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1. UvOD

Covijek je u davnini Zivio nomadskim na¢inom Zivota u prirodnom okruzenju kojemu se
morao Sto bolje prilagoditi kako bi prezivio. U takvim surovim uvjetima preZivjeti su mogli
samo oni najvjestiji 1 najotporniji pripadnici vrste, pa su ljudi morali nauciti kako te okoliSne
uvjete iskoristiti i preokrenuti u svoju korist. Primjena bilja kao pomo¢, npr. pri zacjeljivanju
rana, predstavlja same pocetke fitoterapije, koja je kroz godine proSla brojne korake

istrazivanja da bi dostigla danasnju razinu u modernom drustvu.

Pod pojmom fitoterapije podrazumijeva se koriStenje cjelovitih Iljekovitih biljaka,
njihovih pojedinih dijelova (list, cvijet, korijen), pripravaka koji potjecu od istih (suhi
ekstrakti, tinkture, uvarci i sl.) ili posebnih biljnih sastojaka (poput eteri¢nih ulja), u terapijske
svrhe, s ciljem prevencije, ublazavanja ili lijeCenja raznih oboljenja. Suvremena fitoterapija
temeljena je na mnogobrojnim kemijskim istraZzivanjima sastava biljnih spojeva, dokazima
klinickih studija kojima su ti spojevi podvrgnuti te u konacnici dugogodisnjom praksom
primjene (Kustrak, 2005). Uzevsi u obzir sve navedeno, ne moze se smatrati alternativnom
medicinom, kako je neki nazivaju, ve¢ dijelom znanstvene i na dokazima utemeljene
medicine, jer se samo na takav interdisciplinaran nac¢in moze i mora pristupiti racionalnom
lije¢enju bolesti kako zdravlje pacijenta ne bi bilo dodatno ugroZeno. Cinjenica je da
fitokemijski sastav ovisi o mnogim ¢imbenicima, poput biljne vrste, lokaliteta 1 vremenskih
uvjeta u kojima je jedinka dozrijevala pa je proizvoda¢ duzan standardizirati svoje pripravke
kako bi u gotovom proizvodu jamcio odgovaraju¢u koli¢inu aktivnih komponenata. Samo
takvi pripravci mogu zadovoljiti sve preduvjete koje pred njih stavlja Hrvatska agencija za

lijekove i medicinske proizvode (HALMED) (http://www.halmed.hr/), kako bi na trZistu

mogli biti registrirani kao biljni lijekovi. Za razliku od njih, biljni dodaci prehrani ne moraju
pro¢i tako zahtjevnu proceduru jer su pod ingerencijom Ministarstva zdravstva RH temeljem
Direktive 2002/46/EZ pravilnika o dodacima prehrani, pa kao takvi ne moraju imati dozu
standardiziranu na sastavnice odgovorne za terapijski ucinak jer sluze za obogacivanje

prehrane radi odrzavanja zdravlja.

U okviru ovog diplomskog rada provedena je kvalitativna i kvantitativna analiza bioloski
aktivnih polifenola iz listova i plodova razli¢itih populacija vrste Arbutus unedo L.
(Ericaceae) s podruéja sjevernog i juznog Jadrana, §to omogucéuje bolju fitokemijsku
karakterizaciju s ciljem ostvarenja punog potencijala primjene navedene biljne vrste u

terapijske svrhe.


http://www.halmed.hr/

1.1. Botanicki podatci

1.1.1 Porodica Ericaceae Juss. 1789. (vrijesovke, vrijesovi)

Porodici Ericaceae ime je prvi nadjenuo francuski botani¢ar Antoine Laurent de Jussieu,
temeljem sli¢nosti viSe razli¢itih rodova biljaka. Ona obuhvaca oko 120 razli¢itih rodova koji
zajedno broje preko 4000 vrsta, ¢ime spada medu najbrojnije biljne porodice. Rasprostranjene
su po svim kontinentima, izuzev odredenih podrucja u Australiji 1 Antarktici, Sto govori u
prilog njihovoj prilagodljivosti stanitu. Jo$ jedan primjer toga njihova je sposobnost rasta na
kiselim i neplodnim tlima. Vazniji rodovi ove porodice su: Arbutus (npr. planika — Arbutus
unedo), Arctostaphylos (npr. medvjetka — Arctostaphylos uva-ursi), Calluna (npr. obi¢ni
vrijes — Calluna vulgaris), Erica (npr. proljetna crnjusa — Erica carnea), Rhododendron (npr.
indijska azaleja — Rhododendron indicum), Vaccinium (npr. borovnica — Vaccinium myrtillus,

brusnica — Vaccinium vitis-idaea).

Vrijesovke su trajnice, uglavnom trajnozeleni grmovi, polugrmovi i drveca, te kao takvi
mogu rasti samostalno, no odredene vrste zive epifitskim nac¢inom zivota (npr. Cavendishia
grandifolia) (Ludeyn). Listovi su im veé¢inom vazdazeleni, izgledom su cjeloviti (iznimka je
primjerice crnjusa, Erica carnea, ¢iji su listovi igli¢asti), jednostavni i linearni, poredani
naizmjeni¢no, a imaju obiljeZja tvrdolisnih biljaka, pa su koznati i siromasni sokom (Nikoli¢,

2013).

Zbog svojih brojnih korisnih svojstava i prirodnih produkata, biljke vrijesovke imaju
Siroku upotrebu 1 ekonomski znacaj. Tako, primjerice, covjek koristi plodove borovnice za
jelo, a plod brusnice, osim prehrambene, ima i medicinsku primjenu kod ispiranja mokra¢nih
puteva. List medvjetke poznat je joS iz narodne medicine Sjeverne Amerike i Europe po svom
diuretiCkom i uroantisepticCkom ucinku, isti izvori govore i o blagotvornim ucincima planike
po zdravlje pojedinca, a joS neke biljke te porodice mogu se Koristiti i u dekorativne svrhe,

poput crnjuse i azaleje.

U Republici Hrvatskoj rasprostranjeni su razni rodovi porodice Ericaceae, poput roda
Arbutus, Erica, Rhododendron i Vaccinium, a u okviru ovoga diplomskog rada fokus je
upravo bio na rodu Arbutus koji je zastupljen s vise biljnih vrsta, ve¢inom u priobalnom dijelu
RH.



Slika 1. Prikaz rasprostranjenosti vrste Arbutus unedo L. u Republici Hrvatskoj, Nikoli¢ T. ur. (2015):

Flora Croatica baza podataka.

1.1.2. Rod Arbutus L. (planika)

Biljke iz roda planika su drvenasti, vazdazeleni grmovi, rjede manja stabla. Listovi su im
jednostavni, cjeloviti i koZasti, poredani izmjeni¢no, nasuprotno ili u prividnim prsljenima.
Biljke su jednodomne, cvjetovi su dvospolni s dvostrukim ocvije¢em, ¢aske sastavljene od 4-
5 pri osnovici sraslih lapova, a vjenci¢a redovito zvonastog i1 sulati¢nog, sastavljenog od 4-5
latica. Plodnica tucka je dominantno nadrasla te sadrzi 3-5 pretinaca s jednim ili viSe sjemenih
zametaka u svakom od pretinaca. Stoga njihova cvjetna formula glasi: *K) Cs) Asss Gs).
Plodovi su u obliku tobolca ili bobe, crvenkastonarancaste boje te su slatki 1 jestivi (Nikoli¢,
2013).

Rod obuhvaca 12 vazdazelenih vrsta biljaka, a prisutni su jo§$ i hibridi nastali krizanjem
tih istih vrsta. Vrste Arbutus andrachne L., A. canariensis (Duhamel), A. pavarii (Pampan) te
A. unedo L. obitavaju na podru¢ju zapadne Europe, Sredozemlja, Male Azije i sjeverne
Afrike, dok je preostalih 8 vrsta rasprostranjeno na sjevernoamerickom kontinentu, to¢nije u

SAD-u i Meksiku.



