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1. UuvOoD

Pripravci ljekovitog bilja predstavljaju najstariji oblik terapije razli¢itih bolesti.
Stolje¢ima je to bio jedini naCin ublazavanja boli i lijeCenja. Francuski lije¢nik Henri Leclerc
1913. godine uvodi naziv fitoterapija u znanstvenu medicinu umjesto naziva “biljna
medicina”. Upotrebom cijelih ljekovitih biljaka, njihovih dijelova (listova, cvjetova, korijena)
ili ekstrakata, ovom metodom lijeCenja sprjeavaju se i ublazavaju razlicite bolesti i tegobe.
Iako suvremena medicina sve viSe koristi konvencionalne lijekove, u danaSnje vrijeme
fitoterapija ponovo dozivljava svoj povratak.

Smatra se da su biljne tvari i biljni pripravci zbog svog prirodnog podrijetla sigurni i
manje Stetni od kemijski sintetiziranih molekula, no porastom njihove potro$nje, povecava se
i rizik od mogucih interakcija s konvencionalnim lijekovima, ostalim terapeuticima ili s
dodacima prehrani, a posljedicno se povecéava rizik od Stetnih djelovanja. Uslijed pogresne
identifikacije biljne droge, neispravnog postupka izrade biljnih pripravaka ili interakcija s
razli¢itim endogenim ili egzogenim tvarima, moze se javiti potencijalna toksi¢nost. Kako se
to ne bi dogadalo, potrebno je standardizirati takve pripravke (fitoterapeutici), kako bi bilo
zajamCeno da se u 1 mL ili 1 g proizvoda nalazi to¢no odredena kolic¢ina aktivne komponente.
Dakle, pod pojmom fitoterapeutika ili fitofarmaceutika smatraju se standardizirani biljni
pripravci sa strogo definiranim sadrzajem i sastavom terapijski aktivnih tvari, Cija je
ucinkovitost potvrdena farmakoloskim 1 klini€¢kim istraZivanjima, uz naznaku mogucih
nuspojava i interakcija s drugim lijekovima. Fitoterapeutici kao aktivne sastojke sadrze cijele
ljekovite biljke, njene dijelove, odredene sastavnice (npr. etericna ulja), pripravke (macerate,
tinkture, suhe ekstrakte), te isto tako mogu sadrzavati ekstrakte i pripravke gljiva i algi
ljekovitog djelovanja.

Postoji mnogo biljnih pripravaka na hrvatskom trzistu, stoga je potrebno razlikovati
dodatke prehrani i biljne lijekove. Za dodatke prehrani nadlezno je Ministarstvo zdravstva RH
te su blaze zakonski regulirani putem opc¢ih propisa koji vrijede za hranu, dok su biljni
lijekovi regulirani putem Agencije za lijekove i medicinske proizvode (HALMED)
(http://www.halmed.hr/).

Biljni lijekovi kao djelatne tvari sadrze 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 (NN, 76/13, 90/14, 100/18).
Biljni dodaci prehrani su pripravci proizvedeni iz sirovina biljnog podrijetla, a svrha im nije

lije¢enje, ve¢ dodatno obogacenje uobicCajene prehrane s ciljem ocuvanja zdravlja, upravo
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zbog poddozirane koli¢ine sastavnica u odnosu na lijekove. S druge strane, biljni su lijekovi
standardizirani 1 podlijezu zakonskoj kontroli kvalitete te mogu sluziti za lijecenje ili
sprjeavanje bolesti.

U okviru ovoga diplomskog rada provedena je kvalitativna fitokemijska analiza
bioloski aktivnih tvari listova i plodova vrste Arbutus unedo L. (Ericaceae) s podrucja otoka
Losinja i Kolo¢epa, a u svrhu pracenja varijabilnosti sadrzaja bioaktivnih tvari s dva razlicita
otocka podrucja, te fitokemijske karakterizacije i spoznavanja ljekovitog potencijala obi¢ne

planike.



1.1. Botanicki podatci

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

Porodica Ericaceae ubraja se u carstvo Plantae, odjeljak Spermatophyta (sjemenjace),
pododjeljak Magnoliophytina ili Angiospermae (kritosjemenjace), razred Magnoliatae ili
Dicotyledonae (dvosupnice), reda Ericales (Grdini¢ i Kremer, 2009).

To su drvenaste biljke, koje ve¢inom imaju oblik malenih grmova, polugrmova, rjede
drveca. Listovi su im cjeloviti, najées¢e linearni, poredani izmjeni¢no, nasuprotno ili prividno
prsljenasto, Cesto vazdazeleni, kozasti i sjajni. Cvjetovi su dvosploni, aktinomorfni, zvonasti,
vréasti, cjevasti ili koturasti, s dvostrukim ocvije¢em sastavljenim od 4 ili 5 lapova,
medusobno sraslih ve¢inom pri dnu, te 4 do 5 latica sraslih u sulati¢an vijenac. Pojedini cvijet
ima 5, 8 ili 10 prasnika koji su unutar vjencica prirasli na cvjetiSte. Plodnica tu¢ka je nadrasla
ili podrasla, s tri do pet pretinaca. Plod je boba, koStunica, bobicasta koStunica ili tobolac.
Rastu ve¢inom na pjeskovitom i kiselom tlu (Males i sur., 2007).

Porodica Ericaceaec obuhvaca vise od 4000 vrsta, no u naSoj zemlji uspijeva svega
petnaestak pripadnika te porodice. Vazniji rodovi porodice Ericaceae su: Calluna (npr. vrijes -
Calluna vulgaris), Erica (npr. proljetna crnjusa — Erica carnea), Arctostaphylos (npr.
medvjetka — Arctostaphylos uva-ursi), Arbutus (npr. obi¢na planika — Arbutus unedo),
Vaccinium (npr. obi¢na borovnica — Vaccinium myrtillus; brusnica — Vaccinium vitis ideaea;

mocvarna borovnica — Vaccinium uliginosum) (Lim, 2012).

1.1.2. Rod Arbutus L.

Rod Arbutus L. obuhvaca 12 vazdazelenih vrsta koje rastu u obliku grmova ili drveca.
Rasprostranjene su uglavnom na jugu Europe i zapadnom dijelu Sjeverne Amerike. Za njih su
karakteristi¢ni bijeli ili ruziCasti, zvonasti cvjetovi udruzeni u grozdaste cvatove Koji zbog
mednog mirisa privlace kukce. Plodovi su narancaste do crvene boje, vrlo specifi¢ne neravne
povrsine, dok su listovi tamni, sjajni 1 kozasti. Kako drvo raste, kora se guli 1 otkriva se crvena

unutrasnjost (Miguel i sur., 2014).



1.1.3. Vrsta Arbutus unedo L. — obi¢na planika, maginja

Obicna planika (Arbutus unedo L.) je mediteranski, vazdazeleni grm ili nisko drvo iz
porodice vrijesova koja uobicajeno doseze 1,5-3 m visine, ali moze narasti 1 do 12 metara. U
Hrvatskoj je nalazimo duz obale Jadranskog mora i na otocima Mljetu, PeljeScu, Malom
Losinju, Kor&uli, Dugom otoku, Elafitskim otocima (Males i sur., 2006; Sili¢, 2005). Osim na
hrvatskoj obali i otocima, planika je rasprostranjena na podru¢ju Male Azije, zapadne Europe,
Sredozemlja (Spanjolska, Portugal, juzna Francuska, Italija, Bosna i Hercegovina, Crna Gora,
Albanija, Makedonija, Gréka, Turska). Kultivirana je i na jugu Svicarske, Irske, juznom dijelu
Tirola te se pojavljuje i na podrucju Kavkaza i Krima (Miguel i sur., 2014).

Najbolje uspijeva na vapnenackim kamenjarima i pukotinama stijena, kao sastavni dio
Suma hrasta crnike 1 makije. Vrlo je prilagodljiva, podnosi visoke temperature i suSna
razdoblja, ali isto tako se moZe razvijati 1 u hladnijim, vlaznim klimatima na podrucju
zapadne Irske. lako nema posebnih zahtjevna prema sastavu tla, najbolje raste na kiselom tlu
Sto je i karakteristicno za porodicu vrijesova (Lim, 2012).

Listovi su koZasti i1 sjajni, jajoliko lancetasti, na oba kraja zaSiljeni, s kratkom
crvenkastom peteljkom i o$tro nazubljenim rubom. Zelenkastobijeli cvjetovi mednog mirisa
razvijaju se u bogatim i lijepim grozdastim cvatovima od listopada do prosinca.
Narancastocrveni okrugli 1 braSnasti plodovi (maginje) viSesjemene su okrugle bobe, na
povrSini neravne 1 posute gusto smjeStenim bradavicama. Dozrijevaju vrlo sporo, u kasnu
jesen i zimu, tako da ih se Cesto nalazi na jednoj grani zajedno s novim cvjetovima (Lim,
2012; Grli¢, 2005; Sili¢, 2005). Dakle, obiéna planika je biljka koja istovremeno ima i cvijet i
plod na stablu, no za sazrijevanje i formiranje ploda potrebna je skoro godina dana. Plodovi su
jestivi 1 imaju slatkast okus, no konzumiranje vece koli¢ine zrelih plodova izaziva probavne
smetnje te stanje slicno pijanstvu ili omaglici. Jo§ je starim Rimljanima bilo poznato
djelovanje tih plodova pa je znanstveno ime vrste, unedo, izvedeno prema Pliniju od "unum
tantum edo” S$to znaci "jedem samo jedan". Kasnije se smisao ove izreke objasnjavao na dva
nacina, jedan govori da je teSsko pojesti vise od jednog, te drugi da je on toliko ukusan da je
dovoljno pojesti samo jedan (Males i sur., 2008). Crvenkasta kora obi¢ne planike s viemenom
postaje zelenkasta ili siva te se ljuSti u uzduznim uskim ljuskama, a razgranati korijenski

sustav izvrsno se prilagodava vapnenackim kamenjarima i pukotinama stijena (Sili¢, 2005).



Slika 1. Arbutus unedo L. (foto: S. Maslo, Flora Croatica baza podataka).

Upotreba i farmakolosko djelovanje

U nekim dijelovima Dalmacije, maginje se preraduju u rakiju, vino ili marmeladu, a
cak su sluzile i za dobivanje brasna. Povoljni ucinci na zdravlje odavno su prepoznati te se
razni dijelovi obi¢ne planike koriste kao pomo¢ kod razli¢itih tegoba. Vazodilatacijskim
djelovanjem povecava se krvni protok, a smanjenjem nakupljanja trombocita pokazuje
pozitivne ucinke pri regulaciji krvnog tlaka pa se tako cvjetovi i listovi koriste kao pomo¢ u
kardiovaskularnim bolestima, poput hipertenzije, tromboze i arterioskleroze (Vidrih i sur.,
2013).

Maginje se takoder primjenjuju u puckoj medicini kao antiseptici, diuretici, laksansi,
adstrigensi te zbog visokog udjela trjeslovina posjeduju antitrombocitno-antiagregacijski
uc¢inak (Miguel 1 sur., 2014). Zbog velike koli¢ine razli¢itih bioaktivnih spojeva, poput
flavonoida, vitamina C i E, triterpena, eteri¢nog ulja, Secera, trjeslovina, obi¢na planika ima
niz pozitivnih ucinaka na ljudsko zdravlje. Prisutnost fenolnih spojeva odgovorna je za
antioksidacijski, protuupalni, vazodilatacijski i antitromboticki u¢inak (Moualek i sur., 2016;
Orak i sur., 2011; El Haouari i sur., 2007). Dokazano je da obi¢na planika inhibira rast i
razvoj tumorskih stanica, pomaze u stani¢noj obrani te tako pokazuje antiproliferativni i
antimutageni ucinak, odnosno antikancerogeno djelovanje. Ekstrakt lista obi¢ne planike,
poboljsanjem ucinka inzulina, boljim iskoriStenjem glukoze u stanicama, smanjuje razinu

glukoze u krvi te posjeduje antidijabeticki u¢inak (Bnouham i sur., 2010).



Otkriven je 1 izrazit antioksidacijski ucinak listova obicne planike, §to omogucuje
zaStitu stanice od oksidativnog stresa uzrokovanog slobodnim kisikovim radikalima (Orak i
sur., 2011). Kod plodova maginje takoder se spominje antioksidacijski u¢inak visokog udjela
vitamina C, ¢ak 200 mg/100 g, $to samo nekoliko vrsta vocéa i povréa ima u vecoj koli¢ini
(Vidrih i sur., 2013).

Pripravci korijena i kore u narodnoj se medicini koriste kao adstrigensi kod
gastrointestinalnih poremecaja (pomo¢ kod proljeva i za uklanjanje zeluCanih tegoba),
uroantiseptici kod uroloskih tegoba (infekcija mokraénih putova, poput uretritisa i cistitisa) te
za tretman dermatoloskih problema (Male§ i sur., 2007). Istrazivanja inhibicije rasta vrsta
Escherichia coli i Staphylococcus aureus ukazuju i na antimikrobni uéinak ekstrakta korijena
obi¢ne planike (Miguel i sur., 2014). Za blago dijaforeticko djelovanje odgovorni su cvjetovi

pa se mogu primjenjivati za snizavanje visoke tjelesne temperature (Males i sur., 2007).

Tablica 1. Primjena razli¢itih dijelova obi¢ne planike (Arbutus unedo L.) u narodnoj medicini

(preuzeto od Oliveira i sur., 2011a).

