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1. UvOD

Lijecenje biljkama predstavlja jedan od najstarijih oblika tretiranja razli¢itih bolesti. Kroz
povijest su ljudi Sirom svijeta primjenjivali ljekovito bilje kao srediste umijeca lije¢enja. U 20.
stolje¢u dolazi do razvoja potpuno sintetiziranih lijekova, medutim, mnoge biljke i danas imaju
definirano mjesto u znanstvenoj farmaciji i medicini te se koriste u terapiji sirokog spektra
zdravstvenih tegoba i bolesti.

Fitoterapija predstavlja upotrebu pripravaka/lijekova biljnog podrijetla, bilo kao cjelovitih
biljaka, njihovih dijelova, sastojaka ili pripremljenih ekstrakata, u lije¢enju i prevenciji bolesti.
Ona ukljucuje proucavanje biljaka radi utvrdivanja njihova kemizma 1 ljekovitih svojstava te
mogucnosti njihove primjene u tretiranju razli¢itih zdravstvenih tegoba. Fitoterapija ima Siroku
primjenu iz viSe razliitih aspekata. Mnogi pripravci koji se koriste u homeopatiji
fitoterapeutskog su porijekla. Isto tako, ekstrakti biljaka koriste se u pripremi nekih
komercijalnih farmaceutskih proizvoda, kao i polusintetskih konvencionalnih lijekova koji svoj
sastav temelje na spojevima biljnog podrijetla. RazliCite biljne vrste kontinuirano se znanstveno
proucavaju s ciljem otkrivanja novih bioaktivnih spojeva i njihove potencijalne terapijske
primjene.

Odgovorna primjena fitoterapije znaci da su koriSteni pripravci standardizirani, $to znaci da
se uzgajaju, beru i obraduju na nacin koji producira pouzdanu 1 stabilnu dozu aktivnih sastojaka.
Mnogi proizvodaci redovito testiraju serije preparata kako bi potvrdili da su aktivni sastojci
prisutni 1 da postoje u odredenoj koncentraciji. Kvaliteta 1 sigurnost takoder su vazna pitanja u
fitoterapiji. Zbog nedostatka regulative biljnih preparata u mnogim zemljama, renomirani
proizvodaci moraju biti u mogucénosti potvrditi svoje proizvode sigurnima za upotrebu. Zato
danas fitoterapija, od dijela alternativne i konvencionalne medicine, postaje dijelom moderne,
znanstveno utemeljene medicine i vazan element terapije. Pri tome je vrlo vazno razumjeti
mehanizme djelovanja, prepoznati indikacije 1 kontraindikacije, moguce interakcije, kao 1 doze
koje su potrebne za postizanje Zeljenog djelovanja biljnih pripravaka.

Danas smo sve vise svjedoci suzivota suvremene medicine i fitoterapije. Rod Veronica
ukljucuje brojne vrste koje zaokupljaju pozornost znanstvenika kao slabo istrazeni potencijalni
izvori ljekovitih tvari. U okviru ovoga diplomskog rada provedena je kvalitativna analiza
polifenolnih tvari i kvantitativna analiza fenolnih kiselina iz nadzemnih dijelova odabranih
vrsta roda Veronica L. (Plantaginaceae), a u svrhu fitokemijske karakterizacije i spoznavanja

njihovog ljekovitog potencijala.



1.1. Botanicki podatci

1.1.1. Porodica Plantaginaceae (trpucevke)

Porodica Plantaginaceae spada u farmaceutski zna¢ajan red Scrophulariales, koji ukljucuje
jos neke vazne biljne porodice kao $to su Solanaceae i Scrophulariaceae. Prema nekim autorima
(npr. Engler), trpucevke se dovoljno razlikuju od ostalih porodica toga reda te ih oni podizu na
razinu reda Plantaginales (Juri$i¢ Grubesi¢, 2003).

Trpucevke su raznolika, kozmopolitska porodica koja se uglavnom javlja u zonama
umjerenog klimatskog pojasa (www.worldoffloweringplants.com). Radi se o jednogodisnjim
ili viSegodiSnjim (trajnim) zeljastim biljkama ili polugrmovima. Listovi su jednostavni i
nerazdijeljeni, rjede perasto urezani ili rascijepljeni, ve¢inom skupljeni u prizemnu rozetu.
Ponekad se nalaze na stabljikama i tada su nasuprotno ili naizmjeni¢no postavljeni, bez palisti¢a
(Hegi, 1954). Cvjetovi su ve¢inom skupljeni na vrhu stabljike u guste cvatove tipa izduzenog
ili kuglastog klasa. Pravilni su, ve¢inom dvospolni, rijetko jednospolni i jednodomni. Imaju
brakteje. Ocvije¢e je dvostruko, sastavljeno iz ¢aske i vjen¢i¢a. Caska dvospolnih cvjetova
razdijeljena je na Cetiri reznja, a u jednospolnih je na zenskim cvjetovima sastavljena ve¢inom
iz tri uska lapa. Vjenc¢i¢ je sulatican i suhokozicast. Cjevast je i ima Cetverokrpasti obod koji je
samo u zenskih cvjetova nejasno razvijen. Cvijet ima Cetiri prasnika jednake duljine koji obi¢no
strSe daleko iz vjencic¢a i jedan tucak s nadraslom plodnicom koja je razdijeljena na dva do Cetiri
pretinca, s po jednim ili viSe sjemenih zametaka. Vrat tucka je dugacak i nerazdijeljen. Plod je
vecinom tobolac koji se otvara zaklopcem 1 sadrzi dvije ili viSe sjemenaka, a tek vrlo rijetko
plod moze biti i jednosjemeni nepucavac (Jurisi¢ Grubesi¢ 1 Vladimir Knezevi¢, 2004; Domac,

1994; Forenbacher, 1990).
1.1.2. Rod Veronica L. (Cestoslavica)

Rod Veronica L. najve¢i je rod unutar reda Scrophulariales (porodice Plantaginaceae) s
otprilike 450 vrsta. Ekstremna varijabilnost u morfologiji i jako dobra adaptacija na razlicite
uvjete zivota omogucila je ovom rodu Siroku rasprostranjenost na velikom rasponu stani$ta, od
vodenih, moc¢varnih i Sumskih stanista do stijena, polja i ruderalnih stanista (Barreira i sur.,
2014). Vecina predstavnika raste u podruc¢jima mediteranske klime (Nazli¢ i sur., 2020; Albach

i sur., 2004).


http://www.worldoffloweringplants.com/

Rod obuhvaca zeljaste biljke, s polegnutom do uspravnom stabljikom. Listovi su nasuprotno
poredani, ponekad skupljeni u prizemnu rozetu. Cvjetovi su u terminalnim ili pazu$nim
(aksilarnim) grozdastim cvatovima ili pojedinaéni u pazu$cima listova. Caska je duboko
razdijeljena na Cetiri (ponekad pet), Cesto medusobno nejednakih segmenata. Vjenci¢ je
zvonast, s obodom Kkoji je duzi od cijevi vjenci¢a i s Cetiri nejednaka reznja. Prasnika su dva i
ona strse iznad ruba vjencica. Plod je lokulicidni ili ponekad septicidni tobolac (kapsula), vise
ili manje spljosten na desnim rubovima prema pregradi (septumu). Sjemenke su najéesée brojne

(Tutin i sur., 1972).

1.1.3. Odabrane biljne vrste roda Veronica L. (Plantaginaceae)

V. serpyllifolia L. ima pridignutu stabljiku visine 5-20 (-30) cm. Listovi su veli¢ine 25 x 12
mm, jajoliki, kratke peteljke, cijela ili nejasno narovasena ruba, goli ili dlakavi. Grozdovi su
rijetko ili gusto dlakavi, cvjetne stapke duge 3-8 mm tako da duZzina pricvjetnih listica obi¢no
prelazi duzinu stapke. Donji pricvjetni listi¢i su nalik listovima. Caska je duga 4-6 mm, s 4
duguljasta i medusobno malo nejednaka segmenata. Vjenci¢ je 6-10 mm u promjeru. Tobolac

je veli¢ine 4-5 mm, nesto Siri nego dulji i dlakav. Vrat tucka je dug oko 2 mm.

V. chamaedrys L. ima pridignutu stabljiku visine 7-25 cm, rijetko ili gusto dlakavu. Listovi su
veli¢ine 10-40 x 6-30 mm, duguljasto-kopljasti do jajasto-deltasti, narovaseno-zupéasti do
duboko i nepravilno perasti s linearno duguljastim reznjevima, narijetko dlakavi do gotovo goli,
sjededi ili s kratkom peteljkom. Grozdovi su dugi 4-12 (-16) cm, naj¢esce nasuprotni ili najnizi
desto raspareni. Cvjetne stapke su duge (2-) 4-8 mm, a pricvjetni listiéi 3-7 mm. Cagka je duga
4-6 mm, s Cetiri kopljasta do linearno-duguljasta, dlakava, pomalo nejednaka segmenata.
Vjenci¢ je oko 10 mm u promjeru. Tobolac je 3-4 x 4-5 mm velik, naopako deltast do naopako

srcast, trepavicasto dlakav, kraci od ¢aske.

V. arvensis L. ima stabljiku visine (2-) 5-40 cm koja je jednostavna i uspravna do razgranata
i polegnuta, dlakava i Cesto u gornjem dijelu zljezdasta. Listovi su veli¢ine 2-15 mm, trokutasto-
jajasti, s odrezanom ili blago srcolikom bazom, nazubljeni, dlakavi ili gotovo goli, donji s
kratkom peteljkom, gornji sjede¢i. Cvjetovi su u grozdovima, pricvjetni listici su duzi od
peteljki, gornji kopljasti, donji jajoliki. Segmenti ¢aske su kopljasti, vjen¢i¢ promjera 2-3 mm,
plav. Tobolac 3 x 3 mm, srcolik, spljosten, gol, osim trepavicastih dlaka. Vrat tucka je dug oko

1 mm. Sjemenke dimenzija 1 x 0,75 mm elipticne su i plosnate (Slika 1. a).



V. polita L. ima narovaSeno-pilaste listove od koji su donji listovi ¢esto Siri nego dulji.
Segmenti ¢aske su Siroko jajoliki, ¢esto medusobno preklopljeni pri osnovici. Vjenci¢ je plav,
a tobolac je s dugim Zljezdastim i kratkim nesekretornim, valovitim dlakama. Vrat tucka je dug

oko 1,5 mm.

V. persica L. je maljava biljka. Stabljika je duga (5-) 10-60 cm, polegnuta. Listovi su veli¢ine
5-25 mm, s kratkom peteljkom, Siroko jajasti, s vise ili manje odrezanom osnovicom, ve¢inom
naizmjeni¢no poredani, odnosno najdonji nasuprotni. Cvjetovi su pojedinacni u pazuscima
listova, sa stapkama dugim 5-30 mm koje su povijene u plodu i premasuju donji list. Segmenti
Caske su dugi (4-) 6-7 mm, jajasto-kopljasti, u pravilu se ne preklapaju ili se samo blago
preklapaju pri osnovici. Vjenci¢ je promjera 8-12 mm, plav. Tobolac je veli¢ine 4-5 x 7-10 mm,
s 2 reznja koja su jasno odvojena 1 Sirokim, plitkim sinusom i nesekretornim dlakama na
stranama te dugim Zljezdastim dlakama na hrptu. Vrat tu¢ka je dug 2,5-3 mm. Siroko elipti¢ne

sjemenke su dimenzija 1,75 x 1,25 mm, s jedne strane udubljene (Slika 1. b).

