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Odredivanje kolicine fenolnih spojeva u
listovima velike crnjuse - Erica arborea L.
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Determination of the content of phenolic compounds in the
leaves of tree heath - Erica arborea L.

Abstract- In thiswork determination of the content of phenolic acids,
flavonoids, total polyphenols, nontannic polyphenols and tannins was carried
out in the leaves of Erica arborea collected from different localities of Dalmatian
islands. The content of investigated compounds was determined using spec-
trophotometric methods. Results of quantitative analysis showed significant dif
ferences in the quantities of studied compounds, which are depended on locality,
climatic and pedological factors. Leaves from Mljet contained the highest quan-
tity of all polyphenolic compounds - phenolic acids (3.51%), flavonoids
(0.91%), total polyphenols (21.56%), nontannic polyphenols (7.97%) and tan-
nins (13.59%). Leaves collected at Badija contained the lowest quantity of total
polyphenols (11.13%) and tannins (6.28%), while the leaves from Pakleni otoci
contained the lowest amount of phenolic acids (1.41%), flavonoids (0.52%)
and nontannic polyphenols (4.32%). Variations in the content of polyphenols
were confirmed using statistical analysis.

('Department of Pharmaceutical Botany and 2Department of Medicinal
Chemistry, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, University of Zagreb,

10000 Zagreb, Croatia)

UuvoD

Velika ernjusa - Erica arborea L., vazdazeleni je grm ili drvo visine 1-4 m koje pripada
porodici Ericaceae. Mlade granéice prekrivene su gustim, kratkim, bijelim dlakama.
Listovi su iglicasti, dolaze u préljenu po 3-4 zajedno, dugine 3-5 mm, tamnozeleni i bez
dlaka. Cvjetovi su bijeli, 2-4 mm dugi; viencic se sastoji od 5 sraslih latica, Zvonastog je
oblika, s uzdignutim refnjevima. Grangice pri vrhovima nose mnostvo cvietova skuplje-
nih u grozdaste cvatove (slika 1.). Plod je tobolac sa 4 pretinca i 4 zaklopea (1, 2).

Vrsta E. arborea (velika crnjusa) rasirena je u Primorju i Dalmaciji, dok u nagim konti-
nentalnim krajevima raste vrsta E. carnea L. - proljetna crnjua, maleni vazdazeleni grm
s iglicastim listovima i ruzicastim, rjede bjelkastim, cvietovima (3).
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Stika 1. Erica arborea L. — velika crnjusa

Listovi i evietovi vrste E. arborea upotrebljavali su se u narodnoj medicini kao diure-
tici, uroantiseptici i protiv zatvora. Ova biljka takoder se primjenjivala i kod zmijskih
ugriza (4, 5).

U listovima i evjetovima velike crnjuse dokazana je prisutnost fenolnih kiselina i flavo-
noida. Izolirani su derivati flavonoida: (=)-epikatehin te flavonolski heterozid kvercitrin (5).

[spitan je i antioksidativni ucinak etilacetatnog ekstrakea listova i cvietova vrste E. arbo-
rea na modelu R - karoten - linoleinska kiselina. Pokazalo se da ekstrakt ima snaZan
antioksidativni udinak §to se pripisuje visokom sadrzaju polifenola. Isti ekstrakt pokazao
je i snazan utjecaj na slobodne radikale i superoksidni anion, snainiji ¢ak i od L-askorbin-
ske kiseline. Takoder je istrazen i potvrden kelirajuci u¢inak na metale etilacetatnog
ckstrakta listova i cvietova ove biljke (5).

Korijenje velike crnjuse predstavlja najbolji materijal za izradu lula, jer zbog sadrzaja
silicijeve kiseline vrlo tesko izgara, dok se vrlo tvrdo i tesko drvo upotrebljava za izradu
rezbarija (4).

Cilj ovoga rada bilo je spektrofotometrijsko odredivanje koli¢ine fenolnih kiselina,
flavonoida, ukupnih polifenola, netaninskih polifenola i trjeslovina u listovima biljke E.
arborea skupljene s razlicitih nalazista te statisticka analiza dobivenih rezultata.

EKSPERIMENTALNI DIO
Materijal za istraZivanje
Materijal za istragivanje sastojao se od usitnjenih listova velike ernjuse - E. arborea

skuplienih s razlicitih nalazidta dalmatinskih otoka: Badija (24.07.2007.), Lastovo
(25.07.2007.), Mljet (28.07.2007.) i Pakleni otoci (13.08.2007.).
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1. Identifikacija biljnog materijala

Identitet istragene biljne vrste izvrsen je u Zavodu za farmaceutsku botaniku Farma-
ceutsko-biokemijskog fakulteta Sveugilista u Zagrebu i potvrden je ispitivanjem vanjske i
unutarnje grade skupljenih uzoraka (6).