LIST Gastrointestinalni poremecaji, uroloski problemi, Cornara i sur., 2009
dermatoloski problemi, kardiovaskularni poremecaji, Leonti i sur., 2009
bolesti bubrega, hipertenzija, bolesti srca, dijabetes, El-Hilaly i sur.,
antihemoroidna primjena, 2003
diureti¢ko, protuupalno i antidijaroicko djelovanje Kivgak i sur., 2001b

Ziyyat i sur., 1997

PLOD Gastrointestinalni poremecaji, uroloski i dermatoloski Cornara i sur., 2009

problemi, bolesti bubrega, kardiovaskularna primjena Leonti i sur., 2009
El-Hilaly i sur.,
2003

KORA Gastrointestinalni poremecaji, uroloski i dermatoloski Ziyyat i sur., 1997
problemi, kardiovaskularna primjena

KORIJEN Gastrointestinalni poremecaji, uroloski i dermatoloski AfKir i sur., 2008

problemi, kardiovaskularna primjena, dijabetes,

diureti¢ko, protuupalno i antidijaroicko djelovanje

Marioto i sur., 2008
Novais i sur., 2004
Kivgak i sur., 2001b



1.2. Pregled istrazivanja vrste Arbutus unedo L.

Kako je od davnina u narodnoj medicini prepoznat zdravstveni potencijal obi¢ne
planike, provedena su mnoga znanstvena istrazivanja na razli¢itim biljnim dijelovima (list,
korijen, plod), te se time znatno pridonijelo objasnjavanju utjecaja kemijskog sastava na
biolosku aktivnost pojedinih biljnih dijelova.

Antioksidacijski u¢inak najc¢eS$ce se istrazivao u plodu te se otkrilo da zreli plodovi
posjeduju veci antioksidativni u¢inak od nezrelih. SuSenjem plodova vru¢im zrakom gubi se
antioksidacijski uc¢inak, $to se pripisuje gubitku fenolnih sastavnica i vitamina. Takoder je
dokazana znaCajna antioksidacijska aktivnost na etanolnim i acetonskim ekstaktima lista
obi¢ne planike koja ukazuje na visoke udjele i utjecaje fenolnih i flavonoidnih komponenata
(Lim, 2012).

Antihipertenzivno djelovanje izu¢avano je na vodenim ekstraktima korijena obi¢ne
planike. Kod kroni¢ne oralne primjene spontano hipertenzivnih miseva polako se odgadala
pojava hipertenzije, no to nije promijenilo krajnji rezultat vrijednosti krvnog tlaka i otkucaja
srca mi$eva. Nadalje, primjenom vodenog ekstrakta lista ili korijena obi¢ne planike s N(G)-
nitro-1-arginin-metilnim esterom (L-NAME), smanjila se pojava poviSenog sistolickog tlaka,
ublazila se vaskularna reaktivnost i barorefleksna osjetljivost te se normalizirala renalna
funkcija kod Stakora (Afkir i sur., 2008). Vazorelaksacija na aortni prsten $takora prisutna je
zbog tanina i katehin galata u ekstraktu listova obi¢ne planike. Tim istrazivanjem dokazana je
opravdanost primjene obicne planike u prevenciji upalnih i kardiovaskularnih bolesti (Lim, 2012).

Antiagregacijsko djelovanje pripisuje se ekstraktu lista obicne planike zbog visokog
udjela flavonoida. Na trombocitima Stakora, induciranim ADP-om i trombinom na agregaciju
i inkubiranim u in vitro uvjetima, dokazano je smanjenje pretjerane aktivacije zgrusavanja.
Ekstrakt je smanjio stopu zgruSavanja i nije imao toksi¢an ucinak na Zzivotinje. lako je
flavonoidni u¢inak na agregaciju znacajan, trjeslovine imaju ve¢i utjecaj na antiagregacijsko
djelovanje u listovima obi¢ne planike (ElI Haouari i Mekhfi, 2007). Drugo istrazivanje takoder
ukazuje na smanjenje agregacije ljudskih krvnih plocica koje su inducirane heparinom.
Nadalje, ne dolazi do produkcije reaktivnih kisikovih radikala, kao ni do mobilizacije Ca?*
iona, niti fosforilacije tirozina, §to su sve znacajni faktori u procesu agregacije trombocita.
Usporeduju¢i istrazivanja na ljudskim krvnim ploCicama i Stakorima, vidljiv je veci
antiagregacijski utjecaj obicne planike na ljudske trombocite i time otkriven potencijal u

prevenciji kardiovaskularnih bolesti (Miguel i sur., 2014).



Spazmoliti¢ki uéinak, kao posljedica inhibicije Ca?* kanala, te visok udio fenolnih
tvari, trjeslovina, arbutina i flavonoida, zasluzni su za primjenu ekstrakta lista obi¢ne planike kod
gastrointestinalnih poremecaja, smanjujuci bazalni tonus ileuma Stakora (Pavlovi¢ i sur., 2011).

Antimikrobna svojstva dokazana su na gram pozitivnim bakterijama, buduc¢i da one u
vanjskoj membrani sadrze peptidoglikan koji nije ucinkovita propusna zapreka. Tako je u
vodenom 1 metanolnom ekstraktu lista obi¢ne planike uocena inhibicija rasta gram pozitivne
bakterije Staphylococcus aureus, koja je najéesc¢i uzrok trovanja hranom (Miguel i sur., 2014).
Takoder je provedeno istrazivanje na gram pozitivnoj bakteriji Enterococcus faecalis, na kojoj
listovi obi¢ne planike u razli¢itim otapalima pokazuju inhibicijski ucinak rasta (Lim, 2012). No,
izostaje ucinak vodenog ekstrakta lista obi¢ne planike protiv gram negativnih bakterija
Escherichie coli i Salmonelle enteritidis (Kivgak i sur., 2001,). Na gram negativne bakterije
Pseudomonas aeruginosa i Klebsiella pneumoniae takoder nije dokazan antimikrobni u¢inak
razli¢itih ekstrakata listova obi¢ne planike (Pavlovi¢ i sur., 2011). Etil galat, pronaden u svim
dijelovima spomenute biljne vrste, zasluZzan je za antibioticku aktivnost na bakterije roda
Mycobacterium (Males i sur., 2007).

Antihiperglikemijska aktivnost korijena obi¢ne planike istraZivana na misSevima
pokazuje svoj ucinak kroz inhibiciju apsorpcije glukoze u tankom crijevu u in vitro uvjetima,
boljim iskoristenjem glukoze u stanicama. Poboljsala se oralna tolerancija glukoze te je doSlo
i do smanjenja tjelesne tezine Stakora nakon kroni¢ne oralne primjene u in vivo uvjetima
(Mrabti i sur., 2019). Drugo istrazivanje usredotoCeno je na izolaciju bioaktivne tvari
odgovorne za antihiperglikemijsko djelovanje korijena obi¢ne planike Siroko poznato u
narodnoj medicini. Cilj istrazivanja bio je utvrditi kemijsku strukturu koriste¢i razlicite
analiticke metode 1 procijeniti inhibitornu aktivnost a-glukozidaze. Iscrpna ekstrakcija
korijena vrste A. unedo provedena je pomocu visokotlacne ekstrakcije, odnosno pomocu
Zippertex® tehnologije, potom analizirana primjenom HPLC, 'H NMR i BC NMR
metoda. Antidijabeti¢ki ucinak izoliranog spoja dokazan je pomocu inhibitornog testa na a-
glukozidazu i otkriveno je da pokazuje vecu inhibitornu aktivnost a-glukozidaze nego
akarboza. Dokazano je da je katehin odgovorna bioaktivha komponenta za antidijabeticki
ucinak (Mrabti i sur., 2018).

Protuupalni ucinak ekstrakta lista obi¢ne planike utvrden je potisnutim djelovanjem na
jedan od inicijalnih faktora upalnog procesa, transkripcijskog faktora STAT (engl. Signal
Transducers and Activators of Transcription), na kancerozne stanice u tkivu dojke MDA-MB-231
linije i na ljudske fibroblaste. lako je regulacija spomenutog transkripcijskog faktora regulirana

kako bi se kontrolirao proces upale, moze do¢i do pojacane aktivnosti, odnosno do upale i



egzacerbacije. Utvrdena je inhibitorna aktivnost u kanceroznim stanicama tkiva dojke MDA-MB-
231 linije i u ljudskim fibroblastima na interferone-gama koji su odgovorni za aktivaciju STATL.
Takoder se utvrdilo da je za inhibitorni uc¢inak odgovorno pojaCavanje fosforilacije tirozina na
SHP2 tirozin fosfatazi, klju¢an nuklearni faktor u ekspresiji gena ukljucenih u upalne procese u
stanici. [strazivanje je pokazalo da se obi¢na planika moze koristiti kao pomo¢ u upalnom procesu

neke bolesti u kojem STAT1 ima klju¢nu ulogu (Mariotto i sur., 2008).

1.3. Ispitivane bioloski aktivne tvari vrste Arbutus unedo L.

1.3.1. Polifenoli

Strukturne znacajke polifenola

Polifenoli su jedna od najzastupljenijih i najbrojnijih skupina biljnih tvari u koju
ubrajamo vise od 8000 spojeva razli¢ite kemijske strukture. Sekundarni su biljni metaboliti jer
nisu kao primarni izravno ukljuceni u razvoj biljnog organizma, no njihova ekoloska 1 zaStitna
uloga je znacajna. Glavna strukturna karakteristika polifenola je prisutnost jednog ili vise
hidroksiliranih aromatskih prstenova (Bravo,1998).

U polifenole se ubrajaju fenolne kiseline, flavonoidi i stilben. Kod fenolnih kiselina
razlikujemo derivate benzojeve i hidroksicimetne kiseline. Flavonoidi bez vezanih Secera,
aglikoni flavonoida, imaju strukturu tipa Ce-C3-Cs. Atomi ugljika rasporedeni su tako da su
dvije benzenske jezgre povezane propanskim lancem koji moze ili ne mora formirati tre¢i
prsten. Stilbeni su polifenoli koji nemaju osnovnu strukturu flavonoida, a sadrze 1,2-
difenileten kao funkcionalnu skupinu (Rastija i Medi¢-Sari¢, 2009).

Dva su glavna biosintetska puta nastanka polifenola: put Sikiminske kiseline i acetatni
put (acilpolimalonatni put). Glavna tvar u nastanku aromatskih prirodnih spojeva je
sikiminska kiselina koja je univerzalni prekursor u biosintezi aromatskih aminokiselina u
mikroorganizmima (bakterijama, gljivicama) te visim biljkama, ali ne i u zivotinjskim
organizmima (Vladimir-Knezevi¢, 2008; Bravo, 1998).

U prirodi se polifenoli uglavnom nalaze u konjugiranom obliku, tj. u obliku glikozida,
s jednom ili viSe Secernih jedinica koje su vezane na hidroksilne skupine, iako postoje i oblici
u kojima su Secerne jedinice vezane izravno na aromatski ugljikov atom. Najzastupljenija
Secerna jedinica je glukoza, no vezani Seceri mogu biti u obliku monosaharida, disaharida pa

dak i oligosaharida. Seéerna komponenta moZe sadrzavati i mnoge druge Seéere, poput



galaktoze, ramnoze, ksiloze i arabinoze, kao i glukoronsku te galakturonsku Kkiselinu.
Polifenoli se mogu konjugirati IS drugim tvarima, kao Sto su razlicite karboksilne i organske
Podjela polifenola (Slika 2) temelji se na broju fenolnih prstenova kO]e sadrZe i1 na

strukturnim elementima koji te prstenove povezuju (Berend i Grabari¢, 2008).

POLIFEMNOLI

—— QOSTAL

| FLAVOMNOIDI npr. stilbeni
BENZENKARBOKSILNE Colr G
KISELINE

FLAVONGLI FLAWAMNOLI OSTAL

”‘D”Dm?.”i iz flavoni
luka, rajtice . antocijanini
flavanoni

MONOMERI OLIGOMERI
katehini iz ¢aja proantocijanidini
PROCIJANIDIM| FPRODELFINIDIN

kakao, jabuke, .

Slika 2. Osnovna podjela polifenola (Berend i Grabari¢, 2008).
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FEMOLME KISELINE
FHENOLIC ACIDS

Hidrokzsibenzojeve kiseline
Hydroxybenzoic acids

Hidroksicimetne kiselineg
Hydroxycinnamic acids

FLAVONOIDI
FLAVONOIDS

osnovna struktura flavonoida
basic flavonaid structura

OH O
nannganin (flavanan)

nanngenin (flavanona)

STILBENI
STILEEMES

Slika 3. Kemijske strukture polifenola (Rastija i Medié-Sari¢, 2009).
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Rasprostranjenost polifenola

Kao glavni antioksidansi u naSoj prehrani, javljaju se kao Cesti sastojci hrane biljnog
podrijetla. Prehranom se dnevno unese 1 g polifenola, a to je mnogo vise od unosa ostalih
poznatih antioksidansa. Navedena koli¢ina Cak je deset puta veca od prosjeénog unosa
vitamina C te je sto puta veca od prosje¢nog unosa vitamina E i karotenoida. Glavni su izvori
polifenola u prehrani voce i pi¢a dobivena od biljaka, poput voénih sokova, ¢aja, kave i crnog
vina. Primjerice, ¢asa crnog vina, Salica ¢aja ili kave sadrze u prosjeku oko 100 mg polifenola,
dok grozde, jabuke, kruske, tresnje i razno bobicasto voce sadrze 200-300 mg polifenola na
100 g svjezeg voca (Pandey i Rizvi, 2009; Scalbert i sur., 2005).

