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1. UVOD

Pripravci od ljekovitog bilja predstavljaju najstariji nacin lijeCenja razli¢itih bolesti.
Biljke su sastavni dio nase svakodnevne brige o zdravlju, unato¢ napretku u znanosti i
medicini. UvrijeZeno je miSljenje da biljne tvari ne izazivaju neZeljene reakcije te na prirodan
nacin djeluju blagotvorno 1 vrac¢aju organizmu sklad 1 ravnotezu. To svakako valja prihvatiti s
krajnjim oprezom, postujuci Cinjenicu da svaka tvar unesena u organizam, bilo da je rije¢ o
hrani, lijeku ili biljnom pripravku, moze stupati u interakcije s drugim prisutnim endogenim
ili egzogenim tvarima i u odredenim okolnostima izazvati i nezeljene ucinke. No, ukoliko se
upotrebljavaju na ispravan nacin, nezeljene reakcije biljnih pripravaka svode se na minimum,
a ukupno prevladavaju njihovi blagotvorni ljekoviti ucinci.

Pucka medicina od svog postanka koristi mnoge prirodne tvari u lije¢enju, ali je
relativno mali broj njih odabran i prihvaéen u suvremenoj terapiji. U posljednje vrijeme
znatno raste interes medicine i farmacije za znanstvena istrazivanja terapijske vrijednosti
biljnih tvari. Biljne droge dokazane ucinkovitosti postaju oficinalne u farmakopejama ili
srodnim propisima relevantnim u zdravstvenoj regulativi te se time sluzbeno odobrava
njihova terapijska primjena. Potencijalne ljekovite biljke, dakle biljke koje se tradicionalno
Siroko primjenjuju u narodnoj medicini ili one s dokazano Ijekovitim srodnicama,
podvrgavaju se opseZnim znanstvenim istrazivanjima u svrhu utvrdivanja njihove ljekovitosti
1, u konacnici, njihova pridruzivanja skupini fitoterapeutika.

Fitoterapija je prvi oblik medicine koji je Covjek poznavao 1 datira iz vremena prije
pisane povijesti. Stolje¢ima je bio jedini nacin lijecenja i ublazavanja boli. Naziv fitoterapija u
znanstvenu je medicinu uveo francuski lije¢nik Henri Leclerc 1913. umjesto naziva “biljna
medicina”. To je metoda lijeCenja, ublazavanja te sprjeCavanja bolesti 1 tegoba upotrebom
cijelinh ljekovitih biljaka ili njihovih dijelova (cvjetova, listova, korijena, itd.) te upotrebom
sastojaka (eteri¢nih ulja, ekstrakata i drugih izolata), kao i gotovih pripravaka (Cajeva,
tinktura, masti, kapsula). Suvremena fitoterapija nije ,alternativna medicina“, ve¢ dio
znanstvene medicine. Danas je uglavnom poznat kemijski sastav glavne djelatne tvari, a samu
primjenu ljekovitog bilja treba racionalizirati 1 prepustiti stru€njacima, Sto je posebice vazno
pri kombinacijama ljekovitog bilja te njihova uzimanja s drugim lijekovima.

U okviru ovoga diplomskog rada provedena je kvalitativna i kvantitativna analiza
fenolnih tvari dokazanog bioloskog ucinka vrsta Geranium dalmaticum (Beck) Rech. f. i
Geranium macrorrhizum L. (Geraniaceae) u svrhu njihove fitokemijske karakterizacije te

spoznavanja ljekovitog potencijala.



1.1. Botanicki podatci

1.1.1. Porodica Geraniaceae Juss. 1789. (iglicevke, iglice)

Porodica iglice iz reda Geraniales ukljuuje oko 680 vrsta svrstanih u pet rodova i
rasprostranjenih po cijelom svijetu, a najviSe u podrucjima s tropskom i suptropskom klimom
(Grdini¢ 1 Kremer, 2009).

Porodica iglicevke obuhvaca zeljaste biljke, katkad male grmove s nasuprotnim ili
izmjeni¢nim, jednostavnim, (cjelovitim ili razdijeljenim), ponekad vise ili manje sastavljenim
listovima s palisti¢ima. Cvjetovi su dvospolni, aktinomorfni ili ponekad slabije zigomorfni, s
ocvije¢em sastavljenim od po pet slobodnih listi¢a ¢aske i vijencica. U cvijetu se nalazi jedan
tucak i deset obdiplostemonskih prasnika rasporedenih u dva kruga (po pet prasnika u svakom
krugu). Pet prasnika vanjskog kruga ponekad je zakrzljalo. Plodnica tucka je nadrasla,
sastavljena od pet plodnickih listova, peteropretinana, s 1-2 sjemena zametka u svakom
pretincu te s pet vratova koji su ve¢inom skupljeni u dugi kljun. Cvjetovi su skupljeni u
racvaste, Stitaste ili grozdaste cvatove, a katkad mogu biti 1 pojedinacni. Plod je kalavac koji
se raspada na (3 -) 5 (- 8), ve¢inom jednosjemenih merikarpija od kojih svaki ima dugi
kljunasti nastavak (Grdini¢ i Kremer, 2009).

1.1.2. Rod Geranium L. (iglice)

Rod iglica obuhvaca oko 300 biljnih vrsta rasprostranjenih po cijelom svijetu, a
posebno u umjerenom pojasu 1 tropskim planinskim podrucjima (Webb i1 Ferguson, 1978).
Ukupno je 39 vrsta roda Geranium opisano u Europi, dok u Hrvatskoj raste 21 vrsta
(Markovi¢, 2000).

Listovi su vi$e ili manje okruglasti, cjeloviti ili razdijeljeni, a svi su, ili mnogi od njih,
prizemni. Listovi stabljike (ako postoje) nasuprotni su ili smjeSteni pri dnu stabljike, odnosno
na cvatnim stapkama, Cesto izmjeni¢no poredani. Palisti¢i (ako su prisutni) smjeSteni su u
blizini baze stabljike, a u cvatu se ¢esto izmjenjuju. U cvatu je krajnja cvatna stapka obi¢no s
dva cvijeta. Cvjetovi su aktinomofni, a prasnici svi plodni ili je ponekad 3-5 prasnika
reducirano u sterilne prasnike. Njuske (stigme) tucka su vlaknaste, a ima ih pet. Plod je
kalavac. Merikarpiji se ve¢cinom medusobno odvajaju od osnovice prema gore, zadrzavajuci
vanjski dio u obliku dugog kljuna, ¢iji vrh ostaje neko vrijeme prikljucen na srediSnju os koju

¢ine koherentni unutarnji dijelovi svih pet vratova tu¢ka (Webb i Ferguson, 1978).



1.1.3. Geranium macrorrhizum L.

Geranium macrorrhizum L. (stjenjarska iglica) visegodi$nja je biljka visoka do 50 cm, s
ljubicasto-crvenim cvjetovima. Raste u planinskim i sjenovitim mjestima na karbonatnim
tlima u Francuskoj, Italiji, Austriji, na Balkanskom poluotoku, u Rumunjskoj i na zapadu
Rusije (Erhardt, Gotz , Bodeker i Seybold, 2002).

Stjenjarska iglica je trajnica s jakim, horizontalnim podankom. Stabljika je duljine 20-50
cm, uspravna, s jednim parom palisti¢a ili bez njih. Listovi su 4-10 cm Siroki, mirisni,
razdijeljeni u 5-7 jajolikih reZnjeva, koji sa svake strane imaju po 3-4 segmenta. Cvat je s 2-3
ogranka poduprta s dva listi¢a koji su nalik prizemnim (bazalnim) listovima. Bo¢ni ogranci
nose 4-9 cvjetova okupljenih u gustoj gronji ili Stitastom cvatu. Lapovi su uspravni,
crvenkasti, a latice duge 15 mm, grimiznocrvene. Prasnici su dugi 18-22 mm, a prasnic¢ke niti
zakrivljene. Gornja polovina vrata tuka nije zadebljana 1 otpada prije nego plod dozrije.
Merikarpij je gol. 2n = 46. Zanimljivo je da su patuljaste planinske biljke iz Gréke Cesto
gotovo gole i s vrlo malim listi¢ima, sli¢ne vrsti G. dalmaticum, ali se razlikuju po obliku

listova, odnosno lisnih reznjeva (Webb i Ferguson, 1978).

Slika 1. Geranium macrorrhizum L. (Foto: D. Kremer).

1.1.4. Geranium dalmaticum (Beck) Rech. f.

Geranium dalmaticum, dalmatinska iglica, endemi¢na je vrsta ilirsko-balkanskog
podrucja (G. macrorrhizum subsp. microrrhizon Freyn ili G. macrorrhizum var. dalmaticum
G. Beck). G. dalmaticum (Beck) Rech. f. raste u pukotinama vapnenackih stijena i na
rubovima kr$nih dolina. U Hrvatskoj raste na planini Sv. Ilija na poluotoku PeljeScu, na
sjevernim obroncima od 350 metara nadmorske visine na vise te na juznim padinama izmedu
300 i 900 metara nadmorske visine. Ima je i u Crnoj Gori (Hum Orahovski, Trijepsi, Bioce) te
u Albaniji na visini od 200 do 961 metra (Sili¢, 1990). Odgovaraju joj kamenjari i svijetle

Sume dalmatinskoga crnog bora. Duga je vijeka i otporna. Cvate u lipnju i srpnju.


https://hr.wikipedia.org/wiki/Sjever
https://hr.wikipedia.org/wiki/Jug
https://hr.wikipedia.org/wiki/%C5%A0uma
https://hr.wikipedia.org/wiki/Dalmacija
https://hr.wikipedia.org/wiki/Crni_bor

Dalmatinska iglica je viSegodiS$nja biljka visine 5 do 15 cm s ljubicasto-crvenim
cvjetovima. Blagog je mirisa i medonosna. Korijen je smedesivkast, krt, valjkast, s tankim,
nitastim korjenci¢ima. Cvjetno batvo je bez listova, dva puta dulje od listova, u suhom stanju
spljosteno, purpurno nahukano. Listovi su glatki i zeleni, stariji Cesto purpurno nahukani,
pokriveni jedva primjetnim dlakama, dlanasto razdijeljeni na pet reznjeva, na 4 do 8 cm
dugim peteljkama. Plojka lista je 15-25 mm duga, dok palistica nema. Latice su duge 13 mm,
a prasnici 14-18 mm. Cvjetovi su na dugim dlakavim peteljkama, pravilni, dvospolni, gradeni
od 5 latica i 5 lapova. Lapovi su zljezdasto-dlakavi ili vlasasti. U cvjetovima je deset prasnika
i jedan tucak koji ima nadraslu, poterogradnu plodnicu s pet vratova sraslih u dugi kljun. Plod

je viseplodni nadrasli kalavac (cijepavac), koji se cijepa u 5 kljunastih plodiéa (Sili¢, 1990).

