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m ZNANSTVENI RADOVI

Obic¢ni likovac (Daphne mezereum L.)
i planinski likovac (D. alpina L.):
kvalitativna fitokemijska karakterizacija

RENATA JURISIC GRUBESIC, ANDRINA MALTAR, LEA GALOVIC, DARIO KREMER
Farmaceutsko-biokemijski fakultet Sveudilista u Zagrebu, 10000 Zagreb, Hrvatska

February Daphne (Daphne mezereum L.) and Alpine Daphne
(D. alpina L.): qualitative phytochemical characterization

Absiract- Inthis work gualitative analysis of some bioactive compounds
of February Daphne (Daphne mezereum L.) and Alpine Daphne (D. alpina L.)
was performed. The following bioactive compounds were detected using thin-layer
chromatography methods (TLC) in methanolic extracts of leaves, stems and
roots: flavonoids, coumarins, phenolic acids, saponins, sterols, triterpenes and
triterpenic acids. Qualitative analysis of tannins was performed by general reac-
tions of developing coloured products and sediments. Hydrolysable tannins were
detected in all examined extracts, while the reaction with condensed tannins was
negative for all investigated specimens.
(Faculty of Pharmacy and Biochemistry, University of Zagreb, A. Kovacica 1,
HR-10000 Zagreb, Croatia)

UvoD

Ve¢ u zadecima razvoja medicine i farmacije ljudi su prepoznali blagodati prirode. Biljke
i njihovi pripravci bili su prvi lijekovi. Spoznavanje mehanizama djelovanja lijekova, kao
i razvoj suvremenih analiti¢kih metoda koje omogucuju opseinu kvalitativnu i kvantita-
tivnu karakterizaciju ljekovitih tvari, pobuduju znatan interes znanstvenika za jo§ neistra-
ienc biljne vrste kojc su od davnina poznate po svojem ljckovitom djclovanju. Jedna od
njih je i obiéni likovac (Daphne mezereum L., Thymelaeaceae).

Obicni likovac (slika 1a.-b.) listopadni je grm visine 30-150 cm sa $ibolikim, slabo
razgranjenim, uspravnim granama. Kora stabljike i grana jc u mladosti zuckastozelena, a
kasnije sivosmeda. Duguljasto lancetasti listovi dugi su 7-9 cm, $iroki 2-5 c¢m, cjclovita
ruba, spiralno rasporedeni, svijetlozeleni, razvijaju se iz jajastih pupova smjestenih privrhu
stabljike i ogranaka. Cvate prije ili za vrijeme listanja, od velja¢e do travnja. Postrano
smjcsiteni cvjetni pupovi su kuglasti, a cvjctovi (slika 1b.) sjedeci, ruzicasti, vrlo rijetko
bijeli, mirisavi, najécce po tri zajedno, s produzenim cvjeti§tem i Cetiri korolini¢na listica
caske (lapa), dok viencic nije razvijen. Plod je duguljasto-jajasta, jarko crvena, jednosjemena
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Stika 1a. Obiéni likovac (Daphne mezereum L.) Slika 1b. Obi¢ni likovac (D. me-
zereum L.) — cvijet  miadi listovi

kostunica veli¢ine zrna graska, koja dozrijeva u lipnju i srpnju (slika 1b.). Rasprostranjen
je u Europi, na Kavkazu, u Turskoj, sjevernom Iranu te u zapadnom i isto¢nom Sibiru,
gdje raste u svijetlim sumama i §ikarama, uz rubove §uma, uz potoke, od brdskog do pret-
planinskog pojasa (do 2000 m nadmorske visine). U Hrvatskoj ga ima u Lici, Gorskom
kotaru, na Velcbitu, Zumberku, Medvednici, panonskom gorju, u kordunskoj zaravni i
sjeverozapadnoj Hrvatskoj (1-8).

Planinski likovac (slika 2a.-b.) visok je do 50 cm, vrlo razgranjen listopadni grm. Kora
mladih grana je crvenkastosmede boje, obrasla pahuljastim dlakama, a kasnije siva, gola i
fino ispucana. Starije su grane polegle, a mlade uspravne i pravilno vili¢asto razgranjene.
Sjedeci, obrnuto jajasti do duguljasti, izmjeni¢no smjesteni listovi dugi su 2-4 cm, cjelovita
ruba, sivozeleni, s obje strane svilenkasto dlakavi (barem u poéetku). Po 4 do 10 cvjetova
zdruzeno je u vrine glavicaste cvatove. Cvictovi su gotovo sjedeci, dugi do 1 cm, bijeli, miri-
savi, s Cetiri korolini¢na listi¢a caske duga 2,5-4 mm, dok vjenci¢ nije razvijen. Cvate nakon
listanja u svibnju i lipnju. Plod (slika 2b.) je okruglasto-jajasta, narancastocrvena, slabo
dlakava kostunica s jednom sjemenkom. Rasprostranjen je u Europi (Francuska, Italija,
Svicarska, Austrija, Slovenija, Hrvatska, Srbija, Bosna i Hercegovina, Crna Gora, mozda
Spanjolska). U Hrvatskoj se mose naci na planinskim podru¢jima Velebita, Velike Kapele,
Gorskog kotara i Licke Pljesivice. Raste na sun¢anim, kamenitim obroncima, u pukotinama
vapnenackih stijena, ve¢inom iznad granice sume (do 1500 m nadmorske visine), ali se na
zapadnim obroncima i u klancima sputa mjestimi¢no gotovo do mora (1, 3, 6, 8-9).
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Slika 2a. Planinski likovac Slika 2b. Planinski likovac
(Daphne alpina L.) - habitus (D. alpina L.) - listi plod

