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1. UVOD

U svijetu rod Cornus obuhvaéa oko 50 vrsta grmova i stablasica, a veéina njih se koristi u
dekorativne svrhe. Prema podacima Flora Croatica Database na teritoriju Hrvatske nalazimo
cetiri vrste iz roda Cornus — Cornus alba L. (bijeli drijen), Cornus hungarica Karpati
(madarski drijen), Cornus mas L. (drijen, crveni drijen) i Cornus sanguinea L. (svib drijen,
svibovina) (https://hirc.botanic.hr). Od nabrojanih vrsta jedino se Cornus mas Koristi u
ljudskoj prehrani, dok plodovi i drugi biljni dijelovi ostalih vrsta nisu jestivi (Dujmovic¢
Purgar i sur., 2012). Potencijalnu ulogu u prehrani mogu imati usplode i sjemenke vrste C.
sanguinea zbog visokog sadrzaja ulja (Grli¢, 2005). Drijen je prisutan u ljudskoj prehrani ve¢
tisuélje¢ima o cemu govore podaci o uzgajanju drijena u samostanskim vrtovima na podrucju
Rima, u anti¢koj Grékoj i u srednjem vijeku (Reich, 1996). Plod drijena koristi se za pripravu
pekmeza, kompota, voénih jogurta, voénih sokova, sirupa, rakija, vina ili brendija (Dujmovié
Purgar i sur., 2012). Osim ploda, u prehrambene svrhe mogu se koristiti i drugi dijelovi biljke,
pa se tako list i kora drijena koriste za pripremu ¢aja, a sjemenke kao zamjena za kavu (Grlié,
2005). Tradicionalno se drijen koristi u lijeCenju gastrointestinalnih oboljenja i proljeva,

odljeva krvi, groznice i sl. (Kusan, 1938).

Slika 1. Corni mas fructus

(preuzeto s http://herbni.com/eng/cornelian-cherry-dogwood-cornus-mas.html)



1.1. Botanicka obiljezja drijena (Cornus mas L., Cornaceae)

Drijen, drijenak, dren ili drenjina samo su neka od imena pod kojima je poznata biljna vrsta
Cornus mas L.. Radi se o listopadnom grmu ili nizem stablu koji pripada porodici drijenovki
(Cornaceae). MoZe narasti oko 6 - 9 m visine, a karakterizira ga zaobljena, gusta kroSnja.
Kora je izgledom raspucana, siva i ljusti se. Mlade grancice su maslinasto-smede boje i fino
dlakave. Lisni pupoljci su mali i sadrze dvije zuékaste ljuske. Za razliku od njih, cvjetni
pupoljci su veci te su pokriveni zelenkasto-zutim ljuskama. Listovi drijena su nasuprotni,
jajolikog oblika, Siroki oko 3 cm, dugi 4 - 8 cm, cjelovitih rubova te s naglasenim Zilama koje
prate oblik lista (Sili¢, 1990). Na nali¢ju listova nalaze se &uperci bijelih dlagica $to se smatra
vaznom karakteristikom na temelju koje se moze odrediti vrsta (Dujmovi¢ Purgar i sur.,
2012). Cvjetovi su dvospolni, sitni, zlatnozuti, skupljeni u Stitaste cvatove. Cvjetovi se
javljaju u veljaci 1 ozujku, prije listanja, i cvatu oko dva tjedna. Plodovi su crvene oko 12 mm
duge kostunice sa elipsoidnom, na povrsini glatkom, do 10 mm dugom kosticom. Poznati su
pod nazivom drenjule ili drenjine, a dozrijevaju u kolovozu i rujnu. Kiselkastog su i trpkog
okusa (Silié, 1990). Drijen je rasprostranjen na podru¢ju juzne Europe te Male Azije i
Kavkaza. Cesta je vrsta u podru&ju listopadnih hrastovih $uma, na rubovima $uma, od nizina
do pretplaninskog podru¢ja oko 1400 m nadmorske visine. Raste na toplim, sun¢anim,

vapnenackim stanistima (Gelenc¢ir i Gelenc¢ir, 1991).

&
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Slika 2. Drijen (Cornus mas L.) — biljka, cvijet, plod (preuzeto s https://'www.vitaflora.lt/en/nauji/by-
plant-type/fruit-edible/dogwood/cornelian-cherry-dogwood-cornus-mas-detail )



1.2. Fitokemijski sastav drijenovog ploda

Kemijski sastav drijena je varijabilan i ovisi o genotipu biljke, klimatsko-pedoloskim i drugim
uvjetima rasta biljke te zrelosti ploda. Istrazivanja su pokazala da su plodovi dobar izvor
vitamina C, iridoida i razli¢itih polifenola. Bioaktivne sastavnice drijenova ploda mogu se
razvrstati u 5 skupina — iridoidi, antocijanini, fenolne kiseline, flavonoidi i trjeslovine
(Szczepaniak i sur., 2019).

Iridoidi su prirodni monoterpenski spojevi medu kojima razlikujemo iridoidne glikozide,
neglikozidne iridoide, sekoiridoide i bisiridoide (Juri§i¢ Grubesi¢ i Vladimir — Knezevié,
2004). Najzastupljeniji su sekundarni metaboliti drijena. Plodovi vrste C. mas sadrze iridoidne
spojeve poput loganina, loganske kiseline, sverozida i kornuzida. Analiza 26 kultivara vrste C.
mas pokazala je da je najzastupljeniji spoj loganska kiselina koja ¢ini 88 — 96 % ukupnih
iridoida (Czerwinska i Melzig, 2018). Dvije studije navode prisutnost loganina i sverozida u
plodu vrste C. mas (Perova i sur., 2014; Deng i sur., 2013).

Flavonoidi su prirodni polifenolni spojevi ¢iju strukturu karakterizira prisutnost dviju
benzenskih jezgri povezanih propanskim lancem, tj. C¢-C3-Cs struktura (Jurisi¢ Grubesié i
Vladimir-Knezevi¢, 2004). U prirodi se naj¢esée susreéu flavoni i flavonoli, koji zajedno s
antocijanidinima, izoflavonoidima i flavanonima ¢ine vise od 80 % poznatih flavonoidnih
spojeva. Glavne sastavnice ploda vrste C. mas su derivati flavonola kvercetina i kempferola
(Tenuta i sur., 2022). Flavonoidi su u plodovima drijena prisutni u obliku monoglikozida s
glukozom, galaktozom, ramnozom ili glukuronskom kiselinom kao Se¢ernom komponentom.
Kvercetin-3-O-glukuronid je glavna sastavnica metanolnog ekstrakta ploda drijena
(Pawlowska i sur., 2010). Kvercetin je vazan bioaktivni spoj, s potvrdenim brojnim bioloskim
ucincima, kao §to su kardioprotektivni, protutumorski, antialergijski, antivirusni i protuupalni
(JuriSi¢ Grubesi¢ 1 Vladimir-KneZevi¢, 2004). Drijenov plod takoder sadrzi glikozidne
derivate miricetina, naringenin-3-O-metilester, aromadendrin te katehin, epikatehin i
procijanidin B2 (Milenkovi¢-Andelkovi¢ i sur., 2015). Antocijani (antocijanini) su polifenolni
glikozidi koji se hidrolizom razgraduju na Secer i aglikon antocijanidin. U plodu vrste C. mas
prisutni su u velikoj koli¢ini te im daju crvenu boju. Najzastupljeniji antocijani su derivati
pelargonidina i cijanidina, posebno pelargonidin-3-O-galaktozid i cijanidin-3-O-galaktozid
(Kucharska 1 sur., 2015; Sozanski i sur., 2014; Jayaprakasam i sur., 2006). U nekim
kultivarima s podruéja jugoisto¢ne Europe kao glavne sastavnice drijenova ploda navode se
peonidin-3-O-glukozid i cijanidin-3-O-galaktozid (Drkenda i sur., 2014). U istrazivanju koje

su proveli Tural i Koca (2008) najzastupljeniji antocijani bili su pelargonidin 3-O-glukozid,
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Slika 3. Kemijske strukture najzastupljenijih bioaktivnih sastavnica drijena, (preuzeto i prilagodeno s

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6121078/)

cijanidin 3-O-glukozid i cijanidin 3-O-rutinozid. Dzydzan i sur. (2019) navode 7 vrsta

antocijana u drijenovom plodu medu kojima su 3 monoglukozida (delfinidin 3-O-galaktozid,
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cijanidin 3-O-galaktozid i pelargonidin 3-O-galaktozid), dva diglukozida (cijanidin 3-O-
robinobiozid i pelargonidin 3-O-robinobiozid) i dva aglikona (cijanidin i pelargonidin)

dobivena hidrolizom prethodno navedenih spojeva.

