Kvalitativna fitokemijska karakterizacija nekih vrsta
roda Plantago L.

Jurisi¢ Grubesié, Renata; Vladimir-Knezevic¢, Sanda

Source / Izvornik: Farmaceutski glasnik, 2004, 60, 297 - 309

Journal article, Published version
Rad u casopisu, Objavljena verzija rada (izdavacev PDF)

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:242423

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-25

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:242423
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:1708
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:1708

hfc ZNANSTVENI RADOVI

Kvalitativna fitokemijska karakterizacija
nekih vrsta roda Plantago L.

RENATA JURISIC GRUBESIC?, SANDA VLADIMIR-KNEZEVIC?

1Zavod za analitiku i kontrolu lijekova i 2Zavod za farmakognoziju
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveutilista u Zagrebu

Qualitative phytochemical characterization of some Plantago species

S ummary-Qualitative phytochemical analysis of some Plantago spe-
cies from the western part of Croatia (P. altissima L., P. argentea Chaix, P. co-
ronopus L., P. holosteum Scop., P. lagopus L., and P. maritima L.) was carried
out. Histochemical reactions revealed the presence of tannins, mucilage, glyco-
sides, alkaloids, inulin, and proteins. The existence of iridoids (aucubin and
catalpol), flavonoids (rutin, hyperosid, isoquercitrin, quercitrin, and querce-
tin), saponin substances, triterpenes (oleanolic and ursolic acids), and sterols
(B-sitosterol and stigmasterol) was confirmed using thin-layer chromatography.
Significant differences were observed in distribution of iridoids, flavonoids,
and phenolic acids between investigated plant samples. The results of the pre-
sent work show that examined Plantago species have considerable phytothera-
peutic potential and they could be a good resource of biologically active com-
pounds.

(Faculty of Pharmacy and Biochemistry, A. Kovagi¢a 1, HR-10000 Zagreb,
Croatia)

UvVOD

Rod trputac (Plantago) iz porodice trpucovki (Plantaginaceae) sadrzi u
mnogim svojim taksonima jo§ nedovoljno poznata i slabo iskoriStena prirodna
bogatstva biljnih resursa.

Dosadasnja fitokemijska istrazivanja otkrila su prisutnost brojnih biolos-
ki aktivnih sastavnica i znatnu terapijsku vrijednost pojedinih predstavnica
toga polimorfnog roda, primjerice vrste P. lanceolata L. (1, 2), P. major L. (3),
P. ovata Forsk. (4) i P. psyllium L. (6-8), €iji se fitopreparati u terapiji primje-
njuju kao ekspektoransii laksansi. Listovi vrste P. major stoljeéima su znano
sredstvo za lijeCenje rana i nekih koznih oboljenja. Znanstvena su istraziva-
nja pokazala da pritom znaéajnu ulogu ima antibakterijska aktivnostiridoida
plantamajozida i akteozida. U listovima te vrste sadrZani su i spojevi snaznog
protuupalnog djelovanja. Osim veé spomenutoga plantamajozida, to su flavo-
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noidi baikalein i hispidulin, potom iridoidni glikozid aukubin, te ursolna i
oleanolna kiselina. Neki flavonoidi i derivati kavene kiseline imaju antioksi-
dativna svojstva i sposobnost vezanja slobodnih radikala. Pektinski su polisa-
haridi pokazali uéinkovitost u lijeenju ulkusa u pokusnih Zivotinja, te kao
dobri imunostimulansi, dok dugolancani zasic¢eni primarni alkoholi iz lisnog
voska pomazu zacjeljivanju povrsinskih rana (9). Potvrdeno je i da etanolni
ekstrakt listova vrste P. major snazno inhibira otpustanje histamina, te bi
mogao biti vrijedna pomo¢ u lije¢enju astme i drugih respiratornih oboljenja
(10). Posebice je znacajno spomenuti da neki prirodni spojevi dobiveni iz vrsta
roda Plantago posjeduju snaznu imunomodulacijsku aktivnost i poveéavaju
luéenje y-interferona (IFN-y), primjerice aukubin, klorogenska kiselina, feru-
la kiselina, flavonoidi baikalein, baikalin i dr. Triterpenski spojevi, kao §to su
oleanolna i ursolna kiselina, nisu znac¢ajni modulatori limfecitne proliferacije,
ali pokazuju snaznu aktivnost u stimulaciji sekrecije IFN-y (11). Istrazivanji-
ma tekudih etanolnih ekstrakata vrste P. lanceolata utvrdeno je da su oni vr-
lo djelotvorni u spre¢avanju membranske iritacije, §to potvrduje njihovu
snaznu protuupalnu aktivnost (3). Najnovije su studije takoder pokazale da
metanolni ekstrakti razli¢itih vrsta roda Plantago koce rast i djeluju citotok-
si¢no na stanice adenokarcinoma dojke i melanoma. Ti bi se preliminarni re-
zultati mogli objasniti citotoksi¢nom aktivnoséu flavona, luteolin-7-O-B-glu-
kozida, glavnog flavonoida veéine vrsta roda Plantago (12).

