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1. UVOD

1.1. Biljna vrsta Vaccinium myrtillus L., Ericaceae (obi¢na borovnica)

Rod Vaccinium obuhvaca relativno velik broj biljnih vrsta, no u Hrvatskoj najraSirenija je
Vaccinium myrtillus L., Ericaceae (obi¢na borovnica) od koje se sakupljaju bobice kao sezonsko
Sumsko voce. Raste na tlu crnogorickih i bjelogori¢nih Suma srednje i sjeverne Europe, sjeverne
Azije i Sjeverne Amerike, u nizinskim krajevima kao i planinskim podru¢jima do 2000 m
nadmorske visine. To je nizak, vrlo razgranjen listopadni grm visine 20-50 c¢cm, ¢vorave stabljike
I puzavog korijena sa okruglasto — jajolikim listovima. Pojedina¢ni okruglasto — zvonasti cvjetovi
svijetlo su ruzicasti i smjesteni su u pazuscima listova. Cvate od lipnja do kolovoza nakon ¢ega
se razvija plod, so¢na boba plavocrne boje, veli¢ine graska (Slika 1). Borovnice su odli¢an izvor
vitamina C, flavonoida, folne kiseline, kalija, kalcija i1 zeljeza. Zahvaljuju¢i vlaknima korisne su
pri dijetama za mrSavljenje, jer stvaraju osjecaj sitosti. Plodovi, bobe sakupljaju se u srpnju i
kolovozu, nakon sazrijevanja, suSe se te koriste u svjezem ili osu§enom stanju protiv hemoroida,
neuredne stolice i slabog teka. U svibnju 1 u jeseni sabiru se listovi koji se suse i iz kojih se
izraduju ¢ajevi. Caj od listova koristi se protiv povracanja, proljeva, zeluéanih gréeva, kaslja i

Secerne bolesti, a izvana za ispiranje sluzokoze u ustima (Dujmovi¢ Purgar i sur., 2007).

Slika 1. Plodovi borovnice

Cijeli niz pozitivnih uc¢inaka na zdravlje kao §to je prevencija raka, kardiovaskularnih bolesti,

dijabetesa, pretilosti i bolesti urinarnog trakta pripisuje se fitokemijskim spojevima prisutnim u



plodovima borovnice poput antocijana i derivata hidroksicimetne kiseline te u nesto manjoj mjeri
antocijanidinima, flavonoidima, kumarinima i iridoidima. Listovi su puno bogatiji fenolima $to
prati i veca antioksidativna aktivnost listova u usporedbi sa cvjetovima. Sadrze 0,8-6,7 %
katehinskih trijeslovina, pentahidroksiflavone poput glikozida kvercetina i kemferola, iridoide,
alkaloide, Secer, gume te klorogensku i druge fenolne kiseline. Arbutin i hidrokinon mogu se pronaci
u tragovima ili nisu prisutni uopée. Moze se pronaci visoki sadrzaj mangana, kroma i vitamina C

(Bujor i sur., 2016; Kustrak, 2005; Willfort, 1974).

Listovi borovnice tradicionalno se koriste u snizavanju glukoze u krvi gdje im se djelovanje
objasnjava sadrzajem kroma ili flavonoida. Moguc¢i mehanizmi kojima se to postize su: inhibicija
a-glukozidaze i a-amilaze (enzimi koji razgraduju ugljikohidrate), utjecaj na metabolizam
ugljikohidrata i lipida, smanjenje hiperglikemije, rezistencije na inzulin i dislipidemije,
stimulacija B stanica, metabolizam adipoznog tkiva, smanjenje oksidativnog stresa i protuupalno
djelovanje. Najodgovorniji za takvo djelovanje smatraju se flavonoidi i fenolne kiseline. Plodovi
ne smanjuju razine glukoze u krvi, ali jacaju krvne zile i smanjuju njihovo oste¢enje zahvaljujuci
antocijanima koji ¢ine 90% ukupnih polifenola. Smatra se da koncentracija i udio pojedinih
polifenola ovisi najvise o polarnosti ekstrakcijskog otapala, o stani$tu i uvjetima u kojima je
biljka rasla, ali takoder i o prirodi kompleksa koje polifenoli mogu tvoriti s drugim biljnim
spojevima kao §to su ugljikohidrati i proteini (Brasanac-Vukanovi¢ i sur. 2018; Kustrak, 2005;
Willfort, 1974).

1.2. OKSIDATIVNI STRES

Oksidativni stres definira se kao poremecaj ravnoteze prooksidansa i antioksidansa pri
¢emu prevladavaju prooksidansi. Do neravnoteze dolazi ako je antioksidativna zastita preslaba ili
je stvaranje radikala pojacano. Slobodni radikali su atomi ili molekule s jednim ili vise
nesparenih elektrona u vanjskoj elektronskoj ljusci, zbog ¢ega imaju izrazenu kemijsku
reaktivnost i malu specifi¢nost za reaktante. Oni su proizvodi normalnog metabolizma pa su tako
svi aerobni organizmi podlozni njihovim os$tecenjima. Neki od njih su npr. -O2’, -OH i H202 Kkoji

su u stanicama prisutni u malim koli¢inama, a zovu se reaktivne kisikove vrste (ROS —



engl.reactive oxygen species). Oni u organizmu imaju i pozitivnu ulogu kao drugi glasnici
(second messengers) koji su ukljuceni u nadzor nad transkripcijom, proliferacijom ili smréu
stanica. lako nastaju u mnogim reakcijama u organizmu (kao posljedica ioniziraju¢eg zracenja,
UV svijetla, lijekova, toksina, upalnih procesa), najvazniji izvor slobodnih radikala kisika su
procesi oksidativne fosforilacije i ciklus limunske kiseline koji se odvijaju u mitohondriju. U tim
procesima dolazi do prijenosa elektrona preko sustava citokroma C do kisika (O2) koji se reducira
te spaja s vodikom i nastaje molekula vode. No, 2-4% kisika zavr$i u obliku superoksidnog
radikala (¢O2") koji je ishodna molekula za nastanak cijele skupine slobodnih radikala. U stanjima
oksidativnog stresa dolazi do porasta ROS-a u organizmu ili tkivima koji onda oSte¢uju DNA,
proteine i lipide stanicne membrane. Na nukleinskim kiselinama slobodni radikali dovode do
lomova lanaca, mijenjanja pojedinih baza ili krivog sparivanja baza. Mijenjaju strukturu i
funkciju proteina adicijom karbonilnih grupa, fragmentacijom ili povezivanjem proteina. Svi
slobodni radikali mogu reagirati s bilo kojom makromolekulom, ali najreaktivniji je hidroksilni
radikal (¢OH). On odmah stupa u reakciju s bilo kojom molekulom kojoj moze oduzeti vodikov
atom. U toj pocetnoj reakciji nastane sekundarni radikal koji je stabilniji 1 nastavlja kaskadnu
membranama. Oduzimanjem vodika zapoc¢inje lipidna peroksidacija. Krajnji produkti su toksic¢ni,
primjerice, mutageni malondialdehid. Putem destabilizacije membrana, o$teCenja DNA i
oksidacije lipoproteina niske gusto¢e (LDL), slobodni radikali pridonose mutagenezi,
karcinogenezi i koronarnim bolestima srca. Ukljuceni su U proces starenja i razvojne procese
brojnih bolesti, kao S$to su: maligne bolesti, astma, kardiovaskularne bolesti, dijabetes,
neurodegenerativne bolesti, katarakta, upalne bolesti, bolesti bubrega, jetre, infektivne i druge
(Halliwell, 2007; Kazazi¢, 2004; Medi¢-Sari¢ i sur., 2000).

