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1. Uvod

Covjek od pamtivijeka traga za lijekom protiv razlicitih bolest u prirodi te o tome postoje
brojni zapisi koji dokazuju rasirenu upotrebu ljekovitog bilja u tu svrhu. Koristi se oko 20 000
ljekovitih biljaka od kojih je samo 1100 istrazeno. Hrvatska, kao mediteranska zemlja,
iznimno je pogodna upravo za uzgoj mnogih ljekovitih biljaka. Kadulja je jedna od vaznijih
predstavnica ljekovitog bilja te se koristi viSe od 4000 godina (Gerovac, 2013a). Drevni
Egipéani su je koristili kao lijek za neplodnost i teSke epidemije kao Sto je kuga (Gerovac,
2013b). U faraonskim grobnicama koristila se je kao jedan od glavnih sastojaka za
balzamiranje (Gerovac, 2013c). Poznato je da je Karlo veliki, jedan od najvecih europskih
srednjovjekovnih vladara, zakonima naredio sadnju mnogih ljekovitih biljaka, a ponajvise
kadulje (Gerovac,2013d).

Kadulja je biljka iznimno ljekovitih svojstava i Sirokog spektra djelovanja, a to najbolje
dokazuje njezin latinski naziv Salvia officinalis koji potjeCe od rijeCi salous sto znaci zdrav
(Toplak Galle, 2001). Brojne studije dokazuju njezino antiupalno, antibakterijsko i
antiinfekcijsko djelovanje (Hamidpour i sur,, 2014a). Upravo zbog Siroke upotrebe i djelovanja

provedena je analiza polifenola u kadulji te sustavno proucavan njihov ucinak na zdravlje.

Cilj ovog rada je bio odrediti koncentraciju ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom i njihovu
antioksidativhu sposobnost ABTS metodom na uzorcima vodenih ekstrakata kadulje te

njihovu kasniju promjenu prilikom prolaska kroz /n vitro simulirani probavni sustav.



2. Teorijski dio

Prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije (WHO), u ljekovito bilje ubrajaju se one
biljke ¢iji jedan ili viSe dijelova sadrze bioloski aktivnu tvar koja se moze koristiti u terapijske
svrhe. Kadulja se kao ljekovita biljka uzgaja prema principima ekoloske proizvodnje. Ekoloska
proizvodnja ljekovitog i aromati¢nog bilja, pa tako i kadulje, podlijeze Zakonu o provedbi
Uredbe Vijeca (EZ) br. 834/2007 o ekoloskoj proizvodnji i oznacavanju ekoloskih proizvoda
(,Narodne novine" br. 80/13, 14/14) i Pravilniku o ekoloSkoj poljoprivrednoj proizvodniji
(,Narodne novine" br. 19/16). Salvia officinalis poznata je po mnogo imena, neka od
najpoznatijih su vrtna kadulja, zlatna kadulja, kuéna kadulja, kulinarska kadulja i dalmatinska
kadulja (Hamidpour i sur., 2014b).

2.1. Morfoloska obiljezja

Kadulja (Salvia officinalis) pripada porodici Lamiaceae ili usnace, reda Lamiales. Porijeklom je
s Balkanskog poluotoka, a rasprostranjena je na Sirokom podrucéju koje obuhvaca Sjevernu
Ameriku, Europu te Republiku Hrvatsku, tj. ponajviSe njezino primorje, Dalmaciju i
dalmatinsko zalede (Zidovec i sur,, 2005a) (Slika 1.).

Rasprostranjenost vrste Saivia officinalis L
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Slika 1. Rasprostranjenost kadulje u Republici Hrvatskoj

Pretezito raste na nepovoljnim mjestima, ali se moZe uzgajati i u vrtu. Nalazi se u podrucjima

s prosje¢nom temperaturom 5 do 26 ° C, s godisnjom koli¢inom oborina 0,3 do 2,6 mm i na



tlu pH 4,2 do 8,3 (Zidovec i sur,, 2005b).

Porodica usnjaca dobila je ime prema vjenci¢u koji je graden u obliku donje i gornje usne.
Kadulja je viSegodisnja biljka, drvenastog korijena koji ju Cini vrlo otpornom na susu zbog
dubokog prodiranja u zemlju (iidovec i sur, 2005c). Mlada kadulja u pocetku ima zeljastu
stabljiku, a kasnije tijekom rasta pri dnu odrveni. Mladi izdanci su svijetlozeleni do ljubicasti,
prekriveni dlac¢icama sivo bijele boje koji mogu biti rjede ili gus¢e poredani (iidovec i sur.,
2005d). Listovi su svijetli, s obje strane obrasli dla¢icama, jajastog do izduzeno kopljastog
oblika (2idovec i sur,, 2005e). (Slika 2.). Cvat ja klasast, a sastoji se od 2 — 8 cvjetova koji
mogu biti plave, ruZicaste ili bijele boje, specifitnog su mirisa koji priviaci pele (Zidovec i
sur.,, 2005f). Plodi¢ je kalavac, okruglast, malo izduzen, Sirok 2 mm, a dug 2 — 2,5 mm.
Nakon sazrijevanja sjemena opna postane tvrda, kestenaste do tamnosmede boje (Zidovec i
sur., 2005g). (Slika 2.).

Sjeme je klijavo 3 — 4 godine, a prosjetna masa 1000 sjemenki iznosi 7,8 grama. Eteri¢no
ulje se nalazi u cijelom nadzemnom dijelu biljke, a najviSe u listovima koji se i najvisSe koriste
u prehrani. U osusenoj biljci ga ima od 1,6 do 2,7%. Zivotni vijek kadulje prosje¢no je 5 — 7
godina, u slucaju loSe tehnologija uzgoja, urod ¢e se postepeno smanjivati ve¢ nakon Cetiri
godine. Takoder, kadulja je osjetljiva na prisutnost soli koja znacajno usporava rast biljke za
61% (Taarit i sur., 2009). Pocetni razvoj je vrlo spor, rijetko cvate u prvoj godini, a u drugoj
procvate vrlo rano (Zidovec i sur., 2005h). U uvjetima kontinentalne klime cvjetanje zapocinje
pocetkom svibnja i traje do kraja lipnja. Plodovi sazrijevaju vrlo sporo, najcesce tek u

kolovozu, pri ¢emu berba moze biti otezana zbog osipanja sjemena

Slika 2. Kadulja (Mijatovi¢, 2016.)



