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1. UVOD



1.1. Vrste roda Cornus L.

Vrste roda Cornus pripadaju porodici Cornaceae koja se sastoji od pedesetak vrsta stabala ili
grmova (Dujmovi¢ Purgar i sur., 2012). Ve¢inom su listopadne vrste, ali postoji i nekoliko
vazdazelenih poput vrste Cornus capitata Wall. (Chettri 1 sur., 2012). Rasprostranjene su na
podrucju Sjeverne Amerike, Europe, veceg dijela Azije, na sjeverozapadu Juzne Amerike te na

podrucju istocne 1 srediSnje Afrike (https://powo.science.kew.org/).

Na podru¢ju Hrvatske samoniklo rastu 4 vrste roda Cornus, a to su Cornus mas L. (crveni
drijen), Cornus sanguinea L. (svib drijen), Cornus alba L. (bijeli ili sibirski drijen) 1 Cornus

hungarica Karpati (madarski drijen) (Nikoli¢, 2019; Dujmovi¢ Purgar i sur., 2012).

Osnovne znacajke ovih vrsta su jednostavni, cjeloviti i nasuprotno smjesteni listovi, ve¢inom
paralelne nervature, bez palistica. Cvjetovi su dvospolni, najées¢e tetramerni, skupljeni u
Stitaste cvatove. Caska je gradena od 4 ve¢inom slobodna, malena i neuoéljiva lapa, ponekad
reducirana na zubice pri gornjem rubu plodnice. Vjenci¢ je graden od 4 slobodne latice. Plod je

dvosjemena koStunica, rijetko boba koja sazrijeva pocetkom jeseni (Nikoli¢, 2019).



1.1.1. Cornus mas L.

Hrvatski naziv ove vrste je crveni drijen (Nikoli¢, 2019).

Biljka raste na podrucju srednje i juzne Europe, Male Azije, Kavkaza, Krima i jugoisto¢nog
Irana. Cesta je vrsta u podruju listopadnih hrastovih §uma i $umskih rubova, a moze se naéi i
u Sikarama te na grmljem obraslim obroncima. Najbolje uspijeva na toplim i suhim
vapnenackim stani§tima. Dobro podnosi plitka tla i jako sunce. Raste na nadmorskim visinama

do 1300 m (Nikoli¢ i Kovaci¢, 2008).

Biljka je listopadni grm ili manje drvo okruglaste kroSnje visine do 10 m. Na mladim
primjercima kora je glatka 1 sivkasto crna, a na starim je narancastosmeda, raspucana i ljuska
se u listice. Listovi su nasuprotni, ovalni do jajasti, cjelovitog ruba, Siljastih vrhova, srpasto
povijenih Zila, duzine do 8 cm 1 Sirine do 3 cm. Na nali¢ju listova u uglovima zila nalaze se
cuperci bijelih dlacica. Cvjetovi su zlatnozuti, dvospolni, tetramerni 1 sakupljeni u jednostavne
Stitaste cvatove koji se pojavljuju u rano proljece prije listanja. Pri bazi imaju ¢etverolisni ovoj.
Plod (drenjina, drenula) je crvena, glatka, jajolika koStunica duzine oko 15 mm i Sirine oko
5 mm. Sadrzi elipsastu sjemenku. Plod dozrijeva pocetkom jeseni, u kolovozu i1 rujnu (Nikoli¢

1 Kovaci¢, 2008; Domac, 2002).

Slika 1. Cornus mas L., Vugrovec (autor: Dragana Petri¢)



1.1.2. Cornus officinalis Siebold & Zucc.

Hrvatski naziv ove vrste je kineski drijen.

Biljka potjece s podrucja Kine, Japana i Koreje (Ma i sur., 2014).

Biljka je listopadni razgranati grm ili manje drvo visine do 10 m sa sivkasto-smedom korom.
Raste na nadmorskoj visini od 400 do 1500 m. Vrlo je sli¢na vrsti Cornus mas L., ali cvjeta
jedan tjedan prije, a plod joj dozrijeva kasnije. Listovi su tamnozeleni, ovalno-lancetasti ili
eliptini te nasuprotni, duljine 5,5 do 10 cm i Sirine 2,5 do 4,5 cm. Svaki list ima uSiljen vrh i
Siroku klinastu ili okruglu bazu s potpuno zelenim licem bez dlaka. Nali¢je lista je
svijetlozeleno s ¢upercima crvenosmedih dlacica u uglovima bijelih dlakavih zila. Cvjetovi
imaju Cetiri gola, Siroko trokutasta reznja Caske i Cetiri latice sa zutim lancetastim jezi¢cima
dugim 3,3 mm. Cyvjetovi se pojavljuju krajem zime ili u vrlo rano proljece prije listanja, a
plodovi se javljaju od rujna do listopada. Stitasti cvatovi imaju &etverolisni ovoj odnosno &etiri
ljubicasta ovalna i blago dlakava pricvjetna lista (brakteje) duzine do 8 mm koji otpadaju nakon
cvatnje. Plod je duguljasta i crvena kostunica duljine 1,2 do 1,7 cm i promjera 5 do 7 mm, koja

je jestiva, ali trpka (Huang i sur., 2018).

Slika 2. Cornus officinalis Siebold & Zucc., Farmaceutski botanicki vrt ,,Fran Kusan*



Slika 3. Usporedba listova i plodova vrsta Cornus mas (lijevo) i C. officinalis (desno)



1.1.3. Cornus sanguinea L.

Hrvatski naziv ove vrste je svib drijen (Nikoli¢, 2019).

Biljka raste na podru¢ju Europe i u zapadnoj Aziji, na toplim, sun¢anim ili polusjenovitim
staniStima. MoZe se prona¢i na rubovima Suma 1 u sastavu Sikara i1 zivica. Njezina

rasprostranjenost doseze 1 do 1300 m nadmorske visine.

Svib je listopadni grm visine do 6 m. Listovi su naizmjeni¢ni, ovalnog oblika, cjelovitog i
valovitog ruba. Na nali¢ju su svjetliji i imaju nepravilno rasporedene, jednokrake dlake. U jesen
poprime tamnocrvenu boju. Cvjetovi su sitni, dvospolni i bijele boje, skupljeni u Stitaste
cvatove. Sastavljeni su od 4 bijele latice koje su s donje strane prileglo dlakave. Caska je
reducirana na 4 zupca. Imaju 4 prasnika, a plodnica je podrasla. Cvatovi su bez ovoja. Cvate
nakon listanja u kasno proljece. Plod je glatka, okruglasta, crna koStunica s bijelim tockicama
koja sadrzi jednu okruglu sjemenku. Plod dozrijeva pocetkom jeseni (Domac, 2002; Grlié,

1990; https://www.plantea.com.hr/svib/).

Slika 4. Cornus sanguinea L. (izvor: luirig.altervista.org/)



1.1.4. Cornus alba L.

Hrvatski naziv ove vrste je bijeli drijen, bijeli svib (Nikoli¢, 2019) ili sibirski drijen.

Biljka je rasprostranjena na podrucju srednje Europe, sjeverne Azije i Sjeverne Amerike
(https://www.plantea.com.hr/bijeli-svib/). Raste kao ukrasna i samonikla biljka (Dujmovi¢

Purgar i sur., 2012).

Biljka je listopadni grm visine i Sirine do 3 m. Grane su uspravne i crvenkaste. Listovi su ovalni,
na vrhu uSiljeni, na licu su zeleni, a na nali¢ju sivobjelkasti. U jesen poprime tamnoljubicastu
boju. Cvjetovi su dvospolni, mali i bijele ili blijedozute boje. Skupljeni su u Stitaste cvatove.
Cvate u kasno prolje¢e nakon listanja. Plod je bijela, okrugla koStunica. Dozrijeva u rujnu

(https://www.plantea.com.hr/bijeli-svib/).

Slika 5. Cornus alba L. (izvor: luirig.altervista.org)

1.1.5. Cornus hungarica Karpati

Hrvatski naziv ove vrste je madarski drijen (Nikoli¢, 2019).

Biljka se prema nekim autorima oznacava kao podvrsta vrste Cornus sanguinea L. (Trinajstic,

1990) te je rasprostranjena na podrucju istoéne Europe, Austrije i Njemacke (Nikoli¢, 2019).

Biljka ima pravilno rasporedene dvokrake dlake duge preko 1 mm, na pojedinim dijelovima
lista su drugoga smjera te nisu izrazito prilegle (Trinajsti¢, 1990). Takoder, za razliku od vrste

C. sanguinea, njezine mlade grancice su dlakave (Nikoli¢, 2019).



1.2. Kemizam, tradicionalna primjena i bioloski ucinci vrste Cornus mas L.

Konzumacija hrane bogate antioksidansima ima vaznu ulogu u odrzavanju zdravlja i prevenciji

bolesti.

Od vrsta roda Cornus koje mozemo pronaci na podru¢ju Republike Hrvatske jedino drijen
(C. mas) ima vaznost u ljudskoj prehrani. Plodovi 1 drugi biljni dijelovi ostalih vrsta nisu jestivi.
Potencijalnu primjenu u prehrani mogla bi imati vrsta C. sanguinea jer usplode i sjemenke ove

vrste imaju visoki sadrzaj masnog ulja (Grli¢, 1990).

Nastoji se ponovno popularizirati konzumacija drijena zbog njegove visoke prehrambene
vrijednosti. Plodovi drijena bogati su taninima, Seferima, sluzima, organskim kiselinama,
pektinom te askorbinskom kiselinom (Dujmovi¢ Purgar i sur., 2012), a sadrZze i znacajne
koli¢ine antocijana, koji svojim antioksidativnim djelovanjem sudjeluju u prevenciji brojnih
bolesti poput raka i kardiovaskularnih bolesti (Tural i Koca, 2008), 1 iridoida, dok listovi sadrze
ve¢i udio fenolnih kiselina. Od fenolnih kiselina pronadene su benzojeva, cimetna, galna,
elaginska, ferulinska, kavena, klorogenska, neoklorogenska, p-kumarinska, salicilna,
siringinska, vanilinska 1 ruzmarinska kiselina. Flavonoidi pronadeni u drijenu su pretezito
glikozidi kvercetina i kempferola. Od antocijana sadrzi glikozide pelargonidina, cijanidina 1
delfinidina. Pronadeni flavanoli su procijanidini, epikatehin i katehin te sadrzi triterpenoid
ursolnu kiselinu. Iridoidi sadrzani u drijenu su loganinska kiselina, loganin, sverozid, kornuzid
1 katalpozid. Koli¢ina ovih bioaktivnih sastavnica ovisi o genotipu biljke, njezinom uzgoju,

stanju biljke 1 zrelosti ploda (Bayram i1 Ozturkcan, 2020).

U narodnoj medicini drijen se koristi pri lijeCenju gastroenteralnih tegoba poput proljeva i
hemoroida, kod groznice, bolesti jetre 1 bubrega te razlicitih upalnih bolesti (Dinda i sur., 2016;
Isik 1 sur., 2014; Tural 1 Koca, 2008). Prema nekim zapisima koristen je 1 pri lijeCenju kolere
(Demir i Kalyoncu, 2003) te malarije, upalnih bolesti crijeva, raka i toplinskog Soka (Bayram i
Ozturkcan, 2020). Osim u svjeZzem stanju plod drijena ili drenka se moze konzumirati u obliku
preradevina poput pekmeza, marmelade, kompota, sirupa, voénih sokova, rakija, vina ili
brendija (Dujmovi¢ Purgar i sur., 2012). Proizvodnja vina od drijena nekada je bila popularna
u Italiji 1 Francuskoj, dok su se na podru¢ju nekadasnjeg Sovjetskog Saveza plodovi drijena
koristili kao zacin za jela od mesa i ribe te za pripremu kiselih juha. U juznoeuropskim
zemljama, nezreli plodovi drijena se konzerviraju u slanoj vodi, aromatiziraju komoracem i
konzumiraju kao masline, dok se u Njemackoj ukuhavaju sa Se¢erom i octom te dodaju jelima

od tijesta i krumpira. Osim plodova, drugi biljni dijelovi se mogu koristiti u prehrambene svrhe
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pa se tako listovi mogu koristiti za pripremu ¢aja, a sjemenke mogu posluziti kao zamjena za

kavu (Grli¢, 1990).

