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1. UVOD



UvOD

1.1. Rutvica (Ruta graveolens L.)

Rutvica (smrdljiva rutvica, ruta, ruda, ruta vonjava) je zimzeleni polugrm s raspodijeljenim

sivo-zelenim listovima i zelenkasto-zutim cvjetovima (ljeti) iz porodice Rutaceae.

1.1.1. Etimologija i povijest vrste

Latinsko ime roda Ruta potjece od grcke rijeci ryesthai (spasavati) zbog ljekovitih svojstava
biljke. Ime vrste graveolens oznacava jak miris (Grli¢, 1990). Na stranim jezicima nalazimo je
pod nazivom rutvica (engl. common rue, Herb of Grace, njem. Weinraute, fr. rue des jardins,

rue fetide, tal. ruta comune, $pa. ruda, port. arruda, slo. vinska rutica).

LiSce, ekstrakti i ostali dijelovi rutvice koriSteni su stotinama godina kao insekticidi. U narodnoj
medicini, rutvica se koristila kao antispazmatik, sedativ te kao stimulans za pocetak
menstrualnog ciklusa. U nekim kulturama, ekstrakti rutvice koristeni su i kao abortivna sredstva

(Conway i Slocumb, 1979).

U mediteranskoj tradicionalnoj medicini, rutvica je koriStena za lijecenje razli¢itih pluénih
stanja kao §to je tuberkuloza, za smanjenje oteklina slezene te za lije¢enje rana na kozi (Pollio
i sur., 2008). U Novom Meksiku koristena je kao ¢aj za lijeGenje ukoCenosti u vratu, vrtoglavice,
glavobolje, gréeva u trbuhu i problema s unutarnjim uhom. Eteri¢no ulje jakog, gorkog okusa

koriSteno je i za lijeCenje trakavica (Paley, 2009).

1.1.2. Karakteristike vrste i staniSte

Stabljika je u donjem dijelu razgranata i moze narasti do 70 cm visine. Korijen je
Zuckastosmede boje, u unutraSnjosti bijel, aromati¢an kao i listovi. Listovi su naizmjenicni,
neparno perasto jednostruko ili dvostruko razdijeljeni na zaobljene plavkastozelene listice.
Cvjetovi su dvospolni, skupljenu u gronjaste cvatove dvostrukog ocvije¢a. Casku &ine Getiri
zelena lapa, a vjenéi¢ je graden od Cetiri Zute latice (Slika 1). Cvate od lipnja do kolovoza, a
plod je tobolac koji sadrzi smede sjemenke. Cijela biljka izrazito je aromaticnog mirisa.
Rasprostranjena je u jugoistocnom dijelu Europe, a moZe se pronaci na suhim, kamenitim i

siromasnim tlima (Gligi¢, 1953).


https://hr.wikipedia.org/wiki/Grm
https://hr.wikipedia.org/wiki/List
https://hr.wikipedia.org/wiki/Cvijet

Slika 1. Fotografija cvijeta rutvice (R. graveolens) (Web 1)

1.1.3. Kemizam vrste

Rutvica je opsezno proucavana biljna vrsta. Sadrzi mjesavinu furokvinolinskih alkaloida u
koncentracijama od 1.5 % od kojih su najznacajniji arborin, arborinin i gamma-fagarin (Wolters
i Eilert, 1981). Akridonski alkaloidi (rutakridonski epoksid, hidroksirutakridonski epoksid)
nalaze se u najvecoj koncentraciji u korijenu (Verzar—Petri i sur., 1976). Ostali alkaloidi
ukljucuju graveolin, graveolinin, kokusaginin, rutakridon i skimijanin. Flavonoid rutin takoder
je prisutan u biljci i smatra se da podupire i jaca krvne Zile, §to smanjuje krvni tlak. Biljka i
njeno etericno ulje bogati su derivatima kumarina koji pridonose njezinoj farmakoloskoj
aktivnosti. Ti derivati ukljucuju furokumarine kao $to su bergapten, psoralen, ksantoksantin,

ksantotoksin, izopimpinelin i rutamarin, te alkaloide kinolinskog tipa (Haesen i sur., 1971).

1.1.3.1. Rutin

Rutin, takoder poznat kao rutozid, kvercetin-3-O-rutinozid i soforin, je glikozid koji se sastoji
od flavonol kvercetina i disaharidne rutinoze (a-L-ramnopiranozil-(1—6)-B-D-glukopiranoza).
To je flavonoid citrusa koji se nalazi u Sirokom rasponu biljaka, uklju¢ujuéi agrume, a najcesce
ga nalazimo u vrstama roda Ruta po kojem je dobio ime. Rutin, poput kvercetina, je glikozid
flavonoidnih kvercetina. Kao takve, kemijske strukture oba spoja su vrlo sli¢ne, s razlikom u
hidroksilnoj funkcionalnoj skupini (Slika 2). I kvercetin i rutin se koriste u mnogim zemljama
kao lijekovi za zastitu krvnih zila i sastojci su brojnih multivitaminskih preparata i biljnih
lijekova (Krewson i Naghski, 1952).
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Slika 2. Prikaz i usporedba strukture rutina i kvercetina (Web 2)

Rutin se kao ligand moze vezati s kationima opskrbljuju¢i biljne stanice hranjivim tvarima iz
tla. Kod ¢ovjeka se veze na Zeljezni ion Fe?', sprjeavaju¢i njegovo vezanje na vodikov
peroksid koji bi inace stvorio visoko reaktivni slobodni radikal koji moze oStetiti stanice.
Nadalje, pokazalo se da in vitro inhibira vaskularni endotelni faktor rasta u subtoksi¢nim
koncentracijama, pa djeluje i kao inhibitor angiogeneze. Ovo otkri¢e moze imati potencijalnu

vaznost za kontrolu nekih vrsta raka (Luo i sur., 2008).

Kod miSeva, Stakora (Shenbagam i Nalini, 2011), hr¢aka i kunic¢a (Juzwiak i sur., 2005), kao i
u in vitro istrazivanjima (Shen i sur., 2002) pokazani su odredeni uéinci rutina, no jo§ nisu
provedena istrazivanja koja bi dokazala znacajne 1 pozitivne ucinke rutina kao dodatka prehrani

kod Covjeka.

Rutin inhibira agregaciju trombocita (Navarro-Nufez i sur., 2008) i smanjuje kapilarnu
propusnost, §to razrjeduje krv i poboljSava cirkulaciju, te bi se mogao koristiti za lijecenje
bolesnika s rizikom od sr¢anog i mozdanog udara. Pokazuje protuupalnu aktivnost kod nekih
zivotinjskih i in vitro modela (Guardia i sur., 2001). Inhibira aktivnost aldoza reduktaze, enzima
normalno prisutnog u oku i ostalim dijelovima tijela, a pomaze i u pretvaranju glukoze u Se¢erni
alkohol sorbitol (Akileshwari i sur., 2012).

Rutin je takoder antioksidans za koji je utvrdeno da je najjaci u usporedbi s kvercetinom,

akacetinom, morinom, hispidulinom, hesperidinom i naringinom (Eickhorst i sur., 2007).

1.1.3.2.  Furanokumarini
Psoralen i njegovi derivati (linearni furanokumarini) se koriste u dermatologiji, a takoder su
vrlo obecavajuéi u lijeenju bolesti. Ti sekundarni metaboliti se prirodno pojavljuju u biljkama
(Slika 3).



Psoralen Isopsoralen
Slika 3. Psoralen i jedan od njegovih derivata (Web 3)

U jednom istrazivanju proucavane su vrste Ruta chalepensis, R. angustifolia, R. graveolens i R.
montana kako bi procijenili njihov potencijal za proizvodnju furanokumarina (psoralen,
ksantotoksin, bergapten, izopimpinelin). Vrste roda Ruta sadrze 4 do 17 mg g* suhe tvari
furanokumarina. Te su koncentracije bile vece od onih koje se nalaze u drugim porodicama za
koje je poznato da proizvode iste spojeve (Moraceae, Apiacae i Fabaceae). Od Cetiri ispitivane
vrste, R. graveolens pokazala je visoke koncentracije furanokumarina i najbolju biomasu.
Sesnaest razli¢itih R. graveolens uzgojeno je kako bi se pronasao najbolji kandidat za
proizvodnju furanokumarina. Biljke su sadrzavale prosje¢nu koncentraciju od 10 mg g suhe
tvari furanokumarina, u rasponu od 2,8 do 17,5 mg g* suhe tvari, ali nije postojala statisticki
znacajna razlika s obzirom na podrijetlo. Raspored furanokumarina je proucavan u razlicitim
dijelovima biljke. U plodovima je pronadena pet do deset puta veca koncentracija
furanokumarina od korijena, stabljike i lis¢a. Izopimpinelin je bio visoko koncentriran u
korijenju, gdje je dosegao 25% ukupnih furanokumarina. Potencijalni prinos furanokumarina
je rezultat biomase i proizvodnje sekundarnih metabolita. Na te parametre utjecao je fenoloski
stadij biljaka, s najveCom proizvodnjom u plodovima, koji su imali najveée koncentracije,
biomasu i stoga prinos furanokumarina. R. graveolens koje se uzgajaju na polju mogu proizvesti

12 kg furanokumarina po hektaru, uglavnom u plodovima i lis¢u (Milesi i sur., 2001).

1.1.3.3. Fenoli
U jednom od proucavanih istrazivanja promatrane su divlje i kultivirane rutvice, a rezultati
ukazuju da su divlji 1 kultivirani organi imali sli¢an sadrzaj polifenola, flavonoida 1 tanina.
Stovise, organi su bili bogati vanilinskom kiselinom i kumarinom s najvi§im razinama u
kultiviranim listovima i cvjetovima. Dvanaest fenolnih spojeva utvrdeno je u razliitim
dijelovima biljaka i ukljuc¢ivalo je 12 fenolnih kiselina s tri hidroksicimetne kiseline (kofeinska,
trans-hidroksicimetna i ferulinska Kkiselina) i devet hidroksibenzojevih kiselina (3,4-
dihidroksibenzojeva kiselina, 2,5-dihidroksibenzojeva kiselina, galna kiselina, klorogenska

kiselina, sirilska kiselina, karnozna kiselina, salicilna kiselina i vanilinska kiselina)



(Ouerghemmi i sur., 2017). Fenolne kiseline i kumarin predstavljaju glavne skupine fenola u
lis¢u i cvijecu, dok su flavonoidi slabo zastupljeni s postotcima koji nisu prelazili 10% ukupnih
fenola. Stabljike i listovi kultivirane rutvice pokazuju znacajno vise razine fenolnih kiselina
nego divlja rutvica. UocCene su 1 viSe razine kumarina, dok je u stabljikama prevladavala
vanilinska kiselina. Postoje i jo$ neke varijacije u prisutnosti fenolnih spojeva izmedu razlicitih
organa, pa je tako ferulinska kiselina otkrivena u stabljikama i lis¢u, ali je odsutna u cvjetovima;
salicilna kiselina je otkrivena u stabljikama i cvijecu, a odsutna u liS¢u. Varijacije mogu biti
povezane s morfoloSkom diferencijacijom koja se javlja tijekom fenoloskog ciklusa

(Ouerghemmi i sur., 2017). Slika 4 prikazuje strukture nekih od fenolnih spojeva sadrzanih u

CH = CH— COOH CH = CH — COOH
HO-~ :;: HO~ :;:

rutvici.

