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1.UvOD

Benigna hiperplazija prostate (BHP) jedna je od najcescih uroloskih bolesti kod muskaraca starije
Zivotne dobi. Ovisno o stadiju bolesti, lije¢enje benigne hiperplazije prostate moguce je terapijom
lijekovima (alfa-blokatori, inhibitori-5-alfa-reduktaze), operativnim zahvatima (prostatektomija,
transuretralna resekcija) te fitoterapijom koja je sve popularnija. Biljni lijekovi pokazali su se
najucinkovitijim kod bolesnika s umjereno teSkom oblikom BHP-a, a takoder se Cesto primjenjuju
kod bolesnika s blagim i umjerenim simptomima. Biljni lijekovi se komercijaliziraju kao ekstrakti
koji se dobivaju iz lista, ploda ili korijena biljaka te sadrze Siroki spektar kemijskih spojeva medu
kojima prevladavaju fitosteroli, masne kiseline te flavonoidi. Ekstrakti Sabal palme (Serenoa
repens), africke Slijve (Pygeum africanum) i koprive (Urtica dioica) su najceSce koristeni
fitoterapijski lijekovi koristeni u tretiranju BHP. Biljke iz roda Epilobium (npr. vrbovica), usjevna
raz (Secale cereale) te kraljevska palma (Roystonea regia) takoder se koriste kao fitoterapijski
lijekovi no u manjem udjelu (Allkanjari i Vitalone, 2015). Cilj ovog istraZivanja bio je istraZiti sastav
fitosterola iz uzoraka rizoma samonikle koprive, ubrane na viSe lokacija na podrucju Republike

Hrvatske, te im usporediti sastav s fitosterolima iz vrbovice i sabal palme.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KOPRIVA

Kopriva (Urtica dionica L.) (slika 1.) je trajna zeljasta biljka, rasprostranjena u umjerenom
klimatskom pojasu. Pripada porodici usnaca (Lamiaceae). Ima Cetverobridnu, uspravnu stabljiku
koja moze narasti do 1-2 m u visinu. Listovi su smjesteni jedan nasuprot drugomu, duguljastog
su oblika i blago nazubljeni na rubovima. Rizom je Zuékaste boje. Dvodomna je biljka, pa stoga
muski i zenski cvjetovi rastu na odvojenim stabljikama, a cvatu od srpnja do rujna. Na povrsini
listova i stabljike nalaze se dlacice koji sadrze acetilkolin, histamin, serotonin, moroidin i mravlju
kiselinu (Asgarpanah i Mohajerani, 2012). Fizicki kontakt s brojnim sicusnim dlac¢icama na lis¢u i
stabljici mogu rezultirati kontaktnim urtikarijalnim dermatitisom zbog kemijskih i mehanickih
iritacija potaknutih prodorom dlacica u kozu. Ljekoviti ekstrakti ne uzrokuju ovu reakciju jer se
dlacice prilikom obrade degradiraju. Pripravci koprivinog lista koriste se u lije¢enju upalnih i drugi
poremecaja, ukljucujuci osteoartritis, alergijski rinitis, astmu, probleme s krvarenjem te dijabetes
(Baumgardner, 2016). Medutim, najpoznatija zdravstvena korist koprive je u lije¢enju benigne
hiperplazije prostate (BHP), poznate i kao povecana prostata. U tu svrhu koriste se ekstrakti
korijena koprive. Klini¢ka ispitivanja sugeriraju da vrste Urtica sadrze spojeve koji utjeCu na
hormone odgovorne za razvitak BHP. Uz to, ekstrakt korijena koprive pokazuje antikancerogenu
aktivnost u tretiranju raka prostate. U terapiji se kopriva obi¢no koristi u kombinaciji s sabal

palmom (Serenoa repens) (Kregiel i sur., 2018).

Slika 1. Kopriva (Anonymus 1)



2.1.1.Kemijski sastav

Listovi koprive bogati su flavonoidima, kao i fenolnim spojevima, organskim kiselinama,
vitaminima i mineralima. Korijen sadrzi lektine, polisaharide sterole, lignane i kumarine
(skopoletin). Skopoletin se sintetizira prilikom izlozenosti biljke raznim stresorima (patogeni
mikroorganizmi, dehidracija, mehanicka ostecenja). Ima antibakterijsko djelovanje te inhibira
produljenje klice i germinaciju konidija kod patogenih gljivica (Benoit Gnonlonfin i sur., 2012).
Sekundarni metaboliti koprive imaju izrazena farmakoloska svojstva. Glavni flavonoidi su
kvercetin, kaempferol i rutin. Ti flavonoidi imaju antioksidacijska i protuupalna svojstva koja mogu
ograniciti oksidativna oSte¢enja odgovorna za neke kroni¢ne bolesti poput raka, kardiovaskularnih
i degenerativnih bolesti. Ostali ucinci ukljucuju inhibiciju lipidne peroksidacije mitohondrija jetre i
krvnih stanica, a takoder se pokazalo da imaju antibakterijska i antivirusna svojstva. Najaktivniji
flavonoid je kvercetin koji ima snazno antioksidacijsko i protuupalno djelovanje. Tanini, kafeinska
kiselina, ferulinska kiselina i kumarini takoder imaju antioksidativno djelovanje i mogu zastititi
stanice od ostecenja uzrokovanih slobodnim radikalima. Korijen koprive sadrzi lektin zvan Urtica
Dioica Aglutinin (UDA) koji ima malu molekulsku masu (8 do 9 kDa) i sastoji se od jednog
polipeptidnog lanca s manje od 100 aminokiselina. UDA ima imunomodulatornu aktivnost i

reducira autoimune smptome (Said i sur., 2015).

2.2. SABAL PALMA

Sabal palma (lat. Serenoa repens, syn. Sabal serrulata) je niska grmolika vrsta palme, pripada
porodici Arecaceae. Rasprostranjena je u jugoisto¢nom dijelu SAD-a, od Juzne Karoline do juznog
Missisipija te na Floridi. U nekim sluCajevima moZe narasti od 3 do 4 metra u visinu. Ima zelene
lepezaste, ostro nazubljene listove duZine oko 0,25 m s bodljikavim peteljkama. Stabljika je
najcesée kratka, prekrivena osnovicama otpalih listova i smedim nitima. Cvjetovi su sitni i bijeli,
a skupljeni su u gusti klipasti cvat. Plod koStunica, ovalnog oblika duljine 0,016-0,025 m, bogata
je uljima cija Zuckasta boja zrenjem prelazi u plavo-crnu. U plodu se nalazi sjemenka veli¢ine do
0,018 m. Ekstrakt sabal palme koristi se u lijeCenju benigne hiperplazije prostate, cesto kao
alternativa farmaceutskim agensima. Za proizvodnju ljekovitih pripravaka beru se zreli plodovi te

se suse ili u svjezem stanju koriste za dalju preradu u ekstrakt (Leung i Foster, 1996).