1.1.3. Arbutus unedo L. (obi¢na planika, maginja)

Planika je visegodiSnja vazdazelena vrsta koja raste u obliku niskog drveta ili grma,
visoka od 1,5 do 3 metra (moZe narasti i do 12 m). U Hrvatskoj raste duz cijele obale, od Istre
do Juznog Primorja, i to na rubnim dijelovima Suma, na nepristupa¢nim predjelima te
stjenovitim padinama. To joj omogu¢ava njen razgranati korijenski sustav, odli¢no prilagoden
vapnenackim kamenjarima i pukotinama stijena. Kora je u starijih grana crveno smeda, a na
deblu sivo smeda do crvenkasta, te se ljusti u uzduznim uskim ljuskama (Males i sur., 2006;
Sili¢, 2005). Listovi su naizmjeni¢no rasporedeni, cjeloviti, eliptiéni do izduZeni, nazubljena
ruba, tamno zeleni, koZasti, dugi 5-10 cm i Siroki 2-3 cm s kratkom crvenkastom peteljkom
dugom 3-10 mm. Biljke su jednodomne (na istoj jedinci pojavljuju se i muski i zenski
cvjetovi), a cvjetovi su oblika zvona ili vréa, s unatrag povijenim reznjevima oboda. Dugi su
8-9 mm, bijele boje, no mogu biti prozeti ruzicastim ili zelenim tonovima. Aktinomorfni i
dvospolni cvjetovi imaju dvostruko ocvijece, Cija je ¢aSka sastavljena od 4-5, pri osnovici
obi¢no sraslih lapova, dok je vjenci¢ sulatican i sastavljen od 4-5 latica. Skupljeni su u
grozdaste cvatove te miriSu na med, a vrijeme cvatnje im je od listopada do prosinca. U
cvijetu se nalazi jedan tucak nadrasle plodnice (ponekad podrasle), s 3-5 pretinaca koji sadrze
1 ili viSe sjemenih zametaka, dok je broj prasnika ve¢inom dvostruko vec¢i od broja latica ili 5,
a prirasli su za cvjetiSte ili disk. Budué¢i da se plodovi pojavljuju tek 5 mjeseci nakon
oprasSivanja, cvjetovi se pojavljuju u vrijeme dok proslogodisnji plodovi joS uvijek
sazrijevaju. Ti plodovi maginje su viSesjemene okrugle bobe promjera 20-30 mm, zelene, Zute
do svijetlocrvene boje, ovisno o stupnju zrelosti. Maginja je u unutraSnjosti mesnato brasnjava
1 soCna, a na povrsini bradavicasto tockasta. Sjeme je sitno i izduzeno, smede boje. Plod je u
sirovom stanju jestiv i ukusan, no konzumacija ve¢ih koli¢ina moZze izazvati probavne
smetnje 1 stanje sliéno omaglici ili pijanstvu (Lim, 2012; Grdini¢ i Kremer, 2009; Domac,
2002).

Korist primjene planike uvidjela su jos i stara indijanska plemena koja su upotrebljavala
listove 1 koru pri lijeCenju raznih stanja, poput prehlade, Zelucanih problema, pa cak i
tuberkuloze. Samo deblo bilo im je korisno za ogrjev jer zbog visoke kalorimetrijske
vrijednosti gori dugo i polako, proizvodeci pritom vecu koli¢inu topline (Alaback, 1994). 1z
plodova se $iri slatkasti miris, zbog ¢ega biljka ima nadimak ,,drvo jagoda® pa je kao takva
izvor hrane brojnim Zivotinjama, primjerice medvjedima. Maginje se Kkoriste i za izradu
alkoholnih likera koji u narodu imaju razli¢ita imena, pa ga tako Portugalci zovu ,,medronho®,

Grci ,,koumaro®, Talijani ,,corbezzolo® itd. (Soufleros i sur., 2005).



Slika 2. Arbutus unedo L., Ericaceae (foto: S. Maslo, Flora Croatica baza podataka).

Kemijski sastav

Kemijski sastojci, poput eteri¢nog ulja, karotenoida, flavonoida (kvercitrin, izokvercitrin,
hiperozid, rutin), fenolne kiseline (klorogenska, kavena i p-kumarinska kiselina), vitamina C i
E, biljnih vlakana pektina, terpenoida, masnih i organskih kiselina, koji su prisutni u
razli¢itim dijelovima biljke, povezani su sa zdravstvenim potencijalom. Navedeni spojevi
nalaze se u liS¢u, plodovima, korijenu i kori biljke, pri ¢emu je najvec¢i udio polifenola
zastupljen u listovima, a trjeslovina u kori i korijenu jedinki (Males i sur., 2015; Jurica i sur.,
2013).

Farmakolosko djelovanje i uporaba lista planike

Od bioloskih uc¢inaka planike najvise je istrazeno njezino antioksidativno i antimikrobno
djelovanje. U kontekstu narodne medicine, planika se primjenjuje kod lijeCenja prehlade,
poviSenog krvnog tlaka, oboljenja srca, dijabetesa, kao pomo¢ kod upalnih procesa koze i
sluznice, za smirivanje manjih krvarenja, ali naj¢es¢e prilikom rjeSavanja gastrointestinalnih i
uroloskih problema kao blagi lasksans, diuretik i uroantiseptik (Jurica i sur., 2013). Vecina
navedenih ucinaka odnosi se na primjenu lista planike u obliku ¢ajeva ili uvaraka jer je u
njima najvise aktivnih polifenola zasluznih za djelovanje. Stanovnici mediteranskih zemalja
implementirali su plodove maginje u svoju gastronomiju, pa tako od njih prireduju dzemove

te alkoholna pic¢a (Nikoli¢, 2013).



1.2. Pregled istrazivanja vrste Arbutus unedo L.

Premda ona u Hrvatskoj jos nije u potpunosti iskoriStena, ¢ak ni u prehrambene svrhe,
proveden je znacajan broj znanstvenih istrazivanja o mogucoj primjeni planike u obliku
farmaceutskih pripravaka, prvenstveno zbog antioksidativnih svojstvava njezinih flavonoidnih
spojeva.

Polifenoli su poznati po svom antioksidativnom ucinku, pa su mnoga istrazivanja bila
usmjerena prema ispitivanju njihovih udjela i aktivnosti u ekstraktima biljnih vrsta koje ih
sadrze. Skupina portugalskih znanstvenika radila je in vitro ispitivanje antioksidativnog
potencijala polifenola iz plodova planike, usporedbom s vrijednostima plodova maline Rubus
idaeus L. Takoder su provodili istrazivanje i na modelu neurodegenerativnih stanica, a
rezultati su pokazali da je u obje vrste prisutna sli¢na koli¢ina polifenola koji imaju i sli¢an in
vitro kapacitet antioksidativnog djelovanja (kod planike je bio neSto manji nego kod maline).
Usprkos tome, planika nije uspjela smanjiti razvoj degenerativnih stanica neuroblastoma, za
razliku od maline, koja je pokazala stopu smanjenja od 36,6%, ¢ime se dokazalo da kemijski
odredene razine antioksidansa nemaju uvijek 1 popratni bioloski znacaj (Fortalezas 1 sur.,
2010).

Temeljem antineoplasticnog ucinka lektina, dokazanog u raznim in vitro, in vivo i
pretklini¢kim ispitivanjima antitumorskih lijekova, provedena je studija koja je pratila vezanje
lektina iz listova raznih vrsta mediteranskih biljaka za specifi¢ni tumorski marker HT29.
Zbog seletivnosti vezanja proteina na HT29 glikozilirane stani¢ne receptore, vrste Juniperus
oxycedrus subs. badia i Arbutus unedo predlozene su za daljnji nastavak ispitivanja njihova
antitumorskog potencijala (Oliveira i sur., 2019).

Marokanska studija pokazala je da vodeno-etanolni ekstrakt listova planike Arbutus
unedo L. moZe biti koristan u prevenciji nastanka kamenaca u bubrezima i ostatku urinarnog
trakta, jer unutar koncentracijskog niza smanjuje kristalizaciju kalcijeva oksalata do 69,41%,
a njihovu agregaciju ¢ak do 93,92% (Kachkoul i sur., 2018).

Potencijalna nefrotoksi¢nost vodenog ekstrakta lista planike i njegovog glavnog sastojka
arbutina ispitivana je na Lewisovim Stakorima u dozi od 200 mg/kg tjelesne tezine dnevno
tijekom 28 dana. Studija je pokazala da ekstrakt planike nije utjecao na integritet DNA
renalnih stanica, za razliku od izoliranog arbutina koji je uzrokovao primarna oste¢enja DNA
zbog svoje metaboli¢ke pretvorbe u hidrokinon (Jurica i sur., 2018).