1. listovi, 2. ¢asi&ni listié (lap), 3. cvijet bez latica,
4. latice, 5, 6. plodi€i.

Slika 2. Dalmatinska iglica (Sili¢, 1990).

Slika 3. Geranium dalmaticum (Beck) Rech. f. (Foto: D. Kremer).



1.2. Tradicionalna primjena i bioaktivne tvari vrsta Geranium macrorrhizum i

G. dalmaticum

Vrste roda Geranium poznate su kao dekorativne i aromati¢ne, sa znatnom koli¢inom
etericnog ulja. U Turskoj se neke vrste toga roda koriste u tradicionalnoj medicini zbog
antidijabetickih, hemostatskih, antihemoroidalnih i antidijaroi¢nih svojstava, kao 1 za lijeCenje
boli, groznice i gastrointestinalnih bolesti. Vrsta Geranium robertianum L. koristi se u
tradicionalnoj medicini kao adstrigent, antidijaroik, za lijeCenje o¢nih infekcija, bubreznih 1
zuénih kamenaca te za poboljSanje muske plodnosti. U narodnoj medicini Bosne i
Hercegovine, vrsta G. macrorrhizum upotrebljava se za oboljenja Zeluca. Neke vrsta roda
Geranium pokazuju znac¢ajnu antimikrobnu i antioksidativnu aktivnost (Sohretoglu, Ekizoglu,

Ozalp, Sakar, 2008).

1.2.1. Polifenoli

Struktura i znacajke

Polifenoli su jedna od najzastupljenijih i najbrojnijih skupina biljnih tvari. U skupinu
polifenola ubrajamo vise od 8000 spojeva razlicite kemijske strukture. Osnovno je obiljezje
polifenola prisutnost jedne ili viSe hidroksiliranih aromatskih prstenova (Bravo, 1998).
Sekundarni su metaboliti biljnog metabolizma.

Polifenole sacinjavaju fenolne kiseline, flavonoidi i stilbeni. Medu fenolnim kiselinama
razlikuju se derivati hidroksibenzojeve i hidroksicimetne kiseline. Aglikoni flavonoida, tj.
flavonoidi bez vezanih molekula Secera, posjeduju strukturu tipa Cs-C3-Cs. Pritom su atomi
ugljika rasporedeni tako da su dvije benzenske jezgre povezane propanskim lancem koji moze
ili ne mora formirati tre¢i prsten. Stilbeni su polifenoli koji nemaju osnhovnu strukturu
flavonoida, a sadrze 1,2-difenileten kao funkcionalnu skupinu (Rastija i Medi¢-Sari¢, 2009;
Haslam i Cai, 1994).

Polifenoli se sintetiziraju iz dva glavna biosintetska puta: put Sikiminske kiseline i
acetatni put (acilpolimalonatni put). Sikiminska kiselina je klju¢na tvar u nastanku aromatskih
prirodnih spojeva. Univerzalni je prekursor u biosintezi aromatskih aminokiselina u
mikroorganizmima (bakterijama, gljivicama) i1 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 (premda postoje i
oblici u kojima su Secerne jedinice vezane izravno na aromatski ugljikov atom). Vezani Seceri
mogu biti u obliku monosaharida, disaharida pa cak i oligosaharida, a najzastupljenija Se¢erna
jedinica je glukoza. Seéerna komponenta moZe sadrzavati i mnoge druge Seéere, poput
galaktoze, ramnoze, ksiloze i arabinoze, kao i glukoronsku te galakturonsku kiselinu.
Polifenoli se mogu konjugirati IS drugim tvarima, kao Sto su razliCite karboksilne i organske

Podjela polifenola temelji se na broju fenolnih prstenova koje sadrze i na strukturnim

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

POLIFENOLI

CENOL DSTALI

| FLAVONOIDI npr. stilbeni
BEMZENKARBOKSILNE Cola G
KISELINE

FLAVOMOLI FLAWAMNDLI OSTAL|

monomer, iz flawoni
luka, rajtice ... antocijanini
flavanoni

MOMNOMER OLIGOMERI
katehini iz Caja proantocijanidini
PROCIJAMIDINI PRODELFINIDIN

kalkao, jabuke, ...

Slika 4. Osnovna podjela polifenola (Berend i Grabari¢, 2008).
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Hidroksibenzojeve kiseling
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Hydroxycinnamic acids
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osnovna struktura flavonoida
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H

0 Ill_':-
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HOOC J\@D}[
OH
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caffaic acid

C¥H
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p-hydroxybanzaic acid
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p-coumanc acid

OH O

kvarcatin (flavonol)
quarcatin (lavonal)

katahin (flavanol)
catachin (flavanal)

ot S

H

resvamatral
resvaratral

OH 0O

apiganin (flavon)
apiganin (favona)

delfinidin (antocijanidin)
dalphinidin (anthocyanidin)

Slika 5. Kemijske strukture polifenola (Rastija i Medi¢-Sari¢, 2009).



Rasprostranjenost

Polifenoli su Cesti sastojci hrane biljnog podrijetla i glavni antioksidansi u nasoj prehrani.
Dnevno se prehranom unese oko 1 g polifenola, $to je mnogo visSe od unosa ostalih poznatih
antioksidansa. Ta je koli¢ina deset puta veca od prosjecnog unosa vitamina C te sto puta veca
od prosjecnog unosa vitamina E 1 karotenoida. Glavni su izvori polifenola u prehrani voce i
pi¢a dobivena od biljaka, kao $to su vocni sokovi, ¢aj, kava i crno vino. Tako, primjerice,
grozde, jabuke, kruske, tresnje i razno bobicasto voée sadrze 200-300 mg polifenola na 100 g
SVjezeg voca, a CaSa crnog vina, Salica Caja ili kave sadrZze u prosjeku oko 100 mg polifenola
(Scalbert i sur., 2005; Pandey i Rizvi, 2009).

Neki su polifenoli, poput kvercetina, prisutni u svim biljnim produktima, a neki su pak
ograni¢eni na specifiéne namirnice (flavanoni u citrusnom vocu, izoflavoni u soji, floridzin u
jabukama). Namirnice ve¢inom sadrZze kompleksnu smjesu polifenola pa je zato za mnoge
toCan sastav polifenola slabo poznat. Na sastav polifenola utjecu okolisni ¢imbenici, koji
mogu biti pedoklimatski (tip tla, izlozenost suncevoj svjetlosti, koli¢ina padalina) ili
agronomski (uzgoj u stakleniku ili na otvorenom, ukupni urod po jednoj biljci i dr.).
SkladiStenje takoder moZe utjecati na sadrzaj polifenola ukoliko se radi o polifenolima koji su
podlozni oksidaciji. Reakcije oksidacije dovode do nastanka jedne ili viSe polimernih
molekula, §to dovodi do promjena u kakvoéi namirnice 1 organoleptickim svojstvima koje
mogu biti poZeljne (crni ¢aj) ili nepozeljne (smeda boja narezanog vocéa). Priprema hrane
takoder utjece na koli¢inu polifenola prisutnih u namirnicama. Primjerice, guljenje voca i
povrcéa uklonit ¢e znacajnu koli¢inu polifenola, budu¢i da su polifenoli Cesto u znatno veéim
koncentracijama prisutni u vanjskim dijelovima voca i povréa nego u unutra$njim. Znatan

gubitak polifenola dogada se 1 termickom pripremom hrane (Manach 1 sur., 2004).

Bioloski ucinci

Sve do sredine 1990-ih godina, najvise proucavani antioksidansi su bili antioksidativni
vitamini, karotenoidi i minerali. Istrazivanja na flavonoidima i ostalim polifenolima, njihovim
antioksidativnim svojstvima i prevenciji bolesti poc¢ela su 1995. godine. Glavni ¢imbenik koji
je odgadao provedbu istrazivanja bila je znacajna razli¢itost 1 sloZzenost kemijskih struktura
(Scalbert i sur., 2005).

Pozitivna djelovanja polifenola navedena u znanstvenim istraZivanjima obuhvacaju:

antiinflamatorno, antimikrobno, antifungalno, diureticko, antihepatotoksicno,



antihipertenzivno,  antiaritmi¢no,  antikoaguliraju¢e,  spazmoliticko, kardiotoni¢no,
antialergijsko, antiulkusno, analgetsko, antimalari¢no, hipoglikemijsko i antioksidativno
djelovanje (Petrik, 2008).

Trenutni dokazi jasno pokazuju doprinos polifenola prevenciji kardiovaskularnih bolesti,
raka i osteoporoze te sugeriraju ulogu u prevenciji dijabetesa i neurodegenerativnih bolesti.
Tako je, primjerice, crno vino bogat izvor polifenolnih antioksidansa i smatra se uzrokom
fenomena ,,francuski paradoks® (oznacava zapanjujuce nisku pojavnost koronarnih bolesti
srca u Francuskoj, unato¢ konzumaciji hrane s puno masnoca, a povezana je s konzumacijom
crnog vina koje sadrzi visoke koli¢ine polifenolnih spojeva). Smatra se kako su upravo
polifenolni antioksidansi prisutni u ekstradjevi¢anskom maslinovom ulju zasluzni za pozitivan
ucinak mediteranske prehrane na zdravlje (Castafier i sur., 2011; Scalbert i sur., 2005).