Razli¢ita istrazivanja pokazala su da drijen posjeduje Sirok spektar djelovanja poput
antioksidativnog, antidijabeti¢kog, protuupalnog, antibakterijskog, antikoagulacijskog 1
antiparazitskog te isto tako moze utjecati na smanjenje razine lipida u krvi. Takoder, djeluje
protektivno na jetru i bubrege te ostvaruje povoljne ucinke na kardiovaskularni 1 Ziv€ani sustav
(Bayram i Ozturkcan, 2020). Antioksidativno djelovanje pripisuje se polifenolnim spojevima,
antocijanima 1 askorbinskoj kiselini koji povecavaju antioksidativni kapacitet i smanjuju
lipidnu peroksidaciju i oksidativni stres (Dinda i sur., 2016; Tural i Koca, 2008). Antimikrobna
aktivnost ekstrakata plodova i listova obicno se procjenjuje metodom disk difuzije, ¢ime je
dokazano snazno antibakterijsko djelovanje protiv vrsta Staphylococcus aureus, S. epidermidis
1 Streptococcus pyogenes (Turker 1 sur., 2012). Takoder je dokazana antimikrobna aktivnost
prema vrstama Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis, Shigella sonnei, Klebsiella pneumoniae,
Proteus vulgaris 1 Candida albicans, pri ¢emu su ekstrakti listova pokazali vecu aktivnost u
usporedbi s ekstraktima plodova (Milenkovi¢-Andjelkovi¢ 1 sur., 2015). Pokazalo se da
antocijani i ursolna kiselina izolirani iz plodova navedene vrste snizavaju jetrene trigliceride i
ukupni kolesterol u plazmi te imaju pozitivan ucinak na smanjenje tjelesne tezine C57BL/6
miSeva (Jayaprakasam i sur., 2006). Ekstrakt plodova dovodi do smanjenja tjelesne tezine i
indeksa tjelesne mase te povecava razinu HDL-a i ApoAl lipoproteina kod zena u
postmenopauzi S$to ima pozitivan ucinak protiv razvoja ateroskleroze 1 hipertenzije
(Gholamrezayi i sur., 2019). Protuupalna aktivnost ekstrakta plodova vrste C. mas ocitovala se
smanjenjem razine proupalnih citokina faktora nekroze tumora-a (TNF-a), interleukina-1p (IL-
1B), IL-13, kao 1 povecanjem protuupalnog citokina IL-10 u uvjetima in vivo (Moldovan i sur.,
2016). Zastitna aktivnost ekstrakta plodova na jetru ocitovala se kod muskih Stakora znac¢ajnim
smanjenjem tetraklorugljikom-izazvanih povisenih razina enzima aspartat aminotransferaze
(AST), alanin aminotransferaze (ALT) i alkalne fosfataze (ALP) 1 povecanjem razine ukupnih
proteina i albumina u serumu (Alavian i sur., 2014). Mozdano tkivo osjetljivo je na oksidativni
stres, stoga slobodni radikali mogu dovesti do raznih neuroloskih poremecaja, a dodatak
plodova drijena u prehranu Wistar Stakora povecao je aktivnost katalaze u mozdanom tkivu te
paraoksonaze u mozdanom tkivu i plazmi, dok je razina proteinskih karbonila i tiolnih skupina

bila smanjena, ¢ime je ostvarena neuroprotektivna aktivnost (Francik i sur., 2014).



Navedeni ucinci su djelomicno potvrdeni u in vitro 1 in vivo istrazivanjima. Medutim, klinicka
istrazivanja su prilicno rijetka, stoga su potrebna daljnja istrazivanja kako bi se procijenili
bioloski ucinci drijena. Istrazivanja toksi¢nosti pokazala su da je konzumacija drijena sigurna i
nema nuspojava, ali potrebna su dugotrajna istrazivanja toksi¢nosti kako bi se mogla razmotriti

njegova upotreba u lijecenju (Bayram i Ozturkcan, 2020).
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1.3. Kemizam, tradicionalna primjena i bioloski ucinci vrste C. officinalis
Siebold & Zucc.

Iz vrste Cornus officinalis izolirano je 1 identificirano oko 300 kemijskih spojeva kao $to su
alkaloidi, iridoidi, flavoni, polisaharidi, organske kiseline, terpenoidi i eteri¢na ulja. Medu tim

komponentama isticu se iridoidi kao primarni bioaktivni spojevi.

Vrsta C. officinalis tradicionalno se koristi za lijeCenje bolesti jetre i bubrega, a takoder
posjeduje kardioprotektivno, protuupalno, neuroprotektivno, antioksidativno i antibakterijsko
djelovanje (Huang i sur., 2018). U tradicionalnoj kineskoj medicini koristi se kao tonik,
analgetik 1 diuretik (Tural i Koca, 2008) te se u nekim azijskim zemljama poput Kine i Irana

koristi kao glavni sastojak biljnih pripravaka za lijecenje dijabetesa (Jayaprakasam i sur., 2005).

Istrazivanja su pokazala da etanolni ekstrakt vrste C. officinalis poveéava ekspresiju GLUT4
mRNA 1 proteina, lu¢enje inzulina te ubrzava metabolizam glukoze u dijabetickih Stakora §to
posljedi¢no dovodi do smanjenja razine glukoze u krvi. Pokazalo se i da poti¢e neurogenezu i
angiogenezu u mozgu Stakora te da poboljSava neuroloske funkcije. Takoder, neuroprotektivno
djelovanje sastavnica kineskog drijena oc€ituje se i smanjenjem oksidativnog stresa. Ekstrakt
kineskog drijena pokazao je antioksidativno djelovanje kod dijabetickih miseva zahvaljujuci
sposobnosti regulacije aktivnosti enzima kao Sto su superoksid dismutaza (SOD), ksantin
oksidaza (XO), katalaza (CAT), glutation S-transferaza (GST) i1 endotelna sintaza dusikovog
oksida (eNOS). Takoder, pokazalo se da regulira razinu kolesterola, krvni tlak, ekspresiju
proteina te inhibira diferencijaciju osteoklasta u zivotinjskim modelima $§to moZe pozitivno
utjecati na lijeCenje ili prevenciju kardiovaskularnih bolesti i osteoporoze. Istrazivanja su
pokazala da ekstrakt kineskog drijena i njegove sastavnice imaju negativan ucinak na
proliferaciju stanica, a posljedicno 1 na daljnji razvoj hepatocelularnog karcinoma i

osteosarkoma (Huang i sur., 2018).
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1.4. Slobodni radikali i antioksidansi

Slobodni radikal je svaki kemijski spoj koji ima jedan ili viSe nesparenih elektrona u vanjskoj
ljusci. Zbog nesparenog elektrona radikali posjeduju vrlo veliku kemijsku reaktivnost. U
organizmu dolazi do brze reakcije slobodnih radikala s makromolekulama poput proteina,
lipida, ugljikohidrata ili nukleinskih kiselina, $to rezultira njihovim oSte¢enjem (Beckman i
Ames, 1998; Cheeseman, 1993). Tri su mehanizma ostec¢enja: pojedinacno ostecenje, lan¢ana
reakcija i mehanizam grananja. Pojedina¢na oSte¢enja ne dovode do velike Stete, dok lancCane
reakcije 1 reakcije koje se granaju imaju veci potencijal izazivanja tezih oSte¢enja. Lan€anom
reakcijom slobodni radikal reagiraju¢i s makromolekulom dovodi do stvaranja novog radikala,
areakcija se zaustavlja tek kada radikal reagira s drugim radikalom ili ionom prijelaznog metala
(Rice-Evans 1 Burdon, 1994). Kontinuirano se proizvode u stanicama kao slucajni nusprodukti
metabolizma ili namjerno, primjerice, tijekom fagocitoze. Najvazniji reaktanti u biokemiji
slobodnih radikala u aerobnim stanicama su kisik i njegovi radikalni derivati (superoksidni 1

hidroksilni radikal), vodikov peroksid i prijelazni metali (Cheeseman, 1993).

Antioksidansi su spojevi koji stite stanice od djelovanja slobodnih radikala odnosno usporavaju
i sprjeCavaju oksidaciju drugih molekula. U oksidacijskim reakcijama mogu nastati slobodni
radikali koji tada zapocinju lancanu reakciju u stanici i tako uzrokuju ostecenje ili smrt stanice
(Rice-Evans 1 Burdon, 1994). Antioksidansi sprjecavaju te lanc¢ane reakcije uklanjanjem
intermedijera slobodnih radikala i usporavaju druge oksidacijske procese. Zasluzni su za obranu
organizma od patogenih bolesti uzrokovanih Stetnim uc¢incima reaktivnih dusikovih i kisikovih
spojeva. Reakcije oksidacije slobodnim radikalom odvijaju se u tri koraka: inicijacija,
propagacija 1 terminacija. Inicijacija zapoCinje djelovanjem svjetla, topline ili ionizirajuceg
zracenja pri cemu dolazi do stvaranja reaktivnog alilnog radikala koji u reakciji s kisikom daje
lipidni peroksilni radikal. U propagaciji peroksilni radikali zapoc¢inju lancanu reakciju gdje
mogu dalje oksidirati lipide stvarajuci lipidne hidroperokside koji se dalje razgraduju na druge
spojeve. Terminacijom zavrSava lanCana reakcija jer reakcijom dvaju radikala nastaje

neradikalni spoj (Antolovich i sur., 2002).
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1.5. Polifenoli i flavonoidi

Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti koji sudjeluju u obrani biljaka od ultraljubicastog
zracenja ili patogena. U svojoj strukturi sadrze fenolne skupine koje mogu prihvatiti elektron 1
formirati relativno stabilne radikale ¢ime se prekidaju lanCane oksidacijske reakcije u
stanicama. Time polifenoli Stite stanice od oksidativnih oSte¢enja i smanjuju rizik razvoja
raznih degenerativnih bolesti povezanih s oksidativnim stresom. Pruzaju znacajnu zastitu od
razvoja 1 napredovanja mnogih kroni¢nih patoloSkih stanja ukljucujuéi rak, dijabetes,
kardiovaskularne bolesti, starenje, osteoporozu i neurodegenerativne bolesti. Dijele se u

4 glavne skupine: fenolne kiseline, flavonoide, stilbene i tanine (Pandey i Rizvi, 2009).

Flavonoidi su biljni metaboliti iz skupine polifenola, a ujedno su najzastupljeniji od svih
polifenola. Imaju nisku molekularnu masu i1 gradeni su od 15 ugljikovih atoma rasporedenih u
tri prstena koji ¢ine njihovu osnovnu strukturu flavansku jezgru (Ozcan i sur., 2014). Flavonoidi
se medusobno razlikuju po broju i rasporedu hidroksilnih grupa te opsegu alkilacije i
glikozilacije monosaharidima ili oligosaharidima, a dijele se u 6 glavnih skupina: flavonole,

flavone, flavanone, flavanole, antocijane i izoflavone (Pandey i Rizvi, 2009).

