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/ SAZETAK N/ REZULTATI N\
Biljni bioaktivni polifenoli su relativno dobro poznati po svojim antioksidativnim, Rezultati ukupnih polifenola, flavonoida, fenolnih kiselina i tanina u vrsti Echinacea
antimutagenim, antikancerogenim, protuupalnim, antiangiogenim, antiulkusnim i purpurea prikazani su u tablici 1.
antimikrobnim (baktericidnim, fungicidnim te antivirusnim) osobinama. Temeljem
preliminarnih istrazivanja antigenotoksicnosti ekstrakata razlicitih biljnih vrsta, uoceno Tablica 1. SadrZaj ukupnih polifenola, fenolnih kiselina, flavonoida i tanina
je da one vrste koje su bogate polifenolima imaju znacajan antigenotoksicni u¢inak u ekstraktima herbe ehinaceje
sprijeCavanjem oksidativnih oStecenja izazvanih citostaticima u kulturi ljudskih Conten (%)
limfocita. Biljni ekstrakt Ukupni - - Fenolne _—
Ispitano je djelovanje vodenih i alkoholnih ekstrakata vrste Echinacea purpurea L. - sttt cvonole szl anmt
antigenotoksi¢no u uvjetima in vitro. Rezultati pokazuju konkretan utjecaj vodenih i Echinacea purpurea |~ 13,310,43 WA BA7E/AD 05 T
alkoholnih ekstrakata, kao i najdominantnijih sastavnica E. purpurea, te polifenola Srednja vrijednost + SD tri neovisna mjerenja
(tanina), nakon tretmana stanica mikotoksinima ohratoksinom A i aflatoksinom B;. [ s it et o
Nadalje, ispitan je sadrzaj polifenola u ekstratima vrsta Echinacea purpurea L. Moench 100 N
te odreden antioksidativni ucinak ekstrakata primjenom elektronske spinske g 'j;/; ——— 4
rezonancije i kolorimetrijske metode gasenja slobodnog radikala DPPH. Antioksidativna % o =
aktivnost ekstrakata bi mogla biti jedan od pokazatelja antigenotoksicnog ucinka s £ oA
obzirom na moguénost nastanka ostecenja DNA djelovanjem slobodnih radikala. f © J;’ —

Antigenotoksi¢ni potencijal ekstrakata utvrden je primjenom alkalnog kometnog testa ” L ]/ /’/
na ljudskim leukocitima ex situ. =
0 : o 5w PR )

Koncentracija uzorka (ug/mL)

MATERUALI | METODE

Slika 1. Sposobnost hvatanja DPPH" radikala Echinacea etanolnog ekstrakta u
usporedbi s polifenolnim sastavnicama i referentnim antioksidantom

Materijal i
U istrazivanju su koristeni na zraku osuseni nadzemni dijelovi ljubiaste ehinaceje, = ' f
preuzeti iz tvrtke Jan-Spider (Pitomaca)-HR. |

Metode | |
Odredivanje ukupnog sadrzaja tanina kao i ukupnog sadrzaja polifenola, te fenolnih !
kiselina, derivata hidroksicimetne kiseline, u nadzemnim dijelovima vrste E. purpurea
provedeno je prema metodi opisanoj u Europskoj farmakopeji (EDQM, 2004).

Sadrzaj flavonoida u nadzemnim dijelovima vrste ehinaceje odreden je primjenom Slika 2. Kromatogram ekstrakata nadzemnih dijelova biljke Echinacea

purpurea: 1. kaftarinska kiselina, 2. klorogenska kiselina, 3. kavena

spektrofotometrijske metode prema Christu i Miilleru (Christ and Milleru, 1960). kiselina, 4. ehinakozid kiselina, 5. cikorijska kiselina

HPLC analiza polifenola u ekstraktima ehinaceje koristena je metoda prema BelS¢ak-
Cvitanovic i sur. (2011.) koja je pomocu gradijentne elucije otapala omogucila dobru