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

Puno dokaza o prevenciji bolesti primjenom polifenola potjece od in vitro istrazivanja ili
pokusa na zivotinjama, koji se Cesto provode dozama mnogo veéim od onih kojima su
izlozeni ljudi kroz prehranu. Ocito je da polifenoli poboljSavaju status razli¢itih biomarkera
oksidativnog stresa. No, mnogo nesigurnosti i dalje postoji vezano uz znacaj tih biomarkera
kao prediktora bolesti i1 prikladnosti koriStenih metoda. Takoder, postoje 1 studije s
kontradiktornim rezultatima, koje govore o prooksidativnom ucinku polifenola zbog kojega
mogu posljedi¢no inducirati apoptozu i inhibirati stani¢nu proliferaciju. Jedan od razloga
kontradiktornih rezultata lezi u tome Sto polifenolne tvari ¢ini veliki broj razli¢itih spojeva s
razlicitim bioloskim djelovanjem, stoga se ucinak jednog polifenolnog spoja ne moze
generalizirati za ostale spojeve. Kako se istrazivanja ¢esto provode na puno ve¢im dozama od
onih unesenih prehranom, nuZno je poznavanje bioraspoloZivosti i metabolizma razli¢itih
polifenolnih spojeva, kao 1 poznavanje rasprostranjenosti te sadrzaja tih spojeva u hrani. Ta su
znanja neophodna za razumijevanje odnosa izmedu unosa polifenola hranom i rizika za razvoj
razliCitih bolesti. Poznavanje bioraspolozivosti polifenolnih spojeva, koja znacajno varira
izmedu razli¢itih vrsta tih spojeva, iznimno je vazna, buduci da polifenoli najzastupljeniji u
nasoj prehrani ne moraju nuzno imati i najbolju bioraspolozivost (Primorac, 2012; Scalbert i

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



1.2.2. Trjeslovine ili tanini

Struktura i znacajke

Trjeslovine su skupina fenolnih spojeva koji su znaCajan produkt sekundarnog
metabolizma biljaka. Ime im potjece iz 1796. kada je opisana njihova sposobnost da reagiraju
sa zivotinjskom kozom pri njenoj obradi (,,tanning*). Karakteristike koje razlikuju trjeslovine
od ostalih vrsta biljnih polifenola nacelno su: vezivanje na proteine, baze, pigmente, velike
molekule 1 metalne ione, antioksidativno djelovanje i drugo. Te se znacajke koriste za njihovo
kvalitativno i kvantitativno razlikovanje pri analizi polifenola. Postoje razli€iti pristupi
kategorizaciji trjeslovina. Jednu od podjela prikazuje Slika 6. Trjeslovine su prvotno
podijeljene u dvije grupe, prema polifenolnim skupinama u svojim molekulama, na trjeslovine
tipa pirogalola i trjeslovine tipa katehola (katehina). Razvojem kemije trjeslovina, doslo je do
preimenovanja tih dviju grupa (Okuda i Ito, 2011; Kalodera, 2010; Zhang i Lin, 2008;
Rangari, 2007) u sljedece skupine:

1) trjeslovine koje hidroliziraju (galotanini i elagtanini);
2) kondenzirane trjeslovine (katehinske trjeslovine):

Izolacija bioaktivnih stilbenoida i raznih oligomera rezveratrola, kao i florotanina iz
smedih algi, proSirila je skupinu trjeslovina i povezanih polifenola i na navedene grupe
spojeva. Zbog Cestih nemogucnosti provjera strukture trjeslovina opisanih u istrazivanjima, a
$to je neophodno za karakterizaciju bioloskih i farmakoloskih svojstava nekog spoja, doslo je
do uvodenja dodatne kategorizacije trjeslovina i povezanih polifenola u dvije grupe: tip A (s

konstantnom strukturom) i tip B (s promjenjivom strukturom) (Okuda i Ito, 2011).

Tablica 1. Koli¢ina trjeslovina u pojedinim biljnim drogama (Kalodera, 2010).

Gallae Siske 50
Tormentillae rhizoma podanak petoprste 15
Agrimoniae herba zelen turice 10
Quercus cortex hrastova kora 12
Hamamelidis folium list hamamelisa 55
Muyrtilli fructus plod borovnice 15
Juglandis folium orahov list 10
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Slika 6. Podjela trjeslovina (Ascacio-Valdés i sur., 2011).

Trjeslovine koje hidroliziraju

Kao §to samo ime kaZe, trjeslovine koje hidroliziraju su spojevi topljivi u vodi
djelovanjem mineralnih kiselina ili enzima kao §to je tanaza. Njihova strukutra sadrzi
nekoliko molekula fenolnih kiselina, kao $to su galna, heksahidrodifenolna ili elagna kiselina,
povezanih esterskim vezama na srediSnju molekulu Secera, najceS¢e glukoze. Ovisno o
fenolnim kiselinama nastalim nakon hidrolize, dalje se dijele na galotanine (sastavljene od
galne Kkiseline) ili elagtanine (sadrze heksahidrodifenolnu kiselinu koja nakon

intraesterifikacije daje elagnu kiselinu) (Vladimir-Knezevié, 2008; Rangari, 2007).
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Kondenzirane trjeslovine

Kondenzirane trjeslovine, za razliku od prethodne grupe, nece hidrolizirati na
jednostavnije molekule djelovanjem mineralnih kiselina ili enzima. Ponekad se za njih koristi
naziv proantocijanidini. Po strukturi su to polimerni flavonoidi koji mogu imati i preko 50
jedinica (a rijetko su oligomerne strukture). Flavonoidi su raznolika skupina metabolita
temeljena na heterocikli¢noj prstenastoj bazi nastaloj od fenilalanina u poliketidnoj biosintezi.
U trjeslovinama najce$¢e nalazimo katehin i epikatehin koji su flavan-3-oli, dok su
leukoantocijanidini flavan-3,4-diolne strukture. Ti su polifenoli Cesto dalje povezani na
ugljikohidrate ili proteine kako bi tvorili jo§ sloZenije trjeslovine (Rangari, 2007). Iako se
naziv kondenzirane trjeslovine i dalje koristi za opisivanje tih polifenola, kemijski pojam koji
ih bolje oznacava, ,,proantocijanidini®, polako se usvaja. Proantocijanidini su spojevi koji daju
antocijanidinske pigmente nakon oksidativnog cijepanja (ne hidrolize!) u vruéem alkoholu.
Kada se na njih djeluje kiselinama ili enzimima, obi¢no polimeriziraju, dajuci netopljive

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

Rasprostranjenost

Trjeslovine su Siroko rasprostranjene u biljnom svijetu. Najpoznatije porodice od kojih
sve vrste sadrze trjeslovine jesu: Aceraceae, Actinidiaceae, Anacardiaceae, Bixaceae,
Burseraceae, Combretaceae, Dipterocarpaceae, Ericaceae (od dvosupnica) te Najadaceae i
Typhaceae od jednosupnica (Mole, 1993). Vrste porodica Brassicaceae (syn. Cruciferae) i
Papaveraceae ne sadrze trjeslovine (Rangari, 2007).

Trjeslovine su neravnomjerno rasporedene u biljci, pri ¢emu ih najviSe sadrZi kora
stabljike, zatim kora korijena, ksilemski dijelovi, listovi, 1 kona¢no, plodovi. Trjeslovinama su
najbogatije patoloske tvorevine, Gallae ili sisarke ($iske). Radi se o patoloskim izraslinama na
listu azijskog hrasta i na listovima ruja koje su nastale razvojem li¢inke ose (azijski hrast) ili
jedne vrste biljnih usi (kineski ruj), a mogu sadrzavati do 75% trjeslovina. Razvija se larva, a
biljka zbog podrazaja stvara trjeslovine. S obzirom na starost pojedinih biljnih organa,
utvrdeno je da se trjeslovine javljaju u vecoj koli¢ini u mladim dijelovima biljke (lisnim
pupoljcima, mladim listovima 1 cvjetovima), §to se objaSnjava time da biljka gomila
trjeslovine u onim dijelovima koji su joj najvrjedniji. Koli¢ina tanina u biljci varira ovisno o
razli¢itim okoliSnim i sezonskim ¢imbenicima. SuSa, visoka temperatura, velika izlozenost

svjetlu 1 slaba kvaliteta zemlje stvaraju uvjete koji pogoduju pove¢anom sadrzaju trjeslovina u
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biljci. Sezonska varijabilnost sadrzaja ovisi o fazi rasta biljke pa je tako sinteza tanina
najintenzivnija u fazi cvatnje biljke, kada je smanjen njezin rast, pa su tada brojni prekursori