Posjeduju ih brojne biljke, a mogu se nalaziti u plodovima, sjemenkama, cvjetovima i listovima.
U biljkama imaju ulogu zastite od UV-zracenja, patogena i biljojeda te djeluju antioksidativno,

antimikrobno i antifungalno (Cherrak 1 sur., 2016).

Biljne droge s flavonoidima imaju Sirok spektar farmakoloskih u¢inaka ukljucujuéi antiviralni,
antioksidativni, antiproliferativni i protuupalni (Lopez-Posadas i sur., 2008). Najvaznijim
ucinkom flavonoida se smatra njihova antioksidativna aktivnost koju posjeduju zahvaljujuci
hidroksilnim skupinama koje mogu biti lako oksidirane (Cherrak i sur., 2016). Flavonoidi mogu
djelovati kao antioksidansi reduciranjem nesparenih elektrona slobodnih radikala, kelatnim
vezanjem iona prijelaznih metala (Mg®, Fe?*, Cu?’, Zn*"), aktiviranjem antioksidacijskih
enzima ili inhibiranjem oksidaza (Heim 1 sur., 2002). Najvazniji nacin djelovanja je hvatanje
slobodnih radikala jer time prekidaju lanCane reakcije slobodnih radikala. Slobodni radikali su
veoma reaktivni 1 Stetni jer izazivaju lipidnu peroksidaciju, oksidaciju proteina (enzima),
ugljikohidrata i DNA, a §to za posljedicu ima promjenu njihove strukture i funkcije. Smatra se
da su starenje i pojedine degenerativne bolesti poput bolesti srca, katarakte, kognitivne
disfunkcije 1 raka uzro¢no-posljedi¢no povezani s takvim oksidativnim oStecenjima (Pietta,

2000).
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1.6. Ultrazvuéna ekstrakcija

Ultrazvucna ekstrakcija koristi ultrazvucne valove za ekstrakciju spojeva iz biljnog materijala.
Ekstrakcija bioaktivnih komponenti ultrazvukom (20 — 100 kHz) jedna je od tehnika koje
omogucuju visoku reproducibilnost, jednostavnije rukovanje i koriStenje manjih koli¢ina
otapala te se moZe provoditi na nizim temperaturama. Nudi bolji prinos Zeljenih komponenti,
povecanu stopu ekstrakcije te smanjuje vrijeme trajanja ekstrakcije (Drmi¢ 1 Rezek Jambrak,
2010). Kod primjene ultrazvuka visoke snage, uslijed djelovanja akusti¢nih kavitacija
ultrazvuénih valova na stani¢ni materijal, dolazi do narusavanja strukture stani¢nih stijenki te
do bubrenja stanica $to povecava prodiranje otapala u biljne stanice i olakSava otpuStanje
spojeva koji su prisutni u stanici (Mufiiz-Marquez 1 sur., 2013). Uslijed pucanja stani¢nih
stijenki dolazi do izravnog kontakta sa sadrzajem stanice. Na taj nacin se ubrzava ekstrakcija te
se povecava njezina ucinkovitost. KoriStenje ultrazvuka prilikom ekstrakcije povecava se
bioraspolozivost mikronutrijenata zadrzavajuéi pritom njihova izvorna svojstva (Drmic i Rezek

Jambrak, 2010).
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1.7. Liofilizacija

Liofilizacija ili suSenje zamrzavanjem je metoda uklanjanja vode sublimacijom kristala leda iz
zamrznutog materijala. Odabirom prikladnih parametara ovog procesa omogucuje se dobivanje
uzoraka bolje kvalitete u usporedbi s uzorcima suSenima tradicionalnim metodama. Proces je
primjenjiv u proizvodnji odredenih farmaceutskih i bioloskih proizvoda koji su termolabilni ili
na drugi nacin nestabilni u vodenim otopinama tijekom duljeg razdoblja skladistenja, ali koji

su stabilni u suhom stanju.

Liofilizacija je proces u kojem se voda u uzorku zamrzava, nakon cCega slijedi njezino
uklanjanje, prvo sublimacijom (primarno suSenje), a potom desorpcijom (sekundarno susenje).
Sublimacija ukljucuje izravan prijelaz iz krutog u plinovito stanje bez prolaska kroz tekucu
fazu. Da bi se to postiglo, smrznuti uzorak se susi pod vakuumom, bez odmrzavanja.
Sublimacija slobodne vode se treba odvijati pri tlaku i temperaturi ispod trojne tocke odnosno
pri 4,579 mm Hg 1 0,0099 °C. Ispod vrijednosti trojne tocke postoje samo kruto i plinovito
stanje. Nakon §to je primarno susenje zavrSeno, vezana vlaga je jos uvijek prisutna u uzorku te
moze iznositi ¢ak 7 — 8 % stoga je potrebno nastaviti susenje na viSoj temperaturi (sekundarno
suSenje) kako bi se smanjio sadrzaj zaostale vlage. Ovaj se proces naziva ,,izotermna
desorpcija” jer se vezana voda desorbira. Za razliku od uvjeta obrade potrebnih za primarno
susenje koji koriste nisku temperaturu i umjereni vakuum, desorpcijsko suSenje je olakSano

podizanjem temperature i smanjenjem tlaka u komori na minimum.

Svi liofilizirani uzorci imaju malu koli¢inu zaostale vlage koja ovisi o prirodi proizvoda i duljini
sekundarnog suSenja te iznosi od <1 % do 3 % za vedinu materijala. Materijali osuSeni
zamrzavanjem su higroskopni pa ambalaza koja se koristi za liofilizirane uzorke mora biti
nepropusna za atmosfersku vlagu i kisik kako bi se smanjio rizik od razgradnje. Stetni uéinci
kisika i vlage ovise o temperaturi. Sto je visa temperatura skladistenja, proizvod se brze

razgraduje.

SuSenje zamrzavanjem naSiroko se koristi u prehrambenoj 1 farmaceutskoj industriji za
poboljsanje stabilnosti 1 dugoro¢no skladiStenje nestabilnih materijala. Ima veliku vaznost u
podrucju farmaceutske tehnologije dopustajuci susenje toplinski osjetljivih lijekova na niskim
temperaturama (Gaidhani i sur., 2015). Takoder, ima vaznu ulogu u pripremi biljnih ekstrakata
jer omogucava ocuvanje hlapljivih sastavnica biljnog materijala, a da pritom ne ostecuje izgled,
okus, boju 1 teksturu. Liofilizirani proizvodi su nize kvalitete od izvornog biljnog materijala, ali

viSe kvalitete u usporedbi s konvencionalno osusenim proizvodima (Hazarika i Gosztola, 2020).
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Slika 6. Liofilizator Alpha 1-2 LDplus
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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Vrste roda Cornus bogat su izvor polifenolnih spojeva kojima pripadaju i flavonoidi. Imaju
antioksidativno djelovanje koje je odgovorno za prevenciju razli€itih bolesti. Vrsta Cornus mas
tradicionalno se koristi u lijeCenju gastroenteralnih tegoba poput proljeva i hemoroida, kod
groznice, bolesti jetre 1 bubrega te razli¢itih upalnih bolesti odnosno posjeduje Sirok spektar
djelovanja poput antioksidativnog, antidijabetiCkog, protuupalnog, antibakterijskog,
antikoagulacijskog, antiparazitskog te hipolipemic¢kog. Takoder, djeluje protektivno na jetru i
bubrege te ostvaruje povoljne ucinke na kardiovaskularni i zZiv€ani sustav. Vrsta Cornus
officinalis tradicionalno se koristi za lijeCenje dijabetesa te bolesti jetre 1 bubrega, a takoder
posjeduje kardioprotektivno, protuupalno, neuroprotektivno, antioksidativno i antibakterijsko

djelovanje.

Cilj ovog rada bila je usporedba sadrzaja ukupnih fenola i1 flavonoida metanolnih ekstrakata
vrsta C. mas 1 C. officinalis ¢iji su uzorci bili sakupljeni na podrucju Sjeverne Hrvatske te

njihovog antioksidativnog (antiradikalnog) uc¢inka in vitro koriste¢i ABTS i DPPH test.
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. Materijali

3.1.1. Biljni materijal

U ovom radu istrazene su sljedece biljne vrste: crveni drijen (Cornus mas L.) 1 kineski drijen
(Cornus officinalis Siebold & Zucc.). Biljni materijal je sakupljen sa razli¢itih lokacija u
Sjevernoj Hrvatskoj u vrijeme dozrijevanja plodova, a Cinili su ga listovi 1 plodovi koji su
osuseni na sobnoj temperaturi, zasti¢eni od izravne svjetlosti. Plodovima je odstranjena

sjemenka te su u daljnjem istrazivanju koriStena usploda plodova i listovi.

Tablica 1. Lokacije i1 datumi prikupljanja uzoraka

Vrsta (kratica) Lokacija .Datu.m )
prikupljanja

Cornus mas L. (C. masl) Vugrovec 21.7.2021.
Cornus mas L. (C. mas2) Donja Pacetina 9.8.2021.
Cornus mas L. (C. mas3) Farmaceutski botanicki vrt ,,Fran KuSan* 16. 8. 2021.
Cornus mas L. (C. mas4) Farmaceutski botanicki vrt ,,Fran Kusan* 16. 8. 2021.
Cornus mas L. (C. mas5) Bjelovar 9.9.2021.
Cornus mas L. (C. mas6) Farmaceutski botanicki vrt ,,Fran KuSan* 13.9.2021.
Cornus officinalis Siebold Farmaceutski botanicki vrt ,,Fran KuSan* 13.9.2021.

& Zucc. (C. officinalis)

Slika 7. C. masI (plodovi) Slika 8. C. mas2 (listovi)
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Slika 11. C. mas5 (cvat) Slika 12. C. mas6 (plodovi i listovi)
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Slika 13. C. officinalis (cvat)
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3.1.2. Kemikalije

U ispitivanjima su koriStene sljedece kemikalije:

—

e L A e B

9.

Metanol p.a. (Lach-Ner, Ceska)

Folin-Ciocalteu reagens (Kemika, Hrvatska)

Natrijev karbonat dekahidrat p.a. (Kemika, Hrvatska)

Galna kiselina 98 % (Acros Organics, Belgija)

Aluminijev klorid heksahidrat p.a. (Gram-Mol, Hrvatska)

Kvercetin (Sigma-Aldrich, Njemacka)

Trolox (Acros Organics, Belgija)

2,2'-Azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeva sol (ABTS)
(Sigma-Aldrich, Njemacka)

Kalijjev peroksodisulfat p.a. (Kemika, Hrvatska)

10. 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich, Njemacka)

3.1.3. Uredaji

U ispitivanjima su koristeni sljedeci uredaji:

1. Elektricni mlinac (Tzs First, Austrija)

2. Precizna vaga PB303 DeltaRange (Mettler Toledo, SAD)
3.
4
5

Ultrazvucna kupelj Bandelin Sonorex (Bandelin electronic, Njemacka)

. Vakuumski uparivac¢ Laborota 4000 efficient (Heidolph, Njemacka)
. Liofilizator Alpha 1-2 LDplus (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH,

Njemacka)

Magnetska mijeSalica s grijanjem (Witeg Labortechnik GmbH & CO., Njemacka)
Vorteks mijeSalica Heidolph Reax Top (Heidolph Instruments GmbH & CO. KG,
Njemacka)

UV-VIS spektrofotometar T70 (PG Instruments, Ujedinjeno Kraljevstvo)

Analiticka vaga Mettler HS1AR (Mettler Toledo, SAD)
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3.2. Metode ispitivanja

3.2.1. Priprema biljnog materijala

Osuseni listovi i usploda odvojeni su od ostalih biljnih dijelova (stabljika i sjemenki) i o¢iSéeni
od onecisc¢enja. Stabljike 1 sjemenke su odvojene u papirnate vrecice, oznacene i spremljene, a
uzorci listova 1 plodova (usploda) su samljeveni do praskaste konzistencije koriste¢i elektricni

mlinac.