Vaznu skupinu biljnih polifenola ¢ine fenolne kiseline. C. mas sadrzi fenolne kiseline iz
skupine derivata benzojeve kiseline 1 cimetne Kkiseline. Najzastupljeniji derivati
hidroksibenzojeve kiseline prisutni u drijenovom plodu su galna, protokatehinska, vanilinska i
elaginska kiselina, dok se od derivata hidroksicimetne kiseline javljaju kavena, kumarinska,
feruli¢na i sinapinska kiselina. One ujedno predstavljaju vazne gradevne jedinice mnogih
drugih prirodnih spojeva te ¢esto dolaze u obliku specifi¢nih estera, kao $to su klorogenska
kiselina i ruzmarinska kiselina koje su takoder prisutne u plodovima drijena (Czerwinska i
Melzig, 2018). Osim toga, plodovi drijena su bogati monosaharidima i polisaharidima, a
sadrze i atipi¢na vlakna poput kalcij pektata (Jaéimovié i sur., 2015; Bijeli¢ i sur., 2011).
Bogati su izvor kalija, kalcija, magnezija i natrija, no studije ukazuju na znacajan utjecaj
porijekla na njihov sadrzaj. Dok plodovi drijena s podrucja Hrvatske sadrze 4019 mg/kg
kalija, 2074 mg/kg kalcija, 288 mg/kg magnezija i 22,9 mg/kg natrija, u grékim plodovima
ustanovljeno je 880 — 1320 mg/kg kalija, 80 — 90 mg/kg fosfora, 40 — 50 mg/kg magnezija, 19
— 45 mg/kg Zeljeza 1 20 — 30 mg/kg kalcija (Tenuta i sur., 2022). Plodovi drijena sadrze i
triterpenoide, to¢nije ursolicnu kislinu. Czerwinska 1 Melzig (2018) u svom istraZivanju su
usporedili kemijski sastav vrsta C. mas i C. officinalis kao dviju vrsta tog roda s najduzom
tradicijom koriStenja te su kao posebnost istaknuli prisutnost karotenoida, masnih kiselina i
derivata flavan-3-ola, poput procijanidina B1 i B2, u vrsti C. mas. Najzastupljenijim masnim

kiselinama u drijenovom plodu smatraju se linolenska, oleinska i palmitinska kiselina.

1.3. Bioloski, farmakoloski i klini¢ki ucinci drijenovog ploda

Antioksidacijski ucinak

Ekstrakt ploda vrste Cornus mas sadrzi askorbinsku kiselinu i1 polifenolne spojeve iz skupine
flavonoida i antocijanina koji se smatraju potentnim antioksidansima sposobnim da S§tite
stani¢ne proteine, lipide i DNK od ostecenja uzrokovanih djelovanjem slobodnih radikala.
Liofolizirani plodovi drijena (bez sjemenki) primjenjeni oralno tijekom 60 dana protektivno
su djelovali na hiperlipidemiju u zeceva potaknutu prehranom bogatom kolesterolom i to tako

da su, izmedu ostalog djelovanja, pokazali sposobnost regulacije oksidativnog stresa



(Sozanski i sur.,, 2014). Na temelju smanjenja razine malondialdehida dokazano je da
sprjecavaju lipidnu peroksidaciju u jetri, ali djeluju i na aktivnost stani¢nih antioksidansa i to
tako da poveéavaju razinu glutationa, dok na aktivnost superoksid dismutaze i glutation
peroksidaze ne utjece. Nadalje, antioksidacijsko djelovanje ekstrakta ploda vrste Cornus mas,
u Stakora kod kojih je ugljikovim tetrakloridom (CCls) izazvano oStecenje jetre ocitovalo se
znacajnim smanjenjem koncentracije malondialdehida, markera lipidne peroksidacije, u
ispitivanim skupinama Zivotinja koje su prije CCly tretmana preventivno tijekom 16 dana
dobivale ekstrakt ploda drijena u dozi 200 mg/kg odnosno 500 mg/kg. Rezultati navedene
studije koju su proveli Somi i sur. (2014) takoder su pokazali da metanolnovodeni ekstrakt
ploda drijena pozitivno utjeCe na razine antioksidacijskih enzima (superoksid dismutaze,
katalaze 1 glutation peroksidaze) do Cijeg znacajnog smanjena dovodi samo tretiranje CCls.
Protektivno djelovanje drijenova ploda na toksinom-potaknuta oSteéenja jetre pripisuje se
njegovoj sposobnosti da sprjeci peroksidaciju jetrenih lipida, a kao moguéi mehanizam
predlaze se sposobnost antioksidativnih sastavnica drijena da stabiliziraju membrane i umanje
poremecaje uzrokovane ugljikovim tetrakloridom.

Na animalnom modelu dokazano je i da ekstrakt ploda drijena djeluje protektivno na
reproduktivni sustav prilikom primjene citotoksi¢nog lijeka metotreksata te Stiti zivotinje od
njegova nezeljenog djelovanja. Rezultati studije pokazali su da ekstrakt ploda drijena
primijenjen u dozi 500 mg/kg ili 1000 mg/kg sprjeCava pojavu oksidativnog stresa
uzrokovanog primjenom metotreksata u stanicama spermatogeneze. Takav mehanizam
djelovanja povezuje se sa sposobnos¢u uklanjanja slobodnih radikala i/ili povecanjem
antioksidativnog kapaciteta u organizmu. Antioksidativne sastavnice drijenova ploda
pozitivno djeluju i na druge parametre kvalitete sperme u zivotinja koji su naruseni prilikom

primjene metotreksata (Zarei i sur., 2015).

Protuupalni ucinak

U animalnoj studiji provedenoj na ze¢evima koji su dobivali hranu bogatu kolesterolom, §to je
rezultiralo poremecajem lipidnog statusa, dokazano je da liofilizirani plod drijena pridonosi
normalizaciji razine pojedinih lipida djelujuéi antioksidativno, ali i protuupalno. Drijen je
zna¢ajno smanjio in vivo koncentraciju proupalnih citokina — ¢imbenika nekroze tumorske
alfa (TNF-alfa) i interleukina-6 (Sozanski i sur., 2014).

Moldovan i sur. (2016) proveli su istrazivanje na Wistar Stakorima kojima su myjerili razinu
citokina nakon izazivanja upale karagenanom u mekom tkivu Sape. Acetonski ekstrakt

plodova vrste C. mas pokazao je protuupalno djelovanje inhibirajuéi proizvodnju TNF-alfa,
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interleukina-1f i interleukina-13 te pojacavajuéi proizvodnju interleukina-10 u tkivu Sape. Na
temelju histopatoloskih nalaza tkiva Sape i jetre smatra se da niska doza ekstrakta (15 mg
ukupnih fenola drijena/kg tjelesne tezine) doprinosi smanjenju pocetne upalne reakcije, dok
visoka doza (30 mg ukupnih fenola drijena/kg tjelesne tezine) inhibira eksudaciju upalnih

stanica na mjesto upale.

Antimikrobni ucinak

Plodovi biljne vrste C. mas sadrZe polifenolne spojeve koji se smatraju odgovornim za
sposobnost inhibicije rasta razlicitih enteropatogenih bakterija. Takoder, neke fitokemijske
sastavnice soka ploda drijena mogu smanjiti adheziju bakterijskih sojeva Asaia spp. koje
uzrokuju kvarenje bezalkoholnih pi¢a (Czerwinska i Melzig, 2018).

U istrazivanju kojeg su proveli Milenkovi¢-Andelkovi¢ i sur. (2015) ispitana je antimikrobna
aktivnost ekstrakta ploda i lista drijena na 13 mikrobnih sojeva. Disk difuzijskom metodom je
dokazano da oba ekstrakta drijena inhibiraju rast Gram — pozitivnih sojeva (Clostridium
perfringens, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Sarcina lutea,
Micrococcus flavus), Gram — negativnih sojeva (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enteritidis, Shigela sonnei, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris) i kvasca
(Candidia albicans). Ekstrakt lista drijena pokazao je snaZnije djelovanje u odnosu na ekstrakt
ploda.

Krisch i sur. (2008) ustanovili su da vodeni ekstrakt plodova drijena djeluje antimikrobno na
sojeve Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Escherichia coli 1 Serratia marcescens. Metanolni
ekstrakt plodova C. mas takoder je inhibirao rast sojeva B. subtilis 1 E. coli te je pokazao

potentniji antibakterijski u¢inak od vodenog ekstrakta.

