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Zadatak ovog diplomskog rada bio je

Prikupiti uzorke razli¢itih plodova roda Rosa

Pripraviti vodene ekstrakte primjenom ultrazvuka

U ekstraktima odrediti udio ukupnih fenola i fenolni profil HPLC metodom
Dobivene rezultate usporediti i donijeti zaklju¢ak o fenolnom sastavu ispitivanih

uzoraka te utjecaju klime i nadmorske visine na isti



SAZETAK

Moderan nacin zivota povecava razinu oksidativnog stresa stoga brojne studije nastoje
prona¢i nove, prirodne supstance koje je lako unijeti u organizam i koje ¢e pomoci
ljudskom organizmu u borbi sa slobodnim radikalima. Upravo u te supstance ubrajamo
fenolne spojeve koje nalazimo u biljkama. U ovom radu je ispitan fenolni sastav plodova
roda Rosa. Analiza je provedena na Cetiri razli¢ita uzorka ploda vrste Rosa canina L. i
dva uzorka ploda Rosa hybrida spp. koriste¢i Folin-Ciocalteu metodu odredivanja
ukupnih fenola i tekué¢insku kromatografiju visoke djelotvornosti (High-performance
liquid chromatography, HPLC) metodu za odredivanje fenolnog profila. Rezultati
pokazuju visoki udio ukupnih fenola kod svih ispitanih uzoraka te je HPLC metodom
dokazano prisustvo fenolnih kiselina i flavonoida od kojih su najzastupljeniji galna i
protokatehinska kiselina te epikatehin i katehin. U vrstama Rosa hybrida spp. je dokazan

veéi udio fenolnih spojeva i bolji fenolni profil u usporedbi s Rosa canina vrstama.

Kljucéne rijeci: fenolni sastav, Rosa canina L., Rosa hybrida spp., HPLC



SUMMARY

Modern lifestyle increas oxidative stress level, therefore numerous studies try to find new,
natural substances that are easy to consume and help with free radicals. These substances
include phenolic compounds found in plants. This paper examine the phenolic
composition of Rosa fruits. The analysis was performed on four different fruit samples of
Rosa canina L. and two fruit samples Rosa hybrida spp. using the Folin-Ciocaltea method
for the determination of total phenols and the High-performance liquid chromatography
(HPLC) method for the determination of the phenolic profile. The results show a high
proportion of total phenols in all tested samples and the HPLC method proved the
presence of some phenolic acids and flavonoids, the most common of which were gallic
and protocatechinic acid, and epicatechin and catechin. Rosa hybrida spp. showed a
higher total phenolic content and a better phenolic profile compared to Rosa canina

species.

Key words: phenolic composition, Rosa canina L., Rosa hybrida spp., HPLC
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uvoD

Brojni pisani dokumenti pronadeni diljem svijeta govore o koristenju ljekovitog bilja od
davnina, a u Coloradu i Oregonu su pronadeni fosilni ostatci roda Rosa stari 31 milijuna
godina koji ukazuju na ¢injenicu kako je Covjek od davno spoznao vrijednost ovih
plodova u prehrani i u medicini. U pocetcima plodove ruze su sakupljali dok su se
razvitkom hortikulture sve vise kultivirali do danasnjeg dana kada postoji vise tisuca
vrsta iz roda Rosa, $to divljih $to kultiviranih. Rod Rosa se dijeli na 11 odjeljaka unutar
kojih se razlikuje oko 250 vrsta ruza. Jedna od poznatijih vrsta je Rosa canina L. ¢iji svi
dijelovi imaju dokazano biolosko djelovanje. [1]

Bas kao §to Covjek treba odredene vitamine, minerale i kemijske spojeve za normalno
funkcioniranje organizma, tako ih treba i biljka. Biljci su potrebni spojevi koji se nazivaju
fitokemikalije. Fitokemikalije obuhvacéaju nekoliko stotina bioloski aktivnih spojeva u
biljkama od kojih ¢ovjek ima brojne zdravstvene dobrobiti, stoga ne ¢udi ¢injenica da se
ljekovito bilje stolje¢ima koristi kod raznih zdravstvenih tegoba [2], bas kao i ono iz roda
Rosa. Vrste roda Rosa su poznate po brojnim pozitivnim bioloskim svojstvima
(antioksidativno, protuupalno, antimutageno, citotoksi¢no, ...) koja proizlaze iz sastava
bogatog vitaminom C i fenolnim komponentama.

Temeljem navedenog, cilj ovog diplomskog rada je bio usporediti udio ukupnih fenola i

fenolni profil ekstrakata plodova dviju vrsta iz roda Rosa.