3.2.2. Priprema ekstrakata

U staklene caSe izvagan je po 1,0 g svakog uzorka te je u svaku dodano 20 mL metanola.
Staklene CaSe su zatim zatvorene parafilmom kako bi se sprijecilo isparavanje metanola te su
postavljene u ultrazvu¢nu kupelj. Provedene su dvije uzastopne ekstrakcije s 20 mL metanola

u trajanju od 30 min na 30 °C.

Slika 14. Ultrazvuc¢na ekstrakcija uzoraka drijena

24



Ekstrakti su filtrirani dva puta kroz filter papir i tanki sloj vate. Filtrati su prebaceni u tikvice s
okruglim dnom te su podvrgnuti uparavanju metanola koriste¢i vakuumski upariva¢. Upareni
ekstrakti su resuspendirani u 10 mL (5 * 2 mL) destilirane vode i prebaceni u Petrijevke koje

su potom zatvorene parafilmom.

Slika 15. Vakuumsko uparavanje Slika 16. Vakuumsko uparavanje
ekstrakta listova vrste Cornus mas ekstrakta plodova vrste Cornus mas

Uzorci su zamrznuti na temperaturu od -20 °C i liofilizirani. Liofilizacija je trajala 44 sata nakon
¢ega su uzorci prebaceni u staklene bocice koje su potom oblozene parafilmom kako bi se

sprijecilo prodiranje vlage. Liofilizirani ekstrakti su cuvani u zamrzivacu do daljnje upotrebe.

Slika 17. Liofilizirani ekstrakt listova vrste ~ Slika 18. Liofilizirani ekstrakt plodova vrste
Cornus mas Cornus mas
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Uzorci su neposredno prije mjerenja odvagani (0,05 g) u Eppendorf plasti¢nim epruvetama i
dodan im je 1 mL destilirane vode. Odvage su prikazane u Tablici 2. Sadrzaj je promijeSan
pomocu vorteks mjeSalice te je kvantitativno prenesen automatskom pipetom u odmjerne
tikvice od 10 mL dok su plasti¢ne epruvete nekoliko puta isprane destiliranom vodom. Tikvice
su nadopunjene destiliranom vodom do oznake te je sadrzaj prebacen u Falcon plasticne

epruvete od 15 mL.

Tablica 2. Odvage liofiliziranih uzoraka plodova i listova

Uzorak plodova Masa/g Uzorak listova Masa/g
C. masl 0,050 C. masl 0,052
C. mas2 0,051 C. mas2 0,050
C. mas3 0,052 C. mas3 0,051
C. mas4 0,050 C. mas4 0,050
C. mas5 0,050 C. mas5 0,051
C. mas6 0,050 C. mas6 0,050
C. officinalis 0,052 C. officinalis 0,050
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3.2.3. Odredivanje ukupnih fenola

Za odredivanje ukupnih fenola koriStena je spektrofotometrijska metoda temeljena na primjeni

Folin-Ciocalteu reagensa i galne kiseline kao standarda (Singleton i Rossi, 1965).

Pripremljeno je desetorostruko razrijedenje Folin-Ciocalteu reagensa u odmjernoj tikvici od

100 mL pri ¢emu je 10 mL reagensa razrijedeno destiliranom vodom do oznake.

Natrijev karbonat dekahidrat (7,502 g) pripremljen je otapanjem u destiliranoj vodi u odmjernoj

tikvici od 100 mL koja je nadopunjena do oznake.

Pripremljena je metanolna otopina standarda galne kiseline, co = 1 mg/mL. Odvagano je
0,020 g galne kiseline u Eppendorf plasti¢nu epruvetu te je dodan 1 mL metanola. Otopina je
prenesena u odmjernu tikvicu od 20 mL, a plasticna epruveta je nekoliko puta isprana
metanolom. Odmjerna tikvica je nadopunjena metanolom do oznake. Iz pripremljene otopine
standarda galne kiseline (co = 1 mg/mL) pripremljena su razrjedenja u 8 staklenih epruveta.
Redom su otpipetirani odgovaraju¢i volumeni otopine galne kiseline, a potom odmjereni
odgovarajuc¢i volumeni metanola do ukupnog volumena od 1000 pL kako bi se dobile otopine

sljedec¢ih koncentracija:

30 puL/mL (30 pL otopine standarda + 970 puL. metanola)
40 pL/mL (40 pL otopine standarda + 960 uLL metanola)
50 uL/mL (50 pL otopine standarda + 950 puL. metanola)
60 pL/mL (60 pL otopine standarda + 940 puL. metanola)
70 uL/mL (70 pL otopine standarda + 930 puL. metanola)
80 uL/mL (80 uL otopine standarda + 920 pL metanola)
90 uL/mL (90 pL otopine standarda + 910 puL. metanola)
100 pL/mL (100 pL otopine standarda + 900 uL. metanola)

Za svako pripremljeno razrjedenje otpipetirano je 250 pL otopine standarda u Cistu epruvetu.
Zatim je redom dodavano u svaku epruvetu 2 puta po 625 puL Folin-Ciocalteu reagensa, a nakon
5 minuta 1 mL otopine Na;COs3 * 10 H20. Bazdarni pravac je raden u duplikatu uz destiliranu
vodu kao slijepu probu. Nakon 60 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi, apsorbancija je

mjerena na 765 nm.
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Ranije pripremljeni uzorci listova razrijedeni su 20 puta na nacin da je u 7 staklenih epruveta
otpipetirano 50 pL ekstrakta listova i 950 pL metanola. Iz dobivenih 1000 pL tri puta je
otpipetirano po 250 pL u tri razli¢ite epruvete za svaki uzorak. Uzorci plodova bili su direktno
pipetirani (250 pL) u epruvete bez prethodnog razrjedivanja. U uzorke je redom dodavan Folin-
Ciocalteu reagens u razmacima od 1 minute izmedu epruveta. Nakon 5 minuta inkubacije u
epruvete je redom dodavana otopina natrijevog karbonata dekahidrata, takoder u razmacima od
1 minute izmedu epruveta. Uzorci su zatim inkubirani 60 minuta. Apsorbancije su mjerene
spektrofotometrijski pri 765 nm. Sva mjerenja su provedena u triplikatu uz destiliranu vodu kao
slijepu probu. Rezultati su izraZzeni kao mg ekvivalenta galne kiseline/g suhog ekstrakta (mg

EGK/g SE).
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3.2.4. Odredivanje flavonoida

Za odredivanje flavonoida koriStena je spektrofotometrijska metoda s aluminijevim kloridom

(Arvouet-Grand i sur., 1994).

Otopina aluminijevog klorida heksahidrata pripremljena je otapanjem 2,007 g AIClz * 6 H2O u
20 mL metanola u ¢asi uz lagano zagrijavanje i mijeSanje magnetskim mjesacem. Nakon §to se
AICI3 * 6 H2O otopio, otopina je kvantitativno prenesena (filtrirana) u odmjernu tikvicu od

100 mL i1 nadopunjena metanolom do oznake (c = 2 g/100 mL).

Otopina standarda kvercetina (co = 1000 pg/mL) pripremljena je otapanjem 20 mg kvercetina
u ¢asi u nekoliko mL metanola uz zagrijavanje i mijeSanje. Otopina je kvantitativno prenesena
u odmjernu tikvicu od 20 mL i nadopunjena metanolom do oznake te je potom razrijedena
10 puta. Iz pripremljene otopine standarda kvercetina (co = 100 ug/mL) izradena su razrjedenja
u 6 staklenih epruveta. Redom su otpipetirani odgovaraju¢i volumeni otopine kvercetina te
potom metanola do ukupnog volumena od 1000 puL kako bi se dobile otopine sljedecih

koncentracija:

5 ng/mL (50 pL otopine standarda + 950 puL. metanola)

15 pg/mL (150 pL otopine standarda + 850 pLL metanola)
20 pg/mL (200 pL otopine standarda + 800 pL metanola)
25 pg/mL (250 pL otopine standarda + 750 uLL metanola)
30 ug/mL (300 puL otopine standarda + 700 pL. metanola)
35 pg/mL (350 pL otopine standarda + 650 pLL metanola)

U epruvete koje su sadrzavale 1 mL standarda je potom dodavana otopina aluminijevog klorida
heksahidrata (1 mL) u razmacima od 1 minute izmedu epruveta. Potom su reakcijske smjese
inkubirane 15 minuta. Bazdarni pravac je raden u duplikatu uz slijepe probe koje su sadrzavale
I mL standarda kvercetina odgovarajuée koncentracije i 1 mL metanola. Apsorbancija je

mjerena na 415 nm.

Ranije pripremljene otopine ekstrakata listova su direktno pipetirane u epruvete bez prethodnog
razrjedivanja, dok je otopine ekstrakata plodova bilo potrebno ponovno pripremiti u vecoj
koncentraciji. Liofilizirani uzorci plodova su ponovno izvagani i otopljeni u 1 mL destilirane
vode u Eppendorf plasticnim epruvetama. Nove odvage su prikazane u Tablici 3. Otopine su
kvantitativno prenesene u odmjerne tikvice od 5 mL i nadopunjene destiliranom vodom do

oznake.
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Tablica 3. Odvage uzoraka plodova za odredivanje sadrzaja flavonoida

Uzorak plodova Masa/g
C. masl 0,149
C. mas2 0,100
C. mas3 0,100
C. mas4 0,104
C. mas5 0,100
C. mas6 0,100
C. officinalis 0,102

U 1 mL nerazrijedenih uzoraka je redom dodavan 1 mL otopine aluminijevog klorida
heksahidrata (¢ =2 g/100 mL) u razmacima od 1 minute izmedu epruveta. Inkubacija je trajala
15 minuta. Sva mjerenja su radena u triplikatu uz slijepe probe koje su sadrzavale 1 mL uzorka
1 1 mL metanola. Apsorbancije su mjerene spektrofotometrijski pri 415 nm. Rezultati su

izrazeni kao mg ekvivalenta kvercetina/g suhog ekstrakta (mg EK/g SE).
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3.2.5. Odredivanje antioksidativnog ucinka in vitro ABTS testom

Antioksidativni ucinak je odreden pomocu ABTS testa (Re 1 sur., 1999) modificiranog na na¢in

koji opisuju Frisc¢i¢ i sur. (2018).

Pripremljeno je 5 mL otopine koja je sadrzavala kalijev peroksodisulfat koncentracije 2,62 mM
1 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonsku  kiselinu) diamonijevu sol (ABTS)
koncentracije 7,00 mM. Za vaganje kalijevog peroksodisulfata (0,00354 g) i ABTS-a (0,01920
g) koriStena je analiticka vaga. Supstance su postepeno otapane (u obrocima od 5 * 200 pL) u
destiliranoj vodi u Eppendorf plasticnim epruvetama uz vorteksiranje. Pripremljene otopine
prenesene su u istu odmjernu tikvicu od 5 mL koja je potom nadopunjena destiliranom vodom
do oznake i zatvorena parafilmom. Tikvica je ostavljena na sobnoj temperaturi, zasticena od

svjetlosti, u razdoblju od 20 sati.