V. hederifolia L. je takoder maljava biljka. Stabljika je duga 10-60 cm, polegnuta. Listovi su
dugi 5-15 mm, s peteljkom, gotovo okruglasti, s 3-7 reznjeva od kojih je terminalni rezanj
najveci. Naizmjeni¢no su poredani, odnosno najdonji SU nasuprotni. Cvjetovi su smjesteni
pojedinacno na stapkama u pazuscima listova, sa stapkom koja ne nadvisuje ili malo nadvisuje
listove. Segmenti ¢aske su dugi 4-5 mm, srcoliko-jajasti, Siljati, trepavicasti, uspravni ili gotovo
uspravni na plodu. Vjenci¢ je promjera 4-9 mm plav ili ljubicast. Tobolac je dimenzija 4 x 4
mm, kuglast, s plitka Cetiri reZnja, gol. Vrat tucka je dug 0,3-1,1 mm. Sjemenke su dimenzija

2,5 x 2,25 mm, gotovo su okruglaste i Salicaste.

V. cymbalaria L. ima listove duge 5-15 mm, s 5-9 podjednakih reznjeva. Cvjetne stapke
znatno nadvisuju listove. Segmenti ¢aske su dugi 3-4 mm, jajoliki i tupi. Vjenci¢ je promjera
6-10 mm, bijel, dok je tobolac s 2 plitka reznja i trepavicast. Vrat tucka je dug oko 1,5 mm.

Sjemenke su dimenzija 2 x 2 mm.

V. longifolia L. ima stabljiku visoku 40-120 cm, robusnu, podignutu, golu ili dlakavu. Listovi
su dimenzija 30-120 x 5-20 mm, kopljasti do linearno-kopljasti, usiljeni, odrezani do klinaste
osnovice, oStro pilasta ruba, goli ili narijetko dlakavi, nasuprotni ili po 3-4 u prsljenu, s
peteljkama najceSce kra¢im od 10 mm. Cvat je dug do 25 cm, vrlo gust, ¢esto s jednim ili viSe
manjih postranih ogranaka. Cvjetne stapke su duge 1-2 mm, kra¢e od linearno-nitastih
pricvjetnih listica. Segmenti caske su dugi 2-3 mm, trokutasto-jajoliki, Siljati, medusobno
nejednaki. Vjenc€i¢ je promjera 6-8 mm, ljubicast ili blijedo plav. Tobolac je dimenzija 3 x3

mm, Siroko-jajolik do kuglast, gol. Vrat tucka je dug 4-10 mm (Tutin i sur., 1972).



Slika 1. V. arvensis L. (a) i V. persica L. (b) (www.montereywildflowers.com).

Upotreba i farmakolosko djelovanje

Znamo da su biljke izloZene mnogim stresnim uvjetima iz okoliSa. Zbog njihovog
sedimentarnog nacina zivota, razvile su specijalizirane metabolite kao odgovor na ekstremne
vremenske uvjete (Thomford i sur., 2018) i bioloski stres, poput infekcije patogenima.
Specijalizirani metaboliti biljaka imaju razli¢ite bioloSke aktivnosti koje se mogu koristiti u
medicini, farmaciji 1 konzerviranju hrane, s obzirom na to da mikroorganizmi postaju sve vise
rezistentni na sintetiCke komponente koje ujedno mogu biti i kancerogene kada se koriste u
konzerviranoj hrani (Dunkic i sur., 2015).

Vrste roda Veronica ekstenzivno su filogenetski istrazivane te je zabiljezena poveznica
izmedu distribucije iridoidnih glikozida i filogenije (Albach i sur., 2005). Flavonoidne i fenolne
komponente takoder su opsezno istraZivane, vjerojatno zbog njihove vaznosti u bioloskoj
aktivnosti biljaka. Spomenute komponente poznate su po svojim antialergijskim, antivirusnim,
protuupalnim, kardioprotektivnim i vazodilatacijskim svojstvima i, povrh svega, po
antioksidativnom i radikal hvataju¢em potencijalu (Ganzera i sur., 2018).

Vrste roda Veronica primjenjuju se u tradicionalnoj medicini za terapiju razli¢itih bolesti,
ukljucujudéi gripu, respiratorne bolesti i rak te kao diuretici (Dunkic i sur., 2015) zbog svog
prirodnog bogatstva fenolnim spojevima i iridoidima. Posljednjih godina, neka istrazivanja
pokazuju da vrste ovog roda mogu takoder biti koriStene u terapiji mentalnih poremecaja

(Zivkovic i sur., 2017) i nekih tipova dijabetesa (Sharifi-Rad i sur., 2016, Nazli¢ i sur., 2020).


http://www.montereywildflowers.com/

1.2. Pregled istrazivanja odabranih biljnih vrsta

Odabrane biljne vrste roda Veronica tradicionalno se koriste u medicini za zacjeljivanje rana,
u terapiji reume i razli¢itih bolesti u ljudi. Kemijski sastav vrsta roda Veronica omogucéava
ekstraktima ovih vrsta primjenu u konzerviranju hrane, kao komponente hrane, ali i odreduje
njihova funkcionalna svojstva. Vrste roda Veronica predstavljaju vrijedan izvor bioloski
aktivnih sekundarnih metabolita, ukljucujuci iridoidne glikozide i fenolne komponente. Zbog
prisutnosti takvih fitokemikalija, spomenute vrste posjeduju Sirok spektar bioloske aktivnosti,
ukljucujuéi antimikrobni i1 antioksidativni uc¢inak. Neke studije sugeriraju da ekstrakti
odredenih vrsta mogu inhibirati patogene iz hrane kao $to je Listeria monoocytogenes. Takoder,
antikancerogena, protuupalna i druga bioloSka djelovanja uo¢ena su in vitro i in vivo. lako je
dokazana bioaktivnost vrsta roda Veronica, potrebne su daljnje studije na prehrambenim
sustavima i ljudima (Salehi i sur., 2019).

Mitodepresivni, antioksidativni, antifungalni 1 protuupalni ucinci zabiljezeni su kod vrste V.
persica. Vodeno-alkoholni ekstrakti korijena i nadzemnih dijelova vrsta V. persica i V. lappa
L. analizirani su HPLC metodom. Kvantificirano je 13 komponenata u ekstraktu vrste V.
persica i potvrdena prisutnost arktina i arktigenina. Antioksidacijski potencijal ekstrakata
procijenjen je koriste¢i dvije metode: DPPH i fosfomolibdat metodu. Utvrdeno je da su ekstrakti
aktivni protiv oba koriStena gljiviéna soja sa zonama inhibicije od 17.11 13.1 mm za Penicillium
hirsutum i otprilike 22 mm za Aspergillus niger. Citogeneticki ucinci otkrili su niz
kromosomskih i jezgrinih aberacija induciranih u meristemskim stanicama Kkorijena.
Protuupalni ucinci, procijenjeni u dva inflamacijska eksperimentalna modela, pokazali su
znacCajnu aktivnost. Dobiveni rezultati ukazuju na ispitivane ekstrakte kao obecavajuci izvor
bioloski aktivnih komponenata (Fierascu i sur., 2018).

Inhibicijska aktivnost na klju¢ne enzime odgovorne za tip 2 dijabetesa i hipertenziju, kao
i antioksidativni kapacitet, uoCeni su u fenolima bogatom ekstraktu vrste V. persica
Procijenjena je inhibitorna aktivnost slobodnih topljivih i konjugiranih fenolnih ekstrakata vrste
V. persica na kljuéne enzime povezane s dijabetesom tipa 2 (o-glukozidaza i a-amilaza) i
hipertenzijom (angiotenzin I konvertiraju¢i enzim, ACE), kao 1 njihova antioksidativna snaga.
Oba ekstrakta inhibirala su navedene enzime ovisno o dozi. Slobodni fenolni ekstrakt znacajno
je inhibirao a-glukozidazu, dok je konjugirani fenolni ekstrakt znacajno inhibirao a-amilazu i
ACE. Enzimska inhibitorna aktivnost ekstrakata nije bila povezana s fenolnim sadrzajem.

Svakako, inhibicija a-amilaze, a-glukozidaze i ACE, zajedno s antioksidativnim kapacitetom


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Salehi+B&cauthor_id=31277407

fenolno bogatih ekstrakata mogu predstavljati moguc¢i mehanizam pomocu kojeg V. persica
iskazuje svoj antidijabeticki i antihipertenzivni u¢inak (Sharifi-Rad i sur., 2016).

Regulacijom JAK2/STAT3 i Nf-kB signalnih puteva, V. polita ublazava misji kolitis
induciran dekstran sulfat natrijem. Ulcerozni kolitis upalna je bolest crijeva koja je postala
rasprostranjena Sirom svijeta. V. polita L. medicinska je biljka sa snaznim antioksidacijskim i
protuupalnim ucincima. Ispitivan je protektivni ucinak vrste V. polita na dekstran sulfat natrij
(DSS)-induciran ulcerozni kolitis u miSa. Fitokemijsko ispitivanje ekstrakta pokazalo je
prisutnost visokog sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida. U usporedbi s DSS-grupom, V. polita
znacajno je smanjila klinicke simptome s manje gubitka tjelesne tezine, krvavih stolica,
skracivanja kolona te je tezina bolesti znacajno inhibirana §to je zabiljeZeno smanjenim
indeksom aktivnosti bolesti (DAI) 1 stupnjem histoloskog oSte¢enja kolona i slezene. Takoder,
terapija ekstraktom vrste V. polita zna¢ajno je smanjila razinu NO i malonaldehida. Smanjena
je iekspresija TNF-a, IL-1B, IL-6, INOS i COX-2 u tkivu kolona. Isto tako, signalni prijenosnik
i aktivator transkripcije 3 (STATS3) te nuklearni faktor-kappa B (Nf-kB) u¢inkovito su blokirani.
Dakle, navedeni rezultati pokazuju da V. polita ima u¢inak na upalnu bolest crijeva
posredovanu modulacijom oksidativnog stresa 1 wupalnih medijatora, suprimirajuci
JAK2/STAT3 i Nf-kB signalne puteve (Akanda i sur., 2018).

Neobicni ,helix-turn-helix* proteaza inhibitorni motiv prisutan je u tripsin inhibitoru iz
sjemenki vrste V. hederifolia. Skladi$na tkiva mnogih biljaka sadrZe inhibitore proteaze za koje
se smatra da imaju vaznu ulogu u obrani biljke od StetoCina i patogena. Ove proteinske
inhibicijske molekule pripadaju strukturalno razli¢itim porodicama. Peptid iz vrste V.
hederifolia (VhT]I) inhibira tripsin sa submikromolarnim fragmentom Ki. i pretpostavlja se da
je specifi¢an za tripsinu-slicne serinske proteaze. VhTI se dramati¢no razlikuje u strukturi od
svih prethodno opisanih porodica tripsin inhibitora. Sadrzi ,helix-turn-helix*“ motiv s 2 a
heliksa usko povezana disulfidnim vezama. Neobi¢no, kristalizirani kompleks je u formi
stabiliziranog intermedijera acil-enzima s peptidnom vezom s VhTI inhibitorom koja
cijepanjem daje N-terminalni ostatak inhibitora koji ostaje vezan za tripsin kataliti¢ki serin 195
esterskom vezom. Sintetska, krnja verzija VhTI peptida takoder je producirana i
kokristalizirana s tripsinom, ali iznenadujuce, ostaje nepocijepana i posljedicno formira
nekovalentni kompleks s tripsinom. VhTI peptid pokazuje da u¢inkoviti enzim inhibitori mogu
biti proizvedeni iz jednostavnog heliksnog oblika i osigurava kalup kao bazu za dizajn novih

inhibitora serin proteaza (Conners i sur., 2007).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sharifi-Rad+M&cauthor_id=27262808

1.3. Ispitivane bioloski aktivne tvari odabranih biljnih vrsta

1.3.1. Polifenoli

Strukturne znacajke polifenola

Jedni od najbrojnijih i najrasprostranjenijih prirodnih spojeva koji se mogu naéi u biljaka
jesu fenolni spojevi, odnosno polifenoli. Osnovna je strukturna znacajka polifenola prisutnost
jednog ili vise hidroksiliranih aromatskih prstenova. Poznato je preko 8000 ovih spojeva, od
kojih vec¢inu ¢ine flavonoidi, oko 4000 (D'Archivio i sur., 2007; Bravo, 1998).