Svi su biljni dijelovi (osobito kora i plodovi) obiju vrsta otrovni za ovjeka i sisavce
opcenito te za ribe. Ljekovitost obi¢nog i planinskog likovca najvise se pripisuje kori koja
se sabire u proljece prije cvatnje i susi u trakama $irine 0,5-2 cm. Droga Cortex mezerei
nckada se koristila u lije¢enju reume, uloga i koznih bolesti, bilo kao ekstrakt kore, ili u
pripravku Liquor Sarsae compositus concentratus. Zloupotrebljavala se kao abortiv, dok
se sada zbog otrovnosti ne primjenjuje u suvremenoj fitoterapiji (10-12).

Toksi¢ni u¢inak obi¢nog i planinskog likovca pripisuje se dafninu, mezereinu i dafne-
toksinu. Dafnin (slika 3a.) je gorki kumarinski glikozid (7,8-dihidroksikumarin-7-3-D-
glukozid), dok su mezerein (slika 3b.) i dafnetoksin (slika 3c.) diterpenske strukture ljutog
okusa (5, 10). Dafnin je sredinom 19. stolje¢a u kori planinskog likovca otkrio Vauquelin,
koji ga je zbog ostrog okusa i kausti¢nih svojstava smatrao alkaloidom. No, Zwenger je
nesto kasnije dokazao da je rije¢ o glikozidu koji se sastoji od bezbojnih, prozirnih, priz-
mati¢nih kristala. Taj je glikozid slabo topljiv u hladnoj, a dobro u vruéoj vodi i alkoholu
te netopljiv u cteru. Kuhanjem s razrijedenim kiselinama ili pod utjecajem nekih enzima
dafnin se razgraduje na glukozu i dafnetin, aglikon kumarinske strukture (slika 3d.).
Godinc 1879. Striinkel je otkrio da je dafnetin dioksikumarin. Suhom destilacijom al-
koholnog ekstrakta kore dobiven je izomer dafnetina, umbeliferon. Od kumarinskih se
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Slika 3a. Dafnin (www.genome.ad.jp) Slika 3b. Mezerein (www.axxora.com)
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spojeva u vrstama roda likovac (Daphne L.) nalaze jo§ i dafnoretin, triumbelin, 7,8-
dihidroksi-kromen-2on i 7-hidroksi-8-metoksikumarin. Od glikozida su, osim dafnina,
izolirani takoder hesperidin i cinhoriin, a od fitosterola - 3-sitosterol (12).

Za mezercin je utvrdeno da ima antileukemijsko djelovanje na P-388 limfocitnu leuke
miju u misa (12-14). Djcluje i kao aktivator protein kinaze C (PKC) (15). Dafnetin je
pokazao znaéajnu antibakterijsku aktivnost na vrste Bacillus lentus i Escherichia coli, dok
antifungalni uéinak nijc utvrden (16). Dafnetin takoder ima dokazan in vitre antimala-
riéni u¢inak u koncentracijama 25-40 M na Plasmodium falciparum (17). Analgetski i
protuupalni ucinak takoder su ispitivani na dafnetinu i 4-metildafnetinu, a dokazano je da
je takvo djclovanje rezultat inhibicije stvaranja leukotricna B4 kao medijatora upale (18).

U okviru ovoga rada provedena je kvalitativna analiza bioloski aktivnih spojeva (flavo-
noida, trjeslovina, kumarina, saponina, triterpenskih spojeva i sterola) u vodeno-alko-
holnim ckstraktima lista, stabljike i korijena obi¢nog i planinskog likovca, kao doprinos
fitokemijskim istrazivanjima roda likovac (Daphne L.) i hrvatske flore uopde.

EKSPERIMENTALNI DIO

Biljni materijal

[strazivanju su podvrgnuti na zraku osuseni listovi, stabljika i korijen obi¢nog likovca
(Daphne mezereum L.) i planinskog likovca (Daphne alpina L.), skupljeni u rujnu 2007.
godine na podrugju Gornjeg Jelenja, na nadmorskoj visini od oko 850 m. Identifikacija
biljnog materijala i utvrdivanje morfoloskih obiljezja provedeni su na Zavodu za farma-

ceutsku botaniku Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, uspored-
bom s dostupnim literaturnim podacima (1, 3, 8).

