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1.UvVOD

1.1. Osnovne karakteristike brusnice

Brusnica (Vaccinium vitis-idaea) je viSegodi$nji zimzeleni patuljasti grm. Spada u
porodicu Ericaceae i u rod Vaccinium koji sadrzava otprilike 150 razli¢itih vrsta kao $to su
europske borovnice, sjevernoamericke borovnice, americke brusnice i dr. Kultivirane su
sjevernoamericke borovnice, americke brusnice 1 brusnice iako se brusnice ve¢inom skupljaju
kao divlje (Padmanabhan i sur., 2016). Brusnice u prosjeku dosegnu visinu od 30 cm. Stabljika
je uspravna, rijetko razgranata, drvenasta i dlakava. Listovi su naizmjeni¢ni, ovalni i obrnuto
jajoliki, kratke peteljke, dugi 0.9 — 2.5 cm, kozasti i na vrhu su ¢esto zarezani. Lice lista je sjajno
1 tamno zeleno dok je nali¢je svijetlozelene boje 1 ima crne ili smede Zlijezde koje izgledaju kao
tockice. Rubovi su nazubljeni 1 pilasti, a nervatura se jasno ocituje. Cvjetovi su sitni 1 zvonasti,
bijele do ruzi¢aste boje. Latice su pri dnu spojene, duge 5 — 8 mm i ima ih 4 u vijen¢iéu. Caska
se sastoji od 4 lapa. Jedan tucak je izboCen iz cvijeta, a prasnika ima 4 ili 8. Cvat je grozdasti.
Cvatnja se dogada u svibnju i lipnju, a sjeme dozrijeva od kolovoza do listopada. Plod je tamno
crvene boje, okrugao, sjajan, socan, jestiv i kiselog okusa (www.luontoportti.com,

www.landscapeplants.oregonstate.edu).

Slika 1. List i plod brusnice (preuzeto iz: www.gardeningknowhow.com)


http://www.luontoportti.com/
http://www.landscapeplants.oregonstate.edu/

Vrsta je hermafrodit, odnosno sadrzi i muske i1 Zenske spolne organe 1 oprasuju je pcele
kojima je privlacna zbog velike koli¢ine nektara u cvjetovima. Najcesce raste na pjeskovitom
tlu i ilovaci te preferira kisela i vlazna tla. Pogodan pH za rast brusnice je 4.5 — 6. Raste i u
sjenovitom 1 u osun¢anom podrucju s tim da na suncanom podrucju daje vise plodova (Huxley,
1992). To je biljka koja lako izdrzava hladnocu, ali ne moze podnijeti toplinu. Komercijalno je
kultivirana na podruc¢ju Europe, najvise u Skandinaviji i odnedavno u Sjedinjenim Americkim
Drzavama. Drzave koje najvise izvoze brusnicu su Svedska, Finska i Ruska Federacija. Okus
joj je opor, ali je jestiva nakon kuhanja ili nekog drugog nacina pripreme (Padmanabhan i sur.,
2016). Jedu se plodovi, a ¢aj se priprema od listova. Takoder se od plodova moze praviti i sok
koji se tradicionalno koristi grgljanjem kod upale grla (Moerman, 1998). U listovima je prisutan
arbutin koji u ve¢im koli¢inama djeluje toksi¢no pa se ¢aj ne smije koristiti kontinuirano.
Najveci broj dosadasnjih istrazivanja o medicinskim ucincima na vrstama roda Vaccinium
odnosio se na vrstu Vaccinium macrocarpum (ameri¢ka brusnica) i Vaccinium myrtillus
(europska borovnica) (Bujor i sur., 2018) koji za razliku od brusnice pripadaju podrodu
Oxycoccus (Nowack i Schmitt, 2008), no u zadnje vrijeme sve se vise istrazuje i Vaccinium
vitis-idaea (brusnica). Brusnica ne sadrzi samo vlakna i minerale nego pripada i skupini voéa
koje je bogato antioksidansima kao §to su vitamin C, A i E (tokoferol), a posebno polifenolima.
Sadrzava slozeni sastav (poli)fenolnih spojeva koji primarno ¢ine  flavan-3-oli i
pronatocijanidini, zajedno s flavanolima, flavonolima, fenolnim kiselinama i antocijaninima
(Sari i sur., 2008). Najvise ima flavanola (5.8%), potom flavonola (2.9%), fenolnih kiselina
(1.9%) 1 konacno 1.5% antocijanina. Posebnost ove vrste boba je da sadrzi vise fenolnih spojeva
u listovima, nego u plodovima za razliku od ostalih vrsta roda Vaccinium (Manolescu i sur.,
2019). Ona se zbog visokog sadrzaja polifenolnih spojeva tradicionalno koristi za lijeCenje
upalnih bolesti, rana, Zelucanih tegoba i1 reumatizma (Padmanabhan i sur., 2016). Istrazivanja

pokazuju i mnogo drugih razli¢itih djelovanja koja bi mogla utjecati na zdravlje.

1.1.1. Antioksidativno djelovanje

Brusnica zbog svog fitokemijskog sastava pokazuje visoki antioksidativni kapacitet
(Zheng 1 Wang, 2003) i smanjuje ukupni oksidativni status za 25% na modelu Stakora koji je
imao prehranu koja potice oksidativni stres (PPOS). Ta prehrana ukljucuje visoke razine masti

i kolesterola. Brusnica korisStena u kombinaciji s tom prehranom, povoljno djeluje na



antioksidativne enzime (superoksid dismutaza, glutation reduktaza i katalaza) povecavajuci
njihovu aktivnost u crvenim krvnim stanicama i jetri te sprjeCava pad razine glutationa u
serumu, odnosno povecava razinu glutationa kod normalne prehrane. Osim toga, odrzava
takoder 1 fiziolosku razinu mokra¢ne kiseline kod PPOS koja se bi se kod takve prehrane
povecala za 32% Sto sve potvrduje sposobnost antioksidativnog djelovanja ekstrakta brusnice
(5% proantocijanidina) u dozi od 23 mg/kg tjelesne tezine (Mane i sur., 2011). Uzrok
antioksidativnog djelovanja su brojni fenolni spojevi koji se nalaze u brusnici i to djelovanje je
usporedivo s europskom borovnicom i americkom brusnicom (Grace i sur., 2014; Mane i sur.,
2011) koje su se vise istrazivale zbog ¢eS¢e upotrebe u sokovima, dzemovima i dodacima
prehrani. Neke studije pokazuju da brusnica ima ¢ak 4.5 puta viSe proantocijanidina od
europske borovnice (Maatta Riihinen i sur., 2004). Upravo se zadnjih godina ¢esto istrazuju
biljne vrste koje sadrze fenolne spojeve koji imaju antioksidativno djelovanje kako bi se razvila
funkcionalna hrana koja bi mogla pomoc¢i u brojnim stanjima koja su obiljezena oksidativnim

stresom.

1.1.2. Antitumorsko djelovanje

Epidemioloska istrazivanja se slazu u tvrdnji da redovna konzumacija voca i povréa
smanjuju rizik i ucestalost nastanka karcinoma (Kris-Etherton i sur., 2002; Steinmetz i sur.,
1996). Bobicasto voce i razli€iti spojevi koji su iz njega izolirani blokiraju metabolizam
tumorskih stanica, eliminiraju ih i inhibiraju mutagenezu (Katsube i sur., 2003; Surh i sur.,
2001). Bioaktivne sastavnice iz bobicastog vo¢a mogu interferirati i sa signalnim putevima
preko estrogenskih i tirozin-kinaznih receptora (Shi i sur., 2017). Osim navedenih mehanizama,
za u€inak na tumore posebno je zanimljivo voée koje sadrZi spojeve s antioksidativhom
aktivno$¢u, odnosno antioksidanse. Antioksidansi su molekule koje su sposobne inhibirati
oksidaciju drugih molekula. Sposobni su inhibirati oksidaciju za organizam posebno opasnih
reaktivnih kisikovih spojeva koje imaju potencijal da oStete neke stani¢ne komponente kao §to
su DNA, bjelancevine 1 lipidi. Oksidativna oStecenja tih molekula u stanici mogu biti okidaci
koji ¢e uzrokovati pocetne korake u razvoju tumora (Mates i Sanchez-Jimenez, 2000). Osim
inhibicije oksidacije slobodnih radikala, antioksidansi mogu smanjiti rizik za nastanak tumora
djelovanjem na ciklooksigenazu-2 ili inhibiraju¢i ekspresiju onkogena (Fosslien, 2000;
Ranelletti i sur., 2000).