2.2.1 Kemijski sastav

Plodovi sabal palme (slika 2.) bogati su bioloski aktivnim tvarima koje pripadaju razlicitim
skupinama organskih spojeva. Sadrze ulje sa 75% masnih kiselina (kaprinska, kaprilna, laurinska,
miristinska, palmitinska, stearinska, oleinska, linolna i linolenska) te 25% neutralnih spojeva koji
ukljucuju slobodne i esterificirane sterole (kampesterol, stigmasterol, B-sitosterol i cikloartenol) i
estere masnih kiselina. Sadrzaj etericnog ulja je 1-2%. Prisutni su takoder i glukoza, galaktoza,
manoza, fruktoza, arabinoza, ramnoza, polisaharidi, glukuronska kiselina, heksakozanol, 1-

oktakozanol, farnezol i fitol (Leung i Foster, 1996).

Slika 2. List i plod sabal palme (Anonymus 2)

2.3. VRBOVICA

Vrbovica (Chamaenerion angustifolium L. syn. Epilobium angustifolium L.) (slika 3.) je
viSegodisnja biljka iz porodice pupoliki (Onagraceae). Rod Epilobium (Onagraceae) sastoji se od
oko 200 vrsta rasprostranjenih Sirom svijeta, a u Europi se moze naci 27 razlicitih vrsta. U proljece
iz rozete prizemnih listova izraste okrugla stabljika visine do 0,5-2 m. Pri vrhu stabljike i ogranaka
cvatu od lipnja do rujna sitni, ljubicasto-rozi cvjetovi s duguljastim laticama, zaobljenim na
vrhovima. Plod je izduzeni tobolac, sliCan mahuni, koji nakon dozrijevanja uzduzno puca na Cetiri

dijela iz kojeg ispadaju brojne sitne, crne sjemenke s karakteristicnim cuperkom dlacica. Biljka
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najéesée raste u vecim skupinama uz jarke, obale rijeka i po vlaznim Sumskim cistinama
(Buchwald i sur., 2006). Vrbovica je jedna od vaznih ljekovitih biljaka koja se koristi u lije¢enju
urogenitalnih poremecaja, ukljuCujuci benigne hiperplazije prostate (BHP) i prostatitisa.
Terapeutski  ucinci  ekstrakta  vrbovice  ukljucuju  antiproliferativno,  protuupalno,

imunomodulacijsko, antioksidativno i antimikrobno djelovanje (Adamczak i sur., 2019).

2.3.1. Kemijski sastav

Identificirano je oko 250 metabolita prisutnih u vrbovici od ¢ega 50 flavonoida i njihovih derivata.
Oni ukljucuju flavonolske aglikone (kaempferol, kvercetin i miricetin) koji u glikonskom djelu
sadrze jedinicu Secera glukuronske kiseline, ramnoze, glukoze, arabinoze ili galaktoze. Kvercetin-
3-O-glukuronid je dominantan i karakteristican flavonoid vrbovice. Fenolne kiseline (kafeinska,
elaginska, ferulinska, galna, protokatehinska) i njihovi derivati jedan su od dominantnih skupina
fenolnih spojeva vrbovice i vazni su antioksidansi i imaju terapijski potencijal kod ljecenja BHP.
Vrbovica sadrZi i visoku razinu aktivnih polifenola elagitanina koji predstavljaju oko 15% suhe
tvari biljke. Osim polifenola, sadrzi i lipofilnu lipidnu frakciju bogatu steroidima, terpenoidima i
masnim kiselinama. Prisutni su kampesterol, stigmasterol kao i B-sitosteroli njegovi derivati.
Masne kiseline, kao i triterpeni (npr. oleanolna, pomolna i ursolna kiselina) su glavhe komponente

lipofilne frakcije ektrakta vrbovice (Adamczak i sur., 2019).

Slika 3. Vrbovica (Anonymus 3)



2.4. BILINI STEROLI

Biljni steroli ili fitosteroli su kompleksni alkoholi, strukturno sli¢ni kolesterolu (slika 5. A) Sastoje
se od steroidnog kostura s hidroksilnom skupinom pri¢vrScenom na C-3 atom A-prstena i
alifatskog bocnog lanaca vezanog za C-17 atom D-prstena. Steroli obi¢no imaju dvostruku vezu

izmedu C-5 i C-6, dok je ta veza zasicena fitostanolima (slika 4).

Slika 4. Osnovna kemijska struktura sterola (Anonymus 4)

Najcesci su fitosteroli i fitostanoli, primjerice B-sitosterol (stigmast-5-en-3B-ol) (slika 5. B),
sitosterol (3B-stigmast-5-en-3-0l), sitostanol (3B, 5a-stigmastan-3-ol), kampesterol (33-ergost-5-
en-3-o0l) (slika 5. C), kampestanol (3B,5a-ergostan-3-ol), stigmasterol (3B-stigmasta-5,22-dien-
3-ol) (slika 5. D) i brasikasterol (3B-ergosta-5,22-dien-3-ol). Svaki pojedini izvor ima tipicni
fitosterolni sastav (Cantrill, 2008). Uobicajeni izvori ukljucuju biljna ulja (suncokreovo, kukuruzno,
sojino, maslinovo, repicino), povrce, voce te mahunarke, a identificirano ih je preko 40. Ovi steroli
su obi¢no prisutni kao slobodni steroli ili esteri masnih kiselina. Biljni stanoli su zasiceni steroli (ne
sadrze dvostruke veze) i manje su zastupljeni u prirodi nego steroli. Stanoli teze oksidiraju i
jednako su ucinkoviti kao steroli u smanjenju apsorpcije kolesterola (Patterson 2006). Dnevni
unos sterola varira u populaciji, a krec¢e se od 160 — 400 mg. U ranim razdobljima ljudske evolucije
(prije 5-7 milijuna godina) dnevni unos biljnih sterola bio je znatno vedi, do 1 g dnevno. Apsorpcija

biljnih sterola kod ljudi je znatno niZza (2-5%) u usporedbi s kolesterolom (60%). Posljedi¢no,
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razina biljnh sterola u krvi iznosi 0,1-0,4% razine kolesterola. S obzirom na strukturnu sli¢nost s
kolesterolom, biljni steroli prvenstveno su proucavani zbog svojstva da inhibiraju apsorpciju
kolesterola. Potencijana pozitivha svojstva biljnih sterola ukljucuju prevenciju raka i ateroskleroze,

protuupalno i antioksidacijsko djelovanje (Berger i sur., 2004).