Kvalitativna analiza flavonoida

Kvalitativna analiza flavonoida provedena je metodom kromatografije na tankom sloju
(TLQC). Biljni su uzorci pripravljeni pojedinaénom ekstrakcijom 0,1 g praskaste droge (lis-
tovi, stabljika i korijen) s po 2 mL metanola, tijekom 10 minuta na vodenoj kupelji (60
*C). Ispitivanje prisutnosti flavonoida provedeno je na tankom sloju Kieselgela 60 F,s,, u
mobilnoj fazi sastavljenoj od smjese otapala: etil acetat - mravlja kisclina - ledena octena
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kiselina - voda (100:11:11:27, V/V). Nakon prskanja Naturstoffreagensom i 5%-tnom
etanolnom otopinom polietilenglikola 4000 (NST/PEG), kromatogrami su promatrani
pod UV svjetlom na valnoj duljini od 365 nm (19). Kao poredbene tvari primijenjene su
0,05%-tne metanolne otopine flavonoida kvercetina, hiperozida, naringenina i naringina.

Kvalisativha analiza kumarina

Dokazivanje kumarina provedeno je metodom tankoslojne kromatografije i kemij-
skom reakcijom s 1 M natrijevim hidroksidom. TLC analiza kumarina provedena je u
prethodno opisanom kromatografskom sustavu za dokazivanje flavonoida, uz detekciju
na UV-254 nm i UV-365 nm. Kemijska reakcija dokazivanja kumarina provedena je
tako da je po 0,2 g pulveriziranih listova, stabljika i korijena izmuc¢kano s 5 mL 70%-tnog
metanola i filtrirano. Filtrati su potom zaluzeni s nekoliko kapi 1 M natrijeva hidroksida
i promatrani pod UV svjetlom na valnoj duljini od 365 nm. Zutozelena fluorescencija
ukazuje na prisutnost kumarinskih spojeva.

Kuvalitativna analiza trjeslovina
Priprava ekstrakta

U prah je samljeveno po 0,5 glistova, stabljika i korijena te pojedinaéno ekstrahirano
15 minuta s po 50 mL destilirane vode, u tikvici s povratnim hladilom, u kipucoj vode-
noj kupclji. Ohladeni ekstrakti su profiltrirani i primijenjeni u ispitivanjima koja slijede.

Opce reakcije s metalnim solima i Zelatinom

1. Dvije kapi 5%-tne otopine Zeljezova(lll) klorida dodaju se u 2 mL filtrata.

2. U 2 mLfiltrata dodaju se 2-3 kapi 1%-tne otopine Zeljezova(Ill) amonijeva sulfata.
3. U5 mLfiltrata doda se 0,5 mL 10%-tne otopine olovova acetata.

4. U 2 mL filtrata uliju se 2 mL 1% tne otopine Zelatine.

Dokagzivanje kondenziranih trjeslovina

U 6 mL pojedinog biljnog ekstrakta doda se po 3 kapi otopine formaldehida i 6 kapi
10%-tne klorovodicne kiseline. Sadriaj se ugrije do vrenja, ohladi i profiltrira, a potom
se filtar papir ispere s 1 mL tople vode. Dokaz kondenziranih trjeslovina predstavlja talog
na filtar papiru koji je netopljiv u toploj 5%-tnoj otopini kalijeva hidroksida.

Dokazivanje trjeslovina koje hidroliziraju

U 5 ml filtrata, dobivenog u prethodnoj reakciji talozenja kondenziranih trjeslovina
s formaldehidom i klorovodi¢nom kiselinom, doda se 1 g natrijeva acetata (bez potresi-
vanja cpruvete), a zatim 1 mL 1%:-tne otopine zeljezova(lll) amonijeva sulfata. U prisut-
nosti trjeslovina koje hidroliziraju javlja se ljubi¢asti prsten na mjestu prikladnog pH.

Kvalitativna analiza saponina i triterpena

Dokazivanje saponina i triterpena provedeno je metodom tankoslojne kromatografije.
Metanolni ekstrakti pripreme se pojedina¢nom ekstrakcijom 1 g pulveriziranih listova,
stabljike i korijena s po 10 mL 70% tnog metanola navodenoj kupelji, uz povratno hladilo,
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u trajanju od 30 minuta. Bistri sc filtrati uparc do suha, a ostatak otopi u malo metanola.
Po 20 pL metanolne otopine nanese se na tanki sloj adsorbensa Kiesclgela 60 F,54. Odje-
liivanje pojedinacnih tvari postize se pomocu mobilne faze u sastavu: kloroform - metanol
- voda (64:50:10, V/V), a njihova se detekcija provodi prskanjem kromatograma rcagen-
som (5 mL klorsulfonske kiseline i 10 mL ledene octene kiselinc pomijesa se uz oprezno
hladenje), te grijanjem kromatograma nckoliko minuta na 105 °C (19).