Kvercetin i njemu sliéni polifenoli prisutni su u svim biljnim produktima, dok su neki
ograniCeni na specifiéne namirnice, npr. izoflavoni u soji, flavanoni u citrusnom vocu,
floridzin u jabukama. Kako namirnice ve¢inom sadrze kompleksnu smjesu polifenola, za
mnoge je tocan sastav polifenola slabo poznat. Okolisni ¢imbenici mogu bitno utjecati na
sastav polifenola, najces¢e pedoklimatski (koli¢ina padalina, tip tla, izloZenost suncevoj
svjetlosti) ili agronomski (ukupni urod po jednoj biljci, uzgoj u stakleniku ili na otvorenom).
Tijekom skladistenja, ako se radi o polifenolima koji su podlozni oksidaciji, moze se utjecati
na sadrzaj polifenola. Reakcije oksidacije dovode do nastanka jedne ili viSe polimernih
molekula, a to dovodi do promjena u kakvoéi namirnice i organoleptickim svojstvima koje
mogu biti nepozeljne (smeda boja narezanog voca) ili pozeljne (crni €aj). Takoder, pripremom
hrane se utjeCe na koli¢inu polifenola prisutnih u namirnicama. Primjerice, budu¢i da su
polifenoli najces¢e U znacajno veéim koncentracijama prisutni u vanjskim dijelovima voca i
povréa nego u unutra$njim, guljenje voca i povrca uklonit ¢e znacajnu koli¢inu polifenola.

Termickom pripremom hrane dolazi do znatnog gubitka polifenola (Manach i sur., 2004).

Bioloski ucinici polifenola

Od pozitivnih djelovanja polifenola na zdravlje, u znanstvenim istrazivanjima se isticu:
diureticko, spazmoliticko, kardiotoni¢no, antiinflamatorno, antiulkusno, antihepatotoksicno,
antimikrobno, antifungalno, antihipertenzivno, antiaritmi¢no, antikoagulirajuce, antialergijsko,
analgeti¢no, antimalarijsko, hipoglikemijsko i antioksidativno djelovanje (Petrik, 2008). U prvoj
polovici 90-ih godina proslog stoljeca, najvise antioksidacijskih ispitivanja provodilo se na
vitaminima, kerotenoidima i mineralima. Godine 1995. zapoCela su istrazivanja na

flavonoidima i ostalim polifenolima, u svrhu ispitivanja njihovih antioksidacijskih svojstava i
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uloge u prevenciji razli¢itih bolesti. Glavni ¢imbenik koji je odgadao provedbu istrazivanja
bila je znacajna razlicitost i slozenost kemijskih struktura (Scalbert i sur., 2005).

Postoje recentni dokazi koji jasno pokazuju koliki je doprinos polifenola u prevenciji
kardiovaskularnih bolesti, raka i osteoporoze, takoder se otvaraju i potencijalne mogucnosti U
prevenciji dijabetesa i neurodegenerativnih bolesti. Primjerice, crno vino je bogat izvor
polifenolnih antioksidansa i smatra se uzrokom fenomena ,,francuski paradoks*, §to oznacava
zapanjujuce nisku pojavnost koronarnih bolesti srca u Francuskoj, unato¢ konzumaciji hrane s
puno masnoca, a Upravo je povezana s konzumacijom crnog vina koje sadrzi visoke koli¢ine
polifenolnih spojeva. Polifenolni antioksidansi prisutni u ekstradjevi¢anskom maslinovom
ulju zasluzni Su za pozitivan u¢inak mediteranske prehrane na zdravlje (Castafner i sur., 2011;
Scalbert i sur., 2005).

Iz in vitro istrazivanja ili pokusa na Zivotinjama potje¢e puno dokaza o prevenciji
bolesti primjenom polifenola te se koriste znatno vece doze od onih koje ljudi unose
prehranom. Nuzno je poznavanje metabolizma, bioraspolozivosti i rasprostranjenost razlicitih
polifenolnih spojeva te njihovog sadrzaja u hrani. Takva saznanja bitna su za razumijevanje
odnosa izmedu rizika za razvoj razli¢itih bolesti i unosa polifenola hranom. Kako
bioraspolozivost polifenolnih spojeva znacajno varira izmedu razli¢itih vrsta tih spojeva, ne
mora znaCiti da c¢e polifenoli najzastupljeniji u naSoj prehrani imati 1 najbolju
bioraspolozivost. lako je dokazano da polifenoli poboljSavaju status biomarkera oksidativnog
stresa, i dalje postoje nesuglasice vezane uz znaaj biomarkera kao prediktora bolesti i
prikladnosti primijenjene metode. Javljaju se i studije koje pokazuju prooksidativni uc¢inak
polifenola kojim posljedicno mogu inducirati apoptozu 1 inhibirati stani¢nu proliferaciju.
Takav se kontradiktoran rezultat javlja zbog cCinjenice da polifenolne tvari Cini velik broj
razlicitih spojeva s razli¢itim bioloskim djelovanjem, stoga se ucinak jednog polifenolnog
spoja ne moze generalizirati za ostale spojeve (Scalbert i sur., 2005; Sun i sur., 2002).
Polifenoli moduliraju aktivnost velikog broja enzima (ciklooksigenaza, telomeraza,
lipooksigenaza) te stani¢nih receptora buduci da se kao fitokemikalije nalaze u gotov svim
namirnicama biljnog podrijetla. Prisutna je takoder interferencija s razliitim signalnim
putevima te time utjecaj na transdukciju signala, a sve je viSe dokaza koji govore 0
pozitivnom utjecaju polifenola na regulaciju stani¢nog ciklusa i na funkciju trombocita
(D'Archivio i sur., 2007; Manach i sur., 2004).
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1.3.2. Flavonoidi i fenolne kiseline
Strukturne znacajke flavonoida

Flavonoidi su prirodni fenolni spojevi koji su naziv dobili po svojoj karakteristi¢noj zutoj
boji (lat. flavus = Zzut), iako se ovdje ubrajaju i crvenomodro obojeni antocijani. Flavonoidi
pripadaju velikoj skupini prirodnih polifenolnih spojeva koji imaju strukturu tipa Ce-C3-Cs
(dvije benzenske jezgre povezane propanskim lancem) (Slika 4). Kod veéine flavonoida tri se
ugljikova atoma povezuju s kisikom i tvore sredis$nji Sesteroclani heterociklicki prsten. Ako su
aromatski prsteni medusobno odijeljeni jednim tro¢lanim mostom, onda su to pravi
flavonoidi. Strukturne varijante s etilenskim mostom su izoflavonoidi, dok je kod

neoflavonoida most jednoclan (Vladimir-Knezevi¢, 2008).

Slika 4. Cs-C3-Cg struktura flavonoida.

Flavonoidi se medusobno razlikuju po stupnju oksidacije heterociklickog prstena,
poloZaju 1 broju hidroksilnih i metoksilnih skupina na benzenskim jezgrama, te po vezanim
Secerima.

Flavonoidnim derivatima (Slika 5) pripadaju: flavoni, flavonoli (3-hidroksiflavoni),
flavanoni  (2,3-dihidroflavoni), flavanonoli (3-hidroksi-2,3-dihidroflavoni), izoflavoni (5-
fenilbenzo-y-pironi), antocijanidini (derivati 2-fenil-3,5,7-trihidrobenzopirilijeva hidroksida),
leukoantocijanidini  (flavan-3,4-dioli),  katehini ~ (flavan-3-oli),  kalkoni  (derivati
benzalacetofenona) i auroni (derivati benzalkularan-3-ona). Najzastupljeniji flavonoidi u prirodi
su flavoni i flavonoli (Toplak Galle, 2001; Wagner, 1993).

Po svojem kemijskom sastavu flavonoidi su heterozidi (glikozidi), gradeni su od dva
dijela: glikonske (Secerne) i aglikonske (nesecerne) komponentne. Aglikonska komponenta je
derivat 2-fenil-dihidrobenzenopirana (flavana) te se flavonoidi nazivaju jos i benzopiranskim
heterozidima. Uglavnom prevladavaju 3- i 7-heterozidi iako Secerni ostatak moze biti vezan u
bilo kojem polozaju. Od monosaharida su najzastupljeniji D-glukoza, D-galaktoza, L-ramnoza,
D-ksiloza i L-arabinoza, a od disaharida rutinoza (L-ramnozido-6-D-glukoza), soforoza (D-
glukozido-2-D-glukoza) i sambubioza (D-ksilozido-2-D-glukoza) (Harborne, 1964).
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Slika 5. Osnovne strukture flavonoida.
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Bioloski ucinici flavonoida

Flavonoidi su Siroko rasprostranjeni u biljnom svijetu, od algi do kritosjemenjaca.
Sastavni su dio gotovo svih visih biljaka, a najviSe ih ima u mladim listovima, cvjetnim
pupoljcima i nezrelim plodovima (Vladimir-Knezevi¢, 2008).

Metabolizam, bioraspolozivost i bioloska aktivnost flavonoida u ljudskom organizmu
ovisi o konfiguraciji, ukupnom broju hidroksilnih skupina i razmjestaju funkcionalnih skupina
na osnovnoj flavonoidnoj strukturi. Flavonoidi posjeduju razli¢ite farmakoloske u¢inke zbog
svoje inhibicije, odnosno u manjem dijelu indukcije enzima. Inhibiraju enzime poput
ciklooksigenaze, histidin-dekarboksilaze, cCAMP-fosfodiesteraze, lipooksigenaze, fosfolipaze,
hijaluronidaze, ksantinoksidaza, aldoza-reduktaze, dok induciraju enzime arilhidrolazu i
epoksid-hidrolazu. Dokazana su razlic¢ita farmakoloska djelovanja flavonoida: antifungalno,
antiviralno, antimikrobno, protuupalno, analgeticko, antialergijsko, antimalaricko,
hipoglikemijsko, diureticko, dijaforeticko, spazmoliticko, antiulkusno, antihipertenzivno,
antiaritmi¢no, antihepatotoksicno, antikoaguliraju¢e, kardiotoni¢ko, antitumorsko 1
antioksidativno djelovanje. U biljnim organizmima flavonoidi imaju znacajnu ulogu u zastiti
stanica od oksidativnog stresa, regulaciji rasta te u obrani od mikroorganizama. Flavonoidi u
hrani (voée i povrce) odgovorni su za okus, boju, prevenciju oksidacije masti te za zastitu

enzima i vitamina (Kustrak, 2005; Jurisi¢, 2003).

Fenolne kiseline

Strukturne znacajke fenolnih kiselina

Fenolne kiseline nazivaju se jos i fenilkarboksilne kiseline, prirodni su fenolni spojevi
koji po svojem kemijskom sastavu pripadaju u fenilpropane. Dijele se u dvije skupine,
derivate cimetne kiseline, s op¢om formulom C6-C3, i derivate benzojeve kiseline, s opéom
formulom C6-C1. Mogu biti slobodne ili vezane s drugim spojevima (Vladimir-Knezevic,
2008).

Slika 6. Osnovna struktura derivata cimetne kiseline.
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Najzastupljeniji derivati hidroksicimetne kiseline su kavena, ruzmarinska, ferulicna i
sinapinska kiselina. U biljnim vrstama rjede dolaze u slobodnom obliku, ve¢inom dolaze u obliku
estera. Od vezanih fenolnih kiselina, vrlo su rasprostranjene klorogenska (ester kavene i kina
kiseline), cikorijska i ruzmarinska kiselina u kojoj su kavena i 2-hidroksi-2,3-dihidro-kavena

kiselina vezane na mlije¢nu kiselinu (Males i sur., 2008).

HQ CO,H

OH
0 COOH (@)
HO. \ HO\\\.- o =
o OH H
OH
HG OH

Qi

ruzmarinska kiselina Klorogenska kiselina
O O
N OH X OH
HO HO
OH OCH3
kavena kiselina feruli¢na kiselina

Slika 7. Najzastupljeniji derivati cimetne kiseline.

Elaginska, gentizinska, p-hidroksibenzojeva, galna, vanilinska i protokatehinska kiselina
glavni su predstavnici derivata hidroksibenzojevih kiselina. Pojavljuju se u slobodnom obliku ili
vezane u esterima i heterozidima. Takoder se mogu javiti u obliku aldehida, poput najrasirenijeg

vanilina i salicilaldehida (Males i sur., 2008; Vladimir-Knezevi¢, 2008).

Slika 8. Osnovna struktura derivata hidroksibenzojeve kiseline.
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Bioloski ucinici fenolnih kiselina

Vecina fenolnih kiselina pokazuje antioksidativnu mo¢ zbog mogucnosti tvorbe
stabilnih intermedijera sa slobodnim radikalima, odnosno hvataju slobodne kisikove i
dusikove radikale. Kavena, klorogenska, ruzmarinska i feruli¢na kiselina smanjuju aktivnost
lipooksigenaze i sprjecavaju lanCane reakcije slobodnih radikala koji nastaju u organizmu.
Mogu djelovati i citotoksi¢no na tumorske stanice, no to ovisi o broju hidroksilnih skupina.

Klorogenska kiselina ima kolereticki ucinak, dok ruzmarinska ima protuupalno
djelovanje (Males i sur., 2008).

Klorogenska kiselina djeluje i kao antidijabetik; inhibicijom a-glukozidaze, stimulira
sekreciju inzulina te smanjuje toleranciju na glukozu i time snizava postprandijalnu
koncentraciju glukoze u krvi. Takoder djeluje kao hipolipemik, inhibicijom HMG-CoA
reduktaze, te time dovodi do hepatoprotektivnog, ateroskleroprotektivnog i
kardioprotektivnog djelovanja. Nadalje, posjeduje antioksidativni, antibakterijski,
antihipertenzivni i antitumorski uc¢inak.