Smanjenje oksidativnog stresa u tumorskim stanicama moglo bi ponuditi objasnjenje za
antikancerogeno djelovanje (poli)fenola mnogog bobicastog voéa, medu kojima brusnica
pokazuje najjacu antiproliferativnu aktivnost (Fan, 2011). Proliferacija tumorskih stanica jedan
je od najvaznijih dijelova tumorske progresije i promjene u regulaciji kljucnih signalnih puteva
koji kontroliraju proliferaciju kao 1 puteva koji kontroliraju apoptozu nuzni su uvjeti za nastanak
tumora i njegov razvoj (Evan i Vousden, 2001). Ekstrakt brusnice inhibira proliferaciju
tumorskih stanica debelog crijeva HT-29, ali nije pokazana korelacija sa sadrzajem
antocijanidina i flavonoida (Olsson i sur., 2004). Drugi mehanizam kojim uzrokuje smrt
tumorske stanice je apoptozom koja je dokazana na humanim stanicama s leukemijom HL-60
pri ¢emu je razina apoptoze neovisna o dozi (Wang i sur., 2005). Osim toga, ekstrakt brusnice
koji je primijenjen na misje epidermalne stanice JB6 P+ koje se koriste za proucavanje tumorske
promocije (Hsu i sur., 2000), ovisno o dozi inhibirao je aktivaciju aktivatorskog proteina AP-1
1 nuklearnog faktora xB (Wang 1 sur., 2005) koji su transkripcijski faktori povezani s
karcinogenezom (Bode i Dong, 2000). Ekstrakt brusnice blokira i TPA ili UVB induciranu
MAPK aktivaciju s kojom je povezana aktivacija proteina AP-1 (Wang i sur., 2005). Enzim
kinon-reduktazu u fazi 2 detoksifikacije ksenobiotika induciraju etil-acetatni ekstrakti brusnice
dok je indukcija ornitin dekarboksilaze tumorskim promotorom forbol 12-miristat 13-acetatom
inhibirana proantocijanidinskom frakcijom sirovog ekstrakta brusnice ¢ime je in vitro pokazana
potencijalna antikancerogena aktivnost (Bomser i sur., 1996). Antocijanini, proantocijanidini i
elagna kiselina u brusnici znacajno smanjuju ucestalost intestinalnih tumora kod miseva. Oni
takoder primjetno inhibiraju rast adenoma i akumulaciju nuklearnih b-katenina i ciklina D1 u
mukozi (Misikangas i sur., 2007). Antocijanini prisutni u brusnici u najvecoj koli¢ini su
cijanidin-3-O-sambubiozid, delfinidin-3-O-galaktozid i peonidin-3-O-galaktozid (Brown i sur.,
2014; Ogawa i sur., 2014). lako postoje brojne studije koje in vitro pokazuju antikancerogenu
aktivnost fitokemikalija u bobi¢astom vocu, vecina studija je napravljena s koncentracijama
aktivnih tvari koje nisu relevantne jer su mnogostruko vece od stvarne koncentracije u plazmi
koja je odredena bioraspoloZivos¢u, odnosno koja se dobije nakon apsorpcije i opseznog

metabolizma (Milbury, 2009).

Brusnica posjeduje i epigeneticke mehanizme kojima moze utjecati na razvoj tumora.
Epigenetika se definira kao nasljedna promjena u ekspresiji gena bez promjene u slijedu DNA
(Wolffe and Matzke, 1999). Metilacija DNA, kovalentna modifikacija histona i promjena u
mMIRNA ekspresiju su trenutno najpoznatiji epigenetski mehanizmi koji su ukljuceni u

ekspresiju gena (Winter et al., 2009; Yoo and Jones, 2006). Promjene u tim putevima mogu



znacajno doprinijeti razvoju karcinoma (Esteller, 2008). Pokazalo se da bi antocijanini iz
bobicastog vo¢a mogli utjecati na kemoprevenciju tumora. Brusnica kod miseva C57BL/6JBom
Tac koji su imali prehranu bogatu mastima inducira hipermetilaciju korepresor 2 nuklearnog
receptora (NCoR) koji kodira NCoR/utiSavaju¢i medijator za retinoid (SMRT - silencing
mediator for retinoid) koji regulira metaboli¢ku homeostazu i upalne putove. NCoR (poznat
kao SMRT) ukljucen je u regulaciju lipida, upale i oksidativhog stresa ¢ime utjeCe na
karcinogenezu. Dolazi do smanjene STAT3, mTOR i NF-kB signalizacije, smanjuje se
translokacija NF-kB u jezgru, smanjena je sinteza lipida zbog smanjene transkripcijske
akivnosti SREBP1c te je smanjena intestinalna apsorpcija lipida (Heyman-Linden i sur.,
2016a). Bolje razumijevanje mehanizama kojima antocijanini iz bobicastog voca utjeCu na
epigenetsku regulaciju olaksalo bi dizajn preliminarnih protokola u kojima bi se bobicasto voce

koristilo kao kemopreventivni agens.

1.1.3 Utjecaj na tjelesnu teZinu

Pretilost je kroni¢ni metaboli¢ki poremecaj i brzorastuci globalni zdravstveni problem.
Prema izvjeS¢u Svjetske zdravstvene organizacije (WHO), preko 1.9 milijardi (39%) odraslih
ljudi ima prekomjernu tjelesnu masu i 650 milijuna od njih je bilo pretilo u 2016.
(www.who.int). Pretilost je povezana s nekoliko bolesti kao §to su diabetes mellitus,
kardiovaskularne bolesti i karcinomi te zbog toga predstavlja 1 veliki ekonomski teret za drustvo
(Mokdad i sur., 2003). Prema tome, upravljanje i smanjenje ucestalosti pretilosti povecava
interes istrazivaca. Tijekom zadnjih godina, utjecaj crijevne mikrobiote na pretilost postao je
vazna tema 1 pokazalo se da je to potencijalno ucinkovita meta za lijeCenje pretilosti. Posebno
su pod povecalo stavljene jestive prehrambene biljke koje imaju utjecaj na mikrobiotu (Cao i
sur., 2019). Nekoliko bobicastih vrsta, medu kojima se nalazi i brusnica, pokazalo je da
posjeduju sposobnost moduliranja mikrobiote §to posljedicno dovodi do smanjenja pretilosti
(Lee i sur., 2018; Pan i sur., 2017; Heyman-Linden i sur., 2016b). Brusnica pokazuje
protuupalnu aktivnost i smanjuje debljanje tako $to povecava koli¢ine mikroorganizama
Akkermansia i Faecalibacterium u misevima C57BL/6J koje blagotvorno djeluju na sluznicu
crijeva (Heyman-Linden i sur., 2016b). Na istim miSevima ispitivana je suplementacija
brusnicom pri prehrani s visokim udjelom masti i pokazano je da smanjuje negativne promjene

u koncentraciji kolesterola i glukoze u krvi te da smanjuje povecanje mase i visceralne masti za



26 odnosno 25 % u odnosu na kontrolnu grupu koja je primala samo prehranu bogatu mastima
bez suplementacije brusnicom. Smanjila je i povec¢anje koncentracije proinflamatornog citokina

leptina za 36% (Ryyti i sur., 2020).

Na razvoj pretilosti ponajprije utje¢e neravnoteza izmedu unosa kalorija prehranom i
metaboli¢ke potro$nje te je redukcija u unosu masti korisna u gubljenju kilograma (Mulvihill i
Quigley, 2003). Smanjenje unosa energije inhibicijom aktivnosti pankreati¢ne lipaze koja
hidrolizira trigliceride na glicerol i masne kiseline, koji se mogu apsorbirati (Lowe, 1997),
koristi se u lijeCenju pretilosti. Jedan od primjera je lijek orlistat (Sjostrom i sur., 1998).
Pokazano je da polifenoli iz brusnice takoder inhibiraju aktivnost pankreati¢ne lipaze.

Pretpostavka je da su za to djelovanje odgovorni proantocijanidini (McDougall i sur., 2009).

1.1.4. Utjecaj na razinu glukoze u krvi

Brusnica ima i potencijalni u¢inak na diabetes mellitus tipa 2. Etanolni ekstrakt brusnice
povecava sposobnost C2C12 miSi¢nih stanica za uzimanje glukoze preko signalnog puta AMP
aktivirane protein kinaze (Harbilas i sur., 2009). Ocjenjivao se i utjecaj ekstrakta brusnice na
modelu miSa koji je imao prehranu koja dovodi do razvoja pretilosti. Takav model imitira
ljudski metabolicki sindrom 1 rani stadij dijabetesa tipa 2 povezanog s nezdravim nacinom
zivota jer mi§ pod utjecajem takve prehrane razvija pretilost, inzulinsku rezistenciju i
hiperglikemiju (Bullen i sur., 2004). Doze od 125, 250 i 500 mg ekstrakta brusnice/kg su nakon
osmotjednog tretmana snizile GUK za 28%, 25% 1 17% na spomenutom miSjem modelu.
Brusnica to ¢ini bez utjecaja na tjelesnu teZinu i apetit. Snizila se i razina inzulina §to je u vezi
s poviSenjem razine GLUT4 1 aktivacijom AMPK signalnog puta. Brusnica je utjecala 1 na
steatozu jetre jer je snizila razine jetrenih triglicerida (Eid i sur., 2014). Osim utjecaja na unos
glukoze u stanice, ekstrakt brusnice inhibira a-amilazu, a-glukozidazu i to ¢ini jace od
antidijabetika akarboze (Ho i sur., 2017).

