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Determination of phenolics and 
antioxidative activity of two invasive 
species of the genus Impatiens L.

Himalayan balsam, Impatiens glandulifera Royle, and Balfour’s 

touch-me-not, Impatiens balfourii Hooker f., are invasive weeds 

that are threatening habitat diversity in many European countries, including Cro-

atia. Various bioactive secondary metabolites from species of genus Impatiens L. 

have been reported and some species are traditionally used as herbal medicines. 

Th e aim of this research was to determine total polyphenol (TP) and total fl avonoid 

(TF) content, as well as antioxidant activity of leaves and fl owers of species I. glan-

dulifera and I. balfourii. Spectrophotometric methods were used to obtain TP, TF 

content and inhibition of 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) 

(ABTS) and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radicals to measure antioxi-

dant activity. Total polyphenol quantity ranged from 7.9 to 18.6 mg equivalent of 

gallic acid per g of dried plant material, while total fl avonoid content ranged from 

4.6 to 20.5 mg equivalent of quercetin per g of dried plant material. Leaves of I. 
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glandulifera contain more polyphenols than fl owers of the species (18.5 vs. 13.1 mg 

EGA/g DPM) but less fl avonoids comparing to fl owers (5.7 vs. 8.3 mg EQ/g D PM). 

However, in the case of I. balfourii both polyphenols and fl avonoids are more abun-

dant in fl owers and have the highest quantity of polyphenols and fl avonoids overall 

(18.6 mg EGA/g DPM and 20.5 mg EQ/g DPM). Both TP and TF content showed 

no signifi cant correlation with antioxidant activity, except in the case of TP and 

DPPH test where correlation was found (r=0.67). Despite diff erences in phenolics, 

fl owers of I. glandulifera exhibit the highest antioxidant activity in both tests, 3.8 

and 3.8 mg EGA/g DPM, for DPPH and ABTS test respectively. In sum, fl owers 

seem to possess higher quantity of antioxidant compounds than do leaves in case of 

both species.

(1University of Zagreb Faculty of Pharmacy and Biochemistry, Department of Phar-

maceutical Botany, Schrottova 39, 10 000 Zagreb, Croatia, 2University of Zagreb 

Faculty of Pharmacy and Biochemistry, Department of Pharmaceutical Chemistry, 

A. Kovačića 1, 10 000 Zagreb, Croatia, 3University of Zagreb Faculty of Science, 

Department of Botany, Marulićev trg 9a, 10 000 Zagreb, Croatia)

Uvod
Rod Impatiens L. je u hrvatskoj fl ori zastupljen s pet svojti, od 

kojih je vrsta I. noli-tangere L. jedina samonikla, dok su ostale vrste alohtone tj. 

stranog podrijetla. Neke od alohtonih svojti se agresivno rasprostranjuju, postaju 

invazivne i tako umanjuju bioraznolikost staništa na koje dospiju (1). Stabilne 

populacije žljezdastog nedirka, Impatiens glandulifera Royle (slika 1.), ugroža-

vaju bioraznolikost u 23 države Europske unije, uključujući i Hrvatsku (2), gdje 

je zabilježena već krajem šezdesetih godina prošlog stoljeća (1). Druga vrsta – 

balfourov nedirak, Impatiens balfourii Hooker f. (slika 2.), također je invazivni 

korov, prvotno zabilježen u Istri 1992. godine, a ubrzo je područje njegove 

rasprostranjenosti prošireno na Sjevernu Hrvatsku, Liku i Dalmaciju (1). Obje 

vrste se smatraju ukrasnim i medonosnim biljkama, što pridonosi utjecaju 

čovjeka na njihovu rasprostranjenost. Obzirom da je riječ o jednogodišnjim bilj-

kama, strategija fi zičkog uklanjanja mogla bi pridonijeti uspješnoj kontoli šire-

nja (3), a dobiveni materijal bi se možda mogao iskoristiti kao izvor farmaceut-

ski važnih spojeva. Vrsta I. glandulifera, kao i neke druge svojte roda Impatiens, 

primjenjuju se u tradicionalnoj medicini područja s kojeg potječu. Primjena 

kod depresivnih raspoloženja i bolova u zglobovima potakla je proučavanje 

antinociceptivnog i anksiolitičkog učinka na životinjama. Smatra se da su za te 

učinke odgovorni fenolni spojevi, ponajprije fenolne kiseline, poput vanilinske i 