Ruzmarinska kiselina posjeduje brojne farmakoloske ucinke, poput antibakterijskog,
antioksidativnog i antitumorskog. Inhibicija enzima lipooksigenaze i ciklooksigenaze te
blokada aktivacije komplemenata odgovorne su za protuupalni u¢inak.

Feruli¢na kiselina primjenjuje se u kozmetici zbog zastitnog ucinka od UV-zracenja, a

koristi se i kao konzervans u prehrambenoj industriji (Meng i sur., 2013).

1.3.3. Trjeslovine

Strukturne znacajke trjeslovina

Trjeslovine su skupina fenolnih spojeva koji su znacajan produkt sekundarnog
metabolizma biljaka. Prema kemijskoj strukturi to su derivati fenola i fenilkarboksilnih

kiselina, a mogu se podijeliti u dvije glavne skupine:

1. Trjeslovine koje hidroliziraju (galotanini, elegtanini);

2. Kondenzirane trjeslovine (katehinske trjeslovine) (Wagner, 1993).
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Trjeslovine koje hidroliziraju

Ova skupina trjeslovina sastoji se od molekula fenolnih kiselina (galne ili elagne
kiseline) esterskom vezom povezanih na sredi$nju molekulu Seéera, najcesce glukoze. 1z
samog naziva vidljivo je da su to spojevi topljivi u vodi djelovanjem mineralnih kiselina ili
enzima poput tanaze. Ovisno o produktu hidrolize, odnosno o fenolnoj kiselini koja nastaje,
dalje se dijele na galotanine (sastavljeni od galne kiselina) ili elegtanine (sadrze elagnu
kiselinu) (Vladimir-Knezevi¢, 2008).

OH

o] 0.0 OH
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HO HO O 0o

OH OH
galna kiselina elagna kiselina

Slika 9. Kemijske strukture galne i elagna Kkiseline.

Kondenzirane trjeslovine

Katehinske trjeslovine nazivaju se jo§ i proantocijanidini jer daju antocijanidinske
pigmente nakon oksidativnog cijepanja u vruéem alkoholu. Kondenzirani su proizvodi
katehina koji sadrze flavan-3-ol i leukoantocijanidina s flavan-3,4-diolnom strukturom. U
slabo kiselom mediju stanicnog soka, enzimskim ili neenzimskim putem odvija se
polimerizacija leukoantocijanidina ili katehina te nastaju katehinske trjeslovine,
visokomolekularni spojevi topljivi u vodi. No, tijekom skladiStenja jedan dio katehinskih
trjeslovina kondenzacijom prelazi u netopljivi crveni produkt, flobafen (Jurisic, 2003).

Osnovni strukturni element kondenziranih trjeslovina kao polimernih spojeva je
flavan-3-ol: katehin i epikatehin, galokatehin i epigalokatehin te fisetidin. 1z njih nastaju

oligomeri i polimeri koji mogu imati i 50 monomernih jedinica (Vladimir-Knezevi¢, 2008).

OH
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OH OH  OH

katehin leukoantocijanidin

Slika 10. Struktura katehina i leukoantocijanidina.
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Bioloski ucinici trjeslovina

Trjeslovine su nereavnomjerno rasporedene u biljci, najvisSe ih ima kora stabljike,
zatim kora korijena, ksilemski dijelovi, listovi te plodovi. Najbogatije trjeslovinama su
patoloske tvorevine na listu nazvane Gallae ili SiSke koje su nastale razvojem li¢inke ose (na
azijskom hrastu) ili vrste biljnih usi (na kineskom ruju) (Vladimir-Knezevié¢, 2008).

Koli¢ina tanina varira u biljci, ovisno o razli¢itim okolisSnim i sezonskim klimatskim
¢imbenicima. Na produkciju i povecan udio tanina u biljci pogodno utjeCe susa, visoke
temperature, svjetlost i slaba kvaliteta zemlje. Faza rasta biljke utjeCe na sezonsku
varijabilnost sadrzaja te je najintenzivnija sinteza tanina u fazi cvatnje biljke, kada je smanjen
rast te su tada brojni prekursori na raspolaganju za sintezu fenolnih spojeva (Kalodera, 2010).

Nije potpuno razjaSnjeno fizioloSko znacenje trjeslovina. U prosSlosti se smatralo da
njihov gorak okus $titi biljku od Stetocina, $to se pokazalo netocnim. Pretpostavljalo se da
su pricuvne tvari, no ne nalaze se u biljnim dijelovima koje sluze kao spremnici pri¢uvnih
tvari. No, poznato je da sudjeluju u tvarnoj izmjeni stvaranjem redoks sustava i da mogu
zaStitno djelovati na neke heterozide (npr. arbutin) zbog svojstva inhibicije p-glukozidaze
(Jurisi¢, 2003).

Kako s proteinima stvaraju netopljive soli ili tesko topljive adicijske spojeve, te mogu
same po sebi biti djelatne tvari ili djelovati sinergisticki s drugima aktivnim tvarima pri ¢emu
utjecu na terapijski ucinak glavne aktivne sastavnice, trjeslovine imaju Siroku primjenu u
terapiji kao i kozarskoj industriji. Antimikrobno i antifungalno djeluju zbog precipitacije
proteina. Adstringentni ucinak zasniva se na Cinjenici da su trjeslovine sposobne tvoriti
koagulacijske membrane na sluznicama i ranama, odnosno stvarati nepropustan sloj koji
omogucuje da se ispod njega nesmetano odvija cijeljenje, te tako imaju eksternu primjenu u
terapiji upale usne Supljine 1 Zdrijela (angina, gingivitis, stomatitis), manjih opeklina i
ozeblina te hemoroida. Interno se kao adstringensi primjenjuju kod crijevnog i1 Zelu€anog
katara, hiperaciditetnog gastritisa te kod proljeva kao antidijaroici (Kalodera, 2010).
Trjeslovine se koriste i kao antidoti, npr. kod trovanja crnom kavom, zbog sposobnost da s

alkalodima 1 solima teskih metala stvaraju talog (Jurisi¢, 2003).
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1.3.4. Steroli

Strukturne znacajke sterola

Poznati i kao steroidni alkoholi, pripadaju u steroidnu grupu organskih molekula koji
nastaju od ugljikovodika sterana (ciklopentanoperhidrofenantrena, Ci7H22). Nalaze se na
membranama biljaka, Zivotinja 1 mikroorganizama te redom imaju nazive fitosteroli,
zoosteroli 1 mikosteroli. Najbitniji sterol animalnog podrijetla je kolesterol koji odrzava
funkciju i strukturu staniéne membrane te je bitan prekursor za steroidne hormone i vitamine
topljive u mastima. Tri glavna predstavnika fitosterola su kampesterol te strukturno vrlo sli¢ni
stigmasterol i B-sitosterol. Fitosteroli se mogu izolirati iz ulja razli¢itih sjemenaka (pamucnih,
kukuruznih, pSeni¢nih, razovih i dr.) (Gordon, 2003). Struktura je formirana od grupe
triterpena s tetraciklickom ciklopentanoperhidrofenantrenskom strukturom s postrani¢nim
lancem na C-17. Cetiri prstena A, B, C i D imaju trans konfiguraciju i dvije metilne skupine
na C-18 i C-19 te karakteristicnu hidroksilnu skupinu na C-3. Nezasi¢ena dvostruka veza

nalazi se izmedu C-5 i C-6 atoma na prstenu B.
X M

HO HO

stigmasterol B-sitosterol

Slika 11. Sitosteroli.

Bioloski ucinici sterola

Kod benigne hiperplazije prostate koja ometa mokrenje, povecava ucestalost i nagon
ili izaziva probleme s praznjenjem mjehura, koriste se konvencionalni lijekovi ili se poduzima
kirurski zahvat. No, sve je ¢esc¢a primjena biljnih pripravaka u tu svrhu, iako nije u potpunosti
poznato u kojoj su mjeri zapravo ucinkoviti. Dokazano je da primjena p-sitosterola uzrokuje
poboljsanje mokra¢nih simptoma i protoka urina kod muskaraca s blagom do umjerenom

benignom hiperplazijom prostate (Wilt, 1999).
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Jo$ nije u potpunosti upoznata uloga sterola u biljkama, no i dalje se provode
istrazivanja kako bi se dokazali potencijalni bioloski ucinci. S druge strane, poznata je uloga
animalnih sterola u metabolizmu provitamina D, hormona, koenzima i1 Zu¢nih kiselina.

Sitosteroli imaju hipokolesterolemicki u¢inak, smanjujuci razinu kolesterola koja ulazi
u tijelo i moze se koristiti u lijeCenju ateroskleroze. Natjecu se s kolesterolom za apsorpcijska
mjesta u probavnom traktu, ¢ime se smanjuje razina B-lipoproteina u Kkrvi, $to sprjecava
nakupljanje ateroskleroti¢nog plaka u krvnim zilama (Jurisi¢, 1998). U hrani se dodaje kod
priprave margarina kako bi snizio razine kolesterola i pomogao u prevenciji sr¢anih oboljenja.
FDA (Food and Drug Administration, SAD) dopusta da proizvoda¢ ozna¢i da upotrebom
sitosterola njegov proizvod sluzi u prevenciji koronarnih bolesti srca. lako je dokazano da
snizavaju razine kolesterola u krvi, nije poznat dugoro¢ni ucinak takvih proizvoda u

prevenciji koronarnih bolesti srca (Law, 2000).

1.3.5. Triterpeni
Strukturne znacajke triterpena

Triterpeni pripadaju velikoj skupini prirodnih spojeva koje nazivamo terpenima. Naziv
su dobili zbog izolacije iz terpentina, hlapljive tekuéine iz borova drveta. Sve prirodne
spojeve sa strukturom izoprena (2-metil-butadiena, CsHs) ili njegovih polimera ubrajamo u
terpene Cija je struktura alifatska ili ciklicka. Prema broju izoprenskih jedinica, mogu se
svrstati u sedam skupina: semiterpeni (Cs), monoterpeni (Cio), seskviterpeni (Cis), diterpeni
(C20), triterpeni (Cao), tetraterpeni (Cao) i politerpeni (Cn). Semiterpen je izopentenil
pirofosfat, iz kojega biosintezom nastaju terpenske tvari. Triterpeni pentaciklicke strukture su
najvazniji, medu koje spadaju 1 triterpenske kiseline, primjerice oleanolna i ursolna kiselina

(Slika 12) (Jurisi¢, 2003).

Bioloski ucinici triterpena

Triterpeni iz biljnih izvora mogu takoder izazvati toksi¢ne reakcije kod ljudi i ostalih
sisavaca, no koriste se zbog svog anthelminti¢kog, antiviralnog, antineoplastickog i
antiprotozoalnog djelovanja. Ursolna kiselina se rijetko javlja bez svog izomera, oleanolne
kiselina, s kojom dijeli sli¢nu farmakolosku aktivnost. Nazivi koji se koriste jo§ za ursolnu
kiselinu su urson, prunol, mikromerol ili malol. Utvrdena je medicinska djelotvornost

njihove interne i topi¢ke primjene: antitumorska (posebice na kozi), hepatoprotektivna,
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protuupalna (oralna i topicka), antiulkusna, antimikrobna, antihiperlipemicka 1 antiviralna.
Ursolna 1 oleanolna kiselina takoder poticu rast kose i djeluju kao agensi protiv starenja

koze (Jurisi¢, 2003).

ursolna kiselina oleanolna kiselina

Slika 12. Strukture ursolne i oleanolne kiseline.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Cilj je ovoga diplomskog rada kvalitativna fitokemijska karakterizacija lista i ploda
biljne vrste Arbutus unedo L. (obi¢na planika, maginja) prikupljenih 2014. i 2015. godine na
podruc¢ju Malog Losinja te na otoku Kolocepu.

Na temelju dobivenih rezultata, moze se usporediti varijabilnost sastava odredenih
bioaktivnih komponenata izmedu dva ispitana biljna dijela te S obzirom na mjesto
prikupljanja i vegetacijski period.

Kvalitativna analiza polifenola i trjeslovina provedena je opéim reakcijama stvaranja
boje i taloga. Dodatno je ispitana razlika medu biljnim uzorcima s obzirom na prisutnost
trjeslovina koje hidroliziraju i kondenziranih trjeslovina. Kvalitativha analiza flavonoida,
sterola i triterpenskih kiselina te triterpena ispitana je primjenom prikladnih metoda

tankoslojne kromatografije.

Svrha fitokemijske karakterizacije provedene u okviru ovoga diplomskog rada jest
doprinos znanstvenim istrazivanjima vrste vrste Arbutus unedo L., a dobiveni rezultati mogu
posluziti kao osnova daljnjih istrazivanja sadrzaja farmakoloSki aktivnih komponenata te

bioloSke aktivnosti 1 fitoterapijskog potencijala biljnih pripravaka obi¢ne planike.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Biljni materijal

Istrazivanju su podvrgnuti na zraku osuseni listovi vrste Arbutus unedo L. prikupljeni
2014. godine na otoku LoSinju (podrucje Malog LoSinja) i na otoku Kolocepu te plodovi
maginje prikupljeni u srpnju 2015. godine na oba spomenuta lokaliteta. Prije analize, listovi
obi¢ne planike pulverizirani su u mlinu za mljevenje biljnih droga, a plodovi liofilizirani.

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

literaturnim podatcima (Domac, 1994).

Slika 13. Ispitivani biljni materijal.