Kao obrana od oksidativnog stresa, u nasem organizmu postoje brojne molekule koje na
razne nacine djeluju kao svojevrsni hvataci radikala te na taj nacin neutraliziraju i gase reaktivne
radikale koji su nastali. One u niskim koncentracijama mogu usporiti ili sprijeciti oksidaciju
drugih molekula sa slobodnim radikalima. Takve molekule nazivamo antioksidansima, a ve¢inom
su enzimi i vitamini. S obzirom na mjesto gdje djeluju mogu biti unutarstani¢ni (enzimi poput
superoksid dismutaze, katalaze, glutation peroksidaze), membranski (liposolubilne tvari poput
vitamina E, koenzima Q, B-karotena), izvanstanicni (transferin, vitamin C, ceruloplazmin) i drugi

(Gutteridge, 1995).



lako organizam posjeduje brojne endogene mehanizme za smanjenje Stetnog utjecaja ROS
na stanice i tkiva, pravilnom prehranom u organizam se unose brojni egzogeni antioksidansi koji
takoder pomazu organizmu u borbi protiv oksidativnog stresa. Brojnim studijama pokazano je da
unoSenje hrane bogate prirodnim fenolima jaca taj obrambeni sustav. Zato je pozornost
usmjerena na razvoj i izolaciju prirodnih antioksidansa iz biljnih izvora. To su fenolni spojevi
(flavonoidi, fenolne kiseline i tanini), spojevi s duSikom (alkaloidi, aminokiseline, peptidi,

amini), karotenoidi, tokoferoli, askorbinska kiselina i drugi (Amarowicz i sur., 2004).

1.3. STARENJE KOZE

Starenje koze moze se podijeliti na intrinzi¢no i ekstrinzi¢no starenje. Intrinziéno se moze
definirati kao prirodno starenje koze uzrokovano gubitkom elasticiteta, dok je ekstrinzi¢no
uzrokovano izlaganju koze sunfenu UV zraCenju. Starenje ukljucuje progresivni gubitak
intergriteta 1 fizioloSkih funkcija koze. UV zracenje dovodi do oksidativnog oSteenja lipida,
proteina i DNA koze generiraju¢i ROS koje aktiviraju mnoge enzime ukljucene u starenje kao §to
su kolagenaza, elastaza, tirozinaza i ksantin oksidaza. To dovodi do osteCenja tkiva dermisa i
preuranjenog starenja, odnosno fotostarenja. Kronicna izloZzenost UV zracenju uzorkuje eritreme,
nastanak bora, promjenu u pigmentaciji koze i melazmu, supresiju imunosnog sustava, upale, rak
koze i smanjenu sposobnost zacjeljivanja rana. Obje vrste zraCenja, i UV-A i UV-B,
predominantno uzrokuju fotostarenje. Pokazano je da biljni polifenoli i flavonoidi mogu
apsorbirati UV zracenja i kao takvi imaju potencijala da se koriste kao solarni filteri u novim
formulacijama u zastiti od sunca. Biljni spojevi se dugo istrazuju kao prirodni antioksidansi i
inhibitori enzima povezanih sa hiperpigmentacijama, upalama 1 raznim drugim koZnim
bolestima. Iz tog razoga su veliki potencijal u kozmetickoj i farmaceutskoj industriji u borbi

protiv preranog starenja koze (Biswajit i sur., 2017).



1.4. TIROZINAZA

Tirozinaza je enzim monooksigenaza koja sadrzi bakar u aktivnom mjestu, poznata i kao
polifenol oksigenaza. Katalizira reakciju hidroksilacije monofenola u o-difenole i oksidaciju o-
difenola u o-kinone. Nastali kinoni su vrlo reaktivni spojevi koji mogu spontano polimerizirati u
smede pigmente visoke molekularne mase (melanin) ili reagirati s aminokiselinama i proteinima

te pojacavati smedu boju nastalom pigmentu.

Melanin je Siroko rasprostranjen enzim u biljnom i Zivotinjskom svijetu. U biljkama je
odgovoran za nepozeljno tamnjenje oSte¢enog voca i povréa te tako stvara problem u
prehrambenoj industriji. U ljudskom organizmu odgovoran je za prirodnu boju koze i kose.
Medutim, prekomjerno nakupljanje melanina moze uzrokovati melazmu, staracke pjege 1 akutno
oStecenje. Biosinteza melanina moze biti zaustevljena inhibicijom tirozinaze. Za izbjeljivanje
koze prije se propisivao 1,4-dihidrokinon, ali je otkriveno da moze inducirati mutacije jer utjece
na sintezu DNA 1 RNA i moze djelovati citotoksi¢no na melanocite. Iz tog razloga istrazuju se
sigurniji i potentniji inhibitori tirzinaze. Mikroorganizmi i biljke su glavni izvori prirodnih
inhibitora. Neki od biljnih produkata koji su pokazali Zeljenu aktivnost inhibicije su flavonoidi,
nezasi¢ene masne kiseline kao linolenska i oleinska, p-kumarna kiselina, eugenol, p-sitosterol i

sigmasterol i drugi (Biswaijit i sur., 2017; Bogiang i sur., 2005).

1.5. POLIFENOLI

Polifenoli su bioaktivni biljni produkti, raznolika skupina sekundarnih metabolita,
ukljuceni u brojne metabolicke procese. Najcesce su prisutni u listovima, cvjetovima i drvenastim
dijelovima biljaka. Zbog kemijskih svojstava fenolne skupine djeluju kao donori vodika te imaju
jako visoku antioksidativnu aktivnost. Stupaju u reakcije sa slobodnim radikalima i na taj na¢in

smanjuju njihov $tetni utjecaj (Amarowicz i sur, 2004).

Zastupljenost i raznolikost fenolnih spojeva u biljnom svijetu je velika. S obzirom na
strukturne karakteristike polifenola razlikujemo fenolkarboksilne kiseline i derivate, flavonoide,

kumarine, lignane, trjeslovine i antranoide (Vladimir-Knezevi¢ i Blazekovi¢, 2008).



1.6. FLAVONOIDI

Flavonoidi su jedna od skupina polifenola. To su ubikvontirani spojevi, najrasireniji
sekundarni produkti biljnog metabolizma i Zivotinjski organizam ih ne moZe sintetizirati te se
moraju unositi hranom. Sacinjeni su od neSecernog dijela, fenolnog aglikona, na koji je vezan
jedan ili vise Secera. Posjeduju antioksidativnu i andtiradikalnu aktivnost (Kazazi¢, 2004; Heim i
sur., 2002; Toplak Galle, 2001). Osnovna struktura je difenilpropan, dvije benzenske jezgre
povezane propanskim lancem, koji obi¢no tvori heterocikli¢ki prsten s atomom kisika (Slika 2).
Iz te osnovne strukture moze nastati flavan i druge osnovne strukture: flavanoni, flavan-3-oli
(katehini), flavoni, flavon-3-oli, antocijanidini, izoflavoni (Slika 3) (Kazazi¢, 2004; Havsteen,
1983). Flavoni i flavanoli imaju dvostruku vezu na polozaju 2-3, a izoflavonoidi fenilnu skupinu
vezanu na polozaju 3. Flavani ukljucuju katehine, leukoantocijanidine, proantocijanidine i tanine,

a dolaze u obliku mono-, di- i tri-mera. Do danas je identificirano vise od 4000 spojeva.

Slika 2. Onovna struktura flavonoida

Pojavljuju se najcesée u glikozidnoj formi (C3 i C7 O-glikozidi). Brojne strukturne
varijante proizlaze iz razli¢itog stupnja oksidacije heterocikli¢kog prstena, razlicitih supstituenata
na aromatskim prstenima, te razlicitih vrsta i polozaja Secera na aglikonskim komponentama
(Bruneton, 1999). Supstituenti se najcesce nalaze da polozajima 5, 7, 3, 4'i 5'. Na polozajima 3 i
7 vezu se Seceri (uglavnom ramnoza, glukoza, glukuramnoza, galaktoza i arabinoza) i tako

nastaju glikozidi (Kazazi¢, 2004; Cao i sur., 1997).
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Slika 3. Osnovne strukture flavonoida

Antioksidativna aktivnost temelji se na primanju nesparenih elektrona slobodnih radikala,
doniranju vodikovog atoma, keliranju iona prijelaznih metala (uglavnom bakra i Zeljeza),
aktiviranju antioksidacijskih enzima, inhibiranju oksidaze 1 sinergistickom djelovanju s
fizioloSkim antioksidansima (Czaplinska i sur., 2012). Aktivnost ovisi o rasporedu i vrsti

supstituenta, planarnosti molekule te broju i vrsti vezanih Secera.

