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hw ZNANSTVENI RADOVI

Sastav 1 antioksidativna aktivnost
etanolnog ekstrakta medvjetkina lista
(Uvae ursi folium)

MARIJANA ZOVKO', IVAN KOSALEC', ZDENKA KALODERA',
STJEPAN PEPELJNJAK!', VESNA TODORIC-KOVACEVIC?

'Farmaceutsko-biokemijski fakultet SveudiliSta u Zagrebu, A. Kovacic¢a 1, 10000 Zagreb i
2BELUPO d.d. Danica 5, 48000 Koprivnica

Composition and antioxidant activity of bearberry leaf
(Uvae ursi folium) ethanolic extract

Summary- Bearberry leaf is a drug frequently used in treatment of urolo-
gical infections. Ethanolic extract of bearberry leaf was prepared by ultrasonica-
tion. Phenolic composition of the extract was compared to the composition of
drug. The study has revealed that both, bearberry leaf and its ethanolic extract,
are rich in phenolic compounds that make 65.95% and 22.77% of their weight,
respectively. Extract and drug contain 21.00% and 6.26%, of phenolic glyco
sides, as well as 22.77% and 11.83% tannins, respectively. Phenolic glicosides
to tannins ratio is notably higher in the extract, pointing to possible reduction in
side effects with use of extract instead of drug. Furthermore, antioxidant activity
of the extract was determined and compared to activity of synthetic antioxidant
butylated hydroxyanisol (BHA). Antioxidant activity was determined by three
methods: reducing power, reactivity with 2,2-diphenyl-1-pycrilhydrazyl (DPPH)
free radical and B-carotenelinoleate assay. The extract was an effective antioxi-
dant in all the tests employed, especially as scavenger of DPPH free radical, as
well as in Bcarotenelinoleate assay, where no statistically significant difference
between activity of bearberry leaf extract and BHA could be observed (p>0,05).

(*Faculty of Pharmacy and Biochemistry, University of Zagreb, 10000 Zagreb,
Croatia and 2BELUPO d.d., 48000 Koprivnica, Croatia).

UvoD

Vedi broj sintetskih antioksidansa, kao $to su butilirani hidroksianisol (BHA) i butili-
rani hidroksitoluen (BHT), dodaju se hrani i farmaceutskim proizvodima kako bi sprije
¢ili oksidativne procesc. lako se smatra da su ovi spojevi relativno sigurni za zdravlje, u li-
teraturi se mogu nadi i podaci o njihovoj potencijalnoj $tetnosti (1). Stoga se u novije
vrijeme pozornost usmjerava na pronalazenje antioksidansa iz prirodnih izvora. Prirodni
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antioksidansi mogu biti, primjerice, vitamini koji su uobi¢ajeni dio prehrane ili razli¢iti
biljni ekstrakti bogati prirodnim spojevima izrazenih antioksidativnih svojstava. Danas
se posebice intenzivno istrazuju prirodni fenolni spojevi i njihova antioksidativna aktiv
nost. Ekstrakti biljaka i drugi biljni materijali bogati polifenolima osobito su zanimljivi
zbog svoje modi da uspore oksidativnu degradaciju lipida i time pobolj3aju kvalitetu i nut-
ritivhu vrijednost hrane. Prisutnost takvih spojeva u biljnim materijalima je zanimljiva i
zbog mogude uloge u zadtiti zdravlja, npr. prevenciji bolesti krvozilnog sustava ili malig-
nih oboljenja (2).

Jedna od biljnih vrsta koje se mogu naci na podrugju Hrvatske, a koje su izrazito boga
te fenolnim spojevima, je i medvjetka (Arctostaphylos wva wrsi L., Ericaceae) (slika 1a). U
ljckovite svrhe koriste se osueni listovi medvjetke (Uvae ursi folium) (slika 1b). Zbog pri-
sutnosti fenolnih glikozida, medvjetkin list se primjenjuje kao antiseptik mokrac¢nih pu-
teva tc je sastavnica brojnih urologkih ¢ajeva (3). Droga je oficinalna u Hrvatskoj (4) i Eu-
ropskoj (5) farmakopeji. Novija istraZivanja nekoliko pripravaka od medvjetkina lista
razli¢itog podrijetla i na¢ina pripremec ukazala su na potencijalnu antimikrobnu i antiok-
sidativnu vrijednost te droge (6, 7, 8).