3.2. Aparatura i kemikalije

Aparati i pribor:

e TLC ploce s tankim slojem Kieselgela 60 Fas4 i Kieselgur 60 Fasa

e ultraljubicasta lampa za detekciju (Camag, Muttenz);

e kromatografske komore;

e lijevci za odjeljivanje;

e kalibrirane kapilare;

e cpruvete, ¢aSe, menzure, pipete, propipete, lijevci, kapaljke, filtar papir, stakleni
Stapi¢;

e plamenik, tronozac, keramicka mrezica, stalak, kleme;

e povratna hladila;
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e tikvice s okruglim dnom i odmjerne tikvice.

Reagensi i standardi:

e acetanhidrid (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

e aceton (Claro-Prom d.o.0., Zagreb, Hrvatska);

e anisaldehid (Fluka, Buchs, Svicarska);

e diklormetan (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska);

e etanol (Carlo Erba, Francuska);

e etil acetat (Carlo Erba, Francuska );

e formaldehid (Carlo Erba, Francuska);

e kalijev hidroksid (Kemika, Zagreb);

e klorovodic¢na kiselina, konc. (Kemika, Zagreb);

e kloroform (Carlo Erba, Francuska);

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

e mravlja kiselina (TTT, Sveta Nedjelja);

e natrijev acetat trihidrat (Alkaloid, Skopje, Makedonija);

e natrijev hidroksid (Sigma-Aldrich, Njemacka);

e NST (Sigma-Aldrich, Njemacka);

e octena kiselina, led. (Panreac, Barcelona, Spanjolska);

e olovov acetat (Kemika, Zagreb);

e polietilenglikol 4000 (Sigma-Aldrich, Njemacka);

e standardne tvari: kvercetin, rutin, kvervitrin, izokvercitrin, naringin, naringenin, ursolna
kiselina, oleanolna kiselina, ferulicna, kavena, klorogenska i1 ruzmarinska kiselina
(Roth, Karlsruhe, Njemacka), B-sitosterol (Fluka, Buchs), stigmasterol (Fluka, Buchs);

¢ sulfatna kiselina, konc. (Kemika, Zagreb);

o toluen (Alkaloid, Skopje);

e vanilin (Kemika, Zagreb);

e 7Zelatina (Sigma-Aldrich, Njemacka);

e Zeljezov(Ill) amonijev sulfat (Alkaloid, Skopje);

o zeljezov(Ill) klorid (Sigma-Aldrich, Njemacka)
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3.3. Metode i postupci istrazivanja

3.3.1. Kvalitativna analiza polifenola

Dokazivanje polifenola kemijskim reakcijama stvaranje boja i taloga

Priprava ekstrakta

Po 0,1 g oba ispitivana uzorka lista i ploda maginje pojedina¢no se ekstrahira s 3 mL

metanola 10 minuta na vodenoj kupelji (60 °C)

Opce reakcije
Reakcija promjene boje dodatkom natrijeva hidroksida u metanolni ekstrakt droge.

3.3.2. Kvalitativna analiza flavonoida i fenolnih kiselina

Tankoslojna kromatografija (TLC) flavonoida

Biljni su uzorci pripravljeni pojedinacnom ekstrakcijom 0,2 g praskaste droge s 3 mL
metanola, tijekom 10 min na vodenoj kupelji zagrijanoj na 60 °C. Usporedno ispitivanje
prisutnosti flavonoida provodi se na tankom sloju Kieselgela 60 F2s4 i Kieselgur 60 Fass u
dvije mobilne faze razlicitih sastava i omjera. Prva mobilna faza sastavljena je od smjese
otapala: etil acetat — mravlja kiselina — ledena octena kiselina — voda (100:11:11:27, V/V).
Druga mobilna faza sastavljena je od smjese otapala: etil acetat — mravlja kiselina — voda
(8:1:1, V/V). Nakon prskanja Naturstoff-reagensom i 5%-tnom etanolnom otopinom
polietilenglikola 4000 (NST/PEG), kromatogrami se promatraju pod UV svjetlom na 365 nm
(Wagner i sur., 1983). Naturstoff-reagens se pripremi otapanjem 1 g B-etilaminoestera
difenilborne kiseline u 100 mL metanola.

Za dobivanje referentnih kromatograma pripremljene su metanolne otopine (1 mg/mL)
standarda flavonoida: kvercetina, rutina, kvercitrina, izokvercitrina i naringenina te metanolne

standardne otopine fenolnih kiselina: ferulicna, kavena, klorogenska i ruzmarinska kiselina.
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3.3.3. Kvalitativna analiza trjeslovina

Dokazivanje trjeslovina kemijskim reakcijama stvaranja boje i taloga

Priprava ekstrakta

Po 0,2 g oba uzorka lista i ploda pojedina¢no se ekstrahira 10 minuta s 20 mL destilirane
vode, u tikvici s povratnim hladilom, u kipuc¢oj vodenoj kupelji. Ohladeni ekstrakti se

profiltriraju.

Opce reakcije

1. U 2 mL filtrata dodaju se dvije kapi 5%-tne otopine Zeljezova(III) klorida.

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

Dokazivanje kondenziranih trjeslovina

U 3 mL ekstrakta droge stave se 2 kapi otopine formaldehida i 3 kapi 10%-tne klovodi¢ne
kiseline. SadrzZaj se ugrije do vrenja, a nakon hladenja profiltrira. Potom se filtar papir ispere s
1 mL tople vode. Dokaz kondenziranih trjeslovina predstavlja talog na filtar papiru koji je

netopljiv u toploj 5%-tnoj otopini kalijeva hidroksida.

Dokazivanje trjeslovina koje hidroliziraju

Filtratu koji se dobije u prethodnoj reakciji talozenja kondenziranih trjeslovina S
formaldehidom i klorovodi¢nom kiselinom, doda se 1 g natrijeva acetata (bez potresivanja
epruvete), a zatim 1 mL 1%-tne otopine zeljezova(Ill) amonijeva sulfata. U prisutnosti

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

3.3.4. Kvalitativna analiza sterola i triterpenskih kiselina

Opca reakcija sterola

Steroli daju pozitivnu Liebermann-Burchardovu reakciju: nekoliko mg supstancije otopi se,
uz blago zagrijavanje, u 0,5 mL acetanhidrida i doda jedna kap koncentrirane sulfatne

kiseline. Pozitivnu reakciju predstavlja nastanak zelenog obojenja.
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Priprava metanolnih ekstrakata

2 g praskaste droge u tikvici se prelije s 15 mL metanola i ekstrahira 15 min na vodenoj
kupelji, uz povratno hladilo. Dobiveni ekstrakt se profiltrira i upari do suha. Suhi ostatak se

otopi u 2 mL smjese kloroforma i metanola (1:1, V/V).

Tankoslojna kromatografija (TLC) sterola i triterpenskih kiselina

Pripremljeni metanolni ekstrakti tockasto su naneseni (po 5 pL) na gotove ploce veliCine
20x20 cm (adsorbens Kieselgela 60 F2s4) i razvijeni u sistemu otapala toluen-aceton (9:1,
VIV). Po zavrSetku odjeljivanja, osusene kromatografske ploce prskane su reagensom
anisaldehid — sulfatna kiselina. Reagens za detekciju pripremljen je mijesanjem 0,5 mL
anisaldehida s 10 mL ledene octene kiseline, 85 mL metanola i 5 mL koncentrirane sulfatne
kiseline, to¢no tim redoslijedom. Nakon prskanja reagensom, kromatografske ploce
zagrijavaju se nekoliko minuta na 105 °C do pojave karakteristi¢nih obojenih mrlja
odijeljenih supstancija. Kao poredbene tvari primijenjene su otopine [-sitosterola,

stigmasterola te ursolna i oleanolna kiselina (Wagner i sur., 1983).

3.3.5. Kvalitativna analiza triterpena

Metanolni ekstrakti pripreme se pojedinaénim ekstrakcijama s po 1 g pulveriziranih listova,
odnosno plodova, s 10 mL 70%-tnog metanola, na vodenoj kupelji, uz povratno hladilo, u
trajanju od 30 minuta. Bistri filtrati upare se do suha, a ostatak otopi u malo metanola.

Po 20 pL metanolne otopine nanese se na tanki sloj adsorbensa Kieselgela 60 Fosa.
Odjeljivanje supstancija postize se pomocu razvijaca diklormetan — etil-acetat (9:1; V/V), a
njihova detekcija provodi se prskanjem kromatograma reagensom anisaldehid — sulfatna
kiselina i zagrijavanjem na 105 °C. Reagens za detekciju (Wagner i sur., 1983) pripremi se

prema propisu opisanom u poglavlju 3.3.4.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Rezultati kvalitativne analize polifenola

Dokazivanje polifenola kemijskim reakcijama stvaranje obojenja i taloga
Dodatkom natrijevog hidroksida u metanolni ekstrakt ispitivanog biljnog uzorka, u epruveti je

nastalo narancastosmede obojenje.

U reakciji na polifenole u ekstraktu ploda maginje s podru¢ja Malog LoS$inja nastalo je
naran¢asto obojenje jaceg intenziteta nego u reakciji s ekstraktom ploda obi¢ne planike s
otoka Koloc¢epa. Jaci intenzitet ukazuje na veci sadrzaj polifenolnih tvari u ekstraktu ploda s

otoka Losinja.

Slika 15. Plod (Kolocep).
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Ispitivanjem polifenola u ekstraktima listova obi¢ne planike s oba ispitana lokaliteta,
dobivena su tamnozelena obojenja priblizno istog intenziteta, Sto ukazuje na priblizno jednak

udio polifenolnih tvari u oba uzorka.

Slika 16. List (Mali Losinj).

Slika 17. List (Kolocep).
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4.2. Rezultati kvalitativne analize flavonoida i fenolnih kiselina

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

udaljenosti koju prijede pokretna faza (Vladimir-KneZevi¢ i Blazekovi¢, 2008).

Provedena je usporedna analiza primjenom dvije stacionarne faze, Kieselgel 60 Foss |
Kieselgur 60 F2s4, na koje su naneseni metanolni ekstrakti droge te standardne otopine
flavonoida (rutin, kvercitrin, izokvercitrin, kvercetin, naringenin) i fenolnih Kkiselina
(feruli¢na, kavena, klorogenska i ruzmarinska kiselina). Kao mobilne faze, koristene su dvije
razliCite smjese otapala, razvija¢ 1: etil acetat — mravlja kiselina — ledena octena kiselina —
voda (100:11:11:27, V/V) i razvija¢ 2: etil acetat — mravlja kiselina — voda (8:1:1, V/V). Obje
ploce prskane su Naturstoff-reagensom i 5%-tnom otopinom polietilenglikola 4000
(NST/PEG) te su potom kromatogrami promatrani pod UV svjetlom valne duljine 365 nm
(Wagner i sur., 1983).

Na kromatogramima su uocene zute i narancaste fluoresciraju¢e zone karakteristicne za
flavonoide te plavozelene fluorescirajue zone karakteristicne za fenolne kiseline i/ili
iridoidne tvari.

Zute i naranéaste mrlje na vrhu kromatograma obiljezja su nepolarnih flavonoidnih tvari i

pripadaju aglikonima naringeninu, odnosno kvercetinu.
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Rezultati TLC s razvijatem 1. etil acetat — mravlja Kiselina — voda (8:1:1, V/V) i

stacionarnom fazom Kieselgur 60 F2s4

Na kromatogramu s razvijatem 1 i nepokretnom fazom Kieselgur 60 Foss, vidljive su vrlo

razvuc¢ene mrlje te se ne mogu kvalitetno detektirati kromatografske zone.

=

F KAVl KAV2 PI P2 L3 L4 KLO R

Slika 18. Kromatogram standardnih otopina fenolnih kiselina te metanolnih ekstrakata
plodova i listova vrste Arbutus unedo L.

Nepokretna faza: Kieselgur 60 F2ss TLC ploc¢a

Pokretna faza: etil acetat — mravlja kiselina — voda (8:1:1, V/V)

Detekcija: NST/PEG, UV-365 nm

Uzorci: F-feruli¢na kiselina, KAV1-kavena kiselina, KAV2-kavena kiselina, P1-plod Mali
Losinj, P2-plod Koloc¢ep, L3-list Mali Losinj, L4-list Koloc¢ep, KLO-klorogenska kiselina,
R-ruzmarinska kiselina

Rezultati TLC s razvijatem 2: etil acetat — mravlja kiselina — ledena octena kiselina —
voda (100:11:11:27, V/V) i stacionarnom fazom Kieselgur 60 F2s4

Iako je koristena druga mobilna faza, odjeljivanje uzorka nije bilo zadovoljavajuce. Buduéi da
je koristena smjesa etil acetat — mravlja kiselina — ledena octena kiselina — voda
(100:11:11:27, V/V), a ista stacionarna faza, zakljucuje se da Kieselgur 60 F2s4 nije prikladan
za navedenu svrhu. Stoga su sva daljnja ispitivanja provedena na stacionarnoj fazi Kieselgel
60 Fas4.
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Slika 19. Kromatogram standardnih otopina flavonoida te metanolnih ekstrakata
plodova i listova vrste Arbutus unedo L.