1.1.5. Kardiovaskularno zastitno djelovanje

Brusnica posjeduje i kardiovaskularni zastitni uc¢inak. Istrazivanje je provedeno s

razli¢itim bobiCastim voéem na zdravim pojedincima s kardiovaskularnim rizi¢nim
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¢imbenicima. NajznaCajniji ishodi ovog klinickog istrazivanja pokazuju povecanje
plazmatskog ili urinarnog antioksidativnog kapaciteta tijekom gladovanja i postprandijalno,
smanjenje LDL oksidacije i lipidne peroksidacije tijekom gladovanja i postprandijalno,
smanjenje glukoze u plazmi, smanjenje ukupnog kolesterola te povecanje HDL-a (Habauzit i
sur., 2014). Ovi rezultati upucuju na pozitivan ucinak konzumacije bobicastog voca, pa i
brusnice, na ublazavanje ¢imbenika kardiovaskularnog rizika i smanjenje postprandijalnog i
metaboli¢kog stresa za koje se zna da utjeCu na razvoj ateroskleroze (O'Keefe i sur., 2008).
Sto se ti¢e snizavanja tlaka, tu imamo ograni¢ene rezultate. Jedna studija je uklju¢ivala 72 ljudi
srednje dobi koji ne primaju terapiju i imaju kardiovaskularne rizike i u njoj se ispitivao
hipotenzivni u¢inak. 8 tjedana davalo im se 160g/dan kombinacije razli¢itog bobicastog voca
(medu kojima je i brusnica) $to je sadrzavalo 837 mg/dan polifenola od kojih su 60% bili
antocijanini. Autori su zabiljezili znac¢ajan pad u sistolickom krvnom tlaku i taj pad se uglavnom
dogadao kod pojedinaca s visokim tlakom dok se normalne vrijednosti tlaka nisu snizavale
(Erlund i sur., 2008). Dugotrajna konzumacija (8 tjedana) hladno preSanog soka brusnice u
niskim koncentracijama (1:5) uzrokuje snizavanje sistolickog krvnog tlaka kod spontano
hipertenzivnih Stakora i ima teznju poboljSati vaskularnu relaksaciju ovisnu o endotelu
(Kivimaki i sur., 2013). Iako su ograniCeni, rezultati epidemioloskih i randomiziranih
kontroliranih studija zajedno s eksperimentalnim podacima o vaskularnoj bioaktivnosti ipak
pokazuju da voce koje je bogato antocijaninima, flavonolima 1 procijanidinima, medu koje
spada i brusnica, posjeduje ucinak smanjenja kardiovaskularnih rizika, posebno
antihipertenzivni uéinak, u¢inak povecanja o endotelu ovisne vazodilatacije te u¢inak inhibicije

agregacije trombocita (Habauzit i sur., 2014; Neveu i sur., 2010).

1.1.6. Ostala djelovanja

Polifenoli koji se nalaze u brusnici mogu zastititi ziv€ani sustav od traumatskih ozljeda,
tj. djelovati neuroprotektivno (Kelly i sur., 2018; Hossain i sur., 2016). Sto se ti¢e imunosnog
sustava, pokazano je da 14-dnevnim tretmanom miSeva antocijaninima iz brusnice dolazi do
poboljsanja funkcije timusa i veceg prezivljavanja stanica slezene nakon zracenja. To znaci da
antocijanini iz brusnice potencijalno djeluju imunostimulatorno na radijacijom uzrokovanu
imunosupresiju (Fan i sur., 2012). Regulacijom aktivacije NF- kB, p36 MAPK, autofagije i

kaspaze 3/7, pretezito zbog spreCavanja stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta, brusnica koja
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sadrzi antocijanide, procijanidin i resveratrol pokazuje zastitni u¢inak na retinalni fotoreceptor
koji koje je oStecen plavim visokoenergetskim LED svjetlom (Ogawa i sur., 2014).
Fermentirani sok brusnice smanjuje koli¢inu Stetnih mikroorganizama, zubni plak, krvarenje
desni 1 ima protuupalni 1 antioksidativni ucinak §to ukazuje na to da bi se mogao koristiti kao

sigurna pomo¢ u oralnoj higijeni (Parnanen i sur., 2019).

1.1.7. Utjecaj na infekcije urinarnog trakta

Terapijsko podrucje po kojem su brusnice ipak najpoznatije su uroinfekcije.
Uroinfekcije zauzimaju prvo mjesto na listi najées¢ih infekcija kod Zena. Vise od jedne trecine
Zena, ¢ak njih 40%, u svom ¢e Zivotu dozivjeti bar jednu pojavu uroinfekcije (Sheerin i Glover,
2019). Prema osobinama urinarne infekcije, moze ih se podijeliti na pet vrsta: asimptomatska
bakteriurija, akutni uretralni sindrom, cistitis, akutni pijelonefritis i rekurentna uroinfekcija
(Salvatore i sur., 2011). Prevalencija uroinfekcija je veca kod Zena nego kod muskaraca i ¢ak
se u 81% sluc¢ajeva javlja kod Zena. Dob u kojoj se najcesce javljaju je izmedu 16 1 35 godina.
27% Zena doZivi ponovnu infekciju u roku od 6 mjeseci, a 48% u roku od jedne godine
(Salvatore i sur., 2011). Pojavu infekcije najcesce, posebno kod zdravih pojedinaca, uzrokuju
bakterije iz crijevne flore koje koloniziraju vaginu. Escherichia coli je bakterija koja to najéesce
¢ini (Ronald, 2003). Uropatogena E. coli (UPEC) potom se uspinje i kolonizira distalnu uretru
Sto posljedi€no moze dovesti 1 do infekcije mjehura. Kolonizacija 1 infekcija mjehura pocinje
nakon Sto se bakterija veZe za epitelno tkivo mjehura i tad se ispoljavaju prvi simptomi. Vazno
je znati da infekcija moze biti asimptomatska — bakterija je samo prisutna u urinu i ne izaziva
simptome. Da bi se razvili simptomi, bakterija se mora vezati na mjehur. Zbog toga ona ima
razli¢ite adhezivne dijelove koji olakSavaju vezanje i invaziju. Konacno, bakterije mogu
formirati biofilmove koji Stite zajednicu povezanih bakterija od promjena u okoliSu 1 tako
dovode do otpornosti na obrambene mehanizme stanice domacina jer su zaSti¢ene u matriksu
biofilma. Nakon toga, bakterija se moze odvojiti 1 vezati za drugo mjesto na mjehuru i stvoriti
novo spremiste bakterija. To je nacin kako, unato¢ antibiotskoj terapiji, infekcija moze ostati
prisutna duzi period (Franco, 2006). Upravo zbog toga, a i zbog Siroke upotrebe antibiotika,
dolazi do porasta rezistencije na antibiotike (Ng i sur., 2018). To je jedan od vaznih razloga
zas$to bi biljni pripravci, koji nisu specificni za odredenu bakterijsku vrstu, bili pozeljni ako bi

