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1. UvVOD

Primjena ljekovitog bilja i njegovih pripravaka najstariji su pristup tretiranja razli¢itih bolesti
kroz povijest ljudskog roda. Tome svjedoce i zapisi koji potjeCu jos iz Egipta i Mezopotamije,
anticke Grc¢ke, arapskih zemalja te srednjovjekovnih samostana. Fitoterapija danas predstavlja

osnovu ocuvanja zdravlja i dodatnu moguénost prevencije i lijeCenja blazih oblika bolesti.

Podatci Svjetske zdravstvene organizacije (WHO) govore da se 80% svjetske populacije
primarno lije¢i biljnim pripravcima (www.who.int). Kao prva linija lijeenja koristi se u
udaljenim 1 siromasnim podrucjima gdje je to i1 jedina moguca medicinska usluga. No, ¢ak i u
podru¢jima gdje je dostupna suvremena medicina, popularnost biljnih pripravaka je u velikom

porastu jer se smatraju manje Stetnima, sigurnijim i pristupacnijim od konvencionalne terapije.

Ukoliko se upotrebljava na ispravan nacin, ljekovito bilje moze imati manje Stetnih ucinka od
konvencionalne terapije te manje klincki znacajnih interakcija. Veliki problem je uzimanje
pripravaka na "svoju ruku”, bez savjetovanja sa stru¢nim osobama koje bi upozorile na moguce

interakcije, nuspojave, kontraindikacije te time omogucile racionalnu uporabu takvih proizvoda.

U Hrvatskoj se vecina biljnih pripravaka registrira kao dodatak prehrani te kao takvi ne podlijezu
strogoj regulativi, nemaju potpuno definirani kemijski sastav, nisu standardiziranog sadrzaja
pojedinacnih sastavnica te upitne kvalitete. Takvom registracijom proizvoda¢i moraju samo
dokazati da je njihov pripravak zdravstveno ispravan (mikrobioloska Cistoca, prisutnost teskih
metala), ali se ne zahtijeva obuhvatna kontrola kakvoce kao $to je to slucaj kod biljnih lijekova.
Na taj nacin proizvodaci dodataka prehrani izbjegavaju skupe analize, iz ¢ega proizlazi moguce

patvorenje i subdoziranje takvim proizvodima.

Biljni lijekovi sluze za lijeCenje bolesti, standardiziranog su sastava i sadrzaja djelatnih tvari,
imaju dokazano farmakoloSko djelovanje te propisanu obveznu i obuhvatnu kontrolu kvalitete.
Regulirani su putem ovlastenih regulatornih tijela; u Republici Hrvatskoj je to Agencija za

lijekove i medicinske proizvode (HALMED) (www.halmed.hr). Stolje¢a uporabe pojedinih

biljnih tvari i pripravaka u narodnoj medicini potkrijepljena su suvremenim znanstvenim i
klinickim istrazivanja o njihovoj djelotvornosti 1 sigurnosti primjene pa se modernu fitoterapiju
ne smije svrstati u alternativnu terapiju, vec je valja sagledati kao dio znanstvene medicine. Biljni

dijelovi koji se pritom koriste u lijeCenju su korijen, zelen, kora, list, cvijet, plod i dr. Ljekovito


http://www.who.int/
http://www.halmed.hr/

bilje se danas primjenjuje u razli¢itim farmaceutskim oblicima: vodene iscrpine droga (macerati,
infuzi, dekokti), vodeno-alkoholne iscrpine droga (tinkture, ekstrakti), ¢ajevi, biljni prasci te

kapsule i tablete.

U okviru ovoga diplomskog rada provedena je kvantitativna analiza fenolnih Kkiselina
ekstrahiranih iz listova vrste Laurus nobilis L. (Lauraceae) s podru¢ja Lovrana, sabranih u
razdoblju od svibnja 2015. do travnja 2016., a u svrhu prac¢enja sezonske varijabilnosti sadrzaja
fenolnih kiselina te spoznavanja najboljeg perioda sabiranja biljnog materijala s obzirom na

njegov polifenolni sastav i sadrzaj.



1.1. Botanicki podatci

1.1.1. Porodica Lauraceae (lovori, lovorike, lovorovke)

Lovor (Laurus) je rod biljaka iz porodice lovorike (Lauracae) (Juss.) koja sadrzi 67 rodova i 2747
vrsta. Uglavhom su to drvenaste biljke koje nalazimo u tropskim i suptropskim krajevima
(jugoistocna Aziji i1 tropska Amerika), a manjim dijelom rastu i u umjerenom pojasu. Vazniji
rodovi ove porodicu su: Aniba (npr. ruza drvo - Aniba rosaeodora), Cinnamomum (npr.
kamforovac Cinnamomum camphora, pravi cimetovac - Cinnamomum verum), Laurus (npr.
lovor - Laurus nobilis), Litsea (npr. licea - Litsea citrata), Ravensara (npr. ravensara - Ravensara

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

Tablica 1. Prikaz rodova porodice Lauraceae prema abecednom redu (Nikoli¢, 2013).

R Dd ovi Actinodaphne, Adenodaphne, Aiouea, Alseodaphne, Anaueria, Aniba,
) Apalionias, Aspidostemaon
pDI'Dd Ice Beilschmiedia, Brassiodendron

Lauraceae Caryodaphnopsis, Cassytha, Chlorocardium, Cinnadenia,
Cinnamomum, Clinostemon, Cryptocarya

Dehaasia, Dicypellium, Dodecadenia
Endiandra, Endlicheria, Eusideroxylon

Gamanthera

Hexapora, Hypodaphnis

Iteadaphne
Kubitzkia
Laurus, Licaria, Lindera, Litsea

Mezilaurus

Nectandra, Neocinnamomum, Neolitsea, Notaphoebe

Ocotea

Paraia, Persea, Phoebe, Phyllosternonodaphne, Pleurothyrium,
Potameia, Potoxylon, Povedadaphne

Ravensara, Rhodostemonodaphne
Sassafras, Syndiclis

Trindodaphne

Umbellularia, Urbanodendron

Williamodendron



Budu¢i da rastu u vlaznim 1 kiSnim klimatskim uvjetima, biljke spomenute porodice su se

prilagodile te razvile koznate, uske, ovalne listove 1 voStani sloj na povrsini (Nikoli¢, 2013).

Vecina biljaka iz porodice lovora su aromati¢ne biljke koje imaju eteri¢no ulje lokalizirano u
raznim biljnim dijelovima: list (lovor), kora i granc€ice (cimet), drvo (ruza drvo) i plodovi (licea)

(Markovi¢, 2005).

Upravo zbog etericnih ulja te brojnih korisnih svojstava i prirodnih produkata, biljke porodice
lovora su od velikog ekonomskog znacaja. Tako se plod avokada (Slika 1a) (Persea americana)
koristi u prehrambene svrhe, cimet (Slika 1b) (Cinnamomum spp.) kao zacinska biljka, kamfor u
kozmetologiji (izrada razli¢itih masti i insekticid) (Slika 1c) te lovor (Laurus nobilis L.), ¢ije
osusene listove koristimo kao zaCin za brojna jela, a etericna ulja iz listova su na$la primjenu u
aromaterapiji, kozmetologiji i prehrambenoj industriji zbog njegova blagotvornog utjecaja na
zdravlje (Slika 1d).

(@) (b) (© (d)

Slika 1. Avokado (a); cimet (b); kamfor (c); lovor (d)

(https://www.pfaf.org/).
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1.1.2. Rod Laurus L. (lovori)

Vrste roda Laurus L. su drvenaste, vazdazelene biljke koje rastu kao drveca ili grmovi. Listovi su
jednostavni, izmjeni¢no poredani, aromati¢ni zbog prisutnih Zlijezda s etericnim uljem. Biljke su
dvodomne, a cvjetovi aktinomorfni, jednospolni, s Cetiri pri dnu medusobno sraslih listic¢a
perigona, 8-12 prasnika poredanih po Cetiri u dva ili tri kruga i jednim tu¢kom. Prasnice se
otvaraju s dva zaklopca prema unutrasnjosti cvijeta. Pri osnovici svih ili ve¢ine prasnika nalaze se
po dvije zlijezde koje izluCuju nektar (medonosna vrsta). Plodnica tucka je nadrasla,
jednopretin¢ana, s jednim sjemenim zametkom. Plod je jednosjemena kuglasta boba, promjera 1-

1,5 cm, koja dozrijeva u kasnu jesen (Grdini¢ i Kremer, 2009).

