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1. UVOD

Od lijecenja biljem tijekom povijesti, preko dominacije kemijski sintetiziranih spojeva u
svrhu lije¢enja, u danasnje vrijeme fitoterapija dozivljava svoj ponovni procvat. S obzirom da
ujedinjuje emocionalni, duhovni i racionalni pristup lije¢enju, fitoterapija se ubraja u oblik
holisticke terapije. Uvrijezeno je misljenje da su biljne tvari ili biljni preparati zbog svog
prirodnog podrijetla ujedno i manje Stetni od kemijski sintetiziranih molekula, no to ne mora
uvijek biti to¢no. Potencijalna toksi¢nost moze se javiti uslijed pogresne identifikacije biljne
droge, neispravnog postupka izrade biljnog pripravka te uslijed drugih pogresaka nedovoljno
educiranih osoba. Postoje biljke koje imaju 'drug like' svojstva i Cija je velika dostupnost
ograni¢ena zakonom, npr. vrsta Digitalis u Velikoj Britaniji. Mnoge biljke pokazuje i
odredena pozitivna djelovanja na zdravstveno stanje ljudskog organizma, primjerice na
razliCite oblike karcinoma, Alzheimerovu bolest, aterosklerozu, dijabetes ili kardiovaskularne

bolesti (Karimi i sur., 2015).

Medu brojnim biljnim pripravcima koji su danas dostupni na trziStu, vazno je razumjeti
razliku izmedu dodataka prehrani i tvari koje su registrirane kao biljni lijekovi ili tradicionalni
biljnih lijekova. Naime, dodatci prehrani podlijeZu najblaZoj zakonskoj regulativi, tj. svi op¢i
propisi koji vrijede za hranu, primjenjuju se i na dodatke prehrani te je stoga pri njthovom
odabiru potreban povecan oprez. S druge strane, sigurnost primjene i djelotvornost
tradicionalnog biljnog lijeka moguce je prepoznati na temelju njegove tradicionalne uporabe i
ako ispunjava uvjete odredene Zakonom o lijekovima (NN, 76/13, 90/14, 100/18). Najstroza
regulativa u ove tri kategorije primjenjuje se na biljni lijek koji je definiran kao lijek koji kao
djelatne tvari sadrzi isklju€ivo jednu ili viSe biljnih tvari, ili jedan ili viSe biljnih pripravaka,
ili jednu ili viSe biljnih tvari u kombinaciji s jednim ili viSe biljnih pripravaka, koji su
dobiveni razli¢itim postupcima iz biljnih tvari (npr. usitnjavanje), te obuhvacaju usitnjene ili
praskaste biljne tvari, tinkture, ekstrakte, eteri¢na ulja, istisnute sokove i preradene izluCine
biljaka (NN, 76/13, 90/14, 100/18). Farmaceutska struka stoga ima zahtjevan zadatak u
razvoju komplementarnih kompetencija svojih stru¢njaka koje ¢e im omoguditi pruzanje
odgovaraju¢ih i1 pravovremenih savjeta pacijentima pri odabiru prikladnih kvalitetnih,

djelotvornih i sigurnih ljekovitih pripravaka.



Biljna vrsta Laurus nobilis L., Lauraceae (lovor) u uporabi je jo§ od daleke proslosti, a
poznata je njegova uloga u nagradivanju slavnih pjesnika te pobjednika Olimpijskih igara u
drevnoj antici. Kruna od lovora simbolizirala je neke od najplemenitijih karakteristika
pobjednika, poput slave, mo¢i, mudrosti, pobjede 1 ¢asti (Rhizopoulou, 2004). Danas se lovor
uglavnom primjenjuje u prehrambenoj industriji kao zafin, ali suvremena znanstvena
istrazivanja, koja su temelj novih spoznaja o sastavu i djelovanju lovora, ukazuju na njegova

raznorodna bioloska djelovanja i ljekoviti potencijal.

U okviru ovoga diplomskog rada provedena je spektrofotometrijska analiza ukupnih
polifenola i trjeslovina iz listova lovora, dobivenih ekstrakcijom uzoraka sabranih na podrucju
Lovrana u razdoblju od svibnja 2015. do travnja 2016. godine. Svrha je predmetne studije
pracenje varijabilnosti sadrzaja spomenutih bioaktivnih tvari kroz jednogodi$nji period, kako
bi se spoznala varijabilnost fitoterapijske vrijednosti lovora te sukladno tome i definirao

najpogodniji period sabiranja biljnog materijala s obzirom na sadrzaj polifenolnih tvari.



1.1 Botanicki podatci

1.1.1 Porodica Lauraceae Juss. 1789. (lovori, lovorovke, lovorike)
Porodica Lauraceae ubraja se u carstvo Plantae, odjeljak Spermatophyta (sjemenjace),
pododjeljak Magnoliophytina ili Angiospermae (kritosjemenjace), razred Magnoliatae ili

Dicotyledoneae (dvosupnice), red Laurales (Médgdefrau i Ehrendorfer, 1997).

Spomenutu porodicu uglavnom c¢ine drvenaste biljke koje rastu u tropskim i suptropskim
krajevima (jugoistocna Azija i tropska Amerika), a manjim dijelom ih nalazimo u umjerenom
pojasu. Takoder je i1 najbrojnija porodica reda Laurales jer sadrzi oko 85% svih obuhvacenih
vrsta. U nekim tropskim, Sumskim podru¢jima, porodica Lauraceae pripada medu pet
porodica koje imaju najvise biljnih vrsta te ¢ine takozvane ,,lovorove Sume®. Specifi¢na je i
prilagodba biljaka iz ove porodice na veliku koli¢inu kiSe i vlage na podrucjima u kojima
raste, a odlikuje se uskim i ovalnim koZnatim listovima te voStanim slojem na povrSini lista

(Nikoli¢, 2013).

Porodica Lauraceae sadrzi 67 rodova i 2747 vrsta, a vazniji rodovi ove porodice su: Aniba
(npr. ruza drvo — Aniba rosaeodora), Cinnamomum (npr. kamforovac Cinnamomum
camphora, pravi cimetovac — Cinnamomum verum), Laurus (npr. lovor — Laurus nobilis),
Litsea (npr. licea — Litsea citrata), Ravensara (npr. ravensara — Ravensara aromatica),

Sassafras (npr. sasafras — Sassafras album) (Markovi¢, 2005).

Biljke porodice Lauraceae preteZzno su aromaticne i imaju eteri¢no ulje lokalizirano u raznim
dijelovima, poput lista (lovor, ravensara) (Slika 1), kore 1 gran€ica (cimet) (Slika 1), drva

(ruza) 1 plodova (licea) (Markovi¢, 2005).

Slika 1. Kore i grancice cimeta (lijevo) i list lovora (desno) (https://www.pfaf.org/).



Fitokemijski sastav porodice Lauraceae obuhvaca aporfirine, benzilizokinoline, eteri¢na ulja
(alifenoli, benzoati, terpenoidi, itd.). Etericna ulja obi¢no su prisutna i u relativno visokim
koncentracijama. Alkaloidi i proantocijanidini (cijanidin) uglavnom su prisutni, dok iridioidi
nisu utvrdeni. Od flavonola su prisutni obi¢no kemferol i kvercetin. Arbutin i saponini

izostaju. ZabiljeZena je prisutnost inulina te je dokazana akumulacija aluminija.

Velik je ekonomski znacaj biljaka iz porodice Lauraceae, zbog navedenih etericnih ulja te
nutritivnih 1 ljekovitih osobina. Primjerice, plod avokada (Persea americana) koristi se u
prehrani, cimet (Cinnamomum spp.) kao zacinsku biljku, kamfor u kozmetologiji, a mnoge
druge biljke spomenute porodice primjenu su pronasle u drvnoj industriji ili kao insekticidi.
Sasafrasovo ulje dobiva se od sasafrasa, Sassafras albidum (Nutt.), a ima viSe razli¢itih
primjena, poput terapije infekcija, ublazavanja menstrualnih tegoba, u terapiji hipertenzije,
kao hipnotik, imunostimulans, insekticid te u prevenciji karcinoma. Ulje moze sadrzavati i

seskviterpen safrol koji ima dokazano kancerogeno djelovanje te je stoga vazan oprez.

List lovora (Laurus nobilis L.) sluzi kao zacinska biljka u kulinarstvu te kao ljekovita biljka u
narodnoj medicini 1 kozmetologiji, a cijela biljka 1ma 1 dekorativhu vrijednost

(www.britannica.com).

1.1.2 Rod Laurus L. (lovori)

Rod obuhvaca tri vazdazelene vrste, a to su: Laurus azorica (Seub.) Franco, rasprostranjena
na Azorima, Kanarskom oto¢ju, Madeiri te u Maroku; Laurus nobilis L. u Francuskoj, na
Pirenejskom, Apeninskom 1 Balkanskom poluotoku, u Turskoj te na Kavkazu; te Laurus
chinensis Blume (www.theplantlist.org). L. azorica ima otrovne listove te se stoga ne smije
koristiti kao zacin, za razliku od vrste L. nobilis, a nalazi se 1 na crvenoj listi ugroZenih biljaka

(Slika 2) (Guido i sur., 2015; Conforti i sur., 2006).


http://www.britannica.com/

Slika 2. Vrste roda Laurus: a) L. azorica (https://www.kew.org/science), b) L. nobilis

(https://plants.ces.ncsu.edu).

Vrste roda Laurus L. drvenaste su i vazdazelene biljke koje rastu kao drveca ili grmovi.
Listovi su im jednostavni, izmjeni¢no poredani i aromati¢ni zbog prisutnih zlijezda s
etericnim uljem. Biljke su dvodomne, a cvjetovi aktinomorfni, jednospolni, sa Cetiri pri dnu
medusobno srasla listica 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 tuc¢ka je nadrasla, jednopretincana, s jednim sjemenim zametkom, a plod je
jednosjemena kuglasta boba, promjera 1 — 1,5 cm, koja dozrijeva u kasnu jesen (Grdini¢ i

Kremer, 2009).