Biljke roda Salvia L. razlikuju se i po izgledu i po svojstvima. Osim najpoznatije i
najkoristenije ljekovite kadulje (Salvia officinalis L.), poznate u narodu i kao Zalfija, istiCu se i
stepska kadulia (Salvia nemorosa L.), livadna kadulja (Salvia pratensis L.) te prSljenasta
kadulja (Salvia verticillata L.).

2.2. Antioksidativna aktivnost i polifenoli

Brzi nacin Zivota pokazuje sve veci utjecaj na zdravlje ljudi i pojavu nezaraznih bolesti.
Prvenstveno se to odnosi na bolesti kao Sto su ateroskleroza, dijabetes i kardiovaskularne
bolesti koje su posljedica nepravilne prehrane. Zbog toga se sve viSe traga za
komponentama hrane koje bi pospjesSile lijeCenje pa ¢ak i prevenirale ovakva stanja.
Razvojem znanosti sve je vedi naglasak na pravilnoj prehrani, koja ukljucuje hranu biljnog
porijekla bogatu antioksidansima (Urquiaga i Leighton, 2000). Takoder, pravilna prehrana
ukljucuje ljekovito bilje, kao dodatke prehrani, koji imaju pozitivan ucinak na smanjenje

oksidativnog stresa.

2.2.1 Slobodni radikali i antioksidansi

Slobodni radikali definiraju se kao molekule koje u svojoj orbitali imaju nespareni elektron.
Upravo ga to svojstvo cini vrlo reaktivnim i uzrokuje lan€anu reakciju nastajanja radikala u
organizmu. Normalne metabolicke reakcije ili posljedica izlozenosti vanjskim faktorima kao
Sto su X-zrake, ozon, dim cigarete, zagadeni zrak, kemikalije koriStene u industriji, lijekovi,
uzrokuju nastajanje slobodnih radikala (Valko i sur., 2007a). Produkti normalnog metablizma
su kisikovi (ROS) i dusikovi radikali (RNS) (Valko i sur., 2007b). Cesto se pojave bolesti kao
Sto su rak, dijabetes, ateroskleroza kao i starenje, objasnjavaju nastankom slobodnih radikala
(Moskovitz i sur,, 2002). Kisikovi radikali su vodikov peroksid (H,0,), superoksid radikal (O,
), lipidi peroksil radikal (LOO*) i hidroksil radikal (OH*) te NO* kao dusikov radikal (Valko i
sur., 2007c). Slobodni radikali u organizmu dovode do oksidativhog ostecenja, prvenstveno
DNA, koja za posljedicu imaju mutagene, kancerogene promjene i starenje (Valko i sur,
2007d). Takve oksidativne promjene, koje u konacnici rezultiraju bolestima, djelomi¢no su u
organizmu umanjene procesom antioksidacije. Antioksidansi su molekule koje doniraju

elektron ili proton slobodnom radikalu i na taj nacin ga gase (Rice- Evans i sur, 1995). Osim



Sto gase radikale, bitni su i u popravku nastalog oste¢enja te u sprjeCavanju moguceg
nastajanja novog radikala.

Struktura polifenola je klju¢ njihova djelovanja, a odnosi se na doniraju atoma, elektrona ili
kelat-kationa te je to poznato kao struktura-aktivnost veza (Balasundram i sur, 2006a).
Njihova antioksidativna aktivhost raste porastom hidroksilacije (Balasundram i sur., 2006b).
U prvom redu to se odnosi na enzime, no tu vrlo bitnu ulogu igraju mikronutijenti hrane kao
Sto su vitamini i nenutritivne komponente u koje se ubrajaju polifenoli. Hrana bogata
antioksidansima ima bitnu ulogu u prevenciji bolesti te je mnogo paznje posveceno prirodnim

antioksidansima.

2.2.2. Polifenoli kadulje

Ljekovito bilje poznato je kao dobar izvor bioloski aktivnih supstanci koje znacajno
povecavaju unos antioksidansa putem hrane (Dragland i sur, 2003). Ono je koristeno u
razliCite svrhe tijekom stolje¢a ukljucujuci medicinu, nutricionizam, proizvodnju kozmetike te
u procesima pripreme, konzerviranja, ali i poboljSavanja okusa hrane. Glavni izvori polifenola
u prehrani su voce te u manjoj mijeri povrée, suhe mahunarke i zitarice (Scalbert i
Williamson, 2000a). Osim hrane, i pi¢a (vino, ¢aj, kava, pivo) koja su ukljucena u prehranu,
obiluju polifenolima (Scalbert i Williamson, 2000b). Polifenoli spadaju u skupinu spojeva koji
su jedni od glavnih nositelja senzorskih osobina hrane,a sve se viSe istrazivanja bavi njihovim
brojnim pozitivnim ucincima na ukupan organizam. Brojna istrazivanja, kao Sto je istrazivanje
Pandeya i Rizvia, 2009. dokazuju da dugotrajna konzumacija hrane i pi¢a bogatih
polifenolima smanjuje rizik od razvoja tumora, kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa,
osteoporoze i neurodegenerativnih bolesti.