Rod obuhvaca dvije vazdazelene vrste, od kojih je vrsta Laurus azorica (Seub.) Franco
rasprostranjena na Azorima, Kanarskom oto¢ju, Madeiri te u Maroku, a L.nobilis L. u Francuskoj,
na Pirinejskom, Apeninskom i Balkanskom poluotoku, u Turskoj te na Kavkazu. L. azorica se, za
razliku od vrste L. nobilis, ne koristi kao za¢in zbog otrovnih listova. L. azorica nalazi se na

crvenoj listi ugrozenih biljaka (Conforti i sur., 2006; Guido i sur., 2015).

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

1.1.3.1. Lovor kroz povijest

Naziv biljke potjece od latinskih rijeci laudare — $to znaci hvaliti, uzdizati, i nobilis — §to znaci
plemenit (Kustrak, 2005). Zapisi o pronalasku i uporabi lovora potjecu jos iz antickih vremena
Grcke 1 Rima kada se lovorov vijenac darivao pobjednicima Olimpijskih igara. Takoder su se
lovorovim vijencem nagradivali pjesnici, pobjednici i1 druge osobe kojima se odavalo najviSe
priznanje (laureati). Rimska kultura je lovor prigrlila kao simbol pobjede, vje¢nosti i besmrtnosti.
Kao iznimno popularna biljka s dugom tradicijom uporabe, naSao je svoje mjesto na zastavama
Dominikanske Republike i Perua, nacionalnom amblemu Grcke, japanskim kovanicama, brojnim
grbovima itd. (Markovi¢, 2005; Nikoli¢, 2013).



1.1.3.2. Staniste i rasprostranjenost

Lovor je drvenasta mediteranska kultura s prirodnim populacijama u primorskom podruc¢ju
Hrvatske i zemljama oko Sredozemnog mora. Podrijetlo lovora je Mala Azija, a raste i u Juznoj
Americi (Pahlow, 1999). U Hrvatskoj je rasprostranjen u Istri, Hrvatskom primorju i Dalmaciji, a
najbujnije se razvija na obroncima Ucke, uz gradove poput Opatije i Lovrana koji duguje svoje
ime upravo toj biljci. Raste u priobalju ili na otocima, i to pojedinacno, tako da tvori malene
Sume, ili u skupinama s ostalim vazdazelenim biljem, posebice u listopadnim hrastovim Sumama

(Slika 2).

Slika 2. Rasprostranjenost vrste Laurus nobilis L. u Hrvatskoj (https://hirc.botanic.hr/fcd).

1.1.3.3. Izgled biljke

Lovor je visegodisnji, vazdazeleni mediteranski grm ili srednje visoko stablo (10-15 m) s prsnim
promjerom debla do 60 cm. U mladosti je kora debela, glatka i siva, a kasnije hrapava i crna.
Listovi su zavojito rasporedeni, naizmjeni¢ni, na kratkoj peteljci, jednostavni, bez palistica,
elipticni do duguljasti ili duguljasto sulicasti, Siljata ili uSiljena vrha, cijela i1 esto valovita ruba,
dugi 7-12 cm, Siroki 2,5-4,5 cm, kozasti, s gornje strani tamnozeleni i sjajni, s donje strane zeleni

bez sjaja, goli i vrlo aromati¢ni (Slika 3) (Grdini¢ i Kremer, 2009).



Slika 3. Listovi vrste Laurus nobilis L. (www.britannica.com).

U mezofilu lista lokalizirano je eteri¢no ulje u posebnim stanicama — uljenicama. Okus listova je
pomalo opor, gorak i ljut, a miris jak 1 ugodan (Kustrak, 2005). Cvjetovi su jednospolni (a biljke
dvodomne: muski i Zenski cvjetovi razvijaju se na razli¢itim stablima), sitni, zu¢kastobijeli, Siroki
oko 1 cm, s Cetiri listi¢a perigona koji su pri dnu srasli, skupljeni u postrane pastitaste cvatove, a
razvijaju se od ozujka do svibnja. Muski cvjetovi imaju 8-12 praSnika rasporedenih po Cetiri u
dva ili tri kruga, a prasnice se otvaraju s dva zaklopca prema unutrasnjosti cvijeta. Pri osnovici
svih ili veéine prasnika nalaze se po dvije Zlijezde koje izlucuju nektar. U zZenskim cvjetovima je
jedan tucak i1 2-4 zakrzljala prasnika. Iz Zenskog se cvijeta razvija plod koji je tamnoplava,
jednosjemena, jajolika kostunica promjera 1-1,5 cm koja dozrijeva u kasnu jesen. Mesnati dio
ploda sadrzi eteri¢no ulje. Biljka najbolje raste na svjezim humusno-karbonatnim tlima, ali
uspijeva 1 na suhim tlima 1 prili¢no je osjetljiva na niske temperature. Listovi se beru u kasnu
jesen, suse u hladu u tankom sloju, u prozra¢nom i toplom prostoru oko mjesec dana (Grdini¢ i

Kremer, 2009).

1.1.3.4. Kemijski sastav

Lovorov list sadrzi 1-3% etericnog ulja u kojemu je glavna sastavnica 1,8-cineol ¢ini ¢ak 45%;
prisutni su jo§ 1 monoterpenoli (do 15% linalola, do 5% a-terpinola) te mala koli¢ina vrlo aktivnih

seskviterpenskih laktona (do 2% kostunolida i artemorin).

U listu se takoder u velikom postotku nalaze trjeslovine te nesto gorkih tvari.



Zreli plod sadrzi 1% eterinog ulja, 30-40% masnih ulja (gliceridi palmitinske, oleinske,
laurinske i linolne kiseline) te Secera i Skroba (Kustrak, 2005; Markovi¢, 2005).

1.1.3.5. Farmakolosko djelovanje i upotreba lista lovora

Lovor je biljka koja ima vrlo $iroku uporabu. Koristi se u puckoj medicini i veterinarstvu. Caj od
listova lovora se koristio za grgljanje kod angine, kao oblog kod nagnjecenja ili ¢ireva, ali 1 protiv
gréeva u probavnim organima, mucnine u zelucu te gubitka apetita (anoreksija). Kao kupka
djeluje vrlo opustajuc¢e i antireumatski. Svojedobno se ¢aj preporucivao i protiv bronhitisa,
hunjavice i gripe, ali danas se rijetko koriste pripravci lista lovora za unutarnju primjenu. Iscrpina
od narezanih listova u alkoholu upotrebljava se kod istegnuca tetiva, uganuca i reume. Dok svjezi
list nije jestiv, osuSeni list lovora poznat je i cijenjen zacin. On se koristi u kulinarstvu za razna
jela jer njegov izrazito aromatican, ljut, jak i gorak okus djeluje kao digestiv ili stomahik. U
Dalmaciji listove koriste kod konzerviranja i pakiranja suhog voca, naro€ito smokava, a ujedno je
i repelent. U nekim se zemljama su$i meso u dimu od lovorovih grancica, a mozZe se

upotrebljavati i za proizvodnju alkoholnih pica i voénih sokova (Kustrak, 2005).