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

Opéenito o lovoru

Naziv biljke potjece od latinskih rijeci laudare — $to znaci hvaliti, uzdizati, 1 nobilis — §to
znaci plemenit (Kustrak, 2005). Pojam laureat upotrebljava se za obiljezavanje postignuca u
nekoj djelatnosti, a takoder potjece od latinskog imena za rod lovor — Laurus. Kao iznimno
popularna biljka s dugom tradicijom uporabe, o cemu svjedoce zapisi jos iz anticke Grcke i
Rima, lovor je nasao svoje mjesto na zastavama Dominikanske Republike i Perua,
nacionalnom amblemu Grcke, japanskim kovanicama, brojnim grbovima itd. (Nikoli¢, 2013;

Markovi¢, 2005).

Staniste i rasprostranjenost

Lovor je drvenasta mediteranska kultura s prirodnim populacijama u primorskom podrucju
Hrvatske 1 zemljama oko Sredozemnog mora (Slika 3). Podrijetlo lovora je Mala Azija, a

raste 1 u Juznoj Americi (Pahlow, 1999).

Laurus nobilis
B native (incl. archaeophyutes)
Doubtfully native
I nNaturalised alien
Alien (status unknown)
Casual alien
In large-scale cultivation

Botanical Museum. Helsinki. Finland 2018
Data from BGBM. Berlin-Dahlem. Germany

Slika 3. Rasprostranjenost lovora u Europi (http://www.maltawildplants.com).

Na podrucju Republike Hrvatske zastupljena je samo jedna vrsta roda Laurus, lovor (Laurus
nobilis L.), a rasprostranjena je ve¢inom uz obalu Jadranskog mora pa je tako i naselje u Istri,
pod nazivom Lovran (nekadasnja Lauriana), ime dobilo upravo po toj biljnoj vrsti koja u
izobilju raste na tom podneblju (www.tz-lovran.hr). Lovor 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.



Izgled i uzgoj biljke
Lovor je viSegodisnji, vazdazeleni mediteranski grm ili srednje visoko stablo (10 — 15 m), s
prsnim promjerom debla do 60 cm. U mladih je biljaka kora debela, glatka i siva, a u zrelijih
je hrapava i crna. Listovi su jednostavni, bez palistia, naizmjeni¢no zavojito rasporedeni i
imaju kratku peteljku. Elipti¢ni su do duguljasti, ili duguljasto suliCasti, $iljata ili uSiljena
vrha, cijela i uglavnom valovita ruba, dugi 7 — 12 cm, a $iroki 2,5 — 4,5 cm. KozZasti su, s
gornje strane tamnozeleni i sjajni, a s donje zeleni bez sjaja, goli i vrlo aromati¢ni (Grdini¢ i

Kremer, 2009).

Eteri¢no ulje lokalizirano je u mezofilu lista, tj. u zasebnim stanicama — uljenicama. Okus
listova vrlo je specifican, a najbolje se opisuje kao opor, gorak i ljut, a miris jak i ugodan
(Kustrak, 2005). S obzirom na godi$nje varijacije u produkciji eteri¢nog ulja, njegova najveca

sinteza zapoc€inje u rano ljeto, a doseZe vrhunac sredinom ljeta (Nikoli¢, 2013).

Cvjetovi su jednospolni (a biljke dvodomne: muski 1 Zenski cvjetovi razvijaju se na razlicitim
stablima), sitni, zuc¢kastobijeli i Siroki oko 1 cm. Pri dnu se nalaze Cetiri listi¢a perigona koji
su srasli, skupljeni u postrane pastitaste cvatove, a razvijaju se od ozujka do svibnja. Muski
cvjetovi imaju 8 — 12 prasSnika rasporedenih po cetiri u dva ili tri kruga, a prasnice se otvaraju
s dva zaklopca prema unutrasnjosti cvijeta. Pri osnovici svih ili ve¢ine prasnika nalaze se po
dvije zlijezde koje izlucuju nektar. U Zenskim je cvjetovima 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 i na
suhim tlima 1 prili€no je osjetljiva na niske temperature. Listovi se sabiru u kasnu jesen, suse
u hladu u tankom sloju 1 u prozra¢nom 1 toplom prostoru oko mjesec dana (Grdini¢ 1 Kremer,
2009). S obzirom da je suSenje listova dugotrajno, povoljnije ih je suSiti u suSari uz umjerenu
toplinu. Budu¢i da listovi sadrZe etericno ulje, temperatura na kojoj se susi ne smije biti viSa
od 40 °C jer bi povecanjem topline doslo do gubitka eteri¢nog ulja, a time bi se umanjila
kakvoca lovorova lista, odnosno njegova aroma. Osim listova, sabiru se takoder plodovi,

Lauri fructus, iz kojih se tijeStenjem dobiva smjesa masnog i etericnog ulja (Kustrak, 2005).

Kemijski sastav lovora

Destilacijom listova vodenom parom dobiva se etericno ulje lovora, a nakon procesa
destilacije, ulje mora odstajati godinu dana da bi bilo spremno za uporabu. U listu lovora

prosjecno se nalazi 1 — 3% eteri¢nog ulja.



Glavna sastavnica eteri¢nog ulja je 1,8-cineol (do 45%), monoterpenoli (do 15% linalola, do
5% terpineola), a sadrzi i malu koli¢inu vrlo aktivnih seskviterpenskih laktona (do 2%
kostunolida i dehidrokostuslaktona, artemorina, verlotorina, santamarina i rejnosina) koji
mogu izazvati kontaktni alergijski dermatitis. U listu su takoder prisutne i trjeslovine u
velikom postotku te malo gorkih tvari (D'Auria i Racioppi, 2015; Nikoli¢, 2013; Kustrak,
2005; Markovi¢, 2005).

Plod lovora, uz eteri¢no, sadrzi i masno ulje (30%), Skrob i Se¢er. U ulju ima glicerida
palmitinske, laurinske, oleinske i linolne masne kiseline te miricidnog alkohola. Najvise ulja

ima u zrelom plodu, i to oko 1% eteriénog i oko 30% biljnog masnog ulja (Zivkovié, 1997).

Farmakolosko djelovanje i upotreba lista i ploda lovora

U puckoj medicini lovor se preporucuje kao imunostimulans kod gripe, kaslja ili prehlade.
Koristio se u brojne svrhe, primjerice kod neuravnotezene krvne slike, poviSenih masnoca, u
terapiji infekcija prostate te ostalih infekcija urogenitalnog trakta, neuroloskih bolesti,
probavnih smetnji, nesanice i razdrazljivosti te protiv depresije, stresa, glavobolje i migrene

(Lesinger, 2006).

Jaki ¢aj kuhao se od listova te se ulijevao u kadu prije kupanja da bi na taj nain pomogao
protiv reumatskih bolova. S druge strane, blagi ¢aj koristio se protiv gréeva i probavnih
smetnji, a alkoholna iscrpina od narezanih listova koristila se kod nategnutih tetiva ili uganuca

(A&iE, 1999).

Lovor ima umjerenu antibakterijsku aktivnost, ali vrlo je aktivan protiv gljivica, pogotovo iz

roda Candida. Djeluje takoder kao takospazmolitik, analgetik i ekspektorans.

Postoje brojne indikacije za upotrebu lovora, npr. lokalno protiv afti, inhalacijski protiv
virusnih respiratornih infekcija, a dermalno se koristi protiv miSi¢nih bolova ili reumatoidnog
artritisa, ali kontraindicirano je njegovo dugorocno nanoSenje na koZu zbog potencijalnog

razvoja alergijskih reakcija (Markovi¢, 2005).

Jedna od najpoznatijih primjena lovora ocituje se u kulinarstvu jer se lovor koristi kao zacin u
razli¢itim jelima. Njegov gorki okus povecava apetit, a u Dalmaciji se suhi listovi lovora
koriste i kao konzervans kod pakiranja suhog vo¢a, npr. smokava (Zivkovié, 1997). Lovorovo
lis¢e upotrebljava se u proizvodnji alkoholnih pi¢a i vo¢énih sokova, a u ponekim zemljama

meso se susi u dimu od lovorovih grancica (Grli¢, 2005; Kustrak, 2005).



Farmakolosko djelovanje i upotreba etericnog ulja lista lovora

Eteri¢no ulje lovora je zelenozute boje, intenzivnog karakteristicnog mirisa i aromati¢nog
okusa. Djeluje kao antiseptik, a primjenjuje se samo eksterno za masazu, protiv koznih osipa,
te analogno upotrebi lista 1 ploda, koristi se protiv boli u miSi¢ima i zglobovima
(antireumatik), za smirivanje zubobolje, u aromaterapiji za inhaliranje i pogotovo u

veterinarstvu (Lesinger, 2006; Zivkovié, 1997).

U obliku ulja koje se dobije iz listova i plodova, lovor se koristi i u industriji parfema, sapuna

i krema (ASi¢, 1999).

1.2 Pregled istrazivanja vrste Laurus nobilis L.

Iako je lovor poznat kao zacinska biljka 1 koristi se prvenstveno u kulinarstvu, na spomenutoj se
biljnoj vrsti i dalje provode brojna istrazivanja, ponajprije zbog polifenolnih tvari i etericnog

ulja koje sadrzi, a sukladno tome i zbog njegovog antioksidativnog i antimikrobnog potencijala.

Jedno od najnovijih istrazivanja iz 2019. godine dokazuje inhibitornu aktivnost seskviterpenskih
laktona izoliranih iz listova biljne vrste L. nobilis, prikupljenih na podru¢ju Libanona, na LPS-
induciranu NF-xB transkripcijsku aktivnost RAW 264.7 stanica makrofaga. Izoliran je 21
seskviterpen, a dva su novootkrivena — laurenoperoksilid A i B (Slika 4). Kao najpotentniji

inhibitor NF-kB, pokazao se 11-egzometilensantonin (Turk i sur., 2019).