protokatehinske kiseline te fl avonoidi, heterozidi kemferola i kvercetina (4). 
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Učinak na modelu boli je izostao uz usporednu primjenu naloksona što upućuje 

na uključenost opioidnog sustava, dok je anksiolitički učinak povezan s utjeca-

jem ekstrakta na monoaminske neurotransmitere i moždane čimbenike rasta 

(5). Jedan od fl avonoida, amelopsin, odnosno dihidromiricetin, pronađen u 

cvjetovima vrste I. glandulifera, klinički se ispituje zbog utjecaja na kontrolu gli-

kemije, inzulinske otpornosti te izlučivanje inzulina u bolesnika s dijabetesom 

tipa 2 (6). Osim spomenutih fenolnih spojeva, za svojte roda Impatiens karakte-

ristični bioaktivni spojevi su naft okinoni, polisaharidi te saponini (7). Cilj ovog 

rada bio je odrediti polifenole, fl avonoide i antioksidativni učinak ekstrakata 

listova i cvjetova vrsta I. glandulifera i I. balfourii.

Slika 1. ▶ Cvijet vrste I. glandulifera Slika 2. ▶ Cvijet vrste I. balfourii

Eksperimentalni dio
Biljni materijal
U istraživanju su korišteni listovi i cvjetovi vrsta I. glandulifera i I. balfourii sku-

pljeni u zagrebačkom naselju Čučerje tijekom kolovoza i rujna 2016. godine. 

Nakon sabiranja, listovi i cvjetovi su osušeni pri sobnoj temperaturi.

Priprema ekstrakata
Biljni materijal je usitnjen i homogeniziran prethodno ekstrakciji. 0,5 grama 

tako pripremljenog biljnog materijala preneseno je u tikvicu, u koju je dodano 

10 mL metanola te 45 minuta zagrijavano iznad temperature vrenja uz povratno 
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hladilo. Nakon hlađenja, ekstrakti su fi ltrirani i prebačeni u odmjerne tikvice od 

10 mL te nadopunjeni metanolom do oznake.

Određivanje sadržaja ukupnih polifenola
Sadržaj ukupnih polifenola određen je spektrofotometrijskim postupkom prema 

Singletonu i Rossiu (8). Postupak se temelji na redukciji kompleksnih iona 

Folin-Ciocalteuovog reagensa u prisutnosti fenolatnog iona nastalog disocija-

cijom protona s polifenola u lužnatom mediju. U 0,25 mL ekstrakta dodano je 

1,25 mL Folin-Ciocalteuovog reagensa te je pH povišen nakon 5 minuta dodat-

kom 1 mL 10 %-tne otopine natrijevog karbonata. Nakon sat vremena inkuba-

cije u mraku, na sobnoj temperaturi, apsorbancija je mjerena na 765 nm uz 

destiliranu vodu kao slijepu probu. Galna kiselina je korištena kao standard te je 

mjerenjem apsorbancije niza otopina poznate koncentracije dobivena kalibracij-

ska krivulja. Rezultati su izraženi kao miligrami ekvivalenta galne kiseline po 

gramu suhog biljnog materijala (mg EGK/g SBM).

Određivanje sadržaja ukupnih flavonoida
Sadržaj ukupnih fl avonoida određen je spektrofotometrijskom postupkom 

prema Arvouet-Grandu i sur. (9), koji se temelji na stvaranju stabilnog kom-

pleksa aluminijevih iona s fl avonoidima. Reagens je pripremljen otapanjem 1 

grama aluminijevog klorida heksahidrata u 50 mL metanola. 1 mL razrijeđenog 

ekstrakta pomiješan je s 1 mL reagensa, apsorbancija je mjerena na 415 nm 

nakon petnaestominutne inkubacije uz slijepu probu reagensa. Kalibracijska 

krivulja izrađena je na temelju reakcije reagensa s nizom razrjeđenja standardne 

otopine kvercetina u prethodno opisanim uvjetima. Rezultati su izraženi kao 

miligrami ekvivalenta kvercetina po gramu suhog biljnog materijala (mg EK/g 

SBM).