Polifenoli nisu izravno ukljuéeni u razvoj biljnog organizma, dakle radi se o sekundarnim
metabolitima biljaka, no njihova ekoloska i zastitna uloga je znacajna. Dva su glavna puta
biosinteze iz kojih nastaju: put Sikiminske kiseline i acetatni put (acilpolimalonatni put).
Sikiminska kiselina je glavna tvar u nastanku aromatskih prirodnih spojeva i univerzalni
prekursor u biosintezi aromatskih aminokiselina u mikroorganizmima (bakterijama, gljivicama)
te visSim biljkama, ali ne i u zivotinjskim organizmima (Vladimir-Knezevié¢, 2008; Bravo, 1998).

U polifenole spadaju fenolne kiseline, flavonoidi i stilbeni. Od fenolnih kiselina razlikujemo
derivate benzojeve kiseline i hidroksicimetne kiseline. Aglikoni flavonoida, tj. flavonoidi bez
vezanih Secera, imaju strukturu tipa Ce-C3-Cs. Atomi ugljika rasporedeni su na nacin da su dvije
benzenske jezgre povezane propanskim lancem koji moze ili ne mora formirati treci prsten.
Stilbeni su polifenoli koji sadrze 1,2-difenileten kao funkcionalnu skupinu i nemaju osnovnu
strukturu flavonoida (Rastija i Medié¢-Sari¢, 2009).

U prirodi se polifenoli pretezno nalaze u obliku glikozida, tj. konjugiranom obliku s jednom
ili vise SeCernih jedinica koje su vezane na hidroksilne skupine. Postoje i oblici u kojima su
Secerne jedinice izravno vezane na aromatski ugljikov atom. Najzastupljenija Se¢erna jedinica
je glukoza, iako vezani Seceri mogu biti u obliku monosaharida, disaharida pa cak i
oligosaharida. Se¢erna komponenta moze sadrzavati i mnoge druge Secere, poput galaktoze,
ramnoze, ksiloze i arabinoze, kao i glukoronsku te galakturonsku kiselinu. Polifenoli dolaze i u
obliku konjugata s drugim tvarima, kao $to su razli¢ite karboksilne i organske kiseline, amini i

lipidi. Cesto se konjugiraju i s drugim fenolnim spojevima (Bravo, 1998).
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Slika 2. Kemijske strukture polifenola (Rastija i Medi¢-Sari¢, 2009).



Rasprostranjenost

Hrana (voce, povrée, zitarice, mahunarke, orasasto voce) i pi¢a biljnog podrijetla (vino, pivo,
¢aj, kakao) bogati su polifenolnim spojevima. Ovi spojevi prisutni su u razli¢itim koli¢inama
¢ak i medu kultivarima iste biljne vrste. Nastanak flavonskih i flavonolskih glikozida znatno
ovisi o0 svjetlosti pa se tako u listovima i ostalim nadzemnim dijelovima nalaze najvece koli¢ine
tih spojeva, dok su u podzemnim dijelovima biljke oni prisutni svega u tragovima. Genetski
¢imbenici 1 okoli$ni uvjeti odreduju prisutnost polifenola u biljkama. Na sadrzaj polifenola u
biljnom materijalu takoder utjecu 1 ostali ¢cimbenici, poput klijanja, vegetacijskog razdoblja,
varijeteta, obrade 1 skladiStenja.

U zitaricama i mahunarkama, glavni polifenolni spojevi su flavonoidi, fenolne kiseline i
trjeslovine. Polifenolni spojevi zitarica ¢ine manje od 1 % suhe tvari. Tamnije vrste mahunarki,
poput graha (Phaseoulus vulgaris), sadrze vece koli¢ine polifenola. Mahunarke takoder
sadrzavaju izoflavonoide, za razliku od povrca koje pretezito sadrzi flavonoidne glikozide.
Flavonoidi su ve¢inom prisutni u nadzemnim dijelovima biljke, a rijetko kada u korijenu 1
lukovici. Pojedine biljne vrste, poput luka i sladic¢a, su iznimke. Voce poput jabuka bogato je
fenolnim kiselinama, vrste roda Citrus flavonoidima, dok bobi¢asto voée karakterizira visok
sadrzaj antocijanidina. Predominantan polifenolni spoj prisutan u plodovima je flavonol, a
najvece koncentracije dolaze u kori. Trjeslovinama su bogati orasasti plodovi. Ulje sjemenki
pretezno sadrzi fenolne kiseline, a maslinovo ulje sadrzi 1 fenolne kiseline 1 trjeslovine koje
hidroliziraju.

U razli¢itim vrstama ¢aja fermentacija uzrokuje razlic¢it sadrzaj polifenola: zeleni ¢aj bogat
je flavanolima, dok crni ¢aj sadrzi velike koli¢ine oksidiranih polifenola (teaflavin i tearubigin).
Glavni polifenolni sastojak zrna kave je klorogenska kiselina. Flavanol epikatehin glavni je
polifenolni spoj ploda kakaovca, a osim njega prisutni su jo§ antocijani i trjeslovine. Polifenolni
spojevi vina ukljucuju fenolne kiseline, antocijane, tanine i ostale polifenole poput fitoaleksina
resveratrola. Postoje znatne razlike u polifenolnom sastavu izmedu crvenih i bijelih vina, kao 1

izmedu mladih i odlezanih vina te svjezeg soka grozda (Bravo, 1998).

Djelovanje i upotreba

U biljkama se u velikim koli¢inama akumuliraju polifenolni spojevi koji imaju mnostvo
uloga u Zivotnom ciklusu biljke, kao §to je sudjelovanje u obrambenim strategijama i strukturne

uloge u razli¢itim potpornim ili zaStitnim tkivima. Spomenuti spojevi takoder imaju vaznu
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ulogu u privlac¢enju oprasivaca i zivotinja koje raznose sjemenke, zastiti od UV zracenja, a sluze
i kao signalne molekule u interakciji biljaka i njihovog okoliSa. Antocijanidini, jedna od
najsvestranijih skupina flavonoida, apsorbiraju kvante visoke energije, hvataju slobodne
radikale i reaktivne kisikove spojeve te tako Stite kloroplast od fotorazgradnje. Flavonoli Stite
biljku od djelovanja UV-B zraéenja, a ukljuceni su i u poticanje razvoja prasnicke cijevi u svrhu
oprasivanja. Nadalje, vazna uloga izoflavonoida je u zastiti od patogena i1 kukaca te sluze kao
signalne molekule pri stvaranju dusik-fiksiraju¢ih kvrzica mahunarki (leguminoza). Polifenolni
spojevi zaostaju u tlu tjednima ili mjesecima nakon smrti biljke i utjeu na razgradne organizme
1 proces razgradnje u tlu, pri ¢emu prosiruju svoje djelovanje sa same biljke na cijeli eko sustav
(Jaganath i Crozier, 2010).

Polifenolni spojevi, osim §to sluze biljkama kao nacini prezivljavanja i prilagodbe na uvjete
okoline, pokazuju i Sirok raspon farmakoloskih u¢inaka povezanih s njithovim antioksidativnim
svojstvima (Brahmi i sur., 2017). Prirodni su nusprodukti ljudskog organizma reaktivni Kisikovi
spojevi u obliku superoksidnog aniona (O - ), vodikovog peroksida (H20) i hidroksilnog
radikala (HO¢). No, kada su prisutni u suvisku, oni postaju opasni jer mogu napasti bioloske
molekule poput lipida, proteina, enzima, DNA 1 RNA te uzrokovati oStecenja stanica i tkiva
povezana s nastankom degenerativnih bolesti poput arterioskleroze, neurodegenerativnih
bolesti, raka, Secerne bolesti, upalnih bolesti, a utjeCu i na proces starenja. Metabolizam
sisavaca posjeduje zastitne mehanizme za borbu protiv i za smanjenje Stete nastale djelovanjem
reaktivnih kisikovih spojeva, no, epidemioloska ispitivanja ukazuju na to da prehrana bogata
fitonutrijentima antioksidativnog djelovanja, posebice flavonoidima i drugim polifenolima,
pozitivno djeluje na ljudsko zdravlje (Vladimir-Knezevic¢ i sur., 2011; Amarowicz i sur., 2004).

Stanje neravnoteze izmedu stvaranja slobodnih radikala i reaktivnih metabolita te njihove
eliminacije pomocu zaStitnih mehanizama podrazumijeva oksidativni stres. Posljedicno
nastaloj neravnotezi, dolazi do ostecenja biomolekula i organa, s potencijalnim djelovanjem na
cijeli organizam. Polifenoli inhibiraju oksidaciju biomolekula hvatanjem slobodnih radikala.
Upravo je funkcija antioksidansa da reagiraju sa slobodnim radikalima brze nego $to slobodni
radikali reagiraju sa supstratom. Za njihovo antioksidativno djelovanje zasluzan je redoks
potencijal polifenolnih spojeva jer im omogucuje da brzo djeluju kao reducirajuci agensi, tj.

donori vodikovih atoma (Vladimir-Knezevi¢ i sur., 2011; Ami¢, 2008).
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1.3.2. Fenolne kiseline

Strukturne znacajke fenolnih kiselina

Fenolne Kiseline, tj. fenilkarboksilne kiseline mogu se podijeliti na hidroksibenzojeve i
hidroksicimetne kiseline. Dolaze u slobodnom obliku, obliku estera ili glikozida.

Osnovna struktura hidroksibenzojevih kiselina je C6-C1 jedinica, a medusobne razlike
proizlaze iz hidroksilacije i metilacije aromatskog prstena (npr. galna i vanilinska kiselina).
Hidroksibenzojeve kiseline mogu se na¢i u malom broju biljaka pa se stoga ne smatra da ova
skupina kiselina ima znacajan nutritivni potencijal (D'Archivio i sur., 2007).

U biljnim drogama zastupljenije su hidroksicimetne kiseline, s osnovnom strukturnom
jedinicom C6-C3, koje se takoder medusobno razlikuju prema hidroksilaciji i metilaciji
aromatskog prstena. Najucestalije medu njima su kavena i kumarinska kiselina. Nalaze se
uglavnom u obliku estera (npr. klorogenska i ruzmarinska kiselina), a rjede u slobodnom obliku

(Vladimir-Knezevi¢ i Blazekovi¢, 2008).

R1

R1
R2 COOH

/ COOH

R3

a) b)

Slika 3. Osnovne strukture hidroksibenzojevih (a) i hidroksicimetnih (b) kiselina (Bival Stefan, 2015).

Najzastupljeniji derivati hidroksibenzojeve kiseline su elaginska, galna, gentistinska,
protokatehinska, siringinska i vanilinska kiselina. Ove kiseline mogu nastati izravno iz
meduprodukata puta Sikiminske kiseline, ali u biljkama ¢e$¢e nastaju razgradnjom derivata
cimetne kiseline (Russell i sur., 1999).