Hipoglikemijski ucinak

In vitro studija koju su proveli Jayaprakasam i sur. (2005) pokazuje da antocijani iz plodova
vrste C. mas, cijanidin-3-glukozid i delfinidin-3-glukozid, poti¢u sekreciju inzulina iz beta
stanica guSterace glodavaca.

S ciljem vrednovanja tradicionalne uporabe drijena kao hipoglikemijskog sredstva, Soltani i
sur. (2015) proveli su randomiziranu, dvostruko-slijepu, placebom kontroliranu klini¢ku
studiju na 60 pacijenata oboljelih od dijabetesa tipa 2. Pacijenti, podijeljeni u dvije skupine,
tijekom 6 tjedana su dvaput dnevno uzimali po dvije kapsule punjene suhim 70 %-tnim

etanolnim ekstraktom plodova drijena, standardiziranim na 150 mg antocijana (600 mg



antocijana/dan) ili placebo. Prije i nakon provedenog ispitivanja pacijentima se odredivao
indeks tjelesne mase te se uzimala krv za mjerenje razine glukoze nataste, inzulina,
triglicerida, glikoziliranog hemoglobina i vrijednosti glukoze 2 sata nakon jela. Takoder,
odredene su i vrijednosti jetrenih enzima te kreatinina koje su se pokazale urednima i nakon
provedene studije. Rezultati su pokazali da ekstrakt ploda vrste C. mas moze poboljsati
glikemijsku kontrolu snizavanjem razine glikoziliranog hemoglobina (HbA1C) $to se smatra
iznimno vazno jer se time smanjuje rizik od nastanka komplikacija vezanih uz dijabetes. Uz
to, primjecene su snizene vrijednosti triglicerida u serumu i ve¢e vrijednost inzulina kod
ispitivane skupine koja je uzimala kapsule sa standardiziranim ekstraktom. Razlika vrijednosti
indeksa tjelesne mase, glukoze nataste kao i postprandijalno nije statisticki znacajna u
usporedbi s placebo grupom, ali koristenje vece doze ekstrakta tijekom duzeg vremenskog
razdoblja mozZe imati znacajniji utjecaj na markere kontrole dijabetesa. Pretpostavlja se da su
antocijani u plodovima drijena zasluzni za hipoglikemijska i hipolipidemijska svojstva

ekstrakta.

Hipolipidemijski ucinak

Rafieian-Kopaei i sur. (2011) izvjestili su o povoljnom terapijskom utjecaju praska drijenovih
plodova na aterosklerozu i njene Cimbenike rizika u zeceva s hiperkolesterolemijom.
Istrazivanje u kojem su zecevi tijekom 60 dana dobivali 1 g praska droge/kg rezultiralo je
smanjenjem vrijednosti aterogenog indeksa plazme, povecanje HDL-kolesterola te smanjenje
ukupnog kolesterola, LDL-kolesterola i triglicerida u Zivotinja. Kasnije je dokazano da
primjena plodova $§titi organizam od prehranom-potaknute hiperlipidemije smanjujuéi razine
serumskih triglicerida i sprje¢avajuéi stvaranje aterosklerotskih nakupina u torakalnoj aorti
(Sozanski i sur., 2014). Hipolipidemijski u¢inak droge najviSe se pripisuje antocijaninima, a
doprinosi mu i loganska kiselina (Sozanski i sur., 2016), ursolna kiselina (Asgary i sur., 2014)
te flavonoidi (Borradaile i sur., 2002). Antocijani mogu utjecati na aktivnost jetrenih enzima

koji su vazni u metabolizmu lipida (Lila, 2004).

Ucinci na vid i o¢ne bolesti

Smatra se da antocijanini kao i drugi antioksidansi mogu poboljsati vidnu funkciju 1 vidno
polje kod pacijenata oboljelih od glaukoma normalne napetosti. Takav ucinak postizu
neuroprotektivnim  djelovanjem, inhibicijom lipidne peroksidacije 1 poboljSanjem
prokrvljenosti vidnog Zivca (Czerwinska i Melzig, 2018). Szumny i sur. (2015) proveli su

studiju na zecevima gdje su ispitivali djelovanje antocijano-iridoidne frakcije, dobivene iz
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plodova Cronus mas, na intraokularni tlak. Rezultat studije je smanjenje (19-25 %)
intraokularnog tlaka nakon 2-3 sata intraokularne primjene frakcije ili otopine loganske
kiseline (0,7 % vodene otopine koja sadrzi 0,15 % natrijevog hijaluronata). Ovo istrazivanje
upucuje na potencijalno povoljan ucinak polifenolnih sastavnica drijena kod dijabeti¢ke i

hipertenzivne retinopatije (Czerwinska i Melzig, 2018).

Uc¢inak u postmenopauzalne komplikacije

Menopauza, koja nastupa nakon smanjene aktivnosti jajnika i razine estrogena, moze dovesti
do dugoro¢nih promjena u lipidnom i glikemijskom profilu i poveéati rizik od
kardiovaskularnih bolesti i osteoporoze. Gholamrezayi i sur. (2019) proveli su interventno,
dvostruko slijepo, randomizirano klini¢ko ispitivanje na 84 Zene u dobi od 45 do 60 godina
koje su bile u menopauzi, sa ciljem da procjene utjecaj suplementacije ekstraktom ploda
drijan na komplikacije kod Zena u postmenopauzi. U studiji je sudjelovalo 84 Zena
podijeljenih u dvije skupine od kojih je jedna skupina uzimala 3 puta dnevno po 1 kapsulu
(300 mg) biljnog ekstrakta, dok je druga dobivala placebo (Skrob). Osmotjedna
suplementacija s 900 mg ekstrakta ploda drijena rezultirala je smanjenom vrijednosti
LDL/HDL omjera, TC/HDL omjera, fibrinogena, indeksa tjelesne mase, opsega struka
ispitanika te pozitivim ucinakom na vrijednost HDL kolesterola i ApoAl u usporedbi s
kontrolnom skupinom, dok se razine leptina, serumskog inzulina, indeksa inzulinske
rezistencije 1 inzulinske osjetljivosti nisu znacajno razlikovale, ukazujuéi tako na klinicki

potencijal droge da smanji rizik za postmenopauzalne komplikacije.



2. OBRAZLOZENJE TEME

Oksidativni stres smatra se glavnim rizikom za razvoj razli¢itih bolesti jer uzrokuje ostecenje
stanica. Organizam odrzava ravnotezu stvaraju¢i antioksidanse koji djeluju kao hvataci
reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) te na taj nacin sprjeava ostecenje stanica. Medutim, stres,
nezdrava prehrana i zagadenje okoliSa rezultirali su povecanoj izloZenosti vanjskim izvorima

ROS-a. Stoga je primjena prirodnih antioksidansi podruéje interesa mnogih zananstvenika.
Cilj ovog diplomskog rada bio je:

v ispitati prisutnost flavonoida, fenolnih kiselina i antocijana u plodovima drijena

v odrediti sadrzaj polifenolnih sastavnica u etanolnom ekstraktu plodova drijena

v istraziti antioksidacijski potencijal ekstrakta plodova drijena odredujuc¢i sposobnost

hvatanja slobodnih DPPH radikala i radikala dusikovog (IT) oksida
Svrha provedenih istrazivanja u okviru ovog diplomskog rada bila je doprinijeti znanstvenim

spoznajama o fitokemijskom sastavu i biomedicinskom potencijalu plodova drijena koji

samoniklo raste u Hrvatskoj.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1.Biljni materijal i priprema ekstrakta

Zreli plodovi drijena sakupljeni su u kolovozu 2021., u okolici Zagreba. Plodovi su o¢iséeni
od kostica te potom osuseni i usitnjeni.

Za potrebe daljnjih ispitivanja pripravljen je i etanolni ekstrakt plodova drijena. U tu je svrhu
30 g praskastog materijala preliveno s 300 ml 70 %-tnog etanola te ekstrahirano u
ultrazvucnoj kupelji na 30 °C tijekom 20 minuta. Nakon filtracije, biljni materijal je jo$
jednom ekstrahiran 70 %-tnim etanolom uz iste uvjete, a dobiveni filtrati sjedinjeni. Ekstrakt
je uparen do suha pomocu rotacijskog vakuum-uparivaca. IskoriStenje ekstrakcije bilo je

79,13 %. Ekstrakt je pohranjen u hladnjaku na 4 °C za daljnja ispitivanja.