Pripremljeno je 10 mL metanolne otopine Troloxa (co = 2000 pg/mL). Zatim su pripremljena

razrjedenja ove otopine u dolje navedenim koncentracijama:

100 pg/mL (50 pL otopine Troloxa + 950 uL metanola)
300 pg/mL (150 pL otopine Troloxa + 850 pL metanola)
500 pg/mL (250 pL otopine Troloxa + 750 pL metanola)
700 pg/mL (350 pL otopine Troloxa + 650 uLL metanola)
900 pg/mL (450 puL otopine Troloxa + 550 uL metanola)
1100 pg/mL (550 pL otopine Troloxa + 450 puLL. metanola)

Otpipetirano je 2 mL otopine ABTS radikal kationa u ¢asu, koji je postupno razrijeden
destiliranom vodom do postizanja apsorbancije u iznosu od 0,6934 (Ao). U 2 mL razrijedenog
ABTS radikal kationa dodano je 10 puL standarda Troloxa. Sva mjerenja su radena u duplikatu
uz destiliranu vodu kao slijepu probu. Nakon 1 minute inkubacije spektrofotometrijski su

mjerene apsorbancije pri 734 nm.

Pripremljen je koncentracijski niz dvostrukih serijskih razrjedenja svih otopina ekstrakata
listova, dok je otopine ekstrakata plodova bilo potrebno ponovno pripremiti. Liofilizirani uzorci
plodova ponovno su izvagani i otopljeni u 0,5 mL destilirane vode te je potom pripremljen

koncentracijski niz dvostrukih serijskih razrjedenja. Nove odvage su prikazane u Tablici 4.
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Tablica 4. Odvage uzoraka plodova za odredivanje antioksidativnog uc¢inka

Uzorak plodova Masa/g
C. masl 0,046
C. mas2 0,041
C. mas3 0,041
C. mas4 0,040
C. mas5 0,040
C. mas6 0,040
C. officinalis 0,040

Za ekstrakte plodova pripremljen je novi reagens koji je sadrzavao kalijev peroksodisulfat
koncentracije 2,45 mM 1 2,2-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonsku kiselinu) diamonijevu
sol (ABTS) koncentracije 7,13 mM. Nakon 20 sati inkubacije u mraku na sobnoj temperaturi
otopina nastalog ABTS radikal kationa je postupno razrijedena destiliranom vodom do
postizanja apsorbancije u iznosu od 0,6988 (Ao). U 2 mL razrijedenog ABTS radikal kationa
dodano je 10 pL uzorka (ekstrakta listova ili plodova) direktno u kivetu. Nakon 1 minute
inkubacije mjerena je apsorbancija na 734 nm. Sva mjerenja su radena jednom za svako

razrjedenje pri cemu je kao slijepa proba koriStena destilirana voda.

Antiradikalna aktivnost je prikazana kao ICso vrijednost, koncentracija uzorka koja uzrokuje

50 %-tno smanjenje apsorbancije ABTS radikal kationa.
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3.2.6. Odredivanje antioksidativnog ucinka in vitro DPPH testom

Antioksidativni u¢inak je odreden pomocu DPPH testa (Molyneux, 2004) modificiranog na
nacin koji opisuju Frisci¢ i sur. (2018).

Pripremljena je metanolna otopina 2,2—difenil-1-pikrilhidrazila (DPPH) do postizanja
apsorbancije u iznosu od 0,7010 (Ao). DPPH radikal je postepeno otapan u metanolu uz

vorteksiranje.

Pripremljeno je 10 mL metanolne otopine Troloxa (co = 2000 pg/mL). Zatim su pripremljena

razrjedenja ove otopine u dolje navedenim koncentracijama:

100 pg/mL (50 pL otopine Troloxa + 950 pL. metanola)
300 pg/mL (150 pL otopine Troloxa + 850 uLL metanola)
500 pg/mL (250 pL otopine Troloxa + 750 uLL metanola)
700 pg/mL (350 pL otopine Troloxa + 650 pL metanola)
1300 pg/mL (650 pL otopine Troloxa + 350 uLL metanola)

U 2 mL razrijedenog DPPH radikala dodavano je 10 pL standarda Troloxa u razmacima od
I minute izmedu razrjedenja nakon cega je slijedilo 30 minuta inkubacije. Pokus je raden u

duplikatu uz slijepu probu koja je sadrzavala metanol. Apsorbancija je mjerena pri 517 nm.

Pripremljen je koncentracijski niz dvostrukih serijskih razrjedenja svih ekstrakata pri ¢emu su
koriSteni isti uzorci koji su bili pripremljeni za ABTS test. U 2 mL razrijedenog DPPH radikala
dodano je po 10 puL uzorka. Uzorci su dodavani u otopinu DPPH u razmacima od 1 minute

izmedu epruveta uz inkubaciju u trajanju od 30 minuta. Apsorbancija je mjerena pri 517 nm.

Antiradikalna aktivnost je prikazana kao ICso vrijednost, koncentracija uzorka koja uzrokuje

50 %-tno smanjenje apsorbancije DPPH radikal kationa.
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3.3. Statisticka obrada podataka

Mjerenja sadrzaja ukupnih fenola i1 flavonoida provedena su u triplikatu, a dobiveni rezultati
izrazeni su kao srednja vrijednost & standardna devijacija. Rezultati odredivanja antiradikalne
aktivnosti izrazeni su kao vrijednosti koncentracija ekstrakata koje smanjuju apsorbanciju
ABTS ili DPPH radikala za 50 % (ICso), a koje su procijenjene pomocu linearne regresije
metodom najmanjih kvadarata koriste¢i dvostruka serijska razrjedenja uzoraka. Statisticki
znacajne razlike izmedu razliitth uzoraka listova i1 plodova procijenjene su pomocu
jednosmjerne analize varijance (ANOVA), nakon koje je slijedio Tukeyev post-hoc test.
Povezanost izmedu razli¢itih parametara procijenjena je pomocu Pearsonovog koeficijenta
korelacije (). Razina znaCajnosti u svim testovima bila je a = 0,05. Obrada podataka provedena

je pomocu programa GraphPad Prism 6.01 (GraphPad Software) 1 Microsoft Excel (2013).
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4. REZULTATI I RASPRAVA
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4.1. Odredivanje ukupnih fenola

4.1.1. Bazdarni pravac galne Kiseline

Kao standard za odredivanje ukupnih fenola koriStena je galna kiselina. Da bi se dobio bazdarni

pravac, izmjerene su apsorbancije otopina poznatih koncentracija galne kiseline.
Prema Beer-Lambertovom zakonu apsorbancija je proporcionalna koncentraciji:

A=g*c*]

€ — molarni apsorpcijski koeficijent

¢ — koncentracija tvari u uzorku

1 — Sirina kivete kojom prolazi svjetlost

Tablica 5. Koncentracije standarda galne kiseline i izmjerene apsorbancije

Koncentracija galne Kiseline

(ng/mL) Apsorbancija*
30 0,22010
40 0,28825
50 0,36355
60 0,45035
70 0,53405
80 0,62380
90 0,70820
100 0,78800

* prosjek dvaju mjerenja

BaZzdarni pravac galne kiseline

0,9
0.8 R J
0,7 .
0.6 ..“,.o-'

<3 W
04 & y=0,0083x-0,0399
0,3 e R®=0,9989
02 o
0,1

0 20 40 60 80 100 120
¢ (ug/mL)

Slika 19. Bazdarni pravac galne kiseline
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4.1.2. Sadrzaj ukupnih fenola
Sva mjerenja provedena su u triplikatu. Uzorcima je izmjerena apsorbancija te je iz bazdarnog

pravca galne kiseline ocitana odgovarajuc¢a koncentracija.

Tablica 6. [zmjerene apsorbancije i koncentracije u analiziranim ekstraktima plodova dobivene
interpolacijom iz bazdarnog pravca galne kiseline

. cl c2 c3
Plodovi Al A2 A3 (ugml) (ugmlL) (ug/mL)
C. masl 0,4316 0,4525 0,4368 56,81 59,33 57,43
C. mas2 0,4670 0,4708 0,4559 61,07 61,53 59,73
C. mas3 0,4339 0,4129 0,4141 57,08 54,55 54,70
C. mas4 0,4424 0,4347 0,4292 58,11 57,18 56,52
C. mas5 0,6465 0,6420 0,6625 82,70 82,16 84,63
C. mas6 0,3874 0,3595 0,3392 51,48 48,12 45,67
C. officinalis 0,5381 0,5508 0,5467 69,64 71,17 70,67

Tablica 7. Izmjerene apsorbancije i koncentracije u analiziranim ekstraktima listova dobivene
interpolacijom iz bazdarnog pravca galne kiseline

. . cl c2 c3
Listovi Al A2 A3 (ug/mL) (ng/mL) (ng/mL)
C. masl 0,5132 0,5260 0,5403 66,64 68,18 69,90
C. mas2 0,4624 0,4691 0,4553 60,52 61,33 59,66
C. mas3 0,5362 0,5234 0,5197 69,41 67,87 67,42
C. mas4 0,5281 0,5357 0,5205 68,43 69,35 67,52
C. mas5 0,3700 0,3738 0,3767 49,39 49,84 50,19
C. mas6 0,6036 0,6054 0,6086 77,53 77,75 78,13
C. officinalis 0,5514 0,5592 0,5544 71,24 72,18 71,60

Budu¢i da su ispitivani uzorci listova bili razrijedeni metanolom u omjeru 1:20, dobivene

vrijednosti koncentracija moraju se pomnoziti s 20:

c'=c*20
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Tablica 8. Koncentracije u nerazrijedenim ekstraktima listova

Listovi eI’ c2’ c3'
(ng/mL)  (pg/mL) (pg/mL)
C. masl 1332,77 1363,61 1398,07

C. mas2 1210,36 1226,51 1193,25
C. mas3 1388,19 1357,35 1348.,43
C. mas4 1368,67 1386,99 1350,36
C. mas5 987,71 996,87 1003,86
C. mas6 1550,60 1554,94 1562,65
C. officinalis 1424,82 1443,61 1432,05

Miligrami ekvivalenta standarda galne kiseline po gramu suhog ekstrakta (mg EGK/g SE)

dobiveni su preko sljedece formule:

w=(c(") *V *0,001)/m

c(") — koncentracija ispitivanog analita (prije razrjedenja) (ug/mL)
V — volumen otopine uzorka (mL)

0,001 — faktor pretvorbe ug u mg

m — odvaga liofiliziranog uzorka (g)

Ova formula primjenjuje se za sva 3 mjerenja te se potom izracuna srednja vrijednost i

standardna devijacija za svaki uzorak koristenjem funkcija AVERAGE i STDEV u Excel-u.

Tablica 9. Sadrzaj ukupnih fenola (mg EGK/g SE) u metanolnim ekstraktima plodova vrsta Cornus
mas 1 Cornus officinalis (srednja vrijednost + standardna devijacija, n = 3)

C. masl C.mas2 C.mas3 C.mas4 C. mas5 C.mas6 C. officinalis
11,57+ 11,92+ 10,66+ 1145+ 16,63+ 9,69+ 13,56 £
0,26° 0,18° 0,274 0,16 0,26% 0,58° 0,15°

Vrijednosti naznacene razli¢itim slovima u eksponentu se medusobno statisticki znacajno razlikuju
(P<0,05):a>b>c>d>e.

Plodovi

Tablica 10. Sadrzaj ukupnih fenola (mg EGK/g SE) u metanolnim ekstraktima listova vrsta Cornus
mas 1 Cornus officinalis (srednja vrijednost + standardna devijacija, n = 3)

C. masl C.mas2 C.mas3 C.mas4 C. mas5 C.mas6 C. officinalis
26247+ 242,01+ 267,58+ 273,73+ 19532+ 311,21+ 286,70 £
6,28¢ 3,33¢ 4,09 3,66° 1,59° 1,22 1,90°

Vrijednosti naznaéene razli¢itim slovima u eksponentu se medusobno statisti¢ki znacajno razlikuju
(P<0,05):a>b>c>d>e>"f

Listovi
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Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima plodova vrste C. mas kretao se od 9,69 + 0,58 do 16,63 +
0,26 mg ekvivalenta galne kiseline (EGK)/g suhog ekstrakta (SE). Sadrzaj ukupnih fenola u
ekstraktu plodova vrste C. officinalis iznosio je 13,56 = 0,15 mg EGK/g SE.

