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1. UVOD

U vrijeme suvremene tehnologije, Cudesnih otkri¢a kemije i biologije 1 novih lijekova koji, po
lije¢nicima suvremene medicine i farmaceutskoj industriji lijeCe mnostvo tegoba i bolesti, sve
vise ljudi poseze za ljekovitim tvarima iz prirode. Uvida se da konvencionalna medicina nije
u mogucnosti rijesiti sve zdravstvene probleme, a lijeCenje koje se zasniva na prirodnim
ljekovitim tvarima i1 prikladnom nacinu Zivota smatra se manje agresivnim 1 znatno

pristupacnijim od konvencionalne terapije.

Fitoterapija je najstariji oblik medicine koja se koristi ne samo u lije¢enju, veé¢ i u prevenciji
mnogih bolesti. Podrazumijeva lijecenje, ublaZzavanje 1 sprjeCavanje bolesti primjenom
ljekovitih biljaka, njihovih dijelova (list, plod), sastojaka (etericno ulje), kao i pripravaka
(tinkture, suhi ekstrakti). Francuski lije¢nik Henri Leclerc (1870-1955), ¢esto nazivan ,,ocem
fitoterapije”, prvi je uveo taj termin u medicinsku znanost godine 1913.

(www.britannica.com).

Danas mnoge znanstvene discipline kemijski, biodinamicki i1 farmakoloski dokazuju
djelotvornost i sigurnost primjene ljekovitog bilja i njihovih pripravaka, pa i njihove prednosti
u odnosu na kemijske preparate. Zato suvremenu fitoterapiju ne mozemo smatrati
alternativnim lijeCenjem, ve¢ sastavnim dijelom suvremene farmacije i znanstvene medicine

koja €ini vaznu prevenciju i pomo¢ pri lije€enju raznih bolesti.

Biljne lijekove podrzala je i Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) koja pruza pomo¢
nastojanjima nerazvijenih zemalja da povecaju upotrebu takvih terapeutika. Zbog siromastva i
nedostupnosti moderne medicine, oko 65-80% svjetske populacije koja zivi u zemljama u
razvoju ovisi prvenstveno o ljekovitim biljkama za primarnu zdravstvenu zastitu (www.who) .
Iako sporijeg djelovanja i Cesto potrebnog dugotrajnog lijecenja, fitoterapeutici posjeduju
Sirok terapijski raspon, manje neZeljenih djelovanja od konvencionalnih lijekova i manje
klinicki znacajnih interakcija s lijekovima i drugim tvarima, ali samo ukoliko se
upotrebljavaju na ispravan nacin. Zato primjenu ljekovitog bilja treba racionalizirati i
prepustiti struénjacima, a posebice je to vazno pri kombiniranju razli€itih biljnih pripravaka te

njihove primjene zajedno s konvencionalnim lijekovima.

U okviru ovoga diplomskog rada provedena je kvalitativna i kvantitativna analiza bioaktivnih
prirodnih tvari iz skupine polifenola, ekstrahiranih iz listova razli¢itih populacija vrste Laurus
nobilis L. (Lauraceae) s podrucja Dalmacije, a u svrhu njezine fitokemijske karakterizacije te

spoznavanja fitoterapijskog potencijala.


http://www.britannica.com/
http://www.who/

1.1. Botanicki podatci

1.1.1. Porodica Lauraceae (lovori, lovorike, lovorovke)

Lovor (Laurus) je rod biljaka iz porodice lovorike (Laureaceae) (Juss.) koja sadrzi, po
najnovijim istrazivanjima, 68 rodova i 2978 vrsta. Uglavnom je ¢ine drvenaste biljke koje
rastu u tropskim 1 suptropskim krajevima (osobito u jugoistocnoj Aziji i tropskoj Americi), a
manjim dijelom ih nalazimo i u umjerenom pojasu. S obzirom da rastu u podru¢jima s velikim
koli¢inama kise i vlage, biljke ove porodice su se prilagodile na takve uvjete u vidu koznatih,
uskih i ovalnih listova, kao i voStanog sloja na povrsini lista (Nikoli¢, 2013).

Vazniji rodovi ove porodice su: Aniba (npr. ruza drvo - Aniba rosaeodora), Cinnamomum
(npr. kamforovac Cinnamomum camphora, pravi cimetovac - Cinnamomum verum), Laurus
(npr. lovor - Laurus nobilis), Litsea (npr. licea - Litsea citrata), Ravensara (npr. ravensara -

Ravensara aromatica), Sassafras (npr. sasafras - Sassafras album) (Markovi¢, 2005).

Actinodaphne Cinnadenia Hypodaphnis Mutisiopersea Phyllostemonodaphne  Sinosassafras
Aiouea Cinnamomum lteadaphne Nectandra Pleurothyrium Syndiclis
Alseodaphne Cinnamonum Kubitzkia Neocinnamomum Polyadenia Tetranthera
Aniba Cryptocarya Laurus Neolitsea Potameia Tylostemon
Apollonias Dehaasia Licana Notaphoehe Potoxylon Umbellulana
Aspidostemon Dicypeflium Lindera Nothaphoehe Povedadaphne Urbanodendron
Beilschmiedia Dodecadenia Litsea Ocotea Ravensara Williamodendron
Benzoin Endiandra Machilus Oreodaphne Rhaodostemonodaphne

Camphora Endlicheria IMalapoenna Parasassafras Sassafras

Caryodaphnopsis Eusideroxylon Mezilaurus Parthenoxylon Schavera

Cassytha Gamanthera Misanteca Persea Sextonia

Chlorocardium Hufelandia Mocinnodaphne Phoebe Sinopora

Slika 1. Rodovi porodice Lauraceae (www.theplantlist.org).

Vecina biljaka iz porodice lovora su aromaticne biljke koje imaju etericno ulje lokalizirano u
raznim dijelovima biljke: list (lovor, ravensara), kora i gran€ice (cimet), drvo (ruza drvo) i
plodovi (licea) (Markovi¢, 2005).

Upravo zbog tih eteri¢nih ulja te brojnih korisnih svojstava i prirodnih produkata, biljke ove
porodice su od velikog ekonomskog znacaja. Tako covjek iskoristava plod avokada (Persea
americana) u prehrambene svrhe, cimet (Cinnamomum spp.) kao zacinsku biljku, kamfor u
kozmetologiji te lovor (Laurus nobilis L.), ¢iji su osuseni listovi omiljeni zacin, a eteri¢na ulja
iz listova primjenjuju se u aromaterapiji, kozmetici i prehrambenoj industriji. Brojne
mediteranske zemlje poput Gréke i Spanjolske razvile su snaznu gospodarsku granu izvozom

lovora i lovorovog ulja upravo zbog njegova blagotvornog utjecaja na zdravlje.



1.1.2. Rod Laurus L. (lovori)

Vrste roda Laurus L. su drvenaste, vazdazelene biljke koje rastu kao drveca ili grmovi.
Listovi su jednostavni, izmjeni¢no poredani, aromati¢ni zbog prisutnih zlijjezda s eteri¢nim
uljem. Biljke su dvodomne, a cvjetovi aktinomorfni, jednospolni, s Cetiri pri dnu medusobno
sraslih listi¢a perigona, 8-12 prasnika poredanih po Cetiri u dva ili tri kruga i jednim tuckom.
Prasnice se otvaraju s dva zaklopca prema unutrasnjosti cvijeta. Pri osnovici svih ili vecine
prasnika nalaze se po dvije zlijezde koje izlu¢uju nektar (medonosna vrsta). Plodnica tucka je
nadrasla, jednopretincana, s jednim sjemenim zametkom. Plod je jednosjemena kuglasta boba,
promjera 1-1,5 cm, koja dozrijeva u kasnu jesen (Grdini¢ i Kremer, 2009).

Rod obuhvaca dvije vazdazelene vrste, od kojih je Laurus azorica (Seub.) Franco
rasprostranjena na Azorima, Kanarskom oto¢ju, Madeiri te u Maroku, a Laurus nobilis L. u

Francuskoj, na Pirinejskom, Apeninskom i Balkanskom poluotoku, u Turskoj te na Kavkazu.