3.2. Aparatura i kemikalije

Instrumenti i pribor

U eksperimentalnom dijelu rada koristeni su sljedeci instrumenti i pribor:

analiti¢ka vaga (Mettler-Toledo, Svicarska-SAD)

automatske pipete (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

e Kkapilare za tankoslojnu kromatografiju 10 pL (Hirschmann, Eberstadt, Njemacka)

e laboratorijska tresilica (GFL, Hannover, Njemacka)

e ploca Silikagel 60 F2s4 (Merck, Darmstadt, Njemacka)

e rotacijski vakuum-upariva¢ Biichi (Biichi Labortechnik AG, Postfach, Svicarska)

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

e UV lampa (Camag, Muttenz, Svicarska)

e UV-Vis spektrofotometar Helios y (Spectronic Unicam, Cambridge, Velika Britanija)
e vodena kupelj (Inko, Zagreb, Hrvatska)

Standardi, reagensi i ostale kemikalije

U eksperimentalnom dijelu rada koristeni su sljede¢i standardi, reagensi i kemikalije:
e 2 2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich, St Louis, SAD)
e 2-aminoetil-difenilborat (Fluka, Buchs, Svicarska)

e aceton (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska)

11



aluminijev klorid heksahidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
askorbinska kiselina (Fluka, Buchs, Svicarska)

butanol (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska)

etanol 96 % (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska)

etilacetat (POCH S. A., Gliwice, Poljska)

Folin-Ciocalteau reagens (Scharlau, Barcelona, Spanjolska)
fostatom-puferirana otopina soli, PBS (0,01 M; pH 7.4) (Sigma-Aldrich, St Louis,
SAD)

fosforna kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
heksametilentetramin (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

kavena kiselina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
kloridna kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

klorogenska kiselina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)
kozni prasak (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemacka)
kvercetin-3-glukozid (izokvercitrin) (Fluka, Buchs, Svicarska)
metanol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

mravlja kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
naftiletilendiamin hidroklorid, NED (Sigma-Aldrich, St Louis, SAD)
natrijev hidroksid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

natrijev karbonat dekahidrat (Gram-Mol, Zagreb, Hrvatska)
natrijev molibdat (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemacka)
natrijev nitrit (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemacka)

natrijev nitroprusid (Kemika, Zagreb, Hrvatska

natrijev sulfat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

octena kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

pirogalol 99 % (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemacka)
polietilenglikol 4000 (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Njemacka)
rutin (Fluka, Buchs, Svicarska)

sulfanilamid (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
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3.3. Odredivanje gubitka suSenjem

Na analiti¢koj vagi je izvagana prazna, suha posudica za vaganje te je u nju zatim dodano 1 g
droge i posudica je ponovno izvagana. Posudica s drogom potom je stavljena u suSionik i
droga suSena na temperaturi 105 °C tijekom 2 sata. Nakon hladenja u eksikatoru 30 minuta,
posudica s drogom je opet izvagana (Vladimir-Knezevié i sur., 2019).
Gubitak susenjem odreden je prema formuli:

% gubitak susenjem = ((m;- mp)* 100)/ my,

gdje je m; masa droge prije suSenja (g), a mp masa droge poslije 2 sata suSenja pri 105 °C (g).

3.4. Ispitivanje fitokemijskog sastava drijenovog ploda tankoslojnom

kromatografijom

3.4.1 Ispitivanje flavonoida i fenolnih kiselina

Kvalitativna analiza flavonoida i fenolnih kiselina provedena je metodom tankoslojne
kromatografije. 1 g droge u praSku pomijesan je s 10 mL metanola u tikvici i sadrZaj potom
zagrijavan 10 minuta u vodenoj kupelji te nakon hladenja filtriran. Dobiveni ekstrakt uzorka
sluzio je kao ispitivana otopina. Poredbena otopina flavonoida pripravljena je otapanjem po
2,5 mg rutina, kvercitrina i izokvercitrin u 10 mL metanola, dok je poredbena otopina
fenolnih kiselina pripravljena otapanjem po 2,5 mg klorogenske i kavene kiseline u 10 mL
metanola. Kao nepokretna faza koristen je silikagel 60 F2s4, a pokretna faza dobivena je
mijeSanjem etil-acetata, mravlje kiseline i vode u omjeru 80:10:10 (V/V/V). Poredbene
otopine i ispitivana otopina linijski su nanesene u volumenu od 10 pL. Kromatogram je
razvijan u visini do 8 cm u komori, a plo¢a osusena na zraku. Detekcija odijeljenih sastavnica
provedena je prskanjem ploce s 1 %-tnom metanolnom otopinom 2-aminoetilestera
difenilboratne kiseline i 5 %-tnom metanolnom otopinom polietilenglikola (NP/PEG). Ploca

je promatrana pod UV svjetlom na 365 nm, a na 254 nm promatrano je gaSenje fluorescencije.

3.4.2 Ispitivanje antocijana

Kvalitativna analiza antocijana provedena je metodom tankoslojne kromatografije. 1 g droge
u prasku pomijesan je s 10 mL metanola u tikvici i sadrzaj potom zagrijavan 10 minuta u
vodenoj kupelji te nakon hladenja filtriran. Dobiveni ekstrakt uzorka sluzio je kao ispitivana

otopina. Kao nepokretna faza koristen je silikagel 60 F2s4, a pokretna faza pripravljena je
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mijeSanjem mravlje kiseline, vode i butanola u omjeru 16:19:65 (V/V/V). Ispitivana otopina
linijski je nanesena u volumenu od 10 pL. Kromatogram je razvijan do visine od 8§ cm u
komori, a plo¢a osuSena na zraku. Detekcija odijeljenih sastavnica provedena je vizualno na

dnevnom svjetlu.

3.5. Spektrofotometrijsko odredivanje polifenolnih sastavnica

drijenovog ploda

3.5.1 Odredivanje fenolnih kiselina

Odredivanje fenolnih kiselina u suhom plodu drijena provedeno je spektrofotometrijskom
metodom prema Europskoj farmakopeji (EDQM, 2020). 0,200 g suhog, usitnjenog biljnog
materijala ekstrahirano je s 80 mL 50 %-tnog etanola zagrijavanjem 30 minuta u tikvici na
vodenoj kupelji, uz povratno hladilo. Nakon hladenja, ekstrakt je filtriran, a filtrat razrjeden
50%-tnim etanolom u odmjernoj tikvici od 100 mL. Ispitivana otopina pripremljena je tako da
alikvot od 1,0 mL ekstrakta prenesen u odmjernu tikvicu od 10 mL gdje su potom redom
dodani sljedeci reagensi: 2,0 mL 0,5 M kloridne kiseline, 2,0 mL nitrit-molibdat reagensa koji
je pripravljen otapanjem 10 g natrijevog nitrita i 10 g natrijeva molibdata u 100 mL vode, te
2,0 mL 8.5 %-tne otopine natrijevog hidroksida. Sadrzaj tikvice nadopunjen je vodom do
oznake te je odmah izmjerena apsorbancija otopine na 505 nm.
Poredbena otopina dobivena je razrjedivanjem 1,0 mL ekstrakta destiliranom vodom u
odmjernoj tikvici od 10 mL. Odredivanje je provedeno u triplikatu.
Maseni udio fenolnih kiselina, izrazen kao ruzmarinska kiselina, izracunat je prema izrazu:

% fenolnih kiselina = A x 2,5/m,

gdje A predstavlja apsorbanciju ispitivane otopine na 505 nm, a m masu droge u gramima.

Sadrzaj fenolnih kiselina odreden je i u etanolnom ekstraktu ploda drijena prema opisanom

postupku, uzimajuéi u analizu manju poc¢etnu masu ekstrakta (0,100 g).

3.5.2 Odredivanje antocijana

Odredivanje antocijana u suhom plodu drijena provedeno je spektrofotometrijskom metodom
prema Europskoj farmakopeji (EDQM, 2020). Usitnjena biljna droga (2 g) pomijesana je s 95
mL metanola i ekstrahirana na mehanic¢koj tresilici u trajanju od 30 minuta, a potom u

ultrazvucnoj kupelji tijekom 10 minuta. Nakon toga ekstrakt je filtriran u tikvicu od 100,0 mL
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te nadopunjen metanolom do oznake. Dobivena otopina razrijedena je 4 puta s 0,1 %
otopinom HCI u metanolu (V/V). Apsorbancija je izmjerena na 528 nm. Kao poredbena
otopina koristen je 0,1 % HCI u metanolu. Odredivanje je provedeno u triplikatu.
Udio antocijana izracunat je kao cijanidin-3-glukozid klorid prema izrazu:

% antocijana = (A x 400)/(718 x m),

gdje je A apsorbancija ispitivane otopine na 528 nm, a m masa droge u gramima.