; Vi) 775 3 ul v _/
Slika 1. a) Medvjetka u cvatu (9) i b) osudeni medvijetkin list (Uvae ursi folium)

Najvaznije sastavnice medvjetkina lista su fenolski glikozidi arbutin i metilarbutin. To
su B-O-glukozidi hidrokinona, odnosno metilhidrokinona, na ¢ijoj prisutnosti se zasniva
antibakterijski u¢inak droge. Oni u bazi¢nom mediju podlijezu hidrolizi pri éemu nasta-
je snazan antiseptik, hidrokinon (1, 10, 11). Sadrzaj arbutina i metilarbutina varira od 5
do 10%, a njihov medusobni omjer ovisi o zemljopisnom podrijetlu biljnog materijala.
Medvijetkini listovi sadrze i 10-15% trjeslovina, najvise galotanina, zatim 1-2% flavo-
noida (hiperozida i glikozida kvercetina i miricetina) te 0,4-0,8% triterpena (3).

Zbog visokog sadrzaja trjeslovina u listu, &aj ima gorak i stezuci okus. Visoki sadriaj
trjeslovina u pacijenata s osjetljivim Zelucem u ve¢im koli¢inama moze izazvati muéninu i
povracanje te uzimanje ¢aja od medvijetkina lista nije preporuéljivo trudnicama, dojilja-
ma i djeci do 12 godina (11). Stoga je cilj ovog rada bio prirediti ekstrakt medvjetkina
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lista s pove¢anim udjelom arbutina, a uz smanjeni udio trjeslovina. Nadalje, cilj rada bio
je takoder ispitati antioksidativno djelovanje talkvog ekstrakta.

EKSPERIMENTALNI DIO

Materijal za ispitivanje

Medvijetkin list (Uvae ursi folium) bio je dar tvrtke Belupo d.d. Udio nekoliko vrsta
fenolnih spojeva odreden je u drogi usitnjenoj u prasak te ekstraktu droge u 96% etanolu.
Ekstrakt je prireden tako da je 20 g droge ekstrahirano sa 100 mL 96%-tnog etanola na
ultrazvuénoj kupelji 45 minuta pri 45°C, filtrirano te upareno pri snizenom tlaku na
rotacijskom vakuum uparivacu. Tako dobivenom ekstraktu odreden je sastav i antioksi-
dativna aktivnost.

Aparatura i reagensi

U radu su koristeni sljedeci uredaji: spektrofotometar (Spectronic Unicam, HeAIOS v,
Njemacka), rotavapor (Biichi, Njemacka) i ultrazvué¢na kupelj (Sonorex digital 10P, Ban-
delin electronic, Njemacka).

U ispitivanjima su koristene sljedece kemijske tvari: natrijev acetat, aluminijev klorid,
heksametilentetramin (Kemika, Hrvatska), kalijev heksacijanoferat (Merck, Njemacka),
Folin-Ciocalteauov reagens (Fluka, Svicarska), B-karoten (Fluka, Svicarska), kazein, tri
kloroctena kiselina, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), tert-butil-4-hidroksianisol (BHA)
i Tween 40 (SigmaAldrich, USA). Sve ostale koristene kemijske tvari i otapala bile su
p.a. Cistoce.

Metode istraZivanja

Ukupni polifenoli i trjeslovine

Medvjetkinu listu (0,25 g) ili ekstraktu (0,1 g) dodan je 30%-tni metanol (m/V) (80
mL) i sve zagrijano na kipucoj vodenoj kupelji oko 15 minuta uz povratno hladilo. Nakon
hladenja iscrpina je filtrirana u odmjernu tikvicu od 100 mL te nadopunjena do oznake
30%-tnim metanolom. U 2 mL iscrpine dodano je 8 mL vode i 10 mL puferske otopine
natrijeva acetata (pH=>5) (otopina 1). U 10 mL otopine 1 dodano je 50 mg kazeina. Smje-
sa je ostavljena na sobnoj temperaturi uz konstantno mijesanje 45 min (otopina 2) te fil
trirana.