Uz antioksidativno djelovanje, imaju i antiviralno, antibakterijsko, antitumorsko,
antialergijsko i antiupalno djelovanje. Mogu inhibirati razvoj neurodegenerativnih bolesti i
djelovati protektivno protiv ioniziraju¢eg i UV-zraenja. Od drugih djelovanja imaju i
spazmolitsko, diuretsko, koleretsko i dijaforetsko djelovanje (Czaplinska i sur., 2012; Kustrak,
2005; Kazazi¢, 2004; Toplak Galle, 2001).



1.7. FENOLNE KISELINE

Fenolne kiseline prisutne u biljnim drogama dijele se na hidroksibenzojeve kiseline i
hidroksicimetne kiseline. Dolaze u slobodnom obliku, obliku estera ili glikozida. Osnovu
strukture hidroksibenzojevih kiselina ¢ini Cs -C; jedinica, a medusobno se razlikuju po
hidroksilaciji i metilaciji aromatskog prstena (npr. galna i vanilinska Kkiselina). Osnova
hidroksicimetnih kiselina je Cs-Cs jedinica. Najc¢es¢e medu njima su kavena i kumarinska.
Uglavnom su prisutne u obliku estera (npr. klorogenska i ruzmarinska kiselina), a rjede u
slobodnom obliku. Ruzmarinska kiselina je ester kavene kiseline i 3,4-dihidroksifenilmlije¢ne
kiseline, a karakteristicna je sastavnica droga koje se dobivaju iz biljnih vrsta porodice
Lamiaceae (Slika 4). Djeluje protuupalno i antioksidativno (Vladimir-Knezevic i Blazekovic,
2008).

OH
Os_OH OH

HO
OH

Slika 4. RuZzmarinska kiselina



2.  OBRAZLOZENJE TEME

U naSem organizmu nastaju brojni slobodni radikali oksidoredukcijskim reakcijama. Oni
su prirodni normalni produkti metabolizma i nas organizam ima odgovaraju¢e mehanizme kojima
ih drzi pod kontrolom. Ipak, zbog raznih okoloS$nih ¢imbenika Cesto odnos antioksidansa i
slobodnih radikala nije u ravnotezi te nastaje stanje koje se naziva oksidativni stres. Nebrojeno
puta je dokazano da je oksidativni stres u osnovi starenja te brojnih kroni¢nih bolesti danasnjice
kao Sto su ateroskleroza, dijabetes, artritis, karcinomi i neurodegenerativne bolesti. Egzogeni
uzro¢nici oksidativnog stresa, naroCito UV zracenje, koji generiraju ROS mogu aktivirati i
enzime u koZi povezane sa koznim bolestima i starenjem kao $to je tirozinaza. Zbog dokazane
toksicnosti sintetskih antioksidansa kao i sintetskih inhibitora tirozinaze, njihova se svakodnevna
upotreba izbjegava. Iz tog razloga sve veca pozornost se pridaje prirodnim spojevima biljnog

podrijetla, polifenolima, koji imaju veliku antioksidativnu mo¢.

Cilj ovog rada bio je ispitati razliku u fitokemijskom sastavu jedanaest uzoraka listova
borovnice sakupljenih u Hrvatskoj i Crnoj Gori, njihovu antioksidativnu aktivnost te sposobnost
inhibicije tirozinaze. Takoder se HPLC metodom htjela utvrditi prisutnost arbutina, buduc¢i da su

literaturni podaci o tome podvojeni.



3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali za ispitivanje

3.1.1. Biljni materijal
Ispitivani su osuseni listovi jedanaest razlic¢itih uzoraka biljne vrste Vaccinium myrtillus

sabranih na razli¢itim podruc¢jima Hrvatske i Crne Gore.

3.1.2. Kemikalije

U ispitivanjima su koristene sljede¢e kemikalije: destilirana voda, etanol, metanol (T.T.T.,
Njemacka), nitrit-molibdat reagens (MP Biomedicals Inc., SAD); 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH), aluminijev klorid heksahidrat, arbutin >98%, diklorokinonklorimid, Folin-Ciocalteau
reagens, galna kiselina 97%, kavena kiselina >98%, klorogenska kiselina >95%, kvercetin
dihidrat 98%, p-kumarna kiselina >98%, tert-butil-4-hidroksianisol (BHA), tirozinaza iz gljiva
(Sigma-Aldrich, St Louis, SAD); natrijev hidroksid (GRAM-MOL d.o.0., Zagreb); natrijev
karbonat (Zorka, Sabac); klorovodi¢na kiselina (Poch, Poljska); hiperozid 98% (Indofine
Chemical Company); L-DOPA (Cayman Chemical Company, USA); etilacetat, metanol, mravlja
kiselina HPLC &istoée (Scharlau, Spanjolska).

3.1.3. Uredaji

U ispitivanjima su koristeni sljede¢i uredaji: mlin za usitnjavanje biljnog materijala (UD
Corporation, SAD); suSionik (Instrumentaria, Zagreb); precizna vaga (Mettler Toledo,
Svicarska); ultrazvuéna kupelj (Sonorex digital 10P, Bandelin electronic, Njemacka); UV/VIS
spektrofotometar (Perkinelmer, SAD); ¢ita¢ mikrotitarskih ploc¢ica (Awareness technology inc.,
SAD); HPLC (Agilent 1200 serija, Agilent Technologies, USA) s autosamplerom i VWD
detektorom.
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3.2. Metode ispitivanja

3.2.1. Priprema ekstrakata

Osuseni uzorci listova borovnice samljeveni su u prah. U Erlenmeyerove tikvice je odvagano
0,1 g droge 1 preliveno sa 15 mL ekstrakcijskog otapala (60% etanol). Ekstrakcija je izvrSena na
sobnoj temperaturi ru¢nim mijesanjem. Nakon toga uzorci su profiltrirani u staklene bocice.
Vodeni ekstrakti priredeni su na jednak nacin, ali je omjer droge i ekstrakcijskog otapala bio

1:10.

3.2.2. Odredivanje suhe tvari u ekstraktima

Koli¢ina  suhe tvari odredena je prema Opcéem  propisu  Farmakopeje.
Na vodenoj kupelji je 4 mL ekstrakta upareno do suha, a ostatak je isusen u susioniku na 100-105
°C, 3 sata. Suhi ostatci ohladeni su u eksikstoru 2 sata te odvagnuti.

Rezultat je izrazen kao maseni udio. (Eur.Ph. 9.5)

3.2.3. Odredivanje ukupnih polifenola

Odredivanje polifenolnih spojeva u ekstraktima radeno je prema modificiranom propisu po
Singeltonu (Singleton 1 sur., 1999). Uzeto je 80 uL otopine ekstrakta te dodano po 80 uL Folin
Ciocalteu reagensa (prethodno razrijedenog vodom u omjeru 1:3) i 10 % otopine natrijevog
karbonata. Nakon 1 sata inkubacije na sobnoj temperaturi na tamnom izmjerena je apsorbancija
na 630 nm. Koli¢ina ukupnih polifenola odredena je pomocu bazdarnog pravca galne kiseline.
Rezultati odredivanja prikazani su kao ekvivalenti galne kiseline u miligramima po gramu Suhe

tvari ekstrakta..

3.2.4. Odredivanje ukupnih flavonoida

Odredivanje flavonoida u ekstraktima provedeno je prema modificiranom literaturnom
propisu Kumazawa (Kumazava i sur., 2004). U jazice je pipetirano 120 pL otopine ekstrakta, a
zatim je dodano 120 pL 0,2%-tne metanolne otopine AICIs. Nakon 1 sata inkubacije na sobnoj
temperaturi na tamnom izmjerena je apsorbancija na 405 nm. Sadrzaj flavonoida odreden je
pomocu bazdarnog pravca 20%-tne metanolne otopine kvercetin dihidrata. Rezultati odredivanja

prikazani su kao ekvivalenti kvercetina u miligramima po gramu suhe tvari ekstrakta.
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3.2.5. Odredivanje ukupnih fenolnih kiselina

Odredivanje fenolnih kiselina u ekstraktima provedeno je prema modificiranom literaturnom
propisu iz Europske farmakopeje (Eur. Ph. 9.5) za odredivanje derivata ruzmarinske kiseline u
listu ruzmarina. U jazice mikrotitarske ploCe stavljeno je 100 puL otopine ekstrakata. Zatim je
dodano 50 uL 0,5 M HCI, 50 uL nitrit-molibdat reagensa i 50 uL 8,5%- tne vodene otopine
NaOH. Nakon 10 minuta izmjerena je apsorbancija na 492 nm. Koli¢ina ukupnih fenolnih
kiselina odredena je pomoc¢u bazdarnog pravca kavene kiseline. Rezultati odredivanja prikazani

su kao ekvivalenti kavene kiseline u miligramima fenolnih Kiselina po gramu suhe tvari ekstrakta.