1.1.3. Vrsta Laurus nobilis L. (lovor, pravi lovor, lovorika)

Lovor je drvenasta mediteranska kultura s prirodnim populacijama u primorskom podrucju
Hrvatske i zemljama oko Sredozemnog mora. Podrijetlo lovora je Mala Azija, a raste i u
Juznoj Americi (Pahlow, 1999). U Hrvatskoj je rasprostranjen u Istri, Hrvatskom primorju i
Dalmaciji, a najbujnije se razvija na obroncima Ucke, uz gradove poput Opatije i Lovrana
koji duguje svoje ime upravo toj biljci. Raste u priobalju ili na otocima, i to pojedina¢no, tako
da tvori malene sume, ili u skupinama s ostalim vazdazelenim biljem, posebice u listopadnim
hrastovim Sumama.

Naziv biljke potjece od latinskih rije¢i laudare — Sto znaci hvaliti, uzdizati, i nobilis — $to
znaci plemenit (Kustrak, 2005).

Prvi zapisi o pronalasku i uporabi lovora datiraju jo$ iz anti¢kih vremena Grcke i Rima kada
se lovorov vijenac darivao pobjednicima Olimpijskih igara umjesto zlatnih medalja. Rimska
kultura je lovor prigrlila kao simbol pobjede, a grane lovora i danas se nalaze na grbu
Republike Greke.



Slika 2. Laurus nobilis L. (http://herbaria.plants.ox.ac.uk).

Lovor je viSegodi$nji, vazdazeleni mediteranski grm ili srednje visoko stablo (10-15 m) s
prsnim promjerom debla do 60 cm. U mladosti je kora debela, glatka i siva, a kasnije hrapava
1 crna. Listovi su zavojito rasporedeni, naizmjeni¢ni, na kratkoj peteljci, jednostavni, bez
palistica, elipti¢ni do duguljasti ili duguljasto sulicasti, Siljata ili usiljena vrha, cijela i ¢esto
valovita ruba, dugi 7-12 cm, Siroki 2,5-4,5 cm, koZasti, s gornje strani tamnozeleni i sjajni, s
donje strane zeleni bez sjaja, goli i vrlo aromati¢ni (Grdini¢ i Kremer, 2009).

U mezofilu lista lokalizirano je eteri¢no ulje u posebnim stanicama — uljenicama. Okus listova
je pomalo opor, gorak i ljut, a miris jak i ugodan (Kustrak, 2005).

Cvjetovi su jednospolni (a biljke dvodomne: muski i Zenski cvjetovi razvijaju se na razli¢itim
stablima), sitni, zu¢kastobijeli, Siroki oko 1 cm, s Cetiri listica perigona koji su pri dnu srasli,
skupljeni u postrane pastitaste cvatove, a razvijaju se od ozujka do svibnja. Muski cvjetovi
imaju 8-12 prasnika rasporedenih po Cetiri u dva ili tri kruga, a prasnice se otvaraju s dva
zaklopca prema unutraSnjosti cvijeta. Pri osnovici svih ili vecine prasnika nalaze se po dvije
zlijezde koje izlu¢uju nektar. U Zenskim cvjetovima je jedan tucak i 2-4 zakrzljala prasnika. Iz
zenskog se cvijeta razvija plod koji je tamnoplava, jednosjemena, jajolika koStunica promjera
1-1,5 cm koja dozrijeva u kasnu jesen. Mesnati dio ploda sadrzi eteri¢no ulje. Biljka najbolje
raste na svjezim humusno-karbonatnim tlima, ali uspijeva i na suhim tlima i prilicno je
osjetljiva na niske temperature. Listovi se beru u kasnu jesen, suSe u hladu u tankom sloju, u

prozracnom i toplom prostoru oko mjesec dana (Grdini¢ i Kremer, 2009).


http://herbaria.plants.ox.ac.uk/

Kemijski sastav

List lovora sadrzi 1-3% eteri¢nog ulja koje je bogato monoterpenolima (do 15% linalola, do
5% a-terpinola), oksidima (do 45% 1,8-cineola) te malom koli¢inom vrlo aktivnih
seskviterpenskih laktona (do 2% kostunolida, artemorin).

Osim eteri¢nih ulja, sadrze 1 dosta trjeslovina te nesto gorkih tvari.

Plod sadrzi 1% etericnog ulja, 30-40% masnih ulja te Secera i Skroba (Kustrak, 2005;
Markovi¢, 2005).

Tablica 1. Kemijski sastav i sadrzaj lovorova eteri¢nog ulja (Kustrak, 2005).

KEMHSKI‘ SASTAV I SADRZA] LOVOROVA ETERICNOG ULJA — LAURI FOLII AETHEROLEUM

Glavne nalazi$ta
e Opatija Rijeka (Pulac) otok Krk (Kras)
a-pinen 3,6 3,8 4,7
sabinen 8,7 10,2 10,7
1,8-cineol 32,8 30,9 33,6
linalol 7,3 8,8 4,7
terpinen-4-ol 3,5 57 4,6
B-kariofilen 1,6 2.9 0,7
a-terpineol 3,5 4,6 3,7
a-terpinilacetat 10,2 8,6 9,1
metil-eugenol 4,8 5,6 8,8
eugenol 34 3,9 2,8
e

FarmakoloSko djelovanje i upotreba lista lovora

Lovor je multifunkcionalna biljka. Koristi se u pu¢koj medicini i veterinarstvu. Caj od listova
lovora se koristio za grgljanje kod angine, kao oblog kod nagnjecenja ili Cireva, ali 1 protiv
gréeva u probavnim organima, muénine u Zelucu te gubitku apetita (anoreksija). Svojedobno
se Caj preporucivao i protiv bronhitisa, hunjavice i gripe, ali danas se pripravci lista lovora za
unutarnju upotrebu rijetko koriste. Kao kupka djeluje vrlo opustajuée i antireumatski. Iscrpina
od narezanih listova u alkoholu upotrebljava se kod istegnuca tetiva, uganuca i reume.
Osuseni list lovora poznat je i cijenjen zacin. On se koristi u kulinarstvu za razna jela jer
njegov izrazito aromatic¢an, ljut, jak i gorak okus djeluje kao digestiv ili stomahik. U
Dalmaciji listove koriste kod konzerviranja i pakiranja suhog voca, naroCito smokava, a
ujedno je 1 repelent. U nekim zemljama se susi meso u dimu od lovorovih grancica, a moZze se

upotrebljavati i za proizvodnju alkoholnih pi¢a (Kustrak, 2005).



FarmakoloSko djelovanje i upotreba eteri¢nog ulja lista lovora

Lauri folii aetheroleum — eteri¢no ulje se dobiva ekstrakcijom iz listova lovora. Lovorov list
sadrzi prosje¢no od 1 do 3% eteri¢nog ulja. Glavni sastojak eteri¢nog ulja je cineol, a osim
toga sadrzi trjeslovine i gorke tvari. Dokazano je djelovanje eteri¢énog ulja kod prehlada, upale
krajnika i kod razli¢itih viroza. Umjereno je aktivno protiv bakterija, ima baktericidno i
antisepticko djelovanje, ali vrlo je aktivno protiv gljivica, narocito vrsta roda Candida.
Ujedno je i jak ekspektorans, analgetik i spazmolitik. Primjenjuje se dermalno za masazu u
aromaterapiji, protiv koznih osipa, za masnu kozu i akne, protiv boli u misi¢ima i zglobovima,
kod reumatoidnog artritisa, lokalno kod afti i inhalacijski kod virusne infekcije diSnog
sustava. No, valja biti oprezan jer zbog visokog sadrzaja seskviterpenskih laktona kod
preosjetljivih osoba moze izazvati alergijski dermatitis. U farmaceutskoj se industriji koristi u

izradi sapuna, krema, losiona, parfema pa ¢ak i detergenata (Kustrak, 2005).