U dvije odmjerne tikvice pojedinaéno je otpipetirano po 1 mL otopine 1 i otopine 2.
Zatim je dodano 0,5 mL Folin-Ciocalteauova reagensa i nadopunjeno do oznake 33%-
tnom otopinom natrijeva karbonata dekahidrata. Apsorbancije dobivenih plavih otopi
na izmjerene su spektrofotometrijski na 720 nm uz vodu kao kompenzacijsku otopinu.
Maseni udio ukupnih polifenola i trjeslovina izra¢unat je iz bazdarnog pravca taninske ki-
seline. Vrijednost koju daje otopina 1 odgovara ukupnoj kolié¢ini polifenola, dok razlika
medu vrijednostima dobivenim za otopinu 1 i otopinu 2 ukazuje na koli¢inu trjeslovina

(12).

301



M. Zovko, I. Kosalec, Z. Kalodera, S. Pepeljnjak, V. Todori¢-Kovacevié: Sastav i antioksidativna aktivnost
etanolnog ekstrakta medvjetkina lista (Uvae ursi folium), Farmaceutski glasnik 64, 6/2008

Odredivanje arbutina i metilarbutina

Koli¢ina arbutina i metilarbutina odredena je prema literaturnom propisu (13). Droga
(0,4 g) ili ekstrakt (0,1 g) zagrijani su s 50 mL vode u vodenoj kupelji uz zra¢no hladilo 30
minuta te profiltrirani. U lijevak za odjeljivanje dodano je 5 mL dobivene otopine, 45 mL
vode, 1 mL 2%-tnog aminopirazolona (m/V), 0,5 mL 3,5%-tnog amonijeva hidroksida
(m/V) i1 mL 8%-tnog kalijeva fericijanida (m/V). Nakon 5 minuta sadrzaj u lijevku ek-
strahiran je 3 puta s po 25 mL kloroforma. Kloroformski slojevi su spojeni te razrijedeni
na volumen od 100 mL. Apsorbancije otopina izmjerene suna 455 nm uz kloroform kao
kompenzacijsku otopinu. Maseni udio fenolnih glikozida, izra¢unat je prema izrazu:

Ax 17,716

m

w(%) =

gdje je: w (%) - maseni udio fenolnih glikozida izrazen kao postotak arbutina, A - apsor-
bancija ispitivane otopine na 455 nm, a m masa droge ili ekstrakta (g).

Odredivanje redukcijske moci ekstrakata

Redukcijska mo¢ ekstrakta medvijetkina lista odredena je prema propisu iz literature
(14). Ekstrakt (0,1-0,5 mg) je otopljen u I mL destilirane vode. Otopini je zatim dodano
2,5 mL 0,2 M fosfatnog pufera (pH=6,6) i 2,5 mL 1%-tne otopine kalijeva fericijanida
(m/V) te sve inkubirano na vodenoj kupelji pri 50°C 20 minuta. Nakon toga je dodano
2,5 mL 10%-tne otopine (m/V) trikloroctene kiseline i smjesa centrifugirana na 1750xg
10 min. Alikvotu od 2,5 mL gornjeg sloja dodano je 2,5 mL destilirane vode i 0,5 mL
0,1% (m/V) otopine FeCls. Izmjerena je apsorbancija na 700 nm. Veca apsorbancija upu-
cuje na vecu redukcijsku moc.

Odredivanje antiradikalne aktivnosti

Odredena je antiradikalna aktivnostekstrakta (15). U 2 mL otopine ekstrakata, ili oto-
pine BHA koncentracije 0,4, 2, 10ili50 g/mL dodano je 2 mL otopine DPPH koncentra
cije 0,16 mM u 96%-tnom etanolu. Nakon 30 minuta izmjerena je apsorbancija na 517
nm. Kontrolna otopina bila je 0,08 mM otopina DPPH u istom otapalu. Kompenzacijska
otopina priredena je mijesanjem 2 mL otopine BHA (250 g/mL) s 2 mL otopine DPPH
(0,16 mM). Antiradikalna aktivnost (RSA) izrac¢unata je kao omjer smanjenja apsorban-
cije otopine DPPH nakon dodatka ekstrakta i apsorbancije kontrolne otopine DPPH,
prema formuli:

% RSA= {1— QEJXIOO

D

gdje je A - apsorbancija otopine DPPH nakon dodatka ekstrakta, a Aj, - apsorbancija
kontrolne otopine DPPH.
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Analiza antioksidativne aktivnosti B-karoten linoleatnim testom

