi Foeniculi fructus provedeno je prema propisu
Europske farmakopeje. Masa droge uzete u analizu iznosila je 10,003 g. Volumen nakon
destilacije iznosio je 0,64 mL, §to umanjeno za iznos ksilena stavljenog prije pocetka destilacije
u gradijentnu cijev (0,50 mL), daje volumen etericnog ulja u iznosu od 0,14 mL. Dakle,
odredeni sadrzaj iznosi 14 mL/kg §to je manje od zahtjeva za minimalno 20 mL/kg koji je zadan

u monografiji droge (EDQM, 2018).
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Slika 9. Kromatogram ispitivanog ekstrakta Foeniculi fructus i poredbene otopine

Nepokretna faza: Kieselgel 60 Fzss TLC ploca
Pokretna faza: heksan, toluen (20:80 V/V)
Detekcija: sulfatna kiselina, 140 °C

Ispitivani ekstrakt: Ff - Foeniculi fructus
Poredbene supstancije: P - anetol (Re = 0,85)
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Izolacijom eteri¢nog ulja iz biljnog materijala (odvaga samljevenog ploda komoraca = 40,0 g)
dobiveno je 0,65 mL eteri¢nog ulja koje se kasnije koristilo u identifikaciji eteri¢nog ulja.
Analizom Foeniculi aetheroleum tankoslojnom kromatografijom dobiveni su sljedeéi rezultati:
u gornjem dijelu kromatograma (Slika 10) crvena zona dobivena referentnom otopinom
odgovora anetolu (Rr = 0,85), a prisutna je na istom poloZaju i u istoj boji i kod ispitivane
otopine. Na istom poloZaju na kromatogramu ispitivane otopine nalazi se i manja koli¢ina
metilkavikola, izomera atenolola. Kromatogram referentne otopine pokazuje plavu zonu blizu
starta (linalol, Rr = 0,3).
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Slika 10. Kromatogram ispitivane otopine Foeniculi aetheroleum i poredbene otopine

Nepokretna faza: Kieselgel 60 Fzs4 TLC ploca

Pokretna faza: etil-acetat, toluen 7:93 (V/V)

Detekcija: vanilin-sulfatna kiselina, 100 - 105 °C

Ispitivana otopina: Fae - Foeniculi aetheroleum

Poredbene supstancije: P - linalol (Re = 0,29) i anetol (Re = 0,84)
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4.2.2. Pregled istraZivanja
In vitro istraZivanja

Djelovanje eteri¢nog ulja komorac¢a na rast bakterija ispitano je metodom dilucije. Dokazana je
inhibicija rasta bakterija vrste E. coli pri ¢emu je minimalna inhibitorna koncentracija (MIC)
etericnog ulja komoraca bila 0,5% V/V, dok je za S. aureus iznosila 0,25% V/V a za S.
typhimurium 1% V/V. Kod gljivice C. albicans MIC je iznosio 0,5% V/V (Hammer i sur., 1999).
Znacajnu antibakterijsku aktivnost etericnog ulja komorac¢a (10 pL nerazrijedenog ulja ispitano
difuzijskom metodom) pokazalo je naspram Brevibacterium linens, Clostridium perfringens,

Leuconstoc cremosis i S. aureus (Ruberto i sur., 2000).

Spazmoliticki ucinak etericnog ulja komoraa ispitan je na izoliranom uterusu Stakora.
Ustanovljeno je znacajno i o dozi ovisno smanjenje intenziteta kontrakcije inducirane
oksitocninom i prostaglandinom E>. Komoracevo ulje takoder je smanjilo frekvenciju
kontrakcija induciranim s prostaglandinom E: ali ne i kontrakcija induciranih oksitocinom
(Ostad i sur., 2001).

In vivo istraZivanja

Vodeni ekstrakt komoraca (masene koncentracije 10%), primijenjen u Zeudac anesteziranog
Stakora brzinom 0,15 mL/min povecao je sekreciju zelu¢anog soka za vise od 3 puta u usporedbi

s bazalnom sekrecijom (Vasudevan i sur., 2000).

Protuupalni u¢inak istrazivan je na na Stakorima s edemom uzrokovanim karagenanom. Ispitan
je 80 %-tni etanolni ekstrakt komoraca u dozi 100 mg/kg tjelesne mase. Ispitivana doza
uzrokovala je smanjenje edema za 36%, dok je indometacin u dozi od 5 mg/kg smanjio edem
za 45% (Mascolo i sur. 1987).