Najzastupljeniji derivati hidroksicimetne kiseline su feruli¢na, kavena, kumarinska i sinapi¢na
kiselina. Cesto dolaze u obliku specifi¢nih estera, kao npr. klorogenska kiselina i ruzmarinska
kiselina te predstavljaju vazne gradivne jedinice mnogih drugih prirodnih spojeva (Russell i sur.,
1999; Ralph i sur., 1994). U slobodnom obliku javlja se manji broj fenolnih kiselina, dok su
ve¢inom u biljkama prisutne konjugirane (ponajvise esterifikacijom) sa strukturnim biljnim
dijelovima (celulozom, proteinima i ligninom) ili s razli¢itim molekulama, ukljucujuci
jednostavne Secere i organske kiseline (Vukovi¢, 2013).
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Rasprostranjenost

Gotovo sva hrana biljnog podrijetla (voce, povrée i zitarice), kao i gotovo svi biljni dijelovi
(sjemenka, list, korijen i stabljika) sadrze fenolne kiseline. Zbog njihove Siroke
rasprostranjenosti u biljnom svijetu, a ovisno o prehrambenim navikama pojedinca, procjenjuje
se da se od 25 mg do 1 g fenolnih kiselina dnevno unosi hranom. U slobodnom obliku prisutno
je vrlo malo fenolnih kiselina. Vecina ih je vezana za strukturne komponente biljke (celuloza,
proteini, lignin), vece polifenole (flavonoidi), manje organske molekule (glukoza, kina kiselina)
ili druge prirodne spojeve (terpeni) esterskim, eterskim ili acetalnim vezama. Mnogi ¢imbenici
utjeCu na sadrzaj fenolnih kiselina u biljnom materijalu, a najveéi utjecaj imaju klima, uvjeti

uzgoja i vegetacijsko razdoblje (Bival Stefan, 2015; Robbins, 2003).

Djelovanje i upotreba

Jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjena uloga fenolnih kiselina kao sekundarnih metabolita
u biljkama. Smatra se da sudjeluju u razli¢itim procesima, kao §to su unos hranjivih tvari,
sinteza proteina, aktivnost enzima, fotosinteza i alelopatija. Povezuje ih se takoder s bojom,
okusom, mirisom, nutritivnim i antioksidativnim svojstvima hrane.

Dosadasnja su istrazivanja bioloskih ucinaka fenolnih Kiselina pokazala da ferulinska i
ruzmarinska kiselina smanjuju aktivnost lipooksigenaze 1 sprjecavaju lancane reakcije
slobodnih radikala koji nastaju u organizmu. Istrazivanja su takoder pokazala da bi kavena
kiselina mogla posjedovati antitumorsku aktivnost na rak debelog crijeva. Utvrdeno je da
mnoge fenolne kiseline, ukljucujuéi kavenu kiselinu, inhibiraju transkripcijsku aktivnost AP-1
proteina Kkoji je povezan s procesima koji kontroliraju upalu te diferencijaciju i proliferaciju
stanica. Kao potencijalna antivirusna terapija kod infekcija HIV-om, pokazali su se derivati
kavene kiseline, s obzirom na to da selektivno i potentno inhibiraju HIV-integrazu, enzim Kkoji
katalizira ugradnju virusne DNA u DNA stanica domacina. Poja¢ano lu€enje Zuci poticu
klorogenska kiselina i cinarin te na taj nacin pospjesuju detoksikaciju organizma (Males i sur.,

2013; Robbins, 2003).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Cilj ovoga diplomskog rada je kvalitativna analiza ukupnih polifenolnih spojeva i fenolnih
kiselina, kao i kvantitativna analiza fenolnih kiselina u uzorcima nadzemnih dijelova odabranih
vrsta roda Veronica L.

Kvalitativna analiza polifenolnih spojeva provedena je op¢im reakcijama stvaranja boje i
taloga.

Kvalitativna analiza fenolnih kiselina postignuta je primjenom tankoslojne kromatografije
(TLC).

Odredivanje fenolnih kiselina provedeno je spektrofotometrojskom metodom koju propisuje
Europska farmakopeja, a koja se temelji na reakciji nitrit-molibdat reagensa s o-
dihidroksifenolnom skupinom u strukturi hidroksicimetnih derivata (fenolnih kiselina).

Svrha fitokemijske karakterizacije provedene u okviru ovoga diplomskog rada jest doprinos
znanstvenim istrazivanjima odabranih vrsta roda Veronica L., a dobiveni rezultati mogu
posluziti kao osnova daljnjih istraZivanja sadrZaja farmakoloSki aktivnih komponenata te

bioloske aktivnosti i fitoterapijskog potencijala biljnih pripravaka navedenih vrsta.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Biljni materijal

Istrazivanju su podvrgnuti na zraku osuseni nadzemni dijelovi odabranih vrsta roda Veronica
L.: 1. Veronica longifolia L. (Crne¢ Polje, 5. 6. 2012.), 2. V. cymbalaria L. (Kamenita ulica,
Split), 3. V. chamaedrys L. (Luc¢ki most, Otocac, 19. 5. 2012.), 4. V. hederifolia L. (Cres, 24. 4.
2013.), 5. V. polita L. (Grad Cres, 24. 4. 2013.), 6. V. persica L. (Grad Cres, 24. 4. 2013.) i 7.
V. serpyllifolia L. (Stupacinovo, Velebit, 8. 6. 2015.) i 8. V. arvensis L. (Lu¢ki most, Otocac,
19. 5. 2012.). Prije analize, nadzemni dijelovi odabranih vrsta roda Veronica L. usitnjeni su u
prah u mlinu za mljevenje biljnih droga.

Identifikacija biljnog materijala provedena je u Farmaceutskom botanickom vrtu ,,Fran
Kusan“ Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, prema dostupnim

literaturnim podatcima (Domac, 1994).
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Slika 4. Ispitivani biljni materijal.
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3.2. Aparatura i kemikalije

Aparati i pribor:

TLC ploge SIL G-25 UV2s4 i 60 F254 Sa zOonom koncentracije;

ultraljubicasta lampa za detekciju (Camag, Muttenz);

kromatografske komore, Eppendorf epruvete, kalibrirane kapilare;

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

kiveta za spektrofotometar (1 cm)

epruvete, ¢aSe, menzure, pipete, propipete, lijevci, kapaljke, filtar papir, stakleni Stapi¢
plamenik, tronozac, keramicka mrezica, stalak, kleme;

povratna hladila;

tikvice s okruglim dnom i odmjerne tikvice.

Reagensi i standardi:

etanol (Carlo Erba, Val de Reuil, Francuska);

etil acetat (Carlo Erba, Val de Reuil);

kalijev hidroksid (Kemika, Zagreb, Hrvatska);
klorovodiéna kiselina, konc. (Kemika, Zagreb);

metanol (J.T. Baker, Deventer, Nizozemska);

mravlja Kiselina (TTT, Sveta Nedjelja, Hrvatska);
natrijev hidroksid (Sigma-Aldrich, Njemacka);

natrijev molibdat (Kemika, Zagreb)

natrijev nitrit (Gram-Mol, Zagreb)

Naturstoff reagens (NST) (Sigma-Aldrich, Njemacka);
octena kiselina, led. (Panreac, Barcelona, Spanjolska);
olovov acetat (Kemika, Zagreb);

polietilenglikol 4000 (Sigma-Aldrich, Njemacka);
standardne tvari: feruli¢na, kavena, klorogenska i ruzmarinska kiselina
(Roth, Karlsruhe, Njemacka);

vanilin (Kemika, Zagreb);

zelatina (Sigma-Aldrich, Njemacka);

zeljezov(IIT) amonijev sulfat (Alkaloid, Skopje);
zeljezov(IIl) klorid (Sigma-Aldrich, Njemacka).

b
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3.3. Metode i postupci istrazivanja

3.3.1. Kvalitativna analiza polifenolnih spojeva
Dokazivanje polifenolnih spojeva kemijskim reakcijama stvaranja boja i taloga

1. Priprava ekstrakta

Po 0,1 g ispitivanog uzorka vrsta roda Veronica L. pojedina¢no se ekstrahira s 2 mL metanola

LLALLE

QP L L

10 minuta na vodenoj kupelji (60 °C).

Slika 5. Ekstrakti za 1. reakciju dokazivanja polifenolnih spojeva.

Opca reakcija
Reakcija promjene boje dodatkom natrijeva hidroksida u metanolni ekstrakt droge.

2. Priprava ekstrakta

Po 0,2 g ispitivanog uzorka pojedinacno se ekstrahira 10 minuta s 20 mL destilirane vode na

ultrazvucnoj kupelji (80 °C). Ohladeni ekstrakti se profiltriraju.

17



Slika 6. Ekstrakti za reakcije 2.a.-2.e. dokazivanja polifenolnih spojeva.

Opce reakcije
a. U 2 mL filtrata dodaju se dvije kapi 5 %-tne otopine Zeljezova(IlI) klorida.

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

e. U 1 mL filtrata doda se 2 mL 1 %-tne otopine vanilina u konc. klorovodi¢noj kiselini.

3.3.2. Kvalitativna analiza fenolnih kiselina

Tankoslojna kromatografija (TLC) fenolnih kiselina

Biljni su uzorci pripravljeni pojedinacnom ekstrakcijom 0,1 g praSkaste droge s po 2 mL
metanola, tijekom 10 min na vodenoj kupelji zagrijanoj na 60 °C. Ispitivanje prisutnosti
fenolnih kiselina provodi se na tankom sloju SIL G-25 UVa2s4 i Kieselgel 60 Fzs4 sa zonom
koncentracije, primjenom dviju mobilnih faza razli¢itih sastava i omjera. Prva mobilna faza
sastavljena je od smjese otapala: etil acetat — mravlja kiselina — ledena octena kiselina — voda
(100:11:11:27, VIV). Druga mobilna faza sastavljena je od smjese otapala: etil acetat — mravlja
kiselina — voda (8:1:1, V/V). Nakon prskanja Naturstoff-reagensom i 5 %-tnom etanolnom
otopinom polietilenglikola 4000 (NST/PEG), kromatogrami se promatraju pod UV svjetlom na
365 nm (Wagner i sur., 1983). Naturstoff-reagens se pripremi otapanjem 1 g B-etilaminoestera

difenilborne kiseline u 100 mL metanola.
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Za dobivanje referentnih kromatograma, pripremljene su metanolne otopine (1 mg/mL)

standarda fenolnih kiselina: kavena, klorogenska, ruzmarinska i feruli¢na kiselina.

Slika 7. Prskanje plo¢a Naturstoff-reagensom i 5 %-tnom etanolnom otopinom polietilenglikola 4000.

3.3.3. Kvantitativna analiza fenolnih kiselina

Kvantitativna analiza fenolnih kiselina, tj. hidroksicimetnih derivata, u vrstama roda Veronica
L., provedena je spektrofotometrijskom metodom koju propisuje Europska farmakopeja, i to u
monografiji Rosmarini folium (EDQM, 2018), gdje je sadrzaj izraZzen kao ruzmarinska kiselina,
te prema monografiji Fraxini folium (EDQM, 2018), gdje je sadrzaj izraZzen kao klorogenska

kiselina.

Kvantitativna analiza fenolnih kiselina izrazenih kao ruzmarinska kiselina

Kvantitativna analiza fenolnih kiselina u uzorcima vrsta roda Veronica L. provedena je nize

opisanim postupkom.

