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Antioksidacijski u inak i HPLC analiza 
 listova planike – Arbutus unedo L.*
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Antioxidant capacity and HPLC analysis of strawberry tree
(Arbutus unedo L.) leaves

A b s t r a c t – Some of the major constituents of strawberry tree are 
fl avonoids and phenolic acids that are responsible for some of the pharmaco-
logical activities i.e. adstringent, antihypertensive, antidiarrheal and anti-
bacterial. Objective of this work was to determine fl avonoid aglycones and 
phenolic acids in strawberry tree leaves collected during 12 months of 2013 
using RP-HPLC-DAD and assess antioxidant activity using ABTS stable 
free radical. Antioxidant activity of strawberry tree leaves varied between 11 
% and 28 %. Th e content of individual polyphenols was: chlorogenic acid 
0.8 to 6.5 mg/g, caff eic acid 0.6–1.0 mg/g, p-coumaric acid 0.2–6.6 mg/g 
and quercetin 0.5–10.7 mg/g. Th e highest content of polyphenols was during 
winter months. Compared to the thin-layer chromatography analysis we 
have determined presence of additional phenolic acids (caff eic and p-cou-
maric) and quercetin – aglycone of quercitrin, isoquercitrin and hyperoside.
(1University of Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, Department 
of Pharmaceutical Botany, Schrottova 39, 10000 Zagreb, Croatia, 2 Uni-
versity of Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, Department of 
Medicinal Chemistry, A. Kovačića 1, 10000 Zagreb, Croatia and 3Phar-
macies Prima Pharme, Capraška 1, 10000 Zagreb, Croatia)

Z N A N S T V E N I  R A D O V I

* Dio rezultata ovog rada predstavljen je u okviru 5. hrvatskog kongresa farmacije s među na-
rod nim sudjelovanjem, Rovinj, 21.–24. svibnja 2015.



524

Ž. Maleš, P. Fabijan i , A. Barman, I. Gregov, M. Boji : Antioksidacijski u inak i HPLC analiza listova planike – Arbutus unedo L., 
Farmaceutski glasnik 71, 10/2015

UVOD

Planika, Arbutus unedo, L. je vazdazeleni grm iz porodice Ericaceae rasprostra-
njen u području europskog Sredozemlja, sjevernog dijela Maroka, Alžira i Tunisa te 
južnoj Irskoj (1). U Hrvatskoj planika je rasprostranjena u cijelom obalnom području.

Listovi su usko jajastog oblika, pilastog ruba, dugi i široki, smješteni na crven-
kastoj, dugačkoj peteljci. Plodovi (maginje) su okrugli, narančastocrveni s ovojnicom 
sličnom ličiju i pitomim jagodama. Za planiku je karakteristično da u listopadu 
dozrijevaju plodovi uz istodobnu cvatnju. Iz cvjetova se nakon godinu dana razvijaju 
plodovi (2).

U pučkoj medicini planika se primjenjuje kao antiseptik, diuretik, laksans te u 
terapiji arterijske hipertenzije. Biološki učinci listova planike uključuju adstringentno 
djelovanje i antitrombocitni-antiagregacijski učinak koji se pripisuju visokom sadr-
žaju trjeslovina.

Pojedini dijelovi planike sadrže fenolne kiseline, fl avonoide, trjeslovine, masne 
kiseline, vitamine E i C, -karoten, triterpene, iridoide, eterično ulje, šećere i organ-
ske kiseline (3).

U prethodnim radovima dokazani su (4) i određeni (5) fl avonoidni heterozidi, 
te ester kavene kiseline – klorogenska kiselina tankoslojnom kromatografi jom. Svrha 
ovog istraživanja bila je odrediti antioksidacijski učinak metanolnih ekstrakata listova 
planike, te potvrditi sadržaj estera i heterozida na aglikonskoj razini obrnuto faznom 
tekućinskom kromatografi jom visoke djelotvornosti u uzorcima skupljenim tijekom 
12 mjeseci 2013. godine.

EKSPERIMENTALNI DIO

1. Materijal za istraživanje
Materijal za istraživanje sastojao se od osušenih i usitnjenih listova planike skup-

ljenih tijekom 12 mjeseci 2013. na području Božave (Dugi otok).

2. Identifikacija biljnog materijala
Identitet istraživane biljne vrste izvršen je u Zavodu za farmaceutsku botaniku 

Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu ispitivanjem vanjske i unu-
tarnje građe skupljenih listova (6).

3. Odre ivanje antioksidacijskog u inka ABTS metodom
Za analizu antioksidacijskog učinka listova planike 1 g osušenog i usitnjenog bilj-

nog materijala ekstrahiran je s 10 mL metanola, 5 min na vodenoj kupelji pri 60 °C 
(4). Nakon hlađenja, dobiveni bistri fi ltrat služio je za ABTS test.
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Otopina ABTS radikala priređena je aktivacijom 2,2’-azino-bis(3-etilbenztiazo-
lin-6-sulfonske kiseline) (ABTS) s kalijevim persulfatom (konačna koncentracija radi-
kala 7 mM) (slika 1.). Dekolorizacijski esej proveden je na Cary 50 Bio spektrofoto-
metru (Varian Inc., SAD) na  = 735 nm (slika 2.).
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Slika 1. Prevo enje ABTS-a u reaktivni oblik slobodnog radikala uz kalijev persulfat pra eno je karakteristi nom 
promjenom boje

Slika 2. Spektar ABTS radikala. Apsorpcijski maksimumi nalaze se na 415, 645 i 735 nm

Rezultat je izražen kao postotak ugašenog slobodnog radikala nakon jedne 
minute: % ugašenog radikala = (A0–A) / A0 x 100, gdje je A0 apsorbancija slijepe 
probe, A apsorbancija nakon dodatka ekstrakta planike (7).