Slika 5. Kolesterol A, B-sitosterol B, kampesterol C, stigmasterol D (Ogbe i sur., 2015).

2.4.1 Utjecaj biljnih sterola na smanjenje kolesterola u krvi

Visoke koncentracije kolesterola u krvi veliki su faktor rizika za razvitak koronarne bolesti srca.
Oksidacija suvisnog kolesterola dovodi do talozenja plaka na stijenkama koronarnih arterija, sto
dovodi do otezanog protoka krvi i visokog krvnog tlaka. Utjecaj fitosterola na smanjenje
kolesterola u krvi vrlo je dobro dokumentiran u znanstvenoj literaturi. Nakon dugogodisnjih
znanstvenih debata, zaklju¢eno je da fitosteroli (slobodni i esterificirani) smanjuju ukupni
kolesterol i LDL-kolesterol tako Sto reduciraju njegovu apsorpciju (Berger i sur., 2004). 2009.
godine EFSA (European Food Safety Authority) potvdila je da fitosteroli smanjuju LDL-kolesterol
u krvi za 7-10,5% ukoliko osoba konzumira 1,5-2,4 g fitosterola dnevno. FDA je takoder utvrdila
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da konzumacija fitosterola (u kolicini ve¢oj od 1.3 g, dva puta dnevno) dovodi do smanjenja rizika

razvitka bolesti srca (ako se konzumiraju unutar prehrane s niskim udijelom zasi¢enih masti).

2.4.2 Antikacerogena svojstva fitosterola

Fitosteroli inhibiraju razvoj razliCitih vrsta karcinoma inhibicijom rasta i promicanjem apoptoze
njihovih stanica te aktivacijom enzima kaspaze. Povecana aktivnost enzima kaspaze moze se
pripisati Cinjenici da ugradnija fitosterola u stanicne membrane rezultira promjenama u njihovoj
strukturi i funkciji Sto dovodi do povecanja aktivnosti proteina uklju¢enih u izvanstanicne i
unutarstani¢ne putove transdukcije signala kojima se aktiviraju kaspazni enzimi. Fitosteroli
takoder inhibiraju razvoj raka snizavanjem kolesterola u krvi ¢ime se posljedicno smanjuje
koncentracije kolesterola u lipidnim slojevima stanicnih membrana. Ove cinjenice potvrduju
antikarcinogeno djelovanje fitosterola i stoga se preporucuje njihova konzumacija u svrhu
prevencije i lijeCenja raka (Woyengo i sur., 2009). Mendilaharsu i sur. (1998) proveli su studiju
na 463 sudionika kojima je recentno dijagnosticiran rak plué¢a prvog stupnja. Tijekom 3 godine
promatrani su utjecaji konzumacije fitosterola na razvitak raka plu¢a. Konzumiranje fitosterola
dovelo je do smanjenja rizika razvijanja raka za oko 50%. De Stefani i sur. (2000) istrazivali su
uinke unosa biljnog sterola na prevalenciju karcinoma Zeluca kod 120 pacijenata kojima je
potvrden rak zeluca. Rezultati su pokazali obrnuto proporcionalnu vezu izmedu ukupnog unosa
fitosterola i raka Zeluca. McCann i sur. (2003), proveli su istraZivanje na pacijentima s potvrdenim
karcinomom jajnika. Utvrden je smanjeni rizik od razvoja raka jajnika kod pacijentica koje su
unosile vece dnevne koli¢ine stigmasterola (> 23 mg) u usporedbi s skupinom pacijentica koje su
unosile manju koli¢inu istog biljnog sterola (< 12 mg). Medutim, Normen i sur. (2001), proveli su
studiju u Nizozemskoj na 3123 ispitanika s rizikom od raka debelog crijeva i rektuma. Uoceno je
da nema veze izmedu unosa fitosterola i smanjenog rizika od raka debelog crijeva i rektuma
nakon 6 godina pracenja. Nedostatak ucinka fitosterola na rizik od raka debelog crijeva /in vivo
moZe se pripisati njegovom inhibicijskom ucinkm na apsorpciju kolesterola u tankom crijevu, Sto
je rezultiralo povecanim protokom kolesterola u debelo crijevo, gdje moze izazvati i promovirati

razvoj raka.

2.5 FITOTERAPIJA BENIGNE HIPERPLAZIJE PROSTATE



Suplementacija fitosterolima pokazala se korisnom u tretiranju benigne hiperplazije prostate
(BHP). BHP je vrlo Cesta bolest kod starijih muskaraca, a vjerojatnost za razvitak raste sa
starenjem. Odredeni stupanj BHP prisutan je u 40% 50-godiSnjaka, a ta se brojka povecava na
80% kod muskaraca u dobi od 70 godina. Simptomatski BHP uzrokovan je povecanjem prostate
i povecanim tonusom glatkih miSi¢a prostate Sto dovodi do otezanog protoka mokrace.
Patogeneza BHP nije joS do kraja razjasnjena no vjerojatni uzrok stanic¢ne proliferacije su dob i s
time povezane hormonske promjene. BHP takoder moze bit uzrokovana ili pogorsana kroni¢nim
upalama i oksidativnim stresom, pa stoga prehrambeni ¢imbenici kao Sto su omega-3-masne
kiseline, polinezasi¢ene masti i antioksidanti mogu utjecati na smanjenje rizika razvitka BHP
(Kristal i sur., 2008). Lijekovi propisani za lije¢enje ukljuCuju alfa-blokatore, inhibitore 5-alfa-
reduktaze i biljne pripravke. Suplementacija fitosterolima pokazala se korisnom u tretiranju BPH.
Wilt i sur. (1999) proveli su studiju Ciji su rezultati pokazali da oralna konzumacija malih doza (60-
130 mg/dan) B-sitosterola u periodu od 4 do 26 tjedana poboljSava klini¢ke simptome BHP (brzinu
protoka i zaostatak mokraée) bez smanjivanja veli¢ine prostate. Studija koju su proveli Berges i
sur. (2000) pokazala je da su korisni ucinci B-sitosterola u dozi od 60 mg/dan odrzavani u
razdoblju od 18 mjeseci. Ova ucinkovitost u poboljSanju simptomatologija BHP vrijedna je paznje
zbog male doze B-sitosterola koriStene u studiji (u odnosu na uobicajeni prehrambeni unos
fitosterola od 150-400 mg/dan). Mehanizmi odgovorni za korisne ucinke fitosterola na BHP ostaju
nejasni, no prepostavka je da su povezani s izmijenjenim metabolizmom testosterona prilikom

njihove konzumacije.

