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1. UVOD

Bijela imela (Viscum album L.) je zimzelena poluparazitska biljka iz porodice Santalaceae.
U Europi raste kao poluparazit na bjelogoricnim stablima (topola, vrba, bukva), ali i u
kro$njama jabuke 1 kruske. Smatra se ljekovitom biljkom i koristi se u lije¢enju niza bolesti.
Istrazivanja funkcionalnih skupina u razli¢itim ekstraktima lista i grancica imele nedostaju
u suvremenim istrazivanjima. Takva su istrazivanja rijetka na podruc¢ju Europe, a na
podrucju Hrvatske prakti¢no i ne postoje. Istrazivanja prisutnosti funkcionalnih skupina
vazna su zbog razli¢itih moguénosti primjena ove biljke u medicini, sintezi nanocestica 1 sl.
Cilj 1 svrha ovog istrazivanja bio je analizirati funkcionalne skupine u suhim uzorcima i
ekstraktima imele, a potom otkriti moguce razlike medu svjeze ubranim biljkama i onima u
komercijalno dostupnim preradevinama (Cajevi) prikupljenim na razli¢itim lokacijama
Republike Hrvatske. Kako bi se utvrdilo postojanje mogucih sli¢nosti/razlika medu

prikupljenim uzorcima u obradi podataka koriStena je metoda analize glavnih komponenata.



2. LITERATURNI PREGLED

Naziv roda Viscum potjece od latinske rije¢i "viscum" §to znaci lijepak. Ime vrste "album"
znaci bijeli. Imela je poluparazitska biljka mnogih golosjemenjaca i kritosjemenjaca koja
se pri¢vrScuje za stablo biljke domacina svojim sisaljkama (haustorijama) [1]. Imela crpi
vodu, minerale, dusik, ugljik i druge otopljene tvari iz domacina te moze negativno utjecati
na rast i plod svojih domaéina. Stopa rasta imele je spora, njeni prvi listovi nastaju tek
nakon dvije godine, a cvate u razdoblju od 5 do 7 godina zrelosti [1]. Razmnozava se
sjemenom. Duljina izbojaka varira od nekoliko centimetara do nekoliko metara. Raste u
obliku okruglastog grmica Cesto visoko na stablima [2]. Moze narasti do 1 metra te dozivjeti
starost od oko jednog desetljeca. Listovi su duguljasti, Zutozeleni, kozasti, tvrdi i goli, dugi
od 2 do 8 cm, Sirine od 1 do 1,5 cm [2]. Cvjetovi su jednospolni i dvodomni. Cvatu krajem
zime, od veljace do travnja. Plodovi su bijele okruglaste bobice koje dozrijevaju zimi.
Bijela imela je rasprostranjena u kontinentalnoj odnosno sredi$njoj Europi, zapadnoj Africi
(tropski pojas) te sjevernoj i juznoj Americi [1]. Bijela imela ima tri podvrste: Viscum
album L. ssp. album (bjelogori¢na bijela imela), V. album L. ssp. abietis (Wiesb.) Abrom.
(elina imela) 1 V. album ssp. austriacum (Wiesb.) (borova imela). Podvrste bijele imele
razlikujemo prema vrstama domacinima na kojima zive kao poluparaziti [1].

Listovi 1 cvjetovi imele su ljekoviti. Vrsci grancica se beru na pocetku proljeca te se
polagano suse. Biljka se koristila u razlicite svrhe u razli¢itim kulturama: Grei 1 Rimljani
su je koristili kao ljekovitu biljku, dok su je u Sjevernoj Americi koristili ceremonijalno. U
Africi se danas smatra ljekovitom biljkom, pa je stoga koriste kao biljni lijek za lijecenje
bolesti poput dijabetesa, dizenterije, raka, prolijeva, upala, hipertenzije, kao i u lijeCenju
kroni¢nih metaboli¢kih oboljenja [3, 4]. Njezini ekstrakti se koriste za lijeCenje pacijenata
sa zloCudnim tumorima [5-7]. Vazno je takoder nadodati da su ¢ajevi i infuzije od imele
koriSteni za prevenciju i lijeCenje moZzdanog udara, te je takoder vrlo vaZan faktor u
poboljsanju funkcije srca i1 krvozilnog sustava te same cirkulacije [8]. U istraZivanju
utjecaja africke imele na metabolizam ugljikohidrata 1 masti, te utjecaja na regulaciju Secera
u krvi pokazano je da metanolni ekstrakt pospjeSuje metabolizam ugljikohidrata i smanjuje
hiperglikemiju [10]. IstraZzivanja su pokazala da kemijski sastav imele varira i ovisi o biljci
domacina [11,12]. Otkriveno je da uzorci bijele imele u tropskom africkom podrucju sadrze
glavne katione: kalij, magnezij, te kalcij i natrij u razli¢itim koncentracijama kao i

flavonoide, tanine, fenolne skupine, alkaloide te saponine [12-14]. Mnogi pripravci



ekstrakata imele su komercijalno dostupni ukljucujuci Isorel, Cefaleksin, Laktinol, Eurixol,
Iscucin, Helixor, te Abnobaviscum koji se stavljaju na trziSte kao pomocna terapija u
lijecenju raka [15]. Mnogi europski znanstvenici, posebno istrazivaci u Njemackoj proveli
su brojna pretklinicka 1 klinicka istrazivanja Kkoriste¢i razliCite komercijalne 1
standardizirane proizvode ekstrakata bijele imele (Viscum album L.). Iscador M spezial i
Iscador QU spezial koji sadrze velike koli¢ine proteina lektina i pokazuju antikarcinogeno
djelovanje kod raka dojke [16]. Bijeloj imeli (Viscum album L.) se takoder pripisuje snazno
imunostimulativno i antimutageno djelovanje. Pored svega navedenog, imela djeluje kao
potencijalno snazan antiepileptik, antipsihotik, sedativ, vazodilatator te snizava krvni tlak
[17].