Odredivanje antocijana u etanolnom ekstraktu ploda drijena provedeno je istom metodom uz
manje modifikacije: u ispitivanje je uzeto 0,500 g uzorka, te je ekstrakt nakon filtriranja

razrijeden 2 puta s 0,1 % HCI u metanolu. U skladu s time, modificiran je i izraz za izracun.

3.5.3 Odredivanje trjeslovina

Odredivanje trjeslovina u suhom plodu drijena provedeno je spektrofotometrijskom metodom
prema Europskoj farmakopeji (EDQM, 2020). Usitnjeni biljni materijal (1,000 g) preliven je
sa 150 mL vode i ekstrahiran 30 minuta na vodenoj kupelji, uz povratno hladilo. Dobiveni
ekstrakt je ohladen te kvantitativno prenesen u odmjernu tikvicu od 250 ml. U tikvicu je
dodana voda do oznake, te sadrzaj ostavljen da stoji dok se Cestice ne istaloZe. Potom je
ekstrakt profiltriran preko filter papira, a prvih 50 mL filtrata odbaceno.
e Ukupni polifenoli
Kako bi se odredili ukupni polifenoli, 5 mL filtrata razrijedeno je vodom do 25,0 mL. Zatim
je 2,0 mL te otopine pomijeSano s 1,0 mL Folin—Ciocalteau reagensom i 10,0 mL vode u
odmjernoj tikvici od 25,0 mL. Sadrzaj tikvice nadopunjen je otopinom natrijevog karbonata
(290 g/L) do oznake. Odredivanje je provedeno u triplikatu. Apsorbancija je izmjerena 30
minuta kasnije na valnoj duljini od 760 nm, uz vodu kao poredbenu otopinu.
e Polifenoli neadsorbirani na kozni praSak (netaninski polifenoli)

Za odredivanje polifenola neadsorbiranih na kozni prasSak (netaninski polifenoli) u 10,0 mL
filtrata dodano je 0,10 g koZnog praska, a zatim je sadrzaj tikvice stavljen na laboratorijsku
tresilicu 60 minuta. Nakon zavrSetka muckanja sadrzaj tikvice je filtriran, a 5,0 mL dobivenog
filtrata razrijedeno vodom do 25,0 mL. Potom je 2,0 mL te otopine pomijesano s 1,0 mL
Folin-Ciocalteau reagensom i 10,0 mL vode u odmjernoj tikvici od 25,0 mL. Sadrzaj tikvice
nadopunjen je do oznake otopinom natrijevog karbonata (290 g/L). Odredivanje je provedeno
u triplikatu. Apsorbancija je izmjerena nakon 30 minuta na 760 nm, uz vodu kao poredbenu

otopinu.
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e Standard (pirogalol)

Za pripremu standarda u odmjernoj tikvici od 100,0 mL otopljeno je 50,0 mg pirogalola u
vodi. 5,0 mL dobivene otopine razrijedeno je vodom do 100,0 mL. 2,0 mL te otopine
pomijesano je s 1,0 mL Folin-Ciocalteau reagensom i 10,0 mL vode u odmjernoj tikvici od
25,0 mL. Sadrzaj tikvice nadopunjen je do oznake otopinom natrijevog karbonata (290 g/L).
Odredivanje je provedeno u triplikatu. Apsorbancija je izmjerena nakon 30 minuta na 760 nm,
uz vodu kao poredbenu otopinu.

Postotni udio trjeslovina, izraZzen kao pirogalol, izracunat je prema izrazu:

% trjeslovina = 62,5 X ((A1 —A2) x m2)/(Az X myp),

gdje je m| masa ispitivanog uzorka u gramima, a my masa pirogalola u gramima.

Odredivanje trjeslovina u suhom ekstraktu ploda drijena provedeno je na isti nacin, uz

koristenje 0,500 g suhog ekstrakta ploda drijena za analizu.

3.5.4 Odredivanje flavonoida

Odredivanje flavonoida u suhom plodu drijena provedeno je spektrofotometrijskom metodom
prema Europskoj farmakopeji (EDQM, 2020). Usitnjeni biljni materijal (0,600 g) prenesen je
u tikvicu okruglog dna te su dodani 1 mL 5 g/L otopine heksametilentetramina, 20 mL
acetona 1 2 mL kloridne kiseline (250 g/L). Tikvica je sa sadrzajem zagrijavna 30 minuta na
vruc¢oj vodenoj kupelji, uz povratno hladilo. Zatim je sadrzaj filtriran u drugu tikvicu preko
malo pamuka, a ostatak droge u tikvici i na pamuku (zajedno s pamukom) jo$ je dva puta
ekstrahiran sa po 20 mL acetona, zagrijavanjem tijekom 10 minuta. Ohladeni i sjedinjeni
filtrati filtrirani su preko filtar-papira uz ispiranje tikvice i filtar-papira u odmjernu tikvicu od
100 mL. Otopina je razrijedena acetonom do oznake. 20,0 mL acetonskog ekstrakta preneseno
je u lijevak za odjeljivanje i pomijeSano s 20 mL vode. Sadrzaj u lijevku izmuckivan je s
etilacetatom, prvi put s 15 mL, a iduca tri puta s po 10 mL etilacetata. Sjedinjeni etilacetatni
ekstrakti isprani su dva puta s po 50 mL vode u lijjevku za odjeljivanje. Potom je etilacetatni
ekstrakt filtriran preko 10 g bezvodnog natrijevog sulfata u odmjernu tikvicu od 50,0 mL i
razrijeden etilacetatom do oznake. Ispitivana otopina pripremljena je tako $to je 10,0 mL
dobivenog etilacetatnog ekstrakta preneseno u odmjernu tikvicu od 25 mL. U tikvicu je dodan
1,0 mL reagensa aluminijevog klorida te 5 %-tna metanolna otopina octene kiseline do
oznake. Poredbena otopina je pripravljena razrijedivanjem 10,0 mL etilacetatnog ekstrakta do

25,0 mL s 5 %-tnom metanolnom otopinom octene kiseline. Apsorbancija ispitivane otopine
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izmjerena je nakon 30 minuta na 425 nm u odnosu na poredbenu otopinu. Odredivanje je
provedeno u triplikatu.
Maseni udio flavonoida, izraZen kao izokvercitrozid, izracunat je prema izrazu

% flavonoida = (A x 1,25)/m,

gdje je A apsorbancija ispitivane otopine na 425 nm, a m masa droge u gramima.

Odredivanje flavonoida u ekstraktu ploda drijena provedeno je prema jednakom, gore

opisanom postupku.

3.6. Istrazivanje antioksidativne aktivnosti etanolnog ekstrakta

drijenovog ploda

3.6.1 Odredivanje sposobnosti hvatanja radikala dusikovog (II) oksida (NO)

Sposobnost ekstrakta drijenovog ploda i referentnih antioksidansa da hvataju slobodne NO
radikale istrazena je primjenom metode opisane u literaturi (Harput i sur., 2011). Serijskim
razrjedivanjem u 80 uL etanola pripremljen je koncentracijski niz uzoraka u rasponu od 1600-
12,5 pg/mL. U kontrolne jazice umjesto uzorka stavljen je etanol. Odredivanje je provedeno u
duplikatu. U svaku jaZicu dodano je 80 uL otopine natrijeva nitroprusida u PBS-u i sadrzaj je
promijesan. Potom je reakcijska smjesa inkubirana na sobnoj temperaturi tijekom 120 minuta.
Nakon inkubacije u jazice je dodano 40 pul. 1 % otopine sulfanilamida u 5 %-tnoj fosfornoj
kiselini, a nakon 5 minuta dodano je 40 uL 0,1 % otopine NED-a te je sadrzaj promijeSan.
Odmah potom izmjerena je apsorbancija na 545 nm u odnosu na slijepu probu koja je
sadrzavala sve reagense osim uzorka.