1.2. Pregled istrazivanja vrste Laurus nobilis L.

Iako je lovor biljka koja ve¢im dijelom sluzi kao zacin u kulinarstvu, proveden je znacajan broj
znanstvenih istrazivanja o njegovoj mogucoj uporabi u obliku farmaceutskih pripravaka, i1 to
prije svega zahvaljujué¢i antioksidativnim svojstvima flavonoidnih spojeva.

U najnovijoj studiji, istrazen je ucinak vrste Laurus nobilis L. i njegovih izoliranih flavonoida i
glikozida na lipidni profil lokalnog irackog zenskog kunica. Rezultati su pokazali da su oralnom
primjenom snizene razine TC, TG, LDL-C i VLDL-C, u usporedbi s kontrolnom skupinom, te
je stoga list lovora korisno sredstvo u tretiranju hiperlipidemije (AL-Samarrai i sur., 2017).

U Brazilu je ispitana antifungalna aktivnost etericnog ulja iz listova lovora na kulturi
Cryptococcus neoformans. Kemijski sastav ulja analiziran je plinskom kromatografijom
spregnutom s masenom spektroskopijom (GC-MS), a minimalna inhibitorna koncentracija
(MIC) 1 minimalna fungicidna koncentracija (MFC) odredene su tehnikom mikrorazrjedenja
bujona. MIC1q eteri¢nog ulja bio je 256 pg/mL, a MFCso 1024 g/mL te je dokazan antifungalni
ucinak eteri¢nog ulja in vitro protiv Cryptococcus neoformans (Pinheiro i sur., 2017).

Nadalje, provedena je kemijska karakterizacija samonikle sorte lovora i one iz uzgoja te se
usporedivao fenolni profil, nutritivna vrijednost i antioksidativna aktivnost. Istrazivanje je
pokazalo da je divlji lovor bolji s obzirom na nutritivne vrijednosti, ali uzgojeni tip lovora

pokazao je vece vrijednosti fenolnog profila i antioksidativne aktivnosti (Dias i sur., 2014).



Skupina talijanskih znanstvenika 2014. godine istrazivala je neuroprotektivni potencijal
antioksidativnog, polifenolima obogaéenog ekstrakta lovorovog lista. Kako je bilo
pretpostavljeno da je oksidativni stres vazan faktor u razvoju Alzheimerove bolesti, pocelo se
razmatrati biljne droge s antioksidativnim svojstvima kao alternativan i valjani pristup lijecCenju
neurodegenerativnih bolesti (Pacifico i sur., 2014).

Kako su fenolni spojevi lovora u najve¢oj mjeri odgovorni za blagotvorno djelovanje protiv
gastrointestinalnih tegoba, nadutosti i sl., provedena je ultrazvucna ekstrakcija fenolnih spojeva
uz promjenu razlicitih eksperimentalnih uvjeta. Potom je prouceno u kojim je uvjetima najbolja
ekstrakcija fenolnih spojeva te su promatrana njihova antioksidativna svojstva. Najbolji uvjeti
ekstrakcije: 1 g biljnog uzorka, 12 mL 35% etanola, 40 min ultrazvuéne ekstrakcije (Muniz-
Marquez i sur., 2013).

U Jordanu se u narodnoj medicini Kkoristio lovor kao antidijaroik, no, kako je danas potrebna
znanstvena validacija biljke za odredenu primjenu, provedeno je istrazivanje antidijaroicke
aktivnosti lovora kod Stakora. Dokazana je prisutnost flavonoida, alkaloida i tanina u ekstraktu
lista lovora te potvrdeno inhibitorno djelovanje ekstrakta na dijareju izazvanu uljem ricinusa.
Djeluje na nacin da inhibira crijevnu tranziciju ugljena i uzrokuje znaajnu, o dozi ovisnu,
relaksaciju glatkih miSi¢a crijeva Stakora. Tim je radom potvrdena opravdana uporaba lovora
kod razli¢itih gastrointestinalnih tegoba, posebice dijareje (Qnais i sur., 2012).

Takoder je provedeno in Vitro istrazivanje o utjecaju lovora na inhibiciju rasta stanica
kolorektalnog tumora. Potvrdena je in vitro bioaktivnost koja bi mogla imati relevantnu
protektivnu ulogu u ranoj fazi kolorektalnog tumora (Bennett i sur., 2013).

U istrazivanju provedenom 2008. godine potvrdeno je antibakterijsko djelovanje dvaju
flavonoida (razli¢itih kemferol-ramnozida), izoliranih iz ekstrakta lista lovora, i to protiv
meticilin rezistentniih sojeva Staphylococcus aureus (MRSA) i vankomicin rezistetnih
enterokoka (VRE) (Otsuka i sur., 2008).

U iranskoj tradicionalnoj medicini koristi se eteri€no ulje iz listova lovora kao antiepileptik.
Godine 2002. provedeno je istrazivanje antikonvulzijske aktivnosti lovora protiv
eksperimentalnih napadaja. Etericno ulje je Stitilo miSa od tonickih konvulzija induciranih
maksimalnim elektroSokom, a posebno pentilentetrazolom. Komponente koje se smatraju
odgovornima za takav uc¢inak su metileugenol, eugenol 1 pinen koji su prisutni u etericnom ulju

(Sayyah i sur., 2002).
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1.3. Bioloski aktivne tvari vrste Laurus nobilis L.

1.3.1. Polifenoli
1.3.1.1. Struktura i znacajke

Polifenoli ¢ine jednu od najbrojnijih i najraspostranjenijih skupina tvari u biljnom carstvu, s
vise od 8000 trenutno poznatih fenolnih struktura (Bravo, 1998). Produkti su sekundarnog
metabolizma biljaka 1 obi¢no su ukljuc¢eni u obranu od ultraljubiastog zracenja ili napada
patogena. Premda se radi o vrlo heterogenoj skupini spojeva, gledano s kemijskog stajalista
osnovno obiljezje svih polifenola je prisutnost jednog ili vise hidroksiliranih benzenskih
prstenova (Manach i sur.,2004; Berend i Grabari¢, 2008).

Polifenoli su podijeljeni u nekoliko skupina prema broju fenolnih prstenova koje sadrze i
strukturnim elementima koji te prstenove povezuju. Glavne skupine polifenola su: flavonoidi,
fenolne kiseline, fenolni alkoholi, stilbeni 1 lignani. Flavonoidi dijele zajednicki ugljikov
kostur difenil propana, dva benzenska prstena (A i B) povezanih propanskim lancem koji
moze formirati zatvoren piranski prsten (C) s jednim od benzenskih prstenova. Fenolne
kiseline mogu se podijeliti u dvije skupine: derivati hidroksibenzojeve i hidroksicimetne
kiseline. Tirosol i hidroksitirosol su glavni fenolni alkoholi koji su prvenstveno sadrzani u
ekstradjevicanskom maslinovom ulju. Stilbeni su nadeni u hrani u malim koli¢inama, a
glavni predstavnik je resveratrol. Lignani su produkti oksidativne dimerizacije dvije
fenilpropanske jedinice (D'Archivio i sur., 2007).

Polifenoli nastaju iz dva glavna biosintetska puta: put Sikiminske kiseline 1 acetatni put
(acilpolimalonatni put). Sikiminska kiselina klju¢na je supstancija u onom u kojem nastaju
aromatski prirodni spojevi. Univerzalni je prekursor u biosintezi aromatskih aminokiselina u
mikroorganizmima (bakterijama, gljivicama) 1 viS§im biljkama, ali ne i u Zivotinjskim
organizmima (Vladimir-Knezevié¢, 2008; Bravo, 1998).

Prirodni polifenoli primarno dolaze u konjugiranom obliku, s jednom ili viSe Secernih jedinica
vezanih na hidroksilnu skupinu (premda postoje 1 oblici u kojima su Secerne jedinice izravno
vezane na aromatski ugljikov atom). Vezani Seceri mogu biti monosaharidi, disaharidi ili ¢ak
oligosaharidi. Najcesca Secerna komponenta je glukoza, iako su nadene i galaktoza, ramnoza,
ksiloza 1 arabinoza, te glukuronska i1 galakturonska kiselina. Moguce su 1 konjugacije

su i konjugacije s drugim fenolnim spojevima (Bravo, 1998).