Postoje brojne biljke koje imaju blagotvoran utjecaj na BHP iako mehanizmi djelovanja joS nisu
dobro poznati. Aktivni sastojci nekih od tih biljaka su poznati i mogu se koristiti kao komponente
za razvoj novih ucinkovitih i sigurnih lijekova. Ljekovite biljke Ciji se ekstrakti najcesce koriste kod
fitoterapijekog lijeCenja BHP su: sabal palma (Serenoa repens), africka Sljiva (Pygeum africanum)
te kopriva (Urtica dioica L.). Biljke koje se rijede primjenjuju su: bundeva (Cucurbita pepo L.),
vrbovica (Epilobium spp. L.), raz (Secale cereale L.), africki krumpir (Hypoxis rooperi), kraljevska
palma (Roystonea regia), primorski bor (Pinus pinaster) te rajica (Lycopersicon esculentum)
(Allkanjari i Vitalone, 2015). Korijen koprive, plod sabal palme i list vrbovice bili su predmet

istrazivanja ovog rada te su podrobnije opisani u natavku.

Ekstrakt korijena koprive vrlo je Cest sastojak pripravaka za lje¢enje BHP-a dok se svjezi i osuseni
djelovi biljke koriste u druge svrhe (bolovi u zglobovima, infekcije mokra¢nog sustava). Kopriva



se takozder koristi za vanjsku upotrebu, kao sastojak Sampona protiv gubitka kose, seboreje i
peruti vlasista. Ekstrakti korijena sadrze mjeSavinu spojeva topljivih u vodi i alkoholu dok se
postupci ekstrakcije ovisni o proizvodacu. Predlozeni mehanizmi djelovanja ekstrakta baziraju se
na inhibiciji faktora rasta prostate, ukljuCuju¢i i inhibiciju konverzije testosterona u
dihidrostersteron, antiproliferativno i protuupalno djelovanje te inhibiciju SHBG (eng. Sex
Hormone Binding Globulin, glavni transportni protein za estrogene i androgene u perifernoj krvi).

Fitosteroli, lignani, polisaharidi i lektin UDA smatraju se glavnim aktivnim tvarima korijena koprive.

Inhibitori aromataze koriste se u lijeCenju BHP-a za sprjeCavanje porasta estrogena kod
muskaraca tijekom starenja i posljedicnog povecanja prostate. Testosteron, njegov metabolit
dihidrotestosteron (DHT) i estrogen su hormoni povezani s boleS¢u prostate. Testosteron se
konvertira do estrogena posredovanjem enzima aromataze. Razine aromataze povecavaju se
starenjem, a razina testosterona opada (viSe razine aromataze pretvaraju testosteron u estrogen),
a posljedi¢no dolazi do povecanja prostate. Korijen koprive u svom sastavu sadrzi 9-hidroksi-10-
trans-12-cis-oktadekadiensku kiselinu koja inhibira aromatazu u tkivu prostate (Kraus i sur.,
1991). Vaznost lignana iz korijena koprive (npr. 3,4-divanilliltetrahidrofurana) u lije¢enju benigne
hiperplazije prostate posljedica je interferencije kod vezanja globulina koji veze spolne hormone
(SHBG) na testosteron, testosteronski receptor te SHBG-receptor (Schottner i sur., 1997; Hryb i
sur., 1995). Protein UDA (Urtica dioica aglutinin) je lektin otporan na toplinu i kiseline koji se
nalazi u korijenu koprive. UDA antagonizira receptor za epidermalni faktor rasta koji moze biti od
koristi kod ometanja patogeneze BHP (Wagner i sur., 1995). Hirano i sur. (1994) ispitivali su
ucinke ekstrakata korijena koprive na Na*, K *— ATP-azu tkiva kod BHP. Rezultati su pokazali da
hidrofobni sastojci, poput steroida iz korijena koprive inhibiraju membransku Na*, K *— ATP-aznu

aktivnost u prostati, Sto posljedicno moze suzbiti metabolizam i rast stanica i prostate.

Najcesce koristeni fitoterapijski ekstrakt kod lijéenju BHP je ekstrakt osusenog, zrelog ploda
americke, patuljaste sabal palme (Sabal serrulata). Ljekovitost sabal palme za ublazavanje
oticanja prostate poznata je joS od pocetka 19.-og stolje¢a. Mehanizam djelovanja ekstrakta bio
je predmet istrazivanja nekoliko /n vitro i indirektnih in vivo studija, no nije joS definiran.
Predlozeni mehanizmi ukljuuju promjene u metabolizmu kolesterola i antiestrogena,
antiandrogenski (aktivnost inhibitora 5-alfa-reduktaze) i protuupalni ucinak kao i smanjenje
dostupnih spolnih hormona koji vezu globulin (Wilt i sur., 2000). Lipidni ekstrakt ploda sabal
palme sadrzi kompleksnu smjesu dugolancanih alkohola, masnih kiselina i nijhovih glicerida
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(kaprilna, miristinska, laurinska, stearinska, palmitinska, linolna kiselina), fitosterola (B-sitosterol,
B-sitosterol-3-O-glukozid, [-sitosterol-3-O-diglukozid, kampestrol, cikloartenol), flavonoida,
ugljikohidrata, tanina, pigmenata i organskih kiselina. Smatra se da su fitosteroli i slobodne masne
kiseline glavni farmakoloski aktivni sastojci ekstrakta (Allkanjari i Vitalone, 2015). Analizom
podataka iz 18 provedenih studija u kojima je sudjelovalo preko 3000 muskaraca proizaslo je
sljedece: (1) u usporedbi s placebom, ekstrakt sabal palme poboljSao je simptome bolesti
urinarnog trakta za 28%, nokturije za 25%, prosjecnog protoka urina za 28% i zaostalog
volumena urina za 43% (Wilt i sur., 2000), (2) rezultati provedenih studija ukazuju da ekstrakt
sabal palme pruza umjereno poboljSanje simptoma bolesti urinarnog trakta, (3) smanjuje
prisutnost nuspojava i cijenovno je pristupacniji u usporedbi finasteridom (inhibitor testosteron
5-alfa-reduktaze, koristi se u lje¢enju BHP). Carbin i sur. (1990.) objavili su studiju usmjerenu na
procjenu ucinovitosti pripravka Curbicina koji je sadrzavao kombinaciju ekstrakta bucinih sjemenki
i ekstrakta sabal palme. U usporedbi s placebom (11%), Curbicin je poboljSao simptome urinarnog

trakta za 85%, zaostali urin smanjio za 31 % (placebo 6,5%).