Rast i razvoj biljkke popracen je proizvodnjom brojnih primarnih i sekundarnih biljnih
metabolita koji omogucéavaju njezin opstanak i komunikaciju s okolinom (Kliebenstein i
Osboum, 2012). U primarne metabolite ubrajaju se tvari koje nastaju neposrednom
pretvorbom kao Sto su Seceri. Kadulja je bogata takvim bioloSki aktivnim komponentama
posebice sekundarnim metabolitima od kojih su najbrojniji polifenoli (Tablica 1.). Sekundarni
biljni metaboliti su podijeljeni u tri velike skupine: fenoli, terpeni te spojevi s dusSikom
(alkaloide, gluozinolaze i cijanohidrate) (Bourgaud i sur., 2001). Udio polifenola razlikuje se
ovisno o dijelu godine u kojem je berba (Generali¢ I., 2012). Prosjecan udio polifenola u
kadulji u svibnju iznosi 41% ekstrakta, dok u ostalom dijelu godine iznosi 22-30% (Generali¢
i sur, 2011).



Tablica 1. Podjela sekundarnih biljnih metabolita na skupine i podskupine (Crozier i sur.,
2006)

Flavonoidi, flavonoli, flavoni, flavan-3-oli, antocijani,
. . flavanoni, izoflavoni;
Polifenoli
neflavonoidi: fenolne kiseline, hidroksicinamati, stilbeni
Spojevi sa sumporom Glukozinolati, izocijanati
) Monoterpeni, diterpeni, seskviterpeni, triterpeni,
Terpeni o
karotenoidi
Benzilizokvinolini, tropan alkaaloid, nikotin, terpenoid indol
Alkaloidi alakaloid, purinski alkaloidi, kvinolizidinski alkaloidi,
steroidal glikoalkaloid, konini, betalanini

Fenolni spojevi su najveca skupina metabolita, a razvrstani su u dvije osnovne skupine:
fenolne kiseline i flavonoidi. Razlog velike ekstrakcije upravo ovih spojeva je njihova primjena
u prehrambenoj industriji prilikom proizvodnje funkcionalne hrane. Ovi biolosko aktivni
spojevi, prisutni u viSim biljkama, pokazuju znacajan antioksidativni kapacitet. Fenoli se
sastoje od aromatskog prstena koji sadrzi jednu ili viSe hidroksilnih skupina i prema strukturi
se mogu poredati od najjednostavnijih struktura do kompleksa polimera visokomolekularne
mase (Balasundram i sur., 2006c). Bez obzira na strukturu, Cesto se nazivaju polifenolima.
Osim hidroksilne skupine, na aromatskom prstenu mogu se nalaziti funkcionalne grupe kao
Sto su esteri ili metil-esteri. Pozitivni ucinci na organizam vjerojatno leZe u njihovoj apsorpciji
i metabolizmu koji je uvjetovan njihovom strukturom, ukljucujuci konjugaciju s drugim
polifenolima, stupnjem glikoliziranja/acetiliranja, molekularnom veli¢inom i topljivos¢u (Bravo,
1998).

Salvia officinalis je vrsta kadulje sa najviSe eteri¢nog ulja (Rami i sur.,, 2011) koje se proucava
radi antikancerogenog, antimikrobnog i antioksidativnog djelovanja (Hussain i sur.,, 2011,a).
Kadulja se najceSCe konzumira kao vodena otopina pa u zanimljiva istrazivanja koja
proucavaju udio polifenola ovisno o uzorku kadulje (svjeza, vodena otopina ili susena). Iz

Tablice 2. moze se zakljuciti da je najveéa koncentracija ukupnih polifenola u susenoj kadulji




(Rothwell i sur, 2013a). Podaci o polifenolima u hrani nalaze se na stranicama Phenol-

Explorer iz kojih su i podaci u Tablici 2. i 3.

Tablica 2. Ukupni polifenoli kadulje (Rothwell i sur., 2013b)

Uzorak Srednja Minimum Maksimum Standardna
vrijednost (mg/100 g) (mg/100 g) devijacija
(mg/100 g)

Kadulja — caj,
vodena otopina (mg/ 43,2 43,2 43,2 0,0
100 mL)
Kadulja, svjeza

185,0 134,0 198,0 45,3
(mg/100 g)
Kadulja, susena
(mg/100 g) 2919,7 1360,0 4767,0 1701,6

Kadulja je bogata spojevima di- i triterpenima, fenolnim kiselinama i flavonoidima (Lu i sur.,
2002). Glavna antioksidativna sposobnost u etericnom ulju najviSe se prepisuje a-tujon i -
tujonu, bornil acetatu i 1,8-cineolu (Hussain i sur., 2011,b) te ruzmarinskoj i karnoskoj kiselini
(Cuvelier i sur., 1996) (Tablica 3.). Udio tih kiselina u suhom pripravku kadulje znacajno ovisi
0 genetickim faktorima i okoliSnim cimbenicima (Baskan i sur, 2006). Glavnina fenolnih
kiselina odnosi se na kafeinsku kiselinu i njezine derivate koji sudjeluju u metabolizmu biljke
(Kametou i sur.,, 2010).



Tablica 3. Polifenoli u svjezoj i susenoj kadulji (Rothwell I sur., 2013c)

Polifenoli kiseline Srednja Minimum Maksimum | Standardna
vrijednost | (mg/100 g) | (mg/100 g) devijacija
(mg/100 (mg/100 g)
9)
Svjeza kadulja
Flavoni Apigenin 2,40 2,40 2,40 0,00
Cirsimaritin 14,30 14,30 14,30 0,00
Hisoidulin 16,30 16,30 16,30 0,00
Luteolin 33,40 33,40 33,40 0,00
Hidroksibenzojeva | Vanilinska 2,27 2,27 2,27 0,00
kiselina
Hidroksicinaminska | Kafeinska 7,42 7,42 7,42 0,00
kiselina
RuzZmarinska 117,80 117,80 117,80 0,00
Susena kadulja
Hidroksibenzojeve | Galna 5,25 0,00 10,50 7,42
kiseline
Siriginska 3,35 0,00 6,70 4,74
Vanilinska 5,85 0,00 11,70 8,27
5- 19,85 16,70 23,00 4,45
Kafeoilkvicna
Kafeinska 26,40 11,00 40,00 10,92
Ferulicna 5,80 0,00 11,60 8,20
p- Kumarinska 4,95 0,00 9,90 7,00
Ruzmarinska 610,25 250,00 1410,00 393,31
Terpeni Karnonska 525,86 299,00 716,00 162,88