@ Echinacea purpure;—_'/.
&

s . - i 5 . . . . A . g
separaciju i kvantifikaciju polifenolnih spojeva prisutnih u biljnim ekstraktima. e ) ," | | é ) /.//
— =iy 2 B | 3
o | | \ » /
Antiradikalna aktivnost etanolnog ekstrakta nadzemnih dijelova ispitivane vrste i S |
standardnih supstancija (klorogenska kiselina, rutin, taninska kiselina, butil- Ry AL H S vooE Ry e
hidroksianisol) odredena je spektrofotometrijskom metodom prema Bloisu (Blois —
1958 ) J P ] P ( ’ Slika 3. ESR spektar DMPO-OH spin adukta Slika 4. Antioksidativna aktivnost ekstrakata
)- nastalog u Fentonovom modelnom sustavu E. purpurea prema hidroksilnom radikalu
Antioksidativni ucinak ekstrakata ispitan je primjenom elektronske spinske rezonancije (slijepa proba)

(ESR) kapaciteta hvatanja hidroksilnog radikala te najvaznijih sastojaka ekstrakata za

inhibiciju _hidroksilnih radikala generiranih u Fentonovoj reakciji - (Fe'/H,0;). ko izagania ekuads fubiase ehinacee, aatoksing 51, ohratoksing A ombinaci
Antioksidativna aktivnost frakcija ekstrakta Echinacea definirana je kao: AA.OH = (ho- mikotoksina s biljnim ekstraktima
hx)/ho x 100 (%), gdje je: ho - visina drugog pika ESR signala DMPO-OH spin adukta Dulina repa ) lintenzitet % DNA) Repni
slijepe probe, hx - visina drugog pika ESR signala DMPO-OH spin adukta probe s Stamenttretme Iorvaso | m | a56p | rsnr [svaso | w | asee | rwr fsowiaso | m | oswr | e
ekstraktom. EC50 vrijednost je definirana kao ona masena koncentracija ekstrakta Cllo%vods) 14190175 | 1010 | 1282 | 1474 J0Ser23 | 00 | 00 | 052 00762017 | 00 | 00 | 0055
neophodna da inhibira nastajanje DMPO-OH spin adukta za 50 % u odnosu na kontrolu. Z:::;tzM::] i:é:ﬁ f,:j iiii :::; 221‘321 ZZ :Z iif 23?232 32 23 ::Z
E1 (1 mg/mL) 13.49+1.35 13.46 12.82 14.10  |0.50£1.05 0.13 0.0 0.63 0.0630.13 0.018 0.0 0.077
Kometni test genotoksi¢nosti (SCGE) je brza i osjetljiva metoda za dokazivanje pri someronsmsnsis || st6 | sesr ommors | o0 | o0 | o lowmsoro | o6 | oo | aem
procjeni ostecenja i popravka DNA na razini pojedinacne stanice, odnosno otkrivanja laFe1 3 ) 16581463 | 1538 | 1346 | 1971 |1730249 | 054 | 00 | 255 |0240:033 | 007" | 00 | oaes
lomova jednolanéane DNA u pojedinaénim stanicama. Ogteéenje DNA procjenjuje se na E1+AFB, 14.38+1.81 | 14.10** | 12.98 1538 [0.52¢1.46 | 0.0%* 0.0 041 |0.070:0.18 | 0.0** 0.0 | 0.059
osnoviudjela DNA urepur kometa i diela DNA u “glavi” kometa. Za mierenje kometa i oo e g foen foo o | pomen oo e
procjenu ostecenja danas se najcesce koriste sustavi za analizu slike, u kojima je oma (10 ) 17302085 | 1603 | 1362 | 1987 Jaes210 | 0ar | 00 | 125 |oa7o:o0 |o0sor | 00 | oam
epifluorescencijski mikroskop povezan s racunalom, a pomocu posebnih racunalnih oA 1448186 1410 | 1306 | 1538 |oserrod | 002 | 00 085 |0.073:013 | 0001 | 00 | 0106
programa za svaku pojedinacnu kometu istovremeno se mjeri vise parametara (Kopjar i E240TA e B s R Z;::;; e“’r‘;” o T [ e o

sur., 2001.; 2010.).