Oralna primjena acetonskog ekstrakta komoraca kod odraslih Zenki Stakora s uklonjenim
ovarijima u dozi 0,5-2,5 mg/kg tjelesne mase dovela je do 0 dozi ovisnog estrogenskog ucinka.
Zapazena je indukcija estrus faze ciklusa (nakon 10 dana u 40% zenki Stakora pri 0,5 mg/kg,
odnosno u 100% jedinki za 2,5 mg/kg) i povecanje mase endometrija, cerviksa i vagine.
Takoder, estrogenski efekt ispitivan je i na zrelim muzjacima Stakora koji su primali esktrakt u
dozi 1,5-2,5 mg/kg kroz 15 dana. Nije uocena znacajna promjena u tijelu ili masi organa, ali
osobito u visokoj dozi zabiljezene su promjene u proteinima te alkalnoj i kiseloj fosfatazi u

sjemenovodu, testisima, sjemenom mjehuricu i prostati (Malini i sur., 1985).
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Hepatoprotektivni u¢inak eteri¢énog ulja komoraca je proucavan koristec¢i ugljikov tetraklorid
koji je uzrokovao akutno jetreno oStecenje u Stakora. Pri paralelnoj primijeni komoracevog
etericnog ulja (0,4 mil/kg) s ugljikovim tetraklorougljikom, uoceno je znacajno smanjenje
hepatotoksi¢nosti. Zabiljezena je Smanjena koncentracija serumske aspartat aminotransferaze,

alanin aminotransferaze, alkalne fosfataze i bilirubina (Ozbek i sur., 2003).

Liofilizirani vodeni ekstrakt komorac¢a primijenjen je peroralno u dozi 190 mg/kg tjelesne mase
(Sto je ekvivalentno suhoj biljnoj tvari u dozi 1000 mg/kg) tijekom 5 dana te je uoceno znacajno
smanjejne sistolickog krvnog tlaka kod Stakora sa spontanom hipertenzijom, ali u¢inak na
normotenzivne Stakore nije zabiljezen. Ekstrakt je za 80% povecao koli¢inu izmokrenog urina
kod hipertenzivnih stakora, te povecao renalnu ekskreciju natrija i kalija, pokazavsi da komoraé
djeluje kao diuretik i natriuretik (EI Bardai i sur., 2001).

Klinicke studije

Klini¢kom studijom provedenom na trideset Zena ispitan je u¢inak eteri¢nog ulja komoraca na
intenzitet boli u dismenoreji. Intenzitet boli kod pacijenatica s umjerenom do jakom
dismenorejom proucavan je linearnom analognom metodom kroz 5 dana u 3 uzastopna ciklusa
(prvi ciklus: bez intervencije; drugi ciklus: mefenaminska kiselina 250 mg svakih 6 sati, oralno;
trec¢i ciklus: 2% komoracevo ulje - 25 kapi svaka 4 sata, oralno) (Jahromi i sur., 2003). lako
studija nije bila slijepa i broj ispitanica je bio mali, dobiveni rezultati sugeriraju da obje
intervencije u¢inkovito smanjuju menstrualnu bol u usporedni s kontrolnim ciklusom, dok je

mefenaminska Kiselina aktivnija od komoraceva ulja.

Randomizirana, dvostruko-slijepa placebom kontrolirana studija u¢inka ¢aja protiv kolika (koji
uz ostale biljne droge sadrzi i1 plod komoraca) provedena je na 70 djece s kolikama u dobi od
2-8 tjedana. Primjena ¢aja u koli¢ini od 150 mL do tri puta dnevno smanjila je kolike kod 57%

djece (Weizman i sur., 1993).