HOO

Laurenoperoksilid A Q Laurenoperoksilid B O

Slika 4. Prikaz kemijskih struktura laurenoperoksilida A (lijevo) i laurenoperoksilida B (desno)

(www.sciencedirect.com).
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Sljedec¢e istrazivanje, takoder iz 2019. godine, govori o evaluaciji antifungalne 1
antioksidativne aktivnosti. Usporedene su navedene aktivnosti sastavnica eteri¢nih ulja biljnih
vrsta Salvia officinalis, Lavandula dentata te Laurus nobilis. Najbronija je monoterpenska
sastavnica eteri¢nog ulja navedenih biljnih vrsta 1,8-cineol, §to je utvrdeno GC-MS analizom,
te je istrazen njegov antioksidativni potencijal protiv eukariotske plijesni Aspergillus
carbonarius, koja je koristena kao izvor okratoksina A. Najveca antifungalna i antioksidativna
aktivnost (ICs50=0.35+0.05mg/mL) te najve¢i udio fenolnih sastavnica (15,15+1,64 mg
ekvivalenta galne kiseline/g etericnog ulja), utvrdene su kod biljne vrste L. nobilis (Dammak i

sur., 2019).

S obzirom da je antibiotska rezistencija postala globalni zdravstveni problem, sve se viSe traze
alternativna rjeSenja protiv bakterijskih oboljenja, poput biljnih pripravaka. Istrazivanje iz
2018. godine jos je jedno istrazivanje koje potvrduje antimikrobni u¢inak vodeno-alkoholnog
ekstrakta lovora na Gram pozitivnu bakteriju Paenibacillus larvae, koja uzrokuje bolest pcela
(,,americka gnjilo¢a*). Med moze sadrzavati spore navedene bakterije i tako negativno utjece
na ljudsko zdravlje, a problemati¢na je i uporaba antibiotika ¢iji se ostatci mogu pronaci u
medu, stoga su fenolne sastavnice lovora obecavajuceg antimikrobnog djelovanja predloZena

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

Antifungalna aktivnost biljne vrste L. nobilis dokazana je studijom na vrsti Cryptococcus
neoformans. GC-MS metodom odreden je kemijski sastav eterinog ulja, dok su minimalna
fungicidna koncetracija (MFC) i minimalna inhibitorna koncentracija (MIC) odredene tehnikom
mikrorazredenja bujona. MFCs eteri¢nog ulja iznosio je 1024 g/mL, dok je MIC,y iznosio 256

pg/mkL, te je dokazan antifungalni u€inak etericnog ulja in vitro (Pinheiro i sur., 2017).

Antifungalna aktivnost potvrdena je i na kulturi Candida spp., u radu koji je publiciran u
sijeCnju 2017. godine. Dokazano je da etericno ulje lovora ima utjecaj na biosintezu stani¢ne
stijenke 1 permeabilnost membrane te nepovoljno djeluje na biofilm vrste C. albicans i
sprjecava daljnju adheziju, $to je ujedno i jedan od najvecih problema kod kandidijaze.
Najaktivnije antifungalne tvari iz eteri¢nog ulja najvjerojatnije su seskviterpeni i monoterpeni

(Peixoto i sur., 2017).

Uz antibakterijsko i antifungalno djelovanje vrste L. nobilis, istrazeno je takoder djelovanje
flavonoida i glikozida lovora na lipidni profil irackog Zenskog kunica. Rezultati pokazuju da
peroralna primjena lista lovora u¢inkovito snizava razine TC, TG, LDL-C i VLDL-C, u odnosu

na kontrolnu skupinu te je stoga koristan antihiperlipidemik (AL-Samarrai i sur., 2017).
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Cilj istrazivanja koje je publicirano u rujnu 2017. godine, bio je objasniti i klinicki dokazati
utjecaj lovora na glikemijski odgovor organizma. Peroralnom primjenom, tj. u obliku keksa s
lovorom (masenih udjela 3% 1 6%), ispitan je utjecaj na postprandijalnu glikemiju i apetit
ispitanika. Kontrola su bili keksi bez listova lovora, a glukoza u krvi i subjektivni osjecaj apetita
ispitani su neposredno prije obroka i postprandijalno nakon 2 sata. Znacajno snizavanje razine
glukoze u krvi postigli su keksi sa 6% lovorova lista u odnosu na one bez lovora. Keksi s 3%
lovorova lista pokazali su neznatnu redukciju glukoze u krvi. Kod ispitanika nije zabiljezena

nikakva nelagoda u gastrointestinalnom traktu (Abdullah i sur., 2017).

Etericno ulje lovora ima i vaznu ulogu u prevenciji oralnih infekcija, Sto je rezultat
istrazivanja znanstvenika iz Tunisa koji su ispitivali u¢inke lovorovog ulja na oralne sojeve
bakterije Staphylococcus aureus. Utvrdeno je baktericidno djelovanje te inhibiranje stvaranja
biofilma, koje moze posluziti kao podloga za razvoj novih preventivnih mjera kod oralnih

infekcija (Merghni i sur., 2016).

Narodna medicina koristila je lovorov list u tretmanu atopijskog dermatitisa i astme pa su
znanstvenici, potaknuti ¢injenicom da su spomenute bolesti i danas jako zastupljene, 2013.
godine proveli in vitro istraZzivanje na preosjetljivost tipa I posredovanu imunoglobulinom-E.
Razmatrali su ucinak pojedinih sastavnica lista lovora na mastocite. Mjereni parametri bili su:
aktivnost B-heksozaminidaze, u¢inak na proizvodnju interleukina 4 (IL-4) i interleukina 5 (IL-
5), u ovisnosti o proliferaciji ranih pro-B stanica. Dobiveni su rezultati koji ukazuju da se
magnolialid potencijalno moZze koristiti u lijeCenju navedenih bolesti, s obzirom na to da

inhibira degranulaciju mastocita, proizvodnju IL-4 i proliferaciju (Lee i sur., 2013).

Budu¢i da je utvrdena povezanost rizika oboljenja od Secerne bolesti 1 poviSene koncentracije
reaktivnih kisikovih specija (ROS), ta je spoznaja posluzila kao polaziSna tocka za studiju iz
2013. godine. Antioksidativna aktivnost etericnog ulja lovora ispitana je koriStenjem pet
razli¢itih in vitro metoda: inhibicija hidroksilnih, superoksidnih i DPPH radikala, inhibicija
vodikovog peroksida i inhibicija lipidne peroksidacije kod oboljelih od dijabetesa. Spregnutom
GC/GC-MS metodom dokazana je prisutnost 29 sastavnica koje ¢ine 99,18% sastava ispitanog
etericnog ulja. Tri glavne sastavnice bile su: 1,8-cineol (68,82%), 1-(S)-a-pinen (6,94%), i R-
(+)-limonen (3,04%). Promatrani parametri bili su inhibicija a-glukozidaze ili uklanjanje takvih
reaktivnih spojeva, a za procjenu in vitro antidijabeticke aktivnosti ulja koriSten je test za
inhibiciju a-glukozidaze. Utvrdeno je da eteri¢no ulje lovora inhibira a-glukozidazu preko 90%

te pokazuje najvecu inhibicijsku aktivnost protiv hidroksilnih radikala (Basak 1 Candan, 2013).
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Jordanska narodna medicina koristi lovor kao antidijaroik te je navedena uporaba lovora i
znanstveno ispitana. U ekstraktu lista lovora dokazana je prisutnost alkaloida, flavonoida i
tanina, a utvrdena je inhibicija dijareje izazvane ricinusovim uljem primjenom navedenog
ekstrakta u Stakora. Dokazano je takoder da ekstrakt lovora inhibira crijevnu tranziciju ugljena i
tako uzrokuje o dozi ovisnu relaksaciju glatkih miSi¢a crijeva Stakora. Ovim je istrazivanjem
potvrdena antidijaroicka aktivnost lovora i opravdana je njegova uporaba kod dijareje (Qnais i

sur., 2012).

Godine 2010. objavljena je studija koja je pojasnila strukturu aktivnih antioksidativnih
sastavnica lista lovora te su navedene sastavnice i izolirane iz 70%-tnog vodeno-alkoholnog
ekstrakta lovorova lista. Dokazana je sposobnost hvatanja slobodnih 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) radikala u navedenom ekstraktu. Kromatografskim metodama, poput kolonske
kormatografije i TLC, izolirane su tri aktivne sastavnice iz lovorova lista, a spektroskopski 1
kemijskim reakcijama dokazani su flavonoidi, poput kemferola, kemferol-3-ramnopiranozida 1

kemferol-3,7-diramnopiranozida (Emam i sur., 2010).

VaZan doprinos saznanjima o antioksidativnom potencijalu lovora, donijela je studija iz 2003.
godine. Ispitan je utjecaj razliCitih ekstrakata lovora na razine lipidne peroksidacije u
liposomima induciranim Fe**/askorbatnim sustavom. Analizirani su metanolni ekstrakti listova,
kore i1 plodova lovora. Rezultati su dobiveni spektrofotometrijskim mjerenjem pomoc¢u TBA
testa. Najznacajniju inhibiciju lipidne peroksidacije pokazali su ekstrakti kore lovora (70,6%
inhibicije s 1,0 mg sirovog ekstrakta), a vazno je istaknuti da su i svi ostali ekstrakti pokazali
antioksidativnu aktivnost. TLC analizom utvrdena je prisutnost flavonoida, fenolnih kiselina i

alkaloida u ispitanim ekstraktima lovora (Simi¢ i sur., 2003).

1.3 Ispitivane bioaktivne tvari lovora

1.3.1 Polifenoli

Kemijska struktura i obiljezja

Skupina polifenola broji vise od 8000 spojeva razli¢ite kemijske strukture te su stoga oni
jedna od najzastupljenijih i najbrojnijih skupina biljnih tvari. Polifenoli su sekundarni biljni
metaboliti; nisu kao primarni metaboliti izravno ukljueni u razvoj biljnog organizma, ali

imaju vaznu ekolosku ili zastitnu ulogu. Glavna je karakteristika polifenola prisutnost jednog
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ili vise hidroksiliranih aromatskih prstenova (Bravo, 1998). U polifenole se ubrajaju fenolne
kiseline (derivati hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline), flavonoidi 1 stilbeni (Slike 5 1
6). Aglikoni flavonoida (flavonoidi bez vezanih molekula Sec¢era) u sebi sadrze strukturu tipa
C¢-C3-Co. Atomi ugljika rasporedeni su tako da su dvije benzenske jezgre povezane
propanskim lancem koji moze ili ne mora formirati trec¢i prsten. Stilbeni su polifenoli koji ne
posjeduju osnovnu strukturu flavonoida, ali imaju 1,2-difenileten kao funkcionalnu skupinu
(Rastija i Medi¢-Sari¢, 2009; Haslam i Cai, 1994). Dva su glavna biosintetska puta iz kojih se
sintetiziraju polifenoli: put Sikiminske kiseline i1 acetatni put (acilpolimalonatni put).
Sikiminska kiselina glavna je tvar u nastanku prirodnih aromatskih spojeva, a ujedno je i
univerzalni prekursor u biosintezi aromatskih aminokiselina u mikroorganizmima poput
bakterija i gljivica te vi§im biljkama, ali ne i u zivotinjskim organizmima (Vladimir-Knezevic,

2008; Bravo, 1998).