1. OPCI DIO

1.1. Rod Rosa

Prve sistematike ruza nalaze se jo$ kod starih Rimljana i Grka i temeljile su se na
fenotopskim znaCajkama cvijeta. [3] lako danas ne postoji jedinstven Kriterij za
sistematizaciju ruza, uglavnom se koriste sistematizacije na osnovu fenotipskih svojstava
biljaka (npr. oblik i svojstva cvijeca, struktura cvjetova, boja i miris cvjetova, svojstva
cvjetanja, svojstva listova, visina biljke, oblik plodova, otpornost na mraz i dr.), prema

geografskom porijeklu (npr. indijske, europske) i genetskoj srodnosti. [4]

Tablica 1. Klasifikacija roda Rosa [1]

Carstvo Plantae (biljke)

Podcarstvo Tracheobionta (vaskularne biljke)

Odjeljak Magnoliophyta (Spermatophyta - sjemenjace)
Pododjeljak Magnoliophytina (Angiospermae — kritosjemenjace)
Razred Magnoliopsida (Dycotyledonae - dvosupnice)
Podrazred Rosidae

Red Rosales (ruzovke)

Porodica Rosaceae (ruze, ruzi¢njace)

Potporodica Rosoideae

Rod Rosa (ruza)

Porodica Rosaceae obuhvaéa oko 115 rodova i vise od 3 000 vrsta. Ona se dalje dijeli na
potporodice gdje je najvaznija potporodica Rosoidae unutar koje spada rod Rosa. Rod

Rosa je podijeljen u 11 odjeljaka koji obuhvac¢aju 100-250 vrsta.

Tablica 2. Razli¢iti broj vrsta unutar roda Rosa

Autor Broj vrsta Literatura
Kole 100 - 250 5
Werlemark i Nybom cca. 180 6
Beales cca. 140 7



Neke od vrsta koje nalazimo u rodu Rosa su Rosa abyssinica, Rosa acicularis, Rosa
agrestis, Rosa x alba, Rosa alpina, Rosa californica, Rosa canina, Rosa x centifolia,
Rosa cinnamomea, Rosa x damascena, Rosa gallica, Rosa majalis, Rosa moschata, Rosa
multiflora, Rosa pendulina, Rosa persica, Rosa rubiginosa, Rosa rubrifolia, Rosa rugosa
i druge. [8]

Za potrebe ovog rada odabrane su dvije vrste ruza, Rosa canina L. i Rosa hybrid spp.

1.1.1. Rosa canina L.

Rosa canina L. pripada rodu Rosa te je u narodu poznata kao divlja ruza, pasija ruza ili
Sipurak. U Hrvatskoj je zastupljeno oko desetak vrsta i krizanaca divlje odnosno pasije
ruze. Pasija ruZa je rasprostranjena po Europi, sjevernoj Africi i sjeverno-zapadnoj Aziji.
U Hrvatskoj se nalazi u gotovo svim krajevima, od rubova cesta i putova, preko livada,
pasnjaka i Suma pa sve do brdskih i planinskih podrucja (nalazimo je na preko 1 400
metara nadmorske visine (m.n.v.)). Zbog velike rasprostranjenosti spada u najraSirenije
samonikle pripadnike roda Rosa. [1]

Pasija ruza je trajnica grmolika izgleda, visine do 3 m. Korijenov sustav biljke je jak i
prodire duboko u tlo. [9] Izbojci su savijeni u lukove, vitki, goli sa slabo izraZzenim
nodijima, u pocetku tamno-zelene ili smede boje. Na stabljici nalazimo svinute trnove
koji su proSireni pri dnu [10] te podsjecaju na psece zube. [11] Kora stabljike je glatka te
moze biti tamno-zelene ili crvenkaste boje. Listovi su dugi 7-9 cm te naizmjeni¢no i
neparno perasti sastavljeni od 5-9 jajolikih, pilasto nazubljenih listi¢a koji su s donje
strane obrasli dla¢icama, dok su s gornje strane goli i sjajni. [12] Lisna peteljka je
bodljikava i sa zaliskom, a pri dnu peteljke prirasla su po 2 uska palisti¢a. [13] Pupovi su
sitni, rijetki, spiralno rasporedeni iznad oziljka otpalih listova. Lapovi su duZi od latica i
ostaju dugo uspravljeni nakon cvatnje. Cvjetovi su veliki, ruZiasto-bijeli njeznog i
ugodnog mirisa. Sadrze 5 latica, promjer im je 2-8 cm, a mogu stajati pojedinacno ili u
skupini. [14] Cvatu od svibnja do srpnja uz razvijanje intenzivnog mirisa. Kada se latice
osuse i otpadnu ostaje zeleni, mesnati ovoj, prepun sitnih svilenkastih dlacica i s tvrdim,
uglatim sjemenkama. To je nepravi plod — Sipak. [3] Plod je crvene boje, sjajan, duzine
oko 1,5-2 cm, jajolika oblika. [12] Sipak dozrijeva u rujnu i listopadu, a udio mesa u

plodu je oko 75%. [15] Berba zapoginje pri dozrijevanju plodova dok su jos tvrdi. Sto je



berba kasnije to moze doci do gubitka od 50% bioaktivnih spojeva unutar ploda [16] i
ujedno vitamina C. [1, 17]

Slika 1. Izgled Rosa canina L. [18]

1.1.2. Rosa hybrid spp.

Vrste koje nazivamo hibridima su se toliko izmijesale da je nemoguce fenotipski odrediti
njenu pravu vrstu i zato se nazivaju ,,hibridima®. Rosa hybrid spp. pripadaju rodu Rosa
te su nastale krizanjem Rosa canina L. i/ili nekom drugom samoniklom vrstom iz roda
Rosa. U takve vrste spadaju, ve¢inom, kultivirane vrste roda Rosa koje se uglavnom
nalaze u vrtovima, nasadima i raznim uzgajivackim mjestima. Kultivirane vrste roda
Rosa se zbog toga ne klasificiraju po latinskim imenima ve¢ po uzgojnim imenima.
Nalaze se u svim dijelovima svijeta pa tako i diljem Hrvatske. Jako su rasirene i nepoznat

je broj podvrsta unutar Rosa hybrida spp.