se pokazalo da su ucinkoviti (Bennett i Brown, 2000). Brusnica sadrzi proantocijanidin A
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(PCA) (Mane i sur., 2011; Krenn i sur., 2007; Cheng i sur., 2005) koji inhibira vezanje
adhezivnog proteina p-fimbrija E. coli sto je pocetni korak u infekciji i na taj nacin djeluje
preventivno i sprjecava razvoj bolesti (Vilkickyte i sur., 2019; Cheng i sur., 2005). Sadrzaj
proantocijanidina A u brusnici u uzorku dva razli¢ita proizvodaca iznosi 130 + 1.51188.6 + 5.5
mg PCA/100g suSenog vocéa (Liu i sur., 2020). Americka brusnica ima razli¢it sadrzaj
proantocijanidina A ovisno o kultivaru koji se uzgaja. Sadrzaj im se krec¢e izmedu 18192 g
proantocijanidina A po kilogramu suSenog voca (Carpenter i sur., 2014). Druga studija
pokazuje da je sadrzaj proantocijanidina A i procijanidina u ameri¢koj brusnici 418.8 + 75.3
mg/100 g svjezeg voca (Gu i sur., 2004). Randomizirana klinicka studija pokazala je da je
potreban minimalni dnevni unos 36 mg proantocijanidina A kako bi koriStenje pokazalo
benefite (Howell i sur., 2010). P-fimbrije na koje djeluju pronatocijanidini A su manoza-
rezistentni. E. coli ima i drugu vrstu adhezivnih proteina koji se zovu tip 1 fimbrije i oni su
manoza-osjetljivi pa se smatra da se antiadhezivna svojstva mogu pripisati i prisustvu fruktoze
(Vilkickyte i sur., 2019). Analizom tekuc¢inskom kromatografijom ultravisoke djelotvornosti
(UPLC) spregnutom s masenom spektroskopijom pokazalo se da je arbutin najprisutniji u listu,
a proantocijanidini i drugi flavanolni monomeri i oligomeri u stabljici i to u svibnju, srpnju i
rujnu pa bi se stoga listovi i stabljike trebali skupljati izmedu svibnja i rujna. Listovi se skupljaju
ako je potrebno djelovanje odredeno arbutinom (lijeenje infekcije urinarnog trakta), a stabljike
1 plodovi ako je potrebno djelovanje odredeno A (lijjeCenje infekcije urinarnog trakta) 1 B

proantocijanidinima (kardiovaskularna zastita) (Bujor i sur., 2018).

1.2. Bioaktivne sastavnice lista brusnice

1.2.1. Arbutin

Antibakterijsku aktivnost prema gram negativnim bakterijama, kao Sto je E. coli,
brusnica posjeduje i zbog prisustva fenolnih glikozida arbutina i metilarbutina (Nile i Park,
2014). Arbutin je monosaharidni derivat koji se sastoji od hidrokinona koji je povezan O-beta

glikozidnom vezom na D-glukozu na poziciji 4.
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Slika 2. Struktura arbutina

Sam arbutin/metilarbutin ne posjeduje antimikrobnu aktivnost, nego to ispoljava tek
nakon hidrolize u hidrokinon (Jurica i sur., 2017). Hidrokinon, osim antimikrobnog, ima i
adstringentni i antioksidativni u¢inak (Garcia de Arriba i sur., 2013; Halberstein, 2012; Garcia
de Arriba i sur., 2011; Geetha i sur., 2011). Arbutin, primijenjen topikalno, inhibira tirozinazu
1 sprjecava nastanak melanina zbog ¢ega se koristi kao sredstvo za izbjeljivanje koze. Nakon
oralne primjene ekstrakta s arbutinom, on dolazi u tanko crijevo i tamo se hidrolizira
djelovanjem crijevnih bakterija u hidrokinon i glukozu. No vecina se arbutina apsorbira u
nepromijenjenom obliku i tek se u jetri hidrolizira beta-glukozidazom. Hidrokinon se potom
konjugira s glukuronskom ili sulfatnom kiselinom i izlu€uje urinom (Garcia de Arriba i sur.,
2013; Garcia de Arriba i sur., 2011). U urinu je prisutna mala koli¢ina slobodnog hidrokinona
(Quintus 1 sur., 2005) koja se povecava kad je prisutna infekcija zbog aktivnosti patogenih
bakterija. Naime, one povecavaju pH urina $to dovodi do povecanog oslobadanja hidrokinona
iz konjugata. Udio arbutina u listu brusnice varira izmedu 4,80 £ 0,10 % i 4,97 £ 0,11 %
(Kurkin i sur., 2017). Sadrzaj arbutina u listu brusnice mijenja se ovisno o vremenskim
uvjetima svake godine i 2005. godine iznosio je 35 mg, a 2006. 47 mg u 1 g droge (Pyka i sur.,
2007). Sadrzaj arbutina u listu brusnice ovisi i o kultivaru i iznosio je izmedu 7070.25 + 288.64
ng/g susenog usitnjenog lista (kKultivar Sanna) i 56,968.56 + 2325.73 ng/g susenog usitnjenog
lista (kultivar Kostromskaja rozovaja) (Raudone i sur., 2019). Za lijeCenje urinarnih infekcija
ucinkovito je primijeniti 200-840 mg/dan arbutina podijeljeno u 2 - 4 doze. Upravo zbog
prisutnosti arbutina, za tu namjenu se uobicajeno koristi infuz 1.5 - 4 g usitnjenog lista
medvjetke do 4 puta na dan (www.ema.europa.eu). Hidrokinon je ovisno o dozi hepatotoksican,

uzrokuje oSte¢enja DNA, inhibira topoizomerazu II i mijenja hematopoezu (McDonald i sur.,

10


file:///C:/Users/filip11/Downloads/www.ema.europa.eu

2001). Pripravci s arbutinom dostavljaju malu koli¢inu hidrokinona koja je ispod toksi¢ne
granice (Garcia de Arriba i sur., 2013), no ipak se zbog mogucih nuspojava preporucuje da se
list medvjetke koristi samo kad je potrebno lije¢enje (Yarnell, 2002; Blumethal i sur., 1999),
ali ne i u slucaju prevencije. Preporuka je ograni¢iti koristenje na 1 tjedan i maksimalno 5 puta
godisnje osim ako lijecnik ne preporuci drugacije. Ako se poboljSanje ne javi nakon 4 dana
koristenja, potrebno je kontaktirati lijecnika (www.ema.europa.eu). U brusnici, arbutin je
sastavnica koja se s najvise udjela nalazi u listovima ¢ine¢i 31 — 50% ukupnih polifenola. U
manjim koli¢inama nalazi se u stabljici (5-7%) dok ga u plodovima uopée nema (Bujor i sur.,
2018). Osim arbutina pronaden je i njegov derivat, 2-kafeoilarbutin, no njegov je sadrzaj 4-14

puta manji od arbutina (Liu i sur, 2014).

1.2.2.Trjeslovine

Trjeslovine su vrlo rasprostranjena skupina polifenolnih spojeva i prisutne su u mnogim
biljnim specijama kao produkt sekundarnog metabolizma. Molekule trjeslovina sadrze mnogo
hidroksilnih skupina i stvaraju netopljive komplekse s proteinima i ugljikohidratima. Reakcija
trjeslovina s proteinima iz sline uzrokuje spomenuti trpki okus koji je posljedica adstringentnog
djelovanja trjeslovina. Stvaraju obojenja s feri solima te daju precipitate s teSkim metalima,
zelatinom 1 ve¢inom alkaloida osim morfina. Takoder posjeduju antioksidativno djelovanje.
Navedena obiljezja koriste se za kvalitativnu i kvantitativnu analizu i razlikovanje polifenola.
Dijele se prema strukturi na trjeslovine koje hidroliziraju i kondenzirane trjeslovine (Okuda i
Ito, 2011; Zhang i Lin, 2008; Rangari 2007; Bravo, 1998). Trjeslovine koje hidroliziraju su
spojevi topljivi u vodi i hidroliziraju djelovanjem enzima ili mineralnih kiselina. Podijeljene su
u dvije skupine: tanine i depside. Tanini su fenolne kiseline esterificirane Se¢erom (najcesce
glukozom) pri ¢emu su najucestaliji esteri galne kiseline (galotanini), a javlja se 1 elagna 1
heksahidroksifenolna kiselina (elagtanini). Heksahidroksifenolna kiselina intraesterifikacijom
daje elagnu kiselinu (Rangari 2007). Depsidi su esteri fenilkarbonske Kiseline. Lako se
hidroliziraju u vruéoj vodi, u kiselom i luznatom mediju ili djelovanjem enzima pri ¢emu
nastaju polialkoholi i fenilkarboksilna kiselina (Kustrak, 2005; Jurisi¢, 2003; Bravo, 1998).
Kondenzirane trjeslovine su polimerizirani flavonoidi ¢ije su osnovne jedinice katehin,
epikatehin (katehinske trjeslovine) ili leukoantocijanidin. Katehin i epikatehin su flavan-3-oli,a
leukoantocijanidin je flavan-3,4-diol. Drugi naziv za ovu skupinu je i proantocijanidini jer