Ekstrakt. 0,200 g praskasto usitnjene biljne droge ekstrahira se s 80 mL 50 %-tnog etanola (V/V)
1 zagrijava u tikvici s povratnim hladilom na kipucoj vodenoj kupelji 30 min. Nakon hladenja 1
filtriranja, filtrat se nadopuni 50 %-tnim etanolom do 100,0 mL u odmjernoj tikvici (osnovna

otopina).
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Slika 8. Ekstrakcija biljnog materijala.

Ispitivana otopina 1,0 mL osnovne otopine pomijesa se s 2,0 mL 0,5 M klorovodi¢ne kiseline,
2,0 mL otopine nitrit-molibdat reagensa (10 g natrijeva nitrita i 10 g natrijeva molibdata otopi
se u 100,0 mL destilirane vode) te 2,0 mL 8,5 %-tne otopine natrijevog hidroksida. Tikvica se
nadopuni destiliranom vodom do 10,0 mL u odmjernoj tikvici.

Kompenzacijska otopina 1,0 mL osnovne otopine razrijedi se destiliranom vodom do 10,0 mL

u odmjernoj tikvici.

Apsorbancija dobivenih otopina odmah je izmjerena na 505 nm. Maseni udio fenolnih kiselina

izracunat je 1 izraZzen kao ruzmarinska kiselina prema izrazu:

%=Ax25/m

A — izmjerena apsorbancija na 505 nm

m — masa droge izrazena u gramima

Specifi¢na apsorbancija (A.,) ruzmarinske kiseline pri 505 nm iznosi 400.

20



Kvantitativna analiza fenolnih kiselina izrazenih kao Klorogenska kiselina

Ispitivana otopina pripremljena je na isti nacin kao i za odredivanje hidroksicimetnih derivata
izrazenih kao ruzmarinska kiselina. Apsorbancija dobivenih otopina odmah je izmjerena na 525

nm. Maseni udio fenolnih kiselina izracunat je i izrazen kao klorogenska kiselina prema izrazu:

%=Ax53/m

A — izmjerena apsorbancija na 525 nm

M — masa droge izraZena u gramima

Specifi¢na apsorbancija (Aw,.,) klorogenske kiseline pri 525 nm iznosi 188.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Rezultati kvalitativne analize polifenolnih spojeva

Dokazivanje polifenolnih spojeva kemijskim reakcijama stvaranja obojenja i taloga

1. Reakcija promjene boje dodatkom natrijeva hidroksida u metanolni ekstrakt droge

Dodatkom natrijevog hidroksida u metanolni ekstrakt ispitivanih biljnih uzoraka, u epruveti je
nastalo smedenarancasto obojenje razli¢itog intenziteta, ovisno o biljnoj vrsti. Kod vrsta V.
longifolia L., V. persica L. i V. serpyllifolia L. nastalo je narancasto obojenje najveceg
intenziteta, nesto slabilji intenzitet reakcije pokazale su vrste V. chamaedrys L. i V. arvensis L.,
dok je spomenuta reakcija kod vrsta V. cymbalaria L. i V. hederifolia L. imala najmanji
intenzitet. Jaci intenzitet reakcije ukazuje na veci sadrzaj polifenolnih tvari u uzorku (Slika 9,
Tablica 1).

Tablica 1. Intenzitet obojenja za 1. reakciju dokazivanja polifenolnih spojeva.

V. longifolia +++
V. cymbalaria +
V. chamaedrys ++
V. hederifolia +

V. polita ++
V. persica +++
V. serpyllifolia +++
V. arvensis ++
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Slika 9. Intenzitet obojenja za 1. reakciju dokazivanja polifenolnih spojeva.

Uzorci: 1-V. longifolia L., 2-V. cymbalaria L., 3-V. chamaedrys L., 4-V. hederifolia L., 5-V. polita L., 6-V.
persica L., 7-V. serpyllifolia L., 8-V. arvensis L.

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

Dodatkom 5 %-tne otopine Zeljezova(lll) klorida u vodeni ekstrakt droge nastaje plavozeleno
obojenje koje je najizrazenije kod vrsta V. longifolia L., V. chamaedrys L., V. persica L. i V.
serpyllifolia L., dok je kod vrsta V. polita L. i V. arvensis L. uo¢eno najsvjetlije zamucenje
(Slika 10, Tablica 2).

Tablica 2. Intenzitet obojenja za 2.a. reakciju dokazivanja polifenolnih spojeva.

‘ VRSTA INTENZITET OBOJENJA ’
V. longifolia  +++

V. longifolia
V. cymbalaria + +
V. chamaedrys F++
V. hederifolia ++
V. polita +
V. persica 4+
V. serpyllifolia +++
V. arvensis -
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Slika 10. Intenzitet obojenja u 2.a. reakciji dokazivanja polifenolnih spojeva.

Uzorci: V.L.-V. longifolia L., V.CY.-V. cymbalaria L., V.CH.-V. chamaedrys L., V.H.-V. hederifolia L., V.PO.-
V. polita L., V.PE.-V. persica L., V.S.-V. serpyllifolia L., V.A.-V. arvensis L.

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

Reakcijom polifenola sa Zeljezovim(ll1l) amonijevim sulfatom nastaje zelenkasto obojenje
najvecéeg intenziteta kod vrsta V. longifolia L. i V. hederifolia L., a najmanjeg intenziteta kod

vrsta V. polita L. i V. arvensis L. (Tablica 3, Slika 11).

Tablica 3. Intenzitet obojenja za 2.b. reakciju dokazivanja polifenolnih spojeva.

‘ VRSTA INTENZITET OBOJENJA ’
VW longifolia  +++

V. longifolia
V. cymbalaria ++
V. chamaedrys ++
V. hederifolia +++
V. polita +
V. persica ++
V. serpyllifolia ++
V. arvensis +
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Slika 11. Intenzitet obojenja za 2.b. reakciju dokazivanja polifenolnih spojeva.

Uzorci: V.L.-V. longifolia L., V.CY.-V. cymbalaria L., V.CH.-V. chamaedrys L., V.H.-V. hederifolia L., V.PO.-
V. polita L., V.PE.-V. persica L., V.S.-V. serpyllifolia L., V.A.-V. arvensis L.

2.c. Reakcija promjene boje dodatkom olovova acetata u vodeni ekstrakt droge

Polifenoli s olovovim acetatom stvaraju pahuljasto zamucenje narancastozute boje koje je
najvecéeg intenziteta kod vrsta V. persica L. i V. serpyllifolia L., dok je kod vrsta V. chamaedrys

L., V. polita L. i V. arvensis L. uoc¢eno najsvjetlije obojenje (Tablica 4, Slika 12).

Tablica 4. Intenzitet obojenja za 2.c. reakciju dokazivanja polifenolnih spojeva.

‘ VRSTA INTENZITET OBOJENJA ’

V. longifolia
V. cymbalaria + +
V. chamaedrys +
V. hederifolia ++
V. polita +
V. persica 4+
V. serpyllifolia +++
V. arvensis -
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Slika 12. Intenzitet obojenja za 2.c. reakciju dokazivanja polifenolnih spojeva.

Uzorci: V.L.-V. longifolia L., V.CY.-V. cymbalaria L., V.CH.-V. chamaedrys L., V.H.-V. hederifolia L., V.PO.-
V. polita L., V.PE.-V. persica L., V.S.-V. serpyllifolia L., V.A.-V. arvensis L.

2.d. Reakcija talozenja dodatkom zelatine u vodeni ekstrakt droge

U reakciji s 1 %-tnom otopinom Zelatine nastaje blijedozuto zamucenje, pri ¢emu je kod vrsta

V. hederifolia L. i V. persica L. obojenje najintenzivnije, a kod vrsta V. chamaedrys L., V. polita

L. i V. arvensis L. intenzitet obojenja je najmanji (Tablica 5, Slika 13).

Tablica 5. Intenzitet obojenja za 2.d. reakciju dokazivanja polifenolnih spojeva.

‘ VRSTA INTENZITET OBOJENJA ’
e

V. longifolia
V. cymbalaria
V. chamaedrys
V. hederifolia

V. polita
V. persica
V. serpyllifolia

V. arvensis

++
+

+++

+++

++

26



Slika 13. Intenzitet obojenja za 2.d. reakciju dokazivanja polifenolnih spojeva.

Uzorci: V.L.-V. longifolia L., V.CY.-V. cymbalaria L., V.CH.-V. chamaedrys L., V.H.-V. hederifolia L., V.PO.-
V. polita L., V.PE.-V. persica L., V.S.-V. serpyllifolia L., V.A.-V. arvensis L.

2.e Reakcija promjene boje dodatkom otopine vanilina u vodeni ekstrakt droge

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

droge nastaje crvenosmede zamucenje: 0d najizrazenije reakcije kod vrsta V. hederifolia L. i V.

persica L., do najmanje izrazenog obojenja kod vrsta V. chamaedrys L., V. polita L. i V.

arvensis L. (Tablica 6, Slika 14).

Tablica 6. Intenzitet obojenja za 2.e. reakciju dokazivanja polifenolnih spojeva.

NI SR

Ionglfolla
. cymbalaria
. chamaedrys

. hederifolia

. persica

\Y
\Y
\Y
V. polita
\Y
V. serpyllifolia
\Y

. arvensis

++

+++

+++

++
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Slika 14. Intenzitet obojenja za 2.e. reakciju dokazivanja polifenolnih spojeva.

Uzorci: V.L.-V. longifolia L., V.CY.-V. cymbalaria L., V.CH.-V. chamaedrys L., V.H.-V. hederifolia L., V.PO.-
V. polita L., V.PE.-V. persica L., V.S.-V. serpyllifolia L., V.A.-V. arvensis L.

Moguce je zakljuciti da su kemijskim reakcijama stvaranja boje i taloga, kao dio kvalitativne
analize polifenola, oni dokazani u svim ispitanim uzorcima. Najjai intenzitet zamucenja
uglavnom je uo¢avan za uzorak vrste V. persica L. $to ukazuje na vec¢i udio polifenola u tom
uzorku, a najmanji intenzitet ve¢inom je zabiljezen za uzorke vrsta V. polita L. i V. arvensis L.,

Sto ukazuje na najmanji udio polifenola u tim uzorcima.

4.2. Rezultati kvalitativne analize fenolnih Kiselina

Tankoslojna kromatografija zasniva se na raspodjeli izmedu krutog adsorbensa (stacionarne
faze) i tekuce mobilne faze. Uzorak se nanosi na tanki sloj adsorbensa kao tocka ili linija, a
razvijanje se provodi u zatvorenoj komori s mobilnom fazom. Pokretna faza prolazi kroz tanki
sloj adsorbensa noSena kapilarnim silama. Do razlucivanja sastojaka smjese dolazi zbog
razli¢itog afiniteta pojedinih sastavnica smjese prema nepokretnoj i pokretnoj fazi, Sto uzrokuje
razliCite faktore zaostajanja odijeljenih tvari (R vrijednosti). Karakterizacija odijeljenih
sastavnica provodi se pomocu Rt vrijednosti i/ili usporedbom s kromatogramom poredbene
tvari. Ry vrijednost predstavlja omjer udaljenosti koju prijede ispitivana tvar i udaljenosti koju

prijede pokretna faza (Vladimir-Knezevi¢ i Blazekovic, 2008).
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Provedena je analiza primjenom dviju stacionarnih faza, SIL G-25 UV2s4 i Kieselgel 60 F2s4 sa
zonom koncentracije na koju su naneseni metanolni ekstrakti droge te standardne otopine
fenolnih kiselina (kavena, klorogenska, ruzmarinska i feruli¢na kiselina). Kao mobilne faze,
koriStene su dvije razli¢ite smjese otapala, razvija¢ 1: etil acetat — mravlja kiselina — ledena
octena kiselina — voda (100:11:11:27, V/V) i razvija¢ 2: etil acetat — mravlja kiselina — voda
(8:1:1, V/V). Ploce su prskane Naturstoff-reagensom i 5 %-tnom otopinom polietilenglikola
4000 (NST/PEG) te su potom kromatogrami promatrani pod UV svjetlom valne duljine 365 nm
(Wagner i sur., 1983).