3.2.6. Odredivanje antiradikalne aktivnosti

Ispitivanje je provedeno prema modificiranom literaturnom propisu (Yen i Chen, 1995). U
otopinu ekstrakta dodano je 70 uL DPPH koncentracije 0,21 mg/mL, te je nakon 60 minuta
stajanja na tamnom mjestu izmjerena apsorbancija na 545 nm. Kao negativna kontrola koristena
je smjesa 130 pL metanola i 70 puL otopine DPPH. Mo¢ hvatanja slobodnih radikala (Radical
scavenging activity, RSA) izracunata je kao omjer smanjenja apsorbancije otopine DPPH nakon
dodatka otopine uzoraka i apsorbancije otopine DPPH kojoj nije dodana otopina uzorka, prema

formuli:
RSA = (1 - AU/AD) x 100 1)

gdje su AU apsorbancija otopine DPPH kojoj je dodan ekstrakt borovniCina lista, a AD
apsorbancija otopine DPPH kojoj nije dodana otopina uzorka (negativna kontrola). Rezultati su
izrazeni kao ICso, 0odnosno koncentracija koja pokazuje RSA = 50%. Kao pozitivna kontrola
koriSten je BHA.

3.2.7. Odredivanje sposobnosti inhibicije tirozinaze

Ispitivanje je provedeno prema modificiranom literaturnom propisu (Biswajit i sur., 2017). U
160 pL otopine ekstrakta dodano je 40 pL otopine tirozinaze priredene u 16 mM fosfatnom
puferu te inkubirano na tamnom mjestu pri sobnoj temperaturi. Nakon 10 min dodano je 80 uL
otopine L-DOPA. Nakon 10 min izmjerena je apsorbancija na 492 nm. Kao negativna kontrola
koriStena je smjesa koja je umjesto ekstrakta sadrzavla pufer. Sposobnost inhibicije tirozinaze

izraCunata je prema formuli:

Sposobnost inhibicije tirozinaze = (1 — AU/AD) x 100 2
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gdje je AU apsorbancija otopine ekstrakta, a AD apsorbancija negativne kontrole. Rezultati su
izrazeni kao 1Cso, odnosno koncentracija koja pokazuje sposobnost inhibicije tirozinaze = 50%.

Kao pozitivna kontrola koriStena je koji¢na kiselina.

3.2.8. HPLC analiza fenolnih kiselina i flavonoida

Za analizu teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (engl. high performance
liquid chromatography, HPLC) standardi fenolnih kiselina i flavonoida pripremljeni su u
koncentraciji od 0,2 mg/mL u metanolu. Koristeni su etanolni ekstrakti uzoraka. Prije injektiranja
otopine standarada i ekstrakata filtrirane su kroz 0,45 um PTFE filter. Separacija je provedena na
Zorbax Eclipse XDB-C18 (5 um, 12.5 mm X 4.6 mm, Agilent) koloni opremljenoj s
odgovaraju¢om predkolonom. Smjesa vode, metanola i mravlje kiseline u omjeru 93:5:2 (V/V/IV)
1 3:95:2 (V/V/V) koristeni su kao pokretna faza A, odnosno B. Razdvajanje je provedeno pri
40°C prema sljedecem protokolu: 0 minuta 20% B, 10 minuta 40% B i 35 minuta 50% B. Brzina
protoka bila je 1,0 mL/min. Primijenjeni volumen bio je 10 uL. Identifikacija se temeljila na
usporedbi retencijskog volumena uzorka i standarada. Komponente su kvantificirane prema
njihovim kalibracijskim krivuljama pri 270 nm (hiperozid) ili 320 nm (klorogenska kiselina i p-
kumarna kiselina). Granica detekcije (LD) i granice kvantifikacije (LQ) odredene su prema radu
autora Bljaji¢ i sur. (2017).

3.2.9. HPLC analiza arbutina

Za analizu teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (engl. high performance
liqguid chromatography, HPLC) koristen je standard arbutina. Prije injektiranja otopine
standarada 1 ekstrakata filtrirane su kroz 0,45 pm PTFE filter. Separacija je provedena na Zorbax
Eclipse XDB-C18 (5 um, 12.5 mm X 4.6 mm, Agilent) koloni opremljenoj s odgovaraju¢om
predkolonom. Smjesa metanola i vode u omjeru 10:90 (V/V) koristena je kao pokretna faza.
Brzina protoka bila je 1,2 mL/min. Primijenjeni volumen bio je 20 pL. Identifikacija se temeljila

na usporedbi retencijskog volumena uzorka i standarada.

3.2.10. TLC analiza arbutina

Za analizu arbutina tankoslojnom kromatografijom (TLC) na ploce su nanjeti vodeni ekstrakti
koji su koristeni za HPLC analizu te standard arbutina u koncentraciji 1 mg/mL. Mobilnu fazu
¢inila je smjesa mravlje kiseline, vode i etilacetata u omjeru 6:6:88 (V/V/V). Ploce su stavljene u

kromatografsku komoru da se razviju. Nakon susenja u susioniku odjeljene sastavnice detektirane
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su vizualno prskanjem plo¢a metanolnom otopinom diklorokinonklorimida i otopinom natrijeva

karbonata.

3.2.11. Statisticka obrada
Sva odredivanja provedena su u triplikatu, a rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost +

standardna devijacija (SD).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Priprema etanolnih ekstrakata

Od biljnog materijala s jedanaest razli¢itih lokacija napravljeno je isto toliko etanolnih

ekstrakata. Ekstrakti su koristeni za sva daljnja ispitivanja, osim za ispitivanja arbutina, kada su

napravljeni vodeni ekstrakti. U Tablici 1. prikazani su nazivi ektrakata, lokacija na kojoj su

sakupljeni uzorci te maseni udio suhe tvari izraZzen kao miligrami suhe tvari po mililitru ekstrakta.

Tablica 1. Nazivi ekstrakata, lokacija, zemlja porijekla i maseni udio suhe tvari u ekstraktima.

est?rZall\:ta Lokacija Zemlja porijekla w ekstrakta (mg/mL)
VM-HR-1 Cabar, Cabranka Hrvatska 2
VM-HR-2 Sj. Velebit, Lubenovac Hrvatska 15
VM-HR-3  Sj Velebit, Segotski padezi Hrvatska 1,25
VM-CG-1 Semolj Crna Gora 2
VM-HR-4 Samoborski gorje, Slani Hrvatska 15
Dol

VM-CG-2 planina Hajla, 7.9.2017. Crna Gora 1,25
VM-CG-3 Barno jezero Crna Gora 1,75
VM-HR-5  Hrvatsko zagorje, Radoboj Hrvatska 1,75
VM-CG-4 Goveda jezera Crna Gora 1,5
VM-CG-5 Tepacke Sume, Tmor Crna Gora 15
VM-CG-6 planina Hajla, 8.9.2017. Crna Gora 2
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4.2. Odredivanje ukupnih polifenola

Ukupni polifenoli u ekstraktima odredeni su pomocu Folin-Ciocalteau reagensa koji s
reduciraju¢im fenolnim spojevima stvara kromogene spojeve €iji se intenzitet obojenja moze
mijeriti spektrofotometrijski. Smatra se da se kemijska struktura Folin-Ciocalteau reagensa sastoji
od fosfomolibdenskih i fosfovolframskih heteropoli kiselina koje su Zute boje. Prisustvom fenola,
u bazi¢nom reakcijskom mediju, nastaje Mo-W kompleks koji reakcijsku smjesu oboji u plavo.
Smatra se da je mehanizam reakcije taj da fenoli reduciraju ion molbidena koji u drugom

valentnom stanju ima drukéiju boju (Bljaji¢, 2018).
Mo (V1) (Zuta boja) + e - — Mo (V) (plava boja)
Intezitet nastalog obojenja mjeri se spektrofotometrijski na valnoj duljini 630 nm.

Sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktima odreden je na temelju vrijednosti apsorbancija
uzoraka koriste¢i bazdarni pravac galne kiseline. Rezultati su prikazani na Slici 5. kao

koncentracija ukupnih polifenola u miligramima po gramu suhe tvari.
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Slika 5. Koli¢ina ukupnih polifenola u uzorcima (srednja vrijednost tri mjerenja + SD)
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Slika pokazuje da je sadrzaj ukupnih polifenola svih uzoraka u rasponu od 133,89 mg/g
suhe tvari do 386,79 mg/g suhe tvari. Uzorci s najvise ukupnih polifenola su VM-CG-3 i VM-
HR-1. Nesto manje ukupnih polifenola ima u uzorcima VM-HR-3, VM-HR-4, VM-CG-1, VM-
CG-4, VM-CG-6 i VM-HR-5. Uzorci VM-CG-5 i VM-HR-2 pokazuju jo§ manje ukupnih
polifenola te VM-CG-2 Kkoji je najsiromasniji polifenolima. Zanimljiva je znacajna razlika u
udjelima ukupnih polifenola u dva razli¢ita uzorka sakupljenim na istoj lokaciji, planini Hajli,
CG. Uzorak VM-CG-2 ima najmanje ukupnih polifenola, dok uzorak VM-CG-6 sakupljen samo
dan nakon ima znatno vise. Ne zna se razlog takvoj razlici u rezultatima ali pretpostavlja se da

moze biti rast jedne biljke na suncu, a druge u sjeni i sl.

Rezultati su pokazali da je veéina uzoraka bogatija ukupnim polifenolima od uzoraka iz
literaturnog rada (Brasanac-Vukanovic i sur., 2018) gdje su uzorci bili listovi borovnice s planine
Bjelasice u Crnoj Gori, a raspon ukupnih polifenola izmedu 173.19 i 217.59 mg/g. Razlog tomu
mogu biti razli¢iti uvjeti ekstrakcije. U citiranom radu provedena je ekstrakcija sa 70% etanolom
na povisenoj temperaturi, a u ovom radu ekstrakcija je napravljena na sobnoj temperaturi sa 60%

etanolom.

Suprotno tome, rezultati ovoga rada slazu se s rezultatima iz doktorskog rada (Bljaji¢,
2018) iako su uvijeti ekstrakcije bili razli¢iti (80% etanol, ultrazvuéna kupelj, 80°C). U citiranom
radu sadrZaj ukupnih polifenola bio je oko 393,36 mg/g, $to odogovara sadrzaju u uzorku VM-CG-
3.

4.3. Odredivanje ukupnih flavonoida

Odredivanje flavonoida temelji se na reakciji flavona i flavanola s aluminijevim ionima iz
rekacijske smjese. Pri tome dolazi do stvaranja kelata, a reakcijska smjesa se oboji u zuto, $to se

prati mjerenjem apsorbancije na 405 nm (Bljaji¢, 2018).

Koriste¢i bazdarni pravac kvercetin dihidrata, na temelju vrijednosti apsorbancija uzoraka
odreden je sadrzaj flavonoida. Rezultati odredivanja prikazani su na Slici 6. a izraZeni su kao

koncentracija flavonoida u miligramima po gramu suhe tvari.
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Slika 6. Koli¢ina flavonoida u uzorcima (srednja vrijednost tri mjerenja = SD)

Sadrzaj flavonoida u uzorcima mnogo varira, od 12,02 mg/g do 83,07 mg/g. Moze se
ocekivati da ¢e koli¢inu ukupnih polifenola pratiti sadrzaj ukupnih flavonoida, iako se to nije
dogodilo u potpunosti. Flavonoidima najbogatiji uzorci su VM-CG-4, VM-CG-6 i VM-CG-3 te
VM-HR-3. Uzorci VM-CG-4, VM-CG-6 i VM-HR-3 pokazali su vecu koli¢inu flavonoida od
oc¢ekivanog buduc¢i da nisu imali i najveci sadrzaj ukupnih polifenola. Zanimljivo je da uzorci
VM-HR-1 i VM-CG-1 koji su imali najvise ukupnih polifenola, nemaju i najvise flavonoida.
Slijede uzorci VM-HR-4 i VM-HR-5 sa nesto manje flavonoida te uzorci VM-CG-5, VM-HR-2 i

VM-CG-2 s najmanje flavonoida kako je i oCekivano.

U doktorskom radu (Bljaji¢, 2018) sadrzaj ukupnih flavonoida bio je oko 77,69 mg/g.
Uzorci s najve¢im sadrzajem flavonoida (VM-CG-4, VM-CG-6, VM-CG-3 i VM-HR-3)
odgovaraju rezulatatima iz citiranog rada, dok neki uzorci (VM-HR-2, VM-CG-2 i VM-CG-5)
znatno odstupaju od literaturnih podataka.
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4.4. Odredivanje ukupnih fenolnih kiselina

U biljnim drogama od fenolnih kiselina najzastupljenije su hidroksicimetne kiseline (C6-
C3), koje se medusobno razlikuju po hidroksilaciji 1 metilaciji aromatskog prstena. Odreduju se
na temelju prisutnosti o-dihidroksifenolne skupine u strukturi hidroksicimetnih derivata, koji s
nitrit-molibdat reagensom daju Zuto obojene komplekse. Zaluzivanjem otopine s NaOH Zzuta boja

se mijenja u narancasto-Crvenu te se mjeri apsorbancija na 492 nm (Bljaji¢, 2018).

Sadrzaj ukupnih fenolnih kiselina u ekstraktima odreden je na temelju vrijednosti
apsorbancija uzoraka koriste¢i bazdarni pravac kavene kiseline. Na Slici 7. prikazani su rezultati

mjerenja izrazeni kao koncentracija fenolnih kiselina u miligramima po gramu suhe tvari.
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Slika 7. Koli¢ina fenolnih kiselina u uzorcima (srednja vrijednost tri mjerenja + SD)

Sadrzaj fenolnih kiselina u uzorcima krece se u rasponu od 37,99 mg/g do 112,42 mg/g.
Uzorci s najve¢im sadrzajem su VM-HR-3, VM-HR-2 i VM-CG-6. Za VM-HR-3 to je u skladu s
o¢ekivanjima, ali za VM-HR-2 i VM-CG-6 to je vise od o¢ekivanog buduéi da su ti uzorci bili
medu siromasnijima ukupnim polifenolima. Uzorci VM-HR-4, VM-CG-4, VM-HR-5 i VM-CG-

5 pokazuju osrednju koli¢inu fenolnih kiselina, kao $to su to pokazali i za ukupne polifenole.
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Uzorci koji su bili najbogatiji ukupnim polifenolima (VM-CG-3, VM-HR-1 i VM-CG-1), imaju
iznenadujuc¢e malo fenolnih kiselina. Uzorak VM-CG-1 je pokazao ¢ak manji sadrzaj od uzorka

VM-CG-2 koji je bio daleko siromasniji ukupnim polifenolima.

U doktorskom radu (Bljaji¢, 2018) udio fenolnih kiselina bio je 82,92 mg/g. To je u skladu
s rezultatima ovog rada bududi da se ve¢ina uzoraka krec¢e oko te vrijednosti s ve¢im ili manjim

odstupanjem izuzev onih s najmanjim i najve¢im sadrzajem fenolnih kiselina.