Vrbovica ima protuupalni i terapeutski ucinak te se koristi u lijeCenju benigne hiperplazije prostate
kao i za prevenciju raka prostate. Predlozeni su brojni mehanizmi djelovanja ukljucujuci
antiandrogeno djelovanje, protuupalni ucinak i inhibitorno djelovanje aromataze i tipa-2-
izoenzima 5-alfa reduktaze. Farmakoloske studije su kao glavnu tvar odgovornu za ovo djelovanje
identificirale oenotein B (inhibitor 5a-reduktaze ), prisutan u svim vrstama roda Epilobium.
Pokazalo se da oenotein B ima antivirusno i antikancerogeno djelovanje (Rogers 2014). Vrbovica
je takoder bogata flavonoidima (miricitrin, izokvercitrin, kvercitrin, guaiaverin, glukuronid) te

steroliima (B-sitosterol i njegovi esteri) (Allkanjari i Vitalone, 2015).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 MATERIJALI

Prah rizoma koprive

Za istrazivanje koristeni su rizomi koprive pulverizirani mlincem (slika 6). Rizomi koprive izvadeni
su sa lokacija u Istri: Porec-1, Limski zaljev-2, Bale-3, Vodnjan-4 i Muntrilj-5 tijekom jeseni 2019.

godine.

Date:

: e :
énts; N
301 wig, AlreMt Ko faive - Tovict T

“ade

Slika 6. Rizomi koprive (vlastita fotografija)

Prah lista vrbovice

Za istrazivanje koristeni su listovi vrbovice pulverizirani mlincem (SUBAN, Samobor, 2019).

Ekstrakt ploda sabal palme

Za istrazivanje koristen je ekstrat ploda sabal palme (Serenoa repens) izdvojen iz jedne meke
kapsule biljnog lijeka Prostamol uno (Proizvodac: Berlin-Chemie AG, Glienicker Weg 125, 12489
Berlin, Njemacka).
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Aparatura I pribor:

O

O

Analiticka vaga (KERN ALS 220-4N, Balingen, Njemacka)
Tikvice s ravnim dnom (25 mL)

Tikvice s okruglim dnom (25 mL i 50 ml)

Povratno zracno hladilo

Plinski plamenik

Graduirane pipete (5 mL)

Kolona za kromatografiju sa sinterom na dnu

Stakleni Stapic¢

Laboratorijske ¢ase (50 mL)

Menzure (50 mL)

Rotacijski vakuum-otparivac (Heidolph, Schwabach, Njemacka)
Mikropipeta

Razvijajuée kadice za TLC

Metalna Spatula

Filter-papir (Whatman filter papir, veli¢ina pora 125 mm)
Stakleni lijevak

Susionik (INKO d.o.o0., Zagreb, Hrvatska)

Eksikator sa silikagelom i indikatorom zasicenosti
Spremnik s dusikom

Vijalice s insertom

Uredaj za plinsku kromatografiju, Agilent Technologies 6890N Network GC System
(Santa Clara, SAD)

e Maseni detektor tipa Agilent Technologies 5973 inert Mass Selective Detector

e Kapilarna kolona Agilent DB-17MS (30 m x 0,32 mm x 0,25 pym)
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Reagensi:

O

Kalijev hidroksid KOH (0,5 mol L)- otopiti 3 g KOH u 5 mL vode i razrijediti u 100 mL 95
%-tnog etanola (V V1)

Interni standard, a-kolestanol (1,0 mg mL* u 95 %-tnom etanolu (V V1))

Etanol 95% (V V1), Kefo (Sisak, Hrvatska)

Aluminijev oksid (0,063 mm — 0,200 mm; udio vode 0 %)

Dietil-eter, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)

Silikagel ploce za tankoslojnu kromatografiju (TLC) (Silikagel F2s4, Macherey-Nagel, GmbH,
Co. KG)

Mobilna faza (TLC) — heksan/dietil eter (1:1, V V1)

Heksan, Kemika d.d. (Zagreb, Hrvatska)

Otopina standarda za TLC (1,0 mg mL™! kolestanola u acetonu i 1,0 mg mL* kolesterola u
acetonu)

Aceton, Gram-Mol (Zagreb, Hrvatska)

Metanol, Kefo (Sisak, Hrvatska)

Sililirajudi reagens [sastoji se od piridina, heksametildisilazana i trimetilklorsilana u omjeru
5:2:1 (V ViV
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3.2. METODE

3.2.1 Ekstrakcija lipida

Prije ekstrakcije rizome koprive i listove vrbovice bilo je potrebno usitniti mlincem do forme praha.
5 g praha odvagano je u dvije plasti¢ne graduirane epruvete nakon ¢ega je uzorcima dodano 40
ml ekstrakcijskog otapala heksana. Uzorci su 30 minuta izmuckavani na tresilici te u sliedecem
koraku centifugirani 10 minuta pri 5000 o/min. Supernatant je filtriran kroz filter-papir u tikvicu
sa okruglim dnom (100 mL) te uparavan na rotavaporu (60°C). Opisani postupak ponovljen je sa
zaostalim talogom u plasti¢noj epruveti. Tako dobiveni lipidni ekstrakt propuhan je strujom dusika

te izvagan.

3.2.2. Odredivanje udjela i sastava sterola

Princip odredivanja:

Za odredivanje udjela i sastava sterola u uzorcima nepolarne frakcije koprive, vrbovice i sabal
palme koriStena je metoda HRN EN ISO 12228-1:2014. Metoda se temelji na saponifikaciji uzorka,
kojemu je dodan a-kolestanol kao unutarnji standard, u prisutnosti etanolne otopine KOH.
Neosapunjiva frakcija ispire se dietil-eterom sa kolone ispunjene aluminijevim oksidom kao
stacionarnom fazom. Aluminijev oksid zadrZava anione masnih kiselina, a propusta negliceridne
komponente. Potom se iz neosapunjive frakcije se tankoslojnom kromatografijom na bazicnom
silikagelu izdvaja sterolna frakcija. Sterolna frakcija prevodi se u trimetilsililestere te analizira

plinskim kromatografom s masenim detektorom.
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3.2.2.1 Priprema neosapunjive frakcije

Lipidnom ekstraktu, dobivenom ekstrakcijom s heksanom, dodan je 1,0 mL prethodno
pripremljenog internog standarda (etanolna otopina a-kolestanola), 5,0 mL otopine KOH (c= 0,5
molL!) te 2-3 kuglice za vrenje. Tikvica se spoji na povratno zrac¢no hladilo i zagrijava na
plameniku preko azbestne mrezice do vrenja. Nakon 15 minuta zagrijavanja pri temperaturi

vrelista, u tikvicu se doda 5,0 mL etanola te se sadrzaj ohladi do sobne temperature.
Priprema kolone za kromatografiju u stupcu:

Kolona za kromatografiju dugacka je 25 cm, ima unutarnji promjer 1,5 cm te sinter na dnu kolone.
Na dno kolone stavi se vata i doda se malo etanola, kako bi vata Sto bolje prionula uz sinter.
Pomocu staklenog Stapica istisne se zrak, kako ne bi zaostao u vati. Kolona se pri¢vrsti za metalni
stalak. Odvaze se 10 g aluminijevog oksida koji se uz 20 mL etanola kvantitativho prenese u
kolonu za kromatografiju. Punjenje kolone potrebno je provesti paZljivo kako bi se izbjegle
moguce pukotine u stupcu aluminijevog oksida. ViSak etanola ispusti se iz kolone tako da nivo

etanola bude za pola centimetra iznad nivoa stupca aluminijevog oksida.