Sposobnost hvatanja NO radikala, izrazena u postotcima, izraCunata je prema sljedecem
izrazu

(%) NO antiradikalne sposobnosti = ((Ao — A1) /Ag)*x100,

gdje je Ao apsorbancija kontrolne otopine koja je umjesto testiranog uzorka sadrzavala
jednaku koli¢inu otapala, a A je apsorbancija ispitivane otopine. Standardni antioksidansi

kvercetin i askorbinska kiselina testirani su za usporedbu.
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3.6.2 Odredivanje sposobnosti hvatanja 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikala

Sposobnost ekstrakta plodova drijena da neutralizira slobodne DPPH radikale ispitana je
spektrofotometrijskom metodom prema Bloisu opisanoj u literaturi (Blazekovié i sur., 2010).
U epruvetama je pripremljen niz serijskih razrjedenja uzorka u 1,5 mL 70 %-tnog etanola tako
da su kona¢ne koncentracije uzorka u reakcijskoj smjesi u rasponu koncentracija od 1600-
3,13 pg/mL. Dvije epruvete su bile kontrolne, a sadrzavale su 1,5 mL 70 %-tnog etanola
umjesto uzorka. Odredivanje je provedeno u duplikatu. U svaku epruvetu dodano je 0,5 mL
svjeze pripremljene 0,1 mM otopine DPPH radikala pomocu repetitivne pipete kojom je
ujedno i promijesan sadrzaj u epruveti. Reakcijska smjesa je inkubirana pri sobnoj temperaturi
na tamnom mjestu. Nakon 30 minuta izmjerena je apsorbancija na 517 nm uz 70 %-tni etanol
kao slijepu probu. Sposobnost hvatanja DPPH radikala, izraZena u postocima, izracunata je
prema sljedeéem izrazu:
(%) DPPH antiradikalne sposobnosti = ((Ao — A1) /A0)*100,

gdje je Ao apsorbancija kontrolne otopine koja je umjesto testiranog uzorka sadrzavala
jednaku koli¢inu otapala (etanola), a A; je apsorbancija ispitivane otopine umanjena za
apsorbanciju samog uzorka. Standardni antioksidansi kvercetin i askorbinska kiselina testirani

su za usporedbu.

3.7. Statisticka analiza

Statisticka obrada rezultata provedena je KkoriStenjem raCunalnog programa Excel
programskoga paketa Microsoft Office (Microsoft, SAD). Koncentracija uzorka koja
ostvaraje 50%-tni inhibitorni uc¢inak (ICso) dobivena je interpolacijom na temelju linearne

regresijske analize odnosa koncentracije i u¢inka.
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4. REZULTATI I RASPRAVA
4.1.Gubitak suSenjem

Odredivanje gubitka suSenjem je gravimetrijska metoda kojom se ispituje stupanj Cistoce
biljnih droga. Svaka droga sadrzi odredenu koli¢inu vlage. To ovisi o konzistencije droge i
vlaznosti atmosfere u kojoj se droga ¢uva. Voda moze uzrokovati razgradnju bioaktivnih tvari,
¢ime se smanjuje ili potpuno gubi njihov sadrzaj u drogama. Takoder, na drogama s ve¢im
udjelom vlage lakSe se razvijaju mikroorganizmi i insekti. Zbog svega navedenog vazno je da
vrijednost gubitka suSenjem bude u propisanim granicama (Vladimir-Knezevi¢ i sur., 2019).

Dobiveni rezultati pokazuju da gubitak susenjem za Corni mas fructus iznosi 7,71 %.

4.2. TLC karakterizacija polifenolnih sastavnica drijenovog ploda

Tankoslojnom kromatografijom provedena je kvalitativna analiza fenolnih kiselina,
flavonoida i antocijana u plodovima vrste Cornus mas. Kao nepokretna faza koristen je
silikagel 60 Fzss, a kao pokretna faza odgovarajuée smjese otapala. Sastavnice su
karakterizirane prema polozaju odijeljenih zona odnosno faktoru zaostajanja (Rf) te boji i
intenzitetu obojenja tih zona, u usporedbi s odgovaraju¢im referentnim spojevima (Kastelan-

Macan i sur., 2006).

4.2.1 TLC profil flavonoida i fenolnih kiselina

Na tankom sloju silikagela, primjenom smjese otapala etil-acetat, mravlja kiselina i voda
(80:10:10) kao pokretne faze, dokazana je prisutnost flavonoida i fenolnih kiselina u
drijenovom plodu. Nakon prskanja NP/PEG reagensom, dobiveni kromatogrami promatrani
su pod UV lampom na 254 nm (zona gaSenja fluorescencije) i na 365 nm (zone
fluorescencije) te prikazani su na slici 5. Usporedujuci polozaj (faktor zaostajanja, Rf), boju i
intenzitet odijeljenih zona ispitivane otopine s poredbenom otopinom flavonoida i fenolnih
kiselina dokazna je prisutnost viSe fenolnih kiselina u drijenovom plodu, dok flavonoidne

sastavnice pri navedenim uvjetima nisu detektirane.
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Slika 4. Kromatogram flavonoida i fenolnih kiselina u drijenovom plodu

Pokretna faza: etil-acetat, mravlja kiselina, voda (80:10:10 V/V/V)

Nepokretna faza: Silikagel 60 Fsy

Detekcija: A - UV-254 nm, B - NP/PEG reagens, UV-365 nm

Ispitivana otopina: metanolni ekstrakt drijenovog ploda

Poredbena otopina: kvercetin, izokvercitrin, rutin, kavena kiselina, klorogenska kiselina

Zone narancaste fluorescencije vidljive na kromatogramu pripadaju poredbenim
flavonoidima: zona kvercitrina (Rf=0,71) , a ispod nje zona izokvercitrin (Rf=0,53) te zona
rutina (Rf=0,27). Zone plave fluorescencije u poredbenoj otopini fenolnih kiselina potje¢u od
kavene kiseline (Rf=0,92) i klorogenske kiseline (Rf=0,44). Usporeduju¢i kromatograme
ispitivane s poredbenim otopinama utvrdena je prisutnost zone koje bojom i Rf vrijednoséu
odgovaraju kavenoj i klorogenskoj kiselini §to ukazuje na prisutnost fenolnih kiselina u

uzorku, dok flavonoidi nisu detektirani.

4.2.2 TLC profil antocijana

Na tankom sloju silikagela, primjenom smjese otapala mravlja kiselina, voda i butanol u
omjeru 16:19:65 (V/V/V), u drijenovom plodu je dokazana prisutnost antocijana (Slika 5).
Prema literaturnim podacima, plave do ljubiCasto-roze zone (Rf=0,2-0,5) predstavljaju
antocijane (Wagner i Bladt, 2009). Na kromatogramu ispitivane otopine uocene su najmanje

dvije obojene zone koje upuéuje na prisutnost antocijana u drijenovom plodu.
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Slika 5. Kromatogram antocijana u drijenovom plodu

Pokretna faza: mravija kiselina, voda, butanol (16:19:65 V/V/V)
Nepokretna faza: Silikagel 60 Fsy
Detekcija: dnevno svjetlo

Ispitivana otopina: metanolni ekstrakt drijenovog ploda

4.3. Sadrzaj polifenolnih sastavnica u drijenovom plodu odreden

spektrofotometrijskim metodama

Provedena je kvantitativna fitokemijska analiza plodova biljne vrste Cornus mas koja je
obuhvacala spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja razli¢itih skupina polifenolnih spojeva
- fenolnih kiselina, antocijana, trjeslovina i flavonoida u suhom plodu te njegovom etanolno

vodenom ekstraktu.

4.3.1 Sadrzaj fenolnih kiselina

Odredivanje fenolnih kiselina provedeno je spektrofotometrijskom metodom koja se temelji
na reakciji o-dihidroksifenilne skupine u strukturi hidroksicimetnih derivata s nitrit-molibdat
reagensom te nastanku Zzuto obojenih kompleksnih spojeva. Zaluzivanjem je zuta boja otopine
presla u narancasto-crvenu, a potom je izmjerena apsorbancija na 505 nm. Kvantitativnom
analizom utvrdeno je da suhi plod vrste Cornus mas sadrzi 0,29 + 0,01 % fenolnih kiselina,
derivata hidroksicimetne kiseline, dok je njihov udio u etanolno vodenom ekstraktu droge

iznosio 0,32 + 0,07 %, izraZzeno kao ruzmarinska kiselina.

21



Dzydzan i sur. (2019) u svom istrazivanju odredili su sadrzaj fenolnih kiselina medu kojima je
osam derivata hidroksicimetne kiseline te jedan derivat hidroksibenzojeve kiseline. U suhom,
crvenom plodu drijena utvrdeno je 1183,49 mg/100 g fenolnih kiselina (hidroksicimetnih

derivata).