RuzZmarinska kiselina pripada skupini fenolnih kiselina s obzirom na osnovnu podjelu (Dent i
sur,,2015). Struktura se sastoji od dva polifenolna prstena koja imaju hidroksilnu grupu u
2005,a). 3,4-

dihidroksifenillakticne kiseline. Izmedu dva prstena nalazi se karboksilna i karbonilna grupa

orto polozaju (Bektas i sur, Ona je ester kafeinske kiseline i



povezane nezasicenom dvostrukom vezom (Slika 3.). Struktura se razlikuje od flavonoida Sto
je i Cesta tema znanstvenih radova.
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0O CO.H
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T
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Slika 3. Ruzmarinska kiselina (Bandoniene i sur., 2005)

Ima brojne bioloske funkcije kao Sto je inhibicija HIV-1, antitumornu, antihepatiticku i
protektivnu ulogu (Bektas i sur,, 2005, b). Neka istraZivanja pokazuju veliki antioksidativni
kapacitet i sposobnost gasenja radikala (Petersen i Simmonds, 2003,a). Poznati su brojni
derivati ruzmarinske kiseline kao i produkti koji sadrze jednu ili viSe ruzmarinskih kiselina uz
dodatak druge aromatske kiseline (Petersen i Simmons, 2003,b). Najpoznatiji ruzmarinski
derivati su litospermicna kiselina, konjugat ruzmarinske i kafeinske kiseline, litospermicna
kiselina B, dimer ruzmarinske kiseline (Kelley i sur, 1975). Osim u kadulji, ruzmarinska
kiselina je znacajno prisutna i u drugim aromatkism biljkama pa nije pogodna za upotrebu

kao kemotaksonomicni marker (Petersen i Simmens, 2003,c).
2.3. Medicinska upotreba kadulje

Upotreba kadulje u medicinske svrhe, je vrlo duga. Nekoliko studija predlaze upotrebu jer je
zabiljezena farmakoloska kao i terapijska aktivnost kao Sto je antioksidativna, antupalna i
antivirusna sposobnost (Hamidpour i sur,, 2014c). U studiji Abdelkader i sur., 2014 dokazali
su antibakterijsku funkciju eteri¢nih ulja kadulje posebno prema E. coli, B. cereusi Candida
albicans. U daljnjem tekstu naveden je utjecaj kadulje na neke od bolesti.

2.3.1. Kadulja i kognitivni pad

Pored brojnih ljekovitih bilja kadulja je poznata po svojem benefitu na poremecaje memorije,
depresiju i cerebralnu ishemiju (Imanshadi i Hosseinzadeh, 2006). Salvia lavandulaefolia,
Salvia officinalis i Salvia miltiorrhiza stolje¢ima se koristi kod smanjenje mentalne funkcije
kao Sto je demencija (Alzheimerova bolest) (Perry i sur., 2003). Demencija je vrlo ¢esta kod
starije populacije koja se manifestira na kvalitetu i duzinu Zivota, a ovisi i o stupnju bolesti.

Ona je posljedica nedostatka vitamina B skupine, posebice folata te n-3-masnih kiselina.



Proucavanjem utjecaja kadulje na kognitivni pad, brojni radovi zakljuCuju da je enzim acetil-
kolinesteraza odgovoran za smanjenje i inaktvaciju acetil kolina (Ferreira i sur., 2006) koji je
neurotransmiter u prijenosu impulsa. Upravo u tom koraku ,lezi" pozitivan ucinak kadulje.
Sastojci kadulje inhibiraju aktivnost enzima za 46% uz koncentraciju etericnog ulja 0,5
mg/ml (Ferriera i sur., 2006). Citoprotektivni efekt kadulje protiv toksi¢nih tvari u Zivéanim
stanicama takoder utjeCe na manju pojavnost Alzheimerove bolesti (Hamidpour i sur.,
2014d). Velika koncentracija rosmarini¢ne kiseline u kadulji pokazuje i neuroprotektivnu
funkciju (Hamidpour i sur., 2014e) pa postoji moguénost da se koristi kao tretman kod

demencije.
2.3.2. Kadulja i dijabetes

Secerna bolest ili diabetes mellitus metabolicki je poremecaj viestruke etiologije obiljeZen
stanjem kroni¢ne hiperglikemije s poremecajem metabolizma ugljikohidrata, masti i proteina
zbog ostecene sekrecije inzulina i/ili djelovanja inzulina. To je kroni¢na neizljeciva bolest koja
se lijeci dobrom regulacijom razine glukoze Sto znacajno poboljSava kvalitetu i duljinu zZivota.
Kadulja se dulje vrijeme koristi za normalizaciju razine glukoze Sto su pokazali Zivotinjski
modeli (Christenesi sur., 2010,a). Studije pokazuju da konzumacija ¢aja od kadulje (300 ml,
dva puta dnevno) znacajno poboljSava antioksidacijsku sposobnost, poboljSani lipidni profil
bez hepatoksic¢nih posljedica ili promjena krvnog tlaka i tjelesne mase koje bi pogorsale
dijabetes(Sa i sur, 2009). Caj od kadulje pokazuje rezultate kod lijecenja dijabetesa kao i
lijek metformin (Christenes i sur., 2010,b).

2.3.3. Kadulja i rak

Rak je bolest koju karakterizira hiperproliferacija stanica bez kontrole koje mogu
metastazirati po cijelom organizmu. Bitan faktor u proliferaciji stanica je moguénost
proizvodnje velikog broja krvnih stanica Sto je poznato kao anigogeneza (Carmelitet, 2003).
Ekstrakt S. officinalis u farmakoloskim koncentracijama inhibira angiogenezu /in vivo
(Keshavarz i sur., 2011), sto bi mogao biti novi korak u istrazivanju raka. Urosalna kiselina
znacajno inhibira angiogenezu, rast i metastazu tumorskih stanica (Jedinak i sur., 2006).