OH OCH,
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COOH
R R / . o -
HO ~ o) 0O 0 0 0 OH
Umbeliferon Psoralen Salicilna kiselina

Slika 4. Strukture nekih fenolnih spojeva u rutvici (Web 4)

1.1.4. Upotreba i farmakologija

1.1.4.1. Kardiovaskularni i antioksidativni efekti
Ekstrakt rutvice proucavan je kao potencijalni blokator kalijevih kanala u intaktnim
mijeliniziranim zivéanim stanicama. Uz kapsaicin, za ekstrakt rutvice se potvrdilo da nije
selektivan samo za kalijeve kanale, ve¢ moze blokirati i kanale protoka natrija, iako u manjoj

mjeri (Bethge i sur., 1991).

1.1.4.2. Istrazivanja na Zivotinjama
U izoliranim srcima Stakora tretiranim ekstraktom R. graveolens, povecanjem koncentracije
povecan je i1 uCinak, §to je zabiljeZeno u vremenu atrioventrikularnog provodenja, duzini

Wenckebach ciklusa te efektivnim i funkcionalnim refrakternim razdobljima (Khori i sur.,



2008). U drugom istrazivanju, Stakorima je dan metanolni ekstrakt R. graveolens od 20
mg/kg/dan tijekom 90 dana, a rezultati pokazuju nize razine kolesterola, lipoproteina male
gustoce i aterogene indekse. Povecane su razine lipoproteina visoke gustoce, dok su oksidativni

stres i upale takoder smanjene (Ratheesh i sur., 2011).

1.1.4.3. Klinicki podaci
U istrazivanju 56 bolesnika s karcinomom debelog crijeva (34 s ranim stadijem i 22 s naprednim
stadijem), otkriveno je da ekstrakt R. chalepensis stiti eritrocite od oksidativnog stresa
izazvanog radikalima. Specifi¢no, ovaj ucinak je zabiljezen kod pacijenata s ranim stadijem

kolorektalnog karcinoma i nije opazen kod naprednih stadija (Acquaviva i sur., 2011).

1.1.4.4. Antibakterijska/Antifungalna funkcija

Kod vise od 15 spojeva pronadenih u rutvici otkrivena je in vitro antibakterijska i antifungalna
aktivnost (Wolters i Eilert, 1981). Medu njima, akridonski alkaloidi su najmo¢niji antimikrobni
spojevi dok kumarini inhibiraju rast bakterija i gljivica samo pri visokim koncentracijama.
Testirano eteri¢no ulje rutvice i flavonoidi nisu pokazali takvu aktivnost. Jedno od istraZivanja
upucuje na to da su ekstrakti R. graveolens pokazali inhibitorno djelovanje protiv gram
pozitivnih bakterija kao §to su Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Listeria
monocytogenes i Bacillus subtilis (Ivanova i sur., 2005). Ostala istrazivanja otkrila su da brojne
komponente rutvice izravno ometaju replikaciju DNA, ¢ime se sprjeCava i razmnoZzavanje
nekih virusa (Novak i sur., 1967).

1.1.5. Toksikologija

U nekim istraZivanjima otkriveno je da su ekstrakti rutvice mutageni, ali klinicka vaznost tih

nalaza nije utvrdena (Paulini i sur., 1987).

Toksi¢nost suSenog lis¢a najvjerojatnije je manja nego kod svjezeg lis¢a zbog gubitka
hlapljivog ulja (Heskel i sur., 1983). Tinktura R. graveolens pokazala je fotomutagenost
razli¢itog stupnja na temelju razli¢itih koncentracija alkaloida prisutnih u spoju (Schimmer i

Kiihne, 1990).

Velike doze (viSe od 100 ml ulja ili priblizno 120 g listova u jednoj dozi) mogu uzrokovati bol
u Zelucu, povracanje i sistemske komplikacije, ukljucujuéi smrt. Jedna oralna doza od 400
mg/kg, dana zamorcima, bila je smrtonosna zbog krvarenja nadbubrezne Zlijezde, jetre i

bubrega. Medutim, dnevna oralna doza od 30 mg dana ljudima u trajanju od 3 mjeseca nije



rezultirala abnormalnom funkcijom jetre. U jednom od izvjes¢a o slucajevima toksi¢nosti
spominje se multiorganska toksi¢nost kod 78-godisnje Zene koja je ekstrakt R. graveolens
koristila za kardiovaskularnu zastitu. Nakon 3 dana koriStenja, pacijentica je dosla na hitnu
sluzbu s bradikardijom, akutnim zatajenjem bubrega s hiperkalijemijom koja zahtijeva
hemodijalizu i koagulopatiju (Seak i Lin, 2007). Takoder psoraleni iz rutvice, u kontaktu s
kozom 1 izlozeni UV A zracenju, odgovorni su za nastanak fotodermatitisa (Eickhorst i sur.,

2007).

1.2. Eutektic¢ko otapalo
Eutekticka otapala ili DES (engl. Deep Eutectic Solvent) su sustavi formirani iz eutekticke
smjese Lewisovih ili Brenstedovih kiselina i baza koje mogu sadrzavati razli¢ite anionske i/ili
kationske vrste (Smith i sur., 2014). Klasificirana su kao tip ionskih otapala s posebnim
svojstvima. Sadrze jedan ili viSe spojeva u obliku smjese, ¢ime se dobiva eutektik s talisStem
mnogo nizim od bilo koje od pojedina¢nih komponenata. Jedan od najznacajnijih eutektickih
fenomena zabiljezen je za smjesu kolin klorida i uree u omjeru 1:2 mol. Rezultirajuca smjesa
ima tocku taljenja od 12°C (daleko manju od talista kolin klorida, 302 °C i uree, 133 °C), §to

ju ¢ini teku¢om pri sobnoj temperaturi (Abbott i sur., 2003).

Eutekticka otapala prve generacije temelje se na smjesama kvaternih amonijevih soli s

donorima vodikovih veza kao §to su amini 1 karboksilne kiseline. Postoje Cetiri vrste eutektickih

otapala (Abbott i sur., 2007):

1. Kvaternarna amonijeva sol + metalni klorid

2. Kvaternarna amonijeva sol + metalni klorid hidrat

3. Kvaternarna amonijeva sol tipa I1l + donor vodikove veze
4. Metal klorid hidrat + donor vodikove veze



Agens koji
omogucuje
stvaranje
kompleksa

Kation

Anion

Slika 5. Eutekti¢ka otapala obuhvacaju glomazne (engl. bulky) katione i manje anione koji su

vezani za donor vodikove veze (slika preuzeta i modificirana prema (Abbott i sur., 2001).

Dok vecina ionskih tekucina i DES-a ukljucuju kvaternarni amonijev ion kao kationsku
komponentu, nedavno je utvrdeno da se eutektik takoder moze formirati izmedu metalne soli
(hidrata) i jednostavnog amida ili alkohola, kako bi se oblikovala metalna otopina sastavljena

od kationa i aniona putem procesa disproporcioniranja, npr.

2AICI3 + CHaN20 < [AIC12.CHaN20]" + [AICL4]
Metalna sol Urea Urea

Ovi takozvani eutektici tipa 4 korisni su jer proizvode kationske metalne komplekse,

osiguravajuci da dvostruki sloj blizu povrSine elektroda ima visoku koncentraciju metalnih iona
(Abbott i sur., 2007).

1.2.1. Prirodna eutekticka otapala

Prirodna eutekticka otapala, NADES (engl. NAtural Deep Eutectic Solvent) su bio-bazirane
ionske tekucine i eutekticka otapala koja se sastoje od dva ili viSe spojeva koji su opéenito
primarni metaboliti na bazi biljaka, tj. organske kiseline, Seceri, alkoholi, amini i aminokiseline
(Dai i sur., 2013). lonske tekuéine su soli, tekuéine pri sobnoj temperaturi, koje karakteriziraju
ionske veze koje imaju barem jedan veliki organski ion i kation s malim stupnjem simetrije.
Anioni i kationi u tekucini drze se daleko, tako da smanjuju privlacne sile izmedu njih i ometaju

kristalizaciju, spustajuc¢i tocku taliSta i rezultiraju¢i potpuno ionskom teku¢inom na sobnoj



temperaturi. Istrazivanje koje su 2011. godine proveli Choi i sur., pokazalo je da voda moze

biti prisutna kao dio otapala, ¢vrsto je zadrzana u tekucini i ne moze ispariti.

1.2.2. Primjena eutektickih otapala

U usporedbi s modernim ionskim tekuc¢inama zasnovanim na anionima kao $to je bistriflimid,
koji dijele mnoge karakteristike, ali su ionski spojevi, a ne ionske smjese, DES su jeftinija za
izradu, manje toksi¢na i ponekad biorazgradiva te se mogu koristiti kao sigurna, u¢inkovita,
jednostavna i jeftina otapala. Do danas su prouc¢avane brojne primjene DES-a. Promjenom
komponenata DES-a i njihovih molarnih omjera mogu se proizvesti nova eutekticka otapala
zbog Cega se svake godine u literaturi pojavljuju mnoge nove primjene. Neke od najranijih
primjena DES-a bile su elektrofiniranje metala pomo¢u DES-a kao elektrolita (Abbott i sur.,
2007). Organski spojevi kao $to je benzojeva Kiselina (topljivost 0.82 mol/L) imaju veliku
topljivost u DES-u, a to ukljucuje i celulozu. 1z tog se razloga DES primjenjuju kao otapala za
ekstrakciju takvog materijala iz njegovih slozenih matrica. Istrazivana je i njihova primjenjivost

u proizvodnji i procis¢avanju biodizela (Huang i sur., 2012).

Zahvaljujuéi njihovom jedinstvenom sastavu, DES daju obecavajuca rjeSenja koja utje¢u na
strukturu i samoorganiziranje otapala. Nedavno je prou¢eno samoorganiziranje natrij dodecil-
sulfata (SDS — engl. Sodium dodecil sulphate) u DES-u, $to je pokazalo da DES mozZe stvoriti
mikroemulzije razli¢ite od onih u vodi (Pal i sur., 2014). U drugom slucaju, otapanje polimera
polivinilpirolidon (PVP) u DES-u razlikuje se od onog u vodi, pri ¢emu se ¢ini da je DES bolje
otapalo za polimere nego voda (Sapir i sur., 2016). DES su takoder proucavani i za svoju
potencijalnu uporabu kao ekoloski odrziva otapala za ekstrakciju zlata i drugih plemenitih

metala iz rude (Jenkin i sur., 2016).