3.2.2.2. Ekstrakcija neosapunjive frakcije kromatografijom u stupcu

Pomocu pipete od 5 mL, ohladeni uzorak prebaci se u pripremljenu kolonu s aluminijevim
oksidom. Euliranje zapocinje prvo s 5 ml etanola pa 30 ml dietil etera (10ml za ispiranje tikvice i
10+10 ml direktno u kolonu). Protok eluensa treba odrzavati na oko 2 mL min't. Neosapunjiva
frakcija skuplja se u tikvicu s okruglim dnom od 50 mL. Dobiveni eluat upari se do suhog na

rotacijskom uarivacu pri vakumu i temperaturi 40°C oko 10 min kako bi se uklonila otapala.
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3.2.2.3 Izdvajanje sterola iz neosapunjive frakcije tankoslojnom kromatografijom

Steroli se od neosapunjive lipidne frakcije odvajaju pomocu tankoslojne kromatografije (TLC).
Uzorak neosapunjive frakcije otopi se u 0,5 mL dietil-etera, te se nanosi mikropipetom na TLC-
plocu sa silikagelom (veli¢ine 20 x 20 cm, debljine 0,25 mm) u ravnoj liniji, 2 cm od donjeg ruba
ploce. Potom se sa joS 0,5 mL dietil etera isperu stijenke tikvice te se uzorak ponovno nanosi. Na
istoj se visini ispred ove linije nanesu 2-3 L referentne otopine a-kolesterola te a-kolestanola s
ciliem identifikacije sterola nakon sto se razvije kromatogram. TLC-ploca se postavi u kadicu koja
sadrzi 100 ml eluensa, u ovom slucaju smjese heksan/dietil-eter te se zatvori poklopcem.
Kromatogram se razvija pri sobnoj temperaturi, do trenutka kada linija otapala dosegne visinu od
1 cm ispod gornjeg ruba ploce (oko sat i pol). Nakon toga ploca se susi u digestoru. Osusena
plo¢a ravnomjerno se poprska metanolom dok se ne pojave zone sterola. Zone se oznace (2 mm
iznad i 4 mm ispod vidljivog traga), ostruzu metalnom Spatulicom i kvantitativno prenesu u
laboratorijsku ¢asu. Radi kvantitativnog prenoSenja silikagela dodaje se 0,5 mL 95% otopine
etanola i prenese u lijevak s filter-papirom, a sterolna frakcija se izdvoji ispiranjem u tri navrata
s po 5 mL dietil etera. Sterolna frakcija skuplja se u tikvicu od 50 mL s okruglim dnom. Ekstrakt
se uarava na rotacijskom uarivacu do volumena od 1 mL na temperaturi od 40° C. Koncentrat se
mikropipetom prenese u epruvetu, a stijenke tikvice isperu se sa joS 1 ml dietil-etera. Epruveta

se propuhuje strujom dusika do suhog ostatka koji predstavlja sterolnu frakciju.
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Slika 7. Izdvajanje sterolne frakcije tankoslojnom kromatografijom (vlastita fotografija).

3.2.2.4. Priprema trimetilsililetera

U epruvetu sa sterolnom frakcijom doda se 100 JL reagensa za sililiranje, nakon ¢ega se epruveta
dobro zacepi i stavi u susionik na temperaturu od 105 + 3°C na 15 min. Nakon susenja, sadrzaj
u epruveti ohladi se u eksikatoru te se prebaci u vijalice od 2 mL s insertom od 100 pL. Bistra

otopina injektira se u kolonu plinskog kromatografa.

3.2.2.5. Analiza sastava sterola plinskom kromatografijom

Pripremljen uzorak analizira se na plinskom kromatografu Agilent Technologies 6890N Network
GC System (Santa Clara, SAD). Kromatograf je opremljen sa sustavom za injektiranje uzoraka i
masenim detektorom tipa Agilent Technologies 5973 inert Mass Selective Detector koji je preko
kanala spojen na racunalo. U kompjuterskom sustavu zadani su uvjeti analize: temperatura

kolone, temperatura detektora, temperatura injektora, protok plina nositelja i koli¢ina uzorka.

18



Prilikom analize koristila se kapilarna kolona Agilent DB-17MS (30 m x 0,32 mm x 0,25 um), a
koli¢ina injektiranog uzorka bila je 1 pL. Temperatura injektora iznosila je 290°C, a temperatura
kolone je programirana tako da raste 6°C min' od 180 do 270°C pri ¢emu se maksimalna
temperatura zadrzava 30 min. Temperatura detektora iznosi 280°C. Kao plin nositelj koristio se
helij, a kroz cijelo vrijeme trajanja analize njegov je protok bio konstantan te je iznosio 1,5 mL
min, uz Split 13,3:1. Analiza je provedena u minimalno 4 paralelna odredivanja, a rezultati su

prikazani kao njihova srednja vrijednost.

Identifikacija sterola provedena je usporedbom retencijskih vremena analiziranih uzoraka s
vremenima zadrZavanja komercijalno dostupnih standardnih smjesa sterola poznatog sastava
analiziranih pod jednakim uvjetima i putem literature te potvrdena GC-MS s NIST bazom
podataka. Kvantitativni sastav sterola odreduje se metodom normizacije povrsine ispod pikova.
Iz dobivenih vrijednosti racuna se pojedinacni udio sterola koji se izraZzava kao % od ukupnih

sterola.

Udio ukupnih sterola izrazen je u mg kg i izracunat je prema formuli [1]:

_ .. 4,-1000
Ukupni steroli = &=———
gdje je:

As = povrsina svakog pojedinacnog pika sterola

Aq = povrsina ispod pika a-kolestanola

m = masa uzorka ulja (g)

Udjel pojedinacnih sterola izrazen je kao % od ukupnih sterola te je izracunat po formuli [2]:

A-100%

24 [

% od ukupnih sterola =

gdje je:
A = povrsina ispod pika odredenog sterola (mg kg-1)
A = povrsina ispod pika svakog pojedinacnog sterola
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4.REZULTATI I RASPRAVA

4.1. REZULTATI STATISTICKE ANALIZE

U ovom radu, analiziran je sadrzaj fitosterola korijena koprive (sakupljenih s vise razlicitih
lokacija), listu vrbovice i ekstraktu sabal palme. Detektirano je deset fitosterola: kampesterol,
kampestanol, stigmasterol, B-sitosterol, A5-avenasterol, lanosterol, cikloartenol, 24-metilen-

cikloartenol, etilkolestenol i citrostadienol.