Ispitani su antimikrobni ucinci lista vrste A. unedo na 15 uropatogenih mikroba i

utvrdeno je u kojoj je mijeri arbutin, kao najzastupljeniji bioaktivni spoj u listovima,
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odgovoran za njihovu antimikrobnu aktivnost. Antimikrobno djelovanje ekstrakta lista
planike protiv urinarnih patogenih mikroorganizama ispitano je pomocu difuzijske i
mikrodilucijske metode. Odreden je sadrzaj ukupnih polifenola, trjeslovina, flavonoida i
fenolnih kiselina upotrebom spektrofotometrijskih metoda, potom arbutin i hidrokinonske
masene frakcije primjenom HPLC-DAD metode te antioksidativna aktivnost pomocu FRAP,
ABTS i DPPH testa. lako se pokazalo da je metanol ucinkovitije otapalo za ekstrakciju
polifenola iz listova, vodeni ekstrakt koji se moze koristiti u klini¢koj praksi pokazao je slicna
antimikrobna svojstva. Dok arbutin nije pokazao izravnu antimikrobnu aktivnost, njegov je
hidrokinonski metabolit imao snazno antimikrobno djelovanje na testirane uropatogene
organizme. Najznacajnija antimikrobna aktivnost ekstrakta lista planike zabiljeZzena je za
uropatogene sojeve vrste Enterococcus faecalis (Jurica i sur., 2017).

Vazdazeleno lis¢e planike ne sadrzi tijekom cijele godine jednake koli¢ine svojih aktivnih
sastavnica, $to ovisi 1 0 vanjskim uvjetima kojima je biljka izloZena. Na tom je tragu grcka
skupina znanstvenika, promjenama kolicine UV-A i UV-B zracenja te koli¢ine vode,
pokazala prate¢e promjene u razinama i sastavu polifenolnih spojeva izoliranih iz listova. Na
temelju tih rezultata zaljucili su kako najveci antioksidativni potencijal imaju listovi ubrani u
jesen ili u zimi, jer su tada prisutne najvece koncentracije ukupnih polifenolnih spojeva
(Nenadis i sur., 2015).

Antimikrobni ucinak ispitivan je u viSe razliCitith studija, pa je tako dokazano da
nesaponificirana frakcija ekstrakta listova i stabljike planike inhibira rast bakterija Klebsiella
pneumoniae, Enterococcus faecalis i Candida albicans (Diba i sur., 2010). Antioksidativna
sposobnost polifenola iz ekstrakta lista planike iskoriStena je u jednoj studiji za redukciju
metalnih iona srebra, njihovu pretvorbu u nanocestice te za stabilizaciju istih, jer je takav
nacin redukcije jeftiniji 1 ekoloski ispravniji od teskih, klasi¢nih kemijskih postupaka. U
konacnici su takve Cestice srebra predstavljale minimalan rizik od nastanka bakterijske
rezistencije ili toksi¢nosti po ljudske stanice nakupljanjem Cestica srebra, a pokazale su se
ucinkovitima protiv vrsta Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis i
Staphylococcus epidermidis (Skandalis i sur., 2017).

Antidijabeticki u¢inak planike ispitan je na primjeru vodenog ekstrakta kore korijena, pri
¢emu se koncentracija od 1 mg/mL pokazala najucinkovitijom u inhibiciji natrij-ovisnog
transporta glukoze u izoloranom jejunumu miSeva. Ingestija tijekom perioda od 6 tjedana
pridonijela je toleranciji na glukozu jednako ucinkovito kao i metformin (300 mg/kg dnevno)

te je kao i on pridonijela smanjenju tjelesne tezine (Mrabti i sur., 2019).



1.3. Ispitivane bioloski aktivne tvari vrste Arbutus unedo L.

1.3.1. Polifenoli

Struktura i znacajke

Polifenoli predstavljaju jednu od najvecih i najrasprostranjenijih skupina spojeva u
biljnom svijetu, s vise od 8000 razli¢itih kemijskih struktura (Bravo, 1998). Nastaju
sekundarnim metabolizmom, a imaju protektivnhu ulogu u biljaka, brane¢i ih od vanjskih
¢imbenika poput UV zraCenja ili nekih kemijskih agenasa. Budu¢i da je kod svih pripadnika
prisutan jedan ili viSe hidroksiliranih benzenskih prstenova, dijele se u skupine, ovisno o
broju fenolnih prstenova te o strukturnim elementima koji te prstenove povezuju, pa stoga
razlikujemo fenolne kiseline, flavonoide i ostale (lignani, kumarini, stilbeni itd.). Skupinu
fenolnih kiselina ¢ine derivati hidroksicimetne 1 hidroksibenzojeve kiseline. Nepromjenjivi
dio strukture flavonoida sastavljen je od dva benzenska prstena medusobno povezana
propanskim lancem, koji moZe reagirati sa supstituentima na benzenu i tako stvoriti novi
prsten. Stilbeni su polifenoli koji nemaju osnovnu gradu flavonoida, a sadrze 1,2-difenileten
kao funkcionalnu skupinu, dok su lignani produkti oksidativne dimerizacije dviju
fenilpropenolnih jedinica te djeluju kao fitoestrogeni (Rastija i Medié-Sari¢, 2009; Vladimir-
Knezevi¢, 2008).

Polifenoli se stvaraju dvama glavnim biosintetskim putevima: put Sikiminske kiseline i
acetatni put (acilpolimalonatni put). Sikiminska kiselina je kljuna tvar u onom u kojem
nastaju aromatski prirodni spojevi. Univerzalni je prekursor u biosintezi aromatskih
aminokiselina u mikroorganizmima (bakterije, gljivice) i visSim biljkama, no ne i u
zivotinjskim organizmima (Vladimir-Knezevié¢, 2008; Bravo, 1998).

Prirodni polifenoli primarno dolaze u konjugiranom obliku, s jednom ili viSe Secernih
jedinica vezanih na hidroksilnu skupinu (premda postoje 1 oblici u kojima su Se¢erne jedinice
izravno vezane na aromatski ugljikov atom). Vezani Seceri mogu biti monosaharidi, disaharidi
ili ¢ak oligosaharidi. NajceS¢a Secerna komponenta je glukoza, iako su nadene i galaktoza,
ramnoza, ksiloza 1 arabinoza, te glukuronska 1 galakturonska kiselina. Mogucée su i
konjugacije polifenola s drugim tvarima, kao Sto su karboksilne i organske kiseline, amini i

lipidi, a Ceste su i konjugacije s drugim fenolnim spojevima (Bravo, 1998).
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Slika 3. Podjela polifenola prema njihovoj kemijskoj strukturi (Shahidi i sur., 2015).
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Slika 4. Kemijske strukture odabranih polifenola (Losada-Echeberria i sur., 2017).




Rasprostranjenost

Polifenoli su glavni antioksidansi u nasoj prehrani koje dnevno hranom unesemo oko jednog
grama, Sto je mnogo viSe od unosa ostalih poznatih antioksidansa (ti podatci variraju medu
razli¢itim nacijama i njihovom nacinu zivota, pa tako stanovnici zemalja Dalekog Istoka uzimaju i
do 2 grama flavonoida dnevno zbog visokog unosa mahunarki, soje i ¢aja) (Wilczynska i sur.,
2011). Primjerice, ta je koli¢ina 10 puta ve¢a od unosa vitamina C te 100 puta veca od unosa
vitamina E i karotenoida. Glavni prehrambeni izvori polifenola su voce, voéni sokovi, ¢aj, kava i
crno vino. Povrée, zitarice, crna Cokolada, kakao 1 suhe mahunarke takoder pridonose ukupnom
unosu polifenola (suseno zacinsko bilje, poput perSina i origana, sadrzi velike Koli¢ine gotovo
svih skupina flavonoida) (Koztowska i sur., 2014; Scalbert i sur., 2005).