1.1.3.6. Farmakolosko djelovanje i upotreba etericnog ulja lista lovora

Lauri folii aetheroleum — eteri¢no ulje lovora dobiva se ekstrakcijom iz listova lovora. Dokazano
je djelovanje etericnog ulja kod prehlada, upale krajnika 1 kod razlicitih viroza. Umjereno je
aktivno protiv bakterija, ima baktericidno i antisepticko djelovanje, ali vrlo je aktivno protiv
gljivica, narocito vrsta roda Candida. Ujedno je i jak ekspektorans, analgetik i spazmolitik.
Primjenjuje se dermalno za masazu u aromaterapiji, protiv koZznih osipa, za masnu koZu i akne,
protiv boli u misi¢ima i zglobovima, kod reumatoidnog artritisa, lokalno kod afti i inhalacijski
kod virusne infekcije diSnog sustava. No, valja biti oprezan jer zbog visokog sadrzaja
seskviterpenskih laktona kod preosjetljivih osoba moze izazvati alergijski dermatitis. Zabiljezeni
su 1 slucajevi konjunktivitisa kod wvrtlara, farmera ili svjecara, takoder zbog sadrzaja
seskviterpenskih laktona. U farmaceutskoj se industriji koristi u izradi sapuna, krema, losiona,

parfema pa Cak i detergenata (Kustrak, 2005).



1.1.3.7. Pregled istrazivanja vrste Laurus nobilis L.

Iako je lovor biljka koja veé¢im dijelom sluzi kao zacin u kulinarstvu, proveden je znatan broj
znanstvenih istrazivanja o njegovoj mogucoj uporabi u obliku farmaceutskih pripravaka i to, prije

svega, zbog antioksidativnog i antimikrobnog djelovanja.

Osnovni sastojci ekstrakta lista lovora s antioksidativnim ucinkom su flavonoidi: luteolin,
kemferol, glikozidi kemferola (kemferol-3-ramnopiranozid i kemferol-3,7-diramnopiranozid) te
rutin (Emam i sur, 2010). Antioksidativno djelovanje ekstrakta lista lovora temelji se na inhibiciji
lipidne peroksidacije te utjecaju na aktivnosti razli¢itih enzima, npr. peroksidaza, katalaza,
glutation peroksidaza, ksantin oksidaza i na poveéanju koli¢ine glutationa (Kaurinovi¢ i sur,
2010). Simi¢ i suradnici su istrazili utjecaj lis¢a, kore i metanolnog ekstrakta ploda lovora na
razine lipidne peroksidacije u liposomima induciranim s Fe?*/askorbatnim sustavom.
Najznacajnija inhibicija lipidne peroksidacije dobivena je s metanolnim ekstraktima kore lovora
(70,6% inhibicije s 1,0 mg sirovog ekstrakta), a svi su ekstrakti sadrzavali flavonoide, fenolne

kiseline 1 alkaloide te su pokazali antioksidativnu aktivnost (Simi¢ i sur., 2003).

Antimikrobno djelovanje je postalo predmet velikog broja istrazivanja budu¢i da je rezistencija na
antibiotike veliki zdravstveni problem te se sve viSe poseze za rjeSenjima iz biljnog ili Zivotinjskog
svijeta. Najnovije istrazivanje dokazuje kako vodeno-alkoholni ekstrakt lovora svojim
antibakterijskim u¢inkom unistava Gram pozitivnu bakteriju Paenibacillus larvae. Ona uzrokuje
bolest pcela poznatu kao americka gnjilo¢a. Spore spomenute bakterije mogu se pronac¢i u medu
te tako ugroziti ljudsko zdravlje, no, osim toga, problemati¢na je i uporaba antibiotika ¢iji se
ostatci mogu prona¢i u medu. Zato je lovor, odnosno njegove fenolne sastavnice, obecavajuca

alternativa za kontrolu te bolesti (Fernandez i sur., 2018).

U Tunisu su znanstvenici istrazivali ucinke etericnog ulja vrste L. nobilis L. na oralne sojeve
bakterije Staphylococcus aureus. Dokazano je baktericidno djelovanje i inhibicija stvaranja

biofilma S§to moZe imati vaznu ulogu u prevenciji oralnih infekcija (Merghni i sur., 2016).

Istrazivanje iz 2008. godine potvrdilo je antibakterijsko djelovanje flavonoida (razli¢itih kemferol-
ramnozida) izoliranih iz ekstrakta lista lovora, i to protiv meticilin rezistentniih sojeva vrste

Staphylococcus aureus (MRSA) i vankomicin rezistetnih enterokoka (VRE) (Otsuka i sur., 2008).



Brazilski su znanstvenici ispitali antifungalnu aktivnost eteri¢nog ulja iz listova lovora na kulturi
Cryptococcus neoformans. Plinskom kromatografijom spregnutom s masenom spektrometrijom
(GC-MS) odreden je kemijski sastav ulja, a minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) i minimalna
fungicidna koncentracija (MFC) odredene su tehnikom mikrorazrjedenja bujona. MIC1o etericnog
ulja bio je 256 ug/mL, a MFCso 1024 g/mL te je dokazan antifungalni u¢inak eteri¢nog ulja in vitro

protiv vrste Cryptococcus neoformans (Pinheiro i sur., 2017).

Sli¢na je studija provedena na kulturi Candida spp. gdje se promatrao utjecaj etericnog ulja lovora
na adheziju i formiranje biofilma. Etericno ulje ima antifungalnu aktivnost vjerojatno zbog
prisutnosti seskviterpena i monoterpena, a dokazano je da moze utjecati na biosintezu stani¢ne
stijenke 1 permeabilnost membrane te djelovati Stetno na biofilm vrste C. albicans. (Peixoto i sur.,
2017.)

Osim djelovanja na bakterije i gljivice ispitan je u¢inak vrste Laurus nobilis L. i njegovih izoliranih
flavonoida i glikozida na lipidni profil irackog Zenskog kuni¢a. Rezultatima je dobiveno da
oralnom primjenom list lovora snizava razine TC, TG, LDL-C i VLDL-C, u usporedbi s
kontrolnom skupinom te je stoga korisno sredstvo u tretiranju hiperlipidemije. (AL-Samarrai i sur.,
2017).

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

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

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

Proucavano je djelovanje alkaloida lindoldhamina izoliranog iz lista lovora na aktivaciju kanala
osjetljivih na kiselinu (ASIC). ASIC igraju vaznu ulogu u sinaptickoj plasti¢nosti, ucenju 1
nocicepciji te su povezani s boli i1 razliCitim psihijatrijskim 1 neuroloskim bolestima. Istrazivanje je
pokazalo da lindoldhamin ima agonisticko i1 pozitivno alostericko djelovanje na ljudske ASIC3

kanale pri fizioloskom pH te tako otvara putove za sintezu novih lijekova (Osmakov i sur., 2018).
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U jos jednom istrazivanju ispitivao se antioksidativni ucinak ekstrakta lista lovora i njegov ucinak
na smanjenje Stetnosti TCDD-a (2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksina), vrlo toksi¢nog okolisnog
polutanta. Dokazano je ublazavanje toksicnog ucinka TCDD-a na hepatocite Stakora te da
antioksidativni kapacitet hepatocita znacajno raste porastom doze ekstrakta (Turkez i Geyikoglu,
2011).

U Jordanu se u narodnoj medicini koristio lovor kao antidijaroik, no, za potrebe znanstvene
evaluacije biljke za spomenutu primjenu provedeno je istrazivanje antidijaroicke aktivnosti lovora
kod Stakora. Dokazana je prisutnost flavonoida, alkaloida i tanina u ekstraktu lista lovora te
potvrdeno inhibitorno djelovanje ekstrakta na dijareju izazvanu uljem ricinusa. Dokazano je da
istrazivani ekstrakt djeluje tako da inhibira crijevnu tranziciju ugljena i uzrokuje zna¢ajnu, o dozi
ovisnu relaksaciju glatkih misSic¢a crijeva Stakora. Tim je radom potvrdena opravdana uporaba

lovora kod razli¢itih gastrointestinalnih tegoba, posebice dijareje (Qnais i sur., 2012).

Takoder je provedeno in vitro istrazivanje o utjecaju lovora na inhibiciju rasta stanica kolorektalnog
tumora. Potvrdena je in vitro bioaktivnost koja bi mogla imati relevantnu protektivnu ulogu u ranoj

fazi kolorektalnog tumora (Bennett i sur., 2013).