4. HPLC analiza
Za potrebe HPLC analize metanolni ekstrakti su podvrgnuti hidrolizi s klorovo-

dičnom kiselinom (pH≈1) tijekom pola sata. Analiza polifenolnih sastavnica pro-
vedena je na kromatografu HPLC Agilent 1100 primjenom gradijentne metode za 
analizu aglikona fl avonoida i fenolnih kiselina (8). Odjeljivanje polifenola provedeno 
je na Zorbax SB-C18 koloni (250 mm × 4,6 mm, veličina čestica 3,5 μm) uz pret-
kolonu (12,5 mm × 4,6 mm, veličina čestica 3,5 μm). Mobilna faza A sadržavala je 
vodu, metanol i mravlju kiselinu u volumnom omjeru 93:5:2, a mobilna faza B u 
volumnom omjeru 3:95:2. Eluacija je povedena uz protok od 1 mL/min na tem-
peraturi 40 °C prema sljedećem rasporedu gradijenta (t/min, %B): (0, 20), (10, 40), 
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(35, 50), (47, 50), (70, 80), (80, 20). Za praćenje eluacije s kolone primijenjen je 
detektor s nizom dioda (DAD). Dokazivanje je temeljeno na usporedbi sa standar-
dima polifenola – vremenima zadržavanja i UV/Vis spektrima, a određivanje na 
temelju kalibracijskih krivulja standarda.

5. Analiza podataka
Za statističku analizu i grafi čko prikazivanje rezultata primijenjen je program 

Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corporation, SAD).

REZULTATI I RASPRAVA

Dobiveni rezultati ABTS testa prikazani su na slici 3. Vrijednosti antioksidacij-
skog učinka korelirane su s prethodno objavljenim ukupnim sadržajem fl avonoida, 
fenolnih kiselina, ukupnih polifenola, netaninskih polifenola i trjeslovina (4, 9, 10). 
Iako su polifenoli farmakološki odgovorne sastavnice za antioksidacijsku aktivnost, 
ova ovisnost se nije pokazala statistički značajnom. Treba napomenuti da izostanak 
može biti rezultat i biološke varijabilnosti uzoraka prikupljenih u različitim vremen-
skim razdobljima.

Slika 3. Grafi ki prikaz kretanja antioksidacijskog u inka metanolnih ekstrakata listova planike tijekom 
12 mjeseci 2013. godine

U metanolnim uzorcima listova planike dokazani su klorogenska kiselina i kver-
cetin. U odnosu na analizu na tankom sloju (5) dokazane su kavena i p-kumarinska 
kiselina (slika 4.).

Sadržaj pojedinih polifenola tijekom 12 mjeseci se kretao između 0,8 i 6,5 mg/g 
za klorogensku kiselinu, 0,6 i 1,0 mg/g za kavenu kiselinu, 0,2 i 6,6 mg/g za p-kuma-
rinsku kiselinu, te 0,5 i 10,7 mg/g za kvercetin. Najveći sadržaj polifenola u listovima 
planike bio je tijekom zimskih mjeseci (slika 5.).
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U usporedbi s rezultatima dobivenim na uzorcima iz 2003. (5), sadržaj pojedi-
nih polifenola je reda veličine dobivenih u ovom radu. Tako je ukupni maksimalni 
sadržaj kvercitrina, izokvercitrina i hiperozida (2,6 mg/g) reda veličine njihovog agli-
kona – kvercetina (prosječna vrijednost tijekom 12 mjeseci 2,65 mg/g). Prosječan 
sadržaj klorogenske kiseline od 2,35 mg/g veći je u odnosu na maksimalni sadržaj 
određen u uzorcima iz 2003. godine (1,46 mg/g).

Za razliku od jestivog ploda planike koji obiluje derivatima benzojeve kiseline, 
u listovima se primarno nalaze derivati cimetne kiseline (11). Prisutnost p-kumarin-
ske kiseline dokazana je samo u plodovima (12).

ZAKLJU AK

Na osnovu dobivenih rezultata može se zaključiti da metanolni ekstrakti listova 
planike, s područja Božave s Dugog otoka, u svom sastavu sadrže biljne antioksi-
danse, najviše u zimskim mjesecima. Antioksidacijski učinak metanolnog eks trakta 
listova planike tijekom rujna do prosinca kreće se u rasponu od 23,5–28,3 %. HPLC 

Slika 4. Strukture dokazanih polifenola

Slika 5. Sadržaj pojedinih polifenola (mg/g) po mjesecima odre en obrnuto faznom HPLC-DAD metodom
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metodom određen je sadržaj heterozida kvercitrina, izokvercitrina i hiperozida na 
aglikonskoj razini, te su dodatno određene kavena i p-kumarinska kiselina u odnosu 
na analizu tankoslojnom kromatografi jom.
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