S obzirom na to da su u veéini namirnica smjese polifenola mnogobrojne i kompleksne,
za puno biljnih produkata sastav polifenola je slabo poznat, a ¢imbenici koji utjecu na njhov
sastav su razli¢iti. Okoli$ni ¢imbenici imaju mozda najveci utjecaj, a mogu biti pedoklimatski
(tip tla, izloZenost suncevoj svjetlosti, koliina padalina) ili agronomski (uzgoj u stakleniku ili
na otvorenom, ukupni urod po jednoj biljci i dr.). Skladistenjem takoder dolazi do promjena
sastava onih polifenola podloZznih oksidaciji, jer te reakcije oksidacije uzrokuju nastanak
jedne ili viSe polimernih molekula, §to dovodi do promjena u kakvo¢i namirnice, napose u
boji 1 organoleptickim svojstvima. Takve promjene mogu biti pozeljne, primjerice u slucaju
crnog c¢aja, ili nepozeljne, kao smeda boja narezanog voca. Priprema hrane takoder ima
znaCajan utjecaj na sadrzaj polifenola u namirnicama, pa tako guljenje voc¢a 1 povréa moze
ukloniti znatnu koli¢inu polifenola, jer su oni viSe prisutni u vanjskim nego u unutarnjim
dijelovima voc¢a i povréa kako bi ih zastitili od atmosferilija. Termi¢ka obrada isto tako
umanjuje sadrzaj ukupnih polifenola u biljci, zbog Cega bi bilo bolje kuhati povrée na pari kako

ne bi znatno izgubilo svoju nutritivnu vrijednost (Manach i sur., 2004).

Bioloski ucinci

Ispitivanja bioloskih ucinaka flavonoida i ostalih polifenola, njihovih antioksidativnih
svojstava i eventualne prevencije bolesti pocela su tek 1995. godine, jer su do tada
najproucavaniji antioksidansi bili vitamini, minerali 1 karotenoidi. Glavni razlog odgode
pocetka istrazivanja bila je razliCitost i slozenost kemijskih struktura flavonoida (Scalbert i sur.,
2005).

Pozitivna djelovanja polifenola navedena u znanstvenim istraZivanjima obuhvacaju:

analgetsko, antialergijsko, antiaritmi¢no, antifungalno, antihepatotoksi¢no, antihipertenzivno,
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antiinflamatorno, antikoagulativno, antimalarijsko, antimikrobno, antioksidativno, antiulkusno,
diureticko, hipoglikemijsko, kardiotoni¢no i spazmoliticko djelovanje (Petrik, 2008).

Temeljem svog kelirajuc¢eg i antioksidativog djelovanja te smanjenja aktivnosti ksantin
oksidaze, NADPH oksidaze i lipooksigenaze, flavonoidi inaktiviraju reaktivne kisikove i
dusikove spojeve (ROS i RNS), sprjecavajuci tako oksidaciju plazmatskog LDL-kolesterola,
Sto ima pozitivne ucinke na epitel krvnih zila 1 prevenciju razvoja bolesti. Isto tako,
umanjivanjem ucinka ciklooksigenaze (posebice COX-2), reducira se sinteza proupalnih
modulatora prostaglandina i leukotriena te agregacija trombocita pa su uo¢eni povoljni uéinci
na upale i neregulirano stvaranje krvnih ugruSaka kod ateroskleroze. Djelovanjem na
navedene enzime, flavonoidi mogu stupati u interakcije s razli¢itim signalnim putevima te
tako utjecati na provodenje njihovih signala (Koztowska i sur., 2014; Manach i sur., 2004).

Primjena polifenola kod neurodegenerativnih i kancerogenih stanja uvelike se ispituje
zbog toga $to su u pozadini i jednih i drugih stanja reaktivni radikali, ¢iji nastanak polifenoli
mogu sprijeciti. Tako je, primjerice, studija provedena na misevima pokazala da flavon
tangeretin, prisutan u citrusima, moze pomoc¢i u lijeCenju Parkinsonove bolesti jer moze
prije¢i krvno-mozdanu barijeru i poniStiti negativne ucéinke 6-hidroksidopamina na
nigrostrijatalni put u mozgu (Datla i sur., 2001). Problem s provedenim studijama u tom
podrucju lezi u samom postavljanju ispitivanja, jer su se provodila in vitro te pokusi na
Zivotinjama, uz primjene doza puno vecih od onih koje ljudi unose prehranom. Usprkos svim
pozitivnim efektima koji su zapaZeni, nisu u potpunosti objasnjeni mehanizmi odvijanja, a
negativne aspekte uzimanja velikih doza polifenola treba dodatno ispitati (Scalbert i sur.,
2005).

1.3.2. Trjeslovine

Struktura i znacajke

Trjeslovine su raznolika skupina fenolnih spojeva nastalih kao produkti sekundarnog
metabolizma biljaka. Ime im potjece iz 1796. kada je opisana njihova sposobnost da reagiraju
sa zivotinjskom kozom pri njenoj obradi (,,tanning®), dovodeéi do stvaranja unakrsnih veza
medu kolagenskim lancima. Nalaze se u gotovo svim biljnim dijelovima u relativno velikim
koli¢inama, a dodatno povecanje njihove produkcije ukazuje na bolest biljke, jer oni inace
Stite biljku od infekcija, kukaca i biljojeda. Karakteristike koje razlikuju trjeslovine od ostalih

vrsta biljnih polifenola opéenito jesu: vezivanje na proteine, baze, pigmente, velike molekule i
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metalne ione, antioksidativno djelovanje i drugo. Na temelju tih znacajki moguce je njihovo
kvalitativno i kvantitativno razlikovanje pri analizi polifenola.

Postoje razliciti pristupi kategorizaciji trjeslovina, a jednoga od njih prikazuje Slika 5.
Trjeslovine su prvotno podijeljene prema polifenolnim skupinama u svojim molekulama, na
trjeslovine tipa pirogalola i trjeslovine tipa katehola (katehina). Razvojem kemije trjeslovina,
doslo je do preimenovanja tih dviju grupa (Okuda i Ito, 2011; Kalodera, 2010; Rangari, 2007,

Khanbabaee i van Ree, 2002) u sljedec¢e skupine:
e trjeslovine koje hidroliziraju (galotanini i elagtanini)

e kondenzirane trjeslovine (katehinske trjeslovine)

Izolacija bioaktivnih stilbenoida i raznih oligomera rezveratrola, kao i florotanina iz
smedih algi, proSirila je skupinu trjeslovina i povezanih polifenola i na navedene grupe
spojeva. Zbog Cestih nemoguénosti provjera strukture trjeslovina opisanih u istrazivanjima, a
Sto je neophodno za karakterizaciju bioloskih i farmakoloskih svojstava nekog spoja, uvedena
je dodatna kategorizacija trjeslovina i povezanih polifenola u dvije grupe: tip A (konstantna

struktura) i tip B (promjenjiva struktura) (Okuda i Ito, 2011).

Tannins
Gallotannins Ellagitannins Complex Tannins Condensed
Tannins
1 {OH)
Catachin moiety) CH
HO ‘ 0 | !
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1 2 3 4

Slika 5. Podjela trjeslovina (Khanbabaee i van Ree, 2002).
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Trjeslovine koje hidroliziraju

Trjeslovine koje hidroliziraju su spojevi topljivi u vodi djelovanjem mineralnih kiselina
ili enzima kao Sto je tanaza. Njihova strukutra sadrzi nekoliko molekula fenolnih kiselina, kao
Sto su galna, heksahidrodifenolna ili elagna kiselina, povezanih esterskim vezama na sredisnju
molekulu Secera, najéesce glukoze. Ovisno o fenolnim kiselinama nastalim nakon hidrolize,
dalje se dijele na galotanine (sastavljene od galne Kiseline) i elagtanine (sadrze
heksahidrodifenolnu kiselinu koja nakon intraesterifikacije daje elagnu kiselinu) (Vladimir-
Knezevi¢, 2008; Rangari, 2007).