4.5. Odredivanje antiradikalne aktivnosti

Za in vitro ispitivanja antiradikalne aktivnosti koristi se slobodni radikal 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH). Temelj metode je redukcija stabilnog DPPH radikala u prisustvu
antioksidansa. Za razliku od hidroksilnog radikala i superoksid aniona, na njega ne utjeéu
sporedne reakcije, kao $to je kelacija metalnih iona i enzimske inhibicije. Svjeze pripremljena
otopina DPPH je intenzivno ljubi¢aste boje S apsorpcijskim maksimumom na 517 nm.
Antioksidansi koji ulaze u reakciju s DPPH doniraju mu vodik ili elektron i pri tome ga prevode
u bezbojni produkt 2,2-difenil-1-pikrilhidrazin ili sli¢ne supstituirane hidrazine. Pri tome nestaje
intenzivna ljubicasta boja Sto dovodi do pada apsorbancije. Ve¢i pad apsorbancije znaéi vecu
antiradikalnu aktivnost. Nedostatak je sto je DPPH topiv u alkoholnom otapalu, tako da lipofilni
spojevi ne mogu dobro reagirati s otopinom DPPH. Fenolni spojevi se smatraju glavnim

sastavnicama koje doprinose antioksidativnim aktivnostima biljnih ekstrakata (Bljaji¢, 2018).

Rezultati odredivanja prikazani su kao ICsp, odnosno vrijednost koja oznacava koli¢inu
ekstrakta koja hvata 50% slobodnih radikala DPPH prisutnih u otopini (Slika 8.). Dakle, sto je
ICso vrijednost manja, to je antiradikalno djelovanje ekstrakta bolje. Uzorci su usporedeni s BHA,

spojem poznate antiradikalne aktivnosti.
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Slika 8. Antiradikalna aktivnost uzoraka (srednja vrijednost tri mjerenja = SD)

ICso vrijednost uzoraka varira od 11,08 ng/mL do 120 png/mL .Kao $to se moze zakljuditi
iz rezultata, svi uzorci listova borovnice imaju dobru antiradikalnu aktivnost, vrlo sli¢nu
pozitivnoj kontroli BHA, osim uzorka koji je bio najsiromasniji ukupnim polifenolima, VM-CG-
2. Uzorak VM-CG-6 pokazao je daleko najlosiju antiradikalnu aktivnost, §to nije u skladu s
o¢ekivanjima budu¢i da je imao gotovo najveéi sadrzaj fenolnih kiselina i prili¢no velik sadrzaj

ukupnih polifenola. Najjacu aktivnost pokazuje uzorak VM-CG-3 s najmanjom vrijednosti 1Cso.

U literaturnom radu (Bljaji¢ i sur., 2017) dobivena vrijednost ICso je 17.8 pug/mL Sto je u
skadu s ovim rezultatima, buduc¢i da je to srednja vrijednost vec¢ine uzoraka u ovo radu, iako su
neki od uzoraka pokazali jacu aktivnost (VM-CG-3 i VM-CG-4) a neki puno slabiju (VM-CG-2 i
VM-CG-6).
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4.6. Odredivanje inhibicije tirozinaze

Metoda se temelji na enzimatskoj reakciji gdje kao supstrat sluzi otopina L-DOPA-e (L-
dihidroksifenilalanin). Enzim tirozinaza katalizira reakciju oksidacije L-DOPA-e u dopakinon
koji dalje neenzimskim reakcijama polimerizira u melanin. Inkubacijom otopine ekstrakta s
otopinom enzima dolazi do njegove inhibicije te dodatkom supstrata ne dolazi do reakcije Sto se

oCituje kao smanjenje apsorbancije (Biswajit i sur., 2017).

Rezultati odredivanja prikazani su kao ICsp, odnosno vrijednost koja oznacava koli¢inu
ekstrakta koja inhibira 50% enzima prisutnog u otopini (Slika 9). Dakle, sto je ICso vrijednost
manja, to je veéa sposobnost inhibicije. Uzorci su usporedeni s koji¢nom kiselinom (KK), jakim

inhibitorom tirozinaze.
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Slika 9. Sposobnost inhibicije tirozinaze (srednja vrijednost tri mjerenja + SD)

Uzorci su pokazali odredenu sposobnost inhibicije iako je u usporedbi sa standardom KK ta
inhibicija puno manja. Oni s najmanjom ICso vrijednosti, a najve¢om inhibicijom su uzorci VM-
HR-2 i VM-HR-3 te VM-CG-2 $to je iznenadujuce jer je taj uzorak pokazao najmanji sadrZaj
fenolnih spojeva i manju antiradikalnu aktivnost od ostalih. Uzorci VM-HR-2 i 3 imali su veliki

udio fenolnih kiselina §to moZze biti povezano s ja¢im inhibicijskim u¢inkom, iako su potrebna
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daljnja istrazivanja da bi se to zakljucilo. Nisu pronadeni odgovarajuci literaturni podaci s kojima

bi se rezultati mogli usporediti.

4.7. HPLC analiza fenolnih kiselina i flavonoida

Za identifikaciju i kvantifikaciju polifenolnih spojeva koriStena je tekucinska
kromatografija visoke uéinkovitosti obrnutih faza (RP-HPLC). HPLC je tehnika pogodna za
analizu zbog brojnih ¢imbenika koji ukljucuju: izvrsnu rezoluciju koja se moze postic¢i u Sirokom
rasponu kromatografskih uvjeta za vrlo blisko povezane molekule, kao i strukturno sasvim
razli¢ite molekule; veliku selektivnost koju se moze mijenjati kroz promjene karakteristika
mobilne faze; visoka sposobnost oporavka i, stoga, visoka produktivnost te izvrsnu ponovljivost
odvajanja provedenih tijekom dugog vremenskog razdoblja, $to je uzrokovano stabilno$c¢u

materijala stacionarne faze (Bljaji¢, 2018).

Razli¢iti ¢imbenici utje€u na HPLC analizu fenola ukljucujuéi pripremu uzoraka, mobilnu
fazu, vrstu kolone i detektor. Analiza uklju¢uje odvajanje molekula na temelju njihove polarnosti.
Primjenjen je sustav gradijentnog eluiranja koriStenjem kolone C18. Razdvajanje ovisi o vezanju
molekula uzorka iz polarne mobilne faze na hidrofobne liganade stacionarne faze. KoriSteni su
metanol, voda i mravlja kiselina pri ¢emu se povecavanjem udjela metanola tijekom analize
skracuje tijek postupka s nastojanjem postizanja boljeg razlu€ivanja. Analiza se provela na
temperaturi kolone od 40°C, dok je na vrijeme trajanja analize utjecalo vrijeme euiranja

standarada (Bljaji¢, 2018).

Rezultati analize prikazani su na Slici 10. na primjeru kormatograma uzorka VM-HR-3 koji
je pokazao prisutnost svih triju analiziranih sastavnica. Kromatogrami ostalih uzoraka nisu
stavljeni budu¢i da izgledaju analogno prikazanom uzorku, osim §to nemaju pik p-kumarne
kiseline. Dodatni pikovi pored pika hiperozida koji su prisutni u veéini uzoraka prikazani su na
primjeru kromatograma uzorka VM-CG-6 (Slika 11). Parametri kalibracijskih krivulja za
standarde flavonoida i fenolnih kiselina uocenih na kromatogramima preuzeti su iz literature

(Bljaji¢ i sur., 2017) i nalaze se u Tablici 2. Rezultati HPLC analize prikazani u Tablici 3.
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prikazuju prisutne flavonoide i fenolne kiseline u ekstraktima izrazene u mikrogramima po

miligramu suhe tvari ekstrakta i prisutnost dodatnog pika pored pika hiperozida.