Vodeni ekstrakt bijele imele (Viscum album L.) pokazuje snazan redukcijski potencijal za
redukciju iona srebra 1 proizvodnju nanocestica srebra koriStenjem vrlo isplativih, ¢istih,
netoksi¢nih te ekoloski vrlo prihvatljivih metoda [18]. Pomo¢u vodenog ekstrakta bijele
imele (Viscum album L.) se moze provesti brza i jednostavna metoda za sintezu samih
metalnih nanodestica. Sintetizirane nanocestice srebra dobivene pomocu bijele imele
(Viscum album L.) se mogu okarakterizirati izmedu ostalih metoda i1 FTIR
spektroskopskom metodom [18].

Informacije o prisutnosti funkcionalnih skupina u razli¢itim ekstraktima lista i grancica
imele zapravo vidno nedostaju u suvremenim istrazivanjima. Te bi funkcionalne skupine
mogle biti odgovorne za razli¢ite moguénosti primjene ove biljke. Stoga je i cilj ovog
istrazivanja otkriti moguce razlike medu svjeze ubranim biljkama i onima koji se nalaze u
sastavu komercijalno dostupnih preradevina (¢ajevi). Potreba za ovom studijom posljedica
je ve¢ uocene razlike u kemijskom sastavu bijele imele zbog biokemijskih varijacija unutar
vrsta, zemljopisnih poloZaja, te metoda ekstrakcija i koriStenog otapala.

Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (eng. Fourier transform
infrared, FTIR) metoda je za prepoznavanje razliCitih kemijskih vrsta (funkcionalnih
skupina) prisutnih u spojevima, jer je interpretacijom spektara moguce odrediti kemijske
veze u molekuli [19]. KoriStenjem FTIR spektra mogucée je potvrditi prisutnost
funkcionalnog sastojka u danim dijelovima i identificirati ljekovite tvari iz uzorka, pa ¢ak
1 procijeniti kvalitete ljekovitih materijala [19]. Kako bi se identificirale moguce prisutne
skupine u uzorcima bijele imele metodom FTIR spektroskopije provedena su slijedeca
istrazivanja u ovom radu: u prvoj fazi istrazivanja je analiziran prethodno usitnjen i osusen
izvorni biljni materijal s razli¢itih lokacija Republike Hrvatske, a zatim je isti taj biljni

materijal analiziran u razli¢itim otapalima (etanol, metanol, voda) u rasponu valnih duljina

3



od 400 do 4000 cm™'. U drugom dijelu su usporedeni dobiveni rezultati graficki, tabli¢no i

uz pomo¢ metode analize glavnih komponenata (PCA).



3. MATERIJALI Il METODE

3.1. Prikupljanje uzoraka

U ovom eksperimentu prikupljeni su uzorci imele s 8 razlicitih lokacija Republike Hrvatske
koje su oznacene na slici 1. Lokacije na kojima su prikupljani uzorci su: Aljmas (45°31'44"N
18°57'04"E), Petrijevci (45°37'N 18°32'E), Vocin (45°37'N 17°33'E), Koprivnica (46°10'N
16°50'E), Bjelovar (45°55'N 16°50'E), Karlovac (45°30'N 15°32'E), Hum u Istri (45°20'53"N
14°02'53"E) i Pazin (45°14'N 13°56'E). Podrucje Aljmasa, Petrijevaca, Vocina, Koprivnice,
Bjelovara 1 Karlovca karakterizira umjereno topla i vlazna klima s toplim ljetom, dok
podrucje Huma u Istri i Pazina karakterizira umjereno topla i vlazna klima s vru¢im ljetom.
Svjezi uzorci prikupljeni su u jesen 2020. godine na podrucju Aljmasa, Petrijevaca,

Karlovca, Huma u Istri 1 Pazina.

U svrhu daljnjih analiza iz svakog svjezeg pripremljenog uzorka odvojeni su listovi od
grancica (slika 2.). Uzorci iz Koprivnice, Bjelovara i Vocina su u obliku ¢ajne smjese koja
je bila komercijalno dostupna. Uzorak ¢ajne smjese iz Vocina nije bio usitnjen stoga je bilo

moguce odvojiti grancice od listova.

Slika 1. Geografski prikaz lokacija unutar Republike Hrvatske s kojih su prikupljeni uzorci



3.2. Ekstrakcija i pripremanje uzoraka

Za §to ucinkovitiju fitokemijsku analizu imele, bilo je potrebno pripremiti uzorke imele u
razli¢itim otapalima. Odabrana su otapala: etanol, metanol i voda. Rezultati analize u
ekstraktima usporedeni su medusobno i sa suhim uzorkom. Svi uzorci (osim uzoraka cajeva)
najprije su osuSeni na zraku na hladnom i zraénom mjestu, odnosno mjestu sa stalnim

dotokom svjezeg zraka, a potom usitnjeni do praha. (slika 3.)

Slika 2. Prikaz osuSenih listova, gran¢ica imele i uzorak ¢aja

Za pripravu uzorka imele u etanolu 1 metanolu na 1,76 grama suhog tkiva dodano je 10 mL
otapala. Uzorci su u otapalima ostavljeni tri dana na sobnoj temperaturi, poslije ¢ega su
filtrirani. Dobiveni filtrat ostavljen je na zraku. Nakon 24 sata dobiven je ekstrakt koji je
korisSten za daljnju analizu metodom FTIR spektroskopije. Priprema ekstrakta u vodi vrSila
se na nacin da je na 1 gram usitnjenog uzorka dodano 10 mL deionizirane vode poslije ¢ega

je uzorak zagrijavan uz mijeSanje na 90°C u trajanju od 4 sata.