nakon oksidativnog cijepanja u vru¢em alkoholu stvaraju antocijanidinske pigmente.
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Proantocijanidini se dijele na nekoliko vrsta ovisno o hidroksilaciji sastavnih dijelova i vrsti
veze izmedu njih. Proantocijanidini B stvaraju vezu izmedu C4 i C8 ili C4 1 C6. Ako u molekuli
osim ovih veza postoji i eterska veza izmedu C2 1 O5 ili C2 1 O7, spoj se naziva proantocijanidin
A (Hellstrom i Mattila, 2008). Polimerizacija katehina ili leukoantocijanidina odvija se u
kiselom mediju stanice, enzimatski ili neenzimatski pri ¢emu nastaju visokopolimerizirani
spojevi topljivi u vodi. Kondenzirane trjeslovine ne hidroliziraju djelovanjem mineralnih
kiselina ili enzima. Tijekom stajanja i skladisStenja neke katehinske trjeslovine mogu i dalje
polimerizirati i stvarati trjeslovinsko crvenilo odnosno flobafene koji su nedjelatni i netopljivi
(Kustrak, 2005; Jurisi¢, 2003). Bioloska svrha trjeslovina nije do kraja dokucena. Zbog svog
gorkog i trpkog okusa prevladavao je stav da one sluze za zastitu biljke od Stetocina $to se
pokazalo netocnim. Bududi da se rijetko nalaze u pricuvnim organima biljke, trjeslovine ne
sluze kao pricuvne tvari (JuriSi¢, 2003). Trjeslovine se najceS¢e koriste zbog svog
adstringiraju¢eg ucinka. Zbog toga se rabe za hemoroide, rane, opekline, ozebline, ali i anginu,
stomatitis 1 gingivitis jer stvaraju zaStitni sloj koji omoguéuje da se ispod njega odvija
zacjeljivanje. Posjeduju antidijaroi¢ko, antisekretoricko, antibakterijsko 1 antivirusno,
antiflogisticko i antioksidativno djelovanje zbog ¢ega se koriste kod hiperaciditetnog gastritisa
i proljeva te kod Zelu€anog i crijevnog katara. Trjeslovine takoder sprjeCavaju nastanak naslaga
na zubima i smanjuju ucestalost karijesa. Nekad se koriste kao antidot pri trovanju teskim
metalima 1 alkaloidima (Kustrak, 2005). Spomenuti antioksidativni u¢inak koji je posljedica
prisutnosti mnogobrojnih hidroksilnih skupina ocituje se hvatanjem slobodnih radikala,
keliranjem metala, taloZenjem proteina i gaSenjem enzimske aktivnosti §to moZe imati zna¢ajan
utjecaj na degenerativne bolesti 1 stanja kao $to su multipla skleroza, tumori ili staranje (de
Jesus i sur., 2012; Kalodera, 2010; Zhang i Lin, 2008; Rangari, 2007). Vyas i sur 2013. su

pokazali da list i plod brusnice sadrze 5,30 % trjeslovina.
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Slika 3. Vrste trjeslovina (preuzeto iz: Lamy i sur., 2011)

1.3. Usporedba brusnice, ameri¢ke brusnice i medvjetke

Upravo zbog prisutnosti arbutina, manjeg sadrzaja trjeslovina koje uzrokuju
gastrointestinalne nuspojave, ali 1 zbog istraZivanja koja kazu da brusnica ima vecu
antimikrobnu aktivnost prema gram negativnim bakterijama od americke brusnice koja se
ponajvise koristi kod urinarnih infekcija (Nile i Park, 2014; Nohynek i sur., 2006), bilo bi
potrebno na brusnici provesti konkretne klinicke studije. Dosad postoji samo jedna studija koja
je to ispitivala, ali ona je koristila kombinaciju brusnice i ameri¢ke brusnice pa se ti rezultati ne
mogu koristiti za razlikovanje te dvije vrste. U toj studiji sudjelovalo je 150 Zena s rekurentnim
infekcijama urinarnog trakta. Prva je grupa 6 mjeseci pila svaki dan 50 mL soka od obicne 1
americke brusnice, druga grupa je pila 100 mL Lactobacillus GG, a tre¢a grupa je primala
placebo. Rezultati su pokazali da se u prvoj grupi infekcija vratila bar jednom u 16% slucajeva,

u drugoj u 39%, au trecoj u 36% slucajeva. To nam govori da sok od americke i obi¢ne brusnice
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smanjuje apsolutni rizik od rekurentne infekcije u usporedbi s kontrolnom grupom za 20%
(Kontiokari i sur., 2001) §to znaci da bi se mogao koristiti u prevenciji. Sto se ti¢e nuspojava
kod kori$tenja obi¢ne brusnice, postoji samo jedan zabiljeZeni slucaj alergijske reakcije (Barrios
i sur., 2004) za razliku od nuspojava medvjetke koje su dobro poznate i uzrokovane su visokim
sadrzajem trjeslovina. Infuz lista medvjetke zbog prisutnosti trjeslovina ima gorak i trpak okus
koji Cesto uzrokuje mucninu i povraéanje kod djece i pacijenata koji imaju osjetljiv zeludac
(Frohne, 2004). Takoder se mogu javiti gréevi i bolovi u trbuhu (Gruenwald i sur., ured., 2004).
Taj okus 1 nuspojave posljedice su prisutnosti visokog sadrzaja trjeslovina, izmedu 10 1 20% .
Nuspojave se mogu smanjiti ako se €aj priprema u hladnoj vodi jer se smanjuje topljivost
trjeslovina i posljedicno njihovo vezanje na stijenke crijeva. Konzumacija medvjetke moze
obojati urin u zeleno-smedu boju. Trjeslovine mogu vezati Zeljezo i smanjiti njegovu apsorpciju
iz probavnog sustava §to moze biti Stetno kod ljudi koji imaju deficijenciju Zeljeza (Delimont i
sur., 2017). Koristenje medvjetke kontraindicirano je kod bubreznog zatajenja. Ako se
medvjetka upotrebljava u visokim i ucestalim dozama, moze do¢i do trovanja koje se
manifestira kroz iritabilnost, nesanicu, ubrzani puls, albuminuriju, hematuriju, povracanje,
makulopatiju, kroni¢ni poremecaj rada jetre i kolaps (www.ema.europa.eu). Iako nema klin¢kih
dokaza, medvjetka se ne preporucuje kod trudnica jer visoke doze dovode do stimulacije uterusa
i moguce je da dode do prijevremenih kontrakcija. Za hidrokinon, iako je mutagen, nema

dokaza da uzrokuje mutacije i malformacije na fetusu.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Infekcije mokra¢nog sustava jedne su od najcescih infekcija kod osoba zenskog spola.
Nekomplicirane infekcije urinarnog trakta cesto se lijeCe primjenom biljnih pripravaka
dostupnih u obliku ¢ajnih mjeSavina. Naj¢eS¢e primjenjivana biljna droga je list medvjetke,
Uvae ursi folium, koja pokazuje dobro uroantisepticko djelovanje zahvaljuju¢i visokom udjelu
djelatne komponente arbutina. Uz visoki udio arbutina, list medvjetke ima visoki udio
trjeslovina koje su odgovorne za nezeljen ucinke ove biljne droge. Pacijentice ¢esto ne ustraju
u terapiji listom medvjetke zbog izrazene mucnine uzrokovane trjeslovinama. Dobar
alternativni izbor za lijeCenje uroinfekcija je list brusnice, Vaccinium vitis-idaea. List brusnice
sadrzi arbutin, ali se oc¢ekuju nize vrijednosti trjeslovina §to bi trebalo uzrokovati manje

nezeljenih ucinaka.

U okviru ovog diplomskog rada ispitani su komercijalno dostupni ¢ajevi i ¢ajne mjesavine koje

sadrze list brusnice sa ciljem :

1. Odredivanja sadrzaja fenolnih glikozida spektrofotometrijskom metodom
2. Odredivanja sadrZaja arbutina metodom tekuciske kromatografije visoke ucinkovitosti
3. Odredivanja sadrZaja trjeslovina spektrofotometrijskom metodom
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorcl

A

Suban ¢aj od lista brusnice, Vaccinium vitis idaeae folium
Agristar ¢aj od lista brusnice, Vaccinium vitis idaeae folium
MB Natural ¢aj od lista brusnice, Vaccinium vitis idaeae folium

Farma ¢aj od lista i ploda brusnice, Vaccinium vitis idaeae folium et frucuts

3.2. Aparatura i kemikalije

Aparatura i pribor:

UV-Vis spektrofotometar Helios y (Spectronic Unicam, Cambridge, Velika Britanija)
tekucinski kromatograf visoke djelotvornosti (Perkin Elmer)

ultrazvuéna kupelj Sonorex Digital 10 P (Bandelin, Berlin, Njemacka)

vodena kupelj (Inko, Zagreb, Hrvatska)

laboratorijska tresilica (GFL, Hannover, Njemacka)

Kemikalije:

aminopirazolon 2% (Sigma-Aldrich, St Louis, SAD)
amonijev hidroksid 3,5% (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
arbutin (Sigma-Aldrich, St Louis, SAD)

Folin — Ciocalteau reagens (Merck, Darmstadt, Njemacka)
hidrokinon (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

kalijev heksacijanoferat (I111) 8% (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
kloroform (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

kozni praSak (Merck, Darmstadt, Njemacka)

metanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

natrijev karbonat (290 g/L) (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

16



e pirogalol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

3.3. Metode

3.3.1. Spektrofotometrijsko odredivanje derivata hidrokinona

Kvantitativna analiza derivata hidrokinona u uzorcima vrste Vaccinium vitis-idaea provedena

je spektrofotometrijskom metodom, pri ¢emu je sadrzaj izrazen kao arbutin i metilarbutin.