! DAD1 C, Sig=320.4 Ref=off (Petar_C\DN...4-Vaccinium EtOH ekstr-flav i FK 2019-06-14 09-05-09\DN-19-6-3.D)
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Slika 10. Kromatogram uzorka VM-HR-3

Vrijeme zadrzavanje klorogenske kiseline bilo je na oko 5,3 minuta, p-kumarne 9,4
minuta, a hiperozida na 12,4 minuta. Uzorak VM-HR-3 jedini je pokazao prisutnost p-kumarne
kiseline. Ostali uzorci nisu imali pikove na vremenu oko 9,4 minute ili su imali male pikove ¢iji
se UV spektri nisu poklapali sa spektrom standarda p-kumarne kiseline, te je zaklju¢eno da to
nije traZena kiselina. Svi uzorci su imali dodatni pik pored pika klorogenske kiseline ¢iji je UV

spektar odgovarao spektru standarda, ali ne moze se sa sigurnos$cu tvrditi radi li se o toj kiselini.
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DAD1 C, Sig=320,4 Ref=off (Petar_C\DN...-\Vaccinium EtCH ekstr-flav i FK 2019-06-14 09-05-09'\DN-13-5-11.D)
mAl - %
| ™

9

200
250—

200—

5.036

hiperozid

100— !

@
2 3
© <
o -
) (D -
3] ': 8 -]
- e 3
. T - [5=]
o~ b B
0- R
I 2 [ [
5 10 15 20

Slika 11. Kromatogram uzorka VM-CG-6.

Svi uzorci iz Crne Gore (osim VM-CG-2) su imali dodatne pikove pored pika hiperozida
¢iji UV spektri izgledaju kao spektar standarda te se moze pretpostaviti da se radi o nekom
drugom derivatu kvercetina. Stoga su, slicno kao kod gore opisanog pika uz klorogensku kiselinu
potrebne dodatne studije da se utvrdi o kojem se derivatu radi. Suprotno tome, uzorci iz Hrvatske

nisu imali dodatnih pikova pored hiperozida.
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Tablica 2. Parametri kalibracijskih krivulja za standarde flavonoide i fenolne kiseline uo¢ene na

kromatogramima.

Jednadzba
Standard kalibracijskog r? LD (ug) LQ(ng)
pravca
Klorogenska
o y =2587.3x + 73.4 0.9996 0.036 0.110
kiselina
p-Kumarna
o y =5735.6x + 89.3 0.9999 0.005 0.015
kiselina
Hiperozid y =1426.2x + 15.4 0.9999 0.013 0.040
Tablica 3. Rezultati HPLC analize fenolnih sastavnica ekstrakata.
p-Kumarna o
Klorogenska o _ ) Dodatni pik
Uzorak o kiselina Hiperozid (ug/mg) _ )
kiselina (ug/mq) uz hiperozid
(ng/mg)
VM-HR-1 77,89 45,03 ne
VM-HR-2 38,82 11,21 ne
VM-HR-3 72,21 0,83 73,10 ne
VM-CG-1 73,15 24,91 da
VM-HR-4 90,01 60,81 ne
VM-CG-2 15,25 5,73 ne
VM-CG-3 72,82 23,93 da
VM-HR-5 84,63 57,91 ne
VM-CG-4 62,79 50,90 da
VM-CG-5 32,81 10,79 da
VM-CG-6 61,78 29,85 da
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Iz Tablice 3. vidi se da svi uzorci sadrze klorogensku kiselinu i to u najve¢em postotku,
slijedi hiperozid koji je u vecini uzoraka na drugom mjestu po sadrzaju te p-kumarna Kkiselina
koja se u tragovima nalazi samo u jednom uzorku. Uzorak najbogatiji klorogenskom kiselinom je
VM-HR-4, a najsiromasniji je VM-CG-2 sto je u skladu s ocekivanjima budu¢i da je taj uzorak
bio najsiromasniji ukupnim polifenonim spojevima i u spektrofotometrojskim odredivanjima.
Rezultati nisu pokazali da uzorci s najvecim sadrzajem ukupnih fenolnih kiselina analogno imaju
i najve¢i sadrzaj klorogenske kiseline. Neki uzorci (npr. VM-CG-1) koji su pokazali jako malo
ukupnih fenolnih kiselina, imaju veliku koli¢inu klorogenske kiseline i obrnuto. Jedini uzorak u
kojem je nadena p-kumarna kiselina je VM-HR-3 i to vrlo malo. To je takoder uzorak s najveéim
sadrzajem hiperozida i jedan od uzoraka s najveom inhibicijom tirozinaze Sto moze biti
povezano, jer literaturni podaci navode p-kumarnu kiselinu kao dobar inhibitor tog enzima
(Bogiang i sur., 2005). No to¢na povezanost dobivenih rezultata ne moze se sa sigurno$éu
zakljuciti te su potrebna dodatna istrazivanja. Hiperozid je pronaden u uzorcima VM-HR-1, VM-

HR-2 i VM-HR-3 te svim uzorcima iz Crne Gore.

4.8. HPLC analiza arbutina

Kako bi se provela analiza arbutina pripremljeni su novi, vodeni ekstrakti uzoraka buduci
da je arbutin viSe topljiv u vodi. S obzirom da za vodene ekstrakte nije provedeno odredivanje
suhe tvari, rezultati HPLC analize nisu se mogli u potpunosti kvantificirati te je analiza

provedena samo kvalitativno u svrhu identifikacije arbutina u uzorcima.

Arbutin je pronaden u samo tri uzorka (VM-HR-4, VM-CG-3 i VM-HR-5). Kromatogrami
tih uzoraka dobiveni analizom prikazani su na Slikama 12, 13 i 14. Parametri kalibracijske
krivulje koriSteni su iz literature (Bljaji¢ 1 sur., 2017) 1 prikazani su u Tablici 4. Rezultati analize
prikazani su u Tablici 5. i izrazeni su kao koncentracija arbutina u injektiranoj vodenoj otopini u

mikrogramima po mililitru otopine.
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DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off, TT {Petar_C\DN...butin-\'accinium-vodeni ekstr 2019-02-04 16-20-35\DN18-16-5.D)
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Slika 12. Kromatogam uzorka VM-HR-4
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Slika 13. Kromatogram uzorka VM-CG-3



DAD1 A, Sig=280,4 Ref=off, TT (Petar_C\DN...utin-Vaccinium-vodeni ekstr2 2019-02-05 16-45-36'DN18-16-8.D)
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Slika 14. Kromatogram uzorka VM-HR-5

Vrijeme zadrzavanja arbutina bilo je oko 3 minute. Iz prilozenih slika vidi se da svaki od
uzoraka pokazuju pik za arbutin. Uzorak VM-HR-4 i VM-CG-3 pokazuju jasno odijeljen iako ne
posve simetrican pik, dok je pik arbutina u uzorku VM-HR-5 jako mali, lose odvojen od

susjednog pika, ali pokazuje prisutnost arbutina u uzorku, iako malu.

Tablica 4. Parametri kalibracijske krivulje za standard arbutina.

Jednadzba
kalibracijskog r? LD (ug) LQ (ug)
pravca
y =103.9x +
0.9999 0.005 0.016
17.6
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Tablica 5. Rezultati HPLC analize arbutina

Uzorak ¢ (mg/mL)
VM-HR-4 0,292
VM-CG-3 3,56
VM-HR-5 0,00332

Uzorak s najve¢im sadrzajem arbutina je VM-CG-3. Zanimljivo je da je arbutin naden i u
uzorku VM-HR-4 koji je pokazao i najveci sadrzaj klorogenske kiseline. lako starija literatura
prihvaca prisutnost arbutina u borovnici, novija saznanja kazu da se ipak radi o Vaccinium X
intermedium, hibridu dobivenom krizanjem Vaccinium vitis-idaea i Vaccinium myrtillus. Buduéi
da detaljnija morfoloSka analiza uzorka nije napravljena, ne moze se tvrditi radi li se o hibridu ili
ne. lako je sadrzaj arbutina u uzorcima vrlo mali, prekomjerno koristenje vodenih ekstrakata (npr.

infuza) trebalo bi se izbjegavati (Bljaji¢ i sur., 2017).

Arbutin je poznat kao dobar inhibitor tirozinaze. Iako bi bilo za ocekivati da ova tri uzorka
pokazuju i najjacu inhibiciju tirozinaze, to se nije dogodilo. Od ova tri uzorka, najvecu inhibiciju
pokazao je VM-CG-3, a ima i najveci sadrzaj arbutina. Medutim, u usporedbi s ostalim uzorcima,
VM-CG-3 nije medu najja¢im inhibitorima, dok su VM-HR-4 i VM-HR-5 ¢ak pokazali najlosiju

inhibiciju tirozinaze.