Nepokretna faza: Kieselgur 60 F2s4 TLC ploca

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

Detekcija: NST/PEG, UV-365 nm

Uzorci: S-smjesa rutina, kvervitrina, izokvercitrina, R-rutin, l-izokvercitrin, P1-plod Mali
Losinj, P2-plod Kolo¢ep, L3-list Mali Losinj, L4-list Kolo¢ep, K-kvercetin, N-naringenin

Rezultati TLC s razvijatem 1: etil acetat — mravlja kiselina — voda (8:1:1, V/V) i

stacionarnom fazom Kieselgel 60 F2s4

Na kromatogramu s razvijatem 1 i nepokretnom fazom Kieselgel 60 F2s4 vidljive su dobro
odijeljene kromatografske zone. Plodovi imaju samo 1 kromatografsku zonu vrlo slabog
intenziteta, svijetloplave florescencije, dok su listovi podijeljeni u 12 kromatografskih zona
(podruc¢je Malog LoSinja) 1 14 kromatografskih zona (podrucje Kolocepa), razliCite zute,
narancaste, plave 1 zelene flourescencije. Standardne otopine feruli¢ne, kavene 1 ruzmarinske
kiseline pokazuju plavu (feruli¢na), odnosno zelene fluorescencije (ostale standardne fenolne

kiseline).
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b)

Slika 20a i 20b. Kromatogram standardnih otopina fenolnih kiselina te metanolnih ekstrakata

plodova i listova vrste Arbutus unedo L.

Nepokretna faza: Kieselgel 60 F2s4 TLC ploca

Pokretna faza: etil acetat — mravlja kiselina — voda (8:1:1, V/V)

Detekcija: NST/PEG, UV-365 nm

Uzorci: F-feruli¢na kiselina, KAV1-kavena kiselina, KAV2-kavena kiselina, P1-plod Mali
Losinj, P2-plod Kolocep, L3-list Mali Losinj, L4-list Kolo¢ep, KLO-klorogenska kiselina,
R-ruzmarinska kiselina

Rf vrijednost (a/b) racuna se kao omjer udaljenosti sredine svake kromatografske zone od

starta (a) u odnosu na udaljenost starta od fronta (b). U ovom slucaju, b iznosi 15 cm.
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Tablica 2. Prikaz kromatografskih zona (a) i pripadaju¢ih Ry vrijednosti za TLC sustav s
razvijatem 1 (etil acetat — mravlja kiselina — voda, 8:1:1) i stacionarnom fazom Kieselgel 60
Fosa.

UZORCI F KAV [KAV | P1 | P2 | L3 | L4 [KLO| R
ZONE 1 2

1 a | - ; ; - ~ 320 | 340 | - -
R | - - - - ~ 021|023 - -

2 a | - _ ~ [ 430 430 | 420 | 420 | - -
R | - - ~ 029|029 | 028 | 028 | - -

3 a | - ; ; - ; - 580 | 550 | -
R | - - - - - - 1039 | 036 | -

4 a | - ; ; - ~ | 650 | 640 | - -
R | - - - - ~ 1043 | 043 | - -

5 a | - ; ; - - 710 | 710 | - -
R | - - - - - 1047 | 047 | - -

6 a | - ; ; - ~ | 820 | 830 | - -
R | - - - - -~ 1055 | 055 | - -

7 a | - ; ; - ~ | 880 | 880 | - -
R | - - - - ~ 1059 | 059 | - -

8 a | - ; ; - ~ [ 950 | 950 | - -
R | - - - - -~ 1063|063 - -

9 a | - ; ; - ~ 1030|1030 | - -
R | - - - - ~ 1069 | 069 | - -

10 a | - ; ; 3 ~ 10,80 10,80 | - 3
R | - - - - o072 072 - -

11 a | - ; ; - - 11,80 | 11,80 | - -
R | - - - - ~ 079 [ 079 | - -

12 a | - ; ; - ~ 1320|1320 | - |1350
R | - - - - ~ 1088 |08 | - | 090

13 a | - | 1400 | 1390 | - ; - 1430 - -
Ri | - | 093 | 093 | - : 109 | - -

14 a | 144 - ; - - 1490 [ 1490 | - -
Rr | 0,96 | - - - ~ 1099 | 099 | - -

Temeljem polozaja kromatografskih zona uzoraka i standarda te usporedbe izracunatih R
vrijednosti, moguce je zakljuciti sljedece: najvedi intenzitet razvijenih kromatografskih zona
uocen je za uzorak lista s podrucja Kolocepa (L4). Mrlje koje odgovaraju Rt vrijednostima
standardnih otopina feruli¢ne, kavene 1 ruZzmarinske kiseline podudaraju se s narancastim
mrljama kvercetinskog aglikona; to su nepolarni spojevi koji visoko putuju u primijenjenom
razvijacu te je moguce medusobno prekrivanje plavozelenih (feruli¢na, ruzmarinska i kavena
kiselina) i narancastih mrlja (kvercetin). Zona klorogenske kiseline je plave boje, no Rt
vrijednosti koje odgovaraju klorogenskoj kiselini uo¢ene su kao svijetlonarancaste mrlje,

stoga nije moguce sa sigurnosc¢u potvrditi prisutnost spomenute fenolne kiseline u uzorcima
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lista obi¢ne planike jer je moguce da su naranaste zone flavonoida prekrile plavkastu

klorogensku kiselinu.

Rezultati TLC s razvijatem 2: etil acetat — mravlja kiselina — ledena octena kiselina —
voda (100:11:11:27, V/V) i stacionarnom fazom Kieselgel 60 F2s4

Na kromatogramu promatranom pod UV-365 nm, s razvijaem 2: etil acetat — mravlja
kiselina — ledena octena kiselina — voda (100:11:11:27, V/V), razvile su se razli¢ite
kromatografske zone. Plodovi imaju 5 kromatografskih mrlja vrlo slabog intenziteta
fluorescencije; prisutne su 3 plave i 2 narancaste zone. Kod listova s podruc¢ja Malog Losinja
prisutno je 14 kromatografskih zona, i to 4 plave, 7 narancastih i 3 zone zelene fluorescencije.
Kod uzorka lista s otoka Kolo¢epa razvilo se 13 kromatografskih zona; 3 plave, 7 narancastih
i 3 zone zelene fluorescencije. Standardne otopine rutina, izokvercitrina, Kkvercetina i
naringenina razvijene su kao visoko putujuée zone narancaste (kvercetin) ili Zute (naringenin)

fluorescencije, te 3 polarnije zone narancastih fluorescencija (ostali standardni flavonoidi).

b)

Slika 21a i 21b. Kromatogram standardnih otopina flavonoida te metanolnih ekstrakata
plodova i listova vrste Arbutus unedo L.
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Nepokretna faza: Kieselgel 60 F2s4 TLC ploca

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

Detekcija: NST/PEG, UV-365 nm

Uzorci: S-smjesa rutina, kvervitrina, izokvercitrina, R-rutin, I-izokvercitrin, P1-plod Mali
Losinj, P2-plod Koloc¢ep, L3-list Mali Losinj, L4-list Kolo¢ep, K-kvercetin, N-naringenin

Rt vrijednost (a/b) racuna se kao omjer udaljenosti sredine svake kromatografske zone od

starta (a) u odnosu na udaljenost starta od fronta (b). U ovom slucaju, b iznosi 14,8 cm.

Tablica 3. Prikaz kromatografskih zona (a) i pripadajuc¢ih R vrijednosti za TLC sustav s
razvijatem 2 (etil acetat — mravlja Kiselina — ledena octena kiselina — voda, 100:11:11:27,
V/V) i stacionarnom fazom Kieselgel 60 F2sa.

UZORCI
S R | PL | P2 | L3 | L4 K N
ZONE
1 a - - - | 050 | 060 | - - - -
R | - - - 003|004 | - - - -
2 a - - - 470 | 460 | 460 | 460 | - -
R | - - - 032|031 |03l 03 | - -
3 a | 520 | 530 - | 550 | 540 | 530 | 530 | - -
R | 035 | 0,36 - | 037|037 | 036 | 036 | - -
4 a - | 650 - - - [ 660 | 660 | - -
R | - | 044 - - - | 045 [ 045 | - -
5 a - - - - - | 710 [ 710 | - -
R | - - - - - | 048 | 048 | - -
6 a - - - - - [ 760 [ 760 | - -
R | - - - - - | o051 | 051 | - -
7 a - - - - - [ 850 | 850 | - -
R | - - - - - | 058 | 058 | - -
8 a | 910 | - 890 | - - [900 [ 900 | - -
R | 062 | - 060 | - - o6l | 061 | - -
9 a - - - - - [ 960 [ 960 | - -
R | - - - - - | 065 | 065 | - -
10 a - - - - - [1020] 102 | - -
R - N - - - 069 | 069 | - -
11 a 1120 - - [1080] 10,80 | 11,10 | 11,10 | - -
R | 076 | - - | 073073 | 075 | 075 | - -
12 a - - - - - [1230 [1230 | - -
R - N 5 - - 083 ] 083 | - -
13 a - - - - - [13,00 [13,00 | - -
R | - - - - - |08 |08 | - -
14 a - - - - - [1310 | - - -
R | - - - - - 089 | - - -
15 a - - - 14701470 | 14,70 | 14,70 | 14,60 | 14,70
R | - - - [ 099099 | 099 | 09 | 098 | 099
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Na temelju polozaja kromatografskih zona uzoraka i standarda te usporedbe izraCunatih R
vrijednosti (Tablica 3), moguce je zakljuciti sljedeée: kao nepolarni aglikoni, najdalje putuju
kvercetin (narancasta fluorescencije) i naringenin (zuta zona flourescencije). Uocena je
narancasta fluorescencija najveceg intenziteta u listovima s podjednakim intenzitetom za oba
lokaliteta. Kako je moguce da je dosSlo do prekrivanja zute flurescencije naringenina, ne moze
se sa sigurnoscu tvrditi njegova prisutnost/odsutnost. Rutin kao standardni flavonoid pokazuje
intenzivnu naran¢asto obojanu kromatografsku zonu, dok je u uzorcima listova ta zona plave
fluorescencije, vjerojatno zbog interferencije plavih zona fenolnih kiselina, te se ne moze
dokazati da se rutin nalazi u ispitivanim biljnim uzorcima. Prisutnost izokvercitrina moze se
potvrditi, i po Rt vrijednostima, i po narancasto obojenoj kromatografskoj zoni u oba uzorka

lista.

4.3. Rezultati kvalititativne analize trjeslovina

4.3.1. Rezultati dokazivanja trjeslovina kemijskim reakcijama stvaranja 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 nastaje zelenoplavo
obojenje razli¢itog intenziteta, ovisno o podrucju prikupljanja obi¢ne planike (Slika 22,

Tablica 4).

Slika 22. Intenzitet obojenja u 1. reakciji dokazivanja trjeslovina.

U 1. epruveti ispitan je plod s podruc¢ja Malog LoSinja; prisutno je svijetlozeleno obojenje.

U 2. epruveti ispitan je plod s podrucja Koloc¢epa; prisutno je tamnije zeleno obojenje.
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U 3. epruveti ispitan je uzorak lista s podruc¢ja Malog LoSinja; uoceno je tamnozeleno do crno
obojenje.
U 4. epruveti ispitan je uzorak lista s podrucja Kolo¢epa; uocen je isti intenzitet obojenja kao i

kod lista s podru¢ja Malog LoSinja.

Tablica 4. Intenzitet obojenja za 1. reakciju dokazivanja trjeslovina.

plod (Mali LoSinj) +
plod (Kolocep) + +
list (Mali LoSinj) +++
list (Kolocep) +++

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

Reakcijom trjeslovina sa zeljezovim(I1l) amonijevim sulfatom nastaje zelenoplavo obojenje
najveceg intenziteta kod ekstrakta listova vrste Arbutus unedo s podru¢ja Malog LoSinja i
Kolocepa (Tablica 5, Slika 23).

Tablica 5. Intenzitet obojenja za 2. reakciju dokazivanja trjeslovina.

plod (Mali Losinj) +

plod (Kolocep) + +
list (Mali LoSinj) ++ +
list (Kolocep) +++

Slika 23. Intenzitet obojenja za 2. reakciju dokazivanja trjeslovina.
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3. Reakcija promjene boje dodatkom olovova acetata u vodeni ekstrakt droge

Trjeslovine s olovovim acetatom stvaraju pahuljasto zamucenje narancaste boje koje je veceg
intenziteta kod ekstrakata lista te nema razlike u intenzitetu s obzirom na podrucje skupljanja,
dok je kod ekstrakata ploda maginje s oba lokaliteta uoceno svijetlozuto obojenje (Tablica 6,
Slika 24).

Tablica 6. Intenzitet obojenja za 3. reakciju dokazivanja trjeslovina.

DIO BILJKE ’ INENZITET
OBOJENJA

plod (Mali LoSinj) +

plod (Kolocep) +

list (Mali LoSinj) +++

list (Kolocep) +++

Slika 24. Intenzitet obojenja za 3. reakciju dokazivanja trjeslovina.

4. Reakcija talozenja dodatkom Zelatine u vodeni ekstrakt droge

U reakciji s 1%-tnom otopinom Zelatine nastaje blijedozuto zamucenje, od ¢ega je u ekstraktu
oba uzorka lista obi¢ne planike intenzivnije obojenje nego u ekstraktima plodova s oba
lokaliteta (Tablica 7, Slika 25).
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Tablica 7. Intenzitet obojenja za 4. reakciju dokazivanja trjeslovina.

DIO BILJKE INENZITET
OBOJENJA

plod (Mali LoSinj) +

plod (Kolocep) +

list (Mali LoSinj) +++

list (Kolocep) ++

Slika 25. Intenzitet obojenja za 4. reakciju dokazivanja trjeslovina.