POLIFENGCLI
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Slika 5. Glavna podjela polifenola (Berend i Grabari¢, 2008).

U prirodi su polifenoli prisutni uglavnom u konjugiranom obliku, tj. kao glikozidi, s jednom
ili viSe Secernih jedinica vezanih na hidroksilne skupine, iako postoje i oblici u kojima su
SeCerne jedinice vezane izravno na aromatski ugljikov atom. Najzastupljenija je Secerna

jedinica glukoza, ali vezani Seferi mogu biti u obliku monosaharida, disaharida ili
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oligosaharida. Se¢erna komponenta moze sadrzavati i mnoge druge Secere, poput galaktoze,

ramnoze, ksiloze i arabinoze, kao i glukoronsku te galakturonsku kiselinu. Polifenoli se mogu

konjugirati i s drugim tvarima, kao Sto su razli¢ite karboksilne i organske kiseline, amini i

lipidi. Ceste su i konjugacije s drugim fenolnim spojevima (Bravo, 1998). Podjela polifenola

temelji se na broju fenolnih prstenova koje sadrze i na strukturnim elementima koji te

prstenove povezuju (Berend i Grabari¢, 2008).
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Slika 6. Kemijske strukture polifenola (Rastija i Medi¢-Sari¢, 2009).
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Rasprostranjenost

Kao glavni antioksidansi u ljudskoj prehrani te kao vrlo Cesti sastojci hrane biljnog podrijetla,
isticu se upravo polifenoli. Prehranom se dnevno unese prosje¢no 1 g polifenola, a to je
znatno vise od unosa ostalih poznatih antioksidansa. Navedena koli¢ina ¢ak je deset puta veca
od prosjecnog unosa vitamina C te je sto puta veca od prosje¢nog unosa vitamina E i
karotenoida, kao primjera poznatih antioksidansa. Glavni su izvori polifenola u prehrani voce
i pica dobivena od biljaka, poput pojedinih voénih sokova, caja, kave ili crnog vina.
Primjerice, ¢aSa crnog vina, Salica ¢aja ili kave sadrzavaju priblizno 100 mg polifenola, a s
druge strane, grozde, jabuke, kruSke i bobicasto vocée sadrze oko 200-300 mg polifenola na

100 g svjezeg voc¢a (Pandey 1 Rizvi, 2009; Scalbert i sur., 2005).

Kvercetin 1 njemu sliéni polifenoli prisutni su u svim biljnim produktima, dok su neki
ograniceni na specificne namirnice, npr. flavanoni u citrusnom vocu, izoflavoni u soji i
floridzin u jabukama. Tocan sastav polifenola slabo je poznat zbog toga $to se u namirnicama
veé¢inom nalaze u kompleksnim smjesama. Okolisni ¢imbenici mogu bitno utjecati na sastav
polifenola, ponajvise pedoklimatski (tip tla, izloZenost suncevoj svjetlosti, koli¢ina padalina)
ili agronomski (staklenicki uzgoj ili uzgoj na otvorenom, ukupni urod po jednoj biljci itd.).
Ukoliko se radi o polifenolima koji su podlozni oksidaciji, skladiStenje moze biti bitan
¢imbenik koji utjeCe na sadrzaj polifenola. Oksidacija dovodi do nastanka jedne ili vise
polimernih molekula, a to moze utjecati na kakvocu namirnice i promjenu organoleptickih
svojstava, koje mogu biti poZeljne (crni ¢aj) ili nepozeljne (smeda boja narezanog voca).
Priprema hrane takoder moze utjecati na koli¢inu polifenola, npr. guljenje kore voca i povréa
uklanja veliku koli¢inu polifenola, koji su vrlo Cesto prisutni u veéim koncetracijama u
vanjskim biljnim dijelovima u odnosu na unutarnje. Termickom obradom hrane takoder
dolazi do znacajnih gubitaka polifenola (Manach i sur., 2004).

Bioloski ucinci

U prvoj polovici 90-ih godina proslog stoljeca, najviSe antioksidacijskih ispitivanja provodilo
se na vitaminima, karotenoidima i mineralima. Godine 1995. zapoc€inju istraZivanja na
flavonoidima i ostalim polifenolima, u svrhu ispitivanja njihovih antioksidativnih svojstava te
uloge u prevenciji razli¢itih bolesti. Velika razli¢itost 1 kompleksne kemijske strukture

polifenola bile su razlog odgadanja takvih istrazivanja (Scalbert i sur., 2005).

Od pozitivnih djelovanja polifenola na zdravlje, znanstvena istrazivanja isticu njihovo
antiinflamatorno, antimikrobno, antifungalno, diureticko, antihepatotoksi¢no, antihipertenzivno,

antiaritmi¢no, antikoagulirajuce, spazmoliticko, kardiotoni¢no, antialergijsko, antiulkusno,
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analgetsko, antimalarijsko, hipoglikemijsko i antioksidativno djelovanje (Petrik, 2008).

Postoji poveznica izmedu polifenola 1 prevencije kardiovaskularnih bolesti, raka 1
osteoporoze, a otvaraju se 1 potencijalne moguénosti u prevenciji dijabetesa i
neurodegenerativnih bolesti. Primjerice, crno je vino bogat izvor polifenolnih antioksidansa i
smatra se uzrokom fenomena znanog kao ,,francuski paradoks* (niska pojavnost koronarnih
bolesti u Francuskoj, unato¢ konzumaciji masne hrane, a povezana je s konzumacijom crnog
vina koje sadrzi visoke koli¢ine polifenola). Polifenolni antioksidansi koji su prisutni u ekstra
djevicanskom maslinovom ulju smatraju se glavnim uzro¢nicima pozitivnog ucinka

mediteranske prehrane na zdravlje (Castaiier i sur., 2011; Scalbert i sur., 2005).

Pojedinim studijama pokazan je pozitivan utjecaj polifenola iz crnog ¢aja i crnog vina na
crijevnu mikrobiotu. Studija iz 2013. godine, za razliku od prethodnih, usredotocila se na
polifenole kao kompleksne strukture, a ne samo na pojedine molekule. Na in vitro model
crijeva primijenjeni su ekstrakt crnog €aja i crnog vina. Pirosekvenciranjem dokazano je da
crni Caj stimulira rast enterokoka te vrsta Klebsiella, Akkermansia, a smanjuje rast
bifidobakterija, B. coccoides, Anaeroglobus 1 Victivallis. Ekstrakt crnog vina inducira rast
vrsta Klebsiella, Alisipes, Cloacibacillus, Victivallis i Akkermansia, dok smanjuje rast
bifidobakterija, B. coccoides, Anaeroglobus, Subdoligranulum i Bacteroides. Ovom je
studijom pokazano da kompleksni polifenoli iz navedenih ekstrakta, mogu selektivno
modulirati ljudsku crijevnu mikrobiotu. Ishod tog istraZivanja pokazao je da polifenoli

potencijalno mogu djelovati 1 na rezistentne mikroorganizme (Kemperman 1 sur., 2013).

Polifenoli su, izmedu ostalog, prisutni kao fitokemikalije u ve¢ini namirnica biljnog podrijetla
te moduliraju aktivnost velikog broja enzima (telomeraza, ciklooksigenaza, lipooksigenaza i
dr.) te stani¢nih receptora. Takoder mogu interferirati s razliitim signalnim putevima i tako
utjeCu na transdukciju signala, a sve je viSe dokaza koji govore o pozitivnom utjecaju
polifenola na regulaciju stani¢nog ciklusa i na funkciju trombocita (D'Archivio 1 sur., 2007;

Manach i sur., 2004).

Vecinom se u pokusima na Zivotinjama ili in vitro istrazivanjima, koja govore o prevenciji
bolesti primjenom polifenola, koriste znatno vece doze od onih koje ljudi mogu unijeti
prehranom. NuZno je zato poznavati bioraspoloZivost i metabolizam, rasprostranjenost i
sadrZaj razlic¢itih polifenolnih spojeva u hrani. Takva su znanja neophodna za razumijevanje
odnosa izmedu unosa polifenola hranom i rizika za razvoj razli¢itith bolesti. Vazno je

poznavati bioraspolozivost polifenolnih spojeva, koja znacajno moze varirati, buduc¢i da
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polifenoli koji su najzastupljeniji u pojedinoj prehrani ne moraju nuzno imati i najbolju
bioraspolozivost. Dokazano je da polifenoli poboljSavaju status biomarkera oksidativnog
stresa, ali i dalje postoji mnogo nesuglasica vezanih uz znacaj takvih biomarkera kao
prediktora bolesti 1 prikladnosti koriStenih metoda. Postoje 1 studije koje pokazuju
kontradiktorne rezultate, koji govore o prooksidativnom ucinku polifenola, $to upucuje na to
da oni takoder mogu inducirati apoptozu te inhibirati stani¢nu proliferaciju. Glavni je razlog
ovih neslaganja upravo ¢injenica da polifenolne tvari ¢ine brojni spojevi razli¢itog bioloskog
djelovanja pa se ucinak jednog polifenolnog spoja ne moze poistovjetiti s ostalima (Primorac,

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

1.3.2 Trjeslovine ili tanini

Kemijska struktura i obiljeZja

Trjeslovine su skupina fenolnih spojeva koji su znacajan produkt sekundarnog metabolizma
biljaka, a ime im potjece iz 1796. kada je opisana njihova sposobnost da reagiraju sa
zivotinjskom kozom pri njenoj obradi (,,tanning®). Obiljezja koja razlikuju trjeslovine od
ostalih vrsta biljnih polifenola su: vezivanje na proteine, baze, pigmente, velike molekule 1
metalne ione, antioksidativno djelovanje 1 drugo. Te se znacajke koriste za njihovo
kvalitativno 1 kvantitativno razlikovanje pri analizi polifenola. Postoje razli€iti pristupi
kategorizaciji trjeslovina, a jednu od podjela prikazuje Slika 7. Trjeslovine su prvotno
podijeljene u dvije grupe, prema polifenolnim skupinama u svojim molekulama, na trjeslovine
tipa pirogalola i trjeslovine tipa katehola (katehina). Razvojem kemije trjeslovina, doslo je do
preimenovanja tih dviju grupa u trjeslovine koje hidroliziraju (galotanini i elagtanini) te
kondenzirane trjeslovine (katehinske trjeslovine) (Okuda i Ito, 2011; Kalodera, 2010; Zhang 1
Lin, 2008; Rangari, 2007).