Na kromatogramima su uo¢ene narancaste fluoresciraju¢e zone karakteristi¢ne za flavonoide,
Naranc¢astocrvene mrlje na vrhu kromatograma obiljezja su nepolarnih flavonoidnih tvari i

pripadaju aglikonima kvercetinskog tipa.

Rezultati TLC analize s razvijacem 1: etil acetat — mravlja kiselina — ledena octena kiselina —
voda (100:11:11:27, VIV)

Na kromatogramima s razvijacem 1 vidljivo je da su se uzorci razdvojili u 11 zona razli¢itih
boja i razlicitih intenziteta obojenja, bez vecih razlika medu kromatogramima razlicitih
nepokretnih faza. Svi uzorci pokazuju uglavnom zone zelene i narancaste boje, 0sim uzorka V.
cymbalaria L. u kojemu one nisu uo¢ene. Pri vrhu kromatograma, u svakom su uzorku vidljive
naranéastocrvene zone, a U uzorcima V. persica L. i V. serpyllifolia L. uoCene su i
plavoljubicaste zone. Standardna otopina kavene kiseline daje zonu plave boje, standardna
otopina klorogenske kiseline dvije zeleno obojene zone, standardna otopina ruzmarinske
kiseline zelenu zonu, dok standardna otopina feruli¢ne kiseline pokazuje tamno plavo obojenu
zonu (Slika 15 16, Tablica 7).
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a) b)

Slika 15. Kromatogram standardnih otopina fenolnih kiselina te metanolnih ekstrakata odabranih vrsta
roda Veronica L.

Nepokretna faza: TLC ploca Kieselgel 60 Fzs4 sa zonom koncentracije

Pokretna faza: etil acetat — mravlja kiselina — ledena octena kiselina — voda (100:11:11:27, V/V)

Detekcija: NST/PEG, UV-365 nm

Uzorci: KA-kavena kiselina, KL-klorogenska kiselina, 1-V. longifolia, 2-V. cymbalaria, 3-V. chamaedrys, 4-V.
hederifolia, 5-V. polita, 6-V. persica, 7-V. serpyllifolia, 8-V. arvensis, R-ruzmarinska kiselina, F-feruli¢na kiselina

a) b)

Slika 16. Kromatogram standardnih otopina fenolnih kiselina te metanolnih ekstrakata odabranih vrsta
roda Veronica L.

Nepokretna faza: TLC ploca SIL G-25 UVas4

Pokretna faza: etil acetat — mravlja kiselina — ledena octena kiselina — voda (100:11:11:27, V/V)

Detekcija: NST/PEG, UV-365 nm

Uzorci: KA-kavena kiselina, KL-klorogenska kiselina, 1-V. longifolia, 2-V. cymbalaria, 3-V. chamaedrys, 4-V.
hederifolia, 5-V. polita, 6-V. persica, 7-V. serpyllifolia, 8-V. arvensis, R-ruZzmarinska kiselina, F-feruli¢na kiselina
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Rt vrijednost (a/b) racuna se kao omjer udaljenosti sredine svake kromatografske zone od starta

(a) u odnosu na udaljenost starta od fronta (b). Izracunate su Rsvrijednosti za kromatogram sa

stacionarnom fazom Kieselgel 60 F2s4 sa zonom koncentracije. U ovom slucaju, b iznosi 15 cm.

Tablica 7. Prikaz kromatografskih zona (a) i pripadaju¢ih Rsvrijednosti za TLC sustav s razvijacem 1

(etil acetat — mravlja kiselina — ledena octena kiselina — voda (100:11:11:27, V/V) i stacionarnom

fazom Kieselgel 60 F2s4 sa zonom koncentracije.

UZORCI
KA | KL | 1 2 3 4 5 6 7 8 R F
ZONE

1 a | - - 28] - 28] - [28] - - 28| - -
Re | - - lo19] - Jo19] - [o19] - - (o019 | - -

2 a | - - - - |36 - [33]34] - [35] - -
Ri | - - - - |o2a] - [o022]023] - [o023] - -

3 a | - - - - a6 | - |44 - - | 46| - -
Re | - - - - o031 - [o029] - - o31| - -

4 a | - - 53] - [54] - - - | 55 [ 54| - -
Re | - - |03 - [036] - - - 10371036 - -

5 a | - - 64| - - - - | 63] 63| - - -
Re | - - o043 - - - - 042042 - - -

6 a - - - - 6,7 - - - - - - -
Ri | - - - - |oa4s| - - - - - - -

7 a | - |74 - - - - - 7575|717 | - -
Ri| - [049] - : : : - |050]050051] - -

8 a | - - [ 79] - |80 8080798081 - -
Ri | - - 053] - [053]053[053][053][053]054] - -

9 a | - - (96| - [95[93 95939194 - -
Ri | - - |o64] - [063]062[063]062]061]063] - -

10 a | - [119] - - - - - - - - - -
R | - [079] - - - - - - - - - -

11 a (144 - 14,7 | 146 | 14,7 | 146 | 14,6 | 14,6 | 14,6 | 14,7 | 14,6 | 14,7
Rt | 0,96 | - 0,98 (097|098 097097097 | 097 | 0,98 | 097 | 0,98

31




Temeljem polozaja kromatografskih zona uzoraka i standarda te usporedbe izraCunatih Rt
vrijednosti, kao dio kvalitativne analize fenolnih kiselina, mogucée je zakljuciti sljedece: najveci
intenzitet razvijenih kromatografskih zona uocen je za uzorke V. longifolia L. i V. chamaedrys
L., dok je najmanji intenzitet uocen za uzorke V. cymbalaria L. i V. hederifolia L. Mrlje koje
odgovaraju Rt vrijednostima standardnih otopina kavene, ruzmarinske i ferulicne Kiseline
podudaraju se s narancastim mrljama kvercetinskog aglikona. To su nepolarni spojevi koji
visoko putuju u primijenjenom razvijacu te je moguée medusobno prekrivanje plavozelenih
(kavena, ruzmarinska i feruli¢na kiselina) i narancastih mrlja (kvercetin). Zona klorogenske
kiseline je zelene boje, no Rf vrijednosti uzoraka V. persica L. i V. serpyllifolia L. koje
odgovaraju klorogenskoj kiselini uo¢ene su kao plavoljubicaste mrlje stoga nije moguce sa
sigurnoscu potvrditi prisutnost spomenute fenolne kiseline u navedenim uzorcima. R vrijednost
vezane zone u uzorku V. arvensis L. odgovara klorogenskoj kiselini po polozaju i boji, iako
slabijeg intenziteta i veli¢ine, stoga mozemo ustvrditi prisutnost spomenute fenolne kiseline u

navedenom uzorku.

Rezultati TLC analize s razvijacem 2: etil acetat — mravlja kiselina — voda (8:1:1, V/V)

Na kromatogramima s razvijacem 2 vidljivo je da su se uzorci razdvojili u 13 zona razli¢itih
boja te razli¢itih intenziteta obojenja. Nema vecih razlika medu kromatogramima razli¢itih
nepokretnih faza. U svim uzorcima ponovno su prisutne uglavnom mrlje zelene 1 narancaste
boje, osim uzorka V. cymbalaria L. u kojem takve zone nisu vidljive. Pri vrhu kromatograma u
svakom uzorku vidljive su naran¢astocrvene zone, a u uzorcima V. persica L. i V. serpyllifolia
L. uocene su i plavoljubicaste mrlje. Standardna otopina kavene kiseline daje zonu plave boje,
standardna otopina klorogenske Kkiseline dvije zeleno obojene zone, standardna otopina
ruzmarinske kiseline jednu zelenu zonu, dok standardna otopina feruli¢ne kiseline pokazuje

tamno plavo obojenu zonu (Slika 17 i 18, Tablica 8).
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a)

b)

Slika 17. Kromatogram standardnih otopina fenolnih kiselina te metanolnih ekstrakata odabranih vrsta
roda Veronica L.

Nepokretna faza: TLC ploc¢a Kieselgel 60 Fzs. sa zonom koncentracije

Pokretna faza: etil acetat — mravlja kiselina — voda (8:1:1, V/V)
Detekcija: NST/PEG, UV-365 nm

Uzorci: KA-kavena kiselina, KL-klorogenska kiselina, 1-V. longifolia, 2-V. cymbalaria, 3-V. chamaedrys, 4-V.
hederifolia, 5-V. polita, 6-V. persica, 7-V. serpyllifolia, 8-V. arvensis, R-ruzmarinska kiselina, F-feruli¢na kiselina

a) b)

Slika 18. Kromatogram standardnih otopina fenolnih kiselina te metanolnih ekstrakata odabranih vrsta

roda Veronica L.

Nepokretna faza: TLC ploca SIL G-25 UVas4

Pokretna faza: etil acetat — mravlja kiselina — voda (8:1:1, V/V)
Detekcija: NST/PEG, UV-365 nm

Uzorci: KA-kavena kiselina, KL-klorogenska kiselina, 1-V. longifolia, 2-V. cymbalaria, 3-V. chamaedrys, 4-V.
hederifolia, 5-V. polita, 6-V. persica, 7-V. serpyllifolia, 8-V. arvensis, R-ruzmarinska kiselina, F-feruli¢na kiselina
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Rt vrijednost (a/b) racuna se kao omjer udaljenosti sredine svake kromatografske zone od starta

(a) u odnosu na udaljenost starta od fronta (b). Izra¢unate su R vrijednosti za kromatogram sa

stacionarnom fazom Kieselgel 60 F2s4 sa zonom koncentracije. U ovom slucaju, b iznosi 15 cm.

Tablica 8. Prikaz kromatografskih zona (a) i pripadaju¢ih Rsvrijednosti za TLC sustav s razvija¢em 2

(etil acetat — mravlja Kiselina — voda (8:1:1, V/V) i stacionarnom fazom Kieselgel 60 F2s4 sa zonom

koncentracije.
UZORCI
KA| KL | 1 2 3 4 5 6 7 8 |KLO| R
ZONE

1 a| - - |10 - [210] - |12 ]| - - - - -
Ri | - - loo7] - [o07] - [o007] - - - - -

2 a | - - - RN A - |18 - -
Re | - - - - lo11| - Jo11] - - o122 - -

3 a | - - - - 127 - 25|25 - | 27 - -
Re | - - - - lo018] - [o017]017| - [018] - -

4 a| - - 134 - |40 - |42 ] 42| 42 | 42 - -
Ri | - - |o023] - [o027] - [028[028]028]028] - -

5 a | - - 43 ] - - - - - | 48 | 48 - -
Ri | - - |o029] - - - - - lo032]032] - -

6 a | - - | 53] - [53] - | 53[54]|54]55 - -
Ri | - - |o35] - [035] - [035[036]036037]| - -

7 a | - - 58] - - - - | 59|59 - - -
Ri | - - |039] - - - - 039039 - - -

8 a - 6,6 | 6,6 - - - - - 6,4 | 7.2 - -
Ry - 0,44 044 | - - - - - 0,43 | 0,48 - =

9 a - - - - 70 N7 | 1T 7,7 - 7,7 - -
Ry = = - - 0,51]0,51|0,51|0,51 - 0,51 - -

10 a - - 8,0 - 8,2 | 8,6 - - 7,9 - - -
Ry = - 053] - 0,55 | 0,57 - - 0,53 - - -

11 a - - - - 9,4 - - - - - - -
R | - - - - |063]| - : : - - : :

12 a| - [100] - ; : : - - - - : -
Re| - [067] - - - - - - - - - -

13 a | 13,2 - 141 (141|141 (141|141 | 141 | 142 | 142 | 13,4 | 13,8
Rf | 0,88 - 0941094 ({094|094(094 094 |09 | 09 | 089 |0,92
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Na temelju polozaja kromatografskih zona uzoraka i standarda te usporedbe izracunatih Ry
vrijednosti dobivenih u kromatografskim uvjetima s razvijatem 2, moguce je izvesti zakljucke
analogne onima dobivenim pri tumacenju kromatograma s razvijatem 1. Ovoga puta Rs
vrijednosti uzoraka V. longifolia L., V. serpyllifolia L. i V. arvensis L. koje odgovaraju
klorogenskoj kiselini uo¢ene su kao narancaste mrlje stoga nije moguce sa sigurno$éu potvrditi
prisutnost spomenute fenolne kiseline u navedenim uzorcima jer je moguce da su narancaste
zone flavonoida prekrile zelenkastu klorogensku kiselinu.