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 nastaju razli¢ita obojenja i intenziteti reakcije. Od tamnije ruziCaste u 1. epruveti, gdje
su plodovi s podruc¢ja Malog LoSinja, preko svijetloruziastog obojenja u 2. epruveti (plod s
lokaliteta Kolo¢ep), do svjetlije i tamnije nijanse narancaste u ekstraktima analiziranih

uzoraka listova vrste Arbutus unedo L. (Tablica 8, Slika 26).

Tablica 8. Intenzitet obojenja za 5. reakciju dokazivanja trjeslovina.

DIO BILJKE INENZITET
OBOJENJA

plod (Mali Losinj) ++
plod (Kolocep) +
list (Mali LoSinj) + +
list (Kolocep) +++
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Slika 26. Intenzitet obojenja za 5. reakciju dokazivanja trjeslovina.

4.3.2. Rezultati reakcije dokazivanja kondenziranih trjeslovina

Dodatkom formaldehida i1 klorovodi¢ne kiseline nastaje talog netopljiv u otopini kalijeva
hidroksida. Na filtar papiru zaostaje smedi talog samo kod ekstrakta listova obi¢ne planike

kao dokaz prisutnosti kondenziranih trjeslovina (Tablica 9).

Tablica 9. Prisutnost taloga kod reakcije dokazivanja kondenziranih trjeslovina.

DIO BILJKE TALOG

plod (Mali Losinj) 0
plod (Kolocep) 0
list (Mali Losinj) +
list (Kolocep) +

4.2.3. Rezultati reakcije dokazivanja trjeslovina koje hidroliziraju

U filtratu koji je dobiven reakcijama taloZenja kondenziranih trjeslovina, dodatkom 1 g
natrijeva acetata trihidrata, bez porotresivanja, i 1 mL 1%-tne otopine zeljezova(Ill)
amonijeva sulfata, nastaje ljubicasti prsten na mjestu prikladnog pH. Reakcija je intenzivnija
za oba ekstrakta lista obi¢ne planike, S§to ukazuje na veci udio ispitivanih tvari u tim biljnim

dijelovima (Tablica 10, Slika 27).

Tablica 10. Ljubicasti prsten kod reakcije dokazivanja trjeslovina koje hidroliziraju.

DIO BILJKE INENZITET OBOJENJA

plod (Mali Losinj) +
plod (Kolocep) ++
list (Mali Losinj) +++
list (Kolocep) +++
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Slika 27. Ljubicasti prsten u reakciji dokazivanja trjeslovina koje hidroliziraju.

4.4. Rezultati kvalitativne analize sterola i triterpenskih kiselina

Rezultati TLC analize s razvija¢em 1: toluen — aceton (9:1, V/V)

Metanolni ekstrakti plodova i listova vrste Arbutus unedo L. podvrgnuti su kromatografskom
odjeljivanju na tankom sloju adsorbensa Kieselgela 60 F2s4, u razvijacu toluen — aceton (9:1,
V/V). Detekcija sterola i triterpenskih kiselina provedena je prskanjem kromatograma
reagensom anisaldehid-sulfatna kiselina, uz zagrijavanje nekoliko minuta na 105 °C.

Sastavnice plodova s oba ispitivana lokaliteta razdijeljene su u 4 kromatografske zone
ljubicastog obojenja, razli¢itog intenziteta, dok su ekstrakti listova pokazali 8 odijeljenih
kromatografskih zona, svijetlo do tamno ljubicastog ili smedeg obojenja. Standardne otopine
[-sitosterola i stigmasterola razvijene su kao svijetloljubicaste zone iste Rt vrijednosti, dok su
triterpenske kiseline, ursolna i oleanolna, ljubicastoplavo obojene, s takoder istim Rs
vrijednostima. U svim ispitanim ekstraktima vidljiva je intenzivna ljubicastoplavo obojena
zona koja bojom i poloZajem odgovara poredbenim triterpenskim kiselinama, ursolnoj 1/ili
oleanolnoj kiselini (R = 0,31). Takoder je u svim ispitanim uzorcima uocena ljubicastoplavo
obojena zona koja odgovara stigmasterolu i/ili B-sitosterolu, s vrlo bliskim Ry vrijednostima
(0,47 1 0,48). Na startnoj su liniji zaostale hidrofilne smede zone u sva tri ekstrakta (vjerojatno
Secerne komponente) s Rf vrijednostima 0,07, a najudaljenije od starta (Rt = 0,97 i 0,98)
nalaze se najlipoflinije komponente predstavljene kao ljubiaste kromatografske zone blizu

fronta koje su uo¢ene samo kod metanolnih ekstrakata listova.
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Slika 28. Kromatogram standardnih otopina sterola i triterpenskih kiselina te metanolnih

ekstrakata plodova i listova vrste Arbutus unedo L.

Nepokretna faza: Kieselgel 60 F2s4 TLC ploca

Pokretna faza: toluen — aceton (9:1, V/V).

Detekcija: reagens anisaldehid-sulfatna kiselina, zagrijavanje na 105 °C.

Metanolni biljni ekstrakti: BST-B-sitosterol, ST-stigmasterol, 1-plod Mali Losinj, 2-plod
Kolocep, 3-list Mali Losinj, 4-list Kolo¢ep, U-ursolna kiselina, O-oleanolna kiselina

Rt vrijednost (a/b) racuna se kao omjer udaljenosti sredine svake kromatografske zone od

starta (a) u odnosu na udaljenost starta od fronta (b). U ovom slu¢aju, b iznosi 15,7 cm.

Tablica 11. Prikaz kromatografskih vrijednosti (a) i pripadajucih R vrijednosti sterolnih zona

za razvijac 1: toluen — aceton (9:1, V/V).

UZORAK BST | ST 1 2 3 4 U 0
ZONE
1 a - - - - | 120 | 120 | - -
Ri - - - - [ 007 [ 007 | - -
2 a - - | 520 | 520 | 520 | 500 | 4,80 | 4,90
Ri - - 1033 033] 033|032 031 | 031
3 a - - 1640 | 640 | 650 | 630 | - -
Rr - - | 041 | 041 | 041 | 040 | - -
4 a | 750 | 7,60 | 7,80 | 7,80 | 7,70 | 7,50 | - -
Rr | 047 | 048 | 050 | 050 | 049 | 047 | - -
5 a - - |10,00 | 10,00 | 9,80 | 9,80 | - -
Rr : - | 064 | 064 | 062 | 062 | - 2
6 a - - - - 1150 | 1160 | - -
Ri - - - - o073 o074 | - -
7 a - - - - | 1270 [1270 | - -
R - - - - | o081 o081 - -
8 a - - - - |1540 [ 1530 - -
R - - - - |09 097 | - -
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Rezultati TLC analize s razvija¢em 2: diklormetan - etilacetat (9:1, V/V)

Metanolni ekstrakti plodova i listova vrste Arbutus unedo L. podvrgnuti su kromatografskom
odjeljivanju na tankom sloju adsorbensa Kieselgela 60 Fzs4, u razvijacu diklormetan — etilacetat
(9:1, VIV). Detekcija je provedena prskanjem kromatograma reagensom anisaldehid-sulfatna
kiselina, uz zagrijavanje nekoliko minuta na 105 °C.

Razvoj kromatografske ploce prati isti slijed kao 1 kod prve mobilne faze (toluen — aceton,
9:1, VIV), jednako je kromatografskih zona razvijeno iz ekstrakata plodova i listova, no
putovanje standardnih otopina i metanolnih ekstrakata uzoraka obi¢ne planike kod prve
mobilne faze ima ve¢i pomak od starta. U prvoj je mobilnoj fazi za 1. odijeljenu
kromatografsku zonu ljubicastoplave boje postignut Rf = 0,33, dok je s drugom mobilnom
fazom taj Rt bio nesto nizi (0,24). Osim toga, pocetna kromatografska zona razvijena prvom
mobilnom fazom za ekstrakte listova nije bila vidljiva u kromatografskom razdvajanju s
drugim razvijatem. Nadalje, najlipofilnija zona koja se u razvijac¢u 1 javlja samo kod listova,
ovdje je prisutna i kod oba ploda, s Rt vrijednostima 0,94. S ovom su mobilnom fazom
razvijene zone [B-sitosterola i stigmasterola intenzivnijeg ljubicastog obojenja, Rt = 0,45 (u

prvom kromatografskom sustavu dobivene su Ry vrijednosti 0,47 i 0,48).

Slika 29. Kromatogram standardnih otopina sterola i triterpenskih kiselina te metanolnih
ekstrakata plodova i listova vrste Arbutus unedo L.

Nepokretna faza: Kieselgel 60 F2ss TLC ploca
Pokretna faza: diklormetan - etilacetat (9:1, V/V).
Detekcija: reagens anisaldehid-sulfatna kiselina, zagrijavanje na 105 °C.
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Metanolni biljni ekstrakti: BST-B-sitosterol, ST-stigmasterol, 1-plod Mali Losinj, 2-plod
Kolocep, 3-list Mali Losinj, 4-list Kolo¢ep, U-ursolna kiselina, O-oleanolna kiselina

Rt vrijednost (a/b) racuna se kao omjer udaljenosti sredine svake kromatografske zone od

starta (a) u odnosu na udaljenost starta od fronta (b). U ovom sluc¢aju, b iznosi 15,7 cm.

Tablica 12. Prikaz kromatografskih vrijednosti (a) i pripadajucih Rt vrijednosti sterolnih zona
za razvijac 2: diklormetan — etilacetat (9:1, V/V).

UZORAK BST ST 1 2 3 4 U @)
ZONE

1 a - - 3,80 3,70 | 3,70 | 3,60 | 3,70 3,80
Ri - - 0,24 0,24 | 0,24 | 0,23 0,24 0,24

2 a - - - - 480 | 4,70 - -

Ry - - - : 0,31 | 0,29 - -

3 a 7,00 7,10 7,10 7,20 | 7,20 | 6,90 - -

Ry 0,45 0,45 0,45 0,46 | 0,46 | 0,44 - -

4 a - - 10,00 | 10,10 | 9,80 | 9,80 - -

Ry - . 0,64 064 | 0,62 | 0,62 - -

5 a - - - - 12,00 | 11,90 - -

Rs - - - - 0,76 | 0,76 - -

6 a - - - - 12,90 | 12,90 - -

Rs - - - - 0,82 | 0,82 - -

7 a - - 14,80 | 14,80 | 14,80 | 14,80 - -

Rs - - 0,94 094 | 094 | 094 - -

4.5. Rezultati kvalitativne analize triterpena
Rezultati TLC analize s razvija¢em 1: toluen — aceton (9:1, V/V)

Ekstrakti plodova i listova vrste Arbutus unedo L. pripremljeni su sa 70%-tnim metanolom te
podvrgnuti kromatografskom odjeljivanju na tankom sloju adsorbensa Kieselgela 60 F2ss, U
razvijacu toluen — aceton (9:1, V/V). Detekcija se provodi prskanjem reagensom anisaldehid-
sulfatna kiselina i zagrijavanjem na 105 °C.
Usporedbe radi, ovdje su ukljucene i sterolne poredbene supstancije kako bi se uocilo kako
ekstrakcijsko sredstvo utjece na kromatografska odjeljivanja. Poredbene triterpenske tvari
odijeljene su u 1 zonu ljubicaste boje. Rf vrijednosti za kvalitativnu analizu sterola i
triterpenskih kiselina ne odstupaju znatno od ovog kromatografskog odjeljivanja.
Rezultati poglavlja 4.4.: R«(BST) = 0,47; R«(ST) = 0,48; R(U) = 0,31; R{(O) = 0,31.
Rezultati poglavlja 4.5.: R«(BST) = 0,47; R«(ST) = 0,47; R((U) = 0,32; R{(O) = 0,32.
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Triterpeni plodova s podru¢ja Malog LoSinja podijeljeni su u 4 kromatografske zone
svijetloljubicaste boje, kao i u poglavlju 4.4., no ovdje su slabijeg intenziteta.

Triterpeni plodova s oto¢nog podruc¢ja Koloc¢epa podijeljeni su u 7 ljubicastih/plavih zona, za
razliku od 4 zone u prethodnoj TLC analizi. Listovi s podruc¢ja Malog Losinja pokazali su
samo jednu triterpensku zonu, i to vrlo slabog intenzita, dok se kod prethodnog
kromatografskog odjeljivanja jasno vidjelo 7 kromatografskih zona razli¢itih boja. Takoder je
u prethodnoj TLC analizi razvijeno 7 kromatografskih zona za listove s podrucja Kolocepa,
no ovdje su jedva vidljive 4 kromatografske zone svijetloljubicaste boje.

Mobilna faza ostala je ista, toluen — aceton (9:1, V/V); promijenjeno je samo ekstrakcijsko
sredstvo (zamijenjen je metanol za 70 %-tni metanol) i vidljive su jasne razlike. Ova
kromatografska plo¢a vrlo je slabo razvijena, uzorci su podijeljeni u manje kromatografskih
zona i obojenja su slabijeg intenziteta najvjerojatnije zbog losije ekstrakcije listova i plodova

maginje.

Slika 30. Kromatogram standardnih otopina sterola i triterpenskih kiselina te metanolnih
ekstrakata plodova i listova vrste Arbutus unedo L.

Nepokretna faza: Kieselgel 60 F2s4 TLC ploca

Pokretna faza: toluen — aceton (9:1, V/V).

Detekcija: reagens anisaldehid-sulfatna kiselina, zagrijavanje na 105 °C.