Antioksidativna aktivnost ekstrakata procijenjena je i B-karoten linoleatnim testom
prema literaturnom propisu (16). U 2 mL otopine B-karotena u kloroformu (y=0,1
mg/ml) dodano je 20 mg linoleinske kiseline i 200 mg Tweena 40. Kloroform je uklo-
njen pri snizenom tlaku na rotacijskom vakuum uparivacu. U tikvicu je dodano 50 mL
aerirane destilirane vode. Sve je snaino promijesano. Alikvoti od 5 ml tako pripremljene
emulzije preneseni su u epruvete s 2 mg ekstrakta, odnosno 0,5 mg BHA. Epruvete su
stavljene u vodenu kupelj na 50°C tijekom 2 sata. Apsorbancija svakog uzorka izmjerena
je na 470 nm, odmah nakon pripreme uzorka (t=0) te u intervalima od 15 minuta do kra-
ja pokusa (t=120).

Brzina izbjeljivanja B-karotena (R) izracunata je prema kinetici prvog reda (17).

gdje je A, pocetna apsorbancija na 470 nm (t=0), A, je apsorbancija u intervalima od
15, 3045 minuta, a t je vrijeme u minutama. S obzirom na brzinu nakon 15, 30 45 mi-
nuta izraéunata je prosjeéna brzina reakcije. Pomocu prosjeéne brzine reakcije izraéunata
je antioksidativna aktivnost (ANT) kao postotak inhibicije brzine izbjeljivanja -karotena
u odnosu na vodenu kontrolu prema jednadzbi:

ANT(%)Z kaurala Ruzauk | 00

kontvola

gdje su Ripnta 1 Ricor Drosjeéne brzine izbjeljivanja -karotena u emulzijama bez antioksi-
dansai s biljnim ekstraktom.

Nadalje, antioksidativna aktivnost je procijenjena i tako da je usporedivana u odnosu
na dvije kontrole: pozitivhu kontrolu, BHA, koji bi trebao nuditi potpunu zastitu od ok
sidacije B-karotena, i vodenu kontrolu koja ne titi od oksidacijskih promjena (6). Aktiv-
nost je odredena u dvije vremenske tocke: 60. i 120. minuti (AA-60 i AA-120) te izracu
nata prema sljedecoj jednadzbi:

Ar:O Al =t

AA)=|1 ey )+(ABHA (A= A

x100

gdje je AA antioksidativna aktivnost, Az~ je apsorbancija odgovarajuceg ekstrakta na-
kon O min, Ag™ je apsorbancija ekstrakta nakon =60 ili 120 min, Ay je apsorbancija
vodene kontrole nakon O min, Ay"™ je apsorbancija vodene kontrole nakon t=60 ili 120
min, Ayt~ je apsorbancija BHA nakon O min, a Ay je apsorbancija BHA nakon
t=60ili 120 min od pocetka reakcije.
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Statisticka analiza

Sva odredivanja provedena su u triplikatu, a rezultati izrazeni kao srednja vrijednost +
standardna devijacija. Antioksidativna aktivnost ekstrakta medvjetkina lista i BHA us-
poredena je Studentovim t-testom pomocu GraphPad Prism version 3.00 for Windows,
GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com.

REZULTATI I RASPRAVA

Odredivanje koli¢ine fenolnih spojeva u medvijetkinu listu

U medvijetkinu listu i njegovom etanolnom ekstraktu odreden je ukupni udio tenol-
nih spojeva koji je i najvazniji parametar za procjenu antioksidativne aktivnosti neke dro-
ge. Osim toga, odreden je i udio fenolnih glikozida, arbutina i metilarbutina, odgovornih
za uroantiseptic¢ki u¢inak pripravaka droge. Nadalje, ispitana je i koli¢ina trjesovina,
odgovornih za nuspojave koje droga moie izazvati.