Kvalitativna analiza sterola i triterpenskih kiselina

Mectanolni ekstrakti lista, stabljike i korijena, pripremljeni prethodno opisanim pos-
tupkom ekstrakcije saponina, podvrgnu se kromatografskom odjeljivanju na tankom sloju.
Kao stacionarna faza primijeni sc adsorbens Kieselgel 60 Fis4, a kao mobilna faza benzen
iaceton u omjeru 9:1 (V/V). Detekcija sterola i triterpenskih kiselina provodi sc prska-
njem kromatograma klorsulfonskom kiselinom, uz zagrijavanje nekoliko minuta na 105

*C(19).

REZULTATI I RASPRAVA

Rezulwti kvalitativne analize flavonoida i kumarina

Standardne otopine kvercetina, hiperozida, naringenina i naringina, te ispitivani
mctanolni ekstrakti listova, stabljike i korijena obi¢nog i planinskog likovca analizirani su
primjenom TLC metode na tankom sloju Kiesclgela 60 Fq4, uz razvijac ctil acetat - mrav-
lja kiselina - ledena octena kiselina - voda (100:11:11:27, V/V). Detckcija je provedena
prskanjem s NST/PEG reagensom, nakon ¢ega su kromatogrami vizualizirani pod UV
svjetlom na 254 nm i 365 nm.

U uzorcima obi¢nog i planinskog likovca ne moic se sa sigurnoscu potvrditi prisutnost
primijenjenih poredbenih flavonoida, no na osnovi boje fluorescencije i odgovarajucih
R, vrijednosti moze se pretpostaviti da narancaste zone pripadaju flavonoidnim spoje-
vima, a plave zone spojevima kumarinske strukture i fenolnim kiselinama. Dobiveni
kromatogrami flavonoidnih i srodnih tvari iz obi¢nog i planinskog likovca prikazani su
na slici 4a. i 4b., a pripadajuce R, vrijednosti kromatografskih mrlja donosi tablica 1.

Za obi¢ni likovac (D. mezereum) uocena je velika slicnost medu kromatogramima
ekstrakata stabljike i korijena, gdje jc postignute razdvajanje veceg broja plavo obojenih
zona razlicitih intenziteta, $to ukazuje na vecu raznolikost spojeva kumarinske strukture
u tim biljnim dijelovima u odnosu na list. Kromatogram ekstrakta stabljike obi¢nog
likovca bogatiji je od ostalih ekstrakata te biljne vrste za 3 plave zone, s pripadajucim R,
vrijednostima 0,19; 0,23 i 0,55 (slika 4a., tablica 1.). Suprotno tome, na kromatogramu
ektrakta lista nisu uocene plave zone u podru¢ju nizih R,vrijednosti, niti dvije narancaste
zone koje su za ostala dva ekstrakta detektirane gotovo na frontu kromatograma. No, u
listu su detektirane flavonoidne komponente kojih nema u stabljici i korijenu. To su
narancaste zone R; vrijednosti 0,1 3; 0,21; 0,27; 0,31; 0,52; 0,65 i 0,70. Sukladno litcra-
turnim podacima (20), koji za isti TLC sustav na R;= 0,64 detcktiraju klorogensku kise-
linu, moze se pretpostaviti da bi plavo obojene zone prisutne na kromatogramima svih



R.Juri$i¢ Grubesi¢, A. Maltar, L. Galovi¢, D. Kremer: Obi¢ni likevac (Daphne mezereum L.) i
planinski likovac (D. alpina L.): kvalitativna fitokemijska karakterizacija, Farmaceutski glasnik 66, 1/2010

<4— 254 nm

06 000 0 00
0

[}
[
i

3
N
[y

00008 OO0 O
40 ® 006 C80 0 00

~O

Que Hyp Narg Nar

Slika 4a. Kromatogram flavonoida u metanolnim ekstraktima listova (L), stabljike (S) i
korijena (K) obi¢nog likovca (Daphne mezereum L.).
Stacionarna faza: Kieselgel 60 F,s,;
Mobilna faza: etil acetat — mravlja kiselina - ledena octenakiselina — voda
(100:11:11:27, V/V);
Detekcija: NST/PEG i UV-365 nm/254 nm;
Poredbene tvari: kvercetin (Que), hiperozid (Hyp), naringenin (Narg) i naringin (Nar).