Slika 3. SuSenje ekstrahiranih uzoraka imele u laboratorijskom digestoru

3.3. Kvalitativne metode analize

Provedena je kvalitativna analiza na listovima i gran€ica imele prema standardnim
metodama opisanim u literaturi [ 14]. Vodeni ekstrakti listova i grancica imele analizirani su
na prisustvo kumarina, tanina, flavonoida, alkaloida i saponina. Test na alkaloide proveden
je Hagerovim reagensom, prisustvo tanina ispitano je FeCls; testom, test na kumarin
proveden je 10% otopinom NaOH, dok je test na flavonoide proveden uz pomo¢ otopina
NaOH 1 HCI. Test na saponine uraden je na nacin da je na 1 ml vodenog ekstrakta biljke
dodan 1 ml H>O nakon ¢ega je sadrzaj epruvete vise puta snazno promuckan. Pojava pjene

ukazuje na prisustvo saponina.



3.4. Fourierova transformirana infracrvena spektroskopija (FTIR)

Fourierova transformirana infracrvena spektroskopija (FTIR) ucinkovita je metoda za
analizu bioloSkog materijala. Ova tehnika predstavlja brzu, jeftinu 1 prili€no neinvazivnu
metodu dobivanja kemijske znacajke bioloskog uzorka. Omogucuje identifikaciju glavnih
funkcionalnih skupina i kemijskih veza, pruzaju¢i tako informacije o biokemijskim
spojevima prisutnih u uzorku [20]. U FTIR analizi, kvaliteta dobivenih spektara ovisi o
pravilnom odabiru tehnike uzorkovanja i o metodi pripreme uzoraka, gdje takoder priprema
uzoraka ukljucuje nacin Cuvanja materijala [21]. Za snimanje IR spektara priredenih spojeva
u priredenim uzorcima u razli¢itim otapalima na kojima se bazira ovo istrazivanje na Odjelu
za kemiju na SveuciliStu Josipa Juraja Strossmayera u Osijeku, koristen je FTIR-8400s
SHIMADZU spektrofotometar koji je prikazan na slici 4. Za snimanje spektara 3 mg uzorka
pomijesano je s 100 mg kalijeva bromida (KBr). Snimanje se izvodilo na sobnoj temperaturi
i u spektralnom rasponu od 400 do 4000 cm, korak je iznosio 2 cm, a pradena je

transmitancija. Napravljena je korekcija bazne linije.

Slika 4. FTIR spektrofotometar u istrazivackom laboratoriju, Odjelu za kemiju, Sveuciliste
Josipa Juraja Strossmayera u Osijeku



3.5. Analiza glavnih komponenata ( Principal Component Analysis; PCA)

Uobicajene metode univarijantne analize podataka (osnovna statistika) ne pruzaju dovoljno
mogucnosti za analizu viSestrukih opazaja. Multivarijantne metode analize metode su koje
se bave analizom veceg broja varijabli na viSe uzoraka. Kompleksni rezultati kemijskih i
fizikalnih analiza ostaju na razini izmjerenih vrijednosti sve dok se ne prouce njihove
medusobne relacije, znacCajnost i povezanost. Mogucnosti analize glavnih komponenata
opisao je prvi Karl Pearson 1901., ali je Hotelling 1933. razvio prakticne metode [22].
Analiza glavnih komponenata metoda je formiranja novih, sintetskih varijabli koje su
linearna kombinacija izvornih varijabli, pri cemu nove varijable nisu medusobno korelirane.
Podatkovnu matricu (px n) za analizu glavnih komponenata ¢ine p-varijabli (u ovom
diplomskom radu valne duljine odabranih maksimuma) i n- opazaja (u ovom diplomskom 8
uzoraka). Cilj analize je dobivanje p -linearnih kombinacija izvornih varijabli koje se
nazivaju glavne komponente (engl. Principal Components, PCs) i koje nose u sebi vecinu

informacija. Op¢enito:

PCi= X1 + biXo +....+ hiXy (1)

gdje PC;i oznacava i-tu glavnu komponentu , a lji faktorsko optere¢enje varijable X;. [23]

Podaci su obradeni uz pomo¢ paketa Statistika 13.5.0.17.



4. REZULTATI

Metoda FTIR spektroskopije je jedna od najvaznijih metoda za identifikaciju razlicitih vrsta
funkcionalnih skupina prisutnih u biljkama. Interpretacijom IR spektra, moguce je odrediti
kemijske veze u molekulama. FTIR spektri uzoraka imele prikazani su na slikama od 5. do
19., a njihove glavne vrpce 1 moguce funkcionalne skupine dobivene metodom FTIR
spektroskopije sazete su u tablicama 2. do 15. U tablicama su navedene oznake jakosti
maksimuma: w-weak, m-medium, s-strong. Simbolom (* ) oznaena je vrpca koja se na
nekim spektrima pojavljivala na oko 2100 cm”. U priloZzenim grafovima moguce je
analizirati karakteristicne vrpce za 3 razliCita otapala (metanol, etanol, voda) 1 izvrSena je
usporedba s prethodno usitnjenim suhim uzorcima imele. Rezultati kvalitativnih analiza
ukazali su prisustvo polifenola, alkaloida, flavonoida i saponina u vodenim ekstraktima
grancica i listova imele. Isti rezultat dobiven je i u vodenim ekstraktima ¢ajeva. Na slikama
je vidljiv velik broj vrpci u podru¢ju od 400 do 4000 cm™ $to ukazuje na velik broj
komponenata (proteini, lipidi, ugljikohidrati).
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Tablica 1. Tabli¢ni prikaz klasifikacije glavnih vrpci po valnim duljinama i identifikacija