S razvijacem 2 nisu uocene vece razlike u razdavajanju 1 intenzitetu fluorescencije razvijenih

kromatografskih zona u odnosu na kromatogram dobiven s razvija¢em 1.

4.3. Rezultati kvantitativne analize fenolnih kiselina

Kvantitativna analiza fenolnih Kiselina u biljnim uzorcima vrsta roda Veronica L. provedena je
spektrofotometrijskom metodom koju propisuje Europska farmakopeja u monografijama
Rosmarini folium i Fraxini folium (EDQM, 2018).

Odredivanje se temelji na prisutnosti o-dihidroksifenolne skupine u strukturi hidoksicimetnih
derivata koji s nitrit-molibdat reagensom daju zuto obojene komplekse. Zaluzivanjem otopine,
zuta boja prelazi u narancastocrvenu. Apsorbancija je izmjerena na 505 nm (ruzmarinska
kiselina), odnosno na 525 nm (klorogenska kiselina) te je sadrzaj ukupnih hidroksicimetnih
derivata izrazen pomocu specificne apsorbancije koja za ruzmarinsku kiselinu iznosi 400, a za

klorogensku kiselinu 188.

Sadrzaj ruzmarinske kiseline rauna se prema izrazu:

0 = Ax2,5
m

A — izmjerena apsorbancija na 505 nm;

m — masa droge izrazena u gramima.
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Analogno prethodnom, apsorbancija je izmjerena i na 525 nm, a sadrzaj ukupnih

hidroksicimetnih derivata izrazen je kao klorogenska kiselina prema izrazu:

O/OZAXS;3
m

Napravljena je jedna ekstrakcija droge za svaki uzorak odabranih vrsta te su uzete tri otopine
za spektrofotometrijsko odredivanje. Svako je mjerenje izvedeno tri puta, dakle ukupno devet
mjerenja (A1, A2, ..., A9) te je izracunata srednja vrijednost mjerenja (A). Takoder je

provedena 1 statistiCka analiza, tako da se izraCunalo standardno odstupanje (SD) prema izrazu

L(A-A)?
N-1

SD = , gdje je N broj podataka koji u ovom slucéaju iznosi 9, te u obliku relativnog

standardnog odstupanja (RSD) koje se racuna prema izrazu %.

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja fenolnih kiselina izrazenih kao ruzmarinska

kiselina

Postotak fenolnih kiselina izraunat je prema iznad objasnjenim izrazima, a rezultati su

prikazani Tablicama 9 i 10.

Dobivene UV-Vis-spektre donose Slike 19 do 26.
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Tablica 9. Sadrzaj fenolnih kiselina u ekstraktu odabranih vrsta roda Veronica L. izrazen kao

ruzmarinska kiselina (505 nm).

Uzorak Odvaga(g) | 1. mjerenje | 2. mjerenje | 3. mjerenje A SD RSD %
0,22508 0,21757 0,21683

V. longifolia 0,2000 0,22519 0,21805 0,21145 | 0,21793 | 0,00643 | 2,94854 | 2,72
0,22616 0,21208 0,20892
0,03914 0,03330 0,03836

V. cymbalaria 0,2001 0,03503 0,03199 0,03849 | 0,03508 | 0,00314 | 8,95091 | 0,44
0,03267 0,03057 0,03614
0,32394 0,26563 0,27442

V. chamaedrys | 0,2001 0,33031 0,26031 0,27411 | 0,28759 | 0,03109 | 10,81040 | 3,59
0,33059 0,25776 0,27128
0,04778 0,04274 0,05276

V. hederifolia 0,2000 0,04704 0,04257 0,05457 | 0,04803 | 0,00446 | 9,28035 | 0,60
0,04703 0,04486 0,05292
0,09387 0,09059 0,09195

V. polita 0,2000 0,09377 0,08903 0,09022 | 0,09027 | 0,00296 | 3,27393 | 1,13
0,09127 0,08618 0,08553
0,10296 0,08734 0,11101

V. persica 0,2001 0,10059 0,08933 0,10610 | 0,09630 | 0,00958 | 9,94619 | 1,20
0,09805 0,08595 0,08536
0,09553 0,10285 0,10088

V. serpyllifolia |  0,2000 0,09524 0,10290 0,09933 | 0,09915 | 0,00375 | 3,78373 | 1,24
0,09332 0,10354 0,09875
0,09681 0,09081 0,08609

V. arvensis 0,2000 0,09218 0,08720 0,08262 0,08859 | 0,00451 | 5,08811 | 1,11
0,09139 0,08591 0,08431

Najveci postotak fenolnih kiselina izrazenih kao ruzmarinska kiselina zabiljezen je u uzorcima
V. longifolia L. i V. chamaedrys L. koji su iznosili 2,72 + 0,006 %, odnosno 3,59 + 0,031 %,
dok je najmanji postotak fenolnih kiselina zabiljeZen u uzorcima V. cymbalaria L. i V.
hederifolia L. koji su iznosili 0,44 + 0,003 %, odnosno 0,60 + 0,004 %, $to potvrduje

kvalitativne rezultate dobivene TLC analizom fenolnih kiselina.
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Method file : FENKIS.M ( modified ) Last update: Date 2/5/21 Time

11:48:20 AM
Information : Default Method
Data File : C:\NIVESM~1\VPA1l.SD Created : 2/5/21 11:54:02

Overlaid Spectra:

[70 24 A

2
(ks 0N W o .
440 460 480 500 520
# Name Abs<505nm> Abs<525nm:

1 0.22508 0.21454
2 0.22519 0.21439
3 0.22616 0.21493
4 0.21757 0.21034
5 0.21805 0.21068
6 0.21208 0.20508
7 0.21683 0.20951
8 0.21145 0.20413
9 0.20892 0.20133

Slika 19. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije fenolnih kiselina u ekstraktu V. longifolia L.

Method file : FENKIS.M ( modified ) Last update: Date 2/5/21 Time
11:48:20 AM

Information : Default Method

Data File 5 C:\NIVESM~1\VPA3.SD Created : 2/5/21 12:18:02

Overlaid Spectra:

N

480 500 520 540 Wavelength (nm)

# Name Abs<505nm> Abs<525nm>

Slika 20. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije fenolnih kiselina u ekstraktu V. chamaedrys L.
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Method file : FENKIS.M ( modified ) Last update: Date 2/5/21 Time

11:48:20 AM
Information : Default Method
Data File : C:\NIVESM~1\VPA2.SD Created : 2/5/21 12:07:36
Overlaid Spectra: B S T — = =
|
2 X
|8 004 A
I S — - N
)g 0.03 =
; .
002 s
440 460 480 500 520 540 Wavelength (nm)
# Name Abs<505nm> Abs<525nm>
1 3.9135e-2 3
2 3.5028E-2 3
3 3.2667E-2 2
4 3.3302e-2 2.
5 3.1991E-2 2.
6 3.0570E-2 2
7 3.8358E-2 3
8 3.8494E-2 3
9 3.6141E-2 3.1400e-2

Slika 21. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije fenolnih kiselina u ekstraktu V. cymbalaria L.

Method file : FENKIS.M ( modified ) Last update: Date 2/5/21 Time
11:48:20 AM

Information : Default Method

Data File 2 C:\NIVESM~1\VPA4.SD Created : 2/5/21 12:27:41

Overlaid Spectra:

‘Absorbance (AU)

# Name Abs<505nm> Abs<525nm>
1 4.7784E-2 4.0469E-2
2 4.7037e-2 3.9679E-2
3 4.7031E-2 3.9751E-2
4 4.2735€E-2 3.4759€E-2
5 4.2570E-2 3
6 4.4856E-2 3
7 5.2755e-2 4
8 5.4567E-2 4
9 5.2920E-2 4

Slika 22. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije fenolnih kiselina u ekstraktu V. hederifolia L.



Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja fenolnih kiselina izrazenih kao klorogenska

kiselina

Tablica 10. Sadrzaj fenolnih kiselina u ekstraktu odabranih vrsta roda Veronica L. izrazen kao
klorogenska kiselina (525 nm).

Uzorak Odvaga(g) | 1. mjerenje | 2. mjerenje | 3. mjerenje A SD RSD %
0,21454 0,21034 0,20951

V. longifolia 0,2000 0,21439 0,21068 0,20413 0,20944 | 0,00495 | 2,36326 | 5,55
0,21493 0,20508 0,20133
0,03460 0,02822 0,03359

V. cymbalaria 0,2001 0,03070 0,02709 0,03385 0,03040 | 0,00320 | 10,54238 | 0,81
0,02833 0,02578 0,03140
0,30424 0,24762 0,26260

V. chamaedrys 0,2001 0,31097 0,24260 0,26220 0,27121 | 0,02941 | 10,84531 | 7,18
0,31126 0,23996 0,25944
0,04047 0,03476 0,04467

V. hederifolia 0,2000 0,03968 0,03435 0,04661 0,04022 | 0,00449 | 11,15831 | 1,07
0,03975 0,03668 0,04503
0,08316 0,08004 0,08258

V. polita 0,2000 0,08304 0,07859 0,08086 | 0,080104 | 0,00263 | 3,27846 | 2,12
0,08033 0,07619 0,07651
0,09020 0,07509 0,09934

V.persica 0,2001 0,08804 0,07700 0,09459 0,08409 | 0,00973 | 11,57103 | 2,23
0,08571 0,07359 0,07325
0,08445 0,09115 0,08939

V. serpyllifolia 0,2000 0,08419 0,09121 0,08797 0,08775 | 0,00350 | 3,98266 | 2,33
0,08217 0,09183 0,08743
0,08770 0,08161 0,07674

V. arvensis 0,2000 0,08304 0,07812 0,07337 0,07941 | 0,00455 | 5,73495 | 2,10
0,08227 0,07680 0,07506

Najveci postotak fenolnih kiselina izraZzenih kao klorogenska kiselina zabiljeZen je u uzorcima

V. longifolia L. i V. chamaedrys L. koji su iznosili 5,55 + 0,005 %, odnosno 7,18 + 0,029 %,

dok je najmanji postotak fenolnih kiselina zabiljeZen u uzorcima V. cymbalaria L. i V.

hederifolia L., koji su iznosili 0,81 + 0,003 %, odnosno 1,07 + 0,004 %, Sto potvrduje

kvalitativne rezultate dobivene TLC analizom fenolnih kiselina.
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Method file : FENKIS.M ( modified ) Last update: Date 2/5/21 Time

11:48:20 AM

Information : Default Method
Data File : C:\NIVESM~1\VPAS5.SD Created : 2/5/21 12:37:41
Overlaid Spectra:

0.1 By

0.09 ERRRCTE ST S
g 0.08 R
8 oo
g 006

005

004
| 0034 o ) 2|
| 440 460 480 500 520 540 Wavelength (nm)

Slika 23. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije fenolnih kiselina u ekstraktu V. polita L.