11



R R,
1]
R, Ra 0
0H
Ry OH
Ay=R;=R=10H: Gallic acid Ry=0H: Coumaric acd
Ry=R;=0H, Ry=0H: Profocatechuic acd R=R=0H: Caffisic acd
Stilbenes Lignans
HO
mﬂl}ﬁ/\f -
- s
— 0H HO CHOH
HO
Resveraiol |___th
e OCH,
0H
Phienalic alcohoks
o
R
R,
Ry =0H, B3 T
m:&:ﬂfﬂ yhyrosal

Slika 3. Podjela polifenola na temelju njihovih kemijskih struktura (D'Archivio i sur., 2007).

1.3.1.2. Rasprostranjenost

Polifenoli su glavni antioksidansi u naSoj prehrani. Ukupni dnevni unos hranom doseze 1
gram, $to je mnogo viSe od unosa ostalih poznatih antioksidansa. Na primjer, ta koli¢ina je 10
puta veca od unosa vitamina C i 100 puta veca od unosa vitamina E i karotenoida. Glavni

prehrambeni izvori polifenola su voce 1 pi¢a dobivena od biljaka, poput voénih sokova, Caja,
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kave i crnog vina. Povrée, Zitarice, ¢okolada i suhe mahunarke takoder pridonose ukupnom
unosu polifenola (Scalbert i sur., 2005).

S obzirom na to da su u veéini namirnica smjese polifenola kompleksne, za mnoge biljne
produkte je sastav polifenola slabo poznat, a faktori koji utjeCu na njhov sastav su brojni.
Okolisni faktori imaju mozda najveéi utjecaj, a mogu biti pedoklimatski (tip tla, izlozenost
suncevoj svjetlosti, koli¢ina padalina) ili agronomski (uzgoj u stakleniku ili na otvorenom,
ukupni urod po jednoj biljci 1 dr.). SkladiStenje utjeCe na sastav polifenola koji su podlozni
oksidaciji. Reakcije oksidacije dovode do nastanka jedne ili viSe polimernih molekula, Sto
dovodi do promjena u kakvoc¢i namirnice, posebice u boji i organoleptickim svojstvima.Takve
promjene mogu biti pozeljne, kao $to je slucaj kod crnog Caja, ili nepozeljne, kao smeda boja
narezanog voca. Priprema hrane takoder ima znaCajan utjecaj na sadrzaj polifenola u
namirnicama. Na primjer, guljenje voca i povréa moze ukloniti znatnu koli¢inu polifenola jer
su u visim koncentracijama prisutni u vanjskim dijelovima vocéa i povréa u odnosu na
unutarnje. Termicka obrada takoder ima velik utjecaj pa tako luk i raj¢ice gube izmedu 75% i
85% pocetnog sadrzaja kvercetina nakon 15 min kljucanja, 65% nakon kuhanja u mikrovalnoj
pecnici, 1 30% nakon przZenja. Zbog toga je pozeljno kuhanje povréa na pari (Manach 1

sur.,2004).

1.3.1.3. Bioloski ucinci

Do sredine 1990-ih godina, najvise proucavani antioksidansi bili su antioksidativni vitamini,
karotenoidi 1 minerali. IstraZivanja na flavonoidima 1 ostalim polifenolima, njihovim
antioksidativnim svojstvima i prevenciji bolesti pocela su nakon 1995. godine. Glavni razlog
koji je odgadao provedbu istrazivanja bila je velika raznolikost i slozenost kemijskih
struktura.

Pozitivna djelovanja polifenola navedena u znanstvenim istraZivanjima obuhvacaju:
antiinflamatorno, antimikrobno, antifungalno, diureticko, antihepatotoksi¢no,
antihipertenzivno,  antiaritmi¢no,  antikoaguliraju¢e, spazmoliticko,  kardiotonic¢no,
antialergijsko, antiulkusno, analgetsko, antimalarijsko, hipoglikemijsko i antioksidativno
djelovanje (Petrik, 2008).

Trenutni dokazi pokazuju doprinos polifenola u prevenciji kardiovaskularnih bolesti, raka i
osteoporoze te sugeriraju njihovu ulogu u prevenciji neurodegenerativnih bolesti i dijabetesa.
Vecdina tih dokaza je proizasla iz in vitro studija i eksperimenata na zivotinjama koji su ¢esto
provodeni s puno viS§im dozama od onih kojima su ljudi izloZeni prehranom. Ocito je da

polifenoli poboljSavaju status razliitih biomarkera oksidativnog stresa. No, postoji jos uvijek
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mnogo nesigurnosti vezano uz znacaj tih biomarkera kao prediktora bolesti i prikladnosti
koriStenih metoda. Epidemioloske studije jasno potvrduju zastitne ucinke konzumiranja
polifenola protiv kardiovaskularnih bolesti. Za razliku od toga, dokazi o protektivnom
djelovanju polifenola protiv raka, neurodegenerativnih bolesti i pogorSanja funkcije mozga
jo$ uvijek proizlaze veé¢im dijelom iz pokusa na Zivotinjama te in vitro eksperimenata
(Scalbert i sur., 2005).

Prehrambeni polifenoli mogu iskazivati sinergisticka djelovanja. Sinergija je pojam Koji
opisuje uzajamno komplementarno djelovanje dviju komponenata ¢iji je zajednicki ucinak
veéi od zbroja uinaka pojedinih sastavnica. Sinergisticki u¢inak primijeéen je kod unosa
kvercetina i katehina u smanjivanju daljnjeg zgrusavanja, $to ukazuje na to da su polifenoli
uc¢inkovitiji u kombinaciji (Shivashankara 1 Acharya, 2010). Upravo zbog toga je raznovrsna
prehrana koja ukljucuje raznoliko voce i povrée najbolji nacin unosa velikog raspona
polifenolnih spojeva koji mogu onda djelovati individualno ili sinergisticki, djelujuci jo$

ucinkovitije na nase zdravlje.

1.3.2. Trjeslovine ili tanini

1.3.2.1. Struktura i znacajke

Trjeslovine su skupina fenolnih spojeva koji su znacajan produkt sekundarnog metabolizma
biljaka. Ime im potjee iz 1796. kada je opisana njihova sposobnost da reagiraju sa
zivotinjskom kozom pri njenoj obradi (,,tanning*). Karakteristike koje razlikuju trjeslovine od
ostalih vrsta biljnih polifenola nacelno su: vezivanje na proteine, baze, pigmente, velike
molekule 1 metalne ione, antioksidativno djelovanje i drugo. Te se znacajke koriste za njihovo
kvalitativno 1 kvantitativno razlikovanje pri analizi polifenola. Postoje razliiti pristupi
kategorizaciji trjeslovina. Jednu od podjela prikazuje Slika 4. Trjeslovine su prvotno
podijeljene u dvije grupe, prema polifenolnim skupinama u svojim molekulama, na
trjeslovine tipa pirogalola i trjeslovine tipa katehola (katehina). Razvojem kemije trjeslovina,
doslo je do preimenovanja tih dviju grupa (Okuda i Ito, 2011; Kalodera, 2010; Zhang 1 Lin,
2008; Rangari, 2007) u sljedece skupine:

o trjeslovine koje hidroliziraju (galotanini i elagtanini);
e kondenzirane trjeslovine (katehinske trjeslovine):

Izolacija bioaktivnih stilbenoida i raznih oligomera rezveratrola, kao i florotanina iz smedih

algi, prosirila je skupinu trjeslovina i povezanih polifenola i na navedene grupe spojeva.
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Zbog cestih nemoguénosti provjera strukture trjeslovina opisanih u istrazivanjima, a $to je
neophodno za karakterizaciju bioloskih i farmakoloskih svojstava nekog spoja, doslo je do
uvodenja dodatne kategorizacije trjeslovina 1 povezanih polifenola u dvije grupe: tip A (s

konstantnom strukturom) i tip B (s promjenjivom strukturom) (Okuda i Ito, 2011).
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Slika 4. Podjela trjeslovina (Ascacio-Valdés i sur., 2011).