istih u kemijske skupine i podrucja

Redni broj **Literaturne
Skupina i podrucje *Valni broj
vrpce vrijednosti
Supstituirani aromatski (879.7-805.1)
I o 889.9 )
spojevi Aromati (C-H; C-CI; C-Br;C-I)
1043.7 (Eter (C=0))
II Polisaharidi 1062
1088.4 (Amini (C-N))
I Amidi IV 1238 1274 (Karbonilna grupa(C-O))
v Amidi 11T 1457 1453.7-1420.1 (Aromati(C=C))
A% Amidi I 1540 -
VI Amidi 1 1647 1654 (Amid (C=0))
VIl Lipidi 2855 2929.7- 2885.0 (Alkil(-CH3)
Vil Lipidi 2926 2974 .4 (Alkohol(O-H))
IX Proteini 3269 3324.8 (Alkohol (O-H))

*Lit. [14] **Lit. [24]
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4.1. Graficki i tabli¢ni prikazi FTIR spektara uzoraka imele

Aljmas grancice

Arbitrarno uzete jedinice

WW

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Valni broj (cm™)

—— suho
voda
— metanol
— etanol

Slika 5. FTIR spektri grancica imele s podruc¢ja Aljmasa (etanol, metanol i voda u

usporedbi sa suhim uzorkom)

Aljmas list

Arbitrarno uzete jedinice

ot

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Valni broj (cm™)

—— suho
voda
— metanol
— etanol

Slika 6. FTIR spektri listova imele s podru¢ja Aljmasa (etanol, metanol i voda u usporedbi

sa suhim uzorkom)
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Tablica 2. Tabli¢ni prikaz valnih duljina vrpci grancica imele prikupljenih na podrucju

Aljmasa

Dio spektra Suhi uzorak Voda Etanol Metanol

(cm™) (cm™) (cm™) (cm™)

1 - - 523(m); 619(s) 875(w)

11 1030 (w) - 1074(s) 1045(s)
1240(w)
111 - - 1117(w) 1271(w)

v 1314-1480 (w) 1451(m) 1394 (s) 1452(s)

\% 1507-1562)(w) 1513-1562(w) 1597(s) -

VI 1655 (w) 1694(m) - 1688(s)
VII - 2847 (w) - 2852(m)
VIII 2940 (w) 2950 (w) 2929(w) 2924(s)
IX - - 3357 (s) 3400(s)

w-weak, m-medium, s-strong

Tablica 3. Tabli¢ni prikaz valnih duljina vrpci listova imele prikupljenih na podrucju

Aljmasa
Dio spektra Suhi uzorak VYoda Etanol Metanol
(cm™) (em™) (cm™) (em™)
1 784 (w) - 671(w) 521,759, 820
11 1064 (m) 1056 (m) 1058
111 1320 (w) 1238 (w) - 1207 (w)
1290(w)
1A% - - 1389 (s) 1456(s)
1499 (s)
A% - 1510 (w) 1556(s)
VI 1638 (w) 1653 (w) 1603(s) 1620 (m)
1736 (w)
VII - 2846 (w) - *2100(w);
2843(w)
VIII 2929 (w) 2936 (w) 2936 (m) 2920(s)
IX - 3299 (w) 3359 (s) 3365(s)
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Bjelovar

Arbitramo uzete jedinice

mwM

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Valni broj (cm™)

—— metanol

Slika 7. FTIR spektri uzoraka ¢aja od imele s podrucja Bjelovara ( etanol, metanol i voda u

usporedbi sa suhim uzorkom)

Tablica 4. Tabli¢ni prikaz valnih duljina vrpci u uzorku ¢aja od imele (Bjelovar)

Dio soektra Suhi uzorak Voda Etanol Metanol
p (cm™) (cm) (cm) (cm)
I - ] ] 868(m)
1 1000(m) 1066(s) 1075(m) 1068(s)
11 ; ; ; ;

v ] 1402(m) 1457(m) 1400(w)

v 1503(m) 1599(s) 1512(m) 1512(w)

VI 1648(m) - 1719(m) 1602(s),

1688(w)

*2100(w); 2100 (W);

vl - 2359 2851(w) 2851(w)
VIII 2932(m) 2932(w) 2930(w) 2922(s)
X ] 3354(s) 3336(s) 3361(s)
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Hum- grancice

Arbitrarno uzete jedinice

WMM

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Valni broj (cm™)

— suho
etanol
—— metanol
— wvoda

Slika 8. FTIR spektri grancica imele s podru¢ja Huma (etanol, metanol i voda u usporedbi

sa suhim uzorkom)

Hum- list
[]
Q
£
hel
BoA
2
[}
N
=1
o
£
Y
=2
<
P —
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Valni broj (cm™)

— suho
— etanol
— metanol
— voda

Slika 9. FTIR spektri listova imele s podru¢ja Huma (etanol, metanol i voda u usporedbi sa

suhim uzorkom)
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Tablica 5. Tabli¢ni prikaz valnih duljina vrpci kod grancica imele prikupljenih na podrucju

Huma
Dio spekira Suhi uzorak Voda Etanol Metanol
p (cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
I - R - -
II 1061(m) 1068(m) 1084(w) 1064(s)
111 - - - -
1\ - 1457(w) - -
1502(s),
Vv 1524 (w) 1502((w) - 1547(s)
VI 1644 (w) 1622 (s) 1603(w) 1608(s)
*2075(w)
VII - - 2840(w) 2853(w)
VIII 2930(w) 2930(w) 2922(m) 2928(s)
IX - 3386(m) 3296(w) 3377(s)