Kultivirane ruze su trajnice. Medusobno se razlikuju po visinama, od samo 30 cm pa do
5 m u oblicima grma, stabla, penjacica, pokrivacica te im boja cvjetova varira. Grada
korijena, stabljike, trnja, listova i lisne petlje je slicna kao 1 divljoj ruzi. Imaju sjajne
listove te ljeti i u jesen neprekidno cvatu. Takoder, kao kod pasije ruze, kada se latice
osuse i otpadnu ostaje zeleni, mesnati ovoj, prepun sitnih svilenkastih dlacica i s tvrdim,
uglatim sjemenkama kojeg nazivamo plod — Sipak. Plod kultivirane ruze je okruglog,
debeljuskastog oblika te je 2-3 puta veci od ploda pasije ruze. Dozrijeva kroz listopad i
studeni dok ne postane svijetlo-crven.

Rosa hybrid spp. se moze podijeliti u nekoliko skupina:

1. Floribunde

2. Cajevke ili tea hibridi

3. Poliante

4. Polianta hibridi

5. Mini ruze

6. Patio ruze

7. Grmolike ruze - vece su od ¢ajevki, spoj su viSe grupa ruza s jednostavnim ili punim
cvjetovima, a zbog svoje veli¢ine nisu prikladne za ukraSavanje cvjetnih gredica nego
rastu soliterno, poput ruze Alba, Centifolie, Damaskanske ruze, ruze Noisette, ruze
Rugosa.

8. Penjacice — to su kultivirane ¢ajevke ili floribunde, s krutim stabljikama, visine do 5
m, s poluispunjenim ili krupnim cvjetovima, viSekratne cvatnje. Pri¢vr§éene za potporanj
mogu se penjati, a koriste se za ograde, ukrasavanje zidova kuce, lukova.

9. Pokrivacice tla

10. Stablasice

Najcesc¢e kultivirane ruze su: Lavaglut, Don Juan, Tineke, Friesia, Parade, Elfe, Black
Magic, Marchenkonigen, Ingrid Bergman, Schwanense, Elina, Concerto, Moonstone,
Amadeus, Frau Karl Druschki, Bonica, Landora i mnoge druge.

Za potrebe ovog rada odabrana je jedna ruza iz skupine penjacica i jedna ruza koja ima

obiljeZja penjacice i grmolike ruze.



Slika 3. Ruza penjacica [19]



1.2. Kemijski sastav roda Rosa

Klasifikacija roda Rose, osobito unutar Rosa hybrida spp. vrsta, je otezana zbog slabo
istrazenog i ne standardiziranog sastava unutar kultiviranih vrsta ruza. Nasuprot tome,
Rosa canina i njene podvrste su dosta istrazene i njihov kemijski sastav prikazan je u

tablici 3, dok je sastav kultiviranih vrsta sli¢an uz mala odstupanja.

Tablica 3. Kemijski sastav ploda Rosa canina L. [1, 20]

Kemijska komponenta % sastojka na 100 g ploda
Bjelancevine 3,6
Ugljikohidrati 22
Masti 0,7
Organske kiseline 1-2
Eteri¢na (esencijalna) ulja 0,038
Voda 22,8 -38,0
Pepeo 2,4

Sjemenka unutar ploda sadrzi 6,9-8,6% bjelancevina i ulja (nezasi¢ene masne kiseline).
[1] Najzastupljeniji ugljikohidrati su invertni Secer 10,0-13,7%, saharoza 0,6-2,4% i
pektin 11%. [21, 22] Od masti uglavnom nalazimo nezasi¢ene masne kiseline od kojih
na esencijalne masne kiseline otpada oko 56,5%. [23] U njih spada alfa linolenska sa
40,5% [23] i linolna sa 16% [23], ali i laurinska i palmitinska kiselina. [24]
Najzastupljenije organske kiseline su jabu¢na i limunska kiselina. Uz navedene spojeve
plod pasije ruze sadrzi minerale (tablica 4), vitamine (tablica 5), fenole, antocijane [25],
flavonoide [26], karotenoide [26, 27] i tanine [1].



Tablica 4. Koli¢ine minerala u plodu pasje ruze [23]

Minerali mg/100 g ploda
Fosfor 61

Kalij 429
Kalcij 169
Magnezij 69
Zeljezo 1,06
Bakar 0,113
Cink 0,25
Mangan 1,02
Natrij 4

Tablica 5. Koli¢ine vitamina u plodu pasje ruze [23]

Vitamini mg/100 g ploda
apg/100 g ploda*
Vitamin C 426
Vitamin B1 0,016
Vitamin B2 0,166
Vitamin E 5,84
Vitamin K 25,9*%

1.2.1. Vitamin C

Vitamin C je najzastupljeniji vitamin u plodu pasije ruze te ujedno ima znacajnu ulogu
za dobrobit ljudskog organizma. 1z prethodne tablice moze se uociti da vitamina C, na
100 g ploda, ima 426 mg, dok su Demir i Ozcan (2001) prikazali da se on moze nalaziti
i u koli¢inama do 1 700 mg na 100 g svjeze mase ploda. Ercisli i Guleryuz (2005) su
potvrdili da je svjeZi plod ruze najbogatiji vitaminom C, ali da njegova zastupljenost
varira te ovisi o nizu ¢imbenika kao $to su dio biljke odnosno dio ploda, zatim kvaliteta
zemljista, klima, stupanj zrelosti i stadij razvitka ploda. [29] Georgieva i sur. (2014) isticu
da kozica ploda sadrzi najveci udio vitamina C, ¢ak i do 2 200 mg [30] dok je

koncentracija vitamina C u sjemenkama 6-7 puta manja, odnosno 306 mg na 100 g. [30]