Izolacijom bioaktivnih stilbenoida 1 razli€itih oligomera resveratrola, kao 1 florotanina iz smedih

algi, prosirila se skupina trjeslovina i povezanih polifenola na navedene grupe spojeva.

Cesto je nemoguée provijeriti strukture trjeslovina koje su opisane u pojedinim istraZivanjima,
a to je neophodno za karakterizaciju bioloskih i farmakoloSkih svojstava nekog spoja pa je
doslo do uvodenja dodatne kategorizacije trjeslovina i povezanih polifenola u dvije grupe: tip

A (s konstantnom strukturom) i tip B (s promjenjivom strukturom) (Okuda i Ito, 2011).
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Trjeslovine koje hidroliziraju

Iz samog je naziva vidljivo da su trjeslovine koje hidroliziraju spojevi topljivi u vodi
djelovanjem mineralnih kiselina ili enzima poput tanaze. Struktura im se sastoji od nekoliko
molekula fenolnih kiselina (npr. galna, heksahidrofenolna ili elagna kiselina) povezanih
esterskim vezama na srediSnju molekulu Secera koji je najcéesce glukoza (Slika 7). Ovisno o
fenolnim kiselinama koje nastaju kao produkti hidrolize, dalje se dijele na galotanine
(sastavljene od galne kiseline) ili elagtanine (sadrze heksahidrodifenolnu kiselinu koja nakon

intraesterifikacije daje elagnu kiselinu) (Vladimir-Knezevi¢, 2008; Rangari, 2007).
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Slika 7. Podjela trjeslovina (Ascacio-Valdés i sur., 2011).
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Kondenzirane trjeslovine

Molekule ove skupine jo$ se nazivaju i proantocijanidini. Kondenzirane se trjeslovine, za
razliku od prethodne grupe, neée hidrolizirati na jednostavnije molekule djelovanjem
mineralnih kiselina ili enzima. Prema kemijskoj strukturi to su polimerni flavonoidi koji mogu
imati preko 50 jedinica (a rijetko su oligomerne strukture). Flavonoidi su raznolika skupina
metabolita temeljena na heterocikli¢noj prstenastoj bazi nastaloj od fenilalanina u poliketidnoj
biosintezi. U trjeslovinama se naj¢eSce nalaze katehin i epikatehin koji su flavan-3-oli, dok su
leukoantocijanidini flavan-3,4-diolne strukture. Takvi su polifenoli Cesto dalje vezani na
ugljikohidrate ili proteine kako bi tvorili joS sloZenije trjeslovine (Rangari, 2007). Iako se naziv
kondenzirane trjeslovine i dalje koristi za opisivanje spomenutih polifenola, polako se usvaja
kemijski pojam koji ih bolje oznacava — ,,proantocijanidini®. Rije¢ je o spojevima koji daju
antocijanidinske pigmente nakon oksidativnog cijepanja (ne hidrolize!) u vruéem alkoholu.
Kada se na njih djeluje kiselinama ili enzimima, obi¢no polimeriziraju, daju¢i netopljive crvene

produkte poznate pod imenom flobafeni (npr. kod kininovca) (Hagerman, 2002).

Rasprostranjenost

Siroka je rasprostranjenost trjeslovina/tanina u biljnom svijetu, a najpoznatije porodice ¢ije sve
vrste sadrze trjeslovine jesu: od dvosupnica — Aceraceae, Actinidiaceae, Anacardiaceae,
Bixaceae, Burseraceae, Combretaceae, Dipterocarpaceae, FEricaceae, a od jednosupnica
Najadaceae 1 Typhaceae (Mole, 1993). Vrste porodica Brassicaceae i Papaveraceae ne sadrze
trjeslovine (Rangari, 2007). Trjeslovine su neravnomjerno rasporedene u biljci, a najvise ih
sadrzi kora stabljike, zatim kora korijena, ksilemski dijelovi, listovi, i konacno, plodovi.
Trjeslovinama su najbogatije patoloske tvorevine, npr. Gallae ili sisarke (Siske). To su patoloSke
izrasline na listu, koje su nastale razvojem li¢inke ose (na azijskom hrastu) ili vrste biljnih usi
(na kineskom ruju), a mogu sadrzavati do 75% trjeslovina. Tijekom razvoja spomenutih larvi,
biljke uslijed podraZzaja stvaraju trjeslovine. S obzirom na starost pojedinih biljnih organa,
utvrdeno je da se trjeslovine javljaju u vecoj koli¢ini u mladim dijelovima biljke (lisnim
pupoljcima, mladim listovima i cvjetovima), a razlog tome je da biljka nakuplja trjeslovine u
onim dijelovima koji su joj najvrjedniji. Koli¢ina tanina u biljci varira ovisno o razli¢itim
okoli$nim 1 sezonskim klimatskim ¢imbenicima. SuSa, visoka temperatura, velika izloZenost
svjetlu 1 slaba kvaliteta zemlje stvaraju uvjete koji pogoduju povecanom sadrzaju trjeslovina u
biljci. Sezonska varijabilnost sadrZaja ovisi o fazi rasta biljke pa je stoga sinteza tanina
najintenzivnija u fazi cvatnje biljke, kada je smanjen njezin rast pa su tada brojni prekursori na

raspolaganju za sintezu fenolnih spojeva (Kalodera, 2010; Vladimir-Knezevi¢, 2008).
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Bioloski uc¢inci

Nije potpuno razjasnjeno fiziolosko znacenje trjeslovina. Naime, u proslosti se smatralo da
njihov gorak okus §titi biljku od StetoCina, a to se kasnije pokazalo netocnim. Pretpostavljalo
se i da su trjeslovine pricuvne tvari, ali i to je opovrgnuto jer se rijetko nalaze u biljnim
dijelovima koji sluze kao spremnici pricuvnih tvari. Ipak, sa sigurno$¢u se moze ustvrditi da
kod nekih biljaka trjeslovine sudjeluju u izmjeni tvari stvaranjem redoks sustava. Zahvaljujuci
mnogobrojnim hidroksilnim skupinama u svojoj strukturi, trjeslovine djeluju kao snazni
antioksidansi, pri ¢emu one veée molekulske mase, djeluju kao jac¢i hvataci slobodnih
radikala. Trjeslovine mogu takoder 1 taloziti proteine, te su kelatori metala, a mogu same po
sebi biti 1 djelatne tvari ili mogu sinergisticki djelovati s drugim aktivnim tvarima, pri ¢emu
utjecu na terapijski ucinak glavne aktivne sastavnice (Primorac, 2012; Hagerman, 2002). S
obzirom na to da su trjeslovine adstringensi, njihova glavna upotreba povezana je upravo s
tim ucinkom. Djeluju antidijaroicki, antisepticki, oblazu izlozene membrane sluznice
koagulacijom, stvaraju¢i vodonepropusni sloj. Antimikrobno i antifungalno mogu djelovati
tako Sto precipitiraju proteine. Imaju i hemostatsko djelovanje, a mogu biti i antidoti kod
slu¢ajeva trovanja (teSkim metalima i veé¢inom alkaloida). Interno se mogu koristiti kod
zelucanog 1 crijevnog katara te u tretmanu hiperaciditetnog gastritisa. Stvaraju zastitni sloj
preko ozlijedenog tkiva 1 omogucavaju da se ispod njega slobodno odvija cijeljenje te tako
djeluju u procesu lije¢enja rana, opeklina, ozeblina i upala. Studije su pokazale da trjeslovine
neutraliziraju slobodne radikale, a dokazano je da su mnoge degenerativne bolesti i stanja
(rak, multipla skleroza, ateroskleroza, proces starenja) povezane s visokim koncentracijama
slobodnih radikala izmedu stanica. Pojedine vrste trimernih proantocijanidina mogu djelovati

protiv bolesti urinarnog trakta.

Dakle, trjeslovine su spojevi vrlo razli¢itth i mnogobrojnih sloZenih struktura. Zbog tako
kompleksne grade te uslijed nedostatka odgovaraju¢ih metoda za njihovu karakterizaciju i
standardizaciju, znatno su ograni¢ena biomedicinska istraZzivanja pozitivnih 1 negativnih
uc¢inaka na organizam pri povecanom unosu trjeslovina (de Jesus i sur., 2012; Kalodera, 2010;

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

Cilj je ovoga diplomskog rada kvantitativna analiza ukupnih polifenola i trjeslovina iz
pulveriziranih uzoraka listova vrste Laurus nobilis L. (lovor) s podru¢ja Lovrana, prikupljanih
u razdoblju od 12 mjeseci (od svibnja 2015. do travnja 2016. godine), sa svrhom pracenja
povezanosti godisnjih varijacija vremenskih uvjeta sa sadrzajem polifenola i tjeslovina u

navedenoj biljnoj vrsti.

Sadrzaj (%) ukupnih polifenola i trjeslovina odredeni su UV-Vis spektrofotometrijski.
Provedenim istrazivanjem utvrdena su godiSnja razdoblja s najveéim i najmanjim postotkom
ukupnih polifenola i trjeslovina, a nove spoznaje mogu posluziti za odredivanje
najpovoljnijeg perioda prikupljanja biljnog materijala s obzirom na sadrzaj navedenih
polifenolnih tvari.