ckstrakata u podrucju oko te R vrijednosti mogle pripadati upravo klorogenskoj kisclini.
Isti literaturni izvor srodnu kavenu kiselinu detektira kao svijetloplavu zonu na R;= 0,79,
no ona nije detektirana u ispitanim biljnim uzorcima. Svijetloplave zone na R; = 0,90
uocene su na kromatogramima svih ekstrakata, a prema boji i polozaju mogle bi odgova-
rati kumarinskoj kiselini, koja se u literaturi (19) navodi kao svijetloplava mrlja s R; vri-
jednoscu 0,92. S obzirom na to da su kumarinski spojevi veoma zastupljeni u uzorcima
obi¢nog likovca, kromatogram je promatran i pod UV svjetlom na 254 nm, gdje je kod
svih ispitanih uzoraka uoteno, za kumarine karakteristi¢no, gagenje fluorescencije na R,
=0,43. Zone gadenja fluorescencije prikazane su kromatogramom na slici 4a., a pripada-
juce R, vrijednosti u tablici 1.
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Tablica 1. R; vrijednosti kromatografskih mrlja ekstrakata listova, stabljike i korijena
obi¢nog likovca (Daphne mezereum L.) i planinskog likovca (D. alpina L.), te metanolnih
otopina poredbenih tvari: kvercetina (Que), hiperozida (Hyp), naringenina (Narg) i
naringina (Nar), u razvijacu etil acetat — mravlja kiselina — ledena octena kiselina - voda
(100:11:11:27, V/V).

List Stabljika Korijen Que Hyp Narg Nar
Daphne mezereum L.
b = 15cm
Ry Ry Ry Ry Ry Ry Ry
1 0,13 0,04 0,04
2 0,21 0,19 0,35
3 0,27 0,23 0,39
4 0,31 0,35 0,43 (254 nm)
5 0,33 0,39 0,51
6 0,37 0,43 (254 nm) 0,57 0,53
7 0,43 (254 nm) 0,51 0,63 0,61
8 0,52 0,55 0,69
9 0,57 0,57 0,90
10 0,62 0,63 0,94 0,99
11 0,65 0,69 0,98 0,99
12 0,70 0,90
13 0,90 0,94
14 0,98
Daphne alpina L.
b=14,5cm
Ry Ry Ry Ry Ry R, Ry
1 0,14 0,14 0,14
2 0,24 0,25 0,33 0,55 0,99 0,99 0,65
3 0,36 0,28 0,36
4  0,43(254 nm) 0,32 0,43(254 nm)
5 0,52 0,36 0,52
6 0,55 0,43(254 nm) 0,59
7 0,59 0,52 0,64
8 0,64 0,59 0,69
9 0,79 0,64 0,79
10 0,97 0,72 0,89
11 0,80 0,93
12 0,98 0,97

Na kromatogramu ekstrakta stabljike planinskog likovca postignuto je razdvajanje
veceg broja plavo obojenih zona razli¢itih intenziteta, $to ukazuje i na ve¢u raznolikost
spojeva kumarinske strukture u tom biljnom organu. Kromatogram ckstrakta stabljike



R. Jurisi¢ Grubesi¢, A. Maltar, L. Galovi¢, D. Kremer: Obiéni likovac (Daphne mezereum L.) i
planinskilikovac (D. alpina L.): kvalitativna fitokemijska karakterizacija, Farmaceutski glasnik 66, 1/2010

O

® 0000 o

¥ <+— 254nm
s
I_EJ_:_"—:: \-\~— o
| S L K Nar Narg Que Hyp =

Slika 4b. Kromatogram flavonoida u metanolnim ekstraktima listova (L), stabljike (S) i
korijena (K) planinskog likovca (Daphne alpina L.).
Stacionarna faza: Kieselgel 60 Fs,;
Mobilna faza: etil acetat — mravlja kiselina — ledena octena kiselina - voda
(100:11:11:27, V/V);
Detekcija: NST/PEG i UV-365 nm/254 nm;
Poredbene tvari: kvercetin (Que), hiperozid (Hyp), naringenin (Narg) i naringin (Nar).

bogatiji je od ostalih ekstrakata te biljne vrste za dvije plave zone s R vrijednostima 0,28
1 0,72. Na kromatogramu ekstrakta korijena uocavaju se tri narancastozute zone (R, vri-
jednosti 0,69; 0,89 i 0,93), vjerojatno flavonoidnog podrijctla. Nepolarnim aglikonima,
kvercetinu i/ili naringeninu, odgovaraju naranéaste zone R, vrijednosti 0,99, detektirane
u sva tri ispitana ckstrakta planinskog likovca. U listu nisu detektiranc znacajne koli¢ine
flavonoidnih komponenata koje bi se na kromatogramu uo¢avale kao naranéaste zone.
Jedino se isti¢e narancasta mrlja R, vrijednosti 0,55 koje nema u ekstraktu stabljike i kori-
jena. Ta zona odgovara R; vrijednosti poredbene otopine naringina, iako se odlikovala
intenzivnijom narancastom bojom od standarda. Sukladno literaturnim podacima (20),
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koji za isti TLC sustav na R;= 0,64 detektiraju plavu zonu klorogenske kiseline, pretpos-
tavljamo da bi plavozelene mrlje prisutne na kromatogramima svih ekstrakata planin-
skog likovca u podrugju te Ryvrijednosti mogle pripadati upravo klorogenskoj kiselini.
Srodnu kavenu kiselinu isti autori detektiraju kao svijetloplavu zonu na R, = 0,79, sto je
takoder potvrdeno u sva tri ispitana ekstrakta planinskog likovca. Kromatogram je pro-
matran i pod UV svjetlom na 254 nm, gdje je u svim ispitivanim ekstraktima uoéeno
gadenje fluorescencije na R;= 0,43 koje karakterizira prisutnost spojeva kumarinske
strukture (slika 4b., tablica 1.).