Provedena istrazivanja (tablica 6) ukazuju kako su svjezi ruzini plodovi najbogatija
vocna vrsta po udjelu vitamina C [28] te u ovim plodovima moze biti ¢ak 6 puta visi

sadrzaj ove komponente u usporedbi s ostalim voénim vrstama. [31, 32]

Tablica 6. Udio vitamina C u vocu, povréu i plodu R. canina [22]

Vrsta biljke Vitamin C mg/100 g svjeZe tvari
Nektarina 37,4

Crni ribiz 125

Limun 60

List perSina 166

Paprika 128

Kelj pupcar 102

Plod R. canina 300-1450

1.2.2. Fenolni sastav

NajkoriStenija metoda za odredivanje ukupnog fenolnog sastava je spektrofotometrijska
Folin-Ciocalteau metoda. Demir i sur. (2014) su navedenom metodom odredili udio
ukupnih fenola kod plodova R. canina te dobili vrijednost 31,08 mg ekvivalenta galne
Kiseline (GAE) po g suhe tvari ploda. Nadpal i sur.(2016) su odredili ukupnih fenola R.
canina iz razli¢ito pripremljenih ekstrakata. Pripremili su ekstrakt dZzema (DZ) ekstrakt
kasSice ploda (K), metanolni ekstrakt ploda suSenog na zraku (MD), metanolni ekstrakt
svjezeg ploda (MF), vodeni ekstrakt ploda susenog na zraku (VD) i vodeni ekstrakt
svjezeg ploda(VF) i dobiveni rezultati su prikazani u tablici 7.

Uz udio ukupnih fenola, u znanstvenim radovima se vrlo ¢esto odreduje i fenolni profil
(udio pojedinih fenolnih spojeva) metodom tekuc¢inske kromatografije visoke
djelotvornosti (High-performance liquid chromatography, HPLC). Demir i sur. (2014)
su u svom radu potvrdili rezultate istrazivanja Fecka (2009), Hvattum (2002) i Nowak
(2006) koji isti¢u ekstrakte ploda ruze kao bogat izvor fenolnih komponenti, osobito

fenolnih kiselina (tablica 8).



Tablica 7. Ukupni fenolni sastav razlicitih ekstrakata R. canina [34]
Vrsta ekstrakta ~ Ukupni fenoli mg GAE*/g ST*

~

DZ 11,9
K 96,2
MD 50,3
MF 50,9
VD 61,0
VF 74,6

*GAE — galne kiseline; ST — suhe tvari; DZ — ekstrakt dzema; K — ekstrakt kasice, MD —
metanolni ekstrakt ploda suSenog na zraku; MF — metanolni ekstrakt svjezeg ploda; VD — vodeni
ekstrakt ploda susenog na zraku; VF — ekstrakt svjezeg ploda

Tablica 8. Fenolni spojevi R. canina [33]

Fenolni spoj pg/g ST*
Galna kiselina 12,67
4-hidroksibenzojeva kiselina 3,92
Katehin 19,96
Procianidin-B2 7,54
4-metil katehol 1,02
Kava kiselina 2,60
Gentisinska kiselina 10,40
Klorogena kiselina 12,11
p - kumarinska kiselina 9,00
Ferulinska kiselina 10,55
Sinapinska Kiselina 3,15

*ST — suhe tvari

Uz navedene spojeve Nadpal i sur. (2016) su u svojoj studiji dokazali prisustvo vanilinske
kiseline i epikatehina koji nisu pronadeni u prethodnim studijima. [33, 37] Ista grupa
autora potvrdila je i prisutnost znacajnih koli¢ina kvercetin-3-O-glukozida, hiperozida i
kempferol-3-O-glukozida sto je u korelaciji s rezultatima dobivenim u istrazivanju

Guimaraes i sur. (2013).
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Navedeni znanstveni radovi pokazuju da svi testirani ekstrakti plodova roda Rose imaju
vrlo sli¢an fenolni profil s neznatnim odstupanjima. [33, 37] lako se fenolni sastav unutar
nekoliko studija podudara on ipak moze varirati zbog raznih okoli$nih ¢imbenika
(izlozenost svjetlu, temperatura, hranjive tvari u tlu), fazi zrelosti ploda te 0 samom

nacinu pripreme uzorka. [33]

1.3. Bioloska aktivnost roda Rosa

Odredena bioloska aktivnost proizlazi iz kemijskog sastava tj. ovisi 0 kemijskim
spojevima prisutnim u ispitivanom materijalu. 1z prethodnog poglavlja u kojem je opisan
kemijski sastav, vidljivo je da R. canina ima veliki potencijal.