Ucinkovitost komora¢eva ¢aja u lijeCenju dojenackih kolika ispitivana je u randomiziranoj,
placebo kontroliranoj studiji, provedenoj na 125 (62 u eksperimentalnoj grupi i 59 u kontrolnoj
grupi) djece u dobi 2 do 12 tjedana starosti. Oralna primjena 0,1% emulzije komoracava ulja u
vodi (oko 12 mg/kg tjelesne mase dnevno) tijekom 7 dana imala je znacajno bolji ué¢inak na
smanjenje intenziteta dojenackih kolika u odnosu na placebo. OlakSanje od koli¢kih simptoma
je procijenjivano kao smanjenje kumulativnog plakanja na manje od 9 sati tjedno. Nisu uocene

nikakve nuspojave (Alexandrovich i sur., 2003). S obzirom da je pretpostavljeni mehanizam
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patogeneze kolika spazam intestinalnih glatkih miSi¢a, terapeutski ucinak ulja komoraceva

ploda je inteterpretiran kao posljedica spazmoliticke aktivnosti.

Randomizirana, dvostruko slijepa, placebom kontrolirana studija je provedana kako bi se
ispitala u¢inkovitost i nuspojave fitoterapijskih pripravaka Matricariae recutita L., Foeniculum
vulgare M. var dulce i Melissa officinalis L. u tretiranju 93 dojencadi s kolikama. Rezultati su
pokazali da su bebe koje su primale ekstrakt pokazale poboljeSanje unutar jednog tjedna
intervencije (Savino i sur., 2005). Medutim, s obzirom na preporuke Koje je izdala Europska
agencija za lijekove (www.ema.europa.eu), izlaganje estragolu osjetljivih grupa kao $to su mala

djeca, trudnice i doilje treba biti svedeno na minimum.
Toksikolo$ka istraZivanja

Oralna primjena etanolnog ekstrakta komora¢a u misa u dozi 0,5, 1 1 3 g/kg tjelesne mase nije
uzrokovala ugibanje, niti znacajne promjene u tijelu i masi vitalnih organa ili u morfoloskim,
hematoloSkim i spermatogenskim parametrima u usporedbi s kontrolnom skupinom u periodu
od 24 h (Shah i sur., 1991). Vrijednost LDso odgovaraju 3,8 g/kg tjelesne mase (Opdyke, 1974)
za eteri¢no ulje u Stakora, ali u novijim sutidijama oralni LDsp je procijenjen na 1,326 g/kg
doza pokazale su slabost, sedaciju, respiratorni poteSkoce, poremecaje kretanja, neosjetljivost
na vanjske stimulanse, slabost straznjih udova, tremor 1 nevoljne kontrakcije dorzalnih misica
tijekom 24 sada od jedne doze. U svim grupama, koli¢ina 24h urina povecala se paralelno s

koli¢inom primijenjenog komorceva ulja.

Vodeni 1 metanolni ekstrakt komoraca nije pokazao mutagensku aktivnost u Ames tetstu
koriste¢i Salmonella typhimurium sojeve TA 98 and TA 100, s ili bez metabolicke aktivacije
(Morimoto i sur., 1982; Yamamoto i sur., 1982), dok je komoracevo ulje (2,5 mg/hranjivi
medij) pokazalo mutagenost (Marcus i Lichtenstein, 1982). Ekstrakti takoder nisu pokazali
mutagenost u Bacillus subtilis DNA-repair testu a komoracevo ulje nije pokazalo aktivnost u

testu kromosomske aberacije koristeci stanice fibroblasta kineskog hrcka (Ishidate i sur., 1984).

U jednoj studiji (Ostad i sur., 2004) kultivirane stanice izolirane iz 13 dana starog embrija
Stakora izlozene su eteri¢nom ulja komoraca u koncentracijama izmedu 0,0186 i 9,3 mg/mL
kroz 5 dana na 37 °C. Uocen je toksi¢an uéinak eteri¢nog ulja na fetalne stanice, ali bez dokaza

0 teratogenosti.
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4.3. Carvi fructus — plod kima
4.3.1. Prikaz rezultata

Identifikacijom Carvi fructus tankoslojnom kromatografijom dobiveni su sljedeéi rezultati: na
kromatogramu (Slika 11) zona koja odgovara karvonu je crveno-smede boje (Rr = 0,44). I1znad
zone karvona vidljiva je ljubiasta zona koja predstavlja trigliceride (Rr = 0,78). Slaba
ljubicasta zona u blizini fronta potje¢e od terpena (Rr = 0,97).