U iranskoj tradicionalnoj medicini koristi se etericno ulje iz listova lovora kao antiepileptik. Godine
2002. provedeno je istraZivanje antikonvulzijske aktivnosti lovora protiv eksperimentalnih napadaja
u miSeva. Etericno ulje Stitilo je miSa od tonickih konvulzija induciranih maksimalnim
elektroSokom, a posebice pentilentetrazolom. Komponente koje se smatraju odgovornima za takav

ucinak su metileugenol, eugenol 1 pinen koji su prisutni u etericnom ulju (Sayyah i sur., 2002).

Istrazivala se i uporaba etericnog ulja u SeCernoj bolesti. Dokazano je smanjenje lipidne
peroksidacije i stvaranja slobodnih radikala te inhibicija alfa glukozidaze, $to znaci da bi eteri¢éno

ulje moglo imati potencijalnu ulogu u terapiji dijabetesa (Sahin Basak i Candan, 2013).
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1.2. Bioloski aktivne tvari vrste Laurus nobilis L.

1.2.1. Polifenoli

1.2.1.1. Struktura i znacajke

Polifenoli su jedna od najzastupljenijih i najbrojnijih skupina biljnih tvari. Osnovno je obiljezje
polifenola prisutnost jednog ili vise hidroksiliranih aromatskih prstenova. Tako u skupinu

polifenola ubrajamo vise od 8000 spojeva razlicite kemijske strukture (Bravo, 1998).

Polifenole ¢ine fenolne kiseline, flavonoidi i stilbeni. Medu fenolnim kiselinama razlikuju se
derivati hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline. Flavonoidi bez vezanih molekula Secera
(aglikoni flavonoida), posjeduju strukturu tipa Ce-C3-Cs. Atomi ugljika rasporedeni su tako da su
dvije benzenske jezgre povezane propanskim lancem koji moze, ali i ne mora formirati treci
prsten. Stilbeni su polifenoli koji nemaju osnovnu strukturu flavonoida, a sadrze 1,2-difenileten

kao funkcionalnu skupinu (Rastija i Medi¢-Sari¢, 2009; Haslam i Cai, 1994).

U prirodi se polifenoli uglavnom nalaze u konjugiranom obliku, tj. u obliku glikozida, s jednom
ili viSe Secernih jedinica koje su vezane na hidroksilne skupine (premda postoje 1 oblici u kojima
su Secerne jedinice vezane izravno na aromatski ugljikov atom). Vezani Seceri mogu biti u obliku
monosaharida, disaharida pa i oligosaharida, a glukoza je najzastupljenija Secerna jedinica.
Sec¢erna komponenta moZe sadrzavati i mnoge druge Secere, poput galaktoze, ramnoze, ksiloze i
arabinoze, kao i glukoronsku te galakturonsku kiselinu. Polifenole nalazimo i kao konjugate s
drugim tvarima, kao §to su razli¢ite karboksilne i organske kiseline, amini i lipidi. Ceste su i

konjugacije s drugim fenolnim spojevima (Bravo, 1998).

Podjela polifenola (Slike 4 i 5) temelji se na broju fenolnih prstenova koje sadrze i na strukturnim

elementima koji te prstenove povezuju (Rastija i Medi¢-Sari¢, 2009; Berend i Grabarié, 2008).

12



POLIFEMOLI
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luka, rajéice . antocijanini
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MWCONOMERI OLIGOMERI
katehini iz Caja proantocijanidini
PROCIJANIDINI FPRODELFINIDINI

kalao, jabuke, ...

Slika 4. Osnovna podjela polifenola (Berend i Grabari¢, 2008).
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OH
rasvaratol
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Slika 5. Kemijske strukture polifenola (Rastija i Medié-Sari¢, 2009).

Polifenoli se sintetiziraju iz dva glavna biosintetska puta: put Sikiminske kiseline i acetatni put
(acilpolimalonatni put). Sikiminska kiselina je glavna tvar u nastanku aromatskih prirodnih
spojeva. Univerzalni je prekursor u biosintezi aromatskih aminokiselina u mikroorganizmima
(bakterijama, gljivicama) i viSim biljkama, ali ne i u zivotinjskih organizama. Aromatske
aminokiseline (tirozin, fenilalanin) nadalje grade proteine i peptide, ali su i vazni meduprodukti u
biosintezi mnogih sekundarnih metabolita, kao $to su alkaloidi, fenoli, fenolne kiseline,

fenilpropani, kumarini, flavonoidi, lignani i dr. (Vladimir-Knezevi¢, 2008; Bravo, 1998).
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Slika 6. Struktura Sikiminske kiseline (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/).

1.2.1.2. Rasprostranjenost

Polifenole Cesto nalazimo u hrani biljnog podrijetla te su tako glavni antioksidansi u naSoj
prehrani. Prosje¢no se dnevno prehranom unese oko 1 g polifenola, $to je mnogo vise od unosa
drugih poznatih antioksidansa. Tako je koli¢ina unesenih polifenola deset puta veéa od
prosje¢nog unosa vitamina C te sto puta veca od prosjecnog unosa vitamina E i karotenoida.
Glavni su izvori polifenola u prehrani voce i pi¢a dobivena od biljaka (voéni sokovi, ¢aj, kava 1
crno vino). Tako, npr., grozde, jabuke, kruske, tre$nje i razno bobicasto voée sadrze 200-300 mg
polifenola na 100 g svjezeg voca, a ¢asa crnog vina, Salica ¢aja ili kave sadrze u prosjeku oko 100
mg polifenola (Pandey i Rizvi, 2009; Scalbert i sur., 2005).

Neki su polifenoli, poput kvercetina, prisutni u veéini biljnih vrsta, a neki su pak ograni¢eni na
specificne namirnice (flavanoni u citrusnom vocu, izoflavoni u soji, florizin u jabukama).
Namirnice ve¢inom sadrze kompleksnu smjesu polifenola pa je zato za mnoge toCan sastav
polifenola slabo poznat. Na sastav polifenola utjeu okolisni ¢imbenici koji mogu biti
agronomski (uzgoj u stakleniku ili na otvorenom, ukupni urod po jednoj biljci i dr.) i
pedoklimatski (tip tla, izloZenost sunc¢evoj svjetlosti, koli¢ina padalina). Osim toga, nacin 1 uvjeti
skladiStenja mogu utjecati na sadrzaj polifenola ukoliko se radi o polifenolima koji su podlozni
oksidaciji. Reakcije oksidacije tako mogu dovesti do nastanka polimernih molekula, ¢ime se
mijenja kakvoca namirnice i organolepticka svojstva, a one mogu biti poZeljne (crni ¢aj) ili
nepozeljne (smeda boja narezanog voca). Osim toga, priprema i obrada hrane takoder utjecu na
koli¢inu polifenola prisutnih u namirnicama. Primjerice, guljenje voca i povréa uklonit e
znacajnu koli¢inu polifenola jer su polifenoli Cesto u znatno ve¢im koncentracijama prisutni u
vanjskim dijelovima voca 1 povréa nego u unutrasnjim. Veliki gubitak polifenola dogada se i

termic¢kom preradom hrane (Manach i sur., 2004).
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1.2.1.3. Bioloski ucinci

Dugi su niz godina kao antioksidansi najvise proucavani antioksidativni vitamini, karotenoidi i
minerali. Istrazivanja na flavonoidima i1 ostalim polifenolima, njihovim antioksidativnim
svojstvima i prevenciji bolesti intenzivno su zapocela 1995. godine. Razlog zbog kojega se
odgadala provedba istrazivanja bila je znacajna razli¢itost i sloZzenost njihovih kemijskih struktura
(Scalbert i sur., 2005).

Pozitivna djelovanja polifenola navedena u znanstvenim istrazivanjima obuhvacaju:
antiinflamatorno, antimikrobno, antifungalno, diureti¢ko, antihepatotoksi¢no, antihipertenzivno,
antiaritmi¢no, antikoaguliraju¢e, spazmoliticko, kardiotoni¢no, antialergijsko, antiulkusno,

analgetsko, antimalari¢no, hipoglikemijsko i antioksidativno djelovanje (Petrik, 2008).