Kvantitativna analiza arbutina i metilarbutina u uzorcima vrste Vaccinium vitis-idaea

provedena je niZe opisanim postupkom.

Ekstrakt. 0,400 g droge u prasku ili odgovarajuca koli¢ina ¢ajne mje$avine ekstrahira se s 50
mL destilirane vode u kipucoj vodenoj kupelji, uz vodeno hladilo 30 minuta. Ohladeni sadrZaj
pazljivo se prenese u odmjernu tikvicu od 250 mL te dopuni destiliranom vodom do oznake.

Ekstrakt se zatim profiltrira kroz naborani filtar-papir.

Ispitivana otopina. 5,0 mL dobivenog ekstrakta pomijesa se u lijevku za odjeljivanje s 45 mL
destilirane vode, a zatim redom dodaju sljedeci reagensi: 1,0 mL 2%-tnog aminopirazolona, 0,5
mL 3,5%-tnog amonijevog hidroksida te 1,0 mL 8%-tnog kalijevog heksacijanoferata(lll).
Nakon dodatka pojedinog reagensa, otopina se svaki put promucka. Nakon 5 minuta stajanja,
sadrzaj u lijevku izmuckava se tri puta s po 25 mL kloroforma. Kloroformski slojevi se filtriraju
preko vate namocene kloroformom u odmjernu tikvicu od 100 mL, a sadrzZaj tikvice nadopuni
kloroformom do oznake.

Apsorbancija ispitivane otopine mjeri se na 455 nm, uz kloroform kao kompenzacijsku otopinu.

Sadrzaj hidrokinonskih derivata, izraZeno kao arbutin, izraCuna se prema izrazu:

AX7,716
m

% arbutina i metilarbutina =

A — apsorbancija ispitivane otopine na 455 nm

m — masa droge (g)
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3.3.2. Odredivanje arbutina teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti

Kvantitativna analiza arbutina u uzorcima vrste Vaccinium vitis-idaea provedena je
tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti koju propisuje Europska farmakopeja

(EDQM), pri ¢emu je sadrzaj izrazen kao arbutin.

Kvantitativna analiza arbutina u uzorcima vrste Vaccinium vitis-idaea provedena je niZze

opisanim postupkom.

Ispitivana otopina. U tikvicu od 100 mL s ubrusenim grlom stavi se 0,800 g praskasto usitnjene
biljne droge. Doda se 20 mL vode i zagrijava u vodenoj kupelji pod povratnim hladilom 30
minuta. Ekstrakt se ohladi i filtrira preko pamuka. Pamuk se doda ostatku droge u tikvici od
100 mL, doda se 20 mL vode i ponovi ekstrakcija pod povratnim hladilom u vodenoj kupelji
30 minuta. Nakon hladenja filtrira se preko filtar-papira. Dobiveni filtrati se sjedine i razrijede
do 50,0 mL vodom. Vodeni ekstrakt se filtrira preko filtar-papira, a prvih 10 mL filtrata se

odbaci.

Poredbena otopina (a). Otopi se 50,0 mg arbutina u pokretnoj fazi i razrijedi do 50,0 mL s

istom.

Poredbena otopina (b). Otopi se 2,5 mg hidrokinona u pokretnoj fazi i razrijedi do 10,0 mL s
istom. U 5,0 mL ove otopine doda se 2,5 mL poredbene otopine (a) i razrijedi do 10,0 mL s

pokretnom fazom.
Ispitivana i poredbene otopine se filtriraju kroz membranski filtar veli¢ine pora 0,45 um.

Kolona:
- duljina: 1 = 0,25 m, unutarnji promjer = 4 mm

- nepokretna faza: oktadecilsilil silikagel (5 pm)
Pokretna faza: metanol, voda(10:90 V/V)
Brzina protoka: 1,2 mL/min
Detekcija: spektrofotometar na 280 nm
Injektiranje: 20 uL
Prikladnost sustava: poredbena otopina (b):

- razlucivanje: najmanje 4,0 izmedu pikova arbutina i hidrokinona
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(trz —tr1)

razlucivanje = 1,18 X
Whi + Wha

tr1 | tRo— vremena zadrzavanja pikova arbutina i hidrokinona

Whi | Who— Sirine pikova arbutina i hidrokinona na polovici visine pripadajucih pikova

Izracuna se udio arbutina u postocima koristeci sljedeéi izraz:

Ay Xmy, Xp

% arbutina =
Ay X My

A1— povrsina pika arbutina na kromatogramu ispitivane otopine
Azx—povrsina pika arbutina na kromatogramu poredbene otopine (a)
mi—masa biljne droge (g) koristene za pripremu ispitivane otopine
m2—masa arbutina (g) koristenog za pripremu poredbene otopine (a)

p —postotni udio arbutina u poredbenom arbutinu

3.3.3. Spektrofotometrijsko odredivanje trjeslovina

Kvantitativna analiza trjeslovina u uzorcima vrste Vaccinium vitis-idaea provedena je
spektrofotometrijskom metodom koju propisuje Europska farmakopeja (EDQM), pri ¢emu je

sadrzaj izrazen kao pirogalol.

Kvantitativna analiza trjeslovina u uzorcima vrste Vaccinium vitis-idaea provedena je nize

opisanim postupkom.

Ekstrakt: 1,000 g praskasto usitnjene droge pomijesa se u tikvici okruglog dna od 250 mL sa
150 mL vode. Sadrzaj tikvice grije se 30 minuta na vodenoj kupelji uz povratno hladilo.
Dobiveni ekstrakt ohladi se pod teku¢om vodom, kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu,
razrijedi destiliranom vodom do 250,0 mL te profiltrira. Prvih 50 mL filtrata se baci, a ostatak

koristi za daljnju analizu.

Ukupni polifenoli: 5,0 mL filtrata se razrijedi vodom do 25,0 mL. Potom se 2,0 mL te otopine

pomijesa s 1,0 mL Folin-Ciocalteau reagensa i 10,0 mL vode u odmjernoj tikvici od 25 mL.
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Sadrzaj se nadopni otopinom natrijevog karbonata (290 g/L) do oznake. Nakon 30 minuta

izmjeri se apsorbacija otopine na 760 nm (A1), uz vodu kao kompenzacijsku otopinu.

Polifenoli neadsorbirani na kozni prasak: U 10,0 mL filtrata doda se 0,10 g koznog praska i
sadrzaj tikvice snazno se mucka tijekom 60 minuta na laboratorijskoj tresilici. Nakon filtriranja,
5,0 mL dobivenog filtrata razrijedi se vodom do 25,0 mL. Potom se 2,0 mL te otopine pomijesa
u odmjernoj tikvici od 25 mL s 1,0 mL Folin-Ciocalteau reagensa i 10,0 mL vode. Sadrzaj
tikvice se zatim nadopuni do oznake otopinom natrijevog karbonata (290 g/L). Nakon 30
minuta izmjeri se apsorbacija otopine na 760 nm (Az), uz vodu kao kompenzacijsku otopinu.

Standard: Neposredno prije koriStenja, 50,0 mg pirogalola se otopi u destiliranoj vodi u
odmjernoj tikvici od 100 mL i nadopuni vodom do oznake. Zatim se 5,0 mL dobivene otopine
razrijedi vodom do 100,0 mL. U odmjernoj tikvici od 25 mL, alikvot od 2,0 mL dobivene
otopine pomijesa se s 1,0 mL Folin-Ciocalteau reagensa i 10,0 mL vode te se sadrzaj tikvice
nadopuni do oznake otopinom natrijevog karbonata (290 g/L). Nakon 30 minuta izmjeri se

apsorbancija na 760 nm (As), uz vodu kao kompenzacijskuotopinu.