2.3.4. Kadulja i kardiovaskularne bolesti

Kardiovaskularne bolesti su bolesti srca i krvnih Zila, a u svojoj podlozi imaju aterosklerozu.

Na ostecenim dijelovima arterija dolazi do nakupljanja oksidiranog LDL-a Sto dovodi do
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aktivacije imunosnog sustava. Takve promijene na stjenci zila uzrokuju proliferaciju glatkog
miSi¢ja, a to dovodi do smanjenja presjeka zile. Prehrana i njezini sastojci bitno utje¢u na
serumske lipoproteine, a time i na prevenciju i lijecenje dislipidemije. Brojna istraZivanja
dokazuju da ekstrakt kadulje moze sniziti LDL i ukupne trigliceride, a povecati razinu HDL
kolesterola (Christenes i sur., 2010,c). Djeluje na nacin da aktivira peroksisom proliferaciju
koji je gama receptor za gen koji je ukljuCen u energetsku potrosnju i metabolizam,

reducirajuéi adipozno tkivo i inzulinsku rezistenciju (Christenes i sur., 2010,d).
2.3.5. Kadulja i anti-osteoporotski efekt

Manjak estrogena i kalcija u menopauzi dovodi do manje mineralne gustoe kostiju.
Osteoporoza je bolest koju je moguce sprijeCiti adekvatnim unosom kalcija tijekom Zzivota
kako bi se postigla veca vrSna koStana masa. Dosadasnja istrazivanja pokazuju pozitivan
efekt suplementacije prehrane na povecanu kostanu masu (Muhlauber i sur, 2003,a).
Monoterpeni i etericna ulja utjeCu direktno na koStane stanice na nacin da poti¢u resorpciju
kostiju te su najbolji rezultati zabiljeZeni nadopunom prehrane kalcijem i kaduljom
(Muhlauber i sur., 2003,b). Polifenoli pripadaju fitoestorgenima (Zhou i sur., 2003) koji su
biljne komponente strukturno sli¢ne estrogenu, a djeluju kao zastita od gubitka koStane

mase. ToCan mehanizam jos nije do kraja otkriven i objasnjen.

Svi ovi pozitivni ucinci kadulje pokazuju njezino blagotvorno djelovanje na organizam. Upravo
zbog toga kadulja se moZe svrstati u funkcionalnu hranu koja se prema IFIC (International
Food Information Council) definira kao ona hrana koja pruza vecu dobrobit za zdravlje nego

osnhovna hrana.

2.3.6. Kadulja u prehrani

Kadulja ima veliki utjecaj na ljudski organizam kao Sto je vec ranije spomenuto. Upravo zbog
toga postoje brojni recepti s kaduljom od kojih je vjerojatno najpoznatiji ¢aj od kadulje. U
Tablici 2. prikazani su samo neki od njih. Brojni radovi proucavali su udio polifenola u
vodenim otopinama kadulje. Jedan od njih je i rad Walch G. S. i sur, 2011 koji pokazuje
raspon polifenola, ovisno o brendu. Posebna odstupanja su vidljiva u najzastupljenijoj

ruzmarinskoj kiselini.
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Tablica 4. Upotreba kadulje u prehrani (Gerovac,2013)

Pripravak Nacin pripreme Utjecaj na zdravlje

y Jedna Cajna ZliCica kadulje stavi
Caj od kadulje se u proklju¢alu vodu i nastavi se | Bolesti disnih puteva
lagano kuhati 3 minute.

Osuseni listovi preliju se kljucalom
vodom

OsusSeni listovi preliju se toplim
mlijekom i zasladi medom.

Kaduljin oparak Bolesti usne Supljine

Kadulja u mlijeku Problemi sa kasljem.

Kod svih zdravstvenih
Usitnjeni list prelije se 70%

problema u ljekovitom
etanolom

Tinektura od kadulje

djelovanju kadulje.

Oblozi Svjezu kadulju staviti u zavoj. Za rane.

Usitnjene listove preliti kvalitetnim

Kaduljino vino )
crnim venom

2.5. Probavni sustav

Probavni sustav Covijeka moze se zamisliti kao povezana cijev, koja ovisno o dijelu, vrsi
razgradnju, apsorpciju te izlucivanje tvari. Sastoji se od usta,zdrijela, jednjaka, Zeluca, tankog
i debelog crijeva. Uz te organe, u probavi sudjeluju i dvije Zlijezde gusteraca i jetra (Guyton i
Arthour, 1994a).

Usta su pocetni dio probave koja imaju puno funkcija. To se prvenstveno odnosi na zvakanje
pomocu zubi koji usitnjavaju hranu zbog kasnije lakSe razgradnje. Takoder, u ustima se
nalaze i Zlijezde slinovnice. Slina sluzi za oblikovanje zalogaja, lakSe gutanje hrane i
najbitnije, sadrzi a-amilazu. a-amilaza je enzim zasluzan za razgradnju oligo- i polisaharida.
Nakon Sto hrana dospije u Zeludac, potice lucenje Zelucane kiseline koja se sastoji od HCI
(Guyton i Arthour, 1994b). Ona je vrlo bitna u razgradnji proteina jer potice aktivaciju
pepsinogena u pepsin koji samo u takvom obliku vrSi razgradnju. Takoder, HCl stvara
nepovoljne uvjete koji unistavaju mikroorganizme u hrani, ali i inaktivira enzime iz usta. U
tankom crijevu slijedi zavrSna razgradnja ugljikohidrata i proteina te zapocinje razgradnja
masti u kojoj dodatno potpomazu jetra i guSterada. Zu¢ne soli omogucavaju razbijanje

masnih kapljica Sto poboljSava razgradnju. Gusteraca proizvodi razne probavne enzime
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(lipaze, amilaze, peptidaze) i hidrogenkarbonatne ione koji neutraliziraju hranu pristiglu iz
Zeluca. U debelom crijevu apsorbiraju se nutrijenti i voda , a ostatak hrane u obliku fecesa

izlazi iz organizma.