Odredivanje sadrzaja eteri¢nog ulja u drogi Carvi fructus provedeno je prema propisu Europske
farmakopeje. Masa droge uzete u analizu iznosila je 10,000 g. Volumen nakon destilacije
iznosio je 0,72 mL, S$to umanjeno za iznos ksilena stavljenog u rezervoar prije pocetka
destilacije (0,50 mL), daje volumen eteri¢nog ulja u iznosu od 0,22 mL. Dakle, odredeni sadrzaj
iznosi 22 mlL/kg ¢ime ispitivana droga ne zadovoljava zahtjev za sadrzaj eteri¢nog ulja od
minimalno 30 mL/kg (EDQM, 2018).

Izolacijom eteri¢nog ulja iz biljnog materijala (odvaga samljevenog ploda kima = 20,0 g)

dobiveno je 0,36 mL eteri¢nog ulja.

Analizom Carvi aetheroleum tankoslojnom kromatografijom dobiveni su sljede¢i rezultati: na
kromatogramu (Slika 12) dobivena centralna crvena zona odgovara karvona (Rr = 0,50). U
donjem dijelu kromatograma nalazi se ljubicasto plava zona iznad koje je ljubicasta zona koja

predstavlja karveol (Rr = 0,25).
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—0,5
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Cf
Slika 11. Kromatogram ispitivanog ekstrakta Carvi fructus

Nepokretna faza: Kieselgel 60 Fzs4 TLC ploca

Pokretna faza: etil - acetat, toluen (5:95 V/V)

Detekcija: anisaldehid, 100-105 °C

Ispitivani ekstrakt: Cf - Carvi fructus
— Front
—0,5
— Start

Cae

Slika 12. Kromatogram ispitivane otopine Carvi aetheroleum

Nepokretna faza: Kieselgel 60 Fzs4 TLC ploca
Pokretna faza: etila-acetat, toluen 5:95 (V/V)
Detekcija: anisaldehid, 100 - 105 °C
Ispitivana otopina: Cae - Carvi aetheroleum

30



4.3.2. Pregled istraZivanja
In vitro istraZivanja

Eteri¢no ulje kimova ploda pokazalo je antimikrobnu aktivnost naspram S. aureus (MIC 700
ppm), E. coli (odgodena inhibicija), Salmonella typhi (MIC 900 ppm), S. dysentery (MIC 900
ppm) i Vibrio cholera (inhibicija s dvostrukim razrijedenjem 800 ppm) (Syed i sur., 1987).
Fricke i suradnici zakljuéili su da antimikrobna aktivnost kimova eteri¢na ulja i lipofilnih
ekstrakata naspram S. aureus ovisi o sadrzaju lipofilnih komponenata (Fricke i sur., 1998).
Vodeni ekstrakt kimova ploda (2:1) pokazao je snaznu antifungalnu aktivnost naspram
Saccharomyces pastorianus, C. albicans, Rhizopus nigricans, Asperigillus fumigatus i niger,
Penicillium digitatum, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum i Trychophyton mentagrophytes
(Guérin i Réveillere, 1985).

Nekoliko in vitro studija je provedeno s alkoholnim ekstraktom kimova ploda na razli¢itim
gastrointestinalnim modelima. Istrazivanja na stanicama ileuma zamorca pokazala se da
etanolni ekstrakt kimova ploda ima spazmoliticku aktivnost (Heinle i sur., 2006). Eksperimenti
na zelucu zamorca s ekstraktom kimova ploda u koncentracijama 24-188 pg/mL doveli su do
razlic¢itih dijelova crijeva miSa doslo se do zakljucka da ekstrakt kimova ploda nema ucinak na
osnovna elektrofizioloska svojstva misi¢a (Sibaev i sur., 2006). Ekstrakt kimova ploda nije
pokazao afinitet vezanja za intestialne 5-HT i muskarinske M3 receptore (Simmen i sur., 2006),
a nakon indukcije kontrakcije intestinalnih stanica zamorca acetilkolinom, ekstrakt je inhibirao
kontrakciju (Al-Essa i sur., 2010).

In vivo istraZivanja

Vodeni i alkoholni ekstrakt kimova ploda ispitan je u nekoliko in vivo modela kao $to je model
kolitisa i ostecene zelucane sluznice. Ekstrakti su reducirali lezije kad su primijenjeni oralno ili
intraperitonealno u dozama 100-500 mg/kg (Khayyal i sur., 2006; Keshavarz i sur., 2013). U in
vivo modelima kolitisa i oste¢ene zelucane sluznice kimovo ulje je u dozama 100-400 pL/kg,
odnosno 100-300 mg/kg reduciralo lezije nakon oralno ili peritonealne primijene (Keshavarz i
sur., 2013, Baananou i sur., 2013).