Bioloska djelovanja R. canina su brojna i dokazana kroz razliite studije. Neka od
najznacajnijih su antioksidativno, protuupalno, antimutageno djelovanje, citotoksi¢na
aktivnost, poznato je da ona zaustavlja prekomjernu pretilost, stiti od razvoja
kardiovaskularnih bolesti, posjeduje diuretsko djelovanje, prevenira razvoj tumorskih
stanica, djeluje protiv boli u trbuhu i peptickog ulkusa (¢ira), koristi se u farmaceutskoj i
kozmetickoj industriji, ... [3, 1, 26, 38, 39, 40, 41]

Antioksidacijsko djelovanje R. canine je najistraZzenije biolosko djelovanje i to
koriStenjem razli¢itih metoda (redukcijska aktivnost metodom FRAP (engl. ferric
reducing antioxidant power), antiradikalna aktivnost prema DPPH radikalu (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) ili ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazoline-6-sulfonska
kiselina), metodom ORAC (engl. oxygen radical absorption capacity), u gasenju NO —
radikala, superoksid anion radikala, hidroksil radikala, inhibiciji peroksidacije, ...). [33,
34, 42] Studije navode da su za antioksidacijsko djelovanje zasluzni fenoli, odnosno
pojedine podgrupe fenolnih spojeva kao Sto su flavonoidi (antocijani) [25,26],
karotenoidi [27, 43] te vitamin C. Ipak medu svim ovim fenolnim komponentama osobito
se izdvaja vitamin C koji je najvec¢im dijelom zasluzan za antioksidacijsko djelovanje $to
i ne ¢udi obzirom da plod pasije ruze sadrzi do 7 puta vise vitamina C od komercijalnih
poznatih prehrambenih izvora tog spoja. Nadpal i sur. (2016) su dokazali znacajan
antioksidacijski u¢inak u usporedbi s poznatim sintetskim antioksidansima butilirani
hidroksitoluen 1 propil galat. Takoder, prethodne studije su pokazale znacajno
antioksidacijsko djelovanje ploda pasije ruze u usporedbi sa divljim voénim vrstama

(Jagoda, kupina, glog, trn) koje se konzumiraju u prehrani. [43, 44, 45, 46]
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lako je veéina studija prikazala najizrazenije protuupalno djelovanje ploda R. canina u
nepolarnim ekstraktima, Nadpal i sur. (2014) su dokazali da i polarni ekstrakti imaju
protuupalno djelovanje, §to potencijalno pokazuje da spojevi poput fenola mogu
doprinijeti navedenoj aktivnosti. Ova grupa autora istrazivala je i in vitro citotoksi¢no
djelovanje ploda R. canina na ljudskim stanicama karcinom vrata maternice,
adenokarcinoma dojke, adenokarcinoma debelog crijeva i raka pluca. Pire od ploda R.
canina je pokazao citotoksi¢no djelovanje na stanice karcinoma vrata maternice sto su
potvrdili i Guimar&es i sur. (2013). Rezultati studija Tumbas i sur. (2012) i Nadpal i sur.
(2014) podudaraju se u zapazanju da najbolje citotoksi¢no djelovanje imaju ekstrakti
najbogatiji fenolnim spojevima. [46]

Andersson i sur. (2012) su proveli istrazivanje na markere rizika za dijabetes tipa 2 i
kardiovaskularne bolesti kod pretilih osoba pri ¢emu su na osnovu dobivenih rezultata
zakljucili da je rizik za kardiovaskularne bolesti manji u skupini koja je konzumirala
napitak od plodova R. canina. [47]
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Biljni materijal

U eksperimentalnom dijelu rada koristeni su plodovi dviju vrsta roda Rosa prikupljeni na

podruc¢ju Dalmacije na lokalitetima sa razli¢itom nadmorskom visinom i klimom. Podaci

0 uzorkovanju i vrstama sakupljenim za testiranje prikazani su u tablici 9.

Tablica 9. Prikaz kori$tenih vrsta roda Rosa i njihove karakteristike

Nadmorska
Oznaka ] . _
Vrsta Podrucje Uzgoj visina, Klima
uzorka
m.n.v.*
R. canina, ) B ] ]
. Rosa canina  Jadrija  Divljaruza 0 Mediteranska klima
Jadrija
) Krsko podrucje s
R. canina, . ] ]
] Rosa canina  Ervenik  Divlja ruza 130 kontinentalnom
Ervenik _
klimom
) Mocvarno podrucje
R. canina, ] o ) ]
Rosa canina Torak Divlja ruza 120 u mediteranskoj
Torak o
Klimi
R. canina, ) Sikara u planinskoj
Rosa canina Mosor Divlja ruza 1000 o
Mosor Klimi
R. hybrida o
Rosa 5 Kultivirana ) _
spp., ) Sibenik 50 Mediteranska klima
. hybrida spp. ruza
Sibenik
) o Mediteranska klima
R. hybrida Rosa - Kultivirana o
. ) Bilice 60 s karakteristikama
spp., Bilice  hybrida spp. ruza

kontinentalne klime

*m.n.v. — metar nadmorske visine

Prije samog postupka ekstrakcije plodovi su osuseni prirodnim putem. (Slika 4) Osuseni
plodovi su potom homogenizirani kori$tenjem elektricnog mlinca do $to finijeg praha.
Potom je 15 g biljnog materijala ekstrahirano s 100 mL destilirane vode u ultrazvué¢noj
kupelji u trajanju od dva sata pri 60 °C. Po zavrSetku ekstrakcije uzorci su filtrirani preko

naboranog filter papira i liofizirani. (slika 5).
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Masa od 40 mg liofiliziranog ekstrakta otopljena je u 2 mL destilirane vode i tako
pripremljeni uzorci Koristili su se za daljnje ispitivanje. Do analiza vodeni ekstrakti su

Cuvani u zamrzivacu pri temperaturi od -18 °C.