Kondenzirane trjeslovine

Katehinske trjeslovine ne¢e hidrolizirati na jednostavnije molekule dodatkom mineralnih
kiselina ili enzima. Ukoliko se na njih svejedno djeluje kiselinama ili enzimima, ili prilikom
susenja i skladiStenja biljnog materijala, najcesce ¢e doci do njihove polimerizacije i nastanka
netopljivih crvenih do smedecrnih produkata — flobafena (npr. kod kininovca) (Hagerman,
2002). Mogu se dodatno podijeliti na oligomerne i polimerne proantocijanidine koji se
razlikuju po broju i wvrsti monomernih jedinica od kojih su sastavljeni, a obje vrste
zagrijavanjem s mineralnim kiselinama daju obojene produkte, antocijanidine. Pritom ne
dolazi do hidrolize, ve¢ do oksidativnog cijepanja, primjerice u vru¢em alkoholu (Kustrak,
2005). Osnovni strukturni element kondenziranih trjeslovina kao polimernih spojeva je
flavan-3-ol: katehin i epikatehin (OH 3-a), galokatehin i epigalokatehin (OH 3-a) te fisetidin
(s 4 OH-skupine). Ti polifenoli su ¢esto dalje povezani na ugljikohidrate ili proteine kako bi
stvorili jos slozenije strukture (Vladimir-Knezevi¢, 2008).

Rasprostranjenost

Trjeslovine ili tanini vrlo su rasprostranjeni spojevi u biljnom svijetu. Sadrze ih vec
zelene alge, a u gljivama su rijetke. Jednosupnice su siromasne trjeslovinama, uz iznimku
porodica Najadaceae i Typhaceae. Dvosupnice su pak bogatije taninima, posebice porodice
Aceraceae, Actinidaceae, Anacardiaceae, Bixaceae, Burseraceae i Ericaceae. Pojedine biljne
porodice uopce ne sadrze proantocijanidine, kao §to je to slucaj za Brasicaceae 1 Papaveraceae
(Kustrak, 2005; Mole, 1993).

Trjeslovine su neravnomjerno rasporedene u biljci, pri ¢emu ih najviSe sadrzi kora
stabljike, zatim kora korijena, ksilemski dijelovi, listovi i, kona¢no, plodovi. Trjeslovinama su
najbogatije patoloske tvorevine, Gallae ili SiSke. Radi se o patoloskim izraslinama na listu

azijskog hrasta i na listovima ruja koje su nastale razvojem li¢inke ose ili jedne vrste biljnih
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usi, a mogu sadrzavati do 75% elagtanina. Razvija se larva, a biljka zbog podrazaja stvara
trjeslovine koje oblazu li¢inku i sluze joj kao hrana. 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), $to se objaSnjava time da biljka gomila
trjeslovine u onim dijelovima koji su joj najvrjedniji. Koli¢ina tanina u biljci varira ovisno o
razli¢itim okoliSnim 1 sezonskim ¢imbenicima. Susa, visoka temperatura, velika izloZenost
svjetlu i slaba kvaliteta zemlje stvaraju uvjete koji poticu porast sadrzaja trjeslovina u biljci.
Sezonska varijabilnost sadrzaja ovisi o fazi rasta biljke. Stoga je 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).

Bioloski ucinci

Usprkos njihovoj velikoj zastupljenosti u svijetu flore, fiziolosko znacenje trjeslovina joS
uvijek je prili¢no nejasno. Smatralo se da njihov gorak okus stiti biljku od Steto¢ina, Sto se
kasnije pokazalo neto¢nim. Niti pretpostavka da su trjeslovine priCuvne tvari nije se pokazala
ispravnom jer se rijetko nalaze u biljnim dijelovima koji sluze kao spremnici pricuvnih tvari.
No, sa sigurno$¢u se moze potvrditi da kod nekih biljaka trjeslovine sudjeluju u procesu
izmjene tvari stvaranjem redoks sustava. Naime, zahvaljujuéi brojnim hidroksilnim skupinama
u strukturi, trjeslovine djeluju kao snazni antioksidansi, pri ¢emu one s vecom molekulskom
masom djeluju kao jac¢i hvataCi slobodnih radikala (Hagerman, 2002). Zanimljivo je da
primjerice u insekata trjeslovine ne¢e djelovati protektivno, ve¢ ¢e, zbog njihovog luznatog pH
u crijevima, oksidirati i stvarati kinone i semikinonske radikale, koji ¢e potom ostecivati stanice
kukca (Barbehenn, 2011). Takoder je poznato da su trjeslovine kelatori metala i da taloZe
proteine pa radi toga mogu kod kraljeznjaka usporiti probavu tih proteina. Trjeslovine mogu
same po sebi biti i djelatne tvari, a moZe ih se promatrati i kao pratioce drugih aktivnih tvari, pri
¢emu utjecu na terapijski ucinak glavne aktivne komponente (Primorac, 2012). Glavna upotreba
trjeslovina odnosi se na njihov adstrigentni u¢inak. Djeluju protiv dijareje i antisepticki, Stite¢i
izlozene membrane sluznice koagulacijom, stvaraju¢i vodonepropusni sloj. TaloZenjem
proteina, trjeslovine djeluju antimikrobno i antifungalno, imaju i hemostatsko djelovanje, a
mogu djelovati kao antidoti kod nekih slucajeva trovanja (teSkim metalima, alkaloidima itd.).
Interno se jo§s mogu koristiti i kod zelucanog i crijevnog katara te hiperaciditetnog gastritisa. U
procesu zacjeljivanja rana, opeklina, ozeblina i upala, trjeslovine pomazu stvaranjem zastitnog
sloja preko ozlijedenog tkiva, omogucujuci da se ispod njega slobodno odvija zarastanje rane i

obnova tkiva (de Jesus i sur., 2012).
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Studija koja je proucavala nove i alternativne metode lijeCenja pulmonarne fibroze otkrila
je da tanini mogu djelovati na genomskoj razini, utjeCuéi na samu ekspresiju gena preko
stani¢nih citokina. Na mi$jem su modelu znanstvenici pokazali da trjeslovine smanjuju
ekspresiju TGF-B-induciranog kolagena-1 te a-aktina stanica glatkog misi¢ja, ¢ime se sprjeCava
nastanak fibroznog tkiva (Reed i sur., 2019). Istrazivanja su pokazala da mnoge trjeslovine
neutraliziraju slobodne radikale, a poznato je da su mnoge degenerativne bolesti (rak, multipla
skleroza, ateroskleroza, proces starenja) povezane s visokim koncentracijama slobodnih
radikala izmedu stanica. Takoder, pojedini tipovi trimernih proantocijanidina mogu pruzati
zasStitu od bolesti urinarnog trakta. No, trjeslovine su raznoliki spojevi s velikom varijacijom
strukture 1 koncentracije u biljnom svijetu, zbog ¢ega su biomedicinska istrazivanja u¢inaka na
zdravlje pri pove¢anom unosu trjeslovina znacajno ograni¢ena nedostatkom metoda za brzu

karakterizaciju i standardizaciju (Kalodera, 2010; Rangari, 2007).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Cilj je ovog diplomskog rada kvalitativna i kvantitativna analiza polifenolnih tvari listova i
plodova obic¢ne planike (Arbutus unedo L., Ericaceae) iz hrvatskih populacija sabranih 2013.
godine s podrucja sjevernog Jadrana (populacija Mali LoSinj) i juznog Jadrana (populacija
Kolocep).

Kvalitativnom analizom obuhvaceno je dokazivanje polifenola i trjeslovina u ekstraktima
listova i plodova planike primjenom reakcija stvaranja obojenih produkata i taloga, dok je
kvantitativna analiza, tj. sadrzaj ukupnih polifenola i trjeslovina, odreden spektrofotometrijski.

Svrha fitokemijske karakterizacije provedene u okviru ovoga diplomskog rada jest
doprinos znanstvenim istrazivanjima hrvatskih populacija vrste A. unedo, s naglaskom na
njihov polifenolni sastav i sadrzaj, a rezultati provedenih istrazivanja mogu posluziti kao
osnova daljnjih istrazivanja bioloSke aktivnosti te fitoterapijskog potencijala pripravaka

obi¢ne planike.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Biljni materijal

Biljni materijal vrste Arbutus unedo L. prikupljen je 2013. godine, na lokalitetima otoka

Losinja (populacija Mali LoSinj) te na razli¢itim lokalitetima otoka Kolocepa.

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

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

Analizirani su pulverizirani listovi i plodovi obi¢ne planike (Arbutus unedo L.).

Slika 6. Listovi i plodovi planike, Arbutus unedo L., Ericaceae

(foto: N. Jasprica, Flora Croatica baza podataka).