Kona¢na svrha studije provedene u okviru ovoga diplomskog rada ocituje se u opéem
doprinosu znanstvenim istrazivanjima lovora, a dobiveni rezultati predstavljaju takoder

podlogu budu¢im ispitivanjima bioloske aktivnosti 1 fitoterapijskog potencijala vrste Laurus

nobilis L.
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3. MATERIJALII METODE

3.1. Biljni materijal

U ovoj su studiji analizirani uzorci listova lovora (vrsta Laurus nobilis L., Lauraceae),

prikupljeni na podruc¢ju Lovrana (sjeveroistocna Istra, Republika Hrvatska).

Biljni materijal prikupljan je tijekom razdoblja od dvanaest mjeseci, tj. od svibnja 2015. do
travnja 2016. godine. Prije analize, listovi lovora su pulverizirani u mlinu za mljevenje biljnih

droga.

Slika 8. Izvagani uzorak pulveriziranog lista lovora, L. nobilis L.

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

literaturnim podatcima (Domac, 1994).
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3.2. Aparatura i kemikalije

Aparatura i pribor:

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

e kiveta za spektrofotometar (1 cm)

e pipete, propipete, menzure, lijevci, ¢ase, kapaljke, stakleni Stapici, filtar papir
e tikvice s okruglim dnom i odmjerne tikvice

e povratna hladila

e plamenik, tronozac, keramic¢ka mrezica, stalak, kleme

e Sprica, filtar 0,45 um
Kemikalije:

¢ Folin-Ciocalteuov fenolni reagens (Merck, Darmstadt, Njemacka)
e kazein (Calbiochem, Darmstadt, Njemacka)

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

e natrijev acetat (Alkaloid, Skopje, Makedonija)

e natrijev karbonat dekahidrat (Poch, Gliwice, Poljska)

e octena kiselina, led. (Panreac, Barcelona, gpanjolska)

3.3. Metode i postupci istrazivanja

3.3.1. Spektrofotometrijsko odredivanje polifenola i trjeslovina

Koli¢ina ukupnih polifenola u listovima vrste Laurus nobilis L. odredena je

spektrofotometrijskom metodom (Vukovi¢ Rodriguez i sur., 2016; Schneider, 1976).

Fino usitnjeni nadzemni biljni dijelovi (0,25 g) ekstrahiraju se s 80 mL 30%-tnog metanola u
tikvici s povratnim hladilom, zagrijavanjem na kipucoj vodenoj kupelji oko 15 minuta.

Nakon hladenja, iscrpina je profiltrirana u odmjernu tikvicu od 100,0 mL te nadopunjena do
oznake 30%-tnim metanolom. 2,0 mL filtrata pomijeSano je s 8 mL destilirane vode i 10 mL

otopine natrijeva acetata (1,92 g natrijeva acetata trihidrata 1 0,34 mL octene kiseline
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pomijeSano je 1 nadopunjeno destiliranom vodom do 100,0 mL). Puferska otopina odrzava
stalnu pH-vrijednost medija (pH = 5) koja je optimalna za taloZenje trjeslovina. Otopina
dobivena na opisani nacin oznacena je kao otopina 1. 10,0 mL otopine I muckano je s 50 mg
kazeina na muckalici 45 minuta (Slika 9), potom je otopina profiltrirana, a dobiveni je filtrat

predstavljao otopinu 2.

Slika 9. Oropine 1 s kazeinom na muckalici.
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Po 1,0 mL otopine 1 i otopine 2 pomijesano je odvojeno u odmjernim tikvicama od 10,0 mL s
po 0,5 mL Folin-Ciocalteuova reagensa i nadopunjeno do oznake s 33%-tnom otopinom
natrijeva karbonata dekahidrata (Folin-Ciocalteuov fenolni reagens sadrzi natrijev volframat,
natrijev molibdat, destiliranu vodu, 85%-tnu fosfatnu kiselinu, 36%-tnu klorovodi¢nu
kiselinu, litijev sulfat i brom). Apsorbancije dobivenih plavih otopina izmjerene su na 720
nm, uz destiliranu vodu kao slijepi pokus. Vrijednost koju daje otopina I odgovara koli¢ini
ukupnih polifenola, dok razlika vrijednosti dobivenih za otopinu 1 i otopinu 2 predstavlja

koliCinu trjeslovina vezanih na kazein.

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

droge (%).

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

g, polifenola =

= 40A
0,025

A =izmjerena apsorbancija otopine 1, odnosno otopine 2

Razlika sadrzaja (%) ukupnih polifenola, koji je dobiven spektrofotometrijskom analizom
otopine 1, 1 sadrzaja odredenog za ofopinu 2, predstavlja sadrzaj (%) trjeslovina koje su

istalozene kazeinom.
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4. REZULTATIIRASPRAVA

4.1 Rezultati kvantitativne analize ukupnih polifenola i trjeslovina lovora

Kvantitativna analiza ukupnih polifenola 1 trjeslovina u listovima lovora s podru¢ja Lovrana
provedena je UV-Vis spektrofotometrijskom metodom. Trjeslovine se istaloze kazeinom, a
zatim se provodi reakcija polifenolnih spojeva s Folin-Ciocalteuovim fenolnim reagensom
(FCR). Nakon dodatka FCR-a, izmjerene su apsorbancije dobivenih otopina plave boje na 720

nm, uz destiliranu vodu kao slijepu probu.

Koli¢ina ukupnih polifenola i trjeslovina odredena je pomocu prethodno dobivenog
bazdarnog pravca, na osnovi izmjerenih apsorbancija analiziranih poredbenih otopina

taninske kiseline propisanih koncentracija.

Za izmjerene vrijednosti apsorbancija otopine 1 (odgovara stadrzaju ukupnih polifenola) i
otopine 2 (odgovara sadrzaju polifenola koji nisu istaloZeni kazeinom) dobiju se pripadajuce
koncentracije 1 izraze kao grami ukupnih polifenola, odnosno trjeslovina, na 100 g droge (%),

pri ¢emu vrijedi izraz:
) A
g polifenola= — - 40A
0,025

A = izmjerena apsorbancija otopine 1, odnosno otopine 2

Svi uzorci listova lovora (ukupno dvanaest uzoraka prikupljanih tijekom razdoblja od jedne
godine) ekstrahirani su jedanput te su pripremljene tri otopine za spektrofotometrijsko
odredivanje polifenola 1 trjeslovina. Apsorbancija svakog pojedinog uzorka tri je puta
izmjerena (Al, A2, A3) na dvije valne duljine — na 720 nm (prema izvornoj metodi) i na 748

nm (maksimum apsorpcije), te je izraCunata aritmeticka sredina mjerenja (A).

Provedena je i statisticka obrada rezultata te je izracunato standardno odstupanje (SD) prema

XA — Ay
. S5D= |57 .. .. . .. .. .
izrazu J N-1 odjeje N broj mjerenja, koji u ovom slucaju iznosi 3.

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih polifenola i trjeslovina prikazani su u

Tablicama 11 2.
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Tablica 1. Sadrzaj ukupnih polifenola i trjeslovina tijekom dvanaest mjeseci u ekstraktima listova

lovora s podru¢ja Lovrana; izmjereno na 720 nm (prema izvornoj metodi).

Ukupni polifenoli Polifenoli ne.vezani na Trjeslovine Yezane na Sadr?a.j ukupnih Sadr?a.j theslovir.la
kazein kazein polifenola vezanih na kazein
Srednja Srednja Srednja

héizs;;/ (uzo?lza) o 0';72_0 ““’1 vrijednostJ otl + A72_0“m vrijednostjot2i Al-A2 vrijednost] (otl-] % .. irednjai D % .. irednji D
pina D otopina 2 D o2) £SD vrijednost vrijednost
0,1427 0,0828 0,0599 5,7080 2,3960

5/2015. | 02528 0,1409]0,1419 = 0,0009 0,08400,0841£0,0014 |  0,0569/0,0578 +0,0019 | 5,6360|5,67 £ 0,04 2,2760/2,31 £ 0,07
0,1420 0,0855 0,0565 5,6800 2,2600

0,1659 0,1117 0,0542 6,6360 2,1692
6.2015. | 02512 | 0,1650{0,1663+0,0015 | 0,1094{0,1099+0,0016 | 0,0556/0,0564 = 0,0026 | 6,6000[6.65 + 0,06 2,0240|2,25+ 0,1
0,1679 0,1087 0,0592 6,7160 2,3696

0,1545 0,1100 0,0445 6,1800 1,7800

7.12015. 0,2508 0,1553{0,1551 £ 0,0005 0,1139]0,1136 + 0,0034 0,04140,0415 + 0,003 6,2120(6,2 £ 0,02 1,6560|1,66 = 0,12
0,1554 0,1168 0,0386 6,2160 1,5440
02114 0,1114 0,1000 8,4560 4,0000

8.2015. 0,2528 0,2104[0,2111 + 0,0006 0,1102(0,1114 £ 0,0013 0,1002{0,0997 £ 0,0008 | 8,4160(8,44 + 0,02 4,0080(3,99 = 0,03
02115 0,1127 0,0988 8,4600 3,9520
0,2244 0,1053 0,1191 8,9760 4,7640

9.22015. 0,2513 0,2263(0,2269 + 0,0029 0,1028]0,1042 + 0,0013 0,1235]0,1228 £ 0,0034 | 9,0520{9,08 £ 0,12 4,9400(4,91+ 0,13
0,2301 0,1044 0,1257 9,2040 5,0280
0,1644 0,1010 0,0634 6,5760 2,5360

10./2015. | 0,2518 0,1651]0,1641 £ 0,0012 0,0992]0,0998 + 0,001 0,0659{0,0643 £ 0,0014 | 6,6040(6,56 + 0,05 2,6360(2,57 £ 0,06
0,1627 0,0992 0,0635 6,5080 2,5400
0,1854 0,1168 0,0686 74160 2,7440

11./2015. | 0,2518 0,1862(0,1862 + 0,0009 0,1179(0,1194 + 0,0035 0,0683]0,0669 + 0,0027 | 7,4480]7,45 0,03 2,7320(2,67 £ 0,11
0,1871 0,1234 0,0637 7,4840 2,5480
0,1619 0,1309 0,0310 64764 12392