2.5.1. Metabolizam polifenola

Kako bi se razumijela biodostupnost polifenola potrebno je istraziti kakav je njihov metabolicki
put u probavilu. Polifenoli su nakon unosa izloZeni uvjetima i enzimima probavnog sustava pa

je to i razlog pada njihove koncentracije u krvi.

Reakcije kojima su najCesce izlozeni polifenoli su hidroliza, dehidroksilacija, demetilacija,
cijepanje prstena i brza dekonjugacija (Spencer, 2003a). Za razliku od enzima Covjeka, enzimi
mikroflore kataliziraju razgradnju flavonoida u jednostavnije molekule poput fenolnih kiselina
(Spencer, 2003b). Nakon unosa polifenola, ve¢ u usnoj Supljini dolazi do hidrolize
flavonoidnih glikozida s glukoznim Secernim jedinicama (Walle i sur, 2005.). Nakon toga
uneseni polifenoli dospijevaju do Zeluca gdje se dogada vrlo slaba apsorpcija jednostavnih
fenolnih kiselina. U Zzelucu se odvija cijepanje oligomernih polifenolnih struktura u
monomerne jedinice (Spencer, 2003c). Sve vrste flavonoidina podlijezu intenzivnom
metabolizmu u tankom crijevu, a njihovi metaboliti jetrenom portalnom venom dolaze u jetru
gdje se dalje metaboliziraju (Spencer, 2003d). Promjene u pocetnom dijelu
gastrointestinalnog trakta nisu toliko znacajne te polifenoli u tanko crijevo uglavnom
dospijevaju u nepromijenjenom obliku (Spencer, 2003e). U debelom crijevu dogada se
razgradnja polifenola u jednostavne fenolne kiseline koje se apsorbiraju, dok se

neapsorbirane izlucuju putem bubrega (Slika 4.) (Spencer, 2003f).
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Slika 4. Prikaz razgradnje flavonoida u probavnom sustavu Covjeka (Spencer, 2003g)
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Brojni ¢imbenici utjeCu na apsorpciju polifenolnih spojeva i njihovih metabolita. Pri tom

najveci utjecaj na intestinalnu apsorpciju pokazuju parametri kao Sto su molekulska masa,

glikozilacija i esterifikacija (Spencer, 2003h). Molekulska masa i apsorpcija su obrnut

proporcionalne veli¢ine, tj. pove¢anjem mase smanjuje se apsorpcija.
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3. Eksperimentalni dio

Zadatak eksperimentalnog rada je bio odrediti pocetni udio ukupnih polifenola u kadulji ABTS

metodom te njihovu promjenu u vremenu pri imitiranim uvjetima probave.
3.1. Materijali

Kao materijal u ovom radu koristena je kadulja u osusenom obliku i vodeni ekstrakt kadulje.
Kadulja,kupljena u specijaliziranoj biljnoj trgovini (Suban d.o.0., Strmec, Hrvatska),
prikupljena je u sjeverozapadnom dijelu Hrvatske za vrijeme cvatnje 2015. godine, osusena i

prikladno skladistena.

3.2. Metode

3.2.1. Ekstrakcija aktivnih spojeva

Princip metode

Ekstrakcija bioloski aktivnih spojeva temelji se na denaturaciji staniche membrane i

otpustanju molekula s bioloSkom aktivnosc¢u (Kaushik i sur,, 2010).

Reagensi
Destilirana voda

Osuseni uzorak kadulje

Aparatura i pribor

Uljna kupelj s inegriranom mjeSalicom (IKA HBR, Njemacka)
Staklena CaSa volumena 200 mL

Termometar

Stakleni ljevak

celulozni filtar papir

Postupak rada
U staklenu ¢asu od 200 ml dodaje se izvagani uzorak osusene kadulje od 2 g nakon ¢ega se

prelije s 100 ml deionizirane vode prethodno zagrijane na specificnu temperaturu.

Temperatura se odrzavala pomocu lka HBR4 digitalne uljane kupelji pri odredenoj brzini
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mijeSanja. Optimalni uvjeti za ekstrakciju uzeti su prema radu Jurinjak TusSek i sur., 2016 Sto
je rezultiralo ekstraktima s najvecim ukupnim udjelom fenolnih komponenata i
antioksidativnom sposobnoscu. Ekstrakcija se provodila pri 80° C kroz 90 min uz brzinu
mijeSanja od 500 o/min. Filtracijom dobivenih ekstrakata kroz celulozni filtar papir nakon
isteka vremena, odvajaju se tekuéi dio od krutog koji bi moga smetati u kasnijoj analizi ili
ostetiti aparaturu. Nakon provedene ekstrakcije odreduje se udio ukupnih polifenola i njihov

antioksidativni kapacitet.

3.2.2, Odredivanje udjela ukupnih polifenola

Princip rada

U vodenim ekstraktima kadulja odredivan je udio bioloski aktivnih spojeva, antioksidativna
aktivnost i udio polifenola. Udio polifenola odreden je upotrebom Folin-Ciocalteu reagensa.
Reagens stvara plavo obojani kompleks sa polifenolima, a obojenje je proporcionalno
koncentraciji fenola. Reagens se sastoji od fosfomolibdenske i fosfovolframove kiseline koje

se reduciraju u reakciji dok se fenoli oksidiraju.

Reagensi
Folin-Ciocalteu reagens(pomijeSan u omjeru s vodom 1:2)

20% otopina natrijeva karbonata

Aparatura i pribor

Staklene epruvete

Stalak za epruvete

Staklene pipete volumena 10 mL
Mikropipeta volumena 100 pL i 500 pL
Kiveta za spektrofotometrijsko mjerenje

Spektrofotometar

Postupak rada
U epruvetu se dodaje redom 7,9 ml destilirane vode, 100 pl uzorka, 500 pl Folin-Ciocalteu

reagensa i 1,5 ml Na,Co,. Uzorak stoji 2 sata na sobnoj temperaturi tijekom ¢ega se odvija
reakcija. Nakon toga mjeri se apsorbancija na spektrofotometru pri 765nm. Takoder,potrebno

je pripremiti i slijepu probu u koju umjesto uzorka ide destilirana voda dok su svi ostali
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sastojci isti. Analiza odredivanja ukupnih fenola je provedena dva puta te su rezultati izrazeni
kao mg galne kiseline (GAE) po 10 mL vodene otopine uzorka. Udio ukupnih polifenola

ratuna se prema bazdarnom dijagramu koji se dobiva pripremom otopina galne kiseline
razliCitih koncentracija.