Antioksidativni učinak
Antioksidativni učinak ekstrakta ispitan je postupcima koji se oslanjaju na spa-

rivanje elektronskog para slobodnog radikala u otopini, pri čemu mijenjanjem 

elektronske konfi guracije radikala dolazi do promjene u apsorbanciji smjese na 

odgovarajućoj valnoj duljini. Stabilni radikal 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) 

često se primjenjuje za ispitivanje antioksidativnog učinka biljnih ekstrakata 

(10). Za izradu matične otopine, u metanolu je otopljeno 0,01 grama DPPH. 

Radna otopina je dobivena razrjeđivanjem matične otopine do volumena u kojem 

je apsorbancija mjerena na 517 nm iznosila 0,70 ± 0,05. 2 mL radne otopine 

pomiješano je s 10 μL ekstrakta, a smjesa je zatim inkubirana 30 minuta na sobnoj 
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temperaturi u mraku. Pad apsorbancije na 517 nm se mjerio uz metanol kao 

slijepu probu. U drugom primijenjenom postupku (11), matična otopina radikal 

2,2-azino-bis-(3-etil-benztiazolin-6-sulfonske kiseline) (ABTS) je dobivena šes-

naestosatnom inkubacijom vodene otopine diamonijeve soli ABTS (7 mM) s 

kalijevim peroksodisulfatom (2,45 mM) na sobnoj temperaturi u mraku. 

Matična otopina je razrjeđivana dok izmjerena apsorbancija na 734 nm nije 

iznosila 0,70 ± 0,05, a tako dobivena otopina je dalje korištena kao radna oto-

pina reagensa. 10 μL ekstrakta pomiješano je s 2 mL radne otopine, a pad apsor-

bancije je izmjeren nakon 1 minute uz destiliranu vodu kao slijepu probu. Kali-

bracijska krivulja za oba postupka dobivena je korištenjem galne kiseline kao 

standarda pa su rezultati izraženi kao miligrami ekvivalenta galne kiseline po 

gramu suhog biljnog materijala (mg EGK/g SBM).

Statistička obrada podataka
Mjerenja su provedena u triplikatu, a rezultati su prikazani kao srednja vrijed-

nost ± standardna devijacija. Korelacija između ispitivanih parametara izražena 

je kao Pearsonov koefi cijent korelacije (r), uz p<0,05 kao kriterij statističke zna-

čajnosti. Obrada podataka je provedena uz pomoć programa Graph Pad Prism 8.

Rezultati i rasprava
Određivanje polifenolnih spojeva
Sadržaj polifenolnih spojeva u ispitivanim biljnim dijelovima kretao se od 7,9 do 

18,6 mg EGK/g SBM (tablica 1.), a najviše polifenola pronađeno je u cvjetovima 

vrste I. balfourii (slika 3.). Dobiveni rezultati nisu usporedivi s dostupnim poda-

cima iz literature jer su prethodno provedene analize za uzorak imale nadzemne 

dijelove bez pobliže navedenih biljnih organa. Prema Szewczykoj i sur. (12) 

sadržaj polifenola u zeleni vrste I. balfourii iznosio je 21,6 a za vrstu I. glanduli-

fera 16,3 mg EGK/g SBM. Kod suhe zeleni, ukoliko je sadržavala cvjetove, glav-

ninu mase čine listovi i stabljike, a prema dobivenim podacima listovi vrste I. 

balfourii sadrže značajno manje polifenola od listova vrste I. glandulifera (slika 

3.). Razliku u rezultatima moguće je djelomično obrazložiti različitim ekološkim 

uvjetima koji utječu na sadržaj polifenola, kao što su primjerice izloženost stani-

šta, klima i nadmorska visina (13).

Velike razlike su primijećene u sadržaju fl avonoida, kako između biljnih 

organa tako i među ispitivanim vrstama (slika 4.). Najviše fl avonoida je prona-

đeno u cvjetovima vrste I. balfourii, značajno više u odnosu na listove te tro-

struko više od literaturnog navoda za sadržaj fl avonoida u zeleni ove vrste (12). 

Razlike u količini fl avonoida u biljnim organima vidljive su i u slučaju vrste I. 
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glandulifera. Kvalitativne razlike između vrsta, kao i biljnih dijelova, vidljive su 

prilikom odjeljivanja ekstrakta tankoslojnom kromatografi jom na silikagelu, 

koristeći standardnu metodu (14) za razdvajanje fl avonoida i njihovih hetero-

zida (rezultati nisu prikazani).