Fitokemijska istrazivanja u okviru ovoga rada obuhvatila su kvalitativnu
analizu uzoraka zapadnohrvatskih srodnica terapijski dokazano vrijednih vr-
sta roda Plantago L.: P. altissima L., P. argentea Chaix, P. coronopus L., P. ho-
losteum Scop. (subsp. depauperata Pilger, subsp. holosteum i subsp. scopulo-
rum (Degen) Horvatié), P. lagopus L. i P. maritima L. Analiza biljnih uzoraka
ukljucila je histokemijske reakcije, koje omoguéavaju vrlo brzu i jednostavnu
provjeru prisutnosti velikog broja kemijskih sastavnica u biljnom materijalu,
potom je primijenjena metoda tankoslojne kromatografije za dokazivanje iri-
doida, flavonoida, fenolnih kiselina, triterpenskih kiselina, saponinai sterola,
dok je reakcijama stvaranja obojenih produkata i taloga ispitana prisutnost
trjeslovina u analiziranim biljnim uzorcima. Takva preliminarna istrazivanja
otkrivaju vrijednost i bogatstvo jo§ neistrazenih pripadnica hrvatske flore i
preduvjet su za daljnja izu¢avanja spomenutih bioaktivnih tvari.

EKSPERIMENTALNI DIO
Biljni materijal

Kvalitativnoj fitokemijskoj analizi podvrgnuti su na zraku osuseni nad-
zemni dijelovi biljnih vrsta roda Plantago L. iz zapadnog dijela Hrvatske.
Biljni je materijal skupljen u lipnju 2000. u dolini rijeke Mirne (P. altissima
L.), na podruéju Gornjeg Jelenja (P. argentea Chaix i P. holosteum Scop. subsp.
holosteum), u Medulinu (P. coronopus L., P. maritima L. i P. lagopus L.), iz-
medu Vodnjana i Bala (P. holosteum Scop. subsp. depauperata Pilger), te na

podrudju losinjske strane Osora (P. holosteum Scop. subsp. scopulorum (De-
gen) Horvatic).

298



R. Juri§i¢ Grubesié, S. Vladimir-KneZevi¢: Kvalitativna fitokemijska karakterizacija
nekih vrsta roda Plantago L., Farm. Glas. 60, 7-8/2004

Identifikacija biljnog materijala navedenih biljnih vrsta provedena je us-
poredbom s dostupnim literaturnim podacima (13—-16), a u suradnji sa Zavo-
dom za farmaceutsku botaniku Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveudi-
lista u Zagrebu.