1.3. Antioksidacijska aktivnost

1.3.1. Oksidativni stres

Zivi organizmi proizvode reaktivne kisikove jedinke (engl. ROS — Reactive Oxygen Species)
kao rezultat normalnog stani¢nog metabolizma i okoli$nih ¢imbenika (zagadivaci zraka, dim
cigarete). ROS su visoko reaktivne molekule i mogu ostetiti stani¢ne strukture kao $to su
nukleinske kiseline, lipidi i proteini te mijenjati njihove funkcije. Pomak ravnoteze izmedu
oksidansa i antioksidansa u korist oksidansa naziva se "oksidativni stres". Regulacija
redukcijskog 1 oksidiraju¢eg (redoks) stanja je kriticna za odrzivost stanica, aktivaciju,
proliferaciju i funkciju organa. Aerobni organizmi imaju integrirane antioksidacijske sustave
koji uklju¢uju enzimatske i neenzimatske antioksidanse koji su obi¢no ucinkoviti u blokiranju
Stetnih ucinaka ROS-a. Medutim, u patoloskim uvjetima, antioksidacijski sustavi mogu biti

preplavljeni. (Birben i sur., 2012).

Kemijski se oksidativni stres povezuje s poveéanom proizvodnjom oksidativnih jedinki ili
znacajnim smanjenjem djelotvornosti antioksidacijske zastite, kao $to je glutation (Schafer i
Buettner, 2001). U¢inci oksidativnog stresa ovise o velicini tih promjena, a stanica je sposobna
nadvladati male perturbacije i vratiti se u prvobitno stanje. Medutim, znacajniji oksidativni stres
moze uzrokovati smrt stanica, pa ¢ak i umjerena oksidacija moze izazvati apoptozu, dok

intenzivniji stres moze uzrokovati nekrozu (Lennon i sur., 1991).

Proizvodnja reaktivnih kisikovih jedinki je posebno destruktivan aspekt oksidativnog stresa.
Takve jedinke ukljucuju slobodne radikale i perokside. Neki od manje reaktivnih jedinki (kao
§to je superoksid, *O2") mogu se prevesti oksidacijskim reakcijama s prijelaznim metalima ili
drugim redoks-ciklickim spojevima (ukljuc¢uju¢i kinone) u agresivnije radikale koji mogu
prouzroditi znacajno oSteCenje stanica. Vecina tih jedinki proizvodi se na niskoj razini aerobnim
metabolizmom i stani¢ni obrambeni mehanizmi ih mogu unistiti u cijelosti, a tako se i svako
oStecenje stanica neprestano popravlja. Medutim, u stanjima neprestanog oksidativnog stresa
koji uzrokuje nekrozu, ostecenja uzrokuju gubitak ATP-a i inhibiciju kontrolirane apoptoticke
smrti uzrokujuci raspad stanice (Lee i Shacter, 1999). Vec¢ina dugoro¢nih ucinaka uzrokovana
je ostecenjem DNA (Evans i Cooke, 2004).

Oksidativni stres je klju¢an faktor u neurodegenerativnim bolestima, ukljucujué¢i Lou
Gehrigovu bolest (MND ili ALS), Parkinsonovu bolest, Alzheimerovu bolest, Huntingtonovu
bolest, depresiju i multiplu sklerozu (Patel i Chu, 2011). Pracenjem biomarkera kao §to su

reaktivne kisikove i dusikove jedinke, dokazi antioksidacijske obrane ukazuju na to da
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oksidativno o$te¢enje moze biti ukljuc¢eno u patogenezu ovih bolesti (Nunomura i sur., 2006),
dok je kumulativni oksidacijski stres s oSteCenjem mitohondrija i stani¢nog disanja vezan uz
Alzheimerovu te Parkinsonovu bolest i druge neurodegenerativne bolesti (Ramalingam i Kim,
2012).

Smatra se da je oksidacijski stres povezan i s odredenim kardiovaskularnim bolestima, jer je
oksidacija LDL-a u vaskularnom endotelu preteca stvaranja plaka. Oksidacijski stres takoder
igra ulogu u ishemijskoj kaskadi kod reperfuzijskih ozljeda srca nakon ¢ega dolazi do hipoksije.
Ova kaskada ukljucuje mozdane i sr¢ane udare. Oksidativni stres je ukljucen u sindrom
kroni¢nog umora (Nijs i sur., 2006), a doprinosi i oste¢enju tkiva nakon zracenja i hiperoksije

te nastanku dijabetesa.

Pretpostavlja se da je oksidacijski stres ukljucen u razvoj karcinoma povezanog sa starenjem.
Reaktivne jedinke proizvedene tijekom oksidativnog stresa mogu uzrokovati izravno o$te¢enje
DNA sto ih ¢ini mutagenima, a takoder mogu inhibirati apoptozu i promicati proliferaciju,
invazivnost i metastazu (Halliwell, 2007). Vazna je i infekcija bakterijom Helicobacter pylori
koja potpomaze proizvodnju reaktivnih jedinki kisika i dusika u ljudskom Zeludcu, a posljedica

je razvoj raka zeluca (Handa i sur., 2011).

1.3.2. Metode odredivanja antioksidativne aktivnosti

Analiticke metode procjene jaCine antioksidansa se mogu podijeliti u kategorije na
spektrometrijske (DPPH, ABTS, FRAP, CUPRAC, fluorometrija), elektrokemijske (ciklicka
voltametrija, amperometrija i biamperometrija) i kromatografske tehnike (GC, HPLC) (Prior i
sur., 2005).

1.3.2.1. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) metoda
Spektrometrijske tehnike se oslanjaju na reakciju radikalnog kationa ili kompleksa s

antioksidacijskom molekulom koja moze donirati atom vodika (Brand-Williams i sur., 1995).

DPPH metoda je jednostavna i pogodna za odredivanje antioksidacijske aktivnosti ¢istih
spojeva, sokova voca i povrca ili ekstrakata (Almeida i sur., 2011), kao i za odredivanje
antioksidacijske aktivnosti u namirnicama i biljnim proizvodima. Osim toga, upotrebljava se i
za odredivanje stupnja lipidne peroksidacije, a moguca je primjena za ¢vrste 1 tekuce uzorke

zbog €ega ima Siroku primjenu.
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DPPH metoda je vrlo brza i to¢na metoda (Prakash i sur., 2001). Temelji se na redukciji
stabilnog, tamnoljubicastog dusikovog radikala DPPHe koji zbog nesparenog elektrona
pokazuje jaku apsorpciju u vidljivom dijelu elektromagnetskog spektra, dok je maksimum
apsorpcije na 517 nm. Sparivanjem elektronskog para stabilnog radikala DPPHe u prisutnosti
elektron donora (antioksidans koji hvata slobodne radikale), ljubi¢asta se boja mijenja u zutu.
Nastali spoj ima smanjeni intenzitet apsorpcije u vidljivom dijelu spektra, a rezultirajuce
obezbojenje u stehiometrijskom je odnosu s brojem sparenih elektrona. Prema tome, sposobnost
hvatanja slobodnih radikala odreduje se mjerenjem pada apsorbancije pri 515-528 nm (Molnar,
2011; Duane, 2010).

Molekula 2,2-difenil-pikrilhidrazila je stabilni radikal zbog delokalizacije slobodnog
elektrona kroz molekulu, stoga molekule ne dimeriziraju kao S$to je to slucaj kod vecine

slobodnih radikala.

o¥e s¥e

AH = A’ |

O,N . NO NH
2 2 O,N NO,
NO, o NO,
DPPH (oks.)gggnoljublcasta DPPH (red.) 2uta boja

Slika 6. Difenilpikrazil (slobodni radikal) i difenilpikrilhidrazin

Delokalizacija elektrona kroz molekulu daje tamnoljubicastu boju koja se gubi
dodatkom antioksidansa, kada iz slobodnog radikala, difenilpikrilhidrazila, nastaje reducirani,
svijetlozuti difenilpikrilhidrazin, gdje je ZH reducirani oblik, a A® je slobodni radikal nastao u
prvom koraku (Molyneux, 2003; Gacche i sur., 2006).

Z+ AH=ZH + A"

Prvi put ovu su metodu objavili Brand-Williams i suradnici (1995), a rezultati se mogu
izraziti na nekoliko nac¢ina. DPPH metoda je ovisna o otapalu i pH vrijednosti, a jedan od
parametara koji odreduju reakciju je i stericka dostupnost. Male molekule, koje imaju bolji
pristup radikalskom mjestu, pokazuju relativno visoku antioksidacijsku aktivnost (de
Magalhaes, 2007). S obzirom na to, reakcijski mehanizam izmedu antioksidansa i DPPHe ovisi

I 0 strukturi samog antioksidansa (Bondet i sur., 1997). DPPH moze reagirati s fenolnim
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spojevima putem prijenosa vodikovog atoma ili elektrona. U nepolarnim otapalima preferira
oduzimanje vodika, dok u polarnim otapalima, kao $to su etanol i metanol, prijenos elektrona

je vazniji korak u hvatanju DPPH radikala (Yeo i sur., 2010).

1.3.2.2.  Zeljezo-kelirajuéa aktivnost
Zeljezo-kelirajuéa aktivnost je proces keliranja metalnih iona odgovornih za nastajanje
slobodnih radikala. Dolazi do nastanka kompleksa izmedu ferozina i Fe?" koji je crvene boje.
U prisutnosti keliraju¢ih agenasa, remeti se nastajanje kompleksa te se smanjuje obojenost.
Apsorbancija kompleksa nastalog izmedu Fe?* i ferozina mjeri se pri 562 nm, a uéinkovitost

keliranja metalnih iona usporedena je sa keliranjem EDTA-dinatrijeve soli (Zhao i sur., 2006).

A0 — A1
)% 100

Kelirajuca aktivnost = ( 10

AO - apsorbancija kontrole

Al - apsorbancija u prisutnosti otopine ispitivanog ekstrakta
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1.4.Antibakterijska aktivnost

1.4.1. Bakterije
1.4.1.1. Escherichia coli

E. coli je gram-negativna, fakultativno anaerobna, koliformna bakterija Stapi¢astog oblika, koja
se obi¢no nalazi u donjem dijelu crijevu toplokrvnih organizama (Tenaillon i sur., 2010).
Vecina E. coli sojeva je bezopasna, ali neki od serotipa mogu dovesti do ozbiljnih trovanja
hranom i povremeno su odgovorni za povlacenje proizvoda zbog kontaminacije hrane (\Vogt i
Dippold, 2005). Bezopasni sojevi dio su normalne flore crijeva i korisno djeluju proizvodnjom
vitamina K2 (Bentley i Meganathan, 1982) i sprjeCavanjem kolonizacije crijeva patogenim
bakterijama formirajuéi simbiozu s njima (Hudault i sur., 2001). U okoli$ dolazi putem fekalne
materije. Bakterija masivno raste u svjezoj fekalnoj tvari u aerobnim uvjetima tijekom 3 dana,

no broj joj se nakon toga polako smanjuje (Russell i Jarvis, 2001).