Postoje dokazi koji jasno pokazuju doprinos polifenola prevenciji kardiovaskularnih bolesti,
posebice ateroskleroze, potom karcinoma i osteoporoze te sugeriraju ulogu u prevenciji dijabetesa
i neurodegenerativnih bolesti. Tako je, primjerice, crno vino bogat izvor polifenolnih
antioksidansa i smatra se uzrokom fenomena "francuski paradoks” (oznacava zapanjujuce nisku
pojavnost koronarnih bolesti srca u Francuskoj, unato¢ konzumaciji hrane s puno masnoca, a
povezana je s konzumacijom crnog vina koje sadrzi visoke koli¢ine polifenolnih spojeva). Smatra
se takoder kako su upravo polifenolni antioksidansi prisutni u ekstradjevi¢anskom maslinovom
ulju zasluzni za pozitivan ucinak mediteranske prehrane na zdravlje (Castafier i sur., 2011;

Scalbert i sur., 2005).

Novija istraZivanja utvrdila su kako bi se polifenoli zbog svog antioksidativnog i protuupalnog
djelovanja mogli koristiti za prevenciju i lijeCenje o¢nih bolesti (glaukoma, katarakte, makularne

degeneracije, dijabeticke retinopatije) koje vode do ireverzibile sljepoée (Xu i sur., 2017).

Osim navedenoga, polifenoli, kao fitokemikalije prisutne u gotovo svim namirnicama biljnog
podrijetla, moduliraju aktivnost velikoga broja enzima (telomeraza, ciklooksigenaza,
lipooksigenaza i dr.) te stani¢nih receptora. Mogu stupati 1 u interakciju s razli¢itim signalnim
putevima te tako utjecati na transdukciju signala, a sve je viSe dokaza koji govore u prilog
utjecaju polifenola na regulaciju stani¢nog ciklusa i na funkciju trombocita (D'Archivio i sur.,
2007; Manach i sur., 2004).

Puno dokaza o prevenciji bolesti primjenom polifenola potjece od in vitro istrazivanja ili pokusa

na Zivotinjama koji se ¢esto provode dozama mnogo ve¢im od onih kojima su izlozeni ljudi kroz
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prehranu. Ocito je da polifenoli poboljSavaju status razliCitih biomarkera oksidativnog stresa te
pokazuju velik potencijal za prevenciju ili terapiju razli¢itih stanja. No, mnogo nesigurnosti i
dalje postoji vezano uz znacaj tih biomarkera kao prediktora bolesti i prikladnosti koristenih
metoda. Takoder postoje studije s kontradiktornim rezultatima koje govore o prooksidativnom
uc¢inku polifenola zbog kojega mogu posljedi¢no inducirati apoptozu te inhibirati stani¢nu
proliferaciju. Jedan od razloga kontradiktornih rezultata lezi u tome Sto polifenolne tvari €ini
veliki broj razliCitih spojeva s razliitim bioloSkim djelovanjem, stoga se ucinak jednog
polifenolnog spoja ne moze generalizirati na ostale spojeve. Kako se istrazivanja ¢esto provode
na puno ve¢im dozama od onih unesenih prehranom, nuzno je poznavanje bioraspoloZivosti i
metabolizma razli¢itih polifenolnih spojeva, kao i poznavanje rasprostranjenosti te sadrzaja tih
spojeva u hrani. Ta su znanja neophodna za razumijevanje odnosa izmedu unosa polifenola
hranom 1 rizika za razvoj razlicitih bolesti. Poznavanje bioraspolozivosti polifenolnih spojeva,
koja znacajno varira izmedu razli¢itih vrsta tih spojeva, iznimno je vazna, buduci da polifenoli
najzastupljeniji u nasoj prehrani ne moraju nuzno imati i najbolju bioraspoloZzivost (Primorac,

2012; Scalbert i sur., 2005; Sun i sur., 2002).

1.2.2. Fenolne kiseline

1.2.2.1. Struktura i znacajke

Nakon flavonoida, drugu skupinu po vaznosti i zastupljenosti biljnih polifenola ¢ine fenolne
kiseline. Strukturu fenolnih kiselina Cini benzenski prsten povezan karboksilnom skupinom
(Lafay i sur., 2008). Na temelju strukture, razlikuju se dvije skupine fenolnih kiselina: derivati
benzojeve kiseline (hidroksibenzojeve Kkiseline, Cs-C1, Slika 7) i derivati cimetne Kiseline
(hidroksicimetne kiseline, Ce-Cs, Slika 8) (Robbins i sur., 2003).

Najzastupljeniji derivati hidroksibenzojeve kiseline su galna, protokatehinska, vanilinska,
siringinska, gentistinska i elaginska kiselina. Hidroksibenzojeve kiseline mogu nastati izravno iz
meduprodukata puta Sikiminske kiseline. No, u biljkama ¢eS¢e nastaju razgradnjom derivata

cimetne kiseline (Russell i sur., 1999).
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R HIDROKSIBENZOJEVE KISELINE:
R; COOH galna R1=R,=R3=0OH
R protokatehinska R;=H
3
R,=R;=0OH
vanilinska R;=H
R,=0OH

Slika 7. Kemijska struktura hidroksibenzojevih kiselina (Robards i sur., 1999).

Najzastupljeniji derivati hidroksicimetne kiseline su kavena, kumarinska, feruli¢na i sinapi¢na
kiselina. Predstavljaju vazne gradevne jedinice mnogih drugih prirodnih spojeva te ¢esto dolaze u
obliku specifi¢nih estera, kao npr. klorogenska kiselina i ruzmarinska kiselina (Russell i sur., 1999;
Ralph i sur., 1994). Manji se broj fenolnih kiselina javlja u slobodnom obliku, dok su veé¢inom u
biljkama prisutne konjugirane (ponajviSe esterifikacijom) sa strukturnim biljnim dijelovima
(celulozom, proteinima i ligninom) ili s razli¢itim molekulama, ukljucujuéi jednostavne Secere i

organske kiseline (Vukovi¢, 2013).

HIDROKSICIMETNE KISELINE:

feruli¢na Ri1=R,=R,=H
Rs=0OH
R4 R4:OCH3

H kumarinska R;=R,=H
R3:OH

H kavena R1=R,=H
R2 R1 R3;=R,=0H

sinapi¢na R.:=H
R3:=0OH

Slika 8. Kemijska struktura hidroksicimetnih kiselina (Macheix i sur., 1990).
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1.2.2.2. Rasprostranjenost

Hidroksibenzojeve kiseline nalazimo u manjim koli¢inama u jestivim biljkama. Iznimka su neka
crvena voca, crna rotkvica i luk koji mogu sadrzavati do nekoliko desetaka miligrama
hidroksibenzojevih kiselina po kilogramu svjeZe namirnice. Caj je vazan izvor galne kiseline: listovi
Cajevca mogu sadrzavati do 4,5 g galne kiseline po kilogramu svjezeg lista Cajevca. Nadalje,
hidroksibenzojeve kiseline su komponente slozenih struktura, kao §to su trjeslovine koje hidroliziraju

(galotanini u mangu i elagtanini u crvenom vocu: jagodama, malinama i kupinama).

Hidroksicimetne kiseline ¢esto nalazimo u raznim biljkama. Najzastupljeniji su derivati kumarinska,
kavena, feruli¢na i sinapinska kiselina. Te kiseline rijetko dolaze u slobodnom obliku, osim kod
preradene hrane Kkoja je podvrgnuta smrzavanju, sterilizaciji ili fermentaciji. Vezani su oblici
glikozilirani derivati ili esteri kininske ili Sikiminske kiseline. Kavena i kininska kiselina zajedno
tvore klorogensku kiselinu koja se nalazi u mnogim vrstama voca te u visokim koncentracijama u

kavi. Jedna Salica kave moze sadrzavati 70-350 mg klorogenske kiseline (Slika 9).

HO COoOoH

OH
HO

OH

Slika 9. Klorogenska kiselina (Bival Stefan, 2015).