Reagensi i standardi

Reagensi: aceton (Kemika d.o.o., Zagreb, Hrvatska); bakar(IT)-sulfat (Ke-
mika); benzidin (Merck, Darmstadt, Germany); dietileter (Kemika); etanol
(Kemika); etilmetilketon (Merck); fenilhidrazin-klorid (Merck); formaldehid
(Kemika); glicerol (Kemika); kalij-hidroksid (Kemika); kalij-natrij-tartarat
(Kemika); kloridna kiselina (Kemika); klorsulfonska kiselina (Merck); meta-
nol (Kemika); metilenplavilo (Merck); mravlja kiselina (Kemika); a-naftol (Ci-
ba, Basel, Switzerland); natrij-acetat (Kemika); natrij-hidroksid (Kemika);
Naturstoff-reagens (Fluka, Buchs, Switzerland); nitratna kiselina (Merck);
octena kiselina (Kemika); olovo-acetat (Kemika); polietilenglikol 4000 (Flu-
ka); n-propanol (Kemika); Sudan III (Fluka); sulfatna kiselina (Kemika); to-
luen (Kemika); trikloroctena kiselina (Merck); vanilin (Kemika); zelatina
(Merck); zeljezo(III)-amonij-sulfat (Kemika); zeljezo(I1I)-klorid (Kemika).

Standardi: aukubin (Phytoplan, Heidelberg, Germany); katalpol (donaci-
ja: dr. Sgren Rosendal Jensen, Technical University, Lyngby, Denmark); kver-
cetin (Roth, Karlsruhe, Germany); rutin (Roth); hiperozid (Roth); izokverci-
trin (Roth); kvercitrin (Roth); klorogenska kiselina (Fluka); izoklorogenska
kiselina (Fluka); kavena kiselina (Roth).

Histokemijske reakcije

Popreéni ili povrsinski prerezi listova i stabljika vrsta roda Plantago L. ili
prasci biljnih droga uklopljeni su u kap reagensa na objektnom staklu ili je
reagens dodavan drogi. Preparat je zasticen pokrovnim stakalcem i reakcija
promatrana pod svjetlosnim mikroskopom. Histokemijskom analizom (17, 18)
obuhvaceni su sljedeéi bioloski aktivni spojevi i priéuvne tvari:

a) etericno ulje (reakcija sa Sudanom III);

b) trjeslovine (reakcija s otopinom Zeljezo(III)-klorida);

¢) sluzi (15 minuta nakon dodavanja otopine metilenplavila, preparat se

ispire 50%-tnim etanolom);

d) glikozidi (reakcija s 80%-tnom sulfatnom kiselinom);

e) antrakinoni (reakcija s etanolnim kalij-hidroksidom);

f) saponini (reakcija s krvnom zelatinom);

g) alkaloidi (reakcija s vanilinom i koncentriranom sulfatnom kiselinom);

h) monosaharidi (reakcija s Fehlingovim reagensom uz zagrijavanje;

reakcija s fenilhidrazin-natrij-acetatom uz grijanje 30 sekundi);

i) skrob (reakcija s jodom);

j) inulin (reakcija s o-naftolom i koncentriranom sulfatnom kiselinom;

reakcija s apsolutnim etanolom);
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k) proteini (reakcija s koncentriranom nitratnom kiselinom);

1) masti (20 minuta nakon dodatka reagensa Sudana III, preparat se is-
pere 50%-tnim etanolom i doda kap glicerola).

Kvalitativna analiza iridoida

e) Ekstrakcija 1 g listova samljevenih u prah provedena je s 20 mL meta-
nola na vodenoj kupelji uz povratno hladilo 10 minuta. Nakon filtriranja, ek-
strakt je uparen do suha na rotacijskom vakuum-uparivacu. Suhi je ostatak
zagrijavan u 20 mL vode, 10 minuta na vodenoj kupelji uz povratno hladilo.
Ekstrakt je profiltriran i ekstrahiran tri puta s po 10 mL dietiletera, a zatim
dva puta s po 10 mL etilacetata. Nakon dodatka 2 g bezvodnog natrij-sulfata,
etilacetatna frakcija je profiltrirana i uparena do suha na rotacijskom va-
kuum-uparivacu, a ostatak je otopljen u 1 mL metanola. 10 uL metanolne oto-
pine naneseno je kapilarom na staklenu ploc¢u s adsorbensom Kieselgelom 60
F454. Odjeljivanje supstancija postignuto je razvijacem etilacetat — etilmetil-
keton — mravlja kiselina — voda (5:3:1:1, V/V/V/V). Dobiveni kromatogram
promatran je pod UV-svjetlom, na 365 nm (19).