Dodatna potvrda prisutnosti kumarina dobivena je zaluzivanjem metanolno-vodenih
ekstrakata (70:30, V/V) lista, stabljike i korijena obi¢nog i planinskog likovcas 1 M nat-
rijevim hidroksidom i promatranjem pod UV svjetlom na valnoj duljini od 365 nm. U
svim je ckstraktima uocena intenzivna zutozelena fluorescencija (dokaz kumarina).

Rezultati kvalitativne analize trjeslovina

Prisutnost trjeslovina u vodenim ekstraktima listova, stabljike i korijena obi¢nog i pla-
ninskog likovca dokazana je opé¢im reakcijama s metalnim solima i zelatinom.

Dodatkom zeljezova(lll) klorida nastala je smeda boja u ckstraktima lista i stabljike
obi¢nog likovca, dok se u ekstraktu korijena uz smedu boju javilo i zamucenje. S istim je
reagensom u ekstraktu lista planinskog likovca nastalo tamnozcleno, u ekstraktu stab-
liike svijetlozeleno, a u ekstraktu korijena smede obojenje. U reakciji sa zeljezovim(Ill)
amonijevim sulfatom uoceno je zelenosmede obojenje u ekstraktu listova obi¢nog likov
ca, a u ekstraktima stabljike i korijena iste vrste nastala jc zelenosmeda boja i blago zamu-
cenje; isti je reagens dao maslinastozeleno obojenje s trjeslovinama u ekstraktu lista
planinskog likovca, svijetlozeleno u ekstraktu stabljike, dok se u ekstraktu korijena raz-
vila smeda boja. U tim su reakcijama uocena slabije izrazena obojenja nego sa zeljezo-

vim(1ll) kloridom.

Nakon dodatka olovova acetata, u svim jc ekstraktima nastao pahuljast narancast talog,
koji je bio intenzivniji u ekstraktima stabljike i korijena obi¢nog likovca te u ekstraktima
lista i korijena planinskog likovca. Vrlo slabo zamucenije svih ispitanih uzoraka (neto jace
kod ekstrakta korijena) nastalo je u reakciji sa zelatinom. Dodatkom fermaldehida i klo-
rovodié¢ne kiseline primijeceno je zelenkasto zamudenje u vodenim ekstraktima stabljike i
korijena, a plavoljubicasti prsten pojavio se u svim analiziranim uzorcima nakon dodatka
natrijeva acetata i zeljezova(lll) amonijeva sulfata.

Opisanim je reakcijama dokazana prisutnost trieslovina u svim analiziranim ekstrak
tima, ali su reakcije bile intenzivnije za ekstrakte stabljike i korijena obi¢nog likovca,
odnosno za ekstrakte listova i korijena planinskog likovca (pretpostavka veceg udjela ispi-
tivanih tvari). Trjeslovine koje hidroliziraju dokazane su takoder u svim uzorcima, dok se
prisutnost kondenziranih trjeslovina ne moze potvrditi.

Rezultati kvalitativne analize saponina i triterpena

Metanolni ekstrakti listova, stabljike i korijena obi¢nog i planinskog likovca analizirani
su metodom tankoslojne kromatografije. Odjeljivanje tvari postignuto je na tankom sloju
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adsorbensa Kieselgela 60 Fy4, u mobilnoj fazi: kloroform - metanol - voda (64:50:10,
V/V). Detckcija razvijenih kromatografskih zona provedena je prskanjem klorsulfen-
skom kiselinom i zagrijavanjem na 105 °C. Dobiveni kromatogrami prikazani su na slici
5a. i 5b., a pripadajuce R; vrijednosti u tablici 2.

Vecina analiziranih tvari zastupljena je u svim ekstraktima obi¢nog likovca. Saponin-
ska komponenta R; vrijednosti 0,81 nije dokazana samo u ekstraktu listova, a kompo-
nenta R vrijednosti 0,92 nije detektirana jedino u ekstraktu korijena. U sva tri ekstrakta
prisutna je kromatografska mrlja R; vrijednosti 0,87, no u ekstraktu listova njezina je boja
znatno drugacija pa se moZe pretpostaviti da je rije¢ o razli¢itim spojevima. Veli¢inom
kromatografske zone i intenzivnom ljubicastosmedom bojom na kromatogramima se
posebno isti¢e saponinska tvar R,vrijednosti 0,38. U ovom kromatografskom sustavu
triterpenske kiseline putuju relativno visoko pa se prema boji kromatografskih mrlja
moze pretpostaviti da zone visoke R, vrijednosti (R= 0,92 za ekstrakte lista i stabljikc)
pripadaju ursolnoj i/ili oleanolnoj kiselini (slika 5a., tablica 2.).