E. coli i drugi fakultativni anaerobi ¢ine oko 0,1% crijevne flore (Eckburg i sur., 2005), a
fekalno-oralni prijenos glavni je put kojim patogeni sojevi bakterije uzrokuju bolesti. Stanice
su sposobne prezivjeti izvan tijela ograni¢eni dio vremena, Sto ith Cini potencijalnim
indikatorskim organizmima za testiranje uzoraka okolisa za fekalne kontaminacije (Dufour,
1977). Sve veci broj istrazivanja u novije doba proucava ekoloski postojanu E. coli koja moze

dugo zivjeti ¢ak i izvan domadara (Ishii i Sadowsky, 2008).

Bakterija se moze uzgajati lako 1 jeftino u laboratorijskoj sredini i intenzivno se istrazuje vise
od 60 godina. E. coli je kemoheterotrof ¢iji kemijski odredeni medij mora sadrzavati izvor
ugljika i hranjivih tvari. Najrasireniji je prokariotski model organizma i vaZzna vrsta u podru¢ju
biotehnologije i mikrobiologije, gdje je sluzila kao organizam domacéin za rad s

rekombinantnom DNA.

1.4.1.2. Pseudomonas aeruginosa
P. aeruginosa je gram-negativna, Stapicasta, asporogena i monoflagelatna bakterija s velikom
nutritivnom svestrano$¢u. Obligatni je aerob te aerobno disanje koristi za svoj optimalni
metabolizam iako moze disati i anaerobno uz nitrate ili druge alternativne akceptore elektrona.
P. aeruginosa moze katabolizirati Sirok raspon organskih molekula, ukljucujuci organske
spojeve kao $to je benzoat. Ovo ga ¢ini sveprisutnim mikroorganizmom jer ga nalazimo u
sredinama i organizmima kao $to su tlo, voda, ljudi, Zivotinje, biljke, kanalizacija i bolnice

(Lederberg, 2000). U svim oligotrofnim vodenim ekosustavima, koji sadrze sadrzaj visoke
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koncentracije kisika, a niske koncentracije hranjivih tvari, P. aerouginosa je dominantan

stanovnik $to ga ¢ini najzastupljenijim organizmom na zemlji (Costerton i sur., 1994)

Oportunisti¢ki je ljudski patogen zato $to rijetko napada zdrave pojedince. Najcesce kolonizira
imunokompromitirane pacijente, poput onih s cisticnom fibrozom, rakom ili AIDS-om
(Botzenhart i Doring, 1993). Prvo napada dvije trec¢ine kriticno bolesnih hospitaliziranih
pacijenata, a to obi¢no pridonosi porastu invazivnih bolesti. Takoder je vode¢i gram-negativni
oportunisti¢ki patogen u veéini bolnic¢kih centara, koji nosi stopu smrtnosti od 40-60 %. Moze
zakomplicirati 90 % slucajeva cisti¢ne fibroze i naveden je kao jedan od tri najces¢a gram-
negativna patogena povezana s najgorim vizualnim bolestima (Fick i Gabow, 1994). Nadalje,
P.aeruginosa je vrlo vazna bakterija tla koja je sposobna razgraditi policiklicke aromatske
ugljikovodike i pomoci pri stvaranju ramnolipida, kinolona, vodikovog cijanida, fenazina i
lektina (Roy i sur., 2010). Takoder pokazuje intrinzi¢nu otpornost na mnogo razli¢itih vrsta

kemoterapijskih sredstava i antibiotika, Sto ga ¢ini vrlo tesSkim za lijeCenje (Lederberg, 2000).

P. aeruginosa nije izuzetno virulentan u usporedbi s drugim veéim patogenim bakterijskim
vrstama kao $to su Staphylococcus aureus i Streptococcus pyogenes, iako je sposoban za
opseznu kolonizaciju i moze se agregirati u trajne biofilmove (biofilmovi na plu¢ima kod
cisti¢ne fibroze). Kroni¢ne infekcije plu¢a uzrokovane P. aeruginosom u bolesnika s cistiécnom
fibrozom (CF) uzrokovane su stvaranjem biofilmova mukoidnih (sluzavih) alginata. Biofilm je
strukturirani konzorcij bakterija, ugraden u samostalno proizvedenu polimernu matricu koja se
sastoji od polisaharida, proteina i DNA. U inficiranim plu¢ima polisaharidni alginat je glavni
dio matrice biofilma P. aeruginosa. Bakterijski biofilmovi uzrokuju kroni¢ne infekcije jer
pokazuju povecanu toleranciju na antibiotike i odupiru se fagocitozi, kao i drugim
komponentama urodenog i steCenog imunoloSskog sustava. Kao posljedica toga, javlja se
izrazeni odgovor antitijela, Sto dovodi do kroni¢ne upale posredovane imunoloSkim
kompleksom, u kojem dominiraju polimorfonuklearni leukociti. Kroni¢na upala je glavni uzrok
ostec¢enja pluca u cisticnoj fibrozi. Rast biofilma u takvim plu¢ima povezan je s pove¢anom
ucestaloS¢u mutacija, sporim rastom i prilagodbom bakterija na stanje u plu¢ima, te
antibiotiCkom terapijom. Mala bakterijska metabolicka aktivnost i povecanje replikacije
bakterijskih stanica u inficiranim plu¢ima odgovorni su za toleranciju na antibiotike. Biofilmovi
se mogu sprijeciti ranijom agresivnom antibiotickom terapijom, a mogu se lijeciti i Kronicnom

supresijskom terapijom (Heiby i sur., 2010).
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1.4.1.3. Bacillus subtilis
Izvorno nazvan Vibrio subtilis 1835. godine, 1872. godine preimenovan je u Bacillus subtilis.
Drugi sinonimi za ovu bakteriju su Bacillus uniflagellatus, Bacillus globigii i Bacillus natto. B.
subtilis bakterije su bile jedne od prvih prouc¢avanih bakterija s obzirom da su dobar model za

stani¢ni razvoj i diferencijaciju (Belda i sur., 2013).

To su Stapicaste gram-pozitivne bakterije koje se prirodno nalaze u tlu i vegetaciji te rastu u
mezofilnom temperaturnom podrucju. Optimalna temperatura je 25-35 °C. Stres i nedostatak
hranjivih tvari ¢esti su u ovakvom okruzenju zbog ¢ega je B. subtilis razvio niz strategija koje
dopustaju opstanak u otezanim uvjetima. Jedna od strategija je stvaranje endospora otpornih na
stresne uvjete u okoliSu. Druga strategija je koristenje vanjske DNA koja bakterijama
omogucuje prilagodbu rekombinacijom. Medutim, ove prilagodbe zahtjevaju puno vremena. B.
subtilis takoder moze brze osposobiti zastitu nego druge bakterije, od mnogih stresnih situacija
kao $to su kiseli, alkalni, osmotski ili oksidativni uvjeti te toplina ili etanol. Toplina, kiselina ili
etanol i nedostatak glukoze ili fosfata su podrazaji koji aktiviraju sigma faktor B, globalni

regulator stresnog odgovora (Bandow i sur., 2002).

Ova se vrsta obi¢no nalazi u gornjim slojevima tla, ali postoje dokazi da postoji i u normalnoj
crijevnoj flori kod ljudi. IstraZivanje iz 2009. godine bavilo se usporedbom gustoce spora
pronadenih u tlu (oko 106 spora/g) u odnosu na ljudski izmet (oko 104 spore/g). Broj spora
pronadenih u ljudskom crijevu bio je previsok da bi se mogao pripisati isklju¢ivo konzumaciji

putem kontaminirane hrane (Hong i sur., 2009).

Postoje brojna istrazivanja koja se trenutno provode na ovoj bakteriji. Nedavno istraZivanje
usmjereno je na otpor spora B. subtilis na toplinu, zracenje i razne kemikalije. Poznato je da
spore mogu prezivjeti stotinama, ¢ak milijunima godina u stanju mirovanja. Prouceni su vazni
¢imbenici koji doprinose otpornosti spora. Utvrdeno je da su ovojnice bakterija glavni ¢cimbenik
jer stvaraju barijeru organizma protiv toksi¢nih tvari, ultraljubicastog zra€enja i litickih enzima.
Takoder je utvrdeno da je 1 unutarnja membrana vazna zbog svoje male propusnosti toksina.
Popravak DNA od klju¢ne je vaznosti jer moze kontrolirati oste¢enje DNA uzrokovano
zraCenjem, toplinom i toksinima. Spore bakterije su takoder otporne na vlagu, prvenstveno zbog
niskih koncentracija vode u jezgri. Sto je nizi sadrzaj vode u jezgri, to je spora otpornija na
vlagu. Vaznost ovog istrazivanja je u tome kako se spore B. subtilis u hrani i medicinskim
proizvodima mogu ucinkovito unistiti. IstraZivanje otpornosti spora daje nam bolji uvid u

korisnost odredenih metoda U unistavanju spora (Setlow, 2006).
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1.4.1.4. Staphylococcus aureus
S. aureus je gram-pozitivna bakterija kuglastog oblika, a ¢esto je nalazimo na sluznici nosa, u
respiratornom traktu te na kozi. Cesto djeluje na redukciju katalaze i nitrata, fakultativni je
anaerob koji moze rasti bez prisustva kisika (Masalha i sur., 2001). lako S. aureus nije uvijek
patogen, Cest je uzrok infekcija koze (ukljucujuéi apscese) 1 respiratornih infekcija kao §to je
sinusitis te trovanja hranom. Patogeni sojevi ¢esto poti¢u infekcije proizvodnjom virulentnih
¢imbenika kao $to su moc¢ni proteinski toksini i ekspresijom proteina na povrsini stanice koja
veze 1 inaktivira protutijela. Pojava sojeva otpornih na antibiotike kao Sto je S. aureus otporan
na meticilin (MRSA) je globalni problem u klini¢koj medicini. Unato¢ brojnim istrazivanjima

i tehnologiji, jos uvijek ne postoji odgovarajudi lijek.

Procjenjuje se da 20-30% ljudske populacije ¢ine dugoro¢ni nositelji S. aureus (Tong i sur.,
2015) gdje se bakterija moze naci kao dio normalne kozne flore, u nosnicama (Cole i sur., 2001)
te kao uobiCajeni stanovnik niZzeg reproduktivnog trakta zena (Senok i sur., 2009). Moze
uzrokovati niz bolesti, od manjih infekcija koze, kao $to su pristic¢i, impetigo, ¢irevi, celulitis,
folikulitis i apscesi, do bolesti koje ugrozavaju Zivot kao $to su upala plu¢a, meningitis,
osteomijelitis, endokarditis, sindrom toksi¢nog Soka, bakteremija i sepsa. To je i dalje jedan od
pet najcescih uzroka bolnickih infekcija i Cesto je uzrok infekcije rana nakon operacije. Svake
godine oko 500.000 bolesnika u bolnicama Sjedinjenih Americkih Drzava dobije stafilokoknu

infekciju, uglavnom S. aureus (Web 2).