Slika 4. Osuseni plod Rosa canina

Slika 5. Liofizirani ekstrakti
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2.2. Reagensi i uredaji

Reagensi
e Sve koriStene kemikalije bile su odgovarajuée analiticke Cistoce (p.a. ili HPLC
Cistote > 97%), a proizvodaci su im Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim,
Njemacka), Fluke (Buchs, Svicarska), Kemika (Zagreb, Hrvatska), Mercka
(Darmstadt, Njemacka) i Gram-Mol (Zagreb, Hrvatska) ).

Uredaji
e Mlinac za kavu, Joy Delimano, Hrvatska
e Ultrazvucna kupelj, Digital pro+, 40 kHz, UK
e Analiti¢ka vaga, Kern, Model ALS 120-4, Kingston, UK
e Liofilizator, FreeZone 2,5L, Labconco, Kansas City, SAD
o Spektrofotometar: SPECORD 200 Plus, Edition 2010; Analytik Jena AG, Jena,
Njemacka

e HPLC-DAD Ultimate 3000, Termo Fisher Scientific, Wathman, MA, SAD

2.3. Metoda odredivanja ukupnih fenola

Ukupni fenoli u uzorcima soka odredeni su spektrofotometrijskom metodom po Folin-
Ciocalteu. [48, 49]

Postupak:

U Kkivete od 10 mm otpipretirano je 25 uL uzorka, potom dodano 1,5 mL destilirane vode
i 125 pL reagens Folin-Ciocalteu. Otopina je promijeSana i dodano je 375 pL 20%-tne
otopine natrij karbonata. Na kraju je dodano jos 475 pL destilirane vode i kivete su
ostavljene na sobnoj temperaturi 2 sata u mraku. Nakon toga ocitana je vrijednost
apsorbancije. Sva mjerenja su uradena u tri ponavljanja, a rezultati su iskazani kao
srednja vrijednost * standardna devijacija. Dobiveni rezultati su izrazeni U mg
ekvivalenata galne kiseline u litri ekstrakta (mg GAE/L) buduéi je standardizacija

izvrSena s galnom kiselinom.
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2.4. Metoda odredivanja fenolnog profila HPLC metodom

Tekuc¢inska kromatografija visoke uéinkovitosti (HPLC) je separacijska tehnika kojom
se analiziraju makromolekule, termolabilne i nehlapljive tvari te nestabilni prirodni
spojevi. Osnovni dijelovi HPLC uredaja su kolona za odjeljivanje, injektor, detektor,
pumpa i rezervoar za otapala. Pomoc¢u pumpe, pri stalnoj brzini i tlaku, se uvodi pokretna
faza koja se sastoji od otapala visoke Cisto¢e. Kromatografske kolone mogu biti razlicitih
materijala, punjena, duljine i Sirine te se uzorak u kolonu ubacuje mikrolitarskom Spricom
kroz ventil. Postoje razni detektori, a najkoristeniji je detektor s diodnim nizom (DAD)
pomocu kojeg snimamo cijeli spektar spojeva u UV/VIS podruéju. Separacija pikova na
kromatogramu se postize optimalnim odabirom temperature, tipa kolone 1 mobilne faze.

[50]

Postupak:

Za odredivanje fenolnog profila koristio se HPLC-DAD Ultimate 3000 (Termo Fisher
Scientific, Wathman, MA, SAD) i odgovaraju¢i program za obradu podataka.
Kromatografska kolona koriStena u radu je Syncronis™ C18 Columns dimenzije 250 x
4,6 mm i veli¢ine Cestica 5 um (Termo Fisher Scientific, Wathman, MA, SAD).
Koristena su 3 otapala: Otapalo A (voda/mravlja kiselina, 98:2, v/v), Otapalo B
(Acetonitril) i Otapalo C (Metanol) pri protoku od 0,8 mL/min prema gradijentu protoka
otapala prikazanom u tablici 10. Temperatura kolone je 25 °C, volumen injektiranog
uzorka je bio 10 pL a detekcija je vrSena pri valnim duljinama od 280 i 320 nm.

Tablica 10. Gradijent protoka otapala
t, min Otapalo A, % Otapalo B, % Otapalo C, %

0 96 2 2
40 50 25 25
45 40 30 30
60 0 50 50
68 0 50 50
70 96 2 2
80 96 2 2

16



Standardi fenolnih spojeva otopljeni su pri razli¢itim koncentracijama i potom
napravljene dvije smjese (smjesa A 1 smjesa B) pomocu kojih je radena potvrda
prisutnosti istih u ekstraktima plodova Rosa. Identifikacija pojedinih spojeva je radena
pomoc¢u UV-VIS spektra spoja i retencijskog vremena spoja. Kalibracijski pravci
pojedinih fenolnih komponenti odredeni su koristenjem pet razli¢itih koncentracija, a

dobivene jednadZbe pravaca su prikazane u tablicama 11 i 12.