Trjeslovine koje hidroliziraju

Kao §to samo ime kaze, trjeslovine koje hidroliziraju su spojevi topljivi u vodi djelovanjem
mineralnih kiselina ili enzima kao §to je tanaza. Njihova strukutra sadrZzi nekoliko molekula
fenolnih kiselina, kao $to su galna, heksahidrodifenolna ili elagna kiselina, povezanih esterskim
vezama na srediSnju molekulu Secera, najesée glukoze. Ovisno o fenolnim kiselinama nastalim
nakon hidrolize, dalje se dijele na galotanine (sastavljene od galne kiseline) ili elagtanine (sadrze
heksahidrodifenolnu kiselinu koja nakon intraesterifikacije daje elagnu kiselinu) (Vladimir-
Knezevi¢, 2008; Rangari, 2007).
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Kondenzirane trjeslovine

Kondenzirane trjeslovine, za razliku od prethodne grupe, nece hidrolizirati na jednostavnije
molekule djelovanjem mineralnih Kkiselina ili enzima. Ponekad se za njih Kkoristi naziv
proantocijanidini. Strukturno su to polimerni flavonoidi koji mogu imati i preko 50 jedinica (a
rijetko su oligomerne strukture). Flavonoidi su raznolika skupina metabolita temeljena na
heterocikli¢noj prstenastoj bazi nastaloj od fenilalanina u poliketidnoj biosintezi. U trjeslovinama
najée$¢e nalazimo katehin i epikatehin koji su flavan-3-oli, dok su leukoantocijanidini flavan-
3,4-diolne strukture. Ti su polifenoli Cesto dalje povezani na ugljikohidrate ili proteine kako bi
tvorili jo§ sloZenije trjeslovine (Rangari, 2007). Iako se naziv kondenzirane trjeslovine i dalje
koristi za opisivanje tih polifenola, kemijski pojam koji ih bolje oznacava, ,,proantocijanidini‘,
polako se usvaja. Proantocijanidini su spojevi koji daju antocijanidinske pigmente nakon
oksidativnog cijepanja (ne hidrolize!) u vru¢em alkoholu. Kada se na njih djeluje Kiselinama ili
enzimima, obi¢no polimeriziraju, dajuéi netopljive crvene produkte poznate pod imenom

flobafeni (npr. kod kininovca) (Hagerman, 2002).

1.3.2.2. Rasprostranjenost

Trjeslovine ili tanini Siroko su rasprostranjeni u biljnom svijetu. Najpoznatije porodice od kojih
sve vrste sadrze trjeslovine jesu: od dvosupnica Aceraceae, Actinidiaceae, Anacardiaceae,
Bixaceae, Burseraceae, Combretaceae, Dipterocarpaceae, Ericaceae, te Najadaceae i Typhaceae
od jednosupnica (Mole, 1993). Vrste porodica Brassicaceae (syn. Cruciferae) i Papaveraceae ne
sadrze trjeslovine (Rangari, 2007).

Trjeslovine su neravnomjerno rasporedene u biljci, pri ¢emu ih najviSe sadrzi kora stabljike,
zatim kora korijena, ksilemski dijelovi, listovi, i kona¢no, plodovi. Trjeslovinama su najbogatije
patoloske tvorevine, Gallae ili sisarke (Siske). Radi se o patoloskim izraslinama na listu azijskog
hrasta 1 na listovima ruja koje su nastale razvojem li¢inke ose (azijski hrast) ili jedne vrste biljnih
usi (kineski ruj), a mogu sadrzavati do 75% trjeslovina. Razvija se larva, a biljka zbog podrazaja
stvara trjeslovine. S obzirom na starost pojedinih biljnih organa, utvrdeno je da se trjeslovine
javljaju u vec¢oj koli¢ini u mladim dijelovima biljke (lisnim pupoljcima, mladim listovima i
cvjetovima), §to se objasnjava time da biljka gomila trjeslovine u onim dijelovima koji su joj
najvrjedniji.

Koli¢ina tanina u biljci varira ovisno o razli¢itim okoliSnim i sezonskim ¢imbenicima. Susa,
visoka temperatura, velika izloZenost svjetlu i slaba kvaliteta zemlje stvaraju uvjete koji

pogoduju povecanom sadrzaju trjeslovina u biljci. Sezonska varijabilnost sadrzaja ovisi o fazi
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rasta biljke pa je tako sinteza tanina najintenzivnija u fazi cvatnje biljke, kada je smanjen njezin
rast, pa su tada brojni prekursori na raspolaganju za sintezu fenolnih spojeva (Kalodera, 2010;
Vladimir-Knezevi¢, 2008).

1.3.2.3. Bioloski ucinci

Fiziolosko znacenje trjeslovina prilicno je nejasno. Smatralo se da njihov gorak i trpak okus Stiti
biljku od StetoCina, Sto se kasnije pokazalo neto¢nim. Niti pretpostavka da su trjeslovine
pricuvne tvari nije se pokazala ispravnom jer se rijetko nalaze u biljnim dijelovima koji sluze kao
spremnici pricuvnih tvari. No, sa sigurnoS¢u se moze ustvrditi da u nekih biljaka trjeslovine
sudjeluju u izmjeni tvari stvaranjem redoks sustava. Naime, zahvaljuju¢i brojnim hidroksilnim
skupinama u strukturi, trjeslovine djeluju kao snazni antioksidansi, pri ¢emu one vece
molekulske mase djeluju kao ja¢i hvataci slobodnih radikala. Takoder je poznato da su
trjeslovine kelatori metala i da taloze proteine. Trjeslovine mogu same po sebi biti i djelatne
tvari, a moze ih se promatrati pratiocima drugih aktivnih tvari, pri ¢emu utjecu na terapijski
uc¢inak glavne aktivne komponente (Primorac, 2012; Hagerman, 2002).

Glavna upotreba trjeslovina povezana je s njihovim adstringentnim ucinkom. Djeluju protiv
dijareje 1 antisepticki, Stite¢i izloZzene membrane sluznice koagulacijom, stvarajuci
vodonepropusni sloj. Precipitirajuci proteine, trjeslovine djeluju antimikrobno i antifungalno.
Takoder, imaju hemostatsko djelovanje, i mogu djelovati kao antidoti kod nekih slucajeva
trovanja (teSkim metalima, crnom kavom 1 ve¢inom alkaloida). Interno se jo§ mogu koristiti 1
kod Zelucanog i crijevnog katara te hiperaciditetnog gastiritisa. U procesu cijeljenja rana,
opeklina, ozeblina 1 upala, trjeslovine pomaZzu stvaranjem zastitnog sloja preko ozlijedenog
tkiva, omogucavajuci da se ispod njega slobodno odvija cijeljenje. IstraZivanja su pokazala da
mnoge trjeslovine neutraliziraju slobodne radikale, a poznato je da su mnoge degenerativne
bolesti (rak, multipla skleroza, ateroskleroza, proces starenja) povezane s visokim
koncentracijama slobodnih radikala izmedu stanica. Takoder, odredeni tipovi trimernih
proantocijanidina mogu $tititi protiv bolesti urinarnog trakta. No, trjeslovine su raznoliki spojevi
s velikom varijacijom strukture i koncentracije u biljnom svijetu. Zbog toga su biomedicinska
istrazivanja pozitivnih i negativnih ucinaka na zdravlje pri povecanom unosu trjeslovina znatno
ograniena nedostatkom metoda za brzu karakterizaciju i standardizaciju (de Jesus 1 sur., 2012;

Kalodera, 2010; Zhang i Lin, 2008; Rangari, 2007).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Cilj ovog diplomskog rada je kvalitativna i kvantitativna analiza polifenola i trjeslovina vrste
Laurus nobilis L. (lovor) s podru¢ja Dalmacije — populacije Bra¢, Konavle, Korcula, Lastovo,

Miljet, Peljesac i Sipan.

Kvalitativna analiza polifenola i trjeslovina u ekstraktima listova lovora provedena je op¢im
reakcijama stvaranja obojenih produkata i taloga, a sadrzaj ukupnih polifenola i trjeslovina

odreden je spektofotometrijski.