3.2. Aparatura i kemikalije

Aparatura i pribor:

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

kiveta za spektrofotometar (1 cm)

epruvete, ¢ase, kapaljke, pipete, propipete, menzure, lijevei za odjeljivanje, satna stakalca,

filtar papir
odmjerne tikvice, Erlenmeyerove tikvice

povratna hladila
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Kemikalije:

Folin-Ciocalteuov reagens (Merck, Darmstadt, Njemacka)
formaldehid (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedelja, Hrvatska)
kalijev hidroksid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

kazein (Merck, Darmstadt)

klorovodi¢na kiselina, konc. (Panreac Quimica S.A.V., Barcelona, Spanjolska)
metanol (Carlo Erba, Rodano, Italija)

natrijev acetat trihidrat (Alkaloid, Skopje, Makedonija)
natrijev karbonat dekahidrat (Poch, Gliwice, Poljska)
octena kiselina, led. (Kemika, Zagreb)

olovov(ll) acetat (Kemika, Zagreb)

vanilin (Kemika, Zagreb)

zelatina (Sigma, St. Louis, Sjedinjene Americke Drzave)
zeljezov(111) klorid (Sigma-Aldrich, St. Louis)

zeljezov(111) amonijev sulfat (Alkaloid, Skopje)

3.3. Metode i postupci istrazivanja

3.3.1. Kvalitativna analiza trjeslovina

Dokazivanje trjeslovina kemijskim reakcijama stvaranja boje i taloga

Priprava ekstrakta

0,2 g pulveriziranog biljnog materijala pojedina¢no se ekstrahira 10 minuta s 20 mL

destilirane vode, u tikvici s povratnim hladilom, u kipu¢oj vodenoj kupelji. Ohladeni ekstrakt

se profiltrira.

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

2. U 2 mL filtrata dodaju se 2-3 kapi 1%-tne otopine Zeljezova(lll) amonijeva sulfata.

3. U 5 mL filtrata doda se 0,5 mL 10%-tne otopine olovova acetata.

4. U 2 mL filtrata doda se 2 mL 1%-tne otopine Zelatine.

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

U 3 mL ekstrakta dodaju se 2 kapi otopine formaldehida i 3 kapi 10%-tne klorovodi¢ne
kiseline. SadrZaj se ugrije do vrenja, ohladi, a zatim profiltrira. Potom se filtar papir ispere s 1
mL tople vode. Dokaz kondenziranih trjeslovina predstavlja talog na filtar papiru, netopljiv u

toploj 5%-tnoj otopini kalijeva hidroksida.

Dokazivanije trjeslovina koje hidroliziraju

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

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

3.3.2. Kvantitativna analiza polifenola i trjeslovina

Koli¢ina ukupnih polifenola i trjeslovina u listovima i plodovima vrste Arbutus unedo
L. odredena je spektrofotometrijskom metodom s Folin-Ciocalteuovim fenolnim reagensom
(FCR) (Vukovi¢ Rodriguez i sur., 2016; Schneider, 1976).

Fino ustinjeni nadzemni biljni dijelovi (0,25 g) ekstrahiraju se s 80 mL 30%-tnog
metanola u tikvici s povratnim hladilom, zagrijavanjem na kipuc¢oj vodenoj kupelji oko 15
minuta. Nakon hladenja, iscrpina se profiltrira u odmjernu tikvicu od 100,0 mL te nadopuni
do oznake 30%-tnim metanolom. 2,0 mL filtrata pomijeSa se s 8 mL destilirane vode i 10
mL otopine natrijeva acetata (1,92 g natrijeva acetata trihidrata i 0,34 mL octene kiseline
pomijesano je i 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 naéin oznaci se kao otopina 1 (O1). 10,0 mL O1 mucka se s 50 mg
kazeina na muckalici 45 minuta te profiltrira, a dobiveni filtrat predstavlja otopinu 2 (02).

Po 1,0 mL O1 i O2 pomijeSa se odvojeno u odmjernim tikvicama od 10,0 mL s po 0,5
mL Folin-Ciocalteuova reagensa (FCR) i nadopuni do oznake 33%-tnom otopinom natrijeva
karbonata dekahidrata (FCR sadrzi natrijev volframat, natrijev molibdat, destiliranu vodu,
85%-tnu fosfatnu kiselinu, 36%-tnu klorovodi¢nu kiselinu, litijev sulfat i brom). Apsorbancije
dobivenih plavih otopina izmjere se na 720 nm, uz destiliranu vodu kao slijepi pokus.
Vrijednost koju daje Ol odgovara koli¢ini ukupnih polifenola, dok razlika vrijednosti

dobivenih za O1 i O2 predstavlja koli¢inu trjeslovina vezanih na kazein.
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Za izraCunavanje koncentracije trjeslovina izraden je bazdarni pravac. U tu je svrhu 10
mg tanina (Acidum tannicum) osuseno na 80°C i otopljeno u 100,0 mL destilirane vode
(osnovna otopina standarda). Radni standard pripremljen je mijeSanjem 5,0 mL osnovne
otopine standarda i 5,0 mL puferske otopine. Koncentracijski niz, dobiven razrjedivanjem
volumena (raspona od 0,2 do 1,2 mL radnog standarda) do 10,0 mL puferskom otopinom (5to
odgovara koncentraciji trjeslovina od 0,001 do 0,006 mg/mL), daje linearni porast
apsorbancije. Za izmjerene vrijednosti apsorbancija Ol i O2 ocitaju se pripadajuce
koncentracije iz bazdarnog dijagrama te izraze kao maseni udio (%) ukupnih polifenola,

odnosno trjeslovina.

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

% polifenola= A /0,025 = 40A

A = izmjerena apsorbancija otopine 1, odnosno otopine 2

Razlika sadrzaja (%) ukupnih polifenola, koji je dobiven spektrofotometrijskom analizom O1,

i sadrzaja odredenog za O2, predstavlja sadrZaj (%) trjeslovina koje su istaloZzene kazeinom.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Rezultati kvalitativne analize trjeslovina vrste A. unedo L.

Rezultati opcéih reakcija dokazivanja trjeslovina stvaranjem boje i taloga

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

Dodatkom 5%-tne otopine Zeljezova(lll) klorida u vodeni ekstrakt droge nastalo je

zelenoplavo zamucenje.

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

Reakcijom trjeslovina sa Zeljezovim(lll) amonijevim sulfatom nastalo je vrlo intezivno

zelenoplavo obojenje.

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

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

4. Reakcija talozenja dodatkom Zelatine u vodeni ekstrakt droge

Reakcijom trjeslovina sa Zelatinom nastalo je blijedozuto zamucéenje.

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

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

droge nastalo je intezivno narancasto obojenje.

Intenzitet zamucenja/obojenja nije se bitno razlikovao izmedu ispitanih populacija obi¢ne
planike, ali moglo se primijetiti da je bio neSto izraZeniji u uzorcima listova prikupljenih na
otoku Losinju, u odnosu na one s Koloc¢epa. Takoder, uzorci plodova s oba lokaliteta dali su

slabije rezultate, odnosno, slabije zamucéenje/obojenje u usporedbi s uzorcima listova maginje.
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Rezultati reakcije dokazivanja kondenziranih trjeslovina

Nakon dodatka formaldehida i 10%-tne klorovodi¢ne kiseline u vodeni ekstrakt droge, sadrzaj
se ugrijan do vrenja te potom ohladen i profiltriran. Filtar papir je ispran toplom vodom, a
kondenzirane trjeslovine dokazuju se talogom na filtar papiru koji je netopljiv u 5%-tnoj

otopini kalijeva hidroksida.

Svi testirani biljni ekstrakti vrste A. unedo dali su zuékasti netopljivi talog koji indicira

prisutnost kondenziranih trjeslovina.

Rezultati reakcije dokazivanja trjeslovina koje hidroliziraju

Filtratu iz reakcije za dokazivanje kondenziranih trjeslovina dodan je 1 g natrijeva acetata
trihidrata bez protresivanja, a zatim 1 mL 1%-tne otopine Zeljezova(lll) amonijeva sultata. U
svim ekstraktima planike dokazana je prisutnost trjeslovina koje hidroliziraju nastankom

vidljivog ljubicastog prstena na mjestu prikladnog pH.

4.2. Rezultati kvantitativne analize ukupnih polifenola i trjeslovina

vrste A. unedo L.