Tablica 6. Tabli¢ni prikaz valnih duljina vrpci listova imele prikupljenih na podrucju

Huma
Dio spektra Suhi uzorak Voda Etanol Metanol
p (cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
1 - 548(w), 667(w) 830(w) 815(m)
1067(m),
11 1095(m) 1089(s) 1097(w) 1156(w)
111 - - - 1200(w)
v - 1393(s) 1445 1452(w)
1504(m),
Vv - 1600((s) - 1593(m)
VI 1627(m) - 1727(w) -
VII - - - 2365, 2706
2846(w), 2854(w),
VIII 2909(w) 2920(w) 2920(m) 2913(s)
IX - 3402(m) 3306(s) 3402(s)
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Karlovac grancice

Arbitrarno uzete jedinice

— woda
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 —_ Stanol
— metanol
Valni broj (cm™) — suho

Slika 10. FTIR spektri gran¢ica imele s podruc¢ja Karlovca (etanol, metanol i voda u
usporedbi sa suhim uzorkom)

Karlovac list

(o]
QL
=
k=
o,
[0}
5
N
p=l
o
=
s
E
<<
I "
| — suho
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 Stanol
— metanol
Valni broj (cm™) — woda

Slika 11. FTIR spektri listova imele s podrucja Karlovca (etanol, metanol i voda u
usporedbi sa suhim uzorkom)
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Tablica 7. Tabli¢ni prikaz valnih duljina vrpci grancica imele prikupljenih na podrucju

Karlovca
Dio soektra Suhi uzorak Voda Etanol Metanol
P (cm™) (cm™) (em™) (cm™)
636(m),
| 859(w) - 875(w) $65(m)
11 1071(w) 1016(m) - 1063(s)
111 - - - -
v 1410(w) 1458(m) - 1465(m)
Vv - 1520-1544(w) | 1500(w);1544(w) 1505(s)
VI 1655(w) 1655(m) 1647-1686(w) 1615(s)
VII - - *2100(w) *2080(w)
2868(w), 2853(w),
VIII 2923(w) 2923(w) 2939(m) 2931(s)
X - - - 3365(s)

Tablica 8. Tabli¢ni prikaz valnih duljina vrpci listova imele prikupljenih na podrucju

Karlovca
Dio spektra Suhi uzorak Voda Etanol Metanol
P (cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
800(w),
| 784(w) 865(m) - 862(m)
II 1070(m) 1068(s) - 1054(s)
111 1315(m) - - 1394(s)
v - 1395(s) 1453(w) 1452(w)
1519(w), )
v 1543(w), i 1155%61((?) i
1559(w)
VI 1649(w) 1625(s) 1657(w) 1618(s)
2850(w); « *2084(w);
VII 2866(w) £2094(w) 2099(w) 2858(w)
VIII 2931(m) 2923(s) 2956(m) 2914(s)
IX - 3364(s) - 3362(s)
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Koprivnica

Arbitramo uzete jedinice

D

1000 1500

2500

Valni broj (cm™)

— suho

3500 4000
— metanol

— etanol

Slika 12. FTIR spektri uzoraka ¢aja od imele s podruc¢ja Koprivnice (etanol, metanol i
voda u usporedbi sa suhim uzorkom)

Tablica 9. Tabli¢ni prikaz valnih duljina vrpci u uzorku ¢aja od imele (Koprivnica)

Dio spektra Suhi uzorak VYoda Etanol Metanol
(ecm™) (cm™) (cm™) (cm™)
I - 854(w) 870(w) 854(m)
11 1055(s) 1066(s) 1068(s) 1066(s)
1254(m),
1 1123‘3(2((?)’ 1246(m) i 1316(w),
1372(m)
v ; 1458(s) 1393(s) 1458(w)
1505(s),
\% - 1544(s), 1605(s) 1511(w)
1568(s)
VI 11%-36((2) 1709(s) : 1622(5)
*2120(w); *2099(w);
VII 2843(w) 2861 ((m)) 2841(w) 224 5((W))
VIII 2928(s) 2924(s) 2931(s) 2924(s)
X : 3300(w) 3371(s) 3339(s)
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Pazin grancice

Arbitrarno uzete jedinice

— suho
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 etanol
— metanol
Valni broj (cm™) —— woda

Slika 13. FTIR spektri grancica imele s podrucja Pazina (etanol, metanol i voda u
usporedbi sa suhim uzorkom)

Pazin list
[
Q
£
hel
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@
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5
2 |
£
s
z
<C
—— suho
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 etanol
—— metanol
Valni broj (cm™) — voda

Slika 14. FTIR spektri listova imele s podru¢ja Pazina (etanol, metanol i voda u usporedbi
sa suhim uzorkom)
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Tablica 10. Tabli¢ni prikaz valnih duljina vrpci grancica imele prikupljenih na podrucju

Pazina
Dio spekira Suhi uzorak Voda Etanol Metanol
p (cm™) (cm™) (cm) (cm™)
I 670(m) 605(m) 884(w) 816(m)
II 1053(s) 1066(s) 1058(s) 1066(s)
1240(m),
111 - 1391(s) 1386(m) 1215(m)
v 1460(m) 1495(m) 1472(s) 1459(m)
1508(s)
\Y 1508(m) - 1545(s) 1505 (m)
1654(s) 1603(s)
VI 1654(m) 1608(s) 1695(s) 1663(w)
VII 2847(w) *2118(w) *2100(w) *2071(w)
2847(w), 2858(w)
VIII 2920(s) 2934(s) 2934(s) 2927(s)
IX - 3369(s) 3356(s) 3365(s)