Svrha kvalitativne i kvantitativne analize provedene u okviru ovoga diplomskog rada jest
doprinos znanstvenim istrazivanjima vrste Laurus nobilis L., a rezultati provedene studije
predstavljaju osnovu daljnjih istrazivanja bioloske aktivnosti i fitoterapijskog potencijala

pripravaka vrste Laurus nobilis L. s podru¢ja Dalmacije.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Biljni materijal

Biljni je materijal prikupljen tijekom rujna 2014. godine na sedam lokaliteta s podrucja

Dalmacije, a to su: Bra¢, Konavle, Korcula, Lastovo, Mljet, PeljeSac 1 otok Sipan.

Identifikacija biljnog materijala provedena je u Farmaceutskom botanickom vrtu ,,Fran

Kusan“ Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (prema: Domac, 1994).

Analizirani su pulverizirani listovi lovora (Laurus nobilis L.).

Slika 5. Listovi lovora (http://herbaria.plants.ox.ac.uk).

3.2. Aparatura i kemikalije

Aparatura i pribor:

UV-Vis spektrofotometar Agilent 8453 E (Hewlett Packard, Njemacka)

kiveta za spektrofotometar

pipete, propipete, menzure, lijevci, ¢ase, kapalice, epruvete, satna stakla, filtar papir
odmjerne tikvice

povratna hladila

plamenik, tronozac, stalak za odjeljivanje, kleme
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Kemikalije:
¢ Folin-Ciocalteuov reagens (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
o formaldehid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e kazein (Merck, Darmstadt, Njemacka)
e kalijev hidroksid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e klorovodi¢na kiselina, konc. (Panreac Quimica S.A.V., Barcelona, Spanjolska)
e metanol (Carlo- Erba, Rodano, Italija)
e natrijev acetat trihidrat (Alkaloid, Skopje, Makedonija)
e natrijev karbonat dekahidrat (Poch, Gliwice, Poljska)
e octena kiselina, led. (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e olovov acetat (Kiedel-de Haén ag. Seelze- Hanover, Njemacka)
e Zelatina (Sigma, St. Louis)
e Zeljezov(Ill) klorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, Sjedinjene Americ¢ke DrZave)
e Zeljezov(Ill) amonijev sulfat (Alkaloid, Skopje, Makedonija)

e vanilin (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

3.3. Metode i postupci istrazivanja

3.3.1. Kvalitativna analiza trjeslovina
Dokazivanje trjeslovina kemijskim reakcijama stvaranja boje i taloga

Priprava ekstrakta

0,2 g pulveriziranog biljnog materijala ekstrahira se 10 minuta s 20 mL destilirane vode, u

tikvici s povratnim hladilom, u kipuéoj vodenoj kupelji. Ohladeni ekstrakt se profiltrira.

Opce reakcije
1. U 2 mL filtrata dodaju se 2 kapi 5%-tne otopine zeljezova(Ill) klorida.

2. U 2 mL filtrata dodaju se 2-3 kapi 1%-tne otopine Zeljezova(IIl) amonijeva sulfata.
3. U 5 mL filtrata doda se 0,5 mL 10%-tne otopine olovova acetata.
4. U 2 mL filtrata doda se 2 mL 1%-tne otopine Zelatine.

5. U 1 mL filtrata doda se 2 mL 1%-tne otopine vanilina u koncentriranoj klorovodi¢noj kiselini.
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Dokazivanje kondenziranih trjeslovina

U 3 mL ekstrakta dodaju se 2 kapi otopine formaldehida i 3 kapi 10%-tne klorovodi¢ne
kiseline. Sadrzaj se ugrije do vrenja, ohladi, te zatim profiltrira. Potom se filtar papir ispere s
1 mL tople vode. Dokaz kondenziranih trjeslovina predstavlja talog na filtar papiru koji je
netopljiv u toploj 5%-tnoj otopini kalijeva hidroksida.

Dokazivanije trjeslovina koje hidroliziraju

Filtratu koji se dobije u prethodnoj reakciji talozenja kondenziranih trjeslovina s
formaldehidom 1 klorovodi¢nom kiselinom, doda se 1 g natrijeva acetata trihidrata (bez
protresivanja epruvete), a zatim 1 mL 1%-tne otopine Zzeljezova(Ill) amonijeva sulfata. U

prisutnosti trjeslovina koje hidroliziraju, javlja se ljubicasti prsten na mjestu prikladnog pH.

3.3.2. Spektrofotometrijsko odredivanje polifenola i trjeslovina

Koli¢ina ukupnih flavonoida u nadzemnim dijelovima vrste Laurus nobilis L. odredena je
spektrofotometrijskom metodom prema Christu i Milleru (1960).

Fino ustinjeni nadzemni biljni dijelovi (0,25 g) ekstrahiraju se s 80 mL 30%-tnog metanola
u tikvici s povratnim hladilom, zagrijavanjem na kipucoj vodenoj kupelji oko 15 minuta.
Nakon hladenja, iscrpina je profiltrirana u odmjernu tikvicu od 100,0 mL te nadopunjena do
oznake 30%-tnim metanolom. 2,0 mL filtrata pomijeSano je s 8 mL destilirane vode i 10 mL
otopine natrijeva acetata (1,92 g natrijeva acetata trihidrata i 0,34 mL octene Kiseline
pomijesano je 1 nadopunjeno destiliranom vodom do 100,0 mL). Puferska otopina odrzava
stalnu pH-vrijednost medija (pH = 5), koja je optimalna za talozenje trjeslovina. Otopina
dobivena na opisani nacin oznacena je kao otopina 1. 10,0 mL otopine 1 muckano je s 50
mg kazeina na muckalici 45 minuta. Potom je otopina profiltrirana, a dobiveni je filtrat
predstavljao otopinu 2.

Po 1,0 mL otopine 1 i otopine 2 pomijes$ano je odvojeno u odmjernim tikvicama od 10,0 mL s
po 0,5 mL Folin-Ciocalteuova reagensa i nadopunjeno do oznake s 33%-tnom otopinom
natrijeva karbonata dekahidrata (Folin-Ciocalteuov fenolni reagens sadrzi natrijev volframat,
natrijev molibdat, destiliranu vodu, 85%-tnu fosfatnu kiselinu, 36%-tnu klorovodi¢nu
kiselinu, litijev sulfat i brom. Apsorbancije dobivenih plavih otopina izmjere se na 720 nm, uz

destiliranu vodu kao slijepi pokus. Vrijednost koju daje otopina 1 odgovara koli¢ini ukupnih
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polifenola, dok razlika vrijednosti dobivenih za otopinu 1 i otopinu 2 predstavlja koli¢inu
trjeslovina vezanih na kazein.

Za izraCunavanje koncentracije trjeslovina izraden je bazdarni pravac. U tu je svrhu 10 mg
tanina (Acidum tannicum) osuseno na 80°C i otopljeno u 100,0 mL destilirane vode (osnovna
otopina standarda). Radni standard pripremljen je mijeSanjem 5,0 mL osnovne otopine
standarda i 5,0 mL puferske otopine. Koncentracijski niz, dobiven razrjedivanjem volumena
od 0,2 do 1,2 mL radnog standardado 10,0 mL puferskom otopinom (Sto odgovara
koncentraciji trjeslovina od 0,001 do 0,006 mg/mL), daje linearni porast apsorbancije. Za
izmjerene vrijednosti apsorbancija otopine 1 i 2 odcitaju se pripadajuée koncentracije iz
bazdarnog dijagrama i izraze kao grami ukupnih polifenola, odnosno trjeslovina, na 100 g
droge (%).

Odnosno, za izrazavanje sadrzaja u gramima polifenola na 100 g droge (%), vrijedi izraz:

9 polifenola = A = 40A
0,025

A = izmjerena apsorbancija otopine 1, odnosno otopine 2

Razlika sadrzaja (%) ukupnih polifenola, koji je dobiven mjerenjem otopine 1, i sadrzaja

odredenog za otopinu 2, predstavlja sadrzaj (%) trjeslovina koje su istalozene kazeinom.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Rezultati kvalitativne analize trjeslovina

Rezultati op¢ih reakcija dokazivanja trjeslovina

1. Reakcija talozenja dodatkom Zeljezova(lll) klorida u vodeni ekstrakt droge

Dodatkom 5%-tne otopine zeljezova(Ill) klorida u vodeni ekstrakt droge nastalo je

zelenoplavo zamucenje.