Uc¢inak vodenog ekstrakta kimova ploda na glukozu i plazmatske lipide je takoder ispitivan na
in vivo modelima. Doza u iznosu 20 mg/kg ekstrakta koja je davana per os tijekom 2 tjedna

Stakorima s dijabetesom snizila je koncentraciju glukoze i triglicerida u krvi (Eddouks i sur.,
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2004, Lemhadri i sur., 2006). Nakon primjene vodenog ekstrakta u dozi od 60 mg/kg per os
tijekom 8 tjedana u Stakora u kojih je hiperlipidemija potaknuta prehranom, opaZene su
promjene u plazmatskim razinama lipida (Saghir i sur., 2012). Stakori s dijabetesom
induciranim aloksanom primali su 10 mg eteri¢nog ulja kimova ploda po kg tjelesne mase
tijekom 6 tjedana. Navedena doza dovela je do znacajnog smanjenja razine glukoze u krvi (za
55%) i serumskog kolesterola (za 74%) u usporedbi sa skupinom nelijeCenih Stakora s
dijabetesom (ESCOP, 2003).

Estrogenski uc¢inak je uoc¢en u studijama vodenog i etanolnog ekstrakta kimova ploda u zenki
Stakora. Oralna doza od 150 do 300 mg/ kg tjelesne mase je primjenjivana 30 dana. Dobiveni
rezultati pokazuju promjene u vaginalnom brisu, poveéanu masu jajnika, povec¢anu masu
maternice, smanjenu razinu gonadotropina i povecanu razinu estrogena. Estrogenski ucinak je

uocen u dozama > 200 mg/kg za oba ekstrakta (Thakur i sur., 2009).

Vodeni ekstrakt pri dozi od 100 mg/kg per os tijekom 8 dana doveo je do povecanje izlu¢enog

urina kod stakora (Lahlou i sur., 2007), dok je protektivni u¢inak na bubrege opazen pri dozi
od 60 mg/kg kroz 60 dana (Saghir i sur., 2012).

D-karvon pokazao se kao depresiv sredi$njeg zivéanog sustava u dozi 50-200 mg/kg koja je
miSevima aplicirana intraperitonealno. ZabiljeZen je smanjeni odgovor na dodir, sedacija, te

antinociceptivni uéinak (De Sousa i sur., 2007).

Klinicke studije

U¢inak na motilitet zeluca i Zu¢nog mjehura te na orocekalno prolazno vrijeme prou¢avan je u
12 zdravih dobrovoljaca u slijepoj, placebom kontroliranoj studiji. Sudionici su apstinirali od
hrane 12 sati prije primjene 50 mg eteri¢nog ulja kima per o0s. Rezultati su pokazali potpunu
inhibiciju praznjenja Zu¢nog mjehura kako i primjenom ulja, tako i primjenom N-
butilskopolamina. Orocekalno prolazno vrijeme nije ovisilo o primjeni kimova ulja (Goerg i
sur., 2003).

U dvostruko slijepoj placebom kontroliranoj studiji na 8 zdravih dobrovoljaca ispitan je uc¢inak
kimova ulja (50 mg per os) na gastroduodenalnu pokretljivost. Rezultati su pokazali da je
kimovo ulje reduciralo kontrakcijske amplitude u duodenumu i smanjilo kontrakcijske

amplitude i trajanje kontrakcija u tijelu zeluca (Micklefield i sur., 2003).
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Toksikolo$ka istraZzivanja

ESCOP-ova monografija navodi akutni oralni LDsg kimova ulja u $takora iz dvije razliCite
studije u iznosu 3,5 mL/kg, odnosno 6,7 g/kg (ekvivalent 7,4 mL/kg). (ESCOP, 2003)