Kvantitativna analiza ukupnih ukupnih polifenola i trjeslovina u nadzemnim dijelovima
planike provedena je spektrofotometrijskom metodom koja se temelji na reakciji polifenolnih
spojeva s Folin-Ciocalteuovim fenolnim reagensom (FCR), a kojoj prethodi taloZenje
trjeslovina kazeinom. Nakon dodatka FCR, izmjerene su apsorbancije dobivenih plavih
otopina na 720 nm (prema metodi) te na 752 nm (maksimum apsorpcije), uz destiliranu vodu
kao slijepu probu.

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

Za izmjerene vrijednosti apsorbancija otopine 1 (O1) i otopine 2 (O2) odrede se, temeljem
bazdarnog dijagrama, koncentracije analiziranih polifenolnih tvari i izraze kao grami ukupnih
polifenola, odnosno trjeslovina, na 100 g droge (%), pri ¢emu vrijedi izraz:

%polifenola = A /0,025 =40 A ; A = izmjerena apsorbancija otopine 1, odnosno otopine 2
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Za svaku populaciju napravljena je jedna ekstrakcija droge, nakon ¢ega su uzeta tri uzorka za
spektrofotometrijsko odredivanje polifenola i trjeslovina. Svi su uzorci izradeni u duplikatima

te je za svaki od uzoraka tri puta izvrSeno mjerenje apsorbancija.

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih polifenola i trjeslovina prikazani su u
Tablicama 11 2.

Tablica 1. SadrZaj ukupnih polifenola i trjeslovina u ekstraktima listova i plodova obi¢ne planike

(populacije Losinj i Kolo¢ep), mjereno na 720 nm (prema metodi).

4 Srednja i Srednja Srednja Srednja .
_ maza 20 am - Tiam . . , Sradnja
Uzorak worica | otopina 1 vrijednost otl otopina 2 vrijednost of2| Al-A2 |veednost (otl] % vrijadnost = % vrijednost + SD
=iD =iD ot2) 8D iD
_ 031371 0,15445 0,1503 1,25484 0,64
Lﬁt.l 02504 031589 (03140 =0.0011) ©.15734 | 0157 =0,0024( 01586 |01379=00017| 126356 |12307=00044 063 |0.631E=0 0068
03131 015014 01560 1,26068 0,62
. 033520 015870 01765 1,34080 071
MR 0ac4 [ 03335 [03361=00018] 0,15680 0,160 =0.0018 01781 |01702200035| 133040 |13443 200073 071 | 0,7160+0,0138
{Kolocep)
033817 015505 0,1831 135268 0,73
_ 0,34064 0,17871 0,1619 136256 0,85
ﬂﬁ:ﬂ 02504 | 034300 [03408=0,0022) 017881 (01704 =00012 01643 |01614200032] 137236 |13633 00087 086 |0,6455=0,0128
033973 0,18070 0,157 1,35482 0,63
. 033305 015219 0,1800 133220 0,72
m“;i‘j} 02504 | 033610 |0.3351=0.0018) 015220 [01535<00021 01838 |0181720,0010| 134440 [1340520.0072 074 |0,7267£0.0075
033625 015500 01804 1,14500 072
0.072451 0070857 0,007405 028080 003
uﬁa;} 02408 | 0072141  [0,0721 = 0,0003| 0,070404 |0,0798 % 0,0003( -0,007353 |-0,0077 = 0,0006 028856 |0.2886£00013| 003 |-0.03080,0022
0071824 0,080169 £0,008345 0.28730 203
0,073483 0070140 £,005657 0,20303 20
m} 02498 | 0073695  [0.0737=0,0002] 0,078042 (0.0794 = 0,0006] -0.005247 [-0,0057 £ 0,005 020478 02048 =0,0008] 002 | -D.0228 0,002
0,073006 0080137 0,00631 0,26562 20
0.063470 0072765 0,004295 027388 20
&’fg;} 02500 | 0008271 [0.0687 £0,0006] 0074133 (00737 + 0,0008{ 0,005867 | 0,005 £ 0.0008 | 027308 [02747+00022 D02 |0.0200 £0,0031
0,068311 0,074257 0,004045 027724 20
0,067002 0,081300 £0,014208 0,26837 0,06
m 02500 | 0068326  |0.0685 =0,0013 0,080155 (0,0808 = 0,008 £0,011328 |-0,0123 20,0016 027530 0274200051 | D05 |0,0483 £ 0,0065
0,060565 0,080005 0,011420 027826 205

Na 720 nm odreden sadrzaj ukupnih polifenola (UP) listova obi¢ne planike iz populacije
Kolocep kretao se od 1,26+0,00% do 1,34+0,01%, dok je sadrzaj trjeslovina vezanih na
kazein (T) u listovima iste populacije bio u rasponu od 0,63+0,01% do 0,72+0,01%. Udio UP
u listovima populacije LoSinj bio je u granicama od 1,34+0,01% do 1,36+0,01%, dok je
sadrzaj T u listovima iste populacije iznosio od 0,65+0,01% do 0,73+0,01%.
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Sadrzaj UP (720 nm) u plodovima obi¢ne planike iz populacije Kolo¢ep iznosio je
0,29+0,00%, dok je za populaciju LoSinj izmjeren udio UP od 0,27£0,01%. Koli¢inu T u
plodovima obiju populacije nije bilo mogucée odrediti primijenjenom spektrofotometrijskom
metodom (negativne vrijednosti, od -0,05% do -0,02%).

Tablica 2. Sadrzaj ukupnih polifenola i trjeslovina u ekstraktima listova i plodova obi¢ne planike

(populacije Losinj i Kolo¢ep), mjereno na 752 nm (maksimum apsorpcije).

_ . Polifencli neveranina =~ Trjeslovine verans na Sadrza) vkupnih Sadrza) trjeslovina
Ulpni polifenoli kazein kazein polifenola vezanih na kazsin

031018 0.15800 0,16110 128 0,64

02504 | 032187 [03206=0.0014| 016110 (0160700024 016077 | 016=0,0017 | 120 [12825=0,0054| 064 |0.6390 =0,0067
0,32083 0,16278 0,15804 1,28 0,63
0,34203 0,16184 0,13000 137 072

02504 | 034080 |0,3425 =0.0018| 015985 [0,1580=0.002| 018105 01825200034 136 |L3688=0,0072 072 |0,7301 20,0136
0,34443 0,15802 0,18641 138 0,75
0,34838 0,18348 0,16480 1,39 0,66

02904 | 035080 |03484 £0.0024| 018320 [0,1830 20,0008 016760 |0,1845£0,0033| 140 [1.3036=00086 067 |0,6581 00131
0,34601 0,18495 0,16106 1,33 0,64
033818 0.15713 0,18105 135 072

02504 | 034115 |0.3403 =0.0010| 015650 [0,158=0.0018| 018456 |0,1824 00018 136 |L3613=0,0075 074 |0.7294 20,0077
0,34162 0,16015 0,18147 137 0,73
0073841 0,081443 -0,007607 030 0,03

02488 | 0073143 |0.0733 =0.0005| 0.081376 [0.0815 =0,0001| 0,008233 |0.0082 = 0.0006) 020 |0.2931=0,002| 003 [0.0328=0,0023
0072873 0,081851 0,003778 020 0,04
0073837 0,080989 0,005152 0,30 0,02

02408 | 0075081 | 0.076<0,0002 | 0.000727 [0.0812 £0,0007 0004746 | 0.0052 £0,0005) 030 |0304:00008) 002 [-0.0200=0,0021
0076213 0,082024 0,005806 0,30 0,02
0,070764 0074114 -0,003350 028 0,01

02501 | 0070544 |0.0700 =0.0005| 0.075431 [0.0751 =0,0008] 0004287 |0.0042 =0.0008) 028 [0.2837=0,0018 002 |-0.0068=0,0031
0071473 0,075804 0,004331 028 0,02
0,060070 0,083000 0,013030 028 0,06

02501 | 0070828 |0.0704 =0.0012 0.081836 [0,0825 =0,0006) 0011058 | 0012 =0,0017 | 028 |0.2817=0,0048( 004 |-0.0481 =0,0066
0071413 0,082506 £0,011093 020 0,04