2. Reakcija promjene boje dodatkom Zeljezova(lll) amonijeva sulfata u vodeni ekstrakt droge

Reakcijom trjeslovina sa Zzeljezovim(IIl) amonijevim sulfatom nastalo je vrlo intezivno

zelenoplavo obojenje.

3. Reakcija promjene boje dodatkom olovova acetata u vodeni ekstrakt droge

Reakcijom trjeslovina s olovovim acetatom nastalo je vrlo intezivno Zutozeleno obojenje.

4. Reakcija taloZenja dodatkom Zelatine u vodeni ekstrakt droge

Reakcijom trjeslovina sa Zelatinom nastalo je slabo blijedoZuto zamucenje.

5. Reakcija promjene boje dodatkom otopine vanilina u vodeni ekstrakt droge

Dodatkom 1%-tne otopine vanilina u koncentriranoj klorovodi¢noj kiselini u vodeni ekstrakt

droge nastalo je intezivno narancasto obojenje.
Intenzitet zamucenja/obojenja nije se znatno razlikovao izmedu ispitanih populacija lovora,

ali dalo se zamijetiti da je bio izrazeniji u uzorcima, redom, s Lastova, Korcule i PeljeSca, a

najslabiji u uzorcima iz populacija Konavle i Brac.
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Rezultati reakcije dokazivanja kondenziranih trjeslovina

Nakon dodatka formaldehida i 10%-tne klorovodi¢ne kiseline u vodeni ekstrakt droge, sadrzaj
se ugrije do vrenja te se potom ohladi i profiltrira. Filtar papir se ispere s 1 mL tople vode, a
kondenzirane trjeslovine dokazuju se talogom na filtar papiru koji je netopljiv u 5%-tnoj
otopini kalijeva hidroksida.

U reakciji sa svih sedam ekstrakata nastao je Zuckasti talog koji je bio netopljiv u 5%-tnoj

otopini kalijeva hidroksida, sto je dokaz prisutnosti kondenziranih trjeslovina.

Rezultati reakcije dokazivanja trjeslovina koje hidroliziraju

Filtratu iz reakcije za dokazivanje kondenziranih trjeslovina doda se 1 g natrijeva acetata
trihidrata bez protresivanja, a zatim 1 mL 1%-tne otopine zeljezova(Ill) amonijeva sultata.
Kod svih sedam ekstrakata dokazana je prisutnost trjeslovina koje hidroliziraju jer je nastao

vidljiv ljubiCasti prsten na mjestu prikladnog pH.

4.2. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih polifenola i

trjeslovina

Kvantitativna analiza ukupnih polifenola i trjeslovina u listovima lovora provedena je
spektrofotometrijskom metodom prema Schneideru. Metoda se temelji na reakciji
polifenolnih spojeva s Folin-Ciocalteuovim fenolnim reagensom (FCR), kojoj prethodi
taloZenje trjeslovina s kazeinom. Nakon dodatka FCR, izmjerene su apsorbancije dobivenih
plavih otopina na 720 nm, uz destiliranu vodu kao slijepu probu.

Koli¢ina ukupnih polifenola 1 trjeslovina odredena je pomocu prethodno dobivenog
bazdarnog pravca, na osnovi izmjerenih apsorbancija analiziranih poredbenih otopina
taninske kiseline propisanih koncentracija.

Za izmjerene vrijednosti apsorbancija otopine 1 i otopine 2 izraunaju se koncentracije
analiziranih polifenolnih tvari i izraze kao grami ukupnih polifenola, odnosno trjeslovina, na

100 g droge (%), pri ¢emu vrijedi izraz:

o6 polifenola = A 40A
0,025

A = izmjerena apsorbancija otopine 1, odnosno otopine 2
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Napravljena je jedna ekstrakcija droge za svaku populaciju te su uzeta tri uzorka za
spektrofotometrijsko odredivanje polifenola i trjeslovina. Za svaki od uzoraka tri je puta

izvrSeno mjerenje apsorbancija.

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih polifenola i trjeslovina prikazani su u
Tablicama 2 i 3.

Tablica 2. Sadrzaj ukupnih polifenola i trjeslovina u ekstraktima listova lovora s podru¢ja Dalmacije,

mjereno na 720 nm (metoda prema Schneideru).

Ulmpni polifenali Polifenoli nel\'ezani na Trjeslovine \'lezsne na Saﬂrz’a:i ukupnih Saﬂrialj [rjESll:l'\'iIl:IE

kazein kazein polifencla vezanih na kazein

Uzorak Arsina w:ﬁ:ﬂzu o| A= wu:::::t 2| araz ﬁjse::i:jta(ut. % nz]:::; =| = Srednja

otopine 1 sD otopine 2 =SD 1-ot.2) =SD sD vrijednost = SD

0,148 0,065 0,0830 5,92 3,32

1. Braé 0,148 0,148 =0 0,063 00643 =0,0012| 0,0830 |0.0837=x0,0012 592 592=0 3.32 3.35=0,03
0,148 0,063 0,0850 5,92 3,40
0,162 0,103 0.0570 6,48 2,28

1. Komavle 0,163 0,1382 =0,001% 0,102 0,1027 £ 0,0021| 00610 J0,0583 £0,0023) 6,32 644 =011 244 2,33 =009
0,158 0,101 00570 6,32 2,28
0,153 0,102 0,0810 7.72 3.64

3. Korcula 0,192 0,1543 £ 00032 2,101 0,102 = 0,001 00810 [0.0923 = 0,0023 7,68 7.77=0,13 3,64 3.69 =009
0,158 0,103 0.08350 7.92 3,80
0,24 0,119 0.1210 5.60 4,54

4, Lastovo 0,238 (0,2383 £0,0013 0,122 0,1207 = 0,0015| 0,1160 |0,1177 =0.0025 352 9,33 20,06 4,64 471=012
0,237 0,121 0.1160 548 4,64
0,174 0,055 0,070 6.96 3,00

5. Mljet 0,166 0. 1687 £ 0,0046 0,058 0,08987 = 00006 | 0,0680 | 0,07 =0.0044 | 6,64 675 =018 2,72 2.8+0.17
0,166 0,055 0.0670 6,64 2,68
0,157 0. 10% 0,0880 7.38 3,52

6. Paljeiac 0,197 0,1967 £ 0,0006 0,11 0,1087 = 0,0015| 0,0870 | 0,088 =0.001 | 7,88 T7.87=0,02 3,48 3.32=0,04
0,196 0,107 0,08590 7,84 3.36
0,166 0,096 0,07 6,64 2,80

'?.§4i.p:.n 0.161 0.1623 £ 0,0032 0,096 00857 £ 00006 0065 (0066700029 644 649 =013 2,60 2.67=012
0.16 0,095 0,065 640 2,60
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Tablica 3. Sadrzaj ukupnih polifenola i trjeslovina u ekstraktima listova lovora s podru¢ja Dalmacije,

mjereno na 760 nm (maksimum apsorpcije).