Sadrzaj ukupnih fenola odreden u ekstraktima listova bio je najmanje gotovo 12 puta veéi nego
u ekstraktima plodova. Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima listova vrste C. mas kretao se od
195,32 £1,59do 311,21 + 1,22 mg EGK/g SE. Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktu listova vrste
C. officinalis iznosio je 286,70 £ 1,90 mg EGK/g SE.

Primijeceno je da kod vrste C. mas udio fenola u listovima pada $to je veéi udio fenola u
plodovima odnosno uocena je izvrsna negativna povezanost izmedu sadrzaja ukupnih fenola u

listovima 1 plodovima koja je bila statisticki znacajna (» = -0,94, P = 0,005).

U istrazivanju Stankovica i sur. (2014) ekstrahirana koli¢ina fenola dobivena analizom
metanolnog ekstrakta plodova vrste C. mas iznosila je 31,36 = 0,34 mg EGK/g ekstrakta, dok
je za metanolni ekstrakt listova iznosila 192,21 + 0,36 mg EGK/g ekstrakta odnosno sadrzaj
fenola bio je nekoliko puta veci u ekstraktu listova u usporedbi s ekstraktom plodova, kao i u
provedenom istrazivanju. Sadrzaj fenola dobiven analizom vodenog ekstrakta plodova vrste
C. mas iznosio je 12,77 £ 0,81 mg EGK/g ekstrakta, dok je za vodeni ekstrakt listova iznosio
341,09 + 0,46 mg EGK/g ekstrakta. Sadrzaj fenola dobiven analizom etilacetatnog ekstrakta
plodova vrste C. mas iznosio je 179,05 + 0,53 mg EGK/g ekstrakta, dok je za etilacetatni
ekstrakt listova iznosio 65,13 + 0,72 mg EGK/g ekstrakta. Sadrzaj fenola dobiven analizom
acetonskog ekstrakta plodova vrste C. mas iznosio je 55,38 £ 0,86 mg EGK/g ekstrakta, dok je
za acetonski ekstrakt listova iznosio 239,97 + 0,99 mg EGK/g ekstrakta. Sadrzaj fenola dobiven
analizom petroleterskog ekstrakta plodova vrste C. mas iznosio je 27,14 + 0,33 mg EGK/g
ekstrakta, dok je za petroleterski ekstrakt listova iznosio 86,57 + 1,04 mg EGK/g ekstrakta.
Moguce je primijetiti da su listovi uvijek bili bogatiji ukupnim fenolima od plodova osim u
slucaju etilacetatnih ekstrakata. Autori su za pripremu ekstrakata koristili Soxhlet ekstrakciju
koriste¢i svjeze plodove, Sto bi mogao biti razlog vecih vrijednosti ukupnih fenola od onih koje

su utvrdene ovim istrazivanjem, i osusene listove drijena.

U radu autora Klymenko i sur. (2021), ekstrahirana koli¢ina fenola dobivena analizom
metanolnih ekstrakata plodova vrste C. mas iznosila je od 100,71 do 924,65 mg EGK/100 g
biljnog materijala, dok se sadrzaj ukupnih fenola u plodovima vrste C. officinalis kretao u
usporedivom rasponu (318,57 — 451,04 mg EGK/100 g biljnog materijala), Sto odgovara

rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju. Njihovi ekstrakti bili su takoder pripremljeni u
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ultrazvucnoj kupelji, u omjeru 1:10, koriste¢i plodove kojima su uklonjene sjemenke, koji su

bili svjeze smrznuti, te 80 %-tni metanol i 1 %-tnu HCIL, kroz 15 minuta.

U istrazivanju Hwanga i sur. (2016) ekstrahirana koli¢ina fenola dobivena analizom etanolnog

ekstrakta plodova vrste C. officinalis iznosila je 27,04 mg EGK/g suhog ekstrakta.

40



4.2. Odredivanje flavonoida

4.2.1. Bazdarni pravac kvercetina
Kao standard za odredivanje flavonoida koriSten je kvercetin. Da bi se dobio bazdarni pravac,

izmjerene su apsorbancije otopina poznatih koncentracija kvercetina.

Tablica 11. Koncentracije standarda kvercetina i izmjerene apsorbancije

Koncentracija kvercetina

(ng/mL) Apsorbancija*
5 0,09720
15 0,37815
20 0,50780
25 0,64080
30 0,78580
35 0,89290

* prosjek dvaju mjerenja

BaZzdarni pravac kvercetina

0,9 e
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0,7
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ey 0,0267x-0,0291
0.4 B o R*=0,9989

0.3
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¢ (ng/mL)

Slika 20. Bazdarni pravac kvercetina
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4.2.2. Sadrzaj flavonoida

Sva mjerenja provedena su u triplikatu. Uzorcima je izmjerena apsorbancija te je iz bazdarnog

pravca kvercetina ocitana odgovarajuca koncentracija.

Tablica 12. Izmjerene apsorbancije i koncentracije u analiziranim ekstraktima plodova dobivene
interpolacijom iz bazdarnog pravca kvercetina

Plodovi

C. masl
C. mas2
C. mas3
C. mas4
C. mas)
C. mas6
C. officinalis

Al

0,8042
0,0626
0,2884
0,1131
0,2807
0,1104
0,1837

A2

0,8304
0,0925
0,2953
0,1753
0,2750
0,1955
0,2097

cl c2 c3
(ng/mL) (pg/mL) (pg/mL)
0,8321 31,21 32,19 32,25
0,0495 3,43 4,55 2,94
0,3356 11,89 12,15 13,66
0,1490 5,33 7,66 6,67
0,2789 11,60 11,39 11,54
0,1432 5,22 8,41 6,45
02126 7,97 8,94 9,05

A3

Tablica 13. Izmjerene apsorbancije i koncentracije u analiziranim ekstraktima listova dobivene
interpolacijom iz bazdarnog pravca kvercetina

Listovi

C. masl
C. mas2
C. mas3
C. mas4
C. mas5
C. mas6
C. officinalis

Al

0,5846
0,1226
0,3775
0,2035
0,5521
0,2180
0,4559

A2

0,5749
0,1306
0,3768
0,2201
0,5380
0,2256
0,4634

cl c2 c3
(ng/mL) (pg/mL) (pg/mL)
0,6327 22,99 22,62 24,79
0,1398 5,68 5,98 6,33
0,3827 15,23 15,20 15,42
0,2115 8,71 9,33 9,01
0,5497 21,77 21,24 21,68
0,2243 9,25 9,54 9,49
0,4603 18,16 18,45 18,33

A3

Miligrami ekvivalenta standarda kvercetina po gramu suhog ekstrakta (mg EK/g SE) dobiveni

su preko sljedece formule:

w=(c*V *0,001)/m

¢ — koncentracija ispitivanog analita (ng/mL)

V — volumen otopine uzorka (mL)

0,001 — faktor pretvorbe ug u mg

m — odvaga liofiliziranog uzorka (g)
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Ova formula primjenjuje se za sva 3 mjerenja te se potom izracuna srednja vrijednost i

standardna devijacija za svaki uzorak koristenjem funkcija AVERAGE i STDEV u Excel-u.

Tablica 14. Sadrzaj flavonoida (mg EK/g SE) u metanolnim ekstraktima plodova vrsta Cornus mas i
Cornus officinalis (srednja vrijednost + standardna devijacija, n = 3)

C. masl C.mas2 C.mas3 C.mas4 C.mas5 C. mas6 C. officinalis
1,07 £ 0,18 + 0,63 £ 0,31+ 0,58 + 0,33 + 0,42 +
0,02° 0,04¢ 0,05° 0,06 0,01° 0,08° 0,03

Vrijednosti naznaéene razli¢itim slovima u eksponentu se medusobno statisti¢ki znacajno razlikuju
(P<0,05):a>b>c>d.

Plodovi

Tablica 15. Sadrzaj flavonoida (mg EK/g SE) u metanolnim ekstraktima listova vrsta Cornus mas i
Cornus officinalis (srednja vrijednost + standardna devijacija, n = 3)

C. masl C.mas2 C. mas3 C.mas4 C.mas5 C.mas6 C. officinalis
4,51 + 1,20 3,00+ 1,80+ 423+ 1,89 + 3,66 £
0,22° 0,06¢ 0,02¢ 0,060  0,06° 0,03¢f 0,03¢

Vrijednosti naznaéene razli¢itim slovima u eksponentu se medusobno statisti¢ki znacajno razlikuju
(P<0,05):a>b>c>d>e>f>g

Listovi

Sadrzaj flavonoida u ekstraktima plodova C. mas kretao se od 0,18 + 0,04 do 1,07 + 0,02 mg
ekvivalenta kvercetina (EK)/g SE, dok je sadrzaj flavonoida u ekstraktima listova bio u rasponu
od 1,20 £ 0,06 do 4,51 + 0,22 mg EK/g SE. Sadrzaj flavonoida u ekstraktima plodova i listova
C. officinalis bio je 0,42 + 0,03 odnosno 3,66 = 0,03 mg EK/g SE. Sadrzaj flavonoida odreden
u ekstraktima listova vrsta C. mas i C. officinalis bio je najmanje 4 puta veci nego u ekstraktima
plodova. Uoceno je da kod vrste C. mas udio flavonoida u listovima raste sto je veéi udio
flavonoida u plodovima odnosno uocena je izvrsna pozitivha povezanost izmedu sadrzaja

flavonoida u listovima i plodovima koja je bila statisticki znacajna (» = 0,90, P = 0,016).

U istrazivanju Stankovica i sur. (2014), ekstrahirana koli¢ina flavonoida dobivena analizom
metanolnog ekstrakta plodova vrste C. mas iznosila je 7,18 = 0,10 mg ekvivalenta rutina (ER)/g
ekstrakta, dok je za metanolni ekstrakt listova iznosila 41,64 + 0,41 mg ER/g ekstrakta odnosno
preko 5 puta viSe, §to je usporedivo s rezultatima ovog rada. Autori su za procjenu sadrzaja
flavonoida koristili drugi standard od onog koji je koriSten u ovom radu (kvercetin 3-O-
rutinozid), i kao slijepu probu ¢isti metanol, a ne slijepu probu s uzorkom, kao sto je koristeno
u ovome radu, pa su ve¢ samim time kod njih dobivene vece vrijednosti. Takoder, isti su autori

analizirali svjeZe, a ne osuSene plodove drijena (Stankovic i sur., 2014).
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Shraim 1 sur. (2021) navode da izrazavanje koncentracije rutina u reakciji s aluminijevim
kloridom kao pg/mL ekvivalenta kvercetina za posljedicu ima dobivanje lazno negativnih
rezultata (26 — 42 %), dok se u obrnutom slucaju dobivaju lazno pozitivni rezultati
(63 — 124 %). Uporaba kvercetina kao kvantitativnog standarda rezultira razli¢itim
vrijednostima sadrzaja flavonoida za svaki uzorak od onih dobivenih koriStenjem rutina, a
razlika ovisi o valnoj duljini. Budu¢i da rutin ima nize signale apsorbancije od kvercetina na
svim kori$tenim valnim duljinama, uporaba rutina kao kvantitativnog standarda uvijek rezultira
vi§im vrijednostima sadrzaja flavonoida. Kako razliciti flavonoidi imaju razli¢ite kemijske
strukture, primjetne razlike u njihovim apsorpcijskim spektrima su neosporne. Sukladno tome,
rezultati utvrdenog sadrzaja flavonoida testom s aluminijevim kloridom ovise o koristenom

standardu.