2. Odredivanje koli¢ine fenolnih spojeva

Kvantitativna analiza fenolnih kiselina provedena je spektrofotometrijskom meto-
dom prema propisu Europske farmakopeje (7). Za odredivanje kolicine flavonoida pri-
mjenjena je spekerofotometrijska metoda prema Christu i Milleru (8), dok je kvantita-
tivna analiza ukupnih polifenola, netaninskih polifenola i trjeslovina provedena
kombinacijom kolorimetrijske metode i metode kosnog pragka (9).

Koli¢ine fenolnih spojeva u svim uzorcima odredene su tri puta, a iz dobivenih rezul-
tata izracunate su srednje vrijednosti i standardne devijacije (9-14).

Za mjerenje apsorbancija pri odredivanju svih navedenih fenolnih spojeva uporabljen
je UV-VIS spektrofotometar Varian Cary 50 Bio (proizvod tvrtke Varian Inc., SAD)
Zavoda za farmaceutsku kemiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Za usporedbu koli¢ine fenolnih spojeva izmedu listova biljke E. arborea skupljene s raz-
licitih nalazista primjenjen je Studentov ttest - program Statistica 6.0, Copyright© Stac

soft, Inc. 1984-2001.

REZULTATI I RASPRAVA

1. Kvantitativna analiza fenolnih kiselina

Rezultati kvantitativne analize fenolnih kiselina u listovima biljke E. arborea prikazani
su U tablici 1. i na slici 2.

Tablica 1. SadrZaj fenolnih kiselina (%)? u ispitivanim uzorcima

Sadrzaj fenoinih

Uzorak Nalaziste Datum skupljanja kiselina (%)
1 Badija 24.07.2007. 2,13£0,07 bed
2 Lastovo 25.07.2007. 1,72 £ 0,05 hef
3 Mljer 28.07.2007. 3,51 £0,11 cox
4 Pakleni otoci 13.08.2007. 1,41 £ 0,04 dL=

a= X+ SD{n=73)
Statisticki znacajna razlika izmedu listova biljke E. arborea sa

signifikantnoscu: 24 p<0,02,¢p < 0,01, ¢ p <0,005, ' p < 0,05, # p <0,001.

[strazivanje je pokazalo da su listovi istragivane biljne vrste sadriavali 1,41-3,51% fe-
nolnih kiselina. Najvecu koli¢inu fenolnih kiselina (3,519%) sadrzavali su listovi s Miljeta,
dok je najmanja koli¢ina odredena u listovima skupljenim na Paklenim otocima (1,419%).
Ova znacajna razlika u sadrzaju fenolnih kiselina potvrdena je Studentovim ttestom s
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Slika 2. Graficki prikaz sadrZaja fenolnih kiselina u listovima biljke E. arborea

visokom signifikantnoicu (p < 0,001). Statistickom analizom potvrdena je i znatajna raz-
lika u sadriaju fenolnih kiselina izmedu svih ostalih uzoraka.

2. Kvantitativna analiza flavonoida

Rezultati kvantitativne analize flavonoida prikazani su u tablici 2. i na slici 3.

Tablica 2. SadrZaj flavonoida (%)* u ispitivanim uzorcima

Uzorak Nalaziste Datum skupljanja ﬂavfnag:jz:’(%)a
1 Badija 24.07.2007. 0,87 £0,01 be
2 Lastovo 25.07.2007. 0,60 % 0,00 bale
3 Mljet 28.07.2007. 0,91 +0,01 &f
4 Pakleni otoci 13.08.2007. 0,52 + 0,00 eef

a=xX+xSDnh=3)
Statisticki znacajna razlika izmedu listova biljke E. arborea sa
signifikantnogéu: M p <0,05, <0p <0,02.

H n‘ o

Badija Lastovo Mljet Paklen
otoci

Slika 3. Grafi¢ki prikaz sadrzaja flavonoida u listovima biljke E. arborea
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Istragivanje je pokazalo da su listovi biljke E. arborea sadriavali 0,52-0,91% flavono-
ida. Najvecu koli¢inu flavonoida (0,91%) sadrzavali su listovi skupljeni na Mljetuy, a naj-
manju listovi skupljeni na Paklenim otocima (0,52%). Listovi s Badije sadriavali su
0,87% flavonoida, $to je vrlo blizu koli¢ini flavonoida u listovima skupljenim na Mljetu,
dok su listovi skupljeni na Lastovu sa sadriajem od 0,60% flavonoida blizi kolicini flavo-
noida u listovima s Paklenih otoka. Studentovim ttestom utvrdeno je da nema znacajne
razlike u sadriaju flavonoida izmedu listova skupljenih na Badiji i Mljetu. Statisticki je
potvrdena znacajna razlika s visokom signifikantnoscéu (p < 0,02, p < 0,05) u sadrzaju
flavonoida izmedu svih ostalih uzoraka.