Saponinske komponente dokazane su i u svim ekstraktima planinskog likovca kao
smedc i ljubicastosmede zone: stabljika (R;= 0,40 i 0,63), list (R,= 0,39 i 0,59), te korijen
(R;=0,391i 0,63). Prema literaturnim podacima (21), triterpenske kiseline, oleanolna i

List Stabljika Korijen

Slika 5a. Kromatogram saponina i triterpena u metanolnim ekstraktima listova, stabljike i
korijena obi¢nog likovca (Daphne mezereum 1..).
Stacionarna faza: Kieselgel 60 Fys,;
Mobilna faza: kloroform - metanol - voda (64:50:10, V/V);
Detekcija: klorsulfonska kiselina, zagrijavanje na 105 °C.
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Tablica 2. R, vrijednosti kromatografskih mrlja ekstrakata listova, stabljike i korijena
obi¢nog likovca (Daphne mezereum L.) i planinskog likovca (D. alpina L..) u razvijacu

kloroform — metanol — voda, 64:50:10 (V/V).

Daphne mezereum L.

b=62cm | 2 3 4 5 6 7 8 P
List 038 0,52 068 0,77 084 087 092 097
Stabljika R¢ 038 0,52 068 0,77 081 084 087 092 097
Korijen 038 0,52 068 0,77 08 084 087 097

Daphne alpina L.

b=57cm
List 039 059 075 0,79 083 088 098
Stabljika R¢ 040 063 0,77 081 084 088 097
Korijen 039 063 074 079 083 088 0,98

ursolna kiselina, imaju R, vrijednost 0,89 u navedenom kromatografskom sustavu.

Dakle, moze sc pretpostaviti da se detcktirane ljubicaste zone (R;= 0,88) u sva tri ispitana

ekstrakta planinskog likovca odnose upravo na oleanolnu i/ili ursolnu kiselinu (slika 5b.,

tablica 2.).

@ 0 0000

@ o (00
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List

Korijen

Stika 5b. Kromatogram saponina i triterpena u metanolnim ekstraktima listova, stabljike i
korijena planinskog likovca (Daphne alpina L.).
Stacionarna faza: Kieselgel 60 Fys,;

Mobilna faza: kloroform — metanol — voda (64:50:10, V/V);

Detekcija: klorsulfonska kiselina, zagrijavanje na 105 °C.
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Rezulsati kvalisativne analize sterola i triterpenskih kiselina

Metanolni ckstrakti listova, stabljike i korijena obi¢nog likovca analizirani su na tan-
kom sloju adsorbensa Kieselgela 60 Fs4, u mobilnoj fazi benzen - aceton (9:1, V/V).
Detekcija sterola i triterpenskih kiselina provedena je prskanjem kromatograma klorsul-
fenskom kiselinom, uz zagrijavanje nekoliko minuta na 105 °C. Dobiveni kromatogrami
prikazani su na slici 6a. i 6b., a pripadajuce Ry vrijednosti u tablici 3.

Na kromatogramu dobivenom za obiéni likovac isti¢u sc hidrofilne smedc zone koje su
zaostale na startnoj liniji (vierojatno decerne komponente). Osim te mrlje, kromatografi-
ranjem ekstrakta korijena iste vrste nije dokazana niti jedna druga sastavnica. Ekstrakti
stabljike i listova obi¢nog likovca na polozaju R, = 0,33 pokazuju ljubicastosmedu zonu,
dok su u ekstraktu listova detektirane jo§ dvije komponente: zona s R, vrijednosc¢u 0,47
mogla bi prema literaturnim podacima (21) odgovarati [3-sitosterolu i/ili stigmasteroly,
¢iji je Ry u ovom sustavu 0,45; takoder je uocena jedna vrlo lipofilna komponenta u
ckstraktu listova obi¢nog likovca kojoj pripada R, vrijednost 0,96 (slika 6a., tablica 3.).

Na kromatogramu planinskog likovea, kao i u slu¢aju obi¢nog likovca, na startnoj su
liniji zaostale hidrofilne smede zone u sva tri ekstrakta. Na kromatogramu ckstrakta lista
uotene su jo§ dvije mrlje: na R, vrijednosti 0,13 detektirana je svijetlosmeda zona ne-
poznatog podrijetla, dok je na polozaju R, = 0,47 zabiljeiena svijetloljubicasta zona koja

List Stabljika Korijen

Slika 6a. Kromatogram sterola i triterpenskih kiselina u metanolnim ekstraktima listova,
stabljike i1 korijena obi¢nog likovca (Daphne mezereum L.).
Stacionarna faza: Kieselgel 60 Fys,;
Mobilna faza: benzen —aceton (9:1, V/V);
Detekcija: klorsulfonska kiselina, zagrijavanje na 105 °C.