b) Listovi samljeveni u prah (1 g) ekstrahirani su 10 minuta s 10 mL me-
tanola na vodenoj kupelji (60 °C). Iridoidi su odijeljeni na tankom sloju Kiesel-
gela 60 Fy5,, uz razvijace etilacetat — etilmetilketon — mravlja kiselina — voda
(5:3:1:1, V/V/V/V), etilacetat — mravlja kiselina — ledena octena kiselina —~ vo-
da (100:11:11:27, V/V/V/V), te etilacetat — mravlja kiselina — voda (8:1:1,
V/V/V). Detekcija je provedena prskanjem s 0,5%-tnom otopinom kloridne ki-
seline. Primijenjen je i razvijaé n-propanol — toluen — ledena octena kiselina —
voda (25:20:10:10, V/V/V/V), a detekcija izvrSena prskanjem benzidin reagen-
som (20).

Kvalitativna analiza flavonoida

Listovi samljeveni u prah (1 g) ekstrahirani su s 10 mL metanola, 10 mi-
nuta na vodenoj kupelji (60 °C). Ispitivanje prisutnosti flavonoida provedeno
je na tankom sloju Kieselgela 60 Fo54, uz razvijace etilacetat — mravlja kiseli-
na — voda (8:1:1, V/V/V) i etilacetat — mravlja kiselina — ledena octena kiseli-
na — voda (100:11:11:27, V/V/V/V). Nakon prskanja Naturstoff-reagensom i
5%-tnom etanolnom otopinom polietilenglikola 4000 (NST/PEG), kromato-
grami su promatrani pod UV-svjetlom na 365 nm (20). Naturstoff-reagens
pripremljen je otapanjem 1 g [-etilaminoestera difenilboratne kiseline u 100
mL metanola.

Kvalitativna analiza trjeslovina

Priprava ekstrakta

0,5 g u prah samljevenih nadzemnih biljnih dijelova analiziranih vrsta
ekstrahirano je 15 minuta s 50 mL destilirane vode, u tikvici s povratnim hla-
dilom, u kipuéoj vodenoj kupelji. Ohladeni ekstrakti su profiltrirani.
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Opée reakcije s metalnim solima i Zelatinom

1. Dvije kapi 5%-tne otopine Zeljezo(III)-klorida dodane su u 2 mL filtrata.

2. U2 mL filtrata dodane su 2-3 kapi 1%-tne otopine Zeljezo(III)-amonij-
sulfata.

3. 0,6 mL 10%-tne otopine olovo-acetata dodano je u 5 mL filtrata.

4. U2 mL filtrata dodano je 2 mL 1%-tne otopine Zelatine.

Dokazivanje kondenziranih trjeslovina

U 6 mL ekstrakta droge dodane su 3 kapi otopine formaldehida i 6 kapi
10%-tne kloridne kiseline. Sadrzaj je ugrijan do vrenja, a nakon hladenja je
profiltriran. Potom je filtar-papirispran s 1 mL tople vode. Dokaz kondenzira-
nih trjeslovina je talog na filtar-papiru koji je netopljiv u toploj 5%-tnoj otopi-
ni kalij-hidroksida.