0,25 +

0,2
y =0,0004x
R?=0,9882
® 0,15
‘S
c
T
2
2
a 0,1
<
0,05

0 T T T T T 1
0] 100 200 300 400 500 600

koncentracija/ mg L-1

Slika 5. Bazdarni pravac za galnu kiselinu
Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:

y = 0,0008x
gdje je:
y— apsorbancija pri 765 nm,
x — koncentracija galne kiseline (mg L™?).
R%- koeficijent determinacije
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3.2.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

Princip rada

ABTS metoda temelji se na ,gasSenju" radikala. Mjeri se smanjenje apsorbancija ABTS
radikala dodatkom razli¢itih antioksidansa te se usporeduje smanjenje apsorbancija koju
uzrokuje dodatak Troloxa, analoga vitamina E.

Reagensi
Etanol (96%)

140 mM otopina amonijeva peroksodisulfata
7mM otopina 2,2-azobis(3-etilbenzolin-6-sulfonska kiselina) diamonijeve soli (ABTS)
6-hidroski-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina (Trolox)

Aparatura i pribor

Odmijerna tikvica volumena 100 mL
Pipeta volumena 2 mL

Mikropipeta volumena 0-100 pL

Kiveta za spektrofotometrijsko mjerenje

Spektrofotometar

Postupak rada
Pripremi se otopina ABTS na nacin da se u 7 mM vodene otopine ABTS dodaje 140 mM

amonijeva perksodisulfata. Pripremljena otopina se ostavi stajati preko noci, a zatim se
razrijedi etanolom (96%) do koncentracije od 1% tako da apsorbancija otopine mjerene na
spektrofotometru pri 734 nm iznosi 0,7 £ 0,02. U 4 ml pripremljene otopine ABTS radikala
dodaje se u 40 pl razrijedenog uzorka te se mijeri apsorbancija na 734 nm uz etanol kao

slijepu probu.
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Slika 6. BaZzdarni dijagram za ABTS metodu

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:

y = 0,5688x
gdje je:
y— apsorbancija pri 734 nm,
x — koncentracija Trolox (mm L™).

R%- koeficijent determinacije

IzraCun i izrazavanje rezultata

Oduzimanjem apsorbancija uzorka od apsorbancija slijepe probe dobiva se apsorbancija koja

se prema bazdarenom pravcu za Trolox preracunava u koncentraciju. Rezultati su prikazani

kao mmol/g suhe tvari biljke.
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3.2.4. In vitro model simulacije probavnog sustava

Princip rada
Vodeni ekstrakti kadulje izlozeni su probavnim enzimima kako bi se vidio njihov utjecaj na

koncentraciju polifenola prilikom prolaska kroz probavni sustav.

Reagensi
0,05 mol/L fosfatni pufer, pH = 6,9

0,01 mol/L HCI
Suspenzija pankreatina u fosfatnom puferu (8 g/L)
Suspenzija zucnih soli u fosfatnom puferu (50 g/L)

Enzimi: a-amilaza iz Aspergillus oryzae (Sigma-Aldrich, Svicarska), pepsin (Fisher Scientific,

Velika Britanija), pankreatin iz svinjske jetre (Sigma-Aldrich, Svicarska)

Aparatura i pribor

Uljna kupelj s integriranom mjeSalicom (IKA HBR, Njemacka)
kivete

Postupak rada
Postupak rada baziran je na metodi Ortega i sur., 2011.

Priprema otopina: pripremi se 200 mL fosfatnog pufera i 20 mL 0,01M HCI otopine.
Usta

Otopi se 40 mg a-amilaze u 40 mL fosfatnog pufera s 0,04 % masenog udjela NaCl i 0,004
% CaCl,. Cada u kojoj se nalzi amilaza i pufer stavi se u uljnu kupelj i zagrije na 37 °C. Kada
je postignuta temperatura dodaje se 4 grama uzorka (vodeni ekstrakt kadulje) i inkubira 5
minuta nakon cCega se uzima 500 L uzorka iz otopine i razrjeduje u kiveti s 500 pL

destilirane vode. Kiveta se odmah stavlja u smjesu vode i leda kako bi se ohladila.
Zeludac

Nakon 5 minuta inkubacije podesi se pH vrijednost na 2 dodatkom koncentrirane HCl. Nakon
Sto je pH vrijednost podesena dodaje se suspenzija pepsina (690 mg pepsina otopljeno u 4
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mL 0,01 mol/L HCI) u reakcijsku smjesu i inkubira se 2 sata na 37 °C. Nakon inkubacije
uzima se 500 pL uzorka iz reakcijske smjese i razrijedi se u kiveti s 500 L destilirane vode.

Kiveta se odmah stavlja u smjesu vode i leda kako bi se ohladila.

Tanko crijevo

Podesi se pH vrijednost reakcijske smjese na 6,5 dodatkom NaHCO; i doda se 10 mL
suspenzije pankreatina (0,08 grama pankreatina u 10 mL fosfatnog pufera) i 10 mL
suspenzije zucnih soli (0,5 g zucnih soli u 10 mL fosfatnog pufera). Inkubira se 2 sata pri
37°C nakon ¢ega se uzima 500 pL uzorka iz reakcijske smjese i razrijedi se u kiveti s 500 pL

destilirane vode. Kiveta se odmah stavlja u smjesu vode i leda kako bi se ohladila.