Metanolni biljni ekstrakti: BST-B-sitosterol, ST-stigmasterol, 1-plod Mali Losinj, 2-plod
Kolocep, 3-list Mali Losinj, 4-list Kolo¢ep, U-ursolna kiselina, O-oleanolna kiselina
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Rt vrijednost (a/b) racuna se kao omjer udaljenosti sredine svake kromatografske zone od
starta (a) u odnosu na udaljenost starta od fronta (b). U ovom slucaju, b iznosi 15,8 cm.

Tablica 13. Prikaz kromatografskih vrijednosti (a) i pripadaju¢ih Ry vrijednosti triterpenskih
zona za razvija¢ 1: toluen — aceton (9:1, V/V).

UZORAK BST ST 1 2 3 4 u 0
ZONE
1 a - - - 1,20 - 1,40 - -
Ry - - - 0,08 - 0,08 - -
2 a - - 270 | 2,30 - - - -
Ry - - 017 | 015 2 8 2 2
3 a - - - 3,30 - 4,60 - -
Ry - - 0,21 - 0,29 B :
4 a - - 510 | 500 | 520 | 530 | 510 | 510
Ry - - 032 | 032 | 033 | 034 | 032 | 032
5 a - - 630 | 6,30 - - - -
Ry - - 040 | 040 : B B :
6 a 740 | 7,40 - 7,60 - - - -
Rs 047 | 047 - 0,48 - - N -
7 a - - 9,80 | 9,90 - 10,10 - -
Ry - - 062 | 063 - 0,64 - -

Rezultati TLC analize s razvija¢em 2: diklormetan — etilacetat (9:1, V/V)

Usporedujuci Rt vrijednosti poredbenih supstancija s poglavljem 4.4., ne uo¢avaju se nikakva
odstupanja u njihovom polozaju niti broju kromatografskih zona. Plodovi s podru¢ja Malog
Losinja imaju isti broj zona, no ovdje su slabijeg intenziteta i razlikuju se znafajno u R
vrijednostima, odnosno polozaju na kromatografskoj ploci.

Rezultati poglavlja 4.4.: Ri(P1)1z0na = 0,24; R¢(P1)2 = 0,45; R¢(P1)3 = 0,64; R¢(P1)4 = 0,94.
Rezultati poglavlja 4.5.: Ri(P1)1 = 0,07; Ri(P1)2 = 0,15; R¢(P1)s = 0,22; R¢(P1)s = 0,63.
Takoder, kao i kod razvijaca 1, plodovi s podrucja Kolo¢epa imali su 7 kromatografskih zona,
za razliku od 4 kromatografske zone iz poglavlja 4.4. Listovi s podruc¢ja Malog LoSinja
razdvojeni u jednu vrlo slabo obojenu kromatografsku zonu (Rt = 0,21), dok je kod razvijaca
1 postignuta Rt vrijednost 0,33. Listovi s podru¢ja Koloc¢epa imali su jednak broj zona kao s
razvijacem 1 te bliske R vrijednosti. Listovi u poglavlju 4.4. razdvojeni su u 7

kromatografskih zona razli¢itog obojenja.

Ova kromatografska ploca najslabije je razvijena od svih zbog nepogodnog sredstva za
ekstrakciju i lo$ijeg razvijaca. Najbolji razvoj kromatografske plo¢e uocen je kod kvalitativne
analize sterola i triterpenskih kiselina (poglavlje 4.4.) gdje je koriSten metanol kao

ekstrakcijsko sredstvo i razvija¢ 1, toluen — aceton (9:1, V/V).
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Slika 31. Kromatogram standardnih otopina sterola i triterpenskih kiselina te metanolnih

ekstrakata plodova i listova vrste Arbutus unedo L.

Nepokretna faza: Kieselgel 60 F2s4 TLC ploca

Pokretna faza: diklormetan - etilacetat (9:1, V/V).

Detekcija: reagens anisaldehid-sulfatna kiselina, zagrijavanje na 105 °C.

Metanolni biljni ekstrakti: BST-B-sitosterol, ST-stigmasterol, 1-plod Mali Losinj, 2-plod
Kolocep, 3-list Mali Losinj, 4-list Kolo¢ep, U-ursolna kiselina, O-oleanolna kiselina

Rf vrijednost (a/b) racuna se kao omjer udaljenosti sredine svake kromatografske zone od
starta (a) u odnosu na udaljenost starta od fronta (b). U ovom slucaju, b iznosi 15,9 cm.

Tablica 14. Prikaz kromatografskih vrijednosti (a) i pripadajucih Ry vrijednosti triterpenskih
zona za razvija¢ 2: diklormetan — etilacetat (9:1, V/V).

UZORAK BST ST 1 2 3 4 U @)
ZONE
1 a - - 1,10 1,10 - 1,00 - -
Rt - - 0,07 0,07 - 0,06 - -
2 a - - 2,30 2,90 - - - -
Rf - = 0,15 0,18 - - - -
3 a - - 3,50 3,60 | 3,40 | 3,50 3,60 3,70
Rf - - 0,22 0,23 | 0,21 | 0,22 0,23 0,23
4 a - - - 4,40 - - - -
Rf - - = 0,28 . . - .
5 a - - - 5,20 - - - -
Rf - - = 0,33 5 . - .
6 a 7,10 7,20 - 7,20 - 7,10 - -
Rt 0,45 0,45 - 0,45 - 0,45 - -
7 a - - 10,00 | 10,00 - 9,80 - -
Rt - - 0,63 0,63 - 0,62 - -
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5. ZAKLJUCCI

U okviru ovoga diplomskog rada provedeno je fitokemijsko istrazivanje listova i
plodova vrste Arbutus unedo L. prikupljenih 2014., odnosno 2015. godine, a koje je
ukljucivalo kvalitativnu analizu polifenolnih sastavnica, flavonoida i fenolnih kiselina,
trjeslovina, sterola, triterpena i triterpenskih kiselina.

Kemijskim reakcijama stvaranja boje i taloga, kao dio kvalitativne analize polifenola,
oni su dokazani u svim ispitanim uzorcima, s malim varijabilnostima u intenzitetu obojenja
kod plodova s obzirom na podrucje prikupljanja. Za plodove s Malog LoSinja dokazan je veci
intenzitet obojenja, sto ukazuje na veci udio polifenola u tom uzorku ploda. Ekstrakti listova s
oba ispitana lokaliteta navedenom su analizom pokazali sli¢an intenzitet obojenja.

Primjenom metode tankoslojne kromatografije (TLC) pretpostavljena je prisutnost
flavonoida i fenolnih kiselina te je provedena usporedna analiza uz dvije stacionarne faze:
Kieselgel 60 Fos4i Kieselgur 60 Fass te s dva razvijaca: etil acetat — mravlja kiselina — ledena
octena kiselina — voda (100:11:11:27, V/V) i etil acetat — mravlja kiselina — voda (8:1:1,
VIV). Detekcija je provedena NST/PEG reagensom, a zatim su kromatogrami promatrani pod
UV svjetlom valne duljine 365 nm. Stacionarna faza Kieselgur 60 F2ss4 nije omoguéila dobro
odjeljivanje kromatografskih zona, jedino je bilo oucljivo plavo obojenje za fenolne kiseline i
narancasto za flavonoidne heterozide kao polarne sastavnice. Upotrebom stacionarne faze
Kieselgel 60 F2s4 postignuta su dobra razdvajanja flavonoida i srodnih tvari na kromatografske
zone razli¢itih intenziteta flourescencije: narancaste zone pripadaju flavonoidnim spojevima,
narancastih zona nego kod ekstrakta plodova, Sto ukazuje na vecu prisutnost flavonoidnih
spojeva u tim biljnim dijelovima. Analogno tome, uoceno je i vise plavih kromatografskih
zona u ekstraktu listova te su time bogatiji fenolnim kiselinama u odnosu na plodove maginje.
Opcenito je kod listova postignuto vrlo sliéno razdvajanje, s malim razlikama u broju
kromatografskih zona s obzirom na lokalitet, dok je kod plodova uocen jednak broj
kromatografskih zona kao i intenzitet flourescencije. lako R vrijednosti pojedinih
kromatografskih zona odgovaraju vrijednostima za fenolne kiseline, odnosno flavonoide, nije
moguce sa sigurnoScu potvrditi prisutnost ili odsutnost svih poredbenih tvari u ekstraktu
listova zbog flourescencije razli¢itog obojenja, a koja se javlja zbog medusobnog prekrivanja
sigurno$¢u moze potvrditi prisutnost izokvercitrina u uzorcima listova s oba lokaliteta, i po Rt

vrijednostima, i po intenzitetu narancastih kromatografskih zona.
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Kemijskim reakcijama stvaranja boje i taloga dokazane su trjeslovine u svim uzorcima,
s odstupanjima u intenzitetu obojenja. Najintenzivnije reakcije su prisutne kod listova, bez
obzira na lokalitet, dok su kod plodova veéi intenzitet uglavnom imali oni s podrucja
Kolocepa. U plodovima nisu dokazane kondenzirane trjeslovine, dok su trjeslovine koje
hidroliziraju prisutne u svim uzorcima; intenzivnija reakcija dobivena je za uzorke listova, a
najslabija je bila za plodove s podru¢ja Malog Losinja.

Kromatografijom na tankom sloju Kieselgela 60 F2ss, uz razvija¢ 1 (toluen — aceton,
9:1, V/V) i razvija¢ 2 (diklormetan — etilacetat, 9:1, V/V) te detekcijom s anisaldehid —
sulfatna kiselina reagensom i zagrijavanje na 105 °C, provedena je kvalitativna analiza sterola
I triterpenskih kiselina. Prisutnost stigmasterola i B-sitosterola u ispitanim uzorcima ne moze
se odvojeno potvrditi jer su im R vrijednosti vrlo bliske i imaju sli¢ne ljubicaste
kromatografske zone. Isto vrijedi za ursolnu i oleanolnu kiselinu u ispitanim biljnim
uzorcima. Uporabom razvijata 2, na kromatogramu uzoraka razvijen je jednak broj
kromatografskih zona, no uz slabije razdvajanje. Kvalitativna analiza triterpena provedena je
kao usporedba s prethodno opisanim TLC analizama, no uz ekstrakcijsko sredstvo 70%-tni
metanol, za razliku od kvalitativne analize sterola i triterpenskih kiselina gdje je koriSten
metanol. Uocen je znatno loSiji razvoj kromatografskih zona, a obojenja su bila slabijeg
intenziteta. Usporedujuci sva 4 kromatograma s obzirom na razvija¢ i ekstrakcijsko sredstvo,
najbolje razdvajanje postignuto je ekstrakcijom metanolom, uz razvija¢ toluen — aceton (9:1,
V/V), dok je najloSije razdvajanje 1 intenzitet obojenja prisutan primjenom 70%-tnog

metanola kao ekstrakcijskog sredstva, u sustavu otapala diklormetan — etilacetat (9:1, V/V).
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7. SAZETAK / SUMMARY

Sazetak

U okviru ovoga diplomskog rada provedena je fitokemijska analiza bioloski aktivnih tvari
listova i plodova vrste Arbutus unedo L. (obi¢na planika, maginja), prikupljenih s otoka
Losinja (lokalitet Mali Losinj) i Kolocepa. Prisutnost polifenolnih spojeva dokazana je
kemijskim reakcijama stvaranja obojenih produkata i taloga. Kvalitativna analiza fenolnih
kiselina (feruli¢ne, kavene, klorogenske i ruzmarinske) te flavonoida (rutin, kvercetin,
naringenin) provedena je primjenom tankoslojne kromatografije (TLC). Dokazana je
prisutnost flavonoidnih tvari te fenolnih kiselina i/ili iridoida, a sa sigurnoscu je detektiran
izokvercitrin. Kvalitativna analiza trjeslovina provedena je op¢im reakcijama stvaranja boje i
taloga te je potvrdena prisutnost trjeslovina koje hidroliziraju i kondenziranih trjeslovina u
svim ispitanim uzorcima. Kvalitativna analiza triterpena, sterola i triterpenskih Kkiselina
provedena je TLC analizom i potvrdena je njihova prisutnost u svim ispitanim uzorcima. Nije
uocena znacajna varijabilnost ispitivanih bioaktivnih tvari obi¢ne planike s obzirom na
razli¢ite lokalitete sabiranja biljnog materijala. Provedena fitokemijska karakterizacija
predstavlja doprinos dosada$njem istrazivanju roda Arbutus te upotpunjuje znanstvene

spoznaje o fitoterapijskom potencijalu maginje.
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Summary

A phytochemical analysis of bioactive compounds of leaves and fruits of Arbutus unedo L.
gathered from the islands of LoSinj (population Mali Losinj) and Kolo¢ep has been carried out
in this graduate thesis. The presence of polyphenols has been demonstrated by general
chemical reactions of developing colored products and precipitates. The qualitative analysis
of phenolic acids (ferulic, caffeic, chlorogenic and rosmarinic acid) and flavonoids (rutin,
quercetin, naringenin) was perfomed using thin layer chromatography (TLC). The presence of
various flavonoid substances, as well as phenolic acids and/or iridoids was noticed, but it has
only been confirmed for isoquercitrin. A qualitative analysis of tannins was conducted by
general reactions of color and precipitate formation, which confirmed the presence of
hydrolysable and condensed tannins in all examined samples. A qualitative analysis of sterols,
triterpenic acids and triterpenes was performed by TLC analysis and their presence has been
confirmed in all examined samples. Considering the place of collecting, no significant
variability in the content of the bioactive substances occurs. The conducted phytochemical
characterization represents a contribution to the scientific research of the genus Arbutus,
expanding the existing knowledge of biological activity and phytotherapeutic potential of

Arbutus unedo L.
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