Tablica 11. Kalibracijske jednadzbe za Smjesu A

Naziv spoja conc (ng/mL)
Neringenin y =1,552x + 0,1398
Epikatehin + Siriginska Kiselina y =2,0271x - 0,1374
Katehin y = 7,0984x - 0,2686
Epigalokatehin galat y = 3,6744x + 0,1472
Galna kiselina y =2,1718x - 0,0544
Protokatehinska kiselina y = 3,3268x - 0,1995
Cimetna kiselina y = 0,6736x - 0,0455
Vanilinska kiselina y = 3,4538x - 0,1589
p-hidroksibenzojeva kiselina y = 3,8258x - 0,4585
o-kumarinska y = 0,9746x - 0,0136
Miricetin y =4,0795x + 0,845
Hesperetin y = 5,7066x + 0,0076
Ferulinska kiselina y =1,909x - 0,0807
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Tablica 12. Kalibracijske jednadZbe za Smjesu B

Naziv spoja conc (png/mL)
Kava kiselina y =0,9405x + 0,2204
Resveratrol y =0,6542x + 0,2192
Apigenin y =1,3214x + 0,2479
Ruzmarinska kiselina y =0,7206x + 0,1231
Gentisinska kisleina y =4,6269x + 0,7154
Astrignin y =1,7311x + 1,0093
Sinapinska + Ferulinska kiselina y =0,5373x + 0,2538
p-kumarinska y = 0,8649x + 0,1628
Klorogenska kiselina y =1,7907x + 0,7715
Rutin y = 4,8626x + 0,4004
Kvercetin y =3,7747x + 0,619

Nakon analize otopina pojedina¢nih standarda i smjese koja je potvrdila dobro
razdvajanje pikova, provedena je analiza ekstrakata plodova Rose koriStenjem prethodno
opisane metode. Analiza je radena u dva ponavljanja, a rezultati su iskazani kao srednja
vrijednost + standardna devijacija. Pri izraCunu koncentracija pojedinih spojeva koristene

su jednadZzbe kalibracijskih pravaca.
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3. REZULTATI

3.1. Rezultati odredivanja sadrzaja ukupnih fenola u ekstraktima plodova Rosa

Graf 1. Udio ukupnih fenola u ekstraktima ploda Rosa
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*mg GAE/L — mg galne kiseline po litri
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3.2. HPLC analiza smjese fenolnih standarda
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Slika 6. HPLC kromatogram fenolnih standarda: Smjesa A
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Slika 7. HPLC kromatogram fenolnih standarda: Smjesa B
3.3. HPLC analiza ekstrakata plodova Rose
Tablica 13. Fenolni profil ekstrakata plodova Rose odreden HPLC metodom
Oznaka uzorka Galna kiselina  Protokatehinska = Epikatehin Katehin
(mg/mL) kiselina (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
R. canina, Jadrija n.d. 0,311 +0,111 n.d. 0,336 + 0,005
R. canina, Ervenik n.d. 0,203 £ 0,074 n.d. n.d.
R. canina, Torak n.d. n.d. n.d. 0,213 £ 0,052
R. canina, Mosor n.d. 0,437 £ 0,061 n.d. 0,195 £ 0,018
R. hybrida spp., Sibenik 1,239 + 0,078 n.d. n.d. 1,231 + 0,057
R. hybrida spp., Bilice 9,025 £ 0,179 n.d. 0,641 £0,045 3,335+0,210
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Slika 8. HPLC kromatogram R. canina, Jadrija
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Slika 9. HPLC kromatogram R. canina, Ervenik
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4. RASPRAVA

Cilj ovog diplomskog rada bio je odrediti spektrometrijski sadrzaj ukupnih fenola te
HPLC metodom odrediti fenolni profil ekstrakata plodova roda Rosa i to na vrstama Rosa
canina L. i Rosa hybrida spp.

Iz grafickog prikaza sadrzaja ukupnih fenola u testiranim uzorcima mozemo uociti vrlo
visoke vrijednosti koje su se kretale od 1655,56 mg GAE/L u uzorku R. canina, Mosor
do 2811,11 mg GAE/L u uzorku R. hybrida, Bilice. Uzorci R. canina, Jadrija, R. canina,
Ervenik 1 R. canina, Torak imaju priblizne sli¢ne vrijednosti dok uzorak R. hybrida,
Sibenik lagano odskade i uz uzorak R. hybrida, Bilice jedini ima vrijednost iznad 2000
mg GAE/L. Visoka vrijednost sadrzaja fenola u uzorku R. hybrida, Bilice se moze
pripisati loS§em okoliSnom okruZenju jer se nalazi uz prometnicu i limarsku radnju koja
imitira velik udio Stetne praSine u zrak. Osim toga uzorak se nalazi na klimatski
nestabilnom podneblju gdje su velike temperaturne 1 vremenske razlike izmedu jutra i
popodneva. S obzirom da se uzorak nalazi u urbanom podru¢ju ne mozemo zanemariti
upotrebu kemikalija i zaStitnih sredstava u oCuvanju tla i biljaka te upotrebe Klorirane
vode. Sve navedene karakteristike mogu biti razlog zbog kojeg biljka producira veci udio
fitokemikalija kako bi se obranila od navedenih Stetnih utjecaja. Uzorak R. hybrida,
Sibenik se takoder nalazi u urbanom podrudju te mozemo donijeti sli¢ne zakljucke kao i
kod uzorka R. hybrida, Blice. Ostali uzorci se ne nalaze u urbanim podruc¢jima gdje nema
prometa, niti ikakvog drugog zagadenja bilo od pesticida ili gnojiva te im je izvor vode
za navodnjavanje iskljuéivo kisnica. Takoder, bitno je istaknuti i podatak da su uzorci R.
hybrida, Sibenik i R. hybrida, Bilice kultivirani u odnosu na ostale uzorke kod kojih je
udio ukupnih fenola bio nesto nizi.