12.2015. | 02518 0,1619(0,1619+ 0 0,1282(0,1297 £ 0,0014 0,0337/0,0321 + 0,0014 | 6,4744]6,48£0 1,3484(1,29 £ 0,06
0,1619 0,1302 0,0317 6,4756 1,2696
0,1888 0,1286 0,0602 7,5520 2,4080

1.2016. | 02505 0,1874{0,1881 + 0,0007 0,1286[0,1283 % 0,0005 0,0588[0,0598 = 0,0009 | 7.4960{7,53 % 0,03 2.3520(2,39 0,04
0,1882 0,1277 0,0605 7.5280 2,4200
0,2144 0,1157 0,0987 38,5760 3,9480

2.12016. 0,2507 0,2129/0,2132 + 0,0011 0,1157(0,1159 + 0,0004 0,0972[0,0972 + 0,0015 | 8,5160(8,53 + 0,04 3,8880(3,89 + 0,06
0,2122 0,1164 0,0958 8,4880 3,8320
0,1632 0,1261 0,0371 6,5280 1,4840

3.12016. 0,2500 0,1643(0,1637 £ 0,0006 0,1266]0,1266 = 0,0005 0,0377]0,0371 £ 0,0007 | 6,5720{6,55 £ 0,02 1,5080(1,48 = 0,03
0,1635 0,1271 0,0364 6,5400 1,4560
0,1453 0,1126 0,0327 5,8128 1,3072

4./2016. 0,2506 0,1441(0,1444 + 0,0008 0,1121]0,1125 + 0,0003 0,0320{0,032 £ 0,0007 | 5,7644(5,78 + 0,03 1,2812(1,28 0,03
0,1439 0,1127 0,0312 5,7552 1,2488
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Tablica 2. Sadrzaj ukupnih polifenola i trjeslovina tijekom dvanaest mjeseci u ekstraktima listova

lovora s podrucja Lovrana; izmjereno na 748 nm (maksimum apsorpcije).

Ukupni polifenoli Polifenoli ne-vezani na Trjeslovine \./ezzme na Sadr?a:i ukupnih Sadr?a.j tljeslovh.la
kazein kazein polifenola vezanih na kazein
. Srednja Srednja Srednja . .
l\éﬁ;;/ (uzoia)/g Oﬁ)?;‘;m Vn'jednostJ otl £ 0274.8“’“ VrijednostJ of2+| Al-A2 VrijednoslJ (otl-| % vri imdntji - % . iredntjai 0
D pina D 02)£SD jednos vrijednos
0,1458 0,0845 0,0613 5,8320 2,4520
5./2015. 0,2528 0,1441{0,145 £ 0,0009 0,0859] 0,0859 +0,0014 0,0582 0,0591 £ 0,0019 | 5,7640 5,8+0,03 2,3280[ 2,37+0,08
0,1452 0,0873 0,0579 5,8080 2,3160
0,1683 0,1131 0,0552 6,7320 2,2092
6.2015. | 02512 0,1675[0,1687 £ 0,0014 | 0,1107| 0,112+ 0,0016 0,0568| 0,0574+0,0026 | 6,7000| 6,75+0,06 | 22724|  23%0,1
0,1702 0,1099 0,0603 6,3080 2,4104
0,1575 0,1114 0,0461 6,3000 1,8440
7.2015. 0,2508 0,1583(0,158 £ 0,0005 0,1151{ 0,1148 £ 0,0032 0,0432( 0,0433+0,0028 | 6,3320[ 6,32+ 0,02 1,7280[ 1,73+0,11
0,1583 0,1178 0,0405 6,3320 1,6200
0,2137 0,1134 0,1003 8,5480 4,0120
8.12015. 0,2528 0,21270,2134 + 0,0006 0,1120f 0,1133+0,0013 0,1007{ 0,1001 £ 0,0008 | 8,5080| 8,54+ 0,02 4,0280 4+0,03
0,2138 0,1146 0,0992 8,5520 3,9680
0,2255 0,1073 0,1182 9,0200 47280
9.22015. 0,2513 0,2273{0,2279 £ 0,0027 0,1049( 0,1062 + 0,0012 0,1224] 0,1217+0,0033 [ 9,0920] 9,12+ 0,11 48060 4,.87+0,13
0,2309 0,1063 0,1246 9,2360 4,9840
0,1676 0,1031 0,0645 6,7040 2,5800
10.2015. | 02518 0,1681/0,1672 £ 0,0012 0,1015| 0,102 0,001 0,0666| 0,0652=0,0012 | 6,7240]  6,69+005 | 2,6640 2,61+ 0,05
0,1659 0,1014 0,0645 6,6360 2,5800
0,1891 0,1202 0,0689 7,5640 2,7560
11.2015. | 02518 0,1899]0,1899 + 0,0008 0.1214] 0,1226 +0,0031 0,0685| 0,06730,0024 | 75960  7.6+003 | 27400 2,69+0,1
0,1907 0,1261 0,0646 7,6280 2,5840
0,1652 0,1333 0,0319 6,6084 1,2752
12.22015. 0,2518 0,1651{0,1652 £ 0,0001 0,1306( 0,1322+0,0014 0,0345( 0,033 £0,0014 | 6,6024 6,61£0 13796 1,32+0,05
0,1652 0,1327 0,0325 6,6096 1,3016
0,1928 0,1303 0,0625 7,7120 2,5000
1.2016. | 02505 0.1915[0,1922 % 0,0007 0.1305] 0,1301 + 0,000 0,0610] 0,0621 = 0,000 | 7,6600 7,69+ 0,03 | 2.4400 248+ 0,04
0,1922 0,1295 0,0627 7,6880 2,5080
0,2181 0,1183 0,0998 8,7240 3,9920
2.12016. 0,2507 0,2167{0,217 £ 0,001 0,1184( 0,1185+ 0,0003 0,0983] 0,0985+0,0012 | 8,6680] 8,68+ 0,04 3,9320( 3,94+0,05
0,2162 0,1188 0,0974 8,6480 3,8960
0,1670 0,1291 0,0379 6,6800 1,5160
3.2016. 0,2500 0,1681]0,1674 + 0,0006 0,1296] 0,1296 + 0,0005 0,0385( 0,0379 + 0,0007 | 6,7240 6,7+0,02 1,5400]  1,51+0,03
0,1672 0,1300 0,0372 6,6880 1,4880
0,1488 0,1150 0,0338 5,9500 1,3516
4.2016. 0,2506 0,1476/0,1479 + 0,0008 0,1144( 0,1147 + 0,0003 0,0333( 0,0332+0,0007 | 5,9044| 5,92+ 0,03 1,3300( 1,33+0,03
0,1473 0,1148 0,0325 5,8920 1,2984
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Method [ile : POLIFEN.M ( modified ) Last update: Date 2/4/19% Time
9:41:50 AM
Information @ Default Method

pata File C:\HELENAR\TPS . SD Created : 1/29/19 12:37:56
Overlaid Spectra:
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# Name Abs<720nm> Abs<748nm>
1 0.22444 0.22550
2 0.22629 0.22731
3 0.23010 0.23093
4 0.25530 0.25629
5 0.25103 0.25219
6 0.24813 0.24923

Slika 10. UV-Vis spektar dobiven mjerenjem apsorbancije ukupnih polifenola u ekstraktu lista lovora

te razlika mjerenja filtriranog uzorka (dolje: 1-3) i nefiltriranog uzorka (4-6) od rujna 2015.

Gornja tri UV-Vis spektra prikazuju rezultate (4-6) dobivene mjerenjem nefiltrirane otopine
uzorka, bez zagrijavanja reagensa, dok donja tri spektra predstavljaju rezultate (1-3) za istu

otopinu koja je filtrirana kroz filtar 0,45 pm.

Opaska: S obzirom da se javila velika pogreSka u mjerenju nakon dodatka 33%-tnog natrijeva
karbonata dekahidrata u ekstrakte lovora, pokazalo se potrebnim prethodno ga zagrijati (na
oko 60 °C) 1 profiltrirati neposredno prije svakog mjerenja te tada nije bilo potrebno dodatno
filtrirati otopinu uzorka. Ukoliko se Na,COs;, 10H,O (33%) prethodno ne zagrije, dolazi do
zamucenja mjerene otopine uzorka i znafajnog odstupanja rezultata, Sto je pokazano na

primjeru u Tablici 3.
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Tablica 3. Prikaz odstupanja vrijednosti apsorbancija nefiltriranog i filtriranog uzorka nakon dodatka
Na,COs;, 10H,0 (33%).

Filtrirani uzorak

Nefiltrirani
uzorak

Odstupanje
nefiltriranog
uzorka

Method file :

Information :
Data File

Overlaid Spectra:

Absorbance (AU)

Srednja Srednja
vrijednost + A48 0m vrijednost +
SD SD
0,2267 + 0,226 0,228 +
0,0031 0,227 0,0026

0,231
0,2513 + 0,256 0,2523 +
0,0035 0,252 0,0035
0,249
9,79% / 9,63%

Default Method
C:\HELENAR\TP1.SD

POLIFEN.M ( mcdified )}

Created

Last update:

Date 2/4/19

: 1/29/19 12:26:56

Time

0.14 - T ‘
013 = |
0.12= \ 1
0| SRa |
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0.1~ . i
0087 |
F T T] T4 a4 L& Lo T T T
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Name Abs<748nm>
0.14581
0.14412
0.14522

Slika 11. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije ukupnih polifenola u ekstraktu lista lovora —

svibanj 2015.

Najve¢i sadrzaj ukupnih polifenola zabiljeZen je u listovima lovora prikupljenim u rujnu

2015. godine (Slika 10) i iznosio je 9,08% na 720 nm te 9,12% na 748 nm, dok je najmanja

vrijednost zabiljezena u svibnju 2015. godine (Slika 11) 1 iznosila je 5,67% (720 nm) i 5,80%

(748 nm).
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Graficki prikaz 1 upucuje na znacajan pad sadrzaja ukupnih polifenola u zimskim mjesecima,
$to je povezano s nizim temperaturama zraka tijekom tog razdoblja i opéenito s vremenskim

uvjetima zimi i u rano proljece.