Tablica 11. Tabli¢ni prikaz valnih duljina vrpci listova imele prikupljenih na podrucju

Pazina
Dio spekira Suhi uzorak Voda Etanol Metanol
°°p (cm™) (cm™) (cm™!) (cm™)
617(w
I 829(w) 770(w) ; 818&3
I 1059(s) 1048(s) 1051(m) }?ggg
1240(m)

11 _ 1328(w) ; 1213(m)
1450(m)
I\ 1462(m) 1456(w) 1456(m) 1497(m)

N 1506, ] 1517(m), ]

1562(m) 1558(m)

1600(s)
VI 1644(s) 1640(s) 1698(m) 1666(m)
1734(s)
VII 2856(w) 2878(w) 2843(w) 2856(w)
VIII 2914(m) 2914(m) 2931(s) 2917(s)
X ] 3294(s) 3357(s) 3343(s)
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Petrijevci grancice

Arbitrarno uzete jedinice

W

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Valni broj (cm™)

— suho
— etanol
— metanol
— woda

Slika 15. FTIR spektri gran¢ica imele s podrucja Petrijevaca (etanol, metanol i voda u

usporedbi sa suhim uzorkom)

Petrijevci list

Arbitrarno uzete jedinice

—W/N
WN

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Valni broj (cm™)

Slika 16. FTIR spektri listova imele s podrucja Petrijevaca (etanol,
usporedbi sa suhim uzorkom)

— suho
— etanol
— metanol
— wvoda

metanol 1 voda u
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Tablica 12. Tabli¢ni prikaz valnih duljina vrpci grancica imele prikupljenih na podrucju

Petrijevaca
Dio spekira Suhi uzorak Voda Etanol Metanol
P (cm™!) (cm™!) (cm™!) (cm™!)
652(W)
I - - - 764(w)
836(w)
1035(m)
I 1067(m) 1066(s) 1058(s) 1178(w)
1242(w)
111 - 1395(s) - 1260(m)
1385(s)
I\% - - 1465(m) 1457(s)
1513(m)
\Y% - 1591(s) 1551(m) -
1646 (w) 1646(m)
VI 1719(w) i 1680- 1740(w) 1696(s)
VII 2842(w) - 2845(w) 2858(w)
VIII 2921(m) 2921(w) 2916(s) 2930(s)
IX - 3308(m) 3362(s) 3392(s)

Tablica 13. Tabli¢ni prikaz valnih duljina vrpci listova imele prikupljenih na podrucju

Petrijevaca
Dio spekira Suhi uzorak Voda Etanol Metanol
p (cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
766(m)
I - 776(w) 813(m) 871(w)
1073(m)
IT 1056(s) 1066(s) 1164(m) 1058(s)
1238(w)
111 1238(w) 1387(s) 1212(m) 1371(w)
v 1448(m) - 1450(m) 1456(m)
1508(m) 1514(w) 1513(m)
v 1555(m) 1591(s) 1599(s) 1551(m)
1653(m)
VI 1651(m) - 1654(w) 1695(m)
VII _ ] *2072(w) *2077(w)
2853(w) 2853(w)
VIII 2932(m) 2916(w) 2931(s) 2931(s)
IX - 3276(m) 3363(s) 3363(s)
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Voc¢in grancice

Arbitramo uzete jedinice

W

— suho
— etanol

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Valni broj (cm™)

—— metanol
— woda

Slika 17. FTIR spektri grancica imele s podru¢ja Vocina (etanol, metanol i voda u

usporedbi sa suhim uzorkom)

Vocin list

Arbitrarno uzete jedinice

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Valni broj (cm™

— suho
etanol
— metanol
— wda

Slika 18. FTIR spektri listova imele s podru¢ja Vocina (etanol, metanol 1 voda u

usporedbi sa suhim uzorkom)
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Tablica 14. Tabli¢ni prikaz valnih duljina vrpci grancica imele prikupljenih na podrucju

Vocéina

Dio spekira Suhi uzorak Voda Etanol Metanol

p (cm™) (cm™) (cm™) (cm™)

I 667 861(m) - 861(m)
I 1054(w) 1076(s) - 1068(m)
111 1313(w) 1392(m) - 1250(m)

1457(w)

v - - 1477(w) 1457(m)
1504(m)
Vv - 1593(s) 1554(w) 1569(m)
1650(w) 1600(s)
VI 1722(w) - 1650- 1763(w) 1743(w)
*2109(w) 2090(w)
VII 2856(w) 2834(w) 2862(w) 2856(w)
VIII 2935(w) 2928(m) 2949(w) 2928(s)

IX - 3315(s) - 3380(s)

Tablica 15. Tabli¢ni prikaz valnih duljina vrpci listova imele prikupljenih na podruc¢ju

Vocéina
Dio spekira Suhi uzorak Voda Etanol Metanol
p (cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
I - 860(m) 857(m)
II 1052(s) 1057(s) 1155(w) 1069(s)
1252(m)
111 1321(m) 1396(s) - -
1423(w)
v - - 1452(w) 1452(w)
1512(w) 1505
v i 1597(s) 1557(w) 1549(w)
1649
VI 1665(s) - 1728(w) -
*2101(w
VII 2841(w) - 2861 ((W)) -
2861,
VIII 2937(m) 2937(s) 2942(m) 2928
IX - 3307(s) - 3390

25




4.2. Rezultati analize glavnih komponenata

Metoda analize glavnih komponenata primijenjena je kako bi se utvrdile medusobne
sli¢nosti, odnosno razlike medu prikupljenim uzorcima imele s obzirom na zemljopisno
podneblje (Istra, SrediSnja Hrvatska, Isto¢na Hrvatska) 1 vrstu analiziranih uzoraka (svjeze

ubrana imela, isti dan stavljena na susenje/gotova ¢ajna mjeSavina listova imele).