S obzirom da uzorci variraju od 0 m.n.v do 1 000 m.n.v. mozemo uo¢iti da uzorak R.
canina, Mosor ima najmanji udio ukupnih fenola, a sakupljen je sa stanista na 1 000
m.n.v. dok su svi uzorci bogati fenolnim sastavom brani na lokacijama ispod 100 m.n.v.
Takoder, s obzirom da je uzorak ubran na podru¢ju Mosora jedini s planinskom klimom
mozemo povuéi poveznicu da je sa visinom i hladnijom klimom siromasniji fenolni
sastav, medutim tu hipotezu bi trebalo dodatno ispitati na viSe uzoraka.

U tablici 13 i na slikama 8-13 prikazani su rezultati HPLC analize testiranih ekstrakata
koji se dosta razlikuju od rezultata prethodno provedenih studija. Kerasioti i sur. (2019)
i Elmastas i sur. (2017) su u svojim studijima za R. canina potvrdili koncentraciju od
134,74 pglg katehina [51] odnosno 225,25 - 437,42 mg/kg [52], Sto se podudara s
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podacima u uzorcima R. canine. Nasuprot tome, isti autori su pronasli 2,21 pg/g [52],
odnosno 3,08 — 6,83 mg/kg [52] galne kiseline $to je znaCajna koli¢ina dok u
eksperimentnu, u niti jednom uzorku galna kiselina nije detektirana. Kerasioti i sur.
(2019) su pronasli 120,99 ug/g epikatehina koji takoder nije pronaden uzorcima
analiziranim u ovom diplomskom radu.

Ono S$to se zasigurno moze zakljuditi jest da postoji razlika izmedu uzoraka te da se
uzorka R. hybrida s podruc¢ja Bilice ponovno istice s najve¢im udjelom pojedinih
fenolnih komponenti. U uzorku R. hybrida, Bilice odredena je najveca koncentracija
galne kiseline, epikatehina i katehina dok protokatehinska kiselina nije identificirana.
Osim u uzorku R. hybrida, Bilice, galnu kiselinu nalazimo i u uzorku R. hybrida s
podrugja Sibenik koji je drugi po redu imao najveéi udio ukupnih fenola. Takoder, jedino
je u uzorku R. hybrida, Bilice identificiran epikatehin i to u vrlo visokoj koncentraciji
dok je u uzorku R. canina s podrucja Ervenik pronadena protokatehinska kiselina te u
uzorku R. canina, Torak samo katehin. Uzimajuci u obzir opéenite klimatske uvijete u
kojima rastu testirani uzorci (tablica 9.) i nadmorsku visinu na kojoj su uzorkovani, ipak
ne mozemo odrediti sigurnu poveznicu s fenolnim profilom.

lako je Rosa canina rasprostranjena na nasim podru¢jima kroz pregled literature moze se
uocCiti da u drugim dijelovima svijeta ipak nije toliko rasprostranjena. Pregledom
odabrane i dostupne znanstvene literature moze se uociti da su dosta zastupljena
ispitivanja na vrstama R. arvensis, R. dumalis, R. villosa, R. sempervirens. [53, 54] Biolle
1 sur. (1994) su istrazivali fenolni sastav na laticama razliCitih vrsta ruza dok su
Polumackanycz i sur. (2020) istrazivali fenolni sastav listova ruze. Medutim, pregledom
dostupne literature nema podataka o usporedbi fenolnog sastava plodova divljih i
kultiviranih ruza kao $to je provedeno u ovom radu. U eksperimentalnom dijelu ovog
rada takoder su koristeni uzorci s urbanog podrucju dok veéina radova ne navodi da li se
uzorci nalaze na urbanim ili na neurbanim podrucjima. 1z tog razloga bi ovo istrazivanje
moglo dati smjernice za provedbu daljnjih istrazivanja i prac¢enja utjecaja okoli$nih i

drugih faktora na fenolni sastav i profil plodova Rosa.
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5. ZAKLJUCAK

Iz dobivenih rezultata i provedene rasprave mozemo izvesti slijedece zakljucke:

Udio ukupnih fenola u testiranim uzorcima kretao se od 1655,56 mg GAE/L do
2811,11 mg GAE/L.

Kultivirane ruze pokazale su vec¢i udio fenola u odnosu na divlje ruze.

HPLC metodom je dokazano prisustvo cetiri fenolna spoja od kojih su
najzastupljenije galna i protokatehinska kiselina te epikatehin i katehin.

Galna kiselina je identificirana u uzorcima R. hybrida s podrugja Sibenika i
Bilica.

U uzocima R. canina uzorkovanim na podrucju Jadrija, Ervenik i Mosor
identificirana je protokatehinska kiselina.

Epikatehin je bio zastupljen u uzorku R. hybrida, Bilice, a katehin u uzorku R.
canina, Ervenik.

Ukupna koncentracija identificiranih fenolnih spojeva HPLC metodom bila je

veca u kultiviranim ruzama u usporedbi s divljim ruzama.
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