Borovnice, kivi, §ljive, treSnje 1 jabuke imaju, od svih vrsta voca, najveci sadrZaj hidroksicimetnih
kiselina te sadrze 0,5-2 g hidroksicimetnih kiselina po kilogramu svjeZeg voca. Kavena kiselina, u
slobodnom obliku i u obliku estera, najzastupljenija je fenolna kiselina te ¢ini izmedu 75% i 100%
ukupnog sadrzaja fenolnih kiselina kod vecine voca. Hidroksicimetne kiseline se nalaze u svim
dijelovima voca, ali u najve¢im su koncentracijama prisutne u vanjskom dijelu zrelog voca. Feruli¢na
kiselina je najzastupljenija fenolna kiselina u Zitaricama. Njezin se sadrZaj u Zitaricama kre¢e izmedu
0,8 g1 2 g po kilogramu suhe Zzitarice. U vanjskom dijelu zrna Zitarice nalazi se ¢ak 98% ukupne

feruli¢ne kiseline u zrnu (Manach i sur., 2004).
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1.2.2.3. Bioloski ucinci

Fenolne kiseline koje unosimo prehranom fizioloski su antioksidansi koji "hvataju” slobodne kisikove
i dusikove radikale. In vitro studije Koristile su razli¢ite sustave kako bi se oksidirao LDL te mjerila
prevencija oksidacije nakon ukljuenja u sustav specificne fenolne komponente. Najvise su
prouc¢avane hidroksicimetne kiseline koje su, u modelu u kojemu su se koristili Cu®* ioni, pokazale
snazno antioksidativno djelovanje. U studijama se pokazalo da kavena kiselina djeluje sinergisticki s
alfa tokoferolom, pojacavajuéi antioksidativni kapacitet LDL-a, recikliraju¢i alfa tokoferol od alfa
tokoferoksil-radikala (Laranjinha i sur., 1995). U drugoj se studiji pokazalo da kavena i p-kumarinska

kiselina djeluju sinergisticki s askorbinskom kiselinom (Vieira i sur., 1998).

Kavena kiselina pokazuje veliku antioksidacijsku aktivnost, in vitro i in vivo hepatoprotektivno,
protuvirusno, protuupalno djelovanje, a u kombinaciji s ruzmarinskom kiselinom i antimikrobno
djelovanje; takoder, kavena kiselina i njezin derivat, feniletil ester kavene kiseline, inhibiraju
karcinogenezu (lkeda i sur., 2011; Sato i sur., 2011; Chao i sur., 2009; Gilcin, 2006; Widmer i sur.,
2006; Janbaz i sur., 2004; von Gadow i sur., 1997).

Klorogenska kiselina je pokazala potencijalnu primjenu u razliitim bolestima krvozilnog
sustava, npr. pluénoj hipertenziji (inhibira proliferaciju glatkih miSi¢nih stanica pluéne arterije
uzrokovanu hipoksijom), hipertenziji (smanjuje sistoli¢ki 1 dijastolicki krvni tlak), ali ima i
antiagregacijsko djelovanje Sto moze pridonijeti prevenciji tih bolesti. IstraZzivanja su pokazala
kako bi mogla olaksati simptome dijabeti¢ke neuropatije (nociceptivni u¢inak uocen kod Stakora),
sluziti u lije€enju 1 prevenciji metabolickog sindroma, terapiji osteoartritisa i drugih upalnih
stanja te kod hepatocelularnog karcinoma (povecava osjetljivost na 5-fluorouracil) (Bival Stefan,
2015).

Objavljena su brojna istrazivanja koja opisuju Sirok raspon bioloskih aktivnosti ruzmarinske kiseline.
Tako, primjerice, ruzmarinska kiselina pokazuje snazno antioksidativno, antimutageno,
antidepresivno, hepatoprotektivno, protuvirusno, antibakterijsko i antimikoti¢no djelovanje (Furtado i
sur., 2008; Tepe, 2008; Swarup i sur., 2007; Vattem i sur., 2006; Widmer i sur., 2006; Qiao i sur.,
2005; Bais i sur., 2002; Osakabe i sur., 2002; Takeda i sur., 2002). Pokazala je potencijal za
primjenu kod atopijskog dermatitisa i drugih upalnih stanja, kod razli¢itih neuroloSkih oboljenja
(gdje bi se mogla koristiti kao protektivni faktor), te u prevenciji i terapiji karcinoma dojke

(inhibirala je metastaziranje na kosti) (Bival Stefan, 2015). Tako ruzmarinska kiselina, zbog svoje
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antioksidacijske aktivnosti 1 zbog inhibicije upalnih odgovora, predstavlja vrlo ucinkovitu terapiju za
alergijski rinokonjuktivitis (Osakabe i sur., 2004). Osim toga, pokazuje i antiangiogeni potencijal koji

takoder moze biti povezan s njezinom antioksidacijskom aktivnos¢éu (Huang i sur., 2006).

0 COoH

OH OH

Slika 10. Ruzmarinska kiselina (Bival Stefan, 2015).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Cilj ovoga diplomskog rada je kvantitativna analiza fenolnih kiselina vrste Laurus nobilis L., s
podrucja Lovrana u razdoblju od 12 mjeseci (svibanj 2015. do travnja 2016.), a u svrhu pracenja
sezonske varijabilnosti sadrZaja fenolnih kiselina. Koli¢ina fenolnih kiselina (%), izrazenih kao
ruzmarinska, odnosno klorogenska Kiselina, odreden je spektrofotometrijskom metodom prema
Europskoj farmakopeji. Ovim su istrazivanjem utvrdena razdoblja kroz godinu s najveéim
postotkom fenolnih kiselina u lovoru, §to ukazuje na najpovoljniji period sabiranja biljnog

materijala u odnosu na sadrzaj spomenutih polifenolnih tvari.

Svrha provedene kvantitativne analize u okviru ovoga rada u konacnici je doprinos znanstvenim
istrazivanjima vrste Laurus nobilis L., a rezultati predstavljaju polaziste i dobru osnovicu daljnjih

istrazivanja bioloske aktivnosti i fitoterapijskog potencijala lovora.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Biljni materijal

Za potrebe ovoga istrazivanja primijenjeni su listovi lovora (Laurus nobilis L., Laureace) s
podruc¢ja Lovrana (Istra, RH). Materijal je prikupljen tijekom dvanaest mjeseci, u razdoblju od
svibnja 2015. do travnja 2016. godine. Identifikacija biljnog materijala provedena je u
Farmaceutskom botani¢kom vrtu "Fran Kusan" Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta u Zagrebu,

prema dostupnim literaturnim podatcima (Domac, 1984).

Analizirani su pulverizirani listovi biljne vrste L. nobilis L.

Slika 11. Priprema uzoraka listova lovora za analizu.

3.2. Aparatura i kemikalije

Aparatura i pribor:
o UV-Vis spektrofotometar Agilent 8453E (Hewlett Packard, Njemacka)
o kiveta za spektrofotometar (1 cm)
e pipete, propipete, menzure, lijevci, CaSe, kapalice, stakleni Stapici, filtar papir
e tikvice s okruglim dnom i odmjerne tikvice
e povratna hladila

e plamenik, tronoZac, azbestna mrezica, stalak, kleme
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Kemikalije:
o etanol (Carlo Erba Reagents, Val de Reuil, Francuska)
e klorovodi¢na kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e natrijev hidroksid (Sigma-Aldrich, Stockholm, Svedska)
e natrijev molibdat (Kemika, Zagreb)

e natrijev nitrit (Gram-Mol, Zagreb)

3.3. Metode i postupci istrazivanja

3.3.1. Spektrofotometrijsko odredivanje fenolnih kiselina

Kvantitativna analiza fenolnih kiselina, tj. hidroksicimetnih derivata u listovima lovora s podruéja
Lovrana provedena je spektrofotometrijskom metodom prema monografiji Rosmarini folium koju
propisuje Europska farmakopeja (EDQM, 2018), gdje je sadrzaj izrazen kao ruzmarinska
kiselinu, te spektrofotometrijskom metodom koju propisuje Europska farmakopeja (EDQM,

2004), a sadrzaj je izraZen kao klorogenska kiselina.

Odredivanje ukupnih hidroksicimetnih derivata izraZenih kao ruzmarinska kiselina

Kvantitativna analiza fenolnih kiselina u uzorcima lovora provedena je nize opisanim postupkom.