Za statisticku obradu podataka koristen je programski sustav Statistica 10.0 (StatSoft, Inc., Tulsa,
SAD). Uzorci su usporedeni jednosmjernom analizom varijance (one-way ANOVA), a marginalni
prosjeci usporedeni su s Tukey HSD testom. Statisticki znacajna razlika razmatrana je na razini

p<0,05 (95 %-tni interval pouzdanosti).

Tablica 1. Ukupni steroli u korijenu samonikle koprive (Pore¢-1, Limski zaljev-2, Bale-3, Vodnjan-

4, Muntrilj-5), listu vrbovice-6, te u plodu sabal palme-7

Ukupni steroli Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosttstandardna
Uzorak (g/kg) devijacija. Srednje vrijednosti unutar kolone oznacene
1 0,62+0,00? razliCitim slovima medusobno se statisticki razlikuju na
2 0,77+0,00° p<0,05.
3 0,87+0,00¢
4 0,95+0,00¢
5 0,86+0,00¢
6 1,15+0,01¢
7 4,84+0,01f
Prosje¢na
vrijednost L4
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Tablica 2. Sastav sterola u rizomu samonikle koprive s razliitih lokacija na podrucju RH (Porec-1, Limski zaljev-2, Bale-3, Vodnjan-4,

Muntrilj-5), listu vrbovice-6 i plodu sabal palme-7

Uzorak Kampesterol |Kampestanol |Stigmasterol | B-sitosterol avenAaii-:eroI Lanosterol |Cikloartenol Cﬁ:::i:f:l Etilkolestenol |Citrostadienol
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 11,23+0,02° |11,72+0,04° | 0,58+0,01° |69,64+0,22° | 0,44+0,01° |1,03+0,01 |1,15+0,02¢ |0,37+0,28° | 0,59+0,00° 3,25+0,05¢
2 12,30+0,04°¢ | 0,53+0,03° | 1,7240,03¢ | 78,62+0,10° | 0,36+0,00° | 1,64+0,00° |1,64+0,00° |1,03+0,00° | 0,45+0,02° 1,72+0,04°
3 14,04+0,00° | 0,56+0,01° | 2,17+0,01¢ | 75,54+0,03° | 0,30+0,01° |0,83+0,01" |0,56+0,02° |0,36+0,01° | 1,62+0,01° | 4,03+0,03f
4 12,30+0,01°¢ | 0,36+0,00° | 2,48+0,00° |81,10+0,01°¢ | 0,35+0,00° | 0,69+0,00° |0,14+0,01* [0,09+0,00? | 0,21+0,01° 2,28+0,01°¢
5 13,05+0,03¢ | 0,57+0,00° |2,18+0,00¢ |77,43+0,22¢ | 0,59+0,00° | 1,15+0,00° |0,83+0,01¢ |0,97+0,03° | 0,44+0,30° | 2,79+0,02¢
6 2,72+0,05% | 0,05+0,01* | 0,23+0,00° |68,28+0,86° |1,30+0,04¢ | 1,61+0,17¢ |2,10+0,15" |1,91+0,11° | 21,52+0,38° | 0,29+0,07°
7 17,46+0,02" | 0,86+0,16° | 7,50+0,02" |54,05+0,09° |2,34+0,01° | 0,00+0,00° |8,39+0,04¢ |2,87+0,12¢ | 0,00+0,00* | 6,53+0,218
Prosjecna ) g7 2,09 2,41 72,10 0,81 0,99 2,12 1,09 3,55 2,98
vrijednost

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosttstandardna devijacija.
Srednje vrijednosti unutar kolone oznacene razli¢itim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p<0,05
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4.2.RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je istraziti sastav fitosterola u uzorcima korijena samonikle koprive, ubrane na
viSe lokacija na podrucju Republike Hrvatske, te im usporediti sastav s vrbovicom i sabal palmom.
Fitosteroli, Cija je prisutnost istrazivana u ovom radu su: kampesterol, kampestanol, stigmasterol,
B-sitosterol, A5-avenasterol, lanosterol, cikloartenol, 24-metilencikloartenol, etilkolestenol i
citrostadienol. Udio pojedinih spojeva u uzorcima korijena koprive statisticki se znacajno razlikuje
(p<0,05). Prema dobivenim podacima najzastupljeniji fitosterol izolian iz analiziranih uzoraka je
B-sitosterol. U uzoraku koprive Vodnjan-4 detektirane su najviSe koncentracije B-sitosterola
(81,10+0,01%%), a najmanje kod uzorka Pore¢-1 (69,64+0,22°%). Razlike u detektiranim
udijelima sterola u korijenu koprive posljedica su razli¢itih lokacija njihovog sakupljanja, odnosno
specificnih vanjskih ¢imbenika stanista kao Sto su klimatski uvijeti i vrsta tla te nacin ekstrakcije.
U uzorku sabal palme udio B-sitosterola bio je 54,05+0,09°%, a kod vrbovice 68,28+0,86°%, Sto
je neSto manje u odnosu na uzorke koprive. Ham i sur. (2002) su u ekstraktu sabal palme
detektirali 59,4% [-sitosterola. Miller i Bracher (2015) odredivali su sastav fitosterola u
medicinskim preparatima koristenim u lijecenju BHP (bucine sjemenke, sabal palma i kopriva) te
su takoder utvrdili kvantitativnu dominaciju B-sitosterola u istrazivanim uzorcima. Hornik i sur.
(2013) odredivali su HPLC-NMR metodom [-sitosterol u korijenu koprive, te su detektirali 81%
istog fitosterola u uzorku. Prethodna istrazivanja pokazala su da B-sitosterol i njegovi analozi
imaju veliki potencijal u lije¢enju mnogih bolesti kao Sto je BHP i poviSeni kolesterol. Osim toga
pokazuje destruktivno djelovanje na tripanosome i larve, a Kkoristi se i kao agens za neutralizaciju

otrova zmija (Saeidnia i sur., 2014).

Kampesterol je drugi fitosterol po zastupljenosti u istrazivanim uzorcima, a najveca koncentracije
detektirana je u ekstraktu sabal palme (17,46+0,027%). Korijen koprive takoder sadrZi
kampesterol u znatnoj koli¢ini. NajviSi udio detektiran je kod uzorka Bale-3 (14,04+0,00° %), a
najmanji kod uzorka Porec¢-1 (11,23+0,02°%). Kod lista vrbovice, prisutnost kampesterola je

znatno manja (2,72+0,052 %) u odnosu na koprivu i sabal palmu.