4.3.2 Sadrzaj antocijana

Sadrzaj antocijana odreden je spektrofotometrijskom metodom koja se temelji na svojstvu
antocijana da u jako kiseloj sredini (pH=1) povecavaju apsorbanciju na valnoj duljini 528 nm.
Rezultati analize pokazali su da suhi drijenov plod sadrzi 0,06 = 0,002 % antocijana, izrazenih
kao cijanidin-3-glukozid klorid. U etanolno vodenom ekstraktu droge utvrden je istovjetan
sadrzaj antocijana (0,06 = 0,001 %). Prethodna studija koju su proveli Tural i Koca (2008)
pokazala je da plodovi vrste C. mas sakupljeni na podrucju Turske sadrze ukupno 1,12 — 2,92
mg/g antocijana. Kucharska i sur. (2015) odredili su sadrzaj antocijana u svjezim drijenovim
plodovima sakupljenima na podru¢ju Ukrajine i Poljske te utvrdili da se vrijednosti krecu u
sirokom rasponu od 5,59 do 134,57 mg/100 g (341,18 mg/100 g) i da ovise o genotipu

(kultivaru/ekotipu) i okolisnim ¢imbenicima (lokacija i starost biljke).

4.3.3 Sadrzaj trjeslovina

Odredivanje trjeslovina zasniva se na odredivanju ukupnih polifenola u ekstraktu biljne droge
prije 1 nakon obrade koznim praskom na koji se vezu trjeslovine. U analizi je koriSten Folin-
Ciocalteuov reagens s kojim polifenolne sastavnice stvaraju kompleksne spojeve plave boje.
Apsorbancija takvih otopina izmjerena je na 760 nm. Sadrzaj trjeslovina odreden je iz razlike
sadrzaja ukupnih polifenola i polifenola neadsorbiranih na kozni prasak. Dobiveni rezultati su
pokazali da droga Corni mas fructus sadrzi 0,87 + 0,03 % trjeslovina izraZenih kao pirogalol.
Vodenoetanolni ekstrakt droge sadrzi 0,21 + 0,10 % trjeslovina. Istrazivanje koje su proveli
Gunduz i sur. (2013) pokazalo je da sadrzaj trjeslovina ovisi o zrelosti ploda. Nezreli, zZuti

plod sadrzavao je 0,45 % trjeslovina, a zreli, tamno crveni dvostruko manje (0,19 %).

4.3.4 Sadrzaj flavonoida

Odredivanje flavonoida provedeno je spektrofotometrijskom metodom koja se temelji na
hidrolizi flavonoidnih glikozida. Nastali aglikoni odjeljeni su izmuckavanjem s etilacetatom.

Otopina aglikona s aluminijevim kloridom stvara Zuto obojene kompleksne spojeve ¢ija je
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apsorbacija izmjerena na 425 nm. Rezultati analize ukazali su na nizak sadrzaj flavonoida u
drijenovom plodu i njegovom etanolno-vodenom ekstraktu. Udio flavonoida, izrazen kao
izokvercitrozid, u suhoj drogi iznosio je 0,016 + 0,002 %, a u ekstraktu 0,026 + 0,001 %. U
istrazivanju kojeg su proveli Cosmulescu i sur. (2019) sadrzaj flavonoida se razlikovao ovisno
o genotipu plodova vrste C. mas. Rezultati su izrazeni kao miligrami ekvivalenta kvercetina
na 100 grama svjezih plodova. Najveca vrijednost ukupnih flavonoida iznosila je 64,48 mg

ekvivalenta kvercetina/100 g, a najmanja 12,14 mg ekvivalenta kvercetina/100 g.

Fitokemijske sastavnice
1
0,8
- 0,6 i sy
X ’ m Suhi drijenov plod
9
5 04
= W Etanolni ekstrakt
ploda drijena
0,2
0
Fenolne kiseline Antocijani  Trjeslovine  Flavonoidi

Slika 6. Udio bioaktivnih sastavnica u drijenovom plodu i etanolno-vodenom ekstraktu droge

4.4. Antioksidativni ucinak ekstrakta drijenovog ploda

4.4.1 Sposobnost hvatanja slobodnih NO radikala

U tablici 1. prikazani su rezultati antioksidativne aktivnosti etanolnog ekstrakta plodova
drijena, kvercetina i askorbinske kiseline dobiveni na temelju njihove sposobnosti hvatanja
reaktivnog dusikovog spoja, dusikovog (II) oksida (NO). Spomenuti uzorci su testirani u
rasponu koncentracija od 1600 ug/mL do 12,5 pg/mL. Natrijev nitroprusid koriSten je u ovoj
metodi kao izvor NO radikala, a radi se o reagensu koji u vodenoj otopini pri fizioloSkom pH
(7,4) spontano oslobada NO. Nastali NO radikal reagira s kisikom, a njegovom oksidacijom
nastaju nitrit ioni ¢ija se koncentracija odreduje u reakcijskoj smjesi na temelju reakcije s
Griessovim reagensom (smjesa sulfanilamida i naftilendiamin hidroklorida) s kojim stvaraju

azo-boju koja se moze kvantificirati spektrofotometrijski (Rai i sur., 2006). Apsorbancija je
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izmjerena pri valnoj duljini od 540 nm te je zatim za svaku koncentraciju uzorka izracunata
sposobnost hvatanja NO radikala koja je izrazena u postocima (%). Dobiveni rezultati
pokazuju vrlo slaba antiradikalna svojstva ekstrakta plodova drijena jer jedino u uzorku
najvece koncentracije (1600 pg/mL) uzorak pokazuje sposobnost inhibicije NO radikala. Za
razliku od njega, referentni antioksidansi posjeduju znacajnu sposobnost hvatanja slobodnih
NO radikala. U najvecoj primijenjenoj koncentraciji od 1600 pg/mL, kvercetin je inhibirao 72
% NO radikala, askorbinska kiselina 84 %, dok je etanolno-vodeni ekstrakt plodova drijena

pokazao tek 23 %-tnu inhibiciju NO radikala.

Tablica 1. Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti etanolno-vodenog ekstrakta plodova
drijena, kvercetina i askorbinske kiseline metodom odredivanja sposobnosti hvatanja

slobodnih NO radikala

Sposobnost hvatanja NO radikala (%) = SD

koncentracija (ug/mL) | ekstrakt drijenovog ploda | askorbinska kiselina kvercetin

1600 22,97 £ 0,44 84,42 +£ 0,85 72,84 £0,52
800 nd 82.87+1.,07 77,57 +£1,92
400 nd 80,4+ 1,14 78,26 £ 2,35
200 nd 79.85 + 0,54 78,07 £2,62
100 nd 72,07 = 0,94 74,98 £ 5,26

50 nd 18,22 £ 5,67 66,65 + 8,85
25 nd nd 44,29 + 6,23
12,5 nd nd 24,52 + 0,68

Rezultati su izrazeni u postotcima (%), kao srednja vrijednosti + standardna devijacija dvaju
odredivanja; nd - nije djelotvoran

Slika 7. donosi usporedni graficki prikaz odnosa koncentracije testiranih uzoraka i
sposobnosti hvatanja NO radikala. Vidljivo je da ekstrakt plodova drijena pokazuje slabu
sposobnost hvatanja NO radikala jedino pri najve¢oj koncentraciji, dok pri nizim
koncentracijama ne pokazuje antioksidativno djelovanje. Referentni antioksidansi posjeduju
antiradikalnu aktivnost 1 pri nizim koncentracija. U koncentraciji do 100 pg/mL najsnazniju
sposobnost inhibicije NO radikala ima kvercetin, a pri koncentracijama visim od 100 pg/mL

askorbinska kiselina pokazuje nesto ja¢u NO antiradikalnu aktivnost.
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Slika 7. Usporedni graficki prikaz sposobnosti hvatanja slobodnih NO radikala za razlicite

koncentracije etanolnog ekstrakta drijenovog ploda te referentnih antioksidansa

Tablica 4. prikazuje ICso vrijednosti ekstrakta plodova drijena i referentnih antioksidansa.
Kvercetin ostvaruje 50 %-tno smanjenje stvaranja NO radikala u koncentraciji od 34 pg/mL

dok askorbinska kiselina u gotovo dvostruko veéoj koncentraciji (78 pg/mL).