21



4. Rezultati i rasprava

U ovom radu istrazivanja su provedena na kadulji sa podruc¢ja RH. Kadulja je bila u susenom
obliku od kojeg su napravljeni vodeni ekstrakti. IstraZivanja su se fokusirala na odredivanje
udjela ukupnih polifenola kojima se prepisuju medicinski ucinci na organizam. Takoder,
odredivan je udio polifenola u uzorcima koji su odredeno vrijeme proveli u uvjetima kakvi su
u probavnom sustavu. Prilikom istrazivanja koristila se je spektrofotometrijska metoda za
odredivanje ukupnih polifenola, a za dokazivanje antioksidacijske aktivnosti ABTS metoda.

4.1. Udio ukupnih polifenola

Metoda se temelji na principu reakcije fenola s Folin-Ciocalteu reagensom,tj. na razvijanju
boje koja je proporcionalna koncentraciji.

Rezultati dobiveni spektrofotometrijskom metodom prikazani su na Slici 4. Iz tih podataka se
moze zakljuciti da je najveca koncentracija polifenola u ishodiSnoj vodenoj otopini koja nije
tretirana probavnim enzimima. Takoder, smanjenje udjela polifenola je proporcionalno
vremenu zadrzZavanja u probavi. Nakon 5 minuta pri ¢emu je vodeni ekstrakt kadulje tretiran
samo jednim enzimom (a-amilaza) udio polifenola se smanjio za 39,5%. Takav pad je
zabiljezen i u daljnjem vremenu prilikom djelovanja enzima pepsina (nakon 125 min) te se ta

koncentracija kasnijim djelovanjem pankreatina do kraja nije znacajno promijenila.

Ukupni polifenoli

700 | Dodatak a-amilaze
m -
= 600 Dodatak pankreatina |
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€400
o
=300 e
& 200 —
o0 v v
g€ 100 —
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§ ishodni ekstrakti nakon5 min u nakon 125 min u nakon 245 min u
% probavnom sustawvu probavnom sustavu probavnom sustavu
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=
3

vrijeme ekstrakta u probavnom sustavu

Slika 7. Promjena udjela polifenola u ovisnosti 0 vremenu u probavnom sustavu
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Udio polifenola u ishodiSnom uzorku iznosi 583 mg GAE/10 ml uzorka Sto je u uspredbi s
literaturni podacima veca koncentracija ukupnih polifenola (Rothwell i sur,, 2013). Nakon in
vitro modela simulacije probavnog sustava koncentracija ukupnih polifenola pala je na
29,5%.

4.2. Antioksidativna aktivhost ABTS metodom

Najbitnije svojstvo polifenolnih molekula je sposobnost antioksidacije slobodnih radikala, tj.
njihovo gasenje. To svojstvo mijerilo se ranije opisanom ABTS metodom te su rezultati
prikazani na Slici 5., a izrazeni su kao mmol Trolox-a/g biljnog materijala. Zabiljezeno je
smanjenje antiosidativhe sposobnosti polifenola tijekom vremena u probavhom sustavu.
Antioksidativna sposobnost uzorka nakon tretiranja enzimom a-amilazom (nakon 5 minuta)
smanjila se je za 32% u usporedbi sa ishodiSnim uzorkom. Djelovanje ostalih enzima
probavnog sustava pepsina i pankreatina nije imalo znacajniji utjecaj na daljni pad
antioksidacijske sposobnosti jer je konacno zabiljeZzena razlika iznosila manje od 0,08% u

odnosu na prvih 5 minuta.

ABTS

0,4 Dodatak a-amilaze Dodatak pankreatina |-
0,35
0,3
0,25

Dodatak pepsina
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vrijeme ekstrakta u probavnom sustavu

udio polifenola mmol/g suhe tvari

Slika 8. Promjena antioksidativhe sposobnosti polifenola u ovisnosti o vremenu u

probavnom sustavu
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Prema istrazivanju Chen i sur,2013 provedenom na nekoliko uzoraka Cajeva, rezultati
pokazuju znacajniji pad antioksidativhe sposobnosti koji se kreée od 26-42%, dok je
najznacajnija razlika od 68% ishodisSnog uzorka i uzorka nakon simulirane probave u ¢aju od
jasmina. Prema rezultatima Mantlea i suradnika, 2000 koji su mijerili antioksidativnu
sposobnost kod 39 biljaka, dobivene vrijednosti za kadulju su se kretale 0,32 = 0,07 mmol

Trolox-a/g biljnog materijala Sto odgovara rezultatima ove analize.
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5. Zakljucak

Kadulje je biljka Siroko rasprostranjena u svijetu pa i u RH te su brojne njezine upotrebe u

prehrani. Upravo je i to razlog velikog broja istrazivania.

Kadulja se prema svojem sastavu moze svrstati u funkcionalnu hranu zbog pozitivhog ucinka

na zdravlje.

Kadulja sadrzi veliki broj fenolnih spojeva koji se svrstavaju u sekundarne metabolite biljke,

no prema sadrzaju se najvise isti¢e ruzmarinska kiselina.

UtjeCe na prevenciju mnogih bolesti, a posebno se istice prevencija raka, dijabetesa,
kardiovaskularnih bolesti. Novija istrazivanja pokazuju i anti-osteoporotski efekt koji se

takoder prepisuje polifenolima.

Biodostupnost polifenola se mijenja kako oni prolaze kroz probavni sustav te je vrlo bitno
poznavanje mehanizama djelovanja na polifenolne komponente, ali i njihovu interakciju sa

drugim sastojcima iz hrane.

a-amilaza, kao prvi od enzima /in vitro simuliranog probavnog sustava, ima najvedi utjecaj na
koncentraciju ukupnih polifenola gdje je zabiljezen pad od 39,5% te na antioksidacijsku
aktivnost gdje je zabiljezen pad od 32 %

Utjecaj ostalih enzima (pepsin i pankreatin) bio je puno nizi te se na kraju /in vitro
simuliranog probavnog sustava koncentracija ukupnih polifenola snizila na 29.5 %, dok je

antioksidacijska aktivnost ostala gotovo nepromijenjena 31,92 %.
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