The European Food Safety Authority (EFSA) objavio je izvje$ée o sigurnosti primjene D-
karvona. U izvje$¢u su prikazani rezultati studije na Stakorima. EFSA je zakljucila da je masa
jetre Stakora koji su prezivjeli (oni izloZzeni dozama 93, 187 i 375 mg/kg) znacajno povecana u
odnosu na kontrolnu skupinu. Razlike su uoc¢ene u oba spola, ovisne su o dozi i nije uocena
pojava doze bez ucinka. Vecina zivotinja iz dvaju grupa s najvisom dozom (750 i 1500 mg/kg)
je uginula tijekom ispitivanja; oni iz skupine koja je primala najviSu dozu je uginula unutar 3
dana od pocetka istrazivanja. Klinicki znakovi ukljucivali su hipoaktivnost, piloerekciju,
dehidrataciju, ekscesivnu salivaciju, promjene u anogenitalnoj regiji, smanjen refleks
ispravljanja i hvatanja, smanjen tonus udova, hipotermiju i ataksiju. Uzimajuéi u obzir rezultate
istrazivanja i faktor sigurnosti, EFSA odbor je objavio ADI (eng. Acceptable Daily Intake;
prihvatljivi dnevni unos) u iznosu 0,6 mg/kg tjelesne mase/dan (EFSA, 2014).

Doza od 75 mg vodenog, metanolnog i heksanskog ekstrakta kimova ploda nije pokazala
mutagenost u Amesovom testu sa S.tyohimurium sojevima TA98 i TA100 (Higashimoto i sur.,
1993).

Studija provedena na misevima nije dokazala kancerogenost D-karvona primijenjenog
peroralno. D-karvon primjenjen intraperitonealno misevima u dozi 6 i 1,2 g/kg 3 puta tjedno

kroz 8 tjedana nije uzrokovao znac¢ajno povecanje tumora pluca (ESCOP, 2003).

ESCOP navodi i istrazivanje lokalne preosjetljivosti. Kada je na podrucje bez krzna naneseno
etericno ulje kimova ploda, nije doSlo do iritirajueg ucinka. Medutim, primijenjeno na

intaktnu, kao i na o$te¢enu kozu, djelovalo je irtirajuc¢e (ESCOP, 2003).
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4.4. Coriandri fructus — plod korijandra
4.4.1. Prikaz rezultata

Promatranjem kromatograma ispitivanog ekstrakta Coriandri fructus (Slika 13) uocena je
izraZzena ljubiCasta zona koja polozajem odgovara zoni linalola (Rr = 0,33) u poredbenoj
otopini. Plavo-ljubicasta zona u gornjoj trecini kromatograma ispitivane i poredbene otopine
potjece od triglicerida (Rr = 0,78). Izmedu starta i zone linalola uocljivo je nekoliko smedih i
ljubicastih zona u koje spada i zona geraniola. Nekoliko blijedih sivo-ljubicastih zona nalazi se

izmedu zone koja odgovara linalolu i zone koje predstavlja trigliceride.

Odredivanjem sadrZaja etericnog ulja u drogi Coriandri fructus dobiveni su sljede¢i rezultati:
masa droge uzete u analizu iznosila je 29,995 g. Volumen nakon destilacije iznosio je 1,1 mL,
$to umanjeno za iznos ksilena stavljenog u aparaturu prije pocetka destilacije u (0,50 mL), daje
volumen eteri¢nog ulja u iznosu od 0,60 mL. Dakle, odredeni sadrZaj iznosi 20 mL/kg ¢ime
ispitan droga zadovoljava zahtjev Europske farmakopeje za sadrzaj eteri¢énog ulja od minimalno

3 mL/kg (EDQM, 2018).
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Slika 13. Kromatogram ispitivanog ekstrakta Coriandri fructus i poredbene otopine

Nepokretna faza: Kieselgel 60 F2s4 TLC ploca

Pokretna faza: etil-acetat, toluen (5:95, V/V)

Detekcija: anisaldehid, 100-105 °C

Ispitivani ekstrakt: Cof - Coriandri fructus

Poredbene supstancije: P - linalol (Re = 0,33) i maslinovo ulje
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Izolacijom eteri¢nog ulja iz biljnog materijala (odvaga samljevenog ploda korijandra = 60,0 g)
dobiveno je 1,05 mL eteri¢nog ulja koje se kasnije koristilo u identifikaciji eteri¢nog ulja.
Identifikacijom Coriandri aetheroleum tankoslojnom kromatografijom dobiveni su sljedeci
rezultati: intenzivna ljubicasta zona u sredini kromatograma (Slika 14) odgovara linalolu (Rr =
0,35).
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Slika 14. Kromatogram ispitivane otopine Coriandri aetheroleum i poredbene otopine