10,00 - Sadrzaj ukupnih polifenola u razdoblju od svibnja 2015.
= 9.00 1 do travnja 2016.
= 8.00 -
= 700 A
§ 6,00 -
= 5.00 4 Sadrzaj ukupnih
g 4,00 - polifenolana 748 nm
Z B Sadrzaj ukupnih
= 3,00 + polifenolana 720nm
22,00
% 1,00 -
5 & ‘3 "> we R R G b<
> \ NN \ \ \ \ N \ \

Graficki prikaz 1. Sadrzaj ukupnih polifenola u razdoblju od svibnja 2015. do travnja 2016.

Kao posebnost istice se ¢injenica da je u veljaci 2016. godine sadrZaj ukupnih polifenola bio
znatno ve¢i od sadrZaja u ostalim zimskim mjesecima. Sadrzaj ukupnih polifenola iznosio je
8,53% na 720 nm i 8,68% na 748 nm. Ovaj rezultat podudara se i s istrazivanjem sadrzaja
fenolnih kiselina, u ekstraktu lista lovora s podrucja Lovrana, koji je takoder znatno povecan

u veljaci 2016. godine (Kirchbauer, 2018).

Prema podatcima DrZavnog hidrometeoroloskog zavoda za vremenske uvjete u Lovranu u
veljaci 2016. godine, evidentirane su natprosjecne temperature zraka za to doba godine, a uz
to je zabiljeZzena i velika koli¢ina oborina, §to moze utjecati na poviSen sadrzaj ukupnih

polifenola lovora u tom razdoblju (Slike 12 i 13).
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Slika12. Odstupanje srednje mjese¢ne temperature zraka (°C) za veljacu 2016. od viSegodiSnjeg

prosjeka u RH (DHMZ).

|

LR PR

11}

]

Slika 13. Odstupanje mjesecne koli¢ine oborina za veljacu 2016. od visegodisnjeg prosjeka u RH

(DHMZ).
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Najve¢i udio trjeslovina, analogno sadrzaju ukupnih polifenola, zabiljezen je u ekstraktu

listova lovora prikupljenim u rujnu 2015. godine (Slika 14) te je iznosio 4,91% na 720 nm i

4,87% na 748 nm, dok je najmanja vrijednost zabiljezena za svibanj 2015. godine (Slika 15) i

iznosila je 2,31% (720 nm) te 2,37% (748 nm).

Method file : POLIFEN.M ( modified ) Last update: Date 2/4/19 Time
9:41:50 AM
Information : Default Method
Data File C:\HELENAR\T12.SD Created : 1/30/19 11:38:05
Overlaid Spectra: o o . R R
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S 0.1 il | -3
8 o095 L Y I .
8§ o009-= w7 TR
2  0085- // T
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< 0082 il R
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T T ¥ T T T
500 550 600 650 700 750 800 850 900 Wavelength (nm

# Name Abs<720nm> Abs<748nm>
1 0.11264 0.11496
2 0.11208 0.11436
3 0.11266 0.11484

Slika 14. UV-Vis spektar dobiven mjerenjem apsorbancije polifenola bez trjeslovina, koje se taloze

kazeinom, u ekstraktu listova lovora — rujan 2015.

Method file : POLIFEN.M ( mcdified ) Last update: Date

2/4/19 Time
9:41:50 AaM

Information : Default Method

Data File C:\HELENA\T5.SD Created : 1/29/19 14:37:48

Overlaid Spectra: o - - N .
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500 550 600 650 700 750 800 850 800 _Wavelength (nm)

¥ Name Abs<720nm> Abs<748nm>

1 0.10531 0.10730

2 0.10283 0.10490

3 0.10438 0.10627

Slika 15. UV-Vis spektar dobiven mjerenjem apsorbancije polifenola bez trjeslovina koje se taloze

kazeinom u ekstraktu listova lovora — svibanj 2015.

33



6-00 7 v . - - = =
Sadrzaj trjeslovina vezanih na kazein u razdoblju od
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Graficki prikaz 2. Sadrzaj trjeslovina vezanih na kazein u razdoblju od svibnja 2015. do travnja 2016.

Grafickim prikazom 2 pokazan je raspon sadrzaja trjeslovina tijekom razdoblja od jedne
godine, a godi$nje varijacije udjela trjeslovina prate varijaciju sadrzaja ukupnih polifenola.
Objasnjenje velikog sadrzaja trjeslovina u veljaci 2016. analogno je objasnjenju povisenog
sadrzaja ukupnih polifenola u istom mjesecu i povezuje se s povoljnim vremenskim uvjetima

u navedenom razdoblju.
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5. ZAKLJUCCI

U okviru ovoga diplomskoga rada provedena je kvantitativna analiza ukupnih polifenola i
trjeslovina u uzorcima listova lovora (Laurus nobilis L., Lauraceae), s podru¢ja Lovrana,
prikupljanih mjesecno, u razdoblju od svibnja 2015. do travnja 2016. godine, a u svrhu

praéenja godisnjih varijacija sadrzaja spomenutih polifenolnih tvari.

Primjenom UV-Vis spektrofotometrijske metode s Folin-Ciocalteuovim fenolnim reagensom,
kojoj prethodi talozenje trjeslovina s kazeinom, odreden je sadrzaj ukupnih polifenola 1
trjeslovina u ispitanim ekstraktima listova lovora, mjerenjem apsorbancije na 720 nm (prema

izvornoj metodi) te na 748 nm (maksimum apsorpcije).

Najveci udio ukupnih polifenola zabiljeZzen je u uzorku lista lovora iz rujna 2015. godine i
iznosio je 9,08% (720 nm), odnosno 9,12% (748 nm), dok je najmanja vrijednost zabiljezena

u svibnju 2015. godine i iznosila je 5,67% (720 nm), odnosno 5,80% (748 nm).

Analogni rezultati dobiveni su i za sadrzaj trjeslovina, a najveé¢i udio dobiven je za uzorak
lista lovora prikupljen u rujnu 2015. godine i iznosio je 4,91% (720 nm) 1 4,87% (748 nm),
dok je najmanja vrijednost zabiljezena u svibnju 2015. godine i iznosila je 2,31% (720 nm),

odnosno 2,37% (748 nm).

Medu navedenim se rezultatima isti¢e visoki sadrZaj ukupnih polifenola i trjeslovina u veljaci
2016., za razliku od ostalih zimskih mjeseci promatranih u navedenom razdoblju. Ova bi se
pojava mogla objasniti iznadprosje¢nom temperaturom zraka za to doba godine te velikom
koli¢inom padalina u navedenom razdoblju, Sto je potvrdeno uvidom u vremenske uvjete u

Lovranu za 2016. godinu (DHMZ).

Rezultati dobiveni u okviru ovoga diplomskog rada nadopunjuju i potvrduju saznanja o
utjecaju vremenskih uvjeta na godiSnju varijaciju sadrZaja ukupnih polifenola i trjeslovina u
listovima lovora s podru¢ja Lovrana, a opéenito pridonose istraZzivanjima polifenola vrste
Laurus nobilis L. s podru¢ja Republike Hrvatske te su potvrda fitoterapijskog potencijala ove

biljne vrste s obzirom na analizirani sadrZaj antioksidativnih polifenolnih tvari.
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7. SAZETAK /SUMMARY

U ovom diplomskom radu provedena je kvantitativna analiza ukupnih polifenola i trjeslovina u
ekstraktima listova vrste Laurus nobilis L. (Lauraceae) s podruc¢ja Lovrana, prikupljenih u
razdoblju od svibnja 2015. do travnja 2016. godine, s ciljem pracenja godisnjih varijacija
sadrzaja spomenutih bioaktivnih tvari. Kvantitativna analiza ukupnih polifenola i trjeslovina
provedena je UV-Vis spektrofotometrijskom metodom s Folin-Ciocalteuovim fenolnim
reagensom. Sadrzaj ukupnih polifenola bio je najvec¢i za uzorak lista lovora iz rujna 2015.
godine 1 iznosio je 9,08% (na 720 nm, prema izvornoj metodi), odnosno 9,12% (na 748 nm,
maksimum apsorpcije), dok je najmanja vrijednost zabiljeZzena za uzorak iz svibnja 2015., i
iznosila je 5,67% (720 nm) te 5,80% (748 nm). Analogno rezultatima dobivenim za ukupne
polifenole, takoder je najveca kolicina trjeslovina u listovima lovora zabiljezena u uzorcima iz
rujna 2015., 1 iznosila je 4,91% (720 nm) te 4,87% (748 nm), dok je najmanja vrijednost
sadrzaja trjeslovina odredena za uzorak iz svibnja 2015. (2,31% na 720 nm, odnosno 2,37% na
748 nm). Provedena kvantitativna analiza predstavlja prilog znanstvenom istrazivanju
polifenola i trjeslovina vrste Laurus nobilis L. 1 upotpunjuje dosadaSnje spoznaje o

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

41



SUMMARY

The quantitative analysis of polyphenols and tannins in the leaves of Laurus nobilis L.,
Lauraceae from Lovran was carried out in this graduate thesis. The samples of laurel leaves
were collected during the one year period (from May 2015 to April 2016) and the main goal
was to monitor the seasonal variations of contents for the substances previously mentioned.
The quantitative analysis of total polyphenols and tannins was performed by UV-Vis
spectrophotometric method with the Folin-Ciocalteu’s phenol reagent. The highest content of
total polyphenols was noticed in September 2015 with the value of 9.08% (720 nm) and
9.12% (748 nm), while the samples collected in May 2015, turned out to have the lowest
content with the value of 5.67% (720 nm) and 5.80% (748 nm) in May 2015. Similar to
polyphenols' values, the laurel samples collected in September 2015 also turned out to have
the highest content of tannins with the level of 4.91% (720 nm) and 4.87% (748 nm), while
the samples collected in May 2015 had the lowest content of tannins with the value of 2.31%
(720 nm) and 2.37% (748 nm). This quantitative analysis represents a contribution to
scientific study of polyphenols and tannins in the leaves of Laurus nobilis L. and completes
the previous knowledge about laurel's phytotherapeutic potential, especially in relation to the

content of bioactive phenolic substances.
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