4.9. TLC analiza arbutina

Kako bi se utvrdili rezultati HPLC analize, provedena je i TLC analiza arbutina. Metoda se
zasniva na rapodjeli tvari izmedu krutog adsorbensa (nepokretne faze) i tekuce pokretne faze.
Uzorak se na tanki sloj adsorbensa nanosi kao tocka ili linija, a razvijanje se provodi u zatvorenoj
komori. Pokretna faza prolazi kroz tanki sloj adsorbensa nosena kapilarnim silama. Do
razlu€ivanja sastojaka smjese dolazi zbog razlicitog afiniteta pojedinih sastavnica smjese prema
nepokretnoj i pokretnoj fazi, $to uzrokuje razliCite faktore zaostajanja odijeljenih tvari (Rf-
vrijednosti). Rf vrijednost predstavlja odnos udaljenosti koju prijede supstancija i udaljenosti

koju prijede pokretna faza. Karakterizacija odijeljenih sastavnica provodi se pomocu Rf-
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vrijednosti i/ili usporedbom s kromatogramom poredbene tvari (Vladimir-Knezevi¢ i Blazekovié,
2015).

Pri ispitivanju flavonoida tankoslojnom kromatografijom kao nepokretna faza najcesce se
koristi silikagel. Pokretna faza je smjesa prikladnih otapala u odredenim volumnim omjerima, a

Cesto sadrzi etilacetat, mravlju kiselinu i vodu (Vladimir-Knezevi¢ i Blazekovi¢, 2015).

Razvijene su dvije kromatografske ploce. Na obje su nanjeti vodeni ekstrakti uzoraka i
poredbena otopina arbutina 1 mg/mL. Rezultati analize prikazani su na Slikama 15 i 16.

M-HR-1 VM-HR-2 VM-HR-3 VM-CG-1vyMm-HR-4 VM-CG-2 VM-CG-3 ARBUTIN

Slika 15. TLC analiza prisutnosti arbutina u uzorcima (ploca 1).
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VM-HR-5 VM-CG-4 VM-CG-5 VM-CG-6 ARBUTIN

Slika 16. TLC analiza prisutnosti arbutina u uzorcima (ploca 2).

TLC analizom potvrdena je prisutnost arbutina u uzorku VM-CG-3 $§to je vidljivo kao
plava linija na kromatogramu koja se podudara s linijom standarda arbutina. lako je HPLC
analizom arbutin pronaden i u uzorcima VM-HR-4 i VM-HR-5, TLC analizom to nije potvdeno.
Pretpostavlja se da su razlog premale koli¢ine arbutina u tim uzorcima koje se prskanjem
reagensima nisu mogle identificirati. Ja¢im prskanjem linije Su se pocele prelijevati te se
sastavnice nisu mogle sa sigurnoscu identificirati. lako se na temelju TLC analize sumnjalo na

prisutnost arbutina u uzorku VM-CG-6, HPLC-om je utvrdeno da u tom uzorku arbutina nema.
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5. ZAKLJUCAK

Pretpostavljajuéi da su polifenoli, narocito flavonoidi i fenolne kiseline, glavni nosioci
antioksidativne aktivnosti spektrofotometrijski je odreden njihov sadrzaj u ekstraktima. Ispitivana
je ovisnost antiradikalne aktivnosti o koli¢ini navedenih spojeva. Antioksidativna aktivnost
ekstrakata ispitana je pomocu DPPH slobodnog radikala. Prema rezultatima ispitivanja
zakljuceno je da se pojedini uzorci znacajno razlikuju u fitokemijskom sastavu te da najveci udio
ukupnih polifenola ne prati analogno i najveéi udio flavonoida odnosno fenolnih kiselina za sve
uzorke. Takoder je utvrdeno da su opcenito listovi borovnice jako dobri hvataéi slobodnih

radikala, sa manjim razlikama medu uzorcima u antiradiklnoj aktivnosti.

Ispitivanjem inhibicije tirozinaze pokazano je da ekstrakti lista borovnice imaju odredenu
blagu sposobnost inhibicije te se na taj na¢in mogu koristiti kod problema s hiperpigmentacijom.
Takoder se pretpostavlja da je veéi inhibicijski ucinak povezan s ve¢im sadrzajem fenolnih
kiselina, naroCito p-kumarne kiseline, buduéi da su uzorci s ve¢im sadrzajem fenolnih kiselina

pokazali jacu inhibiciju, ali potrebna su dodatna istrazivanja da bi se to zakljucilo.

HPLC analizom zaklju¢eno je da je klorogenska Kkiselina najzastupljenija fenolna
sastavnica. Hiperozid se nalazi svim uzorcima, dok je p-kumarna kiselina pronadena samo u
jednom uzorku lista. Takoder je zakljuceno da vecina uzoraka ne sadrzava ili sadrzava vrlo malo
arbutina. Stoga je potrebna dodatna botani¢ka analiza kako bi se utvrdilo radi li se u tim

slu¢ajevima 0 predstavniku vrste V. myrtillus ili o hibridu.
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7. SAZETAK

Biljni polifenolni spojevi intenzivno se istrazuju zbog svojih mnogobrojnih i dobro
poznatih korisnih ucinaka na ljudski organizam. U ovom diplomskom radu ispitani su listovi
jedanaest uzoraka biljne vrste Vaccinium myrtillus. Cilj je bio utvrditi antiradikalnu aktivnost
ekstrakata, sposobnost inhibicije tirozinaze te sadrzaj dvije glavne skupine polifenola: flavonoida
I fenolnih kiselina, za koje se smatra da su glavni nosioci tih aktivnosti u biljkama. Nadalje,
ispitana je prisutnost arbutina u uzorcima. Sadrzaj ukupnih polifenola, flavonoida i fenolnih
kiselina u uzorcima odreden je spektrofotometrijski. Antiradikalna aktivnost ekstrakata ispitana je
pomoc¢u DPPH slobodnog radikala, a inhibicija tirozinaze koriste¢i enzim iz gljiva. HLPC
analizom utvrden je sadrzaj odredenih fenolnih kiselina i flavonoida te identifikacija arbutina za
koji je jo$ provedena i TLC analiza. Ispitivanja su pokazala da se pojedini ekstrakti medusobno
znacajno razlikuju u sadrzaju ispitivanih spojeva, antiradikalnoj aktivnosti i inhibiciji tirozinaze.
Opcenito svi uzorci su dobri hvataci slobodnih radikala, dok je u€inak na inhibiciju tirozinaze
puno slabiji, ali je ipak prisutan. HPLC analizom utvrdena je prisutnost klorogenske kiseline i
hiperozida u svim uzorcima, a p-kumarna kiselina je pronadena samo u jednom uzorku i to onom
koji je pokazao najvecu inhibiciju tirozinaze. Arbutin je detektiran u tri uzorka, ali u jako malim

koli¢inama.
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8. SUMMARY

Herbal polyphenol compounds are intensively investigated due to their numerous and
well-known beneficial effects on the human body. In this thesis, eleven samples of leaves of
Vaccinium myrtillus were examined. The aim was to determine the antiradical activity of extracts,
the ability to inhibit tyrosinase and the content of the two main groups of polyphenols: flavonoids
and phenolic acids, which are considered to be the main carriers of these activities in plants.
Furthermore, the presence of arbutin in the samples was tested. The content of total polyphenols,
flavonoids and phenolic acids in samples was determined spectrophotometrically. The antiradical
activity of the extracts was tested by DPPH free radical, while for tyrosinase inhibition the
enzyme from mushrooms was used. The content of certain phenolic acids, flavonoids and arbutin
was determined by HPLC analysis. In addition arbutin was analysed using TLC. Results have
shown that the extracts differ in the content of the tested compounds, as well as in antiradical
activity and inhibition of tyrosinase. Generally, all the samples were good free radical blockers,
while the effect on tyrosinase inhibition was much weaker. HPLC analysis determined the
presence of chlorogenic acid and hyperoside in all samples, while p-coumaric acid was found
only in one sample, the same one that showed the highest inhibition of tyrosinase. Arbutin was

detected in three samples, but in very small amounts.
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