Nepokretna faza: Kieselgel 60 Fzs4 TLC ploca
Pokretna faza: etil-acetat, toluen 5:95 (V/V)
Detekcija: anisaldehid, 100-105 °C

Ispitivana otopina: Coae - Coriandri aetheroleum
Poredbene supstancije: P - linalol (Re = 0,35)

4.4.2 Pregled istraZzivanja
In vitro istraZivanja

Antifungalna aktivnost eteriénog ulja korijandra ispitana je metodom difuzije, dok su
mikrodilucijskom metodom utvrdeni MIC i minimalna fungicidna koncentracija (MFC) na
razli¢itim sojevima Microsporum canis i Candida spp. Eteri¢no ulje inhibiralo je rast na
podrucju 28 £ 5.42 mm i 9.25 + 0.5 mm za M. canis, odnosno Candida spp. MIC i MFC za
Microsporum canis kretao se u rasponu od 78 do 620 i od 150 do 1250 pug/mL, dok je MIC i
MFC za Candida spp. bio rasponu od 310 do 620, odnosno od 620 do 1,250 pg/mL (Soares i
sur., 2012).
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Ucinak etanolnog ekstrakta korijandrovog ploda ispitan je na crijevnim trakavicama
(Hymenolepis nana) usporedno s niklozamidom. Nikozamid pri koncentraciji 1000 mg/mL
paralizirao je i usmrtio trakavice unutar 5 min, dok je ekstrakt korijandrova ploda pri istoj

koncentraciji djelovao unutar 30 min (Hosseinzadeh i sur., 2016).

Istrazivana je primjena korijandrova eteri¢nog ulja i alifatskih aldehida sadrzanih u eteri¢cnom
ulju na vrstu Leishmania donovani. Pokazano je da eteri¢no ulje C. sativum inhibira rast L.
donovani s ICsp 26.58 £ 6.11 pg/mL. Alifatski aldehidi izolirani iz etericnog ulja korijandra

takoder su pokazali inhibicijsko djelovanje na rast L. donovani (Donega i sur., 2014).

Eteri¢no ulje i ekstrakti (metanolni i etanolni) korijandra inhibiraju rast E. coli, a ekstrakti
ispitivani disk difuzijskom metodom su pokazali vecu antibakterijsku aktivnost od rifaksimina.
Ovi rezultati sugeriraju mogué¢i mehanizam (antibakterijska akitvnost) kojim eteri¢no ulje
korijandra pokazuje ucinkovitost u lije¢enju sindroma iritabilnog crijeva (Thompson i sur.,
2013).

Ispitan je ucinak eterinog ulja korijadra u lijeCenju vaginalnih infekcija. Antimikrobna
aktivnost je odredivana disk difuzijskom metodom i metodom mikrodilucije naspram sojeva
bakterija: E. coli, P. mirabilis, S. aureus i Enterococcus sp., te 2 soja gljivice C. albicans.
Potvrdena je dobra antimikrobmna aktivnost korijandrova eteri¢na ulja (MIC 0,4 - 45,4 ul/mL)
naspram gotovo svih ispitanih bakterija, osim multirezsitetnih Enterococcus sp. i Proteus sp.
(Bogavac i sur., 2015).

Istrazivanja bioloSkog ucinka eteri¢nog ulja na ljudskim stanicama su malobrojna. Jedno
istrazivanje radeno je na humanim dermalnim fibroblastima stimuliranim proupalinim
faktorima. Eteri¢no ulje korijandra pokazalo je antiinflamatorno djelovanje te pozitivan u¢inak
na zacjeljivanja rana (Han i sur., 2017). Heksanski i metanolni ekstrakt kako sirovih, tako i
pecenih plodova korijandra pokazalo je antioksidativnu i protuupalnu aktivnost i inhibirao rast
humanih tumorskih stanica karcinoma Zeluca (AGS), prostate (LNCaP i DU-145), kolona
(HCT-116), dojke (MCF-7) i plu¢a (NCI-H460) za 4-34% (Zhang i sur., 2015).

In vivo istrazivanja

Uc¢inak metanolnog ekstrakta ploda korijandra na aterosklerozu ispitan je na stakorima koji su
bili podvrgnutu dijeti 