Ostali fitosterol, obuhvaceni ovim istrazivanjem, prisutni su u znatno manjim koncentracijama u
uzorcima, u odnosu na kampesterol i B-sitosterol. Kampestanol je prisutan u vrlo niskim
koncentracijama u svim obradenim uzorcima osim kod uzorka koprive Pore¢-1 (11,72+0,04¢ %).

U ostalim uzorcima koprive detektiran je znatno manji udio kampestanola, najmanje kod uzorka
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Vodnjan-4 (0,36+0,00°%), a najvisa izmjerena vrijednost, izuzev uzorka Porec-1, detektirana je
kod uzorka Muntrilj-5 (0,57+0,00°%). Kao Sto je ve¢ napomenuto, varijaciju u udijelu
kampestanola u korijenu koprive mozemo pripisati razli¢itim lokacijama sakupljanja korijena,
odnosno razli¢itim vanjskim uvjetima u kojima je rasla kopriva, vremenu berbe i nacinu
ekstrakcije. List vrbovice najsiromasniji je kampestanolom (0,05+0,012%) u odnosu na sabal
palmu (0,86+0,16°%) i koprivu.

Stigmasterol je najzastupljeniji u plodu sabal palme (7,50+0,02f %), a najmaje u listu vrbovice
(0,23+0,00% %). Koncentracija stigmasterola u uzorcima korijena koprive varira od 0,58+0,01° %

u uzorku Porec-1, do maksimalno 2,48+0,00°% u uzorku Vodnjan-4.

A5-avenasterola najviSe je detektirano u plodu sabal palme (2,34+0,01¢ %), dok je kod lista
vrbovice zabiljezen nesto nizi udio (1,300,049 %). Ovaj fitosterol najmanje je zastupljen u
korijenu koprive i to najmanje kod uzorka Bale-3 (0,300,012 %) , a najviSe kod uzorka Muntrilj-
5 (0,59+0,00%).

Lanosterol je prisutan u niskim koncentracijama u korijenu koprive. Najmanji udio detektiran je u
uzorku Vodnjan-4 (0,69+0,00°%), a najvisi u uzorku Limski zaljev-2 (1,64+0,00%%). U listu
vrbovice udio lanosterola je 1,61+0,17°%, dok u plodu sabal palme njegova prisutnost nije

detektirana.

Cikloartenol u najvecoj koncentraciji je prisutan u plodu sabal palme (8,39+0,049 %), list vrbovice
ga sadrzi u neSto manjem udjelu (2,10+0,15%) dok je korijen koprive najsiromasniji ovim
fitosterolom. Maksimalni udio cikloartenola u korijenu koprive zabiljezen je u uzorku Limski zaljev-
2 (1,64%0,00%%), a najmanji u uzorku Vodnjan-4 (0,14+0,012%).

24-metilen cikloartenol prisutan je u vrlo niskim koncentracijama u korijenu koprive. Najmaniji
udio detektiran je u uzorku Vodnjan-4 (0,09+0,00°%), najveéi kod uzorka Limski zaljev-2
(1,03+0,00°%). Kod lista vrbovice i ploda sabal pame, ovaj fitosterol je prisutan u nesto visoj
koncentraciji, u odnosu na korijen koprive. Kod vrbovice detektiran je udio 1,91+0,11%% 24-

metilen cikloartenola, a kod sabal palme 2,87+0,129%.

Etilkolestenol je u njvecoj koncentraciji detektiran u lilstu vrbovice (21,52+0,38° %). Niske

koncentracije ovog fitosterola detektirane su u korijenu koprive, najmanje kod uzorka Vodnjan-4
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(0,21£0,013%), a najvise kod uzorka Bale-3 (1,62+0,01°%). Kod ploda sabal palme etilkolestenol
nije detektiran.

Citrostadienol najzastupljeniji je u plodu sabal palme (6,53+£0,219%). U neSto manjim
koncentracijama je prisutan u uzorcima korijena koprive. U uzoraku Bale-3 detektirano je najvise
ovog fitosterola (4,03+0,03f%), a najmanje u uzorku Limski zaljev-2 (1,72+0,04*%). Varijacije u
udjelima fiosterola, u uzorcima korijena koprive, posljedica su ve¢ spomenutih ¢imbenika okolisa

i uvjeta rasta. List vrbovice ima najmanje koncentracije citrostadienola (0,29+0,072%).

Najveci udio ukupnih sterola zabiljeZen je u plodu sabal palme (4,84+0,01f g/kg). Ham i sur.
(2002.) su u uzorcima ekstrakta sabal palme detektirali 1,056 do 2,768 g/kg ukupnih sterola.
Razlike u vrijednostima mogu biti posljedica razlicitih ekstrakcijskih metoda i porijeklu ploda, vrsti
tla i klimatskim uvijeta sazrijevanja ploda. List vrbovice nesto je siromasniji ukupnim sterolima
(1,15+0,01¢ g/kg) dok je kod korijena koprive zabiljezen najmaniji udio ukupnih sterola. Kod
uzorka Porec-1, detektiran je najmaniji udio ukupnih sterola (0,62+0,00% g/kg), a najveci kod
uzorka Vodnjan-4 (0,95+0,00%/kg).
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5. ZAKLJUCAK

Na temeljurezultata provedenog istrazivanjamoze se zakljuciti sljedece:

1. Analizirani uzorci korijena koprive sakupljanih sa 5 lokacija na podrucju Istre pokazali su

statisticki znacajnu razliku u koli¢ini ukupnih i udjelu pojedinacnih sterola.

2. B-sitosterol najzastupljeniji je fitosterol obradenim uzorcima. U uzorku koprive Vodnjan-4,
detektirani su najvedi udjeli B-sitosterola (81,10+0,01 %). U uzorku ekstrakta sabal palme udio
B-sitosterola bio je 54,05+0,09 %, a kod vrbovice 68,28+0,86 %.

3. Najveca koncetracija ukupnih sterola, detektirana je u ekstraktu sabal palme (4,84+0,01 g/kg).
Kod lista vrbovice detektirano je 1,15+0,01 g/kg ukupnih sterola. Kod korijena koprive, zabiljezen
je najmanji udio ukupnih sterola. Najnize koncentracije zabiljezene su u uzorku Porec¢-1
(0,62+0,00 g/kg), a najveci kod uzorka Vodnjan-4 (0,95+0,00 g/kg).

4. Razlika ukupnih i pojedinacnih sterola iz korijena koprive moze se pripisati razlikama u vrsti tla

i klimatskim uvijetima stanista.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam
koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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