Podatkovna matrica je sacinjena na nacin da su nakon analize svih spektara (voda, etanol,
metanol) zbog svoje jasnoce i1 intenziteta odabrani podatci iz spektara listova imele u
metanolu. Moguénost upotrebe cjelokupnih spektara (od 400 do 4000 cm™) za analizu je
zbog svoje kompleksnosti u potpunosti odbacena. Umjesto toga, odabrano je Sest
karakteristi¢nih vrpci, nakon ¢ega su valni brojevi istih sainjavali stupce podatkovne
matrice dok su retke €inili svi prikupljeni uzorci. Analiza glavnih komponenata provedena
je bez naknadne rotacije faktora. Rezultat analize glavnih komponenata prikazan je na slici
19.

Za prikaz rezultata analize glavnih komponenata bile su dovoljne dvije glavne
komponente, prva (PCI1, Principal Components) koja je u sebi sadrzavala 42,42%
informacija i druga (PC2) koja je sadrzavala 34,81% informacija(ukupno 77%), sto je bilo
sasvim dovoljno za uspjesno objasnjenje rezultata. Sa slike br.19 moguce je razlikovati tri
skupine; prvu €ine lokacije Hum 1 Pazin, drugu ¢ine Karlovac, Bjelovar i Koprivnica, dok
trecu skupinu lokacija ¢ine Vocin, 1 Petrijevci. Aljmas predstavlja zasebnu skupinu, tocnije

jednoclani klaster u potpunosti razli¢it od ostalih uzoraka.
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PC 2: 34,81%

Analiza Glavnih Komponenata
(listovi imele u metanolu)

1
—_
T

Petggevei !

Vw'in

Aligas

-2 -1 0 1 2 3
PC 1:42,42%

Slika 19. Rezultati analize glavnih komponenata za uzorke imele s razlicitih lokacija

Republike Hrvatske.
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5. RASPRAVA

Budu¢i da su biljke izvor niza farmakoloski aktivnih tvari, njihova je upotreba na ovim
prostorima u obliku ¢ajnih pripravaka, gotovih lijekova (Iscador npr.) ili u obliku Zestokih
pica od imele. U ovome radu uz pomo¢ FTIR spektroskopije istrazena je molekulska
struktura razli¢itih uzoraka i dijelova imele s razli¢itih lokacija Republike Hrvatske, tocnije
s podrucja od Istocne Slavonije do Istre. Svjeze ubrani, pa potom osuSeni dijelovi imele
(listovi 1 grancice) usporedeni s komercijalno dostupnim proizvodima (¢ajevima) koji su
ubrani 1 osuSeni prethodne sezone. Istrazivanja karakteristicnih skupina metodom FTIR
spektroskopije u biljkama koje je mogucée primjenjivati za medicinsku primjenu, a posebice
na bijeloj imeli (Viscum album L.) na podru¢ju Hrvatske, iznimno su rijetka. Pregled
literature 1 znanstvenih radova s podrucja Republike Hrvatske ukazuje na ¢injenicu da se
dosadasnji radovi odnose uglavnom na biologiju, morfologiju i patologiju bijele imele na
drvecu [25][26] 1 upotrebu komercijalno dostupnih pripravaka u antitumorskoj terapiji [27].
Smatra se da u medicinske svrhe najbolje mogu posluziti etanolni i metanolni ekstrakti koji
omogucavaju postizanje najvecih koncentracija bioaktivnih tvari. Uoceno je da metanolni
ekstrakti pokazuju hepatoprotektivnu aktivnost protiv hepatotoksi¢nosti ugljikovog
tetraklorida kod Stakora [28]. Rezultati vecine istrazivanja koja su se bavila proucavanjima
vodenih ekstrakata imele ukazali su na prisutnost proteina koji se obi¢no klasificiraju u
skupinu vikotoksina 1 lecitina imele. Medutim, fitokemijska istrazivanja na uzorcima imele
otkrila su 1 prisustvo drugih vaznih farmakoloskih spojeva. Iako se antitumorski potencijal
uglavnom pripisuje prisutnosti metabolita topljivih u vodi, uporaba etanola kao otapala
dopusta i ekstrakciju antitumorskih farmakoloskih spojeva [15]. Medutim, na trZiStu postoji
nekoliko gotovih vodenih pripravaka biljnih ekstrakata imele koji se razlikuju samo u

postupku ekstrakcije kao Sto su: Abnoba, Helixor, Ishador, Iscucin, Eurixor 1 Lecitinol.

Rezultati istrazivanja na biljci Erythrina variegata L. ukazala su na postojanje znacajnijih
razlika u FTIR spektrima kao 1 na prisustvo razli¢itih kemijskih sastojaka u ekstraktima
priredenim od razli€itih dijelova biljke (kora, list, cvijet), stoga je zakljuceno da je na osnovi
rezultata FTIR analize spektara u svrhu lijecenja i proizvodnje biljnog pripravaka moguce

odabrati onaj dio biljke, najbogatiji kemijskim sastojcima [29].

Izuzetno je mali broj istrazivanja iz podrucja ,,zelene sinteze nanocestica® srebra s razlicitim

dijelovima biljke imele objavljen u novije vrijeme i to uglavnom na plodovima te biljke. U
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svrhu daljnjih istraZzivanja mogucénosti sinteze nanocestica srebra rade se ekstrakcije

razli¢itih dijelova imele [30].