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

Bioloski ucinci

Fiziolosko znacenje trjeslovina prilicno je nejasno. Smatralo se da njihov gorak i trpak
okus stiti biljku od StetoCina, Sto se kasnije pokazalo neto¢nim. Niti pretpostavka da su
trjeslovine pricuvne tvari nije se pokazala ispravnom jer se rijetko nalaze u biljnim dijelovima
koji sluze kao spremnici pricuvnih tvari. No, sa sigurno$¢u se moze ustvrditi da u nekih
biljaka trjeslovine sudjeluju u izmjeni tvari stvaranjem redoks sustava. Naime, zahvaljujuci
brojnim hidroksilnim skupinama u strukturi, trjeslovine djeluju kao snazni antioksidansi, pri
¢emu one vece molekulske mase djeluju kao jaci hvatai slobodnih radikala. Takoder je
poznato da su trjeslovine kelatori metala i da taloze proteine. Trjeslovine mogu same po sebi
biti 1 djelatne tvari, a moze ih se promatrati i kao pratioce drugih aktivnih tvari, pri ¢emu

utjecu na terapijski ucinak glavne aktivne komponente (Primorac, 2012; Hagerman, 2002).
Glavna upotreba trjeslovina je povezana s njihovim adstrigenim u€inkom. Djeluju protiv
dijareje 1 antisepticki, Stite¢i izlozene membrane sluznice koagulacijom, stvarajuci
vodonepropusni sloj. Precipitirajuéi proteine, trjeslovine djeluju antimikrobno i antifungalno.
Takoder imaju hemostatsko djelovanje, i mogu djelovati kao antidoti kod nekih slucajeva
trovanja (teSkim metalima, crnom kavom 1 ve¢inom alkaloida). Interno se jo§ mogu koristiti 1
kod Zeluc¢anog i crijevnog katara te hiperaciditetnog gastiritisa. U procesu cijeljenja rana,
opeklina, ozeblina i upala, trjeslovine pomaZu stvaranjem zastitnog sloja preko ozlijedenog
tkiva, omogucavajuci da se ispod njega slobodno odvija cijeljenje. Istrazivanja su pokazala da
mnoge trjeslovine neutraliziraju slobodne radikale, a poznato je da su mnoge degenerativne
bolesti (rak, multipla skleroza, ateroskleroza, proces starenja) povezane s Visokim
koncentracijama slobodnih radikala izmedu stanica. Takoder, odredeni tipovi trimernih
proantocijanidina mogu Stititi protiv bolesti urinarnog trakta. No, trjeslovine su raznoliki
spojevi s velikom varijacijom strukture i koncentracije u biljnom svijetu. Zbog toga su
biomedicinska istrazivanja pozitivnih i negativnih u¢inaka na zdravlje pri pove¢anom unosu
trjeslovina znacajno ogranic¢ena nedostatkom metoda za brzu karakterizaciju i standardizaciju

(de Jesus i sur., 2012; Kalodera, 2010; Zhang i Lin, 2008; Rangari, 2007).
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Bioloski ucinci trjeslovina ovise o njihovoj bioraspolozivosti. Danas se sa sigurnos¢u zna
da se trjeslovine djelomi¢no metaboliziraju te da se apsorbiraju na razli¢itim mjestima duz
gastrointestinalnog trakta, pri ¢emu je kolon glavno mjesto njihove apsorpcije. Stoga se
smatra da svoj bioloski u¢inak mogu provoditi na dva na¢ina. Kompleksne trjeslovine, koje se
ne apsorbiraju, ali mogu vezati razli¢ite tvari, pokazuju lokalni uc¢inak u gastrointestinalnom
traktu (antioksidativno, antimikrobno i antiviralno djelovanje), dok trjeslovine male
molekulske mase koje se apsorbiraju, te njihovi metaboliti, nastali djelovanjem crijevne
mikroflore, koji se takoder apsorbiraju, mogu iskazivati sistemski ucinak i djelovati na

razli¢ite organske sustave (Serrano i sur., 2009).

1.2.3. Flavonoidi

Struktura i znacajke

Flavonoidi su derivati 1,3-difenilpropana (Ce-C3-Cs). Kod vecine flavonoida se tri
ugljikova atoma povezuju s kisikom i tvore srediSnji Sestero¢lani heterociklicki prsten. Ako su
aromatski prstenovi medusobno odijeljeni jednim troflanim mostom, onda su to pravi
flavonoidi. Strukturne varijante s etilenskim mostom su izoflavonoidi, dok je kod

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

Slika 7. Cs-Cs-Cs struktura flavonoida.

Raznolikost flavonoidnih spojeva uvjetovana je stupnjem oksidacije heterociklickog
prstena te brojem i polozajem hidroksilnih skupina na benzenskim jezgrama. Flavonoidnim
derivatima 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) (Wagner, 1993; Males, 1990; Steinegger 1 Hénsel, 1988).
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Flavonoidi se u prirodi pretezno javljaju u glikozidnom obliku, gradeni iz dva dijela:
aglikonske (nesecerne) i glikonske (Se¢erne) komponente. Aglikonski dio flavonoida je derivat
2-fenil-dihidrobenzopirana (flavana). lako Secerni ostatak moze biti vezan gotovo u bilo kojem
polozaju, uglavnom prevladavaju 3- i 7-heterozidi. 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 8. Osnovne strukture flavonoida.

Rasprostranjenost

U prirodi su najrasprostranjeniji flavoni i flavonoli, a zajedno s flavanonima,
antocijanidima 1 izoflavonoidima ¢ine viSe od 80% poznatih flavonoidnih spojeva. Flavonoidi
su Siroko rasprostranjeni u biljnom svijetu, od alga do kritosjemenjaca. Sastavni su dio gotovo
svih visih biljaka, a najviSe ith ima u mladim listovima, cvjetnim pupoljcima 1 nezrelim
plodovima. Hidrofilni flavonoidi nalaze se otopljeni u stanicnom soku vakuola, dok se lipofilni
flavonoidi (tetra-, penta- i heksametoksilirani) javljaju u idioblastima i ekskretornim stanicama
(Vladimir, 1993).

Rutin je najpoznatiji 1 vrlo rasiren flavonolski glikozid. Izoliran je iz rutvice (Ruta

graveolens L., Rutaceae). Danas se najceS¢e dobiva (15-20% rutina) izolacijom iz cvjetnih
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pupoljaka japanske sofore (Sophpra japonica L., Fabaceae). Flavanoni su karakteristi¢ni za
vrste roda Citrus, prvenstveno hesperitin i naringenin u obliku glikozida. Izoflavonoidi su
zbog karatkeristicne 1 rijetke pregradnje molekule ograni¢eni na porodicu Fabaceae

(Vladimir-Knezevi¢, 2008).

Bioloski ucinci

Postoje razliCite teorije o ulozi flavonoida u biljnom organizmu. Najprihvacenija je teza
da flavonoidi sudjeluju u metabolickim redoks procesima. Neki autori ih smatraju zaStitom od
ultraljubicastog zraCenja, a smatra se da se sintezom flavonoida iz stanice uklanjaju Stetni
fenoli (Vladimir, 1993).

Dokazana su razlicita bioloska djelovanja flavonoida: antiinflamatorno, antimikrobno,
antiviralno, antifungalno, diureticko, dijaforeticko, antihepatotoksi¢no, antihipertenzivno,
antiaritmi¢no, antikoagulirajuce, spazmoliti¢ko, kardiotoni¢no, antialergi¢no, antiulkusno,
analgeti¢no, antimalari¢no, hipoglikemic¢no i antioksidativno. Veéina tih svojstava flavonoida
zasniva se na njihovoj sposobnosti inhibicije i indukcije odredenih enzima. Tako, primjerice,
flavonoidi inhibiraju hijaluronidazu, aldoza-reduktazu, ksantin-oksidazu, ciklooksigenazu,
lipooksigenazu, fosfolipazu, histidin-dekarboksilazu, cAMP-fosfodiesterazu i dr. Primjeri
enzima koje flavonoidi induciraju jesu arilhidrolaza i epoksid-hidrolaza. Studije na
Zivotinjama pokazale su takoder citotoksi¢ni 1 citostati¢ni ucinak flavonoida te njihovo
profilakticko djelovanje (Kim i sur., 1998; Miller, 1996; Saija i sur., 1995).

Rutin, najpoznatiji flavonolski glikozid, koristi se kao sredstvo za jaCanje kapilara.
Listovi i cvjetovi crvenog gloga (Crataegus oxyacantha L., Roseaceae) i bijelog gloga (C.
monogyna Jacq.) sadrZze flavonolske glikozide (1-2%). Medu flavonolima prevladava
hiperozid. Viteksin i njegovi derivati su vazni predstavnici flavonskih C-glikozida. Koriste se
u prevenciji 1 lijeCenju kardiovaskularnih oboljenja. Oni su tonici za oslabljeno srce, pogotovo
kod starijih osoba i u slu¢ajevima kada nije preporucljivo koristiti glikozide digitalisa. Snizuju
krvni tlak i poboljsavaju cirkulaciju krvi. Listovi ginka (Ginkgo biloba L., Ginkgoaceae)
sadrze mono-, di- i tri-glikozide kemferola, kvercetina i izoramnetina, te neglikozidne
3’ = 8 biflavonoide (amentoflavon). Primjenjuju se u prevenciji i lijeCenju cerebralne
insuficijencije. Plodovi obi¢ne sikavice (Silybum marianum L. Gaertn., syn. Cardus marianus
L., Asteraceae) sadrze 1,5-3% silimarina — smjese flavonolignana silibina, silikristina i

silidianina koji imaju hepatoprotektivni i antihepatotoksi¢ni ucinak. Cvijet brdanke (Arnica
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montana L., Asteraceae) sadrzi 0,4-0,6% flavonoida koji, pripremljeni u obliku tinkture ili
masti, pri eksternoj primjeni pomazu kod upala i brzeg zacjeljivanja rana. Izoflavonoidi imaju
razli¢itu primjenu. Tako medikarpin iz lucerne (Medicago sativa L., Fabaceae) i pisatin iz
graska (Pisum sativum L., Fabaceae) imaju antifungalna svojstva, a neki jednostavni
izoflavonoidi, kao $to su daidzein i kumestrol iz lucerne i djeteline (Trifolium spp., Fabaceae)
ili izoflavonoidi u soji (Glycine max L., Fabaceae) su fitoestrogeni, dok rotenon iz vrsta
rodova Derris i Lonchocarpus djeluje kao insekticid. Udio antocijana u svjezem plodu
borovnice (Vaccinium myrtillus L., Ericaceae) je oko 0,5% i najce$¢e su namijenjeni zastiti

kapilarnog sustava (Vladimir-Knezevi¢, 2008).