13



R. Juri8i¢ Grubesi¢, A. Maltar, L. Galovi¢, D. Kremer: Obi¢ni likovac (Daphne wiezerewm L.) i
planinski likovac (D. alpina L.): kvalitativna fitokemijska karakterizacija, Farmaceutski glasnik 66, 1/2010

Tablica 3. R, vrijednosti kromatografskih mrlja ekstrakata listova, stabljike i korijena
obi¢noglikovca (Daphne mezereum L.} i planinskog likovca (D. alpina L.) u razvijaéu
benzen aceton (9:1, V/V).

" Daphne mezereum L.

b= 7,0em 1 2 3 4
List 00 0,33 0,47 0,96
Stabljika R, 0,0 0,33
Korijen 0,0
— B Daphne alpma L. -

=553 om? e
T ist —— 0,0 0,13 0,47 0,93
Stabljika Ry 0,0 093
Korijen 0,0 0,93

prema literaturnim podacima (21) odgovara B-sitosterolu i/ili stigmasterolu. Osim toga,
u sva su tri ekstrakta planinskog likovca detektirane jako lipofilne komponente, koje su
zabiljezene kao ljubicastomede zone na polozaju R;= 0,93 (slika 6b., tablica 3.).

Stabljika List Korijen

Slika 6b. Kromatogram sterola i triterpenskih kiselina u metanolnim ekstraktima listova,
stabljike i korijena planinskog likovca (Daphne alpina L.).
Stacionarna faza: Kieselgel 60 Fys,;
Mobilna faza: benzen —aceton (9:1, V/V);
Detekcija: klorsulfonska kiselina, zagrijavanje na 105 °C.
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ZAKLJUCAK

Primjenom metode tankoslojne kromatografije (TLC) dokazana je prisutnost flavo
noidnih i kumarinskih spojeva u metanolnim ekstraktima listova, stabljike i korijena
obi¢nog likovca (Daphne mezereum) i planinskog likovea (D. alpina). U uzorcima obi¢nog
likoveca detektirano je ukupno 10 razlicitih naranéastih kromatografskih zona koje pripa-
daju flavonoidnim sastavnicama i 9 plavih zona rali¢itog intenziteta (fenolne kiseline i
kumarinski spojevi). S obzirom na broj i intenzitet obojenih kromatografskih zona,
moze se zakljuciti da su listovi obi¢nog likovea bogatiji flavonoidnim sastavnicama negoli
stabljika i korijen. Za planinski je likovac ukupno detektirano 5 razli¢itih naranéastih
kromatografskih zona (flavonoidi) i 10 plavih zona rali¢itog intenziteta (kumarinski spo-
jevi i fenolne kiseline).

Prisutnost kumarinskih spojeva takoder je dokazana u svim ekstraktima obi¢nogi pla-
ninskog likovca, karakteristiénim gascnjem fluorescencije pripadajucih kromatografskih
zona pod UV svjetlom na 254 nm, kao i izravnim promatranjem zaluzenih metanolno-
vodenih ekstrakata pod UV svietlom na 365 nm. Op¢im reakcijama stvaranja obojenih
produkata i taloga u svim su ekstraktima obiénog i planinskog likovca dokazane trjeslo-
vinc. Pritom je potvrdena prisutnost trjeslovina koje hidroliziraju, dok je reakcija na
kondenzirane trjeslovine bila negativna.

Metodom tankoslojne kromatografije potvrdena jc takoder prisutnost saponinskih i
triterpenskih tvari u obje istrazivanc vrste. Prema boji i R, vrijednosti detektiranih zona u
ekstraktima listova i stabljike obi¢nog likovea dokazane su ursolna i oleanolna kiselina.
Obje kiseline dokazane su i u sva tri ispitana ekstrakta planinskog likovca.

Tankoslojnom kromatografijom takoder su razdvojeni steroli od triterpenskih kise-
lina i dokazana prisutnost B-sitosterola i/ili stigmasterola u obje analizirane biljne vrste.

Dosadagnja znanstvena istrazivanja obi¢nog i planinskog likovca obznanila su veliku
raznolikost biologki aktivnih tvari te time i njihov znatan fitoterapijski potencijal, napose
u grupi kumarinskih spojeva. Rezultati dobiveni u okviru ovoga rada potvrda su vrijed-
nosti spomenutih biljnih vrsta te predstavljaju doprinos fitokemijskim istraZivanjima roda
likovac (Daphne L.). Budué¢i da je obiéni likovac jo§ u proslosti zauzimao znacajno mjesto
u puckoj medicini, brzim razvojem suvremene fitoterapije i uvodenjem novih analitickih
metoda, te potaknuti medicinskim otkri¢ima (posebice u podruéju citotoksi¢nih lijeko
va), uskoro bi se mogla ocekivati nova znanstvena istrazivanja i zanimljiva saznanja o
bioaktivnim tvarima i bioloskim uéincima ove nadasve zanimljive biljnc vrste i njezinih
srodnica.
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