Vecina sadasnjih istraZivanja ove bakterije ukljucuje proteomiku S. aureus i MRSA. Njegova
otpornost na antibiotike postala je sve ve¢i problem za dana$nje druStvo i potrebno je viSe
istrazivanja kako bi se pronaSao odgovarajuc¢i lijek. Jedno od istraZivanja usmjereno je na stres
i proteine gladovanja kako bi se moglo predvidjeti fiziolosko stanje populacije (Kuroda i sur.,
2001). Druga istrazivanja koja se temelje na proteomici objektivno grade indeks ekspresije
proteina za razli¢ite sojeve S. aureus i provode komparativnu analizu sojeva pod razlicitim
uvjetima rasta (Skaar i sur., 2004). Metode koristene u ovom istrazivanju daju velike nade za

razvoj novih tehnika.
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1.4.2. Metode odredivanja antibakterijske aktivnosti

Najces¢e in vitro analize koriStene za biljne ekstrakte su za procjenu antibakterijskog
djelovanja, pri ¢emu se u vecini istrazivanja koriste analize kao Sto su disk difuzijska analiza
(engl.  Disk  diffusion),  razrijedivanje = agara  (engl. = Agar  dilution) i
razrijedivanje/mikrorazrijedivanje bujona (engl. Microdilution). Metode za ispitivanje
antimikrobne aktivnosti ekstrakata se temelje na onima opisanim za standardizirano ispitivanje
antibiotika; medutim nekoliko ¢imbenika moze utjecati na prikladnost ovih metoda za upotrebu
S biljnim ekstraktima. Ti ¢imbenici ukljucuju vrstu organizma koji se testira, koncentraciju
inokuluma, tip medija (npr. IsoSensitest naspram hranjivog agara) i svojstva ekstrakta koji se
ispituje (pH, topljivost). Metode se mogu Kkoristiti da bi se jednostavno utvrdilo postoji li i moze
li se antibakterijska aktivnost koristiti za izra¢unavanje minimalne inhibicijske koncentracije,
MIC (engl. Minimal Inhibitory Concentration) (Wilkinson, 2006).

1.42.1. Metoda razrijedivanja agara (engl. Agar dilution)
Metoda razrjedivanja agara je jo$ jedna relativno brza metoda koja ne ukljucuje koriStenje
sofisticirane opreme. Svaki laboratorij s opremom za osnovne mikrobioloske procese moze
koristiti ovu metodu. U ovoj metodi ispitivana tvar se na dodaje na agar s poznatim
koncentracijama, nakon ¢ega se na tako postavljen agar nasaduju bakterije koje se Zele ispitati.
Na takvim plo¢icama s replikama moze se napraviti raspon koncentracija ispitivane tvari te se
bakterije nanose u jaZice s razli¢itim koncentracijama. Na taj na¢in moZe se ispitati veliki broj
bakterija unutar pojedinacnog testa. Plo¢ice se inkubira 24 h ili viSe i rast bakterija u smjesi
ekstrakta/agara se oznacava kao prisutan/odsutan. Kritika ove metode je da je tesko osigurati
objektivnost i stoga usporediti jedan skup rezultata s drugim. Postoji i nekoliko drugih
ogranic¢enja ove metode ukljucujuéi koristenje vecih volumena ispitivane tvari nego u drugim
metodama, zbunjujuca antibakterijska djelovanja od hlapljivih tvari, teSkoca postizanja stabilne

emulzije eteri¢nih ulja u agaru, itd.

1.4.2.2. Metoda minimalne inhibitorne koncentracije, MIC (engl. Minimal

Inhibitory Concentration)
U mikrobiologiji, minimalna inhibitorna koncentracija je najniza koncentracija tvari koja
sprjecava vidljiv rast bakterija. Razlika u odnosu na minimalnu baktericidnu koncentraciju,
MBC (engl. Minimal Bactericidic Concentration) je u tome $to se MBC odnosi na
koncentraciju koja rezultira smréu mikroorganizama, $to je definirano nesposobnosc¢u stvaranja
nove kulture bakterija. Sto je MIC blizi MBC-u, to je spoj baktericidniji (Tripathi, 2013). MIC

neke tvari odreduje se pripremanjem otopina iste tvari in vitro u rastu¢im koncentracijama,
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inkubiranjem otopina s odvojenim serijama kultiviranih bakterija i mjerenjem rezultata
koristenjem metode razrjedivanja agara ili bujona. Rezultati su ocjenjuju kao osjetljivi,
intermedijarni ili otporni na odredeni antibiotik. Toc¢ke odstupanja su dogovorene vrijednosti,
objavljene u smjernicama referentnog tijela kao $to su CLSI (engl. US Clinical and Laboratory
Standards Institute), BSAC (engl. British Society for Antimicrobial Chemotherapy) ili
EUCAST (engl. European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) (Andrews,
2001). MIC ovisi 0 mikroorganizmu, zarazenom ¢ovjeku (samo u slucaju in vivo) i antibiotiku
(McKinnon i Davis, 2004). U medicini je uzgoj organizma inficiranjem pacijenta uz dostupne
antibiotike i odredivanje MIC-ova vazno za pronalazak ispravnog lijeka za primjenu na
pacijenta. Kao takvi, MIC-ovi su obi¢no polazna tocka za veée pretklinicke procjene novih
antimikrobnih sredstava (O’Neill i Chopra, 2004).

19



1.5. Cilj rada
Cilj ovog diplomskog rada bio je utvrditi kako razli¢iti uvjeti ekstrakcije uzoraka rutvice (Ruta
graveolens L.) utje¢u na ukupnu antioksidacijsku te antibakterijsku aktivnost odredivanjem
ukupne koncentracije fenolnih spojeva, ukupne antioksidacijske te antibakterijske aktivnosti na

Gram pozitivne i Gram negativne humane patogene.
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2. MATERIJALI | METODE
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MATERIJALI | METODE

2.1. Materijal
Osuseni listovi rutvice R. graveolens L. nabavljeni su iz biljne ljekarne Vextra d.o.0. (Mostar,
Bosna i Hercegovina) u prolje¢e 2016. Prije ekstrakcije, biljni materijal je usitnjen pomocu
laboratorijskog mlina. Kemikalije koriStene u eksperimentalnom dijelu ovog rada nabavljene
su od komercijalnih dobavljaca. Sva laboratorijska mjerenja napravljena su u Biokemijskom

laboratoriju Odjela za biologiju u Osijeku.

2.2. Priprava eutektickog otapala
Sva eutekticka otapala su pripremljena kao $to je opisano u prethodnoj literaturi (Zhao i sur.,
2015). Ukratko, kolin klorid i limunska kiselina su mijesani u omjeru 1:1 kao §to je prikazano
u Tablici 1. Smjesa se zagrijava uz stalno mijesanje sve dok se ne formira bistra tekuc¢ina. Nakon
toga otapalo je razrijedeno vodom, ohladeno do sobne temperature i kao takvo koriSteno za

daljnje optimiranje ekstrakcije.

2.3. Ekstrakcija uzoraka
Priprema ekstrakata rutvice optimirana je pri razli¢itim temperaturama reakcije, vremenima 1
sadrzajem vode vidljivo u Tablici 1. Materijal u prahu (50 mg) pomijesan je s | mL odabranog
otapala uz mijesanje na odredenoj temperaturi tono odredeno vrijeme. Nakon ekstrakcije,
smjesa je centrifugirana na 6000 okretaja/min tijekom 15 minuta i zatim dekantirana.
Supernatant je ponovno centrifugiran kroz 15 minuta i dekantiran. Nakon toga supernatant je
razrijeden, filtriran kroz PTFE filter od 0.45 um i podvrgnut HPLC i daljnjim analizama.
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Tablica 1. Optimiranje uvjeta priprave ekstrakata (omjer limunske kiseline i kolin-klorida — 1:1)

Sadrzaj Vrijeme Temperatura "Utin (9/100g

Uzorak \ode %) (min)  (°C) biljke)
1 10 30 50 0,55
2 10 90 50 0,67
3 20 30 30 0,74
4 20 90 30 0,75
5 30 60 30 0,92
6 10 60 30 0,93
7 20 60 50 1,01
8 30 30 50 1,14
9 20 60 50 1,22
10 20 90 70 1,73
11 20 30 70 1,75
12 30 60 70 1,81
13 27 52 70 1,88

2.4. Odredivanje rutina u ekstraktima putem HPLC-a
Odredivanje rutina provedeno je pomo¢u RP-HPLC metode s UV detekcijom. Analiza je
izvedena u skladu s prethodno opisanim postupkom (Joki¢ i sur., 2016), uz eluiranje
gradijentom destiliranom vodom kao fazom A i metanolom kao fazom B. Analize su provedene
na sobnoj temperaturi uz brzinu protoka od 1,0 mL/min, volumen injekcije od 20 pL i UV
detekcijske valne duljine 330 nm. Stock otopine standarda rutina pripremljene su u otapalu i
kalibrirane u osam koncentracija (koncentracijski raspon 5,0; 10,0; 20,0; 30,0; 50,0; 75,0; 100,0
i 250,0 mg/L). Linearnost rutinskih kalibracijskih krivulja potvrdena je s R? = 0,999 s
ograni¢enjem detekcije, LOD (engl. Limit Of Detection) 0,053 mg/ L, granicom kvantifikacije,
LOQ (engl. Limit of Quantification) 0,175 mg / L i retencijskim vremenom rutina od 22,9

minuta.
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2.5. Metode

2.5.1. Odredivanje koncentracije ukupnih fenola

2.5.1.1. Folin-Ciocalteu test
Koncentracija fenolnih spojeva iz dobivenih ekstrakata rutvice odredena je
spektrofotometrijski, metodom po Folin-Ciocalteu (Singleton i Rossi, 1965). Ova metoda se
bazira na reakciji Folin-Ciocalteu (FC) reagensa (kompleks fosfomolibdenske-fosfovolframske

kiseline) s reduciraju¢im reagensom (fenolni spoj) pri cemu dolazi do nastanka plave boje.

Postupak:

U reakcijsku smjesu dodano je 125 ul ekstrakta rutvice (ekstrakt je razrijeden 2 puta) i 375 ul
destilirane H2O, nakon ¢ega je dodano 0,5 ml Folin-Ciocalteu reagensa (razrijedenog s
destiliranom H>O u omjeru 1:10) i jo§ 2,5 ml destilirane H2O. Smjesa je vorteksirana i
ostavljena da stoji 3 min. Zatim je dodano 2 ml zasi¢ene otopine Na,COs i 4,5 ml destilirane
H20 i dobro promijesano. Uzorci su nakon toga ostavljeni u tami tijekom 90 minuta pri sobnoj
temperaturi. Svaki uzorak pripremljen je u tri ponavljanja, a rezultat je izraZzen kao srednja
vrijednost dobivenih rezultata. Na isti je nafin pripremljena i slijepa proba, ali se umjesto
ekstrakta rutvice uzima destilirana voda. Apsorbancija tako priredenih uzoraka se odreduje pri
700 nm. Ukupni fenolni spojevi su izraunati su pomocu sljedece formule, kao mg katehina/L

ispitivanog ekstrakta, a onda preracunati i izrazeni kao mg katehina/g suhe tvari:

m
katehin (Tg> =186,5x E;po x d

gdje su:
186,5 — molarni ekstincijski koeficijent katehina
E700 — apsorbanca pri 700 nm

d — razrjedenje ispitivanog ekstrakta
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2.5.2. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti

25.2.1. DPPH analiza
Mjerenje ukupne antioksidacijske aktivnosti ekstrakata pokozice grozda izvedeno je prema

modificiranoj DPPH metodi, prema Shih i sur., 2007.