1.2.4. Fenolne kiseline

Struktura i znacajke

Nakon flavonoida, drugu skupinu po vaznosti i zastupljenosti biljnih polifenola cine
fenolne kiseline. Strukturu fenolnih kiselina ¢ini benzenski prsten povezan karboksilnom
skupinom (Lafay i sur., 2008). Na temelju strukture, razlikuju se dvije skupine fenolnih
kiselina: derivati benzojeve kiseline (hidroksibenzojeve kiseline, Ce-C1) i derivati cimetne
kiseline (hidroksicimetne kiseline, Ce-C3) (Robbins i sur., 2003).

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

degradacijom derivata cimetne kiseline (Russell i sur., 1999).

R; COOH

Rs

Slika 9. Kemijska struktura hidroksibenzojevih kiselina (Robards i sur.,1999).

Najzastupljeniji derivati hidroksicimetne kiseline su kavena, kumarinska, ferulicna i

sinapinska kiselina. Predstavljaju vazne gradevne jedinice mnogih drugih prirodnih spojeva te
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¢esto dolaze u obliku specifi¢nih estera, kao npr. klorogenska kiselina i ruzmarinska kiselina
(Ralph i sur., 1994; Russell i sur., 1999). Manji se broj fenolnih kiselina javlja u slobodnom
obliku, dok su ve¢inom u biljkama prisutne konjugirane (ponajviSe esterifikacijom) sa
strukturnim biljnim dijelovima (celulozom, proteinima i ligninom) ili s razli¢itim

molekulama, ukljucujuéi jednostavne Secere 1 organske kiseline (Vukovi¢, 2013).

R,

H
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Slika 10. Kemijska struktura hidroksicimetnih kiselina (Macheix i sur., 1990).

Rasprostranjenost

Hidroksibenzojeve kiseline nalazimo u manjim koli¢inama u jestivim biljkama. Iznimka
su neka crvena voca, crna rotkvica 1 luk koji mogu sadrzavati do nekoliko desetaka miligrama
hidroksibenzojevih kiselina po kilogramu svjeze namirnice. Caj je vazan izvor galne kiseline:
listovi ¢ajevca mogu sadrzavati do 4,5 g galne kiseline po kilogramu svjezeg lista Cajevca.
Nadalje, hidroksibenzojeve kiseline su komponente slozenih struktura, kao $to su trjeslovine
koje hidroliziraju (galotanini u mangu i elagtanini u crvenom vocu: jagodama, malinama i
kupinama).

Hidroksicimetne kiseline Cesto nalazimo u raznim biljkama. Najzastupljeniji derivati su
kumarinska, kavena, feruli¢na i sinapinska kiselina. Te kiseline rijetko nalazimo u slobodnom
obliku, osim kod preradene hrane koja je podvrgnuta smrzavanju, sterilizaciji ili fermentaciji.
Vezani oblici glikozilirani su derivati ili esteri kininske ili Sikiminske kiseline. Kavena 1
kininska kiselina zajedno tvore klorogensku kiselinu koja se nalazi u mnogim vrstama voca te
u visokim koncentracijama u kavi. Jedna $alica kave moze sadrzavati 70-350 mg klorogenske
kiseline. Borovnice, kivi, §ljive, treSnje 1 jabuke imaju od svih vrsta voca najveéi sadrzaj
hidroksicimetnih kiselina te sadrze 0,5-2 g hidroksicimetnih kiselina po kilogramu svjezeg
voca. Kavena kiselina, u slobodnom obliku i u obliku estera, najzastupljenija je fenolna
kiselina te ¢ini izmedu 75% 1 100% ukupnog sadrzaja fenolnih kiselina kod veéine voca.
Hidroksicimetne kiseline se nalaze u svim dijelovima voca, ali u najve¢im su koncentracijama

prisutne u vanjskom dijelu zrelog voca. Feruli¢na kiselina je najzastupljenija fenolna kiselina
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u zitaricama. Njezin se sadrzaj u zitaricama kre¢e izmedu 0,8 g i 2 g po kilogramu suhe

zitarice. U vanjskom dijelu zrna zitarice nalazi se ¢ak 98% ukupne feruli¢ne kiseline u zrnu

(Manach i sur., 2004).

Bioloski ucinci

Fenolne kiseline koje unosimo prehranom fizioloSki su antioksidansi koji hvataju
slobodne kisikove i dusikove radikale. In vitro studije koristile su razli¢ite sustave kako bi se
oksidirao LDL te se myjerila prevencija oksidacije nakon ukljufivanja u sustav specificne
fenolne komponente. NajviSe su proucavane hidroksicimetne kiseline koje su, u modelu u
kojem su se koristili Cu?* ioni, pokazale snazno antioksidativno djelovanje. U studijama se
pokazalo da kavena kiselina djeluje sinergisticki s alfa tokoferolom, pojacavajuci
antioksidativni kapacitet LDL-a, recikliraju¢i alfa tokoferol od alfa tokoferoksil-radikala
(Laranjinha i sur., 1995). U drugoj se studiji pokazalo da kavena i p-kumarinska kiselina
djeluju sinergisticki s askorbinskom kiselinom (Vieira i sur., 1998).

Kavena kiselina pokazuje veliku antioksidacijsku aktivnost, in vitro 1 in vivo
hepatoprotektivno, protuvirusno, protuupalno djelovanje, a u kombinaciji s ruzmarinskom
kiselinom 1 antimikrobno djelovanje; takoder, kavena kiselina i njezin derivat, feniletil ester
kavene kiseline, inhibiraju karcinogenezu (lkeda i sur., 2011; Sato i sur., 2011; Chao i sur.,
2009; Giilcin, 2006; Widmer i sur., 2006; Janbaz i sur., 2004; van Gadow i sur., 1997).

Objavljena su brojna istraZivanja koja opisuju Sirok raspon bioloskih aktivnosti ruzmarinske
kiseline. Tako, primjerice, ruzmarinska kiselina pokazuje snazno antioksidativno, antimutageno,
antidepresivno, hepatoprotektivno, protuvirusno, antibakterijsko i antimikoticno djelovanje
(Furtado i sur., 2008; Tepe, 2008; Swarup i sur., 2007; Vattem i sur., 2006; Widmer i sur., 2006;
Qiao i sur., 2005; Bais i sur., 2002; Osakabe i sur., 2002; Takeda i sur., 2002). Nekoliko je
istrazivanja potvrdilo i protuupalni u€inak ruzmarinske kiseline, ¢ime je omogucena upotreba te
tvari za lijjeCenje razli¢itih upalnih oboljenja. Tako ruzmarinska kiselina, zbog svoje
antioksidacijske aktivnosti i zbog inhibicije upalnih odgovora, predstavlja vrlo ucinkovitu
terapiju za alergijski rinokonjuktivitis (Osakabe 1 sur., 2004). Osim toga, pokazuje |
antiangiogeni potencijal koji takoder moZe biti povezan s njezinom antioksidacijskom

aktivnos¢u (Huang i sur., 20006).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Cilj ovoga diplomskog rada bila je fitokemijska karakterizacija polifenolnih tvari vrsta
roda Geraniaceae, Geranium macrorrhizum L. (stjenjarska iglica) i endemicne vrste
Geranium dalmaticum (Beck) Rech. f. (dalmatinska iglica).

Kvalitativna analiza polifenola (trjeslovine, flavonoidi i fenolne kiseline) provedena je
op¢im reakcijama stvaranja obojenih produkata i taloga.

Sadrzaj ukupnih polifenola i trjeslovina, te ukupnih flavonoida i fenolnih kiselina odreden
je spektrofotometrijskim metodama.

Svrha fitokemijske karakterizacije provedene u okviru ovoga diplomskog rada jest
doprinos znanstvenim istrazivanjima vrsta Geranium macrorrhizum i G. dalmaticum, kao i
opéenito, poznavanju roda Geranium. Radi se o preliminarnim studijama ¢iji bi rezultati
mogli posluziti kao osnova za daljnja istrazivanja bioloske aktivnosti i fitoterapijskog

potencijala biljnih pripravaka stjenjarske i dalmatinske iglice.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Biljni materijal

Biljni materijal je prikupljen tijekom lipnja 2011. godine, i to na Velebitu (stjenjarska
iglica, Geranium macrorrhizum L.) te za vrstu G. dalmaticum (Beck) Rech. f. (dalmatinska
iglica) na lokalitetu Sv. Ilija, poluotok PeljeSac. Identifikacija biljnog materijala provedena je
u Farmaceutskom botanickom vrtu ,,Fran Kusan“ Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu, prema dostupnim literaturnim podacima (Domac, 1994; Sili¢, 1990;
Tutin i sur., 1972). Analizirani su pulverizirani nadzemni dijelovi (stabljike, listovi i cvjetovi)

stjenjarske i dalmatinske iglice.
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3.2. Aparatura i kemikalije

Aparati i pribor:

UV-Vis spektrofotometar Agilent 8453 E (Hewlett Packard, Njemacka); kiveta 1 cm;
PC-HP 845x UV-Visible System (Hewlett-Packard, Njemacka);

pipete, propipete, menzure, lijevei, ¢ase, epruvete, kapalice, filtar papir;

odmjerne tikvice; Erlenmeyerove tikvice;

stalci i lijevci za odjeljivanije;

povratna hladila.

Kemikalije:

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

aluminijev klorid heksahidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

etanol (Badel, Zagreb, Hrvatska);

etil acetat (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska);

Folin-Ciocalteuov fenolni reagens (Merck, Damstadt, Njemacka);
formaldehid (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska);
heksametilentetramin (Zorka, Sabac, Srbija);

kalijev hidroksid (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

kazein (Calbiochem, Darmstadt, Njemacka);

klorovodi¢na kiselina, konc. (Carlo Erba, Rodano, Italija);
metanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

natrijev acetat trihidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

natrijev citrat (Gradska ljekarna Zagreb, Zagreb, Hrvatska);
natrijev hidroksid (Sigma-Aldrich, St. Louis, Sjedinjene Americke Drzave);
natrijev karbonat dekahidrat (Poch, Gliwice, Poljska);

natrijev molibdat (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

natrijev nitrit (Kemika, Zagreb, Hrvatska);

octena kiselina, led. (Alkaloid, Skopje, Makedonija);

olovov acetat (Kiedel-de Haén ag. Seelze — Hanover, Njemacka);
zelatina (Sigma-Aldrich, St. Louis, Sjedinjene Americ¢ke Drzave);
zeljezov(Ill) amonijev sulfat (Alkaloid, Skopje, Makedonija);
zeljezov(l11) klorid (Sigma-Aldrich, St. Louis, Sjedinjene Americke Drzave).