Ekstrakt. 0,200 g praskasto usitnjene biljne droge ekstrahira se s 80 mL 50%-tnog etanola (V/V) i
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).

24



Slika 12. 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 i 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.
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Odredivanje ukupnih hidroksicimetnih derivata izraZenih kao klorogenska kiselina

Ispitivana otopina je pripremljena 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 i1 izrazen kao klorogenska kiselina prema izrazu:

%=Ax53/m

A — izmjerena apsorbancija na 525 nm

m — masa droge izraZzena u gramima

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

Kvantitativna analiza fenolnih kiselina u biljnim uzorcima vrste Laurus nobilis L. s podrucja
Lovrana provedena je spektrofotometrijskom metodom prema Europskoj farmakopeji.

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 raCuna Se prema izrazu:
0 — Ax 2,5
= 22

A — izmjerena apsorbancija na 505 nm;

m — masa droge izrazena u gramima.

Analogno tome, apsorbancija je izmjerena i na 525 nm, a sadrzaj ukupnih hidroksicimetnih

derivata izrazen je kao klorogenska kiselina prema izrazu:

%_AX5,3
=

Napravljena je jedna ekstrakcija droge za svaki uzorak lovora (uzorci sabirani kroz 12 mjeseci) te
su uzete tri otopine za spektrofotometrijsko odredivanje. Svako je mjerenje izvedeno tri puta (A1,
A2, A3) te je izraCunata srednja vrijednost mjerenja (A). Takoder je provedena i statisti¢ka

%04 — A)?
S5D= |———
analiza, tako da se izraCunalo standardno odstupanje (SD) prema izrazu J N-1 , gdje je

N broj podataka koji u ovom sluc¢aju iznosi 3.
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Postotak fenolnih kiselina izracunat je prema iznad objasnjenim izrazima, a rezultati su prikazani

Tablicama 21 3.

Tablica 2. Sadrzaj fenolnih kiselina u ekstraktu vrste Laurus nobilis L. izrazen kao ruzmarinska kiselina
(505 nm).

Mjesec/godina | Asosnm A+ SD Masa uzorka (g) | % fenolnih kiselina

0,152
0,153 | 0,1543+0,0032 0,2000 1,93
5./2015. 0.158
0,153
0,167 | 0,1623+0,0081 0,2012 2,02
6./2015. 0,167
0,158
0,162 | 0,1623+0,0045 0,2015 2,01
7./2015. 0,167
0,213
0,214 | 0,2133+0,0006 0,2011 2,65
8./2015. 0,213
0,164
0,171 | 0,1663+0,0040 0,2015 2,06
9./2015. 0,164
0,186
0,165 | 0,17833+0,0116 0,2020 2,21
10./2015. 0,184
0,151
0,146 | 0,1460+0,0050 0,2008 1,82
11./2015. 0,141
0,119
0,137 | 0,1293+0,0093 0,2000 1,62
12./2015. 0,132
0,153
0,146 | 0,1473+0,0051 0,2007 1,84
1./2016. 0,143
0,189
0,190 | 0,1910+0,0026 0,2017 2,37
2./2016. 0,194
0,164
0,166 | 0,1657+0,0015 0,2005 2,07
3./2016. 0,167
0,159
0,150 | 0,1540+0,0046 0,2014 1,91
4./2016. 0,153
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Tablica 3. Sadrzaj fenolnih kiselina u ekstraktu vrste Laurus nobilis L. izrazen kao klorogenska kiselina
(525 nm).

Mijesec/godina Assnm A+ SD Masa % fenolnih kiselina
uzorka (g)

0,132
0,133 0,1340+0,0026 0,2000 3,55
5./2015. 0,137
0,134
0,145 0,1420+0,0070 0,2012 3,74
6./2015. 0,147
0,137
0,141 0,1410+0,0040 0,2015 3,71
7.12015. 0,145
0,188
0,186 0,1867+0,0012 0,2011 4,92
8./2015. 0,186
0,142
0,148 0,1440+0,0035 0,2015 3,79
9./2015. 0,142
0,162
0,144 0,1550+0,0096 0,2020 4,07
10./2015. 0,159
0,131
0,127 0,1270+0,0040 0,2008 3,35
11./2015. 0,123
0,103
0,118 0,1117+0,0078 0,2000 2,96
12./2015. 0,114
0,133
0,126 0,1277+0,0047 0,2007 3,37
1./2016. 0,124
0,165
0,166 0,1667+0,0021 0,2017 4,38
2./2016. 0,169
0,143
0,145 0,1453+0,0025 0,2005 3,84
3./2016. 0,148
0,139
0,132 0,1350+0,0036 0,2014 3,55
4./2016. 0,134
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Sadrzaj fenolnih kiselina (%)

O = oW s 1y

Sadrzaj fenolnih Kkiselina u razdoblju od
svibnja 2015. do travnja 2016.
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é Hiseliua (525nm)
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Graficki prikaz 1. Sadrzaj fenolnih kiselina u razdoblju od svibnja 2015. do travnja 2016.

Najveci sadrzaj fenolnih kiselina zabiljezen je u listovima lovora prikupljenim u kolovozu 2015.
godine (Slika 13) i iznosio je 2,65% na 505 nm te 4,92% na 525 nm, dok je najmanja vrijednost
zabiljezena u prosincu 2015. godine (Slika 14) i iznosila je 1,62% (505 nm) i 2,96% (525 nm). Iz

grafickog prikaza je vidljivo kako u zimskim mjesecima nastupa znacajan pad sadrzaja fenolnih

kiselina, $to odgovara hladnijim vremenskim uvjetima tijekom tog razdoblja.

Method file : FENKIS.M Last update: Date 5/10/18 Time 2:52:51 PM
Information : Default Method
Data File C:/MATEAK/LTPA81.SD Created : 2/5/18 11:23:55
Overlaid Spectra:
Fa

022 R
o2 //
2 018
g8 o1
o
£ 0.14 |
2
< 0.12 4

01

0.08 T T T T T T T T T T T T

440 460 480 500 520 540 Wavelenght (nm
# Name Abs<505nm> Abs<525nm>

Slika 13. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije ekstrakta lista lovora — kolovoz 2015.

0.21610 0.18750
0.21594 0.18739
0.21688 0.18851
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Method file : FENKIS.M Last update: Date 5/10/18 Time 2:52:51 PM

Information : Default Method
Data File : C:/MATEAK/LTPA122.SD Created : 2/6/18 13:23:08
Overlaid Spectra:
=)
<
8
c
o
2
2
13
<
T T
Wavelenght (nm)
# Name Abs<505nm> Abs<525nm>
1 0.13432 0.11634
2 0.13709 0.11860
3 0.13849 0.11991

Slika 14. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije ekstrakta lista lovora — prosinac 2015.

Nadalje je zanimljivo da je vrlo visoka koncentracija fenolnih kiselina zabiljezena u veljaci 2016.
(Slika 15). Sadrzaj na 505 nm iznosio je 2,37%, a na 525 nm 4,38%. Uvidom u vremenske uvjete
u Lovranu u tom periodu (DHMZ), pronadeni su podatci 0 natprosje¢no toplom vremenu za to
doba godine, a osim toga je zabiljezena i ekstremna koli¢ina padalina, Sto je potencijalno

objasnjenje visokog sadrzaja fenolnih kiselina lovora u tom razdoblju (Slike 16 i 17).

Method file : FENKIS.M ( modified ) Last update: Date 5/10/18 Time
2:52:51 PM
Information : Default Method
Data File : C:/MATEAK/LTPA022.SD Created : 2/7/18 11:52:19
Overlaid Spectra:
=)
<
8
§
£
s
3
<
440 4‘60 480 5‘30 ' 5‘20 ' 540 ' Waveler%ght (nm))
# Name Abs<505nm> Abs<525nm>
1 0.18806 0.16423
2 0.18994 0.16579
3 0.19206 0.16790

Slika 15. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije ekstrakta lista lovora — veljac¢a 2016.
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PERGENTILE
<2 extremely cold
2-8 wverycold

DE  wvery warm
=8B  extremely wanm

odstupanje temp. 'C) A ancmaly ['C)
postaja « meteorological station

percentii P percentile

Slika 16. Odstupanje srednje mjese¢ne temperature zraka (°C) od viSegodisnjeg prosjeka u Hrvatskoj za
veljacu 2016. (DHMZ).