3. Kvantitativna analiza ukupnih polifenola, netaninskih polifenola i trjeslovina

Rezultati kvantitativie analize ukupnih polifenola, netaninskih polifenola i trieslovi-
na prikazani su u tablici 3. i na slici 4.

Tablica 3. SadrZaj ukupnih polifenola, netaninskih polifenola
i trjeslovina (%)* u ispitivanim uzorcima

D Sadrzaj Sadrzaj Sadrzaj
Uzorak Nalaziste K atix-lm' ukupnih netaninskih trjeslovina
skuplianja  qolifenola (%)2  polifenola (%)? (%)2

1 Badija 24.07.2007. 11,13 £0,08 bed 4,85+ 0,09 6,28 0,01 lman
2 Lastovo 25.07.2007. 15,30+ 0,07 bef 491 +0,091 10,39 £ 0,02 low
3 Mljet 28.07.2007. 21,56 £ 0,14 c«= 7,97 +0,11 hik 13,59+ 0,03 mes
4 DPakleniotoci 13.08.2007. 11,73 +0,11 &« 4,32 +0,12 7,41 £0,01 nor

a= xxSD(nh=3)
Statisticki znacajna razlika izmedu listova biljke E. arborea sa signifikantnogcu; heshkmosy <0,005,

dij p <0,05, etnr p < 0,01,

55 -
20 i i
“ SADRZAJ TRIESLOVINA
15 o)
10 # SADRZATNETANINSKIH
POLIFENOLA (°0)
5
0

Badija Lastovo Mljet Paklem
otoct y,

Slika 4. Graficki prikaz udjela trjeslovina i netaninskih polifenola
u sadrZaju ukupnih polifenola u listovima bilike E. arborea
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Istrazivanje je pokazalo da su listovi sadrzavali 11,13-21,56% ukupnih polifenola.
Najvecu koli¢ginu ukupnih polifenola (21,56%) sadrfavali su listovi skupljeni na Mljetu, a
najmanju listovi s Badije (11,13%). Sadrzaj netaninskih polifencla u uzorcima listova
kretao se od 4,32 do 7,97%. Najvecu koli¢inu netaninskih polifenola (7,97%) sadrzavali
su listovi skupljeni na Mljetu, dok je najmanja koli¢ina odredena u listovima skupljenim
na Paklenim otocima (4,32%). Listovi skupljeni na Badiji i Lastovu sadrzavali su vrlo slic-
nu koli¢inu netaninskih polifenola (4,85%, odnosno 4,91%), koja je nesto via od kolidi-
ne netaninskih polifenola u listovima skupljenim na Paklenim otocima. Sadrzaj trjeslovi-
na u uzorcima listova kretao se od 6,28 do 13,59%. Najvecu kolicinu trjeslovina
(13,59%) sadrzavali su listovi skupljeni na Mljetu, a najmanju listovi s Badije (6,28%).
Studentovim ttestom utvrdeno je da nema znacajne razlike u sadrzaju netaninskih polife-
nola izmedu listova s Badije i onih skupljenih na Lastovu te izmedu listova skupljenih na
Lastovu i onih skupljenih na Paklenim otocima. Statisticki je potvrdena znacajna razlika
s visokom signifikantnoscu (p < 0,005, p < 0,01, p <0,05) u sadrfaju ukupnih polifenola,
netaninskih polifenola i trjeslovina izmedu svih ostalih uzoraka.

[strazivana biljna vrsta sadrii visoku koli¢inu polifenola kao bioloski vrlo aktivnih spo-
jeva te bi mogla nadi primjenu u suvremenoj fitoterapiji.

ZAKLJUCAK

U ovom radu spektrofotometrijskim metodama odredena je koli¢ina polifenolnih
spojeva u listovima biljke E. arborea te je napravljena statisticka usporedba njihovih koli-
¢ina.

Daobiveni rezultati pokazuju da listovi biljke E. arborea skupljeni na Mljetu sadrie naj-
vece koli¢ine fenolnih kiselina, flavonoida, ukupnih polifenola, netaninskih polifenola i
trjeslovina, odnosno svih polifenolnih sastavnica. Listovi skupljeni na Badiji sadrie naj-
manju koli¢inu ukupnih polifenola i trjeslovina, dok listovi s Paklenih otoka sadrie naj-
manje koli¢ine fenolnih kiselina, flavonoida i netaninskih polifenola.

Takve razli¢itosti u sastavu uvjetovane su klimatologkim i pedoloskim razlikama poje-
dinih nalazidta, a potvrdene su statistickom analizom.

Zahvala. - »Prikazani rezultati proizadli su iz znanstvenog projekta (Farmakobotanicka
i kemijska karakterizacija cvjetnica hrvatske flore), provodenog uz potporu Ministarstva
znanosti, obrazovania i §porta Republike Hrvatske.«
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