U ovom su radu istrazena fitokemijska svojstva grancica i lista, kao 1 gotovih ¢ajnih smjesa
s obzirom da je do njih moguce do¢i tijekom cijelog perioda godine. Sve opazene vrpce od
najslabijih (w), preko srednje izrazenih (m) do jakih (s), sazete su u tablicama 2 do 15 u
nekoliko glavnih podrucja. Glavne vrpce, odnosno one koje su bile najizrazenije u svim
uzorcima, pripadaju slijede¢im funkcionalnim skupinama i1 valnim brojevima: vrpce
rastezanja karakteristiéne za O-H skupine u podrudju oko 3350 cm’'. vrpce rastezanja
(C-H vibracije) karakteristi¢ne za alkane u podrucju oko 2939 cm'; vrpce rastezanja
(C-H vibracije) karakteristi¢ne za alkilne skupine oko 2850 cm'; podrugje vibracija
C=C veza (alkeni ) oko 2220 cm'; podruéje vibracija rastezanja C=0 skupine oko 1730
cm! ; podrugje vibracija rastezanja alkina (C =C) oko 1600 cm™!; te podrué¢je aromatskih
spojeva (C=C) oko 1450 cm kao i podrugje supstituiranih aromatskih spojeva oko 1043
cm’™! i pri nizim valnim brojevima od 1000 cm™ [14][24][29-33]. Prisustvo velikog broja
vrpci (posebice su jasno izrazene u metanolnim ekstraktima imele) u podrucju od 1000

cm do 3000 cm™! ukazao je na to da su dijelovi imele bogati po kemijskom sastavu (proteini,

lipidi, ugljikohidrati, itd..) [14][24].

Rezultati FTIR analize nisu ukazali na zna¢ajnije razlike medu spektrima razli¢itih dijelova
uzoraka imele (grancice, list, Cajna smjesa). Znatnije razlike su uo€ene u intenzitetima vrpci
za razli€ita otapala (voda, etanol, metanol), pri ¢emu su najintenzivnije vrpce bile one
opazene u metanolnim, a tek potom one u etanolnim i vodenim ekstraktima. Manje razlike
izmedu pojedinih ekstrakata i suhih uzoraka imele, neovisno o analiziranom dijelu biljke
povezane su i s pojavom slabe vrpce u podruéju oko 2100 cm™ $to je prema literaturnim
podatcima podrugje nitrilnih spojeva (od 2300 cm™ do 1999 cm™) i terminalnih alkina (od

2260 cm™ do 2100 cm™).

Analizom spektara utvrdeno je da se OH skupina pojavljuje u sva tri ekstrakta (metanol,
etanol, voda). Budu¢i da OH skupina ima sposobnost stvaranja vodikovih veza, prisutnost
OH skupine u ekstraktima listova i granc¢ica svih uzoraka ukazuje na veliku moguénost

primjene ekstrakata u inhibiciji rasta mikroorganizama [31].

Metoda analize glavnih komponenata (PCA) primijenjena je na dobivene rezultate mjerenja,
to¢nije na vrijednosti valnih brojeva karakteristicnih vrpci FTIR spektara kako bi se utvrdilo

postojanje mogucih sli¢nosti/razli¢itosti medu uzorcima, njihovo grupiranje i sl. Za razliku
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od metanolnih ekstrakata grancica imele, spektri listova imele u metanolu izvrsno su
posluzili toj svrsi s obzirom da su vrpce u metanolnim ekstrakatima bile najjasnije i
najizrazenije. Zbog kompleksnosti FTIR spektara nisu upotrijebljeni kompletni spektri u
podrugju od 400 cm™ do 4000 cm™ veé¢ su koristene vrijednosti valnih brojeva
karakteristi¢nih vrpci. S obzirom da su uzorci po svom porijeklu bili prili¢no ,,heterogenog
sastava‘“, od onih svjeze ubranih i stavljenih na susenje istoga dana, do onih nabavljenih u
obliku gotovih pripravaka (C¢ajnih smjesa) ubranih i ve¢ prosusenih listova, jedna od
mogucnosti bila je ta da ¢e se uzorci razvrstati prema nacinu njihove pripreme. Medutim,
rezultat primijenjene metode analize glavnih komponenata pokazao je da su se metanolni
ekstrakti listova imele (za analizu odabrani zbog jasno izrazenih vrpci) grupirali prema
zemljopisnom podneblju, u tri glavne skupine: prva: Pazin, Hum; druga Petrijevci i Vo¢in;
i tre¢a Koprivnica, Bjelovar, Karlovac, dok se uzorak s podruc¢ja Aljmasa odvojio u zaseban
»jednoclani klaster”. Budu¢i da je velik broj funkcionalnih skupina vidljiv u spektrima sva
tri ekstrakta, neovisno o dijelu biljke upotrijebljene za analizu, imela se pokazala pogodnom
biljkom u daljnjim istraZzivanjima koja ¢e se baviti sintezom nanocestica te odredivanjem

njihove strukture i1 primjeni u medicinske svrhe.
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6. ZAKLJUCAK

Analiza spektara dobivenih metodom FTIR spektroskopije ukazala je na to da su ekstrakti
grancica 1 listova imele bogati proteinima, lipidima i ugljikohidratima, kao i to da su vrpce
karakteristi¢nih skupina listova, grancica, ali i gotovih ¢ajnih mjesavina listova imele daleko
jace izrazene u ekstraktima vode, etanola i metanola u odnosu na vrpce suhih uzoraka imele.
Analiza glavnih komponenata (PCA) je pokazala da neovisno o nacinu na koji je uzorak
prireden (ubrani svjezi listovi 1 potom osuSeni/Cajne smjese listova imele) zemljopisni
polozaj ubrane imele znatno utjece na biokemijska svojstva same imele, a samim time i na

sli¢nosti, odnosno razli¢itosti medu prikupljenim uzorcima.
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