Postupak:

750 uL razrijedene otopine ekstrakta (faktor razrijedenja = 1875) pomijesano je sa 750 pL
otopine DPPH radikala (0,2 mM), tako da je kona¢na koncentracija DPPH radikala bila 0,1
mM. Smjesa je dobro promijeSana i inkubirana na sobnoj temperaturi 30 minuta. Nakon
inkubacije izmjerena je apsorbancija pri A = 517 nm. Kao kontrola koristena je 0,1 mM otopina
DPPH radikala, a kao standard askorbinska kiselina. Sva mjerenja su provedena u tri
ponavljanja. Sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala je izraunata prema sljedecoj

formuli:

% hvatanja DPPH radikala= (M)

x 100

gdje su:
Ab — apsorbancija 0,1 mM otopine DPPH radikala pri A =517 nm
As — apsorbancija 0,1 mM otopine ekstrakta pri A = 517 nm (slijepa proba spoja)

Am — apsorbancija 0,1 mM otopine smjese testiranih ekstrakata i DPPH radikala pri 517 nm

2.5.3. Ispitivanje antibakterijske aktivnosti

2.5.3.1. Odabir bakterija i odredivanje gustoce bakterijske suspenzije
Cetiri koristene bakterije izolirane su iz razli¢itih klini¢kih uzoraka dobivenih s Mikrobioloskog
odjela Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo u Osijeku. Bacillus subtilis i Escherichia coli
odabrane su kao dva najc¢esce koristena modelna organizma u istrazivanjima koja predstavljaju
Gram — pozitivne i Gram — negativne bakterije. S druge strane, Staphylococcus aureus i
Pseudomonas aeruginosa odabrane su kao ljudski patogeni te takoder predstavljaju Gram —
pozitivne i Gram — negativne bakterije. Navedene bakterije su ¢uvane u hladnjaku, u dubokom

agaru.

Gustoc¢u bakterijskih suspenzija odredili smo prema McFarlandovom standardu ¢iji je princip

usporedivanje sa suspenzijom poznatog zamucenja, a koja se nalazi u ampuli jednakog
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promjera. Uporaba McFarland standarda je neophodna pri standardizaciji mikrobioloskih

metoda, a standardi su sukladni brojevima na McFarland skali. U ovom istrazivanju smo

koristili Standard 0,5 kod kojeg koncentracija bakterija iznosi 150 x 10%/mL. Apsorbanciju

bakterijske suspenzije smo mijerili u sterilnoj fizioloskoj otopini pri 600 nm. Gustoca

bakterijske suspenzije, kao i antioksidacijska aktivnost ekstrakata mjerene su na prijenosnom
spektrofotometru (HACH DR/2010 Spectrophotometer).

Tablica 2. Vrijednost standarda na McFarland skali (McFarland, 1907)

Standard Koncentracija bakterija® | Teoretska opti¢ka | Apsorbancija pri
10° i gustoéa? na 550 nm 600nm
0,5 150 0,125 0,063
1 300 0,25 0,123
2 600 0,50 0,242
3 900 0,75 0,431
4 1200 1,00 0,653
5 1500 1,25 0,867

1 Koncentracija bakterija ovisi o njihovoj veli¢ini, a brojevi prikazuju prosje¢nu vrijednost.

2Vrijednosti odgovaraju opti¢koj gusto¢i bakterijske suspenzije.

2.5.3.2. Hranjiva podloga

Bakterije su nasadivane na ¢vrstu hranjivu podlogu Miiller Hinton, Merck, Njemacka, koji je

neselektivna podloga na kojoj rastu brojni mikroorganizmi. Podloga sadrZi relativno visoku

koncentraciju $kroba koji djelomi¢no apsorbira bakterijske toksine te oni ne interferiraju s

odredivanjem minimalne inhibitorne koncentracije ispitivane tvari.

Sastav podloge (u jednoj litri):

vV V VYV V

govedi ekstrakt - 2,0 g

kiseli hidrolizat kazeina - 17,5 g
Skrob-1,5¢g

agar-17,0g
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2.5.3.3.  Priprema bakterijskih kultura
Za pripremu 100 mL hranjive podloge potrebno je izvagati 2,2 g Miiller Hintona, 0,5 g ekstrakta
kvasca i 1,5 g agara. Nakon toga dodaje se 1 mL glicerola te do 100 mL 0,25M otopine PBS-a
(fosfatni pufer, engl. Phosphate buffer saline) i podeSene pH vrijednosti na 7,4. Potrebno je sve
promijesati te kuhati 10 minuta. Podloge tada autoklavirati na 121 °C tijekom 15 min. Nakon
autoklaviranja, podloge ohladiti i izliti u petrijevke. Dodatnim hladenjem podloga se stvrdnjava

te se tada nasaduju bakterijske kulture. Nasadena su 4 soja bakterija za ispitivanje te ostavljena

S. aureus B adoxls

S. aureus B. subtilis

P. aeruginosa E. coli

Slika 7. Prikaz bakterijskih kultura istrazivanih sojeva nakon inkubacije

2.5.3.4.  Odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije
Za pripremu 1L Miiller Hinton bujona potrebno je izvagati 22g Miiller Hintona i1 dodati 1L
destilirane vode, zagrijati do potpunog otapanja te autoklavirati pri 121 °C tijekom 15 minuta.

Pripremljeni bujon se nakon sterilizacije i hladenja pohranjuje u hladnjak.

Postupak:

Pokus se izvodi na mikrotitarskim plo¢icama s 96 jazica. U svaku jazicu se otpipetira 100 pL
Muller Hinton bujona (MH bujon). U prvu jazicu u nizu je dodano 100 pL antibiotika
amikacina, koji je koriSten kao pozitivna kontrola. Koristeni antibiotik je razrijeden u omjeru
1:500. U drugu jazicu dodano je 100 pL otapala kao negativna kontrola. U svaku sljedecu jaZicu
u nizu dodano je po 100 pL razrijedenih ekstrakata, redom od 1. do 13. Sve je radeno u
duplikatu, tako da je na svakoj plocici nakon Seste jazice ponovljen postupak. Multikanalnom
pipetom je promijesano sve dodano u prve jaZice u nizu te je nakon mijeSanja preneseno po 100

uL u sljedece, u svrhu dobivanja serijskih razrijedenja. Nakon razrjedenja ispitivanog uzorka,
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u svaku se jazicu dodaje 20 pL bakterijske suspenzije. Odnosno, u svaku je jazicu inokulirano
300 x 10° bakterija (gusto¢a koristene bakterijske suspenzije je 0,5 na McFarland skali, §to
iznosi 150 x 10° bakterija/mL). Tako priredena plo¢ica se inkubira na 37 °C tijekom 24h.

Promjene nastale rastom, odnosno inhibicijom rasta bakterija, ocitavaju se golim okom. Naime,
pojava zamucenja ili taloga na dnu mikrotitarske plocice znak su rasta bakterija. Pojave taloga
dodatno se usporeduju s kontrolnim jazicama. Najvece razrjedenje uzorka pri kojem nije

doslo do pojave zamucenja predstavlja minimalnu inhibitornu koncentraciju pojedinog uzorka.

Slika 8. Prikaz mikrotitarskih ploCica pripremljenih za inkubaciju

2.6. Dizajn eksperimenta
Box-Behnkenov dizajn (BBD), detaljno objasnjen u istrazivanju Basa i Boyacia (2007),
koriSten je za odredivanje optimalnih procesnih parametara za ekstrakciju lis¢a rutvice pomoc¢u
eutektickog otapala. SadrZzaj vode (X1), vrijeme (X2) i temperatura (X3) bili su nezavisne
varijable koje su proucavane kako bi se optimizirao postupak ekstrakcije u smislu dobivanja
veceg sadrzaja rutina u ekstraktima. Ispitivani ¢imbenici i ispitane razine prikazani su u Tablici

3.

Tablica 3. Razine nezavisnih varijabli za dizajnirani eksperiment

Nezavisna varijabla Simbol - Ra2|.na -
Niska (-1)  Srednja (0) Visoka(+1)
Sadrzaj vode % (v/v) X1 10 20 30
Vrijeme (min) X2 40 50 60
Temperatura (°C) X3 1 2 3
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Analiza je izvedena pomocu komercijalnog softvera Design-Expert® (ver 9, Stat-Ease Inc.,
USA). Analiza varijance (ANOVA) takoder je koriStena za procjenu kvalitete opremljenog
modela. Test statisticke razlike temelji se na ukupnim kriterijima pogreSske s razinom

pouzdanosti od 95,0 %.

2.7. Statisticka obrada podataka
Normalnost raspodjele numeri¢kih varijabli testirana je Shapiro-Wilk testom. Obzirom nato da
podaci ne slijede normalnu raspodjelu, za usporedbu ekstrakata rutvice prema koncentraciji
ukupnih fenola, antioksidacijskoj i antibakterijskoj aktivnosti koristen je neparametrijski
Spearmanov koeficijent korelacije. Za prikaz rezultata koristen je dijagram rasprsenja (engl.
Scatter diagram) na kojemu se nezavisna varijabla nalazi na osi X, a zavisna na osi y. Podaci
dobiveni ovim istrazivanjem obradeni su u statistickom programu programu STATISTICA 12.0
(Statsoft, Inc, Tulsa, OK, USA), a korelacijske mape izradene su pomocu programa XLSTAT-

Base. Svi testovi provedeni su uz razinu znacajnosti od 0=0.05.

29



3. REZULTATI
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Rezultati

Analizom rezultata usporeden je utjecaj razli¢itih uvjeta ekstrakcije na sadrzaj rutina (Slike 10.
i 11.), koncentraciju ukupnih fenolnih spojeva (Slika 12.), ukupnu antioksidacijsku aktivnost
(Slika 13.) i1 antibakterijsko djelovanje (Slike 14., 15., 16., 17., 18., 19., 20. 1 21.) ekstrakata

rutvice.

Slika 9. Prikaz korelacijske mape uvjeta i parametara u provedenom istrazivanju

MAPA KORELACIJE:

|| |
.-|_| |.| VRIJEME EKSTRAKCIJE (min)
DO [ O A A A Y v
I | {0 o R
D......... ANIOKSIDATIVNA AKTIVNOST/ %
.D........ FENOLI/mg katehina/g suhe tv.
DD .
CTHEEE | | | [ | EEeE
BN BN -
B .