Tablica 1. Udio fenolnih spojeva u medvjetkinu listu

. W (%) £ SD
Fenolni spoj
Droga Etanolni ekstrakt
Ukupni fenoli 21,37+0,80 65,95 +1,60
Trjeslovine 11,83 +1,03 22,77+0,02
Fenolni glikozidi 6,29 + 0,02 21,00+ 0,08
FGT* 1:1,9 1:1,1

* - omjer udjela fenolnih glikozda (FG) i trjeslovina (T)

Ukupna koli¢ina fenolnih spojeva u medvijetkinu listu i njegovom etanolnom ekstrak-
tu prikazana je u tablici 1. [ ekstrakt i droga su bogati fenolnim spojevima koji ¢ine oko
65,95% odnosno 22,77% njihove ukupne mase. Fenolni glikozidi, izrazeni kao arbutin,
zastupljeni su s udjelom od 21,00% odnosno 6,26%, a trjeslovine s 22,77% odnosno
11,83%. Buduci da je ekstrakt prireden pri povisenoj temperaturi s etanolom, otapalom
u kojemu su fenolni spojevi relativno dobro topljivi, razumljivo je da je udio svih ispitiva-
nih spojeva veci u ekstraktu nego u drogi. S obzirom na takav sastav moze se ocekivati vr-
lo visoka antioksidativna aktivnost etanolnog ekstrakta medvjetkina lista.

Kako bi se¢ saznalo nesto i o medusobnim odnosima koli¢ina ispitivanih spojeva odre-
den je i omjer koli¢ine arbutina i trjeslovina u ekstraktu i drogi. Taj omjer za ekstrakt
medvjetkina lista iznosi 1:1,1, aza drogu 1:1,9. Iz toga se moze zakljugiti da bi koli¢ina ek-
strakta koja bi sadrzavala jednaku koli¢inu arbutina i metilarbutina kao droga, ujedno
sadrzavala gotovo dvostruko manje trjeslovina. Kako su trjeslovine odgovorne za gas-
trointestinalne nuspojave koje uporaba medvjetkina lista moze izazvati (11), s pravom se
moze ocekivati da bi uporaba ekstrakta umjesto droge smanjila njihovu ucestalost.
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Odredivanje antioksidativne aktivnosti
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Grafikon 1. Redukcijska moé¢ BHA i medvjetkina lista

Mjerenje redukcijske modi zasniva se na svojstvu antioksidansa da uzrokuju prijelaz ze-
lieznih iona iz Fe* u Fe?*, §to dovodi do nastanka Perlovog Prusijskog plavila s apsorpcij-
skim maksimumom na 700 nm. Veca apsorbancija upucuje na vecu redukcijsku moc.
Srednje vrijednosti izmjerenih apsorbancija pripadajucim standardnim devijacijama za
odvage od 0,1-0,5 mg medvjetkina lista i sintetickog antioksidanasa, BHA, prikazane su
na grafikonu 1. U ispitivanim koncentracijama redukcijska moc¢ ekstrakta i BHA linear-
no raste s porastom koncentracije otopine ekstrakta (+? vrijednosti iznose 0,92 i 0,98). la-
ko medvijetkin list pokazuje izrazenu redukcijsku mog, statisticka analiza ukazuje na to da
jeona ipak znatno niza od redukcijske moc¢i BHA.

Za razliku od redukcijske modi, antiradikalna aktivnost medvjetkina lista je znatnije iz-
razena (grafikon 2). Ta aktivnost izmjerena je pomocu DPPH slobodnog radikala. Svjeze
pripremljena otopina DPPH- ima intenzivnu ljubi¢astu boju s apsorpcijskim maksimu-
mom na 517 nm. U prisutnosti antioksidansaintenzitet obojenja se smanjuje. Rezultat je
izrazen kao RSA vrijednost, odnosno postotak smanjenja apsorbancije otopine s antiok-
sidansom u odnosu na otopinu DPPH iste koncentracije kojoj nije dodan antioksidans.

[z grafi¢kog prikaza vidljivo je da antiradikalna aktivnost raste s porastom koncentra-
cija otopine ekstrakta i BHA. Pri koncentraciji od 50 g/mL i ckstrakt i BHA pokazuju
maksimalnu aktivnost. Antiradikalna aktivnost otopine BHA je nesto veca pri svim ispi-
tivanim koncentracijama. No aktivnost ekstrakta droge se od aktivnosti BHA statisticki
znacajno ne razlikuje (p>0,05).