Na 752 nm odreden UP sadrZaj u listovima obi¢ne planike iz populacije Kolocep kretao se od
1,28+0,01% do 1,37+0,01%, dok je sadrzaj T u listovima iste populacije bio u rasponu od
0,64+0,01% do 0,73+0,01%. Udio UP u listovima populacije Mali LoSinj bio je u granicama
od 1,36+0,01% do 1,39+0,01%, dok je sadrzaj T u listovima iste populacije iznosio od
0,66+0,01% do 0,73+0,01%.
Sadrzaj UP (752 nm) u plodovima obi¢ne planike iz populacije Kolo¢ep iznosio je od
0,29+0,00% do 0,30+0,00%, dok je za populaciju Mali Losinj izmjereno 0,28+0,00% UP.
Udio T nije bilo bilo moguce odrediti primijenjenom spektrofotometrijskom metodom
(negativne vrijednosti za obje populacije, od -0,04% do -0,02%).
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Dakle, najveci sadrzaj UP zabiljezen je u listovima obi¢ne planike s otoka LoSinja (Slika 7) i
iznosio je 1,36+0,01% (720 nm), odnosno 1,39£0,01% (752 nm), dok je najmanji UP sadrzaj
zabiljeZzen u plodovima iste biljne populacije (Slika 8), a iznosio je 0,27+0,01% (720 nm),
odnosno 0,28+0,01% (752 nm).
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Slika 7. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije ukupnih polifenola u ekstraktu listova obi¢ne

planike, populacija Mali Losin;.
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Slika 8. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije ukupnih polifenola u ekstraktu plodova obi¢ne

planike, populacija Mali LoSinj.
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Najveéi udio T u ekstraktima listova izmjeren je u uzorku s LoSinja (Slika 9) i iznosio je

0,73%£0,01% (720 nm i 752 nm), dok je najmanje trjeslovina koje se vezu na kazein odredeno u

uzorku loSinjskih plodova (-0,05+0,01%, Slika 10). Dobivene negativne vrijednosti ukazuju na

iznimno malu koli¢inu ispitanih trjeslovina ili pak njihovu potpunu odsutnost.
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Slika 9. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije polifenola bez trjeslovina koje se taloZe kazeinom u

ekstraktu listova obi¢ne planike, populacija Mali LoSinj.
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Slika 10. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije polifenola bez trjeslovina koje se taloZe kazeinom

u ekstraktu plodova obiéne planike, populacija Mali Lo3inj.
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5. ZAKLJUCCI

U okviru ovoga diplomskog rada provedena je djelomicna fitokemijska karakterizacija
vrste Arbutus unedo L. (obi¢na planika, maginja), koja je ukljucivala kvalitativnu i
kvantitativnu analizu ukupnih polifenola i trjeslovina iz listova i plodova maginje s podrucja
Kvarnera (otok LoSinj, populacija Mali Losinj) i juzne Dalmacije (otok Kolocep), sabranih

2013. godine.

» Kuvalitativna analiza trjeslovina temeljena je na reakcijama stvaranja obojenih produkata
i/ili taloga i dokazana je njihova prisutnost u svim ispitanim biljnim ekstraktima. Dodatno,
kondenzirane trjeslovine dokazane su reakcijom s formaldehidom 1 10%-tnom
klorovodi¢nom kiselinom, dok je prisutnost trjeslovina koje hidroliziraju potvrdena
reakcijom s natrijevim acetatom i Zeljezovim(l11) amonijevim sulfatom.

0 Intenzitet zamucéenja/obojenja nije se znatno razlikovao izmedu ispitanih populacija
obi¢ne planike, no bio je nesto izrazeniji u uzorcima listova skupljenih na otoku
Losinju, u odnosu na one s Kolo¢epa. Takoder, uzorci plodova s oba lokaliteta dali
su slabije intenzitete reakcija dokazivanja trjeslovina, odnosno, znatno slabije

zamucenje/obojenje u usporedbi s uzorcima listova.

» Provedenom kvantitativnom analizom odreden je sadrzaj ukupnih polifenola (UP) i
trjeslovina (T) u ekstraktima listova 1 plodova obi¢ne planike, primjenom
spektrofotometrijske metode s Folin-Ciocalteuovim fenolnim reagensom, uz prethodno

taloZenje trjeslovina kazeinom.

0 Opcenito je uocen nesto veéi sadrzaj UP i T u uzorcima listova obi¢ne planike s
otoka LoSinja (UP: 1,34+0,01% do 1,36+0,01%, A720nm, 0dnosno od 1,36+0,01% do
1,39+0,01%, Avzsonm; T: 0,65+0,01% do 0,73+0,01%, Avzzonm, 0dnosno od
0,66+0,01% do 0,73£0,01%, A7s2nm), u odnosu na one s Kolo¢epa (UP: 1,26+0,00%
do 1,34+0,01%, Aszonm, 0dnosno od 1,28+0,01% do 1,37+0,01%, Asonm T:
0,63+0,01% do 0,72+0,01%, Az20nm, 0dnosno od 0,64+0,01% do 0,73+0,01%,
Azs2nm).

0 Nesto veci sadrzaj UP zabiljezen je u uzorcima plodova obiéne planike s otoka
Kolo¢epa (UP: 0,29+0,00%, Azzonm, 0dnosno od 0,29+0,00% do 0,30+0,00%,
A7s20m), U 0dnosu na one s LoSinja (UP: 0,27£0,01%, A720nm, 0dnosno 0,28+0,00%,
Azs2nm).
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0 Koli¢inu T u plodovima obiju ispitanih populacija obi¢ne planike nije bilo moguce
odrediti primijenjenom spektrofotometrijskom metodom (negativne vrijednosti
sadrzaja) zbog vrlo niskog udjela ili potpune odsutnosti trjeslovina koje se taloze s

kazeinom u analiziranim biljnim uzorcima.

Fitokemijska karakterizacija provedena u okviru ovoga diplomskog rada doprinosi
znanstvenom istraZzivanju bioloski aktivnih tvari roda Arbutus L. te je potvrda fitoterapijskog

potencijala vrste A. unedo s obzirom na analizirani sadrzaj bioaktivnih polifenolnih tvari.
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7. SAZETAK / SUMMARY

Sazetak

U okviru ovoga diplomskog rada provedena je kvalitativna i kvantitativna analiza ukupnih
polifenola i trjeslovina iz listova i plodova vrste Arbutus unedo L. prikupljenih 2013. godine
na podru¢ju Malog Losinja i Kolocepa. Prisutnost trjeslovina dokazana je u svim ispitanim
uzorcima kemijskim reakcijama stvaranja obojenih produkata i taloga. Kvantitativna analiza
ukupnih polifenola (UP) i trjeslovina (T) provedena je spektrofotometrijskom metodom s
Folin-Ciocalteuovim fenolnim reagensom. Najve¢i sadrzaj UP zabiljezen je u listovima
obi¢ne planike s otoka LoS$inja i iznosio je 1,36+0,01% (720 nm), odnosno 1,39+0,01% (752
nm), dok je najmanji UP sadrZzaj zabiljezen u plodovima iste biljne populacije i iznosio je
0,27£0,01% (720 nm), odnosno 0,28+0,01% (752 nm). Najvec¢i udio T u ekstraktima listova
izmjeren je u uzorku s LoSinja (0,73+0,01%), dok koncentraciju T u plodovima ispitanih
populacija obi¢ne planike nije bilo moguce odrediti primijenjenom spektrofotometrijskom

metodom.
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Summary

This diploma thesis elaborates qualitative and quantitive analysis of total polyphenols and
tannins extracted from leaves and fruits of the species Arbutus unedo L. collected during 2013
in the area of Mali Losinj and Kolocep. Presence of tannins had been proven in all tested
samples using chemical reactions of precipitation and forming of colored products. The
quantitive analysis of total polyphenols (TP) and tannins (T) was performed by
spectrophotometric method with usage of Folin-Ciocalteu's phenol reagent. The highest
content of TP was found in the leaves of strawberry tree from the island of LoSinj and it
amounted 1.36+0.01% (720 nm), i.e. 1.39+0.01% (752 nm), while the lowest TP content was
found in fruits of the same herbal population and it totaled 0.27£0.01% (720 nm), i.e.
0.28+0.01% (752 nm). The highest concentration of T in the extracts of leaves was also found
in the sample from Mali LoSinj (0.73+£0.01%), while the used spectrophotometric method
wasn't succesfull in measuring T concentration in the fruits of tested populations of

strawberry tree.
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