Tablica 1. ▶ Rezultati spektrofotometrijskog određivanja količine bioaktivnih sastavnica te 
antioksidativnog učinka

  UKUPNI 
POLIFENOLI

UKUPNI 
FLAVONOIDI

DPPH
TEST

ABTS
TEST

mg EGK/g SBM mg EK/g SBM mg EGK/g SBM mg EGK/g SBM

listovi vrste I. glandulifera 18,5 ± 0,7    5,7 ± 0,1 3,6 ± 0,2 2,8 ± 0,1

cvjetovi vrste I. glandulifera 13,1 ± 0,5    8,3 ± 0,1 3,8 ± 0,2 3,8 ± 0,1

listovi vrste I. balfourii    7,9 ± 0,2    4,6 ± 0,1 1,3 ± 0,1 1,9 ± 0,1

cvjetovi vrste I. balfourii 18,6 ± 0,6 20,5 ± 0,1 2,8 ± 0,2 2,2 ± 0,1

Slika 3. ▶ Rezultati određivanja količine 
polifenolnih spojeva; legenda: listovi vrste 
I. glandulifera – IGL, cvjetovi vrste I. glandulifera 
– IGC, listovi vrste I. balfourii – IBL, cvjetovi 
vrste I. balfourii – IBC

Slika 4. ▶ Rezultati određivanja sadržaja 
flavonoida; legenda: listovi vrste I. glandulifera – 
IGL, cvjetovi vrste I. glandulifera – IGC, listovi vrste 
I. balfourii – IBL, cvjetovi vrste I. balfourii – IBC

Antioksidativni učinak
Antioksidativni učinak je procijenjen korištenjem dvaju različitih postupaka, 

odnosno upotrebom DPPH i ABTS radikala. Rezultati pokazuju vrlo dobru 

korelaciju između testova (r=0,83, p=0,001), a razliku je moguće objasniti razli-

čitim reakcijskim područjem u kojem su se testovi provodili; DPPH test u meta-

nolu, a ABTS u destiliranoj vodi, što utječe na kinetiku reakcije kao i na toplji-

vost sastavnica ekstrakta koje posjeduju antioksidativni učinak (15). Rezultati 
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nisu značajno korelirani sa sadržajem polifenola i fl avonoida, izuzev u slučaju 

DPPH testa i sadržaja polifenola (r=0,67, p=0,018) što je vjerojatno posljedica 

bolje topljivosti polifenol a u metanolu nego u destiliranoj vodi. Cvjetovi vrste I. 

glandulifera pokazuju najveći antioksidativni učinak u oba testa. Izuzev fenolnih 

spojeva, polisaharidi mogu pridonijeti antioksidativnom učinku (16). Prema 

Szewczykoj i sur. (17) vodeni ekstrakt zeleni vrste I. glandulifera može sadržavati 

8,32 % topljivih polisaharida dok je u ovom istraživanju prilikom odleđivanja 

metanolnih ekstrakata, koji su skladišteni na –18 °C, primijećeno sluzavo zamu-

ćenje, u znatnoj mjeri više u ekstraktima cvjetova nego li u ekstraktima listova; 

zamućenje nestaje protresanjem što bi moglo ukazivati na prisutnost visoko 

molekularnih polisaharida – sluzi.

Zaključak
Provedeno istraživanje ukazuje da vrste roda Impatiens sadrže 

znatnu količinu fenolnih spojeva. U slučaju vrste I. glandulifera, listovi sadrže 

više polifenola, ali manje fl avonoida od cvjetova. Kod vrste I. balfourii cvjetovi 

su bogatiji polifenolima i fl avonoidima; dapače, sadrže najviše spomenutih spo-

jeva od svih ispitivanih uzoraka. Cvjetovi vrste I. glandulifera pokazuju najveći 

antioksidativni učinak u oba primijenjena testa, premda se razlike ne mogu 

objasniti ukupnim polifenolima i/ili fl avonoidima; pojedini fenolni spojevi više 

pridonose antioksidativnom učinku zbog razlike strukturnih srodnika u reak-

tivnosti spram radikala. Daljnja kvalitativna analiza, posebice vrste I. balfourii, 

mogla bi objasniti slabu povezanost sadržaja fenolnih spojeva s antioksidativ-

nim učinkom kod vrsta roda Impatiens.
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