Antioksidativa aktivnost ekstrakta ispitana je i uemulziji u kojoj se nalaze B-karoten i
linoleinska kiselina. Pri povisenoj temperaturi od linoleinske kiseline nastaje linoleatni
radikal koji reagira s B-karotenom te on podlijeze brzom obezbojenju zbog gubitka konju-
giranih dvostrukih veza. Pri tome se gubi specifi¢na naranéasta boja otopine. Antioksi-
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Grafikon 2. Antiradikalna aktivnost (RSA) medvjetkina listai BHA

dansi mogu sprijeciti ili odgoditi tu reakciju. Promjena apsorbancije emulzije s ekstrak
tom, BHA ili bez njih (kontrola) prikazana je na grafikonu 3. Vidljivo je da se apsorban-
cija na 470 nm u emulziji kojoj je dodan BHA tek neznatno mijenja s veemenom. Apsor
bancija otopine kojoj je dodan ekstrakt medvijetkina lista takoder jc gotovo konstantna
tilekom 120 minuta. S druge strane, u otopini kojoj nije dodan antioksidans (kontrola),
dolazi do brzog smanjenja apsorbancije.

Procjena antioksidativne aktivnosti moze se dobiti pomoc¢u dva parametra: vrijednosti
ANT, koja daje podatke o inhibiciji degradacije p-karotena u prvih 45 minuta reakcije te
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Gratikon 3. Promjena apsorbancije u emulziji s f-karotenom i linoleinskom kiselinom
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AA-60 i AA-120 koji govore o antioksidativnoj aktivnosti u 60. i 120. minuti reakcije.
Antioksidativna aktivnost izra?ena na ta dva nacina prikazana je u tablici 2.

Tablica 2. Antioksidativne aktivnosti uzoraka

BHA Uvae-ursi fol.
ANT(%) 89,54 + 3,82 83,92 +£0,76
AA 60 (%) 93,74+£0,18 92,41 £1,49

AA 120 (%) 91,94 £ 0,44 90,75+ 1,15

Antioksidativne aktivnosti u prvih 4 5 minuta (ANT) ekstrakta drogc i BHA su vrlo vi-
soke i iznose 83,92% i 89,54%. | antioksidativna aktivnost izrazena kao AA-60i AA-120
je iznimno visoka i za ekstrakt droge i BHA te i nakon 120 minuta ostaje visa od 90%.
Statisticki znacajne razlike izmedu antioksidativne aktivnosti ekstrakta medvjetkina lista

i BHA nema (p>0,05).

ZAKLJUCAK

Ultrazvuénom ekstrakcijom pripremljen je etanolni ekstrakt lista medvjetke
(Uvae ursi folium). Odredena je ukupna koli¢ina fenolnih spojeva, trjeslovina i fenolnih
glikozida u drogi i ekstraktu. Ispitivanja su pokazala da su i ekstrakt i droga bogati fenol-
nim spojevima koji ¢ine oko 65,95% odnosno 22,77% njihove ukupne mase. Fenolni gli-
kozidi, izrazeni kao arbutin, zastupljeni su u ekstraktu i drogi s udjelom od 21,00% od-
nosno 6,26%, a trjeslovine s 22,77% odnosno 11,83%. Omjer fenolnih glikozida i
trjeslovina je znatno vedi u etanolnom ekstraktu nego u drogi, $to bi moglo i¢i u prilog
smanjenju nuspojava ptilikom uporabe ekstrakta. Nadalje, odredena je i antioksidativna
aktivnost ekstrakta te usporedena s aktivno$cu sintetickog antioksidansa, BHA. Antiok
sidativna aktivnost odredena je pomocu tri metode: ispitana je moc¢ redukcije Fe3*u Fe?*
ion, reaktivnost s DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) slobodnim radikalom te antioksida-
tivna aktivnost u B-karoten-linoleatnom testu. Ekstrakt medvjetkina lista pokazao se dje-
lotvornim antioksidansom u svim provedenim ispitivanjima. Osobito sc istice njegova
aktivnost kao hvataca slobodnih radikala u testu s DPPH te u testu s -karotenom i lino-
leinskom kiselinom gdje nije utvrdena statisticki znacajna razlika izmedu aktivnosti ek-
strakta medvjetkina lista i BHA. Stoga se mo#e zaklju¢iti da, uz dodatna ispitivanja, eta-
nolni ekstrakt medvjetkina lista ima perspektivu za primjenu kao zamjena za sinteticke
antioksidanse u dodacima prehrani.
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