AFBT T OTA 1l sami (P<0.U5)

Fotomikrografije stupnjeva ostecenja DNA s -
razlicitim izgledom kometa M
- ESR spektralnom analizom, usporedbom intenziteta ESR signala DMPO-OH spin
adukata utvrdeno je da ekstrakti ehinaceje, u rasponu ispitivanih koncentracija,
inhibiraju stvaranje hidroksilnog radikala i/ili utje¢u na njegovu transformaciju;

Statisticka obrada podataka kometnog testa - Leukociti koji su bili simultano izloZzeni AFB1-u i ekstraktu ehinaceje imali su zna¢ajno
Rezultati dobiveni mjerenjem duZine repa, intenziteta repa i repnog momenta niZi repni moment, repni intepzitet i_ duiinu_ repa kod nizih test!ranih Ifoncer}traci]:a
prikazani su kao srednje vrijednosti sa standardnim devijacijama (SD) i standardnim ekstrakta, u odnosu na stanice koje su bile izloZzene samo mikotoksinu. Time je
pogreskama aritmeticke sredine (SEM), minimalne i maksimalne vrijednosti te kao demonstriran neutralizirajuci ucinak ekstrakta herbe ljubi¢aste ehinaceje u navedenom
medijani sa 25 i 75 percentilom. Kolmogorov-Smirnov test je primijenjen za testiranje rasponu koncentracija; L . . o
normalnosti distribucije navedenih mjerenja. U slucaju nenormalne distribucije - Ekstrakti ehinaceje takoder su neutralizirali genotoksi¢nost OTA. Repni intenzitet i

rezultati mjerenja su logaritamski transformirani nakon ¢ega je ponovno testirana repni moment bili su znatajno nizi u stanicama izlozenim kombinaciji OTA i dviju
najvisih koncentracija nego u stanicama tretiranim samo s OTA. Sve tri koncentracije

normalnost distribucije. Kod normalno distribuiranih vrijednosti za statisticku analizu Kstrakat Kazal cai titni uginak s obai duli komete:
znacajnosti razlike izmedu kontrolnih i tretiranih stanica primijenjena je ekstrakata pokazale su znacajan ﬁ'sl'lEnﬁK'i'nﬁRsAo‘ zirom na duljinu repa komete;
jednosmjerana analiza varijance (ANOVA) i Tukey post test multiple komparacije, dok -

je za nenormalno distribuirane vrijednosti primijenjen Kruskal- Wallisov test uz Dunnov

test multiple komparacije. Kometni parametri su takoder klasificirani prema 95. Beliéak-Cvitanovic A, Stojanovié R, Manojlovié V, Komes D, Juranovic Cindric |, Nedovic V, Bugarski : Encapsulation of polyphenlic antioxidants from medicinal plant extracts in alginate-chitosan
. . . . . ) . system enhanced with ascorbic acid by electrostatic extrusion. Food Res Int 44:1094-1101, 2011
percentilu (AST, engl. abnormal size tails) u kontroli. Dobivene AST vrijednosti su Blois MS: Antioxidant determinations by the use of a stable free radical. Nature 181:1199-1200, 1958,
i i s 3 : v_ . . Christ B, Miiller KH: Fl Drogen. Archiv der Pharmazie 293:1033-1042, 1960.
statisticki analizirane primjenom Pearsonovog x-kvadrat testa. Nivo znacajnosti p<0,05 European Directoratefor the Gl f Medicines and Helth Care (EDC). European Pharmacapoel, 4t . Councl of Europes Strasbour, Frane, 2004
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