4.4.2 Sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala

Sposobnost ekstrakta ploda drijena da neutralizira slobodne radikale odredena je DPPH
metodom. DPPH (1,1-difenil-2-pikril-hidrazil) je komercijalno dostupan, stabilan, slobodan
radikal koji sadrzi nespareni elektron. Upravo zbog toga posjeduje znacajnu sposobnost
apsorpcije u vidljivom dijelu spektra pri valnoj duljini od 517 nm te je ljubicasto obojen. U
reakciji DPPH s antioksidansima, antioksidansi doniraju ili atom vodika ili elektron Sto
rezultira nastankom stabilnih dijamagneti¢nih molekula 1,1-difenil-2-pikrilhidrazina svijetlo
zute boje. Obezbojenje otopine, koje nastaje zbog redukcije DPPH radikala, ocituje se
smanjenjem apsorbancije koja je direktno proporcionalna sposobnosti ispitivanog uzorka da
hvata slobodne radikale. Tablica 2. prikazuje rezultate odredivanja sposobnosti hvatanja
DPPH radikala za ekstrakt ploda vrste Cornus mas koji je testiran u rasponu koncentracija od
1600 pg/mL do 3,13 pg/mL. Tablica 3. prikazuje antioksidativnu aktivnost referentnih

antioksidansa, askorbinske kiseline i kvercetina koji su testirani u rasponu koncentracija od
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100 pg/mL do 0,20 pg/mL. Iz dobivenih rezultata uocljivo je da ekstrakt biljne vrste Cornus
mas pokazuje o koncentraciji ovisnu sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala, ali u
usporedbi s referentnim antioksidansima ta je sposobnost manje izraZena. Askorbinska
kiselina i kvercetin u koncentraciji 3,13 pg/mL inhibiraju vise od 90 % slobodnih DPPH

radikala, dok ekstrakt plodova drijena postize takav u¢inak tek u koncentraciji 400 pg/mL.

Tablica 2. Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti ekstrakta drijenovog ploda metodom

odredivanja sposobnosti hvatanja slobodnih DPPH radikala

Sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala (%)

koncentracija (ug/mL) ekstrakt drijenovog ploda
1600 89,23 £ 0,23
800 92,83 £0,15
400 93,80+ 0,13
200 85,32 +£0,16
100 63,13 £0,30
50 38,18+ 0,79
25 21,86 + 0,01
12,5 11,42+ 0,69
6,25 4,4+0,14
3,13 1,13 £ 1,59

Tablica 3. Rezultati ispitivanja antioksidativne aktivnosti askorbinske kiseline i kvercetina

metodom odredivanja sposobnosti hvatanja slobodnih DPPH radikala

Sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala (%)

koncentracija (ug/mL) askorbinska kiselina kvercetin

100 96,48 £ 0,03 93,07 £ 1,56
50 95,84 £ 0,93 92,11 £+ 3,39
25 96,16 £ 0,48 93,72 + 1,11
12,5 95,69 £ 0,18 94,52 + 0,02
6,25 96,17 £ 0,04 90,66 + 4,97
3,13 95,38 +£0,18 91,14 £3,49
1,56 74,32 £ 0,18 89,84 + 1,65
0,78 40,65 £ 4,36 58,71 £ 0,72
0,39 23,64 £ 17,95 31,13 £ 1,45
0,2 9,19 £+ 0,66 16,45 + 1,29

Slika 8. donosi usporedni grafi¢ki prikaz antioksidativne aktivnosti ekstrakta biljne vrste

Cornus mas 1 askorbinske kiseline te kvercetina. Referentni antioksidansi pokazuju

podjednako snaznu sposobnost hvatanja DPPH radikala, dok je za postizanje istovjetnog
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ucinka potrebna znacajno visa koncentracija ekstrakta.
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Slika 8. Usporedni graficki prikaz sposobnosti hvatanja slobodnih DPPH radikala za razlicite

koncentracije ekstrakta drijenovog ploda te referenmih antioksidansa

Tablica 4. prikazuje 1Cso vrijednosti ekstrakta drijenovog ploda i referentnih antioksidansa.
Ekstrakt drijenovog ploda inhibira 50 % slobodnih DPPH radikala pri koncentraciji 76,14
png/mL, a referentni antioksidansi askorbinska kiselina i kvercetin postize taj u¢inak pri znatno

nizim koncentracijama (0,96 pg/mL 10,71 pg/mL).

Tablica 4. Koncentracije etanolno-vodenog ekstrakta drijenovog ploda i referentnih

antioksidansa koje uzrokuju 50 %-tnu inhibiciju slobodnih radikala (1Csg)

Sposobnost hvatanja 76,14 £ 1,16 0,95+ 0,12 0,71 + 1,00
DPPH radikala

Sposobnost hvatanja NO nu 78,68 £ 1,00 34,19 £ 5,47
radikala

nu — nije utvrdena
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5. ZAKLJUCAK

U ovom diplomskom radu provedena je kvalitativna i kvantitativna fitokemijska analiza
hrvatskog uzorka ploda drijena (Cornus mas L.) te njegova etanolno-vodenog ekstrakta.
Tankoslojnom kromatografijom dokazana je prisutnost flavonoida, fenolnih kiselina i
antocijana u istrazivanom plodu. Primjenom spektrofotometrijskih metoda utvrdeno je da
drijenov plod sadrzi 0,29 % fenolnih kiselina, 0,06 % antocijana, 0,87 % trjeslovina i 0,02 %
flavonoida, dok je u etanolno-vodenom ekstraktu droge utvrden sadrzaj 0,32 % fenolnih
kiselina, 0,06 % antocijana, 0,21 % trjeslovina i 0,03 % flavonoida.

Biomedicinski potencijal drijenova ploda sakupljenog u kontinentalnom dijelu Hrvatske
vrednovan je ispitivanjem antioksidativne aktivnosti. Dokazano je da etanolno-vodeni
ekstrakt ploda drijena posjeduje sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala te da u
koncentraciji 76,14 pg/mL neutralizira 50 % slobodnih DPPH radikala. Usporedujuéi
antiradikalni u€inak s onim referentnih antioksidansa, ekstrakt drijenova ploda djelovao je
slabije. Kvercetin je pokazao 50 %-tni inhibitorni u¢inak na DPPH radikale u koncentraciji
0,71 pg/mL, dok je askorbinska kiselina isti u¢inak ostvarila pri nesto vi$oj koncentraciji
(ICso = 0,96 pg/mL). Za razliku od ¢istih antioksidansa, ispitivani ekstrakt drijenovog ploda
nije pokazao znacajnu sposobnost hvatanja NO radikala. U najvecoj testiranoj koncentraciji
(1600 pg/mL) utvrdena je sposobnost hvatanja 22,97 % NO radikala dok pri nizim
koncentracijama nije bio djelotvoran. ICso vrijednosti kvercetina i askorbinske kiseline
iznosile su 34,19 pg/mL odnosno 78,68 pug/mL.

Rezultati ovog diplomskog rada doprinose znanstvenim spoznajama o fitokemijskom sastavu

i antioksidacijskom potencijalu drijena koji samoniklo raste u Hrvatskoj.
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7. SAZETAK / SUMMARY

U okviru ovog diplomskog rada istrazeni su fitokemijski sastav i antioksidacijska svojstva
ploda vrste Cornus mas. Metodom tankoslojne kromatografije u drogi je dokazana prisutnost
fenolnih kiselina i antocijana. Spektrofotometrijskim metodama odredeno je da ekstrakt
drijenovog ploda sadrzi 0,32 % fenolnih kiselina, 0,06 % antocijana, 0,21 % trjeslovina te
0,03% flavonoida. Antioksidacijski potencijal ekstrakta drijenovog ploda vrednovan je na
temelju sposobnosti hvatanja slobodnih radikala i usporeden s aktivno$éu referentnih
antioksidansa (askorbinska kiselina i kvercetin). Utvrdeno je da etanolno-vodeni ekstrakt
droge posjeduje sposobnost hvatanja slobodnih DPPH radikala te ostvaruje 50%-tnu
ucinkovitost pri koncentraciji 76,14 pg/mlL. Za razliku od ¢istih antioksidansa, ispitivani
ekstrakt drijenovog ploda nije pokazao znacajnu sposobnost hvatanja NO radikala. Dobiveni
rezultati doprinose znanstvenim spoznajama o bioaktivnim sastavnicama i antioksidacijskom

potencijalu drijena koji raste u Hrvatsko;j.

In this work, phytochemical composition and antioxidant properties of Cornus mas fruit were
studied. Thin-layer chromatography revealed the presence of phenolic acids and anthocyanins
in the studied fruit. It was determined by spectrophotometric methods that the cornelian
cherry fruit extract contains 0.32% phenolic acids, 0.06% anthocyanins, 0.21% tannins and
0.03% flavonoids. The antioxidant potential of the extract was evaluated based on the ability
to scavenge free radicals and was compared with the activity of reference antioxidants
(ascorbic acid and quercetin). It was established that the cornelian cherry fruit extract posses
the ability to scavenge DPPH free radicals and achieves 50% efficiency at concentration
76.14 pg/mL. In contrast to reference antioxidants, the investigated plant extract did not show
significant ability to scavenge NO radicals. The obtained results contribute to scientific
knowledge on the bioactive compounds and antioxidant potential of cornelian cherry fruit

originating from Croatia.
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