PERCENTILE
extremely dry
very dry

dry

normal

wet

very wet
extremely

13

Slika 17. Mjese¢ne koli¢ine oborine, u postotcima viSegodisnjeg prosjeka u Hrvatskoj za veljacu 2016.
(DHMZ).
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Slike 18-20 prikazuju karakteristicne primjere odredivanja sadrzaja fenolnih kiselina lovora
(redom: srpanj i listopad 2015. te travanj 2016. godine).

Method file :
Information :

FENKIS.M
Default Method

Last update:

Date 5/10/18

Time 2:52:51 PM

Data File C:/MATEAK/LTPA73.SD Created : 2/8/18 11:52:23
Overlaid Spectra:
-
0.16 s oSS
2 o4
o
g 012
£
2 o
<
0.08
a0 ' 460 ‘ 480 500 520 540 " Wavelenght (nm)
# Name Abs<505nm> Abs<525nm>
1 0.16712 0.14558
2 0.16718 0.14530
3 0.16676 0.14488

Slika 18. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije ekstrakta lista lovora — srpanj 2015.

Method file : FENKIS.M Last update: Date 5/10/18 Time 2:52:51 PM
Information : Default Method
Data File C:/MATEAK/LTPA101.SD Created : 2/5/18 11:46:15
Overlaid Spectra:
S

0.18 il
N T
=] 0.16
<,
3 0.14
c
I3
£ 0.12
2
2 0.1

0.08

T T T T T T T T T
440 460 480 500 520 540 (nm

# Name Abs<505nm> Abs<525nm>
1 0.18531 0.16137
2 0.18640 0.16246
3 0.18590 0.16190

Slika 19. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije ekstrakta lista lovora — listopad 2015.
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FENKIS.M Last update: Da
Default Method
C:/MATEAK/LTPA043.SD

te 5/10/18 Time 2:52:51 PM

Created : 2/5/18 12:18:19

AUy

T T T T T T T T T T
440 460 480 500 0 40, lavelenght (nm)

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

0.15282 0.13350

W

0.15398
0.15318

0.13482
0.13374

Slika 20. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije ekstrakta lista lovora — travanj 2016.

Sukladno dobivenim rezultatima (Tablice 2 i 3). te prema Grafickom prikazu 1, vidljivo je da
uzorci lista lovora imaju veci udio klorogenske nego ruzmarinske kiseline.

U prosjeku je, mjerenjem sadrzaja fenolnih kiselina izrazenih kao klorogenska kiselina, dobiven
za 1,73+0,24% veci postotak od onoga dobivenog mjerenjem sadrzaja fenolnih kiselina izrazenih

kao ruzmarinska kiselina (Tablica 4).

Tablica 4. Usporedba rezultata dobivenih spektrofotometrijskim mjerenjem fenolnih Kiselina na 505 nm

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

Mjesec/godina %R %K %K - %R %K - %R SD
(avg)
5./2015. 1,03 355 1,62
6./2015. 2,02 374 1,72
7.12015. 2,01 371 1,69
8./2015. 2,65 4,92 2,27
9./2015 2,06 3,79 1,72
10./2015. 221 4,07 1,86 1,73 0.24
11./2015. 1,82 335 1,53
12./2015. 1,62 2,96 1,34
1.2016. 1,84 337 1,54
212016, 2,37 438 2,01
3./2016. 2,07 3.84 1,78
4.12016. 1,91 3,55 1,64

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.
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ovoga diplomskoga rada provedena je djelomicna fitokemijska karakterizacija vrste
Laurus nobilis L. (lovor). U svrhu pracenja sezonske varijabilnosti sadrzaja fenolnih kiselina u
uzorcima listova lovora, provedena je kvantitativna analiza spomenutih polifenolnih tvari u
uzorcima s podru¢ja Lovrana sabiranih mjese¢no, kroz razdoblje od svibnja 2015. do travnja
2016. godine.

Odredivanje sadrzaja fenolnih kiselina 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 uzorku lista
lovora iz kolovoza 2015. godine (2,65%), dok je najmanji udio zabiljeZen u uzorku iz prosinca
2015. (1,62%). Analogni rezultati dobiveni su i spektrofotometrijskom metodom preko
klorogenske kiseline, tj. najveci udio zabiljeZzen je u uzorku lista lovora iz kolovoza 2015. te je
iznosio 4,92%, a najmanji je sadrzaj izmjeren u uzorku lista lovora iz prosinca 2016. (2,96%).
Nadalje je zanimljivo da je vrlo visoka vrijednost sadrzaja zabiljeZena u veljaci 2016. — sadrzaj
fenolnih kiselina izrazen kao ruzmarinska kiselina iznosio je 2,37%, dok je udio fenolnih kiselina
izrazen kao klorogenska kiselina iznosio 4,38%. Uvidom u vremenske uvjete u Lovranu za
veljac¢u 2016., pronadeno je da je temperatura zraka bila iznadprosjecno visoka za to doba godine
te je takoder zabiljeZena i1 ekstremna koli¢ina padalina, $to bi moglo objasniti visok sadrZaj
fenolnih kiselina u tom razdoblju.

Usporedbom dobivenih rezultata odredivanja sadrzaja fenolnih kiselina u ekstraktima listova
lovora s podru¢ja Lovrana kroz jednu kalendarsku godinu, utvrden je vec¢i sadrzaj klorogenske
nego ruzmarinske kiseline u ispitivanim biljnim uzorcima.

Istrazivanja provedena u okviru ovoga diplomskoga rada prosirila su saznanja o Sezonskoj
varijabilnosti sadrzaja fenolnih kiselina u listovima lovora s podru¢ja Lovrana te opcenito

pridonose istrazivanjima polifenola vrste Laurus nobilis L. s podru¢ja Republike Hrvatske.
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7. Sazetak/Summary

U okviru ovoga diplomskog rada provedena je kvantitativna analiza fenolnih kiselina vrste
Laurus nobilis L. (Lauraceae) s podrucja Lovrana kroz razdoblje od svibnja 2015. do travnja
2016. godine u svrhu pradenja sezonske varijabilnosti spomenutih polifenolnih tvari.
Kvantitativna analiza fenolnih kiselina provedena je spektrofotometrijski te je sadrzaj izrazen kao
ruzmarinska kiselina (505 nm) i klorogenska kiselina (525 nm). Maseni udio analiziranih fenolnih
kiselina lovora izrazenih kao ruzmarinska kiselina kretao se u rasponu od 1,62% (prosinac 2015.)
do 2,65% (kolovoz 2015.), te u rasponu od 2,96% (prosinac 2015.) do 4,92% (kolovoz 2015.)
kada su izrazene kao klorogenska kiselina. Provedena kvantitativna analiza predstavlja prilog
znanstvenom istrazivanju polifenola vrste Laurus nobilis L. i upotpunjuje dosadasnje spoznaje o

fitoterapijskom potencijalu lovora, posebice u odnosu na sadrzaj bioaktivnih fenolnih tvari.
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Summary

In this work, quantitative analysis of phenolic acids in leaves of Laurus nobilis L. (Lauraceae)
from Lovran was carried out. The samples of laurel leaves were collected during the one year
period (from May 2015 to April 2016) with the intention of determining the seasonal variability
of the phenolic acid contents. Phenolic acids were analyzed using pharmacopoeial
spectrophotometric methods: on 505 nm (expressed as rosmarinic acid) and 525 nm (expressed as
chlorogenic acid). The contents of analyzed compounds varied in laurel leaves from 1.62%
(December 2015) to 2.65% (August 2015), when expressed as rosmarinic acid, and from 2.96%
(December 2015) to 4.92% (August 2015), when expressed as chlorogenic acid. Conducted
quantitative analysis is a contribution to the scientific study of Laurus nobilis L. and completes
the existing knowledge about phytotherapeutic potential of laurel, especially in relation to the

content of bioactive phenolic substances.
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