MC S.a./ugGAE/ml

EUTEKTICKO OTAPALO , SADRZAJ VODE (%)

EUTEKTICKO rutin (g/100 g MICE. MC
OTAPALO, BILJKE) c./ugGAE/ml S.a./ugGAE/ml
SADRZAJ VODE
(%)

* korelacijska mapa koristi plavo-crvenu (hladno-toplo) skalu za prikaz korelacije; plava boja odgovara korelaciji

blizu -1, crvena boja odgovara korelaciji blizu 1, a zelena korelacija je blizu 0.

3.1. Utjecaj razlicitih uvjeta ekstrakcije na sadrzaj rutina
U ispitivanju koli¢ine sadrZaja rutina, najveca dobivena vrijednost iznosi 1,88 g rutina/100 g
biljke pri temperaturi od 70 °C i sadrzaju vode od 27 % tijekom 52 minute. Najmanja vrijednost
iznosi 0,55 g rutina/100 g biljke, a dobivena je pri 50 °C, 10 % vode i 30 minuta. Srednja
vrijednost u provedenoj ekstrakciji iznosi 1,162 g rutina/100 g biljke. Prema Spearmanovom

koeficijentu korelacije, medu uzorcima postoji dobra povezanost (p<0.05).
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Slika 10. Prikaz povezanosti sadrzaja vode (%) u eutektickom otapalu i koli¢ine rutina (g u
100 g biljke) (r=0,56; p<0,05)
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Slika 11. Prikaz povezanosti temperature (°C) ekstrakcije i koli¢ine rutina (g u 100 g biljke)

(r=0,73; p<0,05)

32



3.2. Utjecaj razlicitih uvjeta ekstrakcije na koncentraciju ukupnih fenola
Najveca dobivena vrijednost koncentracije ukupnih fenola iznosi 79,076 mg katehina/g suhe
tvari pri uvjetima ekstrakcije 30 °C, 20 % vode i tijekom 90 minuta. Najmanja dobivena
vrijednost iznosi 10,146 mg katehina/g suhe tvari i dobivena je pri 30 °C, 10 % vode i tijekom
60 minuta. Srednja vrijednost u provedenoj analizi iznosi 56,604 mg katehina/g suhe tvari.
Prema Spearmanovom koeficijentu korelacije postoji dobra povezanost medu uzorcima
(p<0,05).
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Slika 12. Prikaz povezanosti sadrZaja vode (%) u eutekti¢kom otapalu i koncentracije ukupnih fenola
(mg katehina/g suhe tvari) (r=0,50; p<0,05)
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3.3. Antioksidacijska aktivnost (DPPH analiza)

Antiradikalne aktivnosti izrazene su kao postotak smanjenja pocetne DPPH apsorpcije s
razli¢ito dobivenim ekstraktima rutvice. Koristeni uzorci su nakon razrjedenja bili finalne
koncentracije ¢ = 0,026 mg suhe tv./ml. U ispitivanju antioksidacijske aktivnosti najveca
dobivena vrijednost iznosi 73,07 % pri uvjetima ekstrakcije 30 °C, 20 % vode i tijekom 90
minuta, dok najmanja iznosi 56,37 % i dobivena je pri 70 °C, 27 % vode i tijekom 52 minute.
Srednja vrijednost dobivenih rezultata DPPH analize iznosi 65,86 %. Prema Spearmanovom

koeficijentu korelacije dobivene vrijednosti su dobro povezane s ukupnim sadrzajem fenola.
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Slika 13. Prikaz povezanosti antioksidacijske aktivnosti (%) i ukupnog sadrzaja fenola (mg

katehina/g suhe tvari) (r=0,64; p<0,05)

3.4. Antibakterijska aktivnost (MIC)
Koristeni uzorci su nakon razrjedenja bili finalne koncentracije cf= 1 mg/ml. Spearmanovim
koeficijentom korelacije utvrdeno je da izmedu uzoraka svih bakterija 1 antioksidacijske
aktivnosti postoji dobra povezanost, dok je povezanost s koncentracijom ukupnih fenola

izvrsna.
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Slika 14. Prikaz povezanosti minimalne inhibitorne koncentracije bakterije E. coli (ugGAE/ml) i
koncentracije ukupnih fenola (mg katehina/g suhe tvari) (r = 0,98; p<0,05)
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Slika 15. Prikaz povezanosti minimalne inhibitorne koncentracije bakterije E. coli (ugGAE/ml) i
ukupne antioksidacijske aktivnosti (%) (r=0,61; p<0,05)

Minimalna inhibitorna koncentracija dobivena ispitivanjem bakterije E. coli iznosi 1,328
ugGAE/ml, dobivena kod uzorka koji je ekstrahiran pri 30 °C, 10 % vode i tijekom 60 minuta. Najveca
koncentracija iznosi 9,806 ugGAE/ml, a dobivena je kod uzorka koji je ekstrahiran pri 30 °C, 20 % vode
i tijekom 90 minuta. Srednja vrijednosti dobivenih rezultata iznosi 7,075 pgGAE/ml.
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Slika 16. Prikaz povezanosti minimalne inhibitorne koncentracije kod bakterije P. aeruginosa
(ugGAE/ml) i koncentracije ukupnih fenola (mg katehina/g suhe tvari) (r=0,97; p<0,05)
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Slika 17. Prikaz povezanosti minimalne inhibitorne koncentracije kod bakterije P. aeruginosa
(ugGAE/ml) i ukupne antioksidacijske aktivnosti (%) (r=0,62; p<0,05)

Minimalna inhibitorna koncentracija dobivena ispitivanjem bakterije P. aeruginosa iznosi
0,664 ugGAE/ml i dobivena je kod uzorka koji je ekstrahiran pri 30 °C, 10 % vode i tijekom 60 minuta.
dok najveca iznosi 4,922 ugGAE/ml i dobivena je kod uzorka koji je ekstrahiran pri 30 °C, 20 % vode

i tijekom 90 minuta. Srednja vrijednosti dobivenih rezultata iznosi 3,538 pgGAE/ml.
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Slika 18. Prikaz povezanosti minimalne inhibitorne koncentracije kod bakterije B. subtilis
(LgGAE/ml) i koncentracije ukupnih fenola (mg katehina/g suhe tvari) (r=0,98; p<0,05)
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Slika 19. Prikaz povezanosti minimalne inhibitorne koncentracije kod bakterije B. subtilis
(ugGAE/ml) i ukupne antioksidacijske aktivnosti (%) (r=0,62; p<0,05)

Minimalna inhibitorna koncentracija dobivena ispitivanjem bakterije B.subtilis iznosi 1,330
ugGAE/ml i dobivena je kod uzorka koji je ekstrahiran pri 30 °C, 10 % vode i tijekom 60 minuta dok
najveca iznosi 9,825 ugGAE/ml i dobivena je kod uzorka koji je ekstrahiran pri 30 °C, 20 % vode i
tijekom 90 minuta. Srednja vrijednost dobivenih rezultata iznosi 7,076 ugGAE/ml.
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Slika 20. Prikaz povezanosti minimalne inhibitorne koncentracije kod bakterije S. aureus (ugGAE/ml)
i koncentracije ukupnih fenola (mg katehina/g suhe tvari) (r=0,97; p<0,05)
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Slika 21. Prikaz povezanosti minimalne inhibitorne koncentracije kod bakterije S. aureus (ugGAE/ml)
i antioksidacijske aktivnosti (%) (r=0,63; p<0,05)

Minimalna inhibitorna koncentracija dobivena ispitivanjem bakterije S. aureus iznosi 1,327
ugGAE/ml i dobivena je kod uzorka koji je ekstrahiran pri 30 °C, 10 % vode i tijekom 60
minuta. Najveca iznosi 9,824 ugGAE/ml i dobivena je kod uzorka koji je ekstrahiran pri 30 °C,
20 % vode i tijekom 90 minuta. Srednja vrijednosti dobivenih rezultata iznosi 7,063 ngGAE/ml.
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4. RASPRAVA
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Rasprava

U ovom diplomskom radu utvrdeno je kako razliCiti uvjeti ekstrakcije listova rutvice u
eutektickim otapalima wutjeCu na ukupni sadrzaj rutina, fenolnih spojeva, ukupnu
antioksidacijsku i antibakterijsku aktivnost na Gram pozitivne i Gram negativne humane

patogene te su na taj na¢in pronadeni optimalni uvjeti ekstrakcije.

Glavni nedostatak povezan s rutinom je njegova ogranic¢ena bioraspolozivost, uglavnom zbog
niske topljivosti u vodi, slabe stabilnosti i ograniCene propusnosti membrane. Zbog takvih
uvjeta bilo je potrebno napraviti optimiranu ekstrakciju pri ¢emu se razli¢itim vremenima
reakcije, temperaturama i sadrzajem vode optimiralo uvjete za ekstrakciju najveée koli¢ine
rutina. Tijekom 52 minute pri temperaturi od 70 °C i 27 % vode, dobiveno je 1,88 g rutina/100g
biljke §to je ujedno i najveca koli¢ina dobivenog rutina medu uzorcima, dok je najmanja
koli¢ina 0,55 g rutina/100 g biljke dobivena tijekom 30 minuta pri 50 °C i 10 % vode.
Spearmanov koeficijent korelacije potvrdio je dobru povezanost izmedu sadrzaja rutina i
temperature te sadrzaja vode iz Cega je moguce zakljuciti da ¢e se pri vecoj temperaturi i
sadrzaju vode ekstrahirati i veée koncentracije rutina. Zbog navedenih nedostataka rutina
ekstrakcija se radila u eutektickom otapalu Sto je relativna novost u ovom podrucju. Tek se u
nekoliko dosadasnjih istrazivanja eutekticka otapala koriste za ekstrakciju rutina. Huang i sur.
(2017) ekstrahirali su rutin iz heljde, s 95 %-tnom efikasnos¢u ekstrakcije, kombinirajuci
ultrazvuk i eutekticka otapala, dok se u drugom istrazivanju rutin ekstrahirao iz japanske sofore
(Sophora japonica L.) upotrebom 20 razli¢itih eutektickih otapala baziranih na kolin-kloridu
(Zhao i sur., 2015).