Postotak trjeslovina, izrazeno kao pirogalol, izratuna se prema izrazu:

(A; — Az) xm,
Az X my

% trjeslovina = 62,5 X

Ai—apsorbancija ukupnih polifenola

Ax—apsorbancija polifenola neadsorbiranih na kozni prasak
Asz—apsorbancija pirogalola

mi—masa ispitivanog uzorka (g)

m.— masa pirogalola (g)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Rezultati

4.1.1 Arbutin odreden UV-Vis spektrofotometrijom

UV-Vis spektrofotometrijom odredeno je da udio arbutina u prasku dobivenom od ¢aja od lista
brusnice proizvodaca Suban iznosi 5,94 %. Postotak arbutina odreden istom metodom, ali ne u
prasku, nego u ¢aju iznosi 3,72 %. Ukupni dnevni unos arbutina konzumacijom ¢aja izmjeren
UV-Vis spektrofotometrijom iznosi 223,20 mg Sto iznosi 111,60 % minimalne preporucene tj.

ucinkovite dnevne doze (DD) arbutina.

Udio arbutina u prasku dobivenom od ¢aja od lista brusnice proizvodaca Agristar iznosi 5,21
%. Postotak arbutina odreden istom metodom u ¢aju iznosi 2,79 %. Ukupni dnevni unos
arbutina konzumacijom ¢aja iznosi 251,10 mg §to iznosi 125,55 % minimalne preporucene t;.

uéinkovite dnevne doze arbutina.

Udio arbutina u prasku dobivenom od ¢aja od lista brusnice proizvodaca MB Natural iznosi
4,57 %. Postotak arbutina odreden istom metodom u ¢aju iznosi 3,13 %. Ukupni dnevni unos
arbutina konzumacijom c¢aja iznosi 125,89 mg Sto iznosi 62,95 % minimalne preporucene tj.

ucinkovite dnevne doze arbutina.

Udio arbutina u prasku dobivenom od ¢aja od lista i ploda brusnice proizvodaca Farma iznosi
2,93 %. Postotak arbutina odreden istom metodom u €aju iznosi 0,98 %. Unos arbutina
konzumacijom jedne doze ¢aja iznosi 19.89 mg §to iznosi 19,89 % minimalne preporucene tj.
ucinkovite pojedinacne doze arbutina. Nema rezultata za dnevnu dozu arbutina od proizvodaca

Farma jer proizvodac u uputi nije naveo koliko puta dnevno treba piti Caj.
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Tablica 1. Udio arbutina u listu (i plodu kod proizvodaca Farma) brusnice odreden UV-Vis

spektrofotometrijom, njegov dnevni unos i udio preporu¢ene dnevne doze arbutina.

) MB
Suban Agristar Farma
Natural
arbutin u prasku 5,94 % 521 % 4,57 % 2,93 %
arbutin u ¢aju 3,72 % 2,79 % 3,13 % 0,98 %
ukupni dnevni unos arbutina | 223,20 mg 251,10mg |12589mg |/
udio preporucene DD arbutina | 111,60 % 125,55 % 62,95 % /

4.1.2. Arbutin odreden teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti

Odredivanjem sadrzaja arbutina u €aju proizvodaca Suban teku¢inskom kromatografijom
visoke djelotvornosti (HPLC) pokazano je da udio arbutina u ¢aju iznosi 2,75 %. HPLC je
pokazao 26,08 % manji udio arbutina u ¢aju nego UV-Vis spektrofotometrija. Dnevni unos
arbutina izmjeren HPLC-om iznosi 165,00 mg §to ¢ini 82,50 % minimalne preporucene i

ucinkovite dnevne doze (DD) arbutina.

Odredivanjem sadrzaja arbutina u ¢aju proizvodaca Agristar pokazano je da udio arbutina u
¢aju iznosi 2,69 %. HPLC je pokazao 3,58 % manji udio arbutina u ¢aju nego UV-Vis
spektrofotometrija. Dnevni unos arbutina iznosi 242,06 mg Sto ¢ini 121,03 % minimalne

preporucene 1 uc¢inkovite dnevne doze arbutina.

Odredivanjem sadrzaja arbutina u ¢aju proizvodaca MB Natural pokazano je da udio arbutina
u Caju iznosi 2,16 %. HPLC je pokazao 29,31 % manji udio arbutina u ¢aju nego UV-Vis
spektrofotometrija. Dnevni unos arbutina iznosi 86,41 mg Sto Cini 43,21 % minimalne

preporucene i u¢inkovite dnevne doze arbutina.

Odredivanjem sadrzaja arbutina u ¢aju proizvodaca Farma pokazano je da udio arbutina u ¢aju
iznosi 1,47 %. HPLC je pokazao 27,94 % manji udio arbutina u ¢aju nego UV-Vis
spektrofotometrija. Unos arbutina iznosi 14,94 mg Sto ¢ini 14,94 % minimalne preporucene i
ucinkovite pojedina¢ne doze arbutina. Nema rezultata za dnevnu dozu arbutina od proizvodaca

Farma jer proizvodac u uputi nije naveo koliko puta dnevno treba piti Caj.
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Tablica 2. Udio arbutina u ¢aju lista (i ploda kod proizvodaca Farma) brusnice odreden
teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti, njegov dnevni unos i udio preporucene

dnevne doze arbutina.

) MB
Suban Agristar Farma
Natural
arbutin u ¢aju 2,715% 2,69 % 2,16 % 1,47 %

ukupni dnevni unos arbutina | 165,00 mg | 242,06 mg | 86,41mg |/
udio preporucene DD arbutina | 82,50 % 121,03 % 43,21 % /

Kod mjerenja ¢ajeva, HPLC je u prosjeku pokazivao za 21,73 % manji sadrZaj arbutina od UV-
Vis spektrofotometrije. Najmanje odstupanje je bilo 3,58 % kod mjerenja ¢aja proizvodaca

Agristar, dok je najveée odstupanje bilo 29,31 % kod mjerenja ¢aja proizvodaca MB Natural.

4.1.3. Trjeslovine odredene UV-Vis spektrofotometrijom

Tablica 3. Udio trjeslovina u ¢aju lista (i ploda kod proizvodaca Farma) brusnice u

ispitivanim uzorcima.

Suban Agristar MB Natural | Farma
trjeslovine | 4,18 % 3,84 % 3,27 % 2,04 %

4.2. Rasprava

Nase istrazivanje pokazalo je da razliciti proizvodaci ¢aja od listova brusnice koriste
brusnicu razliCite kvalitete koja po svojem sastavu znatno varira. Najbolji rezultat pokazao je
proizvodac Suban ¢iji je ¢aj sadrzavao 5,94 % arbutina koji je djelatna tvar u lijeCenju urinarnih
infekcija za koje se brusnica najvise i koristi. Medutim, proizvoda¢ Agristar je ipak postigao
najveci dnevni unos arbutina jer je na odgovarajuci nacin prilagodio doziranje, premda njegov
¢aj sadrzava manji udio arbutina. Dnevna doza koju se moZe unijeti konzumirajuéi Agristarov

Caj po uputi za pripremu iznosi 251,10 mg. Gledaju¢i rezultate dobivene UV-Vis
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spektroskopijom, dnevna doza Cajeva Suban i1 Agristar je tek neSto iznad minimalne dnevne
doze koja se smatra u¢inkovitom, a to je 200 mg. Maksimalna dnevna doza se proteze sve do
840 mg (www.ema.europa.eu). Ostali proizvodaci i oblici nisu bili ni blizu minimalnoj
preporucenoj dnevoj dozi koja bi bila u¢inkovita u lijeCenju urinarnih infekcija. Proizvodaci
nisu naveli na kojem podruc¢ju su skupljali brusnicu pa se ne moze zakljuciti kako njezina
kvaliteta ovisi o geografskom polozaju na kojem se uzgaja. Nije naveden niti kultivar niti
razdoblje u kojem je droga sakupljana $to takoder znacajno utjece na kvalitetu i sadrzaj aktivnih
tvari u biljnoj drogi (Raudone i sur., 2019; Bujor i sur., 2018; Pyka i sur., 2007). Urinarne
infekcije bakterijom E. coli zbog kojih se arbutin koristi, uglavnom su dugotrajne, ponavljajuce
i Cesto rezistente na terapiju pa je logi¢na pretpostavka da ¢e u takvim slucajevima biti potrebna
viSa doza djelatne tvari i da ovi ¢ajevi nece biti najucinkovitije rjeSenje. Proizvoda¢ Farma je u
svoju formulaciju ukljucio i plodove brusnice $to sa stajaliSta arbutina nema smisla jer plodovi
ne sadrze arbutin (Bujor i sur., 2018). No, plodovi sadrZe proantocijanidine A (Mane i sur.,
2011; Krennisur., 2007; Cheng i sur., 2005) za koje se smatra da inhibiraju vezanje adhezivnog
proteina E. coli i na taj nacin preveniraju infekciju (Vilkickyte i sur., 2019; Cheng i sur., 2005).
Stoga bi se ¢aj proizvodaca Farma, kada bi se popravila kvaliteta biljnog materijala i povisio
sadrzaj arbutina, mogao koristiti i u prevenciji i u lijeCenju urinarnih infekcija, dok ostali imaju
djelovanje samo u lijecenju. Rezultate dobiveni HPLC-om ukazuju na to da bi samo Agristarov
¢aj bio ucinkovit 1 sadrzavao arbutin u terapijskim dozama. Postoji dosta velika razlika izmedu
sadrzaja arbutina izracunata koriste¢i UV-Vis spektrofotometriju i HPLC, u maksimalnom
iznosu od 29,31%. Potrebno je utvrditi zaSto nastaje tolika razlika kad se mjeri sadrzaj arbutina
tim dvjema metodama. Prema prethodno provedenim studijama, udio arbutina u listu brusnice
varira izmedu 4,80 £ 0,10 % i 4,97 £ 0,11 % (Kurkin i sur., 2017). Sadrzaj arbutina u listu
brusnice mijenja se ovisno o vremenskim uvjetima svake godine i 2005. godine iznosio je 35
mg, a 2006. 47 mg u 1 g droge (Pyka i sur., 2007). Postoji studija koja je ispitivala udio arbutina
u tekuéim pripravcima brusnice. Koncentracija arbutina u uzorcima varirala je izmedu 16 1 224
mg arbutina/L tekuceg pripravka Sto je €inilo izmedu 26,1 1 78,9% ukupnih fenolnih spojeva u