22



3.3. Metode i postupci istraZivanja

3.3.1. Kvalitativna analiza polifenola

Dokazivanje polifenola kemijskim reakcijama stvaranja boje i taloga

Priprava ekstrakta

Po 0,1 g cvjetova, listova i stabljika usitnjenih u prah pojedina¢no se ekstrahira s 3 mL

metanola 10 minuta na vodenoj kupelji (60 °C)

Opce reakcije

Reakcije promjene boje dodatkom natrijeva hidroksida u metanolni ekstrakt droge.

3.3.2. Kvalitativna analiza trjeslovina

Dokazivanje trjeslovina kemijskim reakcijama stvaranja boje i taloga

Priprava ekstrakta

Po 0,2 g listova, stabljika i cvjetova usitnjenih u prah ekstrahira se 10 minuta s 20 mL
destilirane vode, u tikvici s povratnim hladilom, u kipucoj vodenoj kupelji. Ohladeni ekstrakt

se profiltrira.

Opce reakcije

1. U 2 mL filtrata dodaju se dvije kapi 5%-tne otopine zeljezova(Ill) 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.
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Dokazivanije kondenziranih trjeslovina

U 3 mL ekstrakta dodaju se 2 kapi otopine formaldehida i 3 kapi 10%-tne klorovodi¢ne
kiseline. Sadrzaj se ugrije do vrenja, ohladi, te zatim 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.

Dokazivanije trjeslovina koje hidroliziraju

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

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

3.3.3. Spektrofotometrijsko odredivanje polifenola i trjeslovina

Koli¢ina ukupnih flavonoida u nadzemnim dijelovima vrsta Geranium macrorrhizum i
G. dalmaticum odredena je spektrofotometrijskom metodom prema Schneideru (1976).

Fino usitnjeni nadzemni biljni dijelovi (0,25 g) ekstrahiraju se s 80 mL 30%-tnog
metanola u tikvici s povratnim hladilom, zagrijavanjem na kipucoj vodenoj kupelji oko 15
minuta. Nakon hladenja, iscrpina je profiltrirana u odmjernu tikvicu od 100 mL te
nadopunjena do oznake 30%-tnim metanolom. 2,0 mL filtrata pomijesano je s 8 mL
destilirane vode i 10 mL otopine natrijeva acetata (1,92 g natrijeva acetata trihidrata i 0,34 mL
octene kiseline pomijeSano je i nadopunjeno destiliranom vodom do 100,0 mL). Puferska
otopina odrzava stalnu pH-vrijednost medija (pH = 5), koja je optimalna za taloZenje
trjeslovina. Otopina dobivena na opisani na¢in oznacena je kao otopina 1. 10,0 mL otopine 1
muckano je s 50 mg kazeina na muckalici 45 minuta. Potom je otopina profiltrirana, a
dobiveni je filtrat predstavljao otopinu 2.

Po 1,0 mL otopine 1 i otopine 2 pomijesano je odvojeno u odmjernim tikvicama od 10
mL s po 0,5 mL Folin-Ciocalteuova reagensa i nadopunjeno do oznake s 33%-tnom otopinom
natrijeva karbonata dekahidrata (Folin-Ciocalteuov fenolni reagens sadrzi natrijev volframat,
natrijev molibdat, destiliranu vodu, 85%-tnu fosfatnu kiselinu, 36%-tnu klorovodi¢nu
kiselinu, litijev sulfat i brom). Apsorbancije dobivenih plavih otopina izmjerene su na 720

nm, uz destiliranu vodu kao slijepi pokus. Vrijednost koju daje otopina 1 odgovara koli¢ini
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ukupnih polifenola, dok razlika vrijednosti dobivenih za otopinu 1 i otopinu 2 predstavlja
koli¢inu trjeslovina vezanih na kazein.

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

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

o6 polifenola = A 40A
0,025

A = izmjerena apsorbancija otopine 1, odnosno otopine 2

Razlika sadrzaja (%) ukupnih polifenola, koji je dobiven mjerenjem otopine 1, i sadrzaja

odredenog za otopinu 2, predstavlja sadrzaj (%) trjeslovina koje su istalozene kazeinom.

3.3.4. Spektrofotometrijsko odredivanje flavonoida

Koli¢ina ukupnih flavonoida u nadzemnim dijelovima vrsta Geranium macrorrhizum i
G. dalmaticum odredena je spektrofotometrijskom metodom prema Christu i Miilleru (1960).

Fino usitnjeni nadzemni biljni dijelovi (0,2 g) ekstrahiraju se 30 minuta s 20 mL acetona,
2 mL 25%-tne klorovodi¢ne kiseline i 1 mL 0,5%-tne otopine heksametilentetramina,
zagrijavanjem do vrenja na vodenoj kupelji uz povratno hladilo. Hidrolizat je propusten kroz
vatu, a ostatci droge na vati ponovo su ekstrahirani s 20 mL acetona, grijanjem do vrenja 10
minuta. Ta je otopina takoder propustena kroz vatu, a prethodno opisana ekstrakcija acetonom
ponovljena je dva puta. Sjedinjeni filtrati razrijedeni su acetonom do 100,0 mL. Potom je 20,0
mL hidrolizata pomijesano s 20 mL vode te ekstrahirano najprije s 15 mL, a zatim tri puta s
po 10 mL etil acetata. Sjedinjene etil acetatne faze isprane su dva puta s po 40 mL vode,
propustene kroz vatu i razrijedene etil acetatom do 50,0 mL. Po 10,0 mL te otopine preneseno

je u dvije odmjerne tikvice od 25 mL. U svaku je tikvicu dodano 0,5 mL 0,5%-tne vodene
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otopine natrijeva citrata. U jednu tikvicu dodano je joS 2 mL otopine aluminijeva klorida (2 g
aluminijeva klorida heksahidrata otopljeno je u 100 mL 5%-tne metanolne otopine octene
kiseline). Potom su obje tikvice dopunjene do 25,0 mL 5%-thom metanolnom otopinom
octene Kkiseline. Nakon 45 minuta, izmjerene su apsorbancije otopina s aluminijevim
kloridom, u sloju debljine 1 cm, na 425 nm. Slijepi pokus predstavlja prethodno pripremljena
otopina bez aluminijeva klorida. Maseni udio flavonoida izra¢una se kao kvercetin, prema
izrazu:
%=Ax%x0,772 /b

(A = apsorbancija; b = masa droge izrazena u g).

3.3.5. Spektrofotometrijsko odredivanje fenolnih kiselina

Koli¢ina fenolnih kiselina u nadzemnim dijelovima vrsta Geranium macrorrhizum i G.
dalmaticum odredena je spektrofotometrijskom metodom prema monografiji Rosmarini
folium iz Europske farmakopeje (Ph. Eur., 2007) .

Ekstrakt. 0,200 g droge u prasku ektrahira se s 80 mL 50%-tnog etanola u tikvici s
povratnim hladilom na kipucoj vodenoj kupelji 30 minuta. Nakon hladenja, ekstrakt se
profiltrira u odmjernu tikvicu od 100 mL koja se potom nadopuni do oznake 50%-tnim
etanolom.

Ispitivana otopina. 1,0 mL dobivenog ekstrakta prenese se u odmjernu tikvicu od 10 mL
te se dodaju redom sljedeci reagensi: 2,0 mL 0,5 M klorovodi¢ne kiseline, zatim 2,0 mL nitrit-
molibdat reagensa (10 g natrijevog nitrita i 10 g natrijevog molibdata otopi se u 100 mL
destilirane vode) te 2,0 mL 8,5%-tne otopine natrijevog hidroksida. Sadrzaj tikvice potom se
nadopuni destiliranom vodom do oznake.

Kompezacijska otopina. 1,0 mL ektrakta razrijedi se destiliranom vodom u odmjernoj
tikvici do 10 mL.

Maseni udio ukupnih derivata hidroksicimetne kiseline, izrazen kao ruzmarinska

kiselina, izracuna se prema izrazu:

A x2,5

% hidroksicimetnih derivata = T

A = apsorbancija ispitivane otopine na 505 nm; m = masa droge (Q)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Rezultati kvalitativne analize polifenola i trjeslovina

Rezultat dokazivanja polifenola

1. Reakcija promjene boje dodatkom natrijeva hidroksida u metanolni ekstrakt droge

Dodatkom 0,1 M natrijeva hidroksida u metanolni ekstrakt ispitivanog biljnog uzorka, u
epruveti je nastalo narancastosmede obojenje. Reakcija promjene boje bila je vrlo intenzivna

za obje ispitivane vrste (Geranium macrorrhizum i G. dalmaticum).

Rezultati dokazivanja trjeslovina kemijskim reakcijama stvaranja boje i taloga

Rezultati opcih reakcija dokazivanja trjeslovina

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

Dodatkom 5%-tne otopine zeljezova(IIl) klorida u vodeni ekstrakt droge nastalo je intenzivno

zelenoplavo zamucenje za Geranium macrorrhizum i G. dalmaticum.

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

Reakcijom trjeslovina sa zeljezovim(lll) amonijevim sulfatom nastaje vrlo intenzivno

zelenoplavo obojenje za ispitivane vrste, Geranium macrorrhizum i G. dalmaticum (+++).