Sadrzaj ukupnih fenola rutvice dobiven je Folin-Ciocalteu metodom, te je utvrdeno da uvijeti
koji su optimalni za dobivanje najveée koli¢ine rutina, nisu optimalni i za ekstrakciju ukupnih
fenola. Najveci sadrzaj ukupnih fenola dobiven je tijekom 90 minuta pri 30 °C i 20 % vode,
dok je najmanji pri istoj temperaturi, ali tijekom 60 minuta i s 10 % vode. Nekoliko parametara
moze utjecati na prinos fenola, ukljucujuci vrijeme ekstrakcije, temperaturu, omjer otapala i
uzorka, vrstu otapala i polarnost, te broj ponovljenih ekstrakcija uzoraka. Te se razlike mogu
pripisati razli¢itim svojstvima fenola (Fan i sur., 2015). S obzirom na sposobnost formiranja
vodikovih veza s vodom $to utjece na topljivost fenola, moguce je zakljuciti da ¢e se pri veCem
sadrzaju vode otopiti i vece koncentracije fenola. To je pokazano i Spearmanovim testom
korelacije gdje je postojala dobra povezanost izmedu uzoraka u pogledu koli¢ine vode u

eutektickom otapalu i koli¢ine dobivenih fenola. U svome radu Durling i sur. (2007) primijetili
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su da se sadrzaj fenola povecao u kratkom vremenu ekstrakcije. Povecanim vremenom
ekstrakcije potencijalno se povecava i gubitak otapala isparavanjem zbog Cega predlazu da
vrijeme ekstrakcije ne bude duze od 3h. U jednom od istrazivanja, znanstvenici su kvantitativno
i kvalitativno ispitivali fitokemikalije u rutvici ukljuc¢uju¢i i GC-MS (engl. Gas
Chromatography/Mass Spectrometry) profiliranje metanolnih ekstrakata stabljike, korijena i
lis¢a. Medu ¢ak 160 razli¢itih komponenti koje su pronasli, uvelike su zastupljeni i flavonoidi,
jedna od skupina fenola (Benazir, 2011). Flavonoidi su poznati kao jaki antioksidansi s obzirom
da je utvrdeno kako mogu zastititi tkivo od slobodnih radikala kisika i oksidacije. Imaju ulogu
I u prevenciji ateroskleroze, raka, kroni¢nih upala, mogu inhibirati starenje, a posjeduju i
antiparazitsko djelovanje (Sharma, 2006). U brojnim istrazivanjima, za fenole je pokazano da

imaju brojne pozitivne uc¢inke, medu kojima su i oni antibakterijski (Mocan i sur., 2014).

Antioksidacijsko djelovanje ekstrakata rutvice ispitano je DPPH analizom, a pokazalo se da
ekstrakti s najveCom koli¢inom fenola imaju i najveéi postotak ukupne antioksidacijske
aktivnosti pri ¢emu je korelacija potvrdena Spearmanovim koeficijentom, a uvjeti su jednaki.
Najmanja antioksidacijska aktivnost je dobivena pri 70 °C, 27 % vode i tijekom 52 minute.
Takoder, kod dva ekstrakta u uvjetima s 10 % sadrZaja vode u eutektiCkom otapalu dobivene
su vrlo male koli¢ine fenola pri ¢emu je moguce zakljuciti da je to premala koli¢ina vode da bi
se fenoli uspjeli ekstrahirati, ali su se ocito ekstrahirale odredene komponente koje imaju
povoljan utjecaj na antibakterijsku aktivnost, koja se pokazala najboljom u tim uzorcima.
Mnogobrojna dosada$nja istrazivanja takoder su potvrdila da neke biljke, medu njima i rutvica,
svoju antioksidacijsku djelatnost mogu zahvaliti upravo fenolima (Pandey i sur., 2011). U
istrazivanju koje su proveli Pandey i sur. (2011) pokazalo se da ekstrakt li§¢a rutvice pokazuje
snaznu antioksidacijsku aktivnost inhibirajuci hidroksilni radikal te dusikove i Zeljezove okside.
Sli¢no istrazivanje takoder je pokazalo da antioksidacijska aktivnost rutvice osim inhibicije
DPPH radikala, moze sudjelovati i u inhibiciji lipidne peroksidacije (Mohammadi-Motamed i
sur., 2014).

Antibakterijsko djelovanje ekstrakata rutvice ispitivano je metodom minimalne inhibitorne
koncentracije (MIC). Pokazalo se da su optimalni uvjeti za ucinkovito antibakterijsko
djelovanje pri nizim temperaturima, s malim postotkom sadrzaja vode i tijekom duzeg perioda
vremena. Najucinkovitije djelovanje uoceno je kod bakterije P. aeruginosa, a najmanje
ucinkovito kod bakterije B. subtilis. Najniza minimalna inhibitorna koncentracija dobivena je
pri 10 % vode, 30 °C i tijekom 60 minuta, dok je najvec¢a dobivena pri 20 % vode, 30 °C i

tijekom 90 minuta. Dva ekstrakta dobivena pri 10% sadrzaja vode, za koje se pokazalo da imaju
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najmanje koli¢ine fenola, u ovom slu¢aju imaju najnize minimalne inhibitorne koncentracije.
Spearmanov koeficijent korelacije pokazao je da medu sadrzajem fenola i antibakterijskom
aktivnosc¢u postoji dobra povezanost, no ne na povecanje te aktivnosti. U jednom od istrazivanja
takoder su se ispitivala antibakterijska svojstva rutvice analizom fitokemikalija, a kao
antibakterijski agensi izdvojene su alifatske kiseline, razliCiti alkaloidi te terpeni (Benazir,
2011). U sli¢nom istrazivanju alkaloidi su takoder izdvojeni kao ¢este komponente ekstrakata
rutvice, s najveéim koncentracijama u liS¢u (Tang i sur., 2002). Mikroskopske analize
fluorescencije rutvice provedene u jednom istrazivanju, pokazale su znacajne razlike u
lokalizaciji akridonskih alkaloida u razli¢itim organima. Cini se da su korijeni, i mladi i stari,
najbogatiji akridonima. Intenzivna akumulacija zabiljezena je i u parenhimskim stanicama
zaStitnih tkiva (kaliptra, rizodermis i hipodermis) mladih korijena i ksiloma starih. Akridoni su
granulirani i pri¢vr§¢eni na stani¢nu stijenku ili se viSe-manje homogeno distribuiraju u plazmi
(Verzar—Petri i sur., 1976). U istrazivanju koje su proveli Ouerghemmi i sur. (2017), ispitivano
je postoje li razlike u antioksidacijskoj i antibakterijskoj aktivnosti kod divljih i uzgojenih vrsta
R. chalepensis. Antibakterijska aktivnost je ispitivana na bakterijama E. coli, P. aeruginosaii S.
aureus, a najbolje djelovanje je, kao i u ovome istraZivanju, uo¢eno kod P. aeruginosa. Sama
antibakterijska aktivnost bila je ovisna o organima i porijeklu biljke, a najveca je dobivena u
uzorcima stabljike. Prema Spearmanovom koeficijentu korelacije, izmedu uzoraka bakterija i
antioksidacijske aktivnosti postoji dobra povezanost. U sli€¢nom istraZivanju, znanstvenici su
analizirali bioloske aktivnosti metanolnih ekstrakata vrste R. chalepensis. Kemijski sastav
esencijalnog ulja odredili su putem GC/MS (engl. Gas chromatography/Mass spectrometry),
antioksidacijsku aktivnost putem DPPH radikala, a antibakterijsku aktivnost su putem MIC i
disk-difuzijske metode na bakterijama E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, B. subtilis, Salmonella
typhimurium, Aeromonas hydrophila i Listeria monocytogenes. Metanolni ekstrakti su pokazali
znacajnu antibakterijsku aktivnost, najvecu kod E. coli i P. aeruginosa, te umjerenu kod ostalih
sojeva. Ono $to je zanimljivo je da su Gram-pozitivne bakterije osjetljivije na esencijalna ulja i
ekstrakte od Gram-negativnih bakterija zbog hidrofobnih lipopolisaharida koji se nalaze u
njihovoj vanjskoj membrani, a ona im osigurava zastitu od razli¢itih agenasa (Karaman i sur.,
2003; Sahin i sur., 2003). U skladu s time, u nasem istrazivanju, Gram-pozitivne E. coli i P.

aeruginosa su bile osjetljivije na koristene ekstrakte od Gram-negativnih B. subtilis i S. aureus.

Ekstrakti rutvice u ovom su istrazivanju u razli¢ito postavljenim uvjetima pokazali dobru
antioksidacijsku 1 antibakterijsku aktivnost koje su wuvjetovane razli¢itim 1 brojnim

komponentama same biljke. S obzirom na to, u buduc¢im istrazivanjima bi se trebalo osvrnuti i
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na njih te detaljnije prouciti njihova svojstva, pa ¢ak i mehanizme kojima se odvijaju navedene
aktivnosti. Pozeljno je napraviti RP-HPLC (engl. Reverse Phase - High Performance Liquid
Chromatography) analize sekundarnih metabolita kao $to su akridonski alkaloidi, alifatske
kiseline, furanokumarini, tanini i terpeni. Uz to, pozeljno bi bilo 1 usporediti razliCite vrste
ekstrakcija kao Sto je ekstrakcija superkriticnim fluidima, mikrovalna i ultrazvu¢na ekstrakcija.
Takoder bi u daljnja istrazivanja bilo pozeljno ukljuciti i raznovrsnije metode. U slucaju
antibakterijskog djelovanja ukljuciti i disk-difuzijsku metodu, dok kod antioksidacijskog
djelovanja FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) metodu po Benzieu i Strainu
(1996) i ABTS (2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) metodu po Artsu i sur.
(2001). Tako dobiveni rezultati bili bi statisticki to¢niji 1 znacajniji, a preciznije bi se moglo
odrediti i vise komponenata ekstrahiranih ovim na¢inom ekstrakcije te detaljnije odrediti

njihovu specifi¢énu ulogu.
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5. ZAKLJUCCI
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ZAKLJUCCI

Usporedbom utjecaja razli¢itih uvjeta ekstrakcije na sadrzaj rutina, koncentraciju ukupnih
fenolnih spojeva, ukupnu antioksidacijsku aktivnost i antibakterijsko djelovanje ekstrakata

rutvice u ovome istrazivanju, mogu se izvesti sljede¢i zakljucci:

e Optimalni uvjeti ekstrakcije za dobivanje najvece koncentracije rutina su 70 °C, 27 %
sadrzaja vode i period od 52 minute.

e Privisoj temperaturi i ve¢em sadrzaju vode ekstrahirat ¢e se i vece koli¢ine rutina.

e Upvjeti koji su optimalni za dobivanje najvece koli¢ine rutina, nisu optimalni i za
ekstrakciju fenola, te u¢inkovito djelovanje ostalih praéenih parametara.

e Pri vecem sadrzaju vode ekstrahirat ¢e se i vece koncentracije fenola.

e Ekstrakti s najve¢om koli¢inom fenola imaju i najveci postotak ukupne antioksidacijske
aktivnosti u jednakim uvjetima.

e Optimalni uvjeti za uc¢inkovito antibakterijsko djelovanje su pri nizim temperaturama, S
malim postotkom sadrzaja vode i tijekom duzeg perioda vremena ekstrakcije.

e Veci sadrzaj fenola uzrokovao je smanjenje antibakterijske aktivnosti.

e Gram-pozitivne E. coli i P. aeruginosa su osjetljivije na djelovanje ekstrakata od Gram-

negativnih B. subtilis i S. aureus.
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