Method file : FENKIS.M ( modified ) Last update: Date 2/5/21 Time
11:48:20 AM

Information : Default Method

Data File H C:\NIVESM~1\VPA6.5D Created : 2/5/21 12:47:49

Overlaid Spectra:

OATRRSNS
2 00e Z
8 o008 BT
g
€ o007
3
2890085

0.05

004

003

440 460 480 500 520 540 Wavelength (nm)

g Name Abs<505nm>
1 0.10296
2 0.10059
3 9.8052E-2
4 8
S 8
6 8.5947E-2 7.3594E-2
7 0.11101 9.9339E-2
8 0.10610 9.4589E-2
9 8.5363E-2 7.3247E-2

Slika 24. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije fenolnih kiselina u ekstraktu V. persica L.
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Slika 25. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije fenolnih kiselina u ekstraktu V. serpyllifolia L.

Method file : FENKIS.M ( modified Last update: Date 2/5/21 Time

Data Flle
Overlaid Spectra:
01 !

009

0.08

0.07

0.06

Absorbance (AU)

0.05

003

440 480 480 500 520 540 Wavelength (nm)

Slika 26. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije fenolnih kiselina u ekstraktu V. arvensis L.

Usporedbom rezultata dobivenih spektrofotometrijskim mjerenjem na 505 nm (fenolne kiseline
izrazene kao ruzmarinska kiselina) i 525 nm (fenolne kiseline izrazene kao klorogenska
kiselina), uocljivo je kako je postotak fenolnih kiselina izraZenih kao ruzmarinska kiselina bitno

manji nego postotak fenolnih kiselina izrazenih kao klorogenska kiselina, $to se moze vidjeti u
Tablici 11.
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Tablica 11. Usporedba rezultata dobivenih spektrofotometrijskim mjerenjem fenolnih kiselina na 505

nm (izrazeni kao ruzmarinska kiselina) i 525 nm (izraZeni kao klorogenska kiselina).

%K - %R
Uzorak %R %K %K - %R SD
(avg)
V. longifolia 2,72 5,55 2,83
V. cymbalaria 0,44 0,81 0,37
V. chamaedrys 3,59 7,18 3,59
V. hederifolia 0,60 1,07 0,47
1,42 1,15467
V. polita 1,13 2,12 0,99
V. persica 1,20 2,23 1,03
V. serpyllifolia 1,24 2,33 1,09
V. arvensis 1,11 2,10 0,99

Oznake: %K — fenolne kiseline (FK) izrazene kao klorogenska kiselina (%); %R — FK izrazene kao ruzmarinska
kiselina (%); %0K-%R — razlika prosjeka mjerenja na 525 nm i 505 nm, te prosjek i standardna devijacija
postotaka.

Oba nacina mjerenja, kao dio kvantitativne analize fenolnih kiselina, pokazala su kako najve¢u
koncentraciju fenolnih kiselina imaju uzorci V. longifolia L. i V. chamaedrys L., a najmanju
koncentraciju fenolnih kiselina uzorci V. cymbalaria L. i V. hederifolia L. Odnosi sadrzaja
fenolnih kiselina iz ostalih uzoraka su takoder pokazali analogne rezultate, odnosno u oba
naCina kvantitativnog odredivanja, postotak fenolnih kiselina slijedio je rastu¢i niz: V.
cymbalaria L., V. hederifolia L., V. arvensis L., V. polita L., V. persica L., V. serpyllifolia L.,
V. longifolia L. i V. chamaedrys L.

U prosjeku je mjerenjem fenolnih kiselina izrazenih kao klorogenska kiselina dobiven za 1,42
+ 1,15 vedi postotak od postotka dobivenog odredivanjem fenolnih kiselina izrazenih kao

ruzmarinska kiselina.

Sukladno navedenome, moguce je pretpostaviti da uzorci odabranih vrsta roda Veronica L.

imaju vedi udio klorogenske nego ruzmarinske kiseline.
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4. ZAKLJUCCI

U okviru ovoga diplomskog rada provedeno je fitokemijsko istrazivanje nadzemnih dijelova
odabranih vrsta roda Veronica L., a koje je uklju¢ivalo kvalitativnu analizu polifenolnih
sastavnica te kvantitativnu analizu fenolnih kiselina.

Kemijskim reakcijama stvaranja boje i taloga, kao dio kvalitativne analize polifenolnih
spojeva, oni su dokazani u svim ispitanim uzorcima. Najjaci intenzitet zamucenja uglavnom je
uocavan za uzorak vrste V. persica L., §to ukazuje na veci udio polifenola u tom uzorku, a
najmanji intenzitet zabiljezen je ve¢inom za uzorke vrsta V. polita L. i V. arvensis L., §to
ukazuje na najmanji udio polifenola u tim uzorcima.

Kvalitativnom analizom koja je provedena primjenom metode tankoslojne kromatografije
(TLC) dokazana je prisutnost fenolnih kiselina u metanolnim ekstraktima odabranih biljnih
vrsta. Analiza je provedena s dvije stacionarne faze: SIL G-25 UVas4 i Kieselgel 60 Fass sa
zonom koncentracije te s dva razvijaca: (1) etil acetat — mravlja kiselina — ledena octena kiselina
—voda (100:11:11:27, VIV) i (2) etil acetat — mravlja kiselina — voda (8:1:1, V/V). Koristene
su standardne otopine fenolnih kiselina (kavene, klorogenske, ruzmarinske i feruli¢ne Kiseline).
Kromatografske zone su detektirane prskanjem Naturstoff-reagensom i 5 %-tnom otopinom
polietilenglikola 4000 (NST/PEG) te promatranjem kromatograma pod UV svjetlom valne
duljine 365 nm; na kromatogramu s razvijaCem (1) uo¢eno je 11 odvojenih zona koje su se
medusobno razlikovale u bojama i intenzitetima. Najjaci intenzitet razvijenih kromatografskih
zona uocen je u uzorcima vrsta V. longifolia L. i V. chamaedrys L, a najmanji u uzorcima vrsta
V. cymbalaria L. i V. hederifolia L. Nije bilo moguce sa sigurno$¢u potvrditi prisutnost svih
ispitanih fenolnih kiselina, iako se usporedbom dobivenih R vrijednosti moze pretpostaviti
njihova prisutnost. Vrlo sli¢ni rezultati s 13 odvojenih zona dobiveni su s razvijatem (2). Nisu
uocene vece razlike dobivenih kromatograma s razlic¢itim stacionarnim fazama.

Kvantitativna analiza fenolnih kiselina u nadzemnim dijelovima odabranih vrsta roda
Veronica provedena je spektrofotometrijski prema Europskoj farmakopeji s nitrit-molibdat
reagensom u luznatom mediju i mjerenjem apsorbancije na 505 nm (sadrZaj izrazen kao
ruzmarinska kiselina) te na 525 nm (sadrZaj izraZzen kao klorogenska kiselina). Najve¢i udio
fenolnih kiselina izrazenih kao ruzmarinska kiselina zabiljezen je u uzorcima vrsta V. longifolia
L. (2,72 %) i V. chamaedrys L. (3,59 %), a najmanji udio zabiljeZzen je u uzorcima vrsta V.
cymbalaria L. (0,44 %) i V. hederifolia L. (0,60 %), §to potvrduje rezultate dobivene

kvalitativnom TLC analizom fenolnih kiselina. Analogni rezultati dobiveni su i
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spektrofotometrijskom metodom preko klorogenske kiseline, tj. najveci udio zabiljezen je u
uzorcima vrsta V. longifolia L. (5,55 %) i V. chamaedrys L. (7,18 %), a najmanji sadrzaj u
uzorcima vrsta V. cymbalaria L. (0,81 %) i V. hederifolia L. (1,07 %). Usporedbom rezultata
utvrden je veci sadrzaj klorogenske nego ruzmarinske kiseline u ispitivanim uzorcima
odabranih vrsta.

Istrazivanja provedena u okviru ovoga diplomskoga rada proS$irila su saznanja 0
polifenolnom sadrzaju, kao i sastavu i sadrzaju fenolnih kiselina u nadzemnim dijelovima
odabranih biljnih vrsta te opéenito pridonose istrazivanjima polifenolnih spojeva u vrstama roda

Veronica L.
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6. SAZETAK /SUMMARY

Sazetak

U okviru ovoga diplomskog rada provedena je kvalitativna i kvantitativna analiza fenolnih
kiselina odabranih vrsta roda Veronica L. (Plantaginaceae). Prisutnost polifenolnih spojeva
dokazana je kemijskim reakcijama stvaranja obojenih produkata i taloga. Kvalitativna analiza
fenolnih kiselina (kavene, klorogenske, ruzmarinske i feruli¢ne) primjenom tankoslojne
kromatografije nije sa sigurnoS¢u potvrdila njihovu prisutnost, iako se ona moZe pretpostaviti.
Kvantitativna analiza fenolnih kiselina provedena je spektrofotometrijski te je sadrZzaj mjeren
kao ruZzmarinska kiselina (505 nm) 1 klorogenska kiselina (525 nm). Maseni udio analiziranih
fenolnih kiselina odabranih biljnih vrsta izrazenih kao ruzmarinska Kiselina kretao se u rasponu
od 0,44 % (V. cymbalaria L.) do 3,59 % (V. chamaedrys L.), odnosno, izrazenih kao
klorogenska kiselina u rasponu od 0,81 % (V. cymbalaria L.) do 7,18 % (V. chamaedrys L.).
Provedena kvalitativna i kvantitativna analiza predstavlja prilog znanstvenom istrazivanju
odabranih vrsta roda Veronica L. i upotpunjuje dosadasnje spoznaje o fitoterapijskom

potencijalu ovih biljnih vrsta, posebice u odnosu na sadrzaj bioaktivnih fenolnih tvari.
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Summary

In this graduate thesis, qualitative and quantitative analysis of phenolic acids of selected species
of the genus Veronica L. (Plantaginaceae) was carried out. The presence of polyphenols has
been demonstrated by general chemical reactions of developing colored products and
precipitates. Qualitative analysis of phenolic acids (caffeic, chlorogenic, rosmarinic, and ferulic
acid) using thin layer chromatography did not confirmed their presence with certainty, although
it can be assumed. Quantitative analysis of phenolic acids was carried out using the
spectrophotometric method. Phenolic acids were analyzed on 505 nm (expressed as rosmarinic
acid) and 525 nm (expressed as chlorogenic acid). The contents of analyzed compounds from
selected species varied from 0.44 % (V. cymbalaria L.) to 3.59 % (V. chamaedrys L.), when
expressed as rosmarinic acid, and from 0.81 % (V. cymbalaria L.) to 7.18 % (V. chamaedrys
L.), when expressed as chlorogenic acid. Conducted qualitative and quantitative analysis is a
contribution to the scientific study of selected species of the genus Veronica L. and completes
the existing knowledge about phytotherapeutic potential of these species, especially in relation

to the content of bioactive phenolic substances.
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