tekucem pripravku brusnice (Ieri i sur., 2013).

Usporedujuci brusnicu s medvjetkom, dolazimo do zakljucka da brusnica ima potencijal da se
koristi u istim indikacijama kao i medvjetka. Po standardima Europske Farmakopeje, medvjetka
bi morala imati vise od 7% arbutina da bi bila farmakopejske kakvoce (EDQM). Nasa brusnica,
pokazala je najvisi rezultat u ¢aju proizvodaca Suban koji je iznosio 5,94%. Morao bi se utvrditi

sadrzaj arbutina u brusnici koji je potreban kako bi se moglo 1 za nju ocijeniti je li farmakopejske
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kakvoce ili nije. Valjalo bi odrediti 1 druga ispitivanja koja je potrebno zadovoljiti da bi

pripravci s brusnicom bili sigurni i djelotvorni.

Druga vazna sastavnica koju smo gledali u naSem istrazivanju bile su trjeslovine. Infuz
lista medvjetke zbog prisutnosti trjeslovina ima gorak i trpak okus koji ¢esto uzrokuje mucninu
i povracanje kod djece i pacijenata koji imaju osjetljiv Zeludac (Frohne, 2004). Takoder se mogu
javiti gréevi i bolovi u trbuhu (Gruenwald i sur., ured., 2004). Taj okus i nuspojave medvjetke
posljedice su prisutnosti visokog sadrzaja trjeslovina, izmedu 10 i 20 % (www.ema.europa.eu).
Mjerenjem trjeslovina u brusnici dosli smo do udjela koji je najvise iznosio 4,18% (proizvodac
Suban) Sto pokazuje da brusnica sadrzi manje trjeslovina od medvjetke i da ima potencijal
uzrokovati manje nuspojava koje su problemati¢ne kod primjene medvjetke. Potrebno je daljnje
istrazivanje ove tematike kako bismo bili sigurni u tu tvrdnju. Vyas i sur 2013. su pokazali da

list i plod brusnice imaju 5,30 % trjeslovina §to je sli¢no nasim rezultatima.
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5. ZAKLJUCCI

U okviru ovog diplomskog rada napravljena je kvantitativna analiza Cajeva od listova brusnice
(Vaccinium vitis-idaea, Ericaceae) dostupnih na hrvatskom trziStu i analiza je ukljucivala
odredivanje arbutina i trjeslovina u ¢aju i prasku koriste¢i metode UV-Vis spektroskopije i

tekuc¢inske kromatografije visoke djelotvornosti.

» U nasem istrazivanju, pokazali smo da listovi vrste Vaccinium vitis-idaea sadrze arbutin

koji se koristi u lije¢enju urinarnih infekcija.

» Maksimalni udio arbutina koji sadrze ¢ajevi od lista brusnice na hrvatskom trzistu odreden
UV-Vis spektrofotometrijom iznosi 5,94 % (proizvoda¢ Suban), dok maksimalni dnevni
unos iznosi 251,10 mg arbutina (proizvoda¢ Agristar). Jedino ta dva proizvodaca

zadovoljavaju minimalnu preporucenu i uc¢inkovitu dnevnu dozu arbutina.

» Kako bi se postigla odgovarajuca uc¢inkovitost svih proizvodaca, trebao bi se prilagoditi

rezim doziranja povecavajuci pojedinacnu dozu ili broj doza po danu.

» Ovi rezultati ukazuju na to da se osim lista medvjetke i list brusnice moze koristiti u
lije¢enju urinarnih infekcija kao uroantiseptik, dok se americka brusnica koristi samo u
prevenciji. Takoder, plod brusnice bi se mogao Koristiti i u prevenciji zbog prisutnosti

proantocijanida A koji su djelatna tvar u americ¢koj brusnici.

> Cajevi od lista brusnice na hrvatskom trzi§tu sadrze maksimalno 4,18 % trjeslovina

(najveci iznos kod proizvodaca Suban) $to je znatno manje nego $to sadrzi list medvjetke.
» Rezultati upucuju na to da brusnica ima potencijal za koristenje u lijeCenju urinarnih

infekcija s lak§im i manje uestalim gastrointestinalnim nuspojavama u odnosu na list

medvjetke. Kako bi se to potvrdilo, potrebna su daljnja ispitivanja na tom podrucju.
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7. SAZETAK

U okviru ovog diplomskog rada provedena je analiza arbutina i trjeslovina u ¢ajevima od listova
vrste Vaccinium vitis-idaea (Ericaceae), tj. brusnice. Kvantifikacija arbutina provedena je
koriste¢i farmakopejske metode, UV-Vis spektrofotometriju i tekucinsku kromatografiju
visoke djelotvornosti, za odredivanje derivata hidrokinona. Caj od lista brusnice proizvodaca
Suban sadrzava najvec¢i udio hidrokinonskih derivata od svih uzoraka u iznosu od 5,94 % (na
455 nm prema metodi) izrazenih kao arbutin, dok ¢aj proizvodaca Agristar omogucuje unos
najvise dnevne doze arbutina u iznosu od 251,10 mg. Kvantifikacija trjeslovina provedena je
farmakopejskom metodom UV-Vis spektrofotometrije za odredivanje trjeslovina. Caj od lista
brusnice proizvodaca Suban sadrzava najveci udio trjeslovina od svih uzoraka u iznosu od 4,18
% (na 760 nm prema metodi) izrazenih kao pirogalol. Rezultati upucuju na to da brusnica ima
potencijal za koriStenje u lijeCenju urinarnih infekcija s lak§im 1 manje ucestalim

gastrointestinalnim nuspojavama u odnosu na list medvjetke.
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SUMMARY

As part of this diploma thesis, an analysis of arbutin and tannins in teas made from the leaves
of the species Vaccinium vitis-idaea (Ericaceae), ie lingonberries, was performed.
Quantification of arbutin was performed using pharmacopoeial methods, UV-Vis
spectrophotometry and high performance liquid chromatography, for the determination of
hydroquinone derivatives. Suban’s lingonberry leaf tea contains the highest proportion of
hydroquinone derivatives of all samples in the amount of 5.94% (455 nm according to the
method) expressed as arbutin, while Agristar’s tea allows the intake of the highest daily dose
of arbutin in the amount of 251.10 mg. Quantification of tannins was performed by
pharmacopoeial method of UV-Vis spectrophotometry for the determination of tannins.
Suban’s lingonberry leaf tea contains the most tannins of all samples and this was 4.18 % (760
nm according to the method) expressed as pyrogallol. The results suggest that lingonberry has
the potential for use in the treatment of urinary tract infections with milder and less frequent
gastrointestinal side effects compared to bearberry leaf.
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performance liquid chromatography, for the determination of hydroquinone derivatives. Suban’s
lingonberry leaf tea contains the highest proportion of hydroquinone derivatives of all samples in
the amount of 5.94% (455 nm according to the method) expressed as arbutin, while Agristar’s tea
allows the intake of the highest daily dose of arbutin in the amount of 251.10 mg. Quantification of
tannins was performed by pharmacopoeial method of UV-Vis spectrophotometry for the
determination of tannins. Suban’s lingonberry leaf tea contains the most tannins of all samples and
this was 4.18 % (760 nm according to the method) expressed as pyrogallol. The results suggest that
lingonberry has the potential for use in the treatment of urinary tract infections with milder and less
frequent gastrointestinal side effects compared to bearberry leaf.
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