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

Trjeslovine stvaraju s olovovim acetatom pahuljasto zamuéenje narancastosmede boje.
Dobiveno zamucenje je vrlo jakog intenziteta (+++) za Geranium macrorrhizum i G.

dalmaticum.

4. Reakcija talozenja dodatkom zelatine u vodeni ekstrakt droge

U reakciji trjeslovina s 1%-tnom Zelatinom nastalo je slabo blijedozuto zamuéenje kod
ekstrakta droge vrste Geranium macrorrhizum, a kod G. dalmaticum reakcija je bila

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

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

droge nastalo je umjereno narancastocrveno obojenje kod obje ispitane biljne vrste.

Rezultati reakcije dokazivanja kondenziranih trjeslovina

Nakon dodatka formaldehida i 10%-tne klorovodi¢ne kiseline u vodeni ekstrakt droge, sadrzaj
se ugrije do vrenja te se potom ohladi i profiltrira. Filtar papir se ispere s 1 ml tople vode, a
kondenzirane trjeslovine dokazuju se talogom na filtar papiru koji je netopljiv u 5%-tnoj
otopini kalijeva hidroksida.

U reakciji s ekstraktom stjenjarske iglice, na filtar papiru je ostao smedi talog, dok je za
dalmatinsku iglicu dobiven zuto-narancasti talog, takoder netopljiv u 5%-tnoj otopini kalijeva

hidroksida, kao dokaz prisutnosti kondenziranih trjeslovina.

Rezultati reakcije dokazivanja trjeslovina koje hidroliziraju

Filtratu iz reakcije za dokazivanje kondenziranih trjeslovina doda se 1 g natrijeva acetata
trihidrata bez protresivanja, a zatim 1 mL 1%-tne otopine Zeljezova(IIl) amonijeva sulfata. U
ekstraktima obje ispitane biljne vrste dokazana je prisutnost trjeslovina koje hidroliziraju jer

je nastao jako intenzivan ljubicast prsten na mjestu prikladnog pH.

4.2. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih polifenola i trjeslovina

Kvantitativna analiza ukupnih polifenola i trjeslovina u nadzemnim dijelovima vrsta
Geranium macrorrhizum (stjenjarska iglica) i G. dalmaticum (dalmatinska iglica) provedena
je spektrofotometrijskom metodom prema Schneideru. Metoda se temelji na reakciji
polifenolnih spojeva s Folin-Ciocalteuovim fenolnim reagensom (FCR), kojoj prethodi
taloZenje trjeslovina s kazeinom. Nakon dodatka FCR, izmjerene su apsorbancije dobivenih
plavih otopina na 720 nm, uz destiliranu vodu kao slijepu probu.

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

taninske kiseline propisanih koncentracija.

28



Za izmjerene vrijednosti apsorbancija otopine 1 i otopine 2 ocitaju se pripadajuce
koncentracije iz bazdarnog pravca i izraze kao grami ukupnih polifenola, odnosno trjeslovina,

na 100 g droge (%), pri ¢emu vrijedi izraz:

o6 polifenola = A 40A
0,025

A = izmjerena apsorbancija otopine 1, odnosno otopine 2

Napravljena je jedna ekstrakcija droge te su uzeta tri uzorka za spektrofotometrijsko
odredivanje polifenola i trjeslovina. Za svaki od uzoraka, tri je puta izvrSeno mjerenje
apsorbancije.

e Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih polifenola i trjeslovina za vrstu

Geranium macrorrhizum L. prikazani su u Tablicama 2 i 3.

Tablica 2. Sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu nadzemnih dijelova vrste Geranium macrorrhizum L.

ukupni polifenoli sadrzaj ukupnih polifenola
Geranium L q
macrorthizum Ammotopine | THECREED | % | wrijednost 325D
0,550 22,00
0,529 21,16
uzorak 1 0,536+0,010 21,45+0,41
0,528 21,12
0,538 21,52
0,555 22,20
ekstrakt uzorak 2 0,535 0,542£0,010 21,40 21,67+0,40
0,533 21,32
0,544 21,76
0,551 22,04
uzorak 3 0.532 0,539+0,010 2128 21,54+0,38
0,530 ’ 21,20 ' ’
0,541 21,64
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Tablica 3. Sadrzaj trjeslovina u ekstraktu nadzemnih dijelova vrste Geranium macrorrhizum L.

polifenoli nevezani na kazein trjeslovine vezane sadria_j trjeslovina
na kazein vezanih na kazein
Geranium
macrorrhizum .. srednja srednja
A720 nm Otopine 2 Sl vrugdnost Al-A2 vrijednost % vrijednost
Azt QU (A1-A2)+SD %+SD
0,141 0,409 16,36
uzorak 1 0,141 0,142+0,001 0,388 | 0,394+0,013 | 15.52 15,76+0,52
0,143 0,385 15,40
0,145 0,410 16,40
ekstrakt | uzorak 2 0,144 0,145+0,001 0,391 | 0,396+0,012 | 15,64 15,84+0,49
0,146 0,387 15,48
0,144 0,407 16,28
uzorak 3 0,144 0,145+0,001 0,388 | 0,393+0,012 | 15,52 15,72+0,49
0,146 0.384 15,36
0.56
0.54
g 0.52
g 0.5
é 0.48
S 0.46
2 o044
0.42
600 650 700 750 800 850Wavelength (nm)

Slika 11. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije ukupnih polifenola u ekstraktu nadzemnih dijelova

vrste Geranium macrorrhizum L.
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Dakle, sadrzaj ukupnih polifenola vrste Geranium macrorrhizum iznosio je prosjecno
21,55+0,40%, dok je prosjecni udio trjeslovina bio 15,77+0,50%.

e Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih polifenola i trjeslovina za vrstu

Geranium dalmaticum (Beck) Rech. f. prikazani su u Tablicama 4 i 5.

Tablica 4. Sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu nadzemnih dijelova vrste Geranium dalmaticum
(Beck) Rech. f.

ukupni polifenoli sadrzaj ukupnih polifenola
S CAEEEAT | moropine 1| oo wedeR | o | et v
otopinel+SD
0,542 21,68
uzorak 1 0,540 0,542+0,002 21,60 21,67+0,06
0,543 21,72
0,547 21,88
ekstrakt uzorak 2 0,545 0,5470,002 21,80 21,88+0,08
0,549 21,96
0,544 21,76
uzorak 3 0,541 0,543+0,002 21,64 21,734+0,08
0,545 21,80

Tablica 5. Sadrzaj trjeslovina u ekstraktu nadzemnih dijelova vrste Geranium dalmaticum (Beck) Rech. f.

polifenoli nevezani na kazein trjeslovine vezane sadrzaj trjeslovina vezanih
na kazein na kazein
S
icu A720 nm srednja vrijednost AL-A2 A720 nm vrijednost AL-A2
otopine 2 Az20nm otopine2+SD otopine 2 A720nm
otopine2+SD
0,153 0,389 15,56
uzorak 1 0,151 0,152+0,001 0,389 0,390+0,001 15,56 15,59+0,05
0,152 0,391 15,64
0,157 0,390 15,60
ekstrakt | uzorak 2 0,154 0,156:40,002 0,391 0,391+0,001 15,64 15,65+0,06
0,156 0,393 15,72
0,157 0,387 15,48
uzorak 3 0,154 0,156+0,002 0,387 0,388+0,001 15,48 15,51+0,05
0,156 0,389 15,56
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0.54
0.52

0.5
0.48
0.46

Absorbance (AU)

0.44
0.42
600 650 700 750 Sciee—=800 850Wavelength (nm)

Slika 12. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije ukupnih polifenola u ekstraktu nadzemnih dijelova
vrste Geranium dalmaticum (Beck) Rech. f.

Zakljuéno se moze reéi da je prosjeéni sadrzaj ukupnih polifenola vrte Geranium dalmaticum
1znosio 21,76+0,07%, a sadrzaj trjeslovina 15,58+0,05%.

4.3. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja flavonoida

Koli¢ina ukupnih flavonoida u nadzemnim dijelovima vrsta Geranium macrorrhizum i
Geranium dalmaticum odredena je spektrofotometrijskom metodom prema Christu 1 Miilleru.
Metoda se temelji na stvaranju kompleksa flavonoidnih aglikona s AI¥*. Tvorbi kompleksa
prethodi kisela hidroliza flavonoidnih heterozida kako bi se omogucilo oslobadanje aglikona.

Izmjerene su apsorbancije nastalih kompleksa na valnoj duljini od 425 nm te je izra¢unat
udio flavonoida prema formuli: % = A x 0,772 / masa droge (g), izraZzen kao kvercetin.
Slijepe su uzorke predstavljale prethodno pripremljene otopine bez aluminijeva klorida.

Pripremljen je jedan ekstrakt iz kojega je pripremljen uzorak za spektrofotometrijsko
odredivanje flavonoida. Za vrstu Geranium macrorrhizum tri je puta mjerena apsorbancija, a

za uzorak Geranium dalmaticum cetiri puta.
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e Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja flavonoida u ekstraktu nadzemnih

dijelova vrste Geranium macrorrhizum L. prikazani su u Tablici 6.

Tablica 6. Sadrzaj flavonoida u ekstraktima nadzemnih dijelova vrste Geranium macrorrhizum L.

Srednja
Geranium Masa Srednja % vrijednost
macrorrhizum uzorka (g) A5 nm vrijednost Aszs | flavonoida %
nm £ SD flavonoida
+SD
0,143 0,55
ekstrakt 0,2000 uzorak 1 0,143 0,143+0,001 0,55 0,55+0,00
0,142 0,55
ime - L&tk
0.14
0.12
2 o1
8 008
8 006
g o004 3
< 0.02
0
-0.02
300 320 340 360 380 400 420 440 460 Wavelength (nm)

Slika 13. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije flavonoida u ekstraktu nadzemnih dijelova vrste

Geranium macrorrhizum L.
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e Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja flavonoida u ekstraktu nadzemnih

dijelova vrste Geranium dalmaticum (Beck) Rech. f. prikazani su u Tablici 7.