; ) ; Polifencli nevezani na | Trieslovine vezane na Sadriaj ukupnih Sadria] trjeslovina
Ukupni polifenoli B _ i _ )
kazein kazein polifencla vezanih na kazein
ATEONM _lSrEdnja ATE0nM 5 Srednja S_Irednja _SIrednja _SIrednja
Uzorak ) vrijednost otl ) vrijednost ot. 2| Al-A2 vrijednost % vrijednost % wvrijednost
otopine 1 otopine 2
3D 0] [ot. 1-ot 2 S0 S0
0,154 0,067 00870 6,16 3,48
0,154 0,1537 £ 0,0006 0,068 |0.0667=0,0015( 00860 | 0.087=0,001 | 6,16 6,15 = 0,02 344 348 =004
0,153 0,063 0. 0880 6,12 3.52
0,166 0,107 0,0590 6,64 2,36
0,166 0,1382 =0, 0015 0,105 |0.1053 =0,0015( 00610 [0,0383=0,0013 6,64 | 6552008 244 2,37 =0,06
0,162 0,104 00580 6,48 2,32
0.15% 0,103 00540 7.56 3,76
0,195 0,15883 = 0,0031 0,104 0,105 = 0,001 00910 |0,0933 = 0,0021 780 7.53=0,12 3.64 3.73=0,08
0,201 0,106 009350 3.04 3.50
0,246 0,122 0, 1240 o.54 455
0244 0.2443 = 0,0015 0,125 0,124 £0,0017 | 01190 (01205 =0,0032( 976 8. 77 =0,06 476 481013
0,243 0,125 0. 1130 0.72 472
0,178 0,103 0,0750 7.12 3.00
0,171 0,1733 = 0,004 0,102 |0.1023 =0,0006( 00690 [0.071=0,0035| 684 | 6532016 2,76 2,84 20,14
0,171 0,102 00680 6,534 2,76
0,202 0,112 0, 0500 8,08 3.60
0,201 0,201 = 0,001 0,113 |01117 £0,0013( 00880 [0.0883 =0.0012) 804 | 3042004 3.52 3.37=0,05
0.2 0,11 0, 0500 8,00 3.60
0,17 0,055 0,071 6,80 2,54
0,163 0.1663 £ 00,0032 0,099 0,099 =0 0,066 00673 £0,0032 660 | 663+013 2,64 2,69 =013
0,164 0,099 0,063 6,56 2,60

Najveci sadrzaj polifenola zabiljezen je u listovima lovora prikupljenima na otoku Lastovu
(Slika 6) i iznosio je 9,53+0,06% (720 nm) i 9,77+0,06% (760 nm), dok je najmanji sadrzaj
polifenola zabiljezen u uzorcima s otoka Braca (Slika 7), a iznosio je 5,92+0,00% (720 nm) i
5,15+0,02% (760 nm).

orbance (AU)
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Slika 6. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije ukupnih polifenola u ekstraktu listova lovora,

populacija Lastovo.
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Slika 7. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije ukupnih polifenola u ekstraktu listova lovora,

populacija Brac.

Najveci udio trjeslovina u ekstraktima listova lovora zabiljezen je za populaciju Lastovo
(Slika 8) i iznosio je 4,71+0,12% (720 nm) i 4,81+0,13% (760 nm), dok je najmanje trjeslovina
odredeno u uzorku Konavle (Slika 9): 2,33+ 0,09% (720 nm) te 2,37+0,06% (760 nm).

Slika 8. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije polifenola bez trjeslovina koje se taloze kazeinom

u ekstraktu listova lovora, populacija Lastovo.
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Slika 9. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije polifenola bez trjeslovina koje se taloze kazeinom
u ekstraktu listova lovora, populacija Konavle.
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5. ZAKLJUCCI

U okviru ovoga diplomskog rada provedena je djelomicna fitokemijska karakterizacija vrste
Laurus nobilis L. (lovor), koja je ukljucivala kvalitativnu i kvantitativnu analizu ukupnih
polifenola i trjeslovina iz listova lovora s podru¢ja Dalmacije (populacije Bra¢, Konavle,

Korcula, Lastovo, Mljet, Peljesac i §ipan).

Kvalitativna analiza trjeslovina provedena je opéim reakcijama talozenja i promjene boje te je
dokazana njihova prisutnost u svim ispitivanim biljnim ekstraktima. Kondenzirane trjeslovine
dokazane su reakcijom s formaldehidom i 10%-tnom klorovodi¢nom kiselinom, pojavom
taloga na filtar papiru, dok su trjeslovine koje hidroliziraju dokazane natrijevim acetatom i

zeljezovim(III) amonijevim sulfatom, pojavom ljubicastog prstena na mjestu prikladnog pH.

Kvantitativnom analizom odreden je sadrzaj ukupnih polifenola 1 trjeslovina u ispitanim
ekstraktima listova lovora primjenom spektrofotometrijske metode s Folin-Ciocalteuovim
fenolnim reagensom, kojoj prethodi talozenje trjeslovina s kazeinom. Najveci sadrzaj ukupnih
polifenola u analiziranim uzorcima iznosio je 9,53% (720 nm), odnosno 9,77% (760 nm),
zabiljeZen je za uzorke s otoka Lastova, dok je najmanji sadrzaj ukupnih polifenola iznosio
5,92% (720 nm), odnosno 5,15% (760 nm), a izmjeren je u uzorcima s otoka Braca.

Najve¢i udio trjeslovina u ekstraktima listova lovora zabiljezen je ponovo za populaciju
Lastovo i iznosio je 4,71% (720 nm), odnosno 4,81% (760 nm), dok je najmanji sadrZaj
trjeslovina odreden u uzorku populacije Konavle te je iznosio 2,33% (720 nm), odnosno

2,37% (760 nm).

Fitokemijska karakterizacija koja je provedena u okviru ovoga diplomskog rada predstavlja
doprinos znanstvenom istrazivanju bioloski aktivnih tvari roda Laurus te je potvrda
fitoterapijskog potencijala te biljne vrste s obzirom na analizirani sadrZaj bioaktivnih

polifenolnih tvari.
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7. SAZETAK/SUMMARY

U ovom je diplomskom radu provedena kvalitativna i kvantitativna analiza polifenola i
trjeslovina u listovima lovora vrste Laurus nobilis L. (Lauraceae) s podru¢ja Dalmacije
(populacije: Brag, Konavle, Koréula, Lastovo, Mljet, Peljesac i Sipan). Kvalitativna analiza
provedena je opéim reakcijama stvaranja obojenih produkata i/ili taloga, a kvantitativna
analiza ukupnih polifenola i trjeslovina provedena je spektrofotometrijskom metodom s Folin-
Ciocalteuovim fenolnim reagensom. Najveéi sadrzaj ukupnih polifenola bio je u uzorku s
otoka Lastova 9,53% (720 nm), odnosno 9,77% (760 nm), dok je najmanji udio polifenola
odreden je u uzorku s otoka Braca, a iznosio je 5,92% (720 nm), odnosno 5,15% (760 nm).
Najveci udio trjeslovina zabiljezen je u uzorku s otoka Lastova i iznosio je 4,71% (720 nm),
odnosno 4,81% (760 nm), a najmanji udio odreden je za populaciju Konavle 2,33% (720 nm)
I 2,37% (760 nm). Provedena fitokemijska karakterizacija predstavlja prilog znanstvenom
istrazivanju roda Laurus, pridonosi dosadaSnjim znanstvenim spoznajama o hrvatskim
populacijama lovora s obzirom na sadrzaj polifenolnih bioloski aktivnih tvari te upotpunjuje

dosadasnje spoznaje o fitoterapijskom potencijalu vrste Laurus nobilis L.
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In this graduate thesis, a qualitative and quantitative analysis of polyphenols and tannins in
leaves of Laurus nobilis L. (Lauraceae) from the region of Dalmatia (populations: Brac,
Konavle, Koréula, Lastovo, Mljet, Peljesac, Sipan) was carried out. Qualitative analysis was
carried out with general reactions of the formation of colored products and/or precipitates,
while quantitative analysis of total polyphenols and tannins was performed by a
spectrophotometric method with the Folin-Ciocalteu’s phenol reagent. The highest content of
total polyphenols was in the sample from the island of Lastovo: 9.53% (720 nm) and 9.77%
(760 nm), while the smallest amount of polyphenols was determined in the sample from the
island of Bra¢ and it was 5.92% (720 nm) and 5.15% (760 nm). The highest content of tannins
was recorded for the Lastovo population: 4.71% (720 nm) and 4.81% (760 nm), while the
smallest amount was determined in the sample from Konavle: 2.33% (720 nm) and 2.37%
(760 nm). This phytochemical characterization contributes to the scientific research of the
Laurus genus, contributes to the scientific knowledge of Croatian laurel populations with
regard to the content of polyphenolic biologically active substances and completes the current

understanding of the phytotherapeutic potential of Laurus nobilis L.
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