Relativno niski sadrzaji flavonoida u istrazivanim uzorcima crvenog i kineskog drijena mogli
bi biti i posljedica toga Sto istrazivane vrste pretezno sadrze 3-O-glikozilirane derivate
kvercetina i1 drugih flavonoida (Czerwinska i Melzig, 2018), a koji se ne mogu odredivati
koriStenom metodom s aluminijevim kloridom. Mammen i Daniel (2012) navode da
glikozilirane hidroksilne skupine na ugljicima u polozajima 3, 5, 3'ili 4' mogu sprijeciti kelaciju

s aluminijevim kloridom.
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4.3. Odredivanje antioksidativnog uc¢inka in vitro ABTS testom

4.3.1. Antiradikalna aktivnost Troloxa

U svrhu procjene antiradikalne aktivnosti uzoraka prethodno je izmjerena antiradikalna
aktivnost standarda Troloxa. Da bi se dobio bazdarni pravac, izmjerene su apsorbancije otopina

poznatih koncentracija Troloxa.

Tablica 16. Koncentracije standarda Troloxa, izmjerene apsorbancije, stvarne koncentracije standarda
u kiveti i postotci inhibicije ABTS radikal kationa

¢ pipetirana

(ng/mL) Apsorbancija* ¢ stvarna (ug/mL) % inhibicije
0 0,69340 0,00 0,00
100 0,63900 0,50 7.85
300 0,51995 1,49 25,01
500 0,38965 2.49 43.81
700 0,27115 3,48 60,90
900 0,15035 4,48 78,32
1100 0,03525 5,47 94,92
* prosjek dvaju mjerenja
ABTS Trolox
0,8
0,7
0,6
0,5 y =-0,0006x + 0,6962
R?=0,9998
0,4
< 03
0,2
0,1
0
-0,1 0 200 400 600 800 1000 1200 1400
-0,2
¢ (ug/mL)

Slika 21. Bazdarni pravac Troloxa
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Stvarne koncentracije Troloxa u kiveti dobivene su preko sljede¢e formule:

c2=(cl *V1)/V2

c2 — stvarna koncentracija u kiveti

cl — pipetirana koncentracija

V1 — volumen pipetiranog standarda (10 pL standarda)

V2 — ukupni volumen u kiveti (2 mL ABTS reagensa + 10 pL standarda)

Postotak smanjenja apsorbancije dobiven je prema sljedec¢oj formuli:
% inhibicije = 100 - A/Ao * 100

Ao — apsorbancija kontrolne otopine ABTS radikal kationa

A — apsorbancija otopine ABTS radikal kationa i uzorka

ABTS Trolox

120

100

80 o

60 -
....... y = 17,513x - 0,4094
40 o R2 = 0,9998

% inhibicije

20

-20
c stvarna (pg/mL)

Slika 22. Pravac ovisnosti postotka inhibicije ABTS radikal kationa o stvarnoj koncentraciji
Troloxa

Iz jednadzbe pravca ovisnosti postotka inhibicije ABTS radikal kationa o stvarnoj koncentraciji

Troloxa u kiveti dobivena je ICso vrijednost za Trolox koja je iznosila 2,88 pg/mL (11,51 uM).
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4.3.2. Antiradikalna aktivnost uzoraka

Mjerenja su radena jednom za svako razrjedenje uzorka. Razrjedenjima uzoraka je izmjerena
apsorbancija te su preracunavanjem dobiveni pravci ovisnosti postotka inhibicije o stvarnoj

koncentraciji za svaki uzorak iz kojih su izraunate njihove ICso vrijednosti.

Tablica 17. Antiradikalna aktivnost (ICso) metanolnih ekstrakata plodova vrsta Cornus mas i Cornus
officinalis procijenjena ABTS testom

] ICso
Plodovi (ng/mL)
C. masl 179,80
C. mas2 83,85
C. mas3 66,15
C. mas4 57,91
C. mas5 85,63
C. mas6 52,91

C. officinalis 63,08

Tablica 18. Antiradikalna aktivnost (ICso) metanolnih ekstrakata listova vrsta Cornus mas i Cornus
officinalis procijenjena ABTS testom

. . ICso
Listovi (ng/mL)
C. masl 4,47
C. mas2 5,16
C. mas3 4,14
C. mas4 3,64
C. mas5 5,51
C. mas6 3,32

C. officinalis 3,97

ABTS testom procijenjene ICso vrijednosti ekstrakata plodova i listova vrste C. mas kretale su
se izmedu 52,91 1 179,80 pg/mL odnosno izmedu 3,32 1 5,51 pg/mL, dok su kod ekstrakata
plodova i listova vrste C. officinalis uvocene usporedive vrijednosti, a koje su iznosile 63,08 i

3,97 pg/mL.

Prema radu Klymenka i sur. (2021) antioksidativni kapacitet etanolnih ekstrakata svjezih

plodova vrste C. mas iznosio je izmedu 13,56 1 60,04 umol ekvivalenta Troloxa (ET)/g biljnog
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materijala, dok su kod uzoraka vrste C. officinalis bile utvrdene usporedive vrijednosti (31,60

—36,71 umol ET/g biljnog materijala), kao i u ovom istrazivanju.

Moldovan i sur. (2016) izvijestili su da je antioksidativni kapacitet svjezih plodova vrste C. mas

iznosio 677,88 + 19,25 umol ET/100 g biljnog materijala.

Dragovi¢-Uzelac 1 sur. (2007) su ispitivanjem provedenim na dva uzorka plodova vrste C. mas
koji su bili svjeze smrznuti utvrdili antiradikalnu aktivnost koja se kretala izmedu 29,48 + 3,05

136,51 £2,05 mmol ET/kg biljnog materijala.
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4.4. Odredivanje antioksidativnog ucinka in vitro DPPH testom

4.4.1. Antiradikalna aktivnost Troloxa

U svrhu procjene antiradikalne aktivnosti uzoraka prethodno je izmjerena antiradikalna
aktivnost standarda Troloxa. Da bi se dobio bazdarni pravac, izmjerene su apsorbancije otopina

poznatih koncentracija Troloxa.

Tablica 19. Koncentracije standarda Troloxa, izmjerene apsorbancije, stvarne koncentracije standarda
u kiveti i postotci inhibicije DPPH radikala

¢ pipetirana

(ng/mL) Apsorbancija* ¢ stvarna (pg/mL) % inhibicije
0 0,7010 0,00 0,00
100 0,6542 0,50 6,68
300 0,5465 1,49 22,04
500 0,4467 2,49 36,28
700 0,3238 3,48 53,81
1300 0,0328 6,47 95,32
* prosjek dvaju mjerenja
DPPH Trolox
0,8000
0,7000 ®..
..
0,6000 e
..
05000 e, y =-0,0005x +0,7016
< 0,4000 R2=0,9991

0,3000 ..

0,2000

0,1000

0,0000 ©

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
(png/mL)

Slika 23. Bazdarni pravac Troloxa
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Stvarne koncentracije Troloxa u kiveti dobivene su preko sljede¢e formule:

c2=(cl *V1)/V2

c2 — stvarna koncentracija u kiveti

cl — pipetirana koncentracija

V1 — volumen pipetiranog standarda (10 pL standarda)

V2 — ukupni volumen u kiveti (2 mL DPPH reagensa + 10 pL standarda)

Postotak smanjenja apsorbancije dobiven je prema sljedec¢oj formuli:
% inhibicije = 100 - A/Ao * 100

Ao — apsorbancija kontrolne otopine DPPH radikala

A — apsorbancija otopine DPPH radikala i uzorka

DPPH Trolox
120

100
80

60

......... y = 14,876x - 0,0847
40 o R2=0,9991

% inhibicije

20

0 1 2 3 4 5 6 7

-20
¢ stvarna (pg/mL)

Slika 24. Pravac ovisnosti postotka inhibicije DPPH radikala o stvarnoj koncentraciji Troloxa

Iz jednadzbe pravca ovisnosti postotka inhibicije DPPH radikala o stvarnoj koncentraciji

Troloxa u kiveti dobivena je ICso vrijednost za Trolox koja je iznosila 3,37 pg/mL (13,46 uM).
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4.4.2. Antiradikalna aktivnost uzoraka

Mjerenja su radena jednom za svako razrjedenje uzorka. Razrjedenjima uzoraka je izmjerena
apsorbancija te su preracunavanjem dobiveni pravci ovisnosti postotka inhibicije o stvarnoj

koncentraciji za svaki uzorak iz kojih su izraunate njihove ICso vrijednosti.

Tablica 20. Antiradikalna aktivnost (ICso) metanolnih ekstrakata plodova vrsta Cornus mas i Cornus
officinalis procijenjena DPPH testom

ICso
Plodovi
(ng/mL)
C. masl 162,64

C. mas2 200,22
C. mas3 240,74
C. mas4 259,16
C. mas5 68,64
C. mas6 229,57
C. officinalis 141,38

Tablica 21. Antiradikalna aktivnost (ICso) metanolnih ekstrakata listova vrsta Cornus mas i Cornus
officinalis procijenjena DPPH testom

. . ICso
Listovi (ng/mL)
C. masl 5,05
C. mas2 5,39
C. mas3 5,43
C. mas4 4,61
C. mas) 8,25
C. mas6 4,53

C. officinalis 4,35

DPPH testom procijenjene ICso vrijednosti ekstrakata plodova i listova vrste C. mas kretale su
se izmedu 68,64 1 259,16 pg/mL odnosno izmedu 4,53 1 8,25 pg/mL, dok su kod ekstrakata
plodova 1 listova vrste C. officinalis utvrdene ICso vrijednosti iznosile 141,38 1 4,35 ug/mL.
U usporedbi s rezultatima ABTS testa utvrdene su nesto vise ICso vrijednosti za ekstrakte

listova, a isto je primijeceno i kod veceg broja ekstrakata plodova.
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Klymenko i sur. (2021) utvrdili su vrijednosti antioksidativnog djelovanja etanolnih ekstrakata
plodova vrsta C. mas (6,75 — 77,35 umol ET/g biljnog materijala) i C. officinalis (17,82 — 39,79
umol ET/g biljnog materijala). Kao i u ovom istrazivanju, utvrdene vrijednosti za vrstu

C. officinalis bile su usporedive s onima vrste C. mas.

Dragovi¢-Uzelac i sur. (2007) su ispitivanjem provedenim na dva uzorka plodova vrste C. mas
koji su bili svjeze smrznuti utvrdili antiradikalnu aktivnost koja se kretala izmedu 33,41 + 2,15
1 39,89 + 3,05 mmol ET/kg svjezeg biljnog materijala.Stankovic 1 sur. (2014) utvrdili su
ICs0 vrijednosti metanolnih ekstrakata listova i plodova vrste C. mas koje su iznosile 39,40 +
0,91 pg/mL i 251,87 + 0,98 pg/mL, pri ¢emu su posljedne usporedive s vrijednostima
dobivenim u ovom radu. S druge strane, u ovom radu utvrden je ve¢i antioksidativni uc¢inak
ekstrakata listova vrste C. mas u usporedbi s prethodnim radom ¢iji su autori za pripremu
ekstrakata koristili Soxhlet ekstrakciju koriste¢i svjeze plodove i1 osusSene listove drijena

(Stankovic i sur., 2014).