Tablica 7. Sadrzaj flavonoida u ekstraktima nadzemnih dijelova vrste Geranium dalmaticum (Beck)

Rech. f.
Srednja
Geranium Masa Srednja % vrijednost
dalmaticum uzorka (g) A5 nm vrijednost | flavonoida %
A425 nm=SD flavonoida
+SD
0,135 0,52
0,130 0,50
ekstrakt 0,2005 uzorak 1 0,132+0,002 0,51+0,01
0,130 0,50
0,132 0,51
> [ A 1 ik
rerl
0.14
0.12
= 0.1
< 008
8 006
8 0.04
S 002
2 0
-0.02
-0.04

320

340

360 380

400

420 440

460

Wavelength (nm)

Slika 14. Spektar dobiven mjerenjem apsorbancije flavonoida u ekstraktu nadzemnih dijelova vrste

Geranium dalmaticum (Beck) Rech. f.

Dakle, prosjecan sadrzaj flavonoida vrste Geranium macrorrhizum iznosio je 0,55+0,00%, a

vrste G. dalmaticum 0,51+0,01.
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4.4. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja fenolnih kiselina

Kvantitativna analiza fenolnih kiselina u nadzemnim dijelovima vrsta Geranium
macrorrhizum 1 G. dalmaticum provedena je spektrofotometrijskom metodom prema
monografiji Rosmarini folium iz Europske farmakopeje (EDQM, 2007). Odredivanje se
temelji na prisutnosti o-dihidroksifenolne skupine u strukturi hidroksicimetnih derivata koja s
nitrit-molibdat reagensom daje Zuto obojene komplekse. ZaluZzivanjem otopine, Zuta boja
prelazi u narancastocrvenu. Apsorbancija se mjeri na 505 nm, a sadrzaj ukupnih
hidroksicimetnih derivata, izrazen kao ruzmarinska kiselina, izratuna pomocu specifi¢ne
apsorbancije koja za ruzmarinsku kiselinu iznosi 400 (Vladimir-Knezevi¢, 2008).

Jednom je napravljena ekstrakcija nadzemnih biljnih dijelova ispitivanih biljnih vrsta te
je uzet jedan uzorak za spektrofotometrijsko odredivanje fenolnih kiselina za svaku biljnu

vrstu. Apsorbancija je mjerena tri puta za uzorak stjenjarske i dalmatinske iglice.

A x2,5

% hidroksicimetnih derivata = =

A = apsorbancija ispitivane otopine na 505 nm; m = masa droge (g)

e Rezultate spektrofotometrijskog odredivanja fenolnih kiselina vrsta Geranium

macrorrhizum i G. dalmaticum donose Tablice 8 i 9. te Slika 15.

Tablica 8. Sadrzaj fenolnih kiselina u ekstraktima nadzemnih dijelova vrste Geranium macrorrhizum L.

e Masa A Srednja % fenolnih Srednja
macrorthizum | UZorka atopin vrijednost kiselina vrijednost
@) P Asosnm = SD (FK) % FK £ SD
0,127 1,58
ekstrakt 0,2008 uzorak 0,120 0,123+0,004 1,49 1,53+0,05
0,123 1,53
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Tablica 9. Sadrzaj fenolnih kiselina u ekstraktima nadzemnih dijelova vrste Geranium dalmaticum
(Beck) Rech. f.

. Masa Srednja . Srednja
dﬁﬁg:;;:?n uzorka O':‘éosi"rr:e vrijednost %k::;?rl]r;'h vrijednost
(9 P Asosnm = SD % FK £ SD
(FK)
0,119 1,48
ekstrakt 0,2007 | uzorak 0,102 0,107+0,011 1,27 1,33+0,13
0,099 1,23

Slika 15. Spektri dobiveni mjerenjem apsorbancije fenolnih kiselina u ekstraktu nadzemnih dijelova

vrsta Geranium macrorrhizum L. i G. dalmaticum (Beck) Rech. f.

Zakljuéno, sadrzaj fenolnih kiselina u nadzemnim dijelovima vrste Geranium macrorhizum

iznosio je 1,53+0,05%, dok je prosje¢ni udio flavonoida vrste G. dalmaticum bio 1,33+0,13%.
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5. ZAKLJUCCI

U okviru ovoga diplomskog rada provedena je fitokemijska karakterizacija vrsta roda
Geranium: Geranium macrorrhizum L. — stjenjarska iglica i Geranium dalmaticum (Beck)
Rech. f. — dalmatinska iglica, koja je uklju¢ivala kvalitativnu i kvantitativnu analizu ukupnih
polifenola, trjeslovina, flavonoida i fenolnih kiselina.

Kvalitativna analiza polifenola provedena je opéom reakcijom promjene boje dodatkom
natrijeva hidroksida u metanolni ekstrakt droge.

Kvalitativna analiza trjeslovina provedena je op¢im reakcijama talozenja i promjene
boje. Kondenzirane trjeslovine dokazane su kod obje vrste jer se pojavio talog na filtar papiru,
koji je bio intenzivnijeg smedeg obojenja kod stjenjarske iglice. Trjeslovine koje hidroliziraju
dokazane su pojavom ljubicastog prstena na mjestu prikladnog pH.

Koli¢ina ukupnih polifenola i trjeslovinama u ekstraktu biljnih vrsta odredena je
spektrofotometrijskom metodom s Folin-Ciocalteuovim fenolnim reagensom, kojoj prethodi
talozenje trjeslovina kazeinom. Sadrzaj ukupnih polifenola u analiziranim uzorcima vrste
Geranium macrorrhizum iznosio je 21,55+0,40%, a sadrzaj trjeslovina 15,77+0,50%. Kod
vrste Geranium dalmaticum, sadrzaj ukupnih polifenola iznosio je 21,76+0,07%, a sadrzaj
trjeslovina 15,58+0,05%.

Kvantitativna analiza flavonoida provedena je spektrofotometrijskom metodom koja se
temelji na stvaranju kompleksa flavonoidnih aglikona s AI®*. Sadrzaj flavonoida u
nadzemnim biljnim dijelovima stjenjarske iglice je iznosio 0,55+0,00%, a dalmatinske iglice
0,51+0,01%.

Fenolne su kiseline u uzorcima vrsta odredene spektrofotometrijski prema Europskoj
farmakopeji s nitrit-molibdat reagensom, a njihov je sadrzaj za stjenjarsku iglicu iznosio
1,53+0,05%, a za dalmatinsku iglicu 1,33+0,13%.

Fitokemijska karakterizacija koja je provedena u okviru ovoga diplomskog rada
predstavlja doprinos znanstvenom istrazivanju bioloski aktivnih tvari vrsta roda Geranium.
Nisu uocene zacajne razlike u koli¢ini bioloski aktivnih tvari izmedu stjenjarske i dalmatinske
iglice. Dalmatinska iglica je endemic¢na wvrsta, dakle, s ograni¢enim podruc¢jem
rasprostranjenosti i slabo je istrazivana vrsta, zbog Cega njezina uporaba jos nije dovoljno
istrazena, dok je G. macrorrhizum u puckoj medicini u uporabi kod oboljenja Zeluca. S
obzirom na sli¢ne kvalitativne 1 kvantitativne rezultate ovoga fitokemijskog istrazivanja, moze
se pretpostaviti slicno biolosko djelovanje ispitivanih biljnih vrsta te moguca primjena u

slicne terapijske svrhe.
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7. SAZETAK

U okviru ovoga diplomskog rada provedena je kvalitativna i kvantitativna analiza polifenola
vrsta Geranium macrorrhizum L. i G. dalmaticum (Beck) Rech. f. (Geraniaceae). Prisutnost
polifenolnih tvari dokazana je opéim reakcijama stvaranja obojenih produkata ili taloga.
Kvantitativna analiza ukupnih polifenola (UP), trjeslovina (T), flavonoida (F) i fenolnih
kiselina (FK) provedena je spektrofotometrijskim metodama. Sadrzaj analiziranih
polifenolnih tvari za vrstu Geranium macrorrhizum iznosio je: 21,55+0,40% (UP),
15,77+£0,50% (T), 0,55+0,00% (F) 1 1,53+0,05% (FK). Sadrzaj analiziranih polifenolnih tvari
za vrstu Geranium dalmaticum iznosio je: 21,76+0,07% (UP), 15,58+0,05% (T), 0,51+£0,01%
(F) i 1,33+0,13%. (FK). Provedena kvalitativna i kvantitativna analiza predstavlja prilog
znanstvenom istrazivanju vrsta roda Geranium i upotpunjuje dosada$nje spoznaje o
fitoterapijskom potencijalu vrsta G. macrorrhizum i G. dalmaticum, posebice u odnosu na

sadrzaj bioaktivnih polifenolnih tvari.
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SUMMARY

In this work, qualitative and quantitative analysis of polyphenols of Geranium macrorrhizum
L. and G. dalmaticum (Beck) Rech. f. (Geraniaceae) was carried out. The presence of
polyphenols was proven by using general reactions of developing colored products and
precipitates. Quantitative analysis of total polyphenols (TP), tannins (T), flavonoids (F), and
phenolic acids (PA) was carried out using spectrophotometric methods. The contents of
analyzed polyphenolic compounds for Geranium macrorrhizum were as follows:
21.55+0.40% (TP), 15.77+0.50% (T), 0.55+0.00% (F), and 1.53+0.05% (PA). The contents of
analyzed polyphenolic compounds for Geranium dalmaticum were as follows: 21.76+0.07%
(TP), 15.584+0.05% (T), 0.51+0.01% (F), and 1.33+0.13%. (PA). Performed qualitative and
quantitative analysis is a contribution to the scientific study of genus Geranium and completes
the existing knowledge about phytotherapeutic potential of species G. macrorrhizum i G.
dalmaticum, especially in relation to the content of bioactive polyphenolic substances.
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