MozZe se primijetiti da su u ABTS testu za ekstrakte listova utvrdene nesto nize ICso vrijednosti

u usporedbi s DPPH testom, a $to je 1 primije¢eno i kod veceg broja ekstrakata plodova.
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4.5. Korelacije izmedu razli¢itih parametara

Tablica 22. Povezanost izmedu izmjerenih parametara (sadrzaja ukupnih fenola, sadrzaja flavonoida te
antiradikalne aktivnosti procijenjene ABTS i DPPH testom) metanolnih ekstrakata plodova i listova
vrsta Cornus mas i Cornus officinalis (n = 14)

Ukupni fenoli Flavonoidi ABTS DPPH

Ukupni fenoli 1 0,76* -0,80* -0,89*
(P=0,002) (P<0,00I) (P<0,001)

Flavonoidi 1 -0,59* -0,74*
(P=0,026) (P=0,002)

ABTS 1 0,65%*
(P=0,012)

DPPH 1

* — statisticki znacajna povezanost (P < 0,05)

Povezanost izmedu izmjerenih parametara procijenjena je pomocu Pearsonovog koeficijenta

korelacije (7). Sve utvrdene povezanosti bile su statisticki znacajne (P < 0,05).

Uoceno je da su najsnazniju antiradikalnu aktivnost (najnizi ICso) imali ekstrakti listova koji su
bili najbogatiji fenolima te ekstrakti plodova istih populacija odnosno uocena je vrlo dobra
negativna povezanost izmedu sadrzaja ukupnih fenola 1 ICso vrijednosti dobivenih ABTS
testom koja je bila statisticki znacajna (» = -0,80, P < 0,001). Takoder, uocena je i vrlo dobra
negativna povezanost izmedu sadrzaja ukupnih fenola i ICso vrijednosti dobivenih DPPH
testom koja je bila statisticki znacajna (» = -0,89, P < 0,001). S druge strane, umjerena
(r=-0,59, P =0,026) do dobra negativna povezanost (» = -0,74, P = 0,002) utvrdena je izmedu
sadrzaja flavonoida i antiradikalne aktivnosti izraZzene kao vrijednost ICso u ABTS i DPPH
testu. Kao i u ovom radu, Klymenko i sur. (2021) utvrdili su veéu povezanost izmedu sadrzaja
ukupnih fenola i antioksidativnog kapaciteta pomo¢u DPPH testa (» = 0,979, P < 0,05) u
usporedbi s ABTS testom (» = 0,942, P <0,05). Takoder, isti su autori uocili statisticki znacajnu
povezanost izmedu vrijednosti antioksidativnog kapaciteta procijenjenih DPPH testom i
sadrzaja flavonola (» = 0,707, P <0,05), dok s istim vrijednostima procijenjenim pomocu ABTS
testa u navedenom istrazivanju nije bila uocena statisticki znacajna povezanost (r = 0,556,

P> 0,05).
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Stankovic 1 sur. (2014) su usporednom analizom rezultata koncentracija fenolnih spojeva i
antioksidativnog djelovanja takoder zakljucili da ekstrakti drijena s najviS§im koncentracijama

fenolnih spojeva imaju snazno antioksidativno djelovanje (= 0,717).
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5. ZAKLJUCAK

55



Sadrzaj ukupnih fenola metanolnih ekstrakata vrste C. officinalis (plodovi: 13,56 mg EGK/g
SE; listovi: 286,70 mg EGK/g SE) bio je usporediv sa sadrzajem ukupnih fenola ekstrakata
vrste C. mas (plodovi: 9,69 — 16,63 mg EGK/g SE; listovi: 195,32 — 311,21 mg EGK/g SE).

Sadrzaj flavonoida metanolnih ekstrakata vrste C. officinalis (plodovi: 0,42 mg EK/g SE;
listovi: 3,66 mg EK/g SE) bio je usporediv sa sadrzajem flavonoida ekstrakata vrste C. mas

(plodovi: 0,18 — 1,07 mg EK/g SE; listovi: 1,20 — 4,51 mg EK/g SE).

Antioksidativni (antiradikalni) ucinci procijenjeni ABTS testom metanolnih ekstrakata vrste
C. officinalis (plodovi: ICsp = 63,08 pg/mL; listovi: ICso = 3,97 ug/mL) bili su usporedivi s
antioksidativnim (antiradikalnim) uc¢incima ekstrakata vrste C. mas (plodovi: ICso = 52,91 —

179,80 ng/mL; listovi: ICso = 3,32 — 5,51 ug/mL).

U DPPH testu ekstrakt listova vrste C. officinalis pokazao je najbolji antioksidativni u¢inak
(ICso = 4,35 pg/mL), dok je ekstrakt plodova (ICso = 141,38 pg/mL) bio usporediv s
antioksidativnim ucincima ekstrakata vrste C. mas (plodovi: ICsop = 68,64 — 259,16 png/mL;

listovi: ICso = 4,53 — 8,25 pg/mL).

Zabiljezeni antioksidativni (antiradikalni) uc¢inci mogli bi biti povezani sa sadrzajem ukupnih
fenola i flavonoida. UocCeno je da su najsnazniju antiradikalnu aktivnost imali ekstrakti plodova
1 listova koji su bili najbogatiji fenolima te je utvrdena umjerena do dobra negativna povezanost
izmedu sadrzaja flavonoida i antiradikalne aktivnosti izrazene kao vrijednost ICso u ABTS 1

DPPH testu.
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7.1. Sazetak

U ovom radu ispitan je sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida te antioksidativni u¢inak in vitro
metanolnih ekstrakata plodova i listova Sest uzoraka vrste Cornus mas L. 1 jednog uzorka vrste
Cornus officinalis Siebold & Zucc., Cornaceae. Uzorci su osuSeni na zraku, samljeveni i
ekstrahirani metanolom u ultrazvucnoj kupelji. Nakon filtracije, organsko otapalo je uklonjeno
pomocu vakuumskog uparivaca, a upareni ekstrakti su resuspendirani u destiliranoj vodi,
zamrznuti 1 nakon toga liofilizirani. Sadrzaj ukupnih fenola i1 flavonoida odreden je
spektrofotometrijski u vodenim otopinama dobivenih liofilizata Folin-Ciocalteu metodom
odnosno AICI3 metodom. Antioksidativni (antiradikalni) uc¢inak odreden je pomocu ABTS i
DPPH testa. Pearsonov koeficijent korelacije () koriSten je za utvrdivanje odnosa izmedu

izmjerenih parametara (a = 0,05).

Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima plodova i listova vrste C. mas kretao se od 9,69 + 0,58 do
16,63 + 0,26 mg ekvivalenta galne kiseline (EGK)/g suhog ekstrakta (SE) odnosno od 195,32 +
1,59 do 311,21 + 1,22 mg EGK/g SE. Sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima plodova i listova
vrste C. officinalis iznosio je 13,56 + 0,15 mg EGK/g SE, odnosno 286,70 + 1,90 mg EGK/g SE.
Sadrzaj flavonoida u ekstraktima plodova C. mas kretao se od 0,18 + 0,04 do 1,07 + 0,02 mg
ekvivalenta kvercetina (EK)/g SE, dok je sadrzaj flavonoida u ekstraktima listova bio u rasponu
od 1,20 £ 0,06 do 4,51 + 0,22 0 mg EK/g SE. Sadrzaj flavonoida u ekstraktima plodova i listova
C. officinalis bio je 0,42 + 0,03 odnosno 3,66 + 0,03 mg EK/g SE. Uocena je vrlo dobra negativna
povezanost izmedu ukupnog sadrzaja fenola u listovima i plodovima vrste C. mas (r = -0,94,
P =0,005), dok je izmedu sadrzaja flavonoida u listovima i1 plodovima vrste C. mas uocena vrlo
dobra pozitivna povezanost (» = 0,90, P = 0,016). Antiradikalna aktivnost vrste C. mas
procijenjena kao ICso vrijednost u ABTS testu iznosila je izmedu 52,91 i 179,80 pg/mL za
ekstrakte plodova odnosno izmedu 3,32 1 5,51 pg/mL za ekstrakte listova, dok je za ekstrakte
plodova i listova vrste C. officinalis iznosila 63,08 ng/mL 1 3,97 ug/mL. Antiradikalna aktivnost
vrste C. mas procijenjena kao ICso vrijednost u DPPH testu iznosila je izmedu 68,64 1 259,16
ug/mL za ekstrakte plodova odnosno izmedu 4,53 i 8,25 pg/mL za ekstrakte listova, dok je za
ekstrakte plodova i listova vrste C. officinalis iznosila 141,38 ug/mL i 4,35 pg/mL. Uocena je
vrlo dobra negativna povezanost izmedu sadrzaja ukupnih fenola i antiradikalne aktivnosti listova
1 plodova istrazivanih vrsta procijenjene DPPH testom (» = -0,89, P < 0,001) i ABTS testom
(r =-0,80, P < 0,001). Utvrdene vrijednosti za uzorak vrste C. officinalis bile su usporedive s

onima uzoraka vrste C. mas.

64



7.2. Summary

In this study, total phenolic and flavonoid content and antioxidant activity in vitro of methanolic
extracts of fruits and leaves from six samples of Cornus mas L. and one sample of Cornus
officinalis Siebold & Zucc., Cornaceae, have been investigated. Samples were air-dried, milled
and extracted with methanol in an ultrasonic bath. After filtration, organic solvent was removed
using a rotary evaporator and the remaining extracts were resuspended in distilled water, frozen
and afterward subjected to lyophilization. Total phenolic content and flavonoid content were
evaluated spectrophotometrically in aqueous solutions of obtained lyophilizates using the Folin-
Ciocalteu method and the AICl; method, respectively. The antioxidant (antiradical) activity was
determined using the ABTS and DPPH tests. Pearson’s correlation coefficient (r) was used to

establish the relationships between the measured parameters (a = 0.05).

Total phenolic content of C. mas fruit and leaf extracts ranged from 9.69 + 0.58 to 16.63 + 0.26
mg gallic acid equivalent (GAE)/g dry extract (DE) and from 195.32 + 1.59to 311.21 £ 1.22 mg
GAE/g DE, respectively. Total phenolic contents of C. officinalis fruit and leaf extracts were
13.56 = 0.15 mg GAE/g DE and 286.70 = 1.90 mg GAE/g DE, respectively. Flavonoid content
in fruit extracts of C. mas ranged from 0.18 + 0.04 to 1.07 = 0.02 mg quercetin equivalent (QE)/g
DE, while flavonoid content in leaf extracts ranged from 1.20 + 0.06 to 4.51 = 0.22 mg QE/g DE.
Flavonoid contents of C. officinalis fruit and leaf extracts were 0.42 = 0.03 and 3.66 = 0.03 mg
QE/g DE, respectively. Very strong negative correlation was observed between total phenolic
contents in leaves and fruits of C. mas (r=-0.94, P = 0.005), while very strong positive correlation
was observed between leaf and fruit flavonoid contents of C. mas (r = 0.90, P = 0.016).
Antiradical activity estimated as ICso value by the ABTS test of the fruit and leaf extracts of
C. mas ranged from 52.91 to 179.8 pg/mL and from 3.32 to 5.51 pg/mL, respectively. The
antiradical activity of the fruit and leaf extracts of C. officinalis was 63.08 pg/mL and 3.97 pg/mL,
respectively. Antiradical activity estimated as ICso value by the DPPH test of the fruit and leaf
extracts of C. mas ranged from 68.64 to 259.16 ug/mL and from 4.53 to 8.25 ug/mL, respectively.
The antiradical activity of the fruit and leaf extracts of C. officinalis was 141.38 pg/mL and
4.35 ng/mL, respectively. Very strong negative correlation was observed between total phenolic
content and antiradical activity of leaves and fruits of investigated species evaluated by the DPPH
test (r = -0.89, P < 0.001) and the ABTS test (» = -0.80, P < 0.001). The determined values for

the C. officinalis sample were comparable to those of the C. mas samples.
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