Dokazivangje trjeslovina koje hidroliziraju

U 5 mL filtrata, koji je dobiven u prethodnoj reakciji taloZzenja kondenzi-
ranih trjeslovina s formaldehidom i kloridnom kiselinom, dodan je 1 g natrij-
acetata (bez potresivanja epruvete), a zatim 1 mL 1%-tne otopine Zeljezo(III)-
amonij-sulfata. U prisutnosti trjeslovina koje hidroliziraju javlja se ljubicasti
prsten na mjestu prikladnog pH (21).

Kvalitativna analiza saponina i triterpena

Metanolni ekstrakti listova pripremljeni su ekstrakcijom 1 g pulverizira-
nih listova s 10 mL 70%-tnog metanola, na vodenoj kupelji, uz povratno hladi-
lo, u trajanju od 30 minuta. Bistri filtrat uparen je do suha, a ostatak otopljen
u malo metanola. Na tanki sloj adsorbensa Kieselgela 60 Fy5, naneseno je 20
pnL metanolne otopine. Odjeljivanje supstancija postignuto je pomocu razvija-
¢a kloroform — metanol — voda, 64:50:10 (V/V/V), a njihova je detekcija prove-
dena prskanjem kromatograma klorsulfonskom kiselinom i zagrijavanjem na
105 °C. Reagens za detekciju pripremljen je mijeSanjem 5 mL klorsulfonske
kiseline s 10 mL ledene octene kiseline, uz oprezno hladenje (20).

Kvalitativna analiza sterola i triterpenskih kiselina

Metanolni ekstrakti listova, pripremljeni prethodno opisanim postupkom
ekstrakcije saponina, podvrgnuti su kromatografskom odjeljivanju na tan-
kom sloju. Primijenjen je adsorbens Kieselgel 60 Fy5, i razvija¢ benzen — ace-
ton u omjeru 9:1 (V/V). Detekcija sterola i triterpenskih kiselina provedena je
prskanjem kromatograma klorsulfonskom kiselinom, uz zagrijavanje nekoli-
ko minuta na 105 °C (22).
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REZULTATI I RASPRAVA

Histokemi jska analiza

Rezultati histokemijske analize izu¢avanih vrsta roda Plantago L. prika-
zani su tablicom 1.

Tablica 1. Histokemijske reakcije

Bioloski Reagens Opis Rezultat
aktivne i produkta

rezervne tvari reakcije

Eteri¢no ulje sudan III narancastocrveno -1

obojene kapljice ulja

Trjeslovine zeljezo(II)-klorid tamnoplava do +
tamnozelena boja
Sluzi metilenplavilo plavo obojena sluz -
Glikozidi 80%-tna sulfatna zeleno, modro, +
kiselina te crveno obojenje
Antrakinoni etanolni ljubiéastocrvena boja
kalij-hidroksid
Alkaloidi vanilin + konc. crvena boja +
sulfatna kiselina
Monosaharidi a) Fehlingov reagens a) zutocrveni talog a) -2
b) fenilhidrazin-natrij-acetat b) zZuti igliGasti kristali  b) -2
Skrob jod plavoljubicasta boja -3
Inulin a) o-naftol + konc. sulfatna kiselina  a) ljubicasta boja a)—*
b) apsolutni etanol b) sferokristali b) -4
Proteini konec. nitratna kiselina zuta boja +
Masti sudan III narancastocrveno obojene

kapljice masti
1 osim vrsta P, lagopus i P. maritima,
2 osim vrsta P. coronopus, P. lagopus i P. maritima;
3 osim vrste P. coronopus;
4 osim vrsta P. coronopus, P. holosteum subsp. holosteum i P. maritima.

Histokemijskom analizom bioloski aktivnih tvari iz listova i stabljika vr-
sta roda Plantago L. utvrdeno je da su svi.istrazeni biljni uzorci sadrzavali
trjeslovine, sluzi, glikozide i alkaloide, dok su reakcije na antrakinone bile
negativne. Prisutnost eteri¢nog ulja utvrdena je samo u vrsta P. lagopus i P.
maritima.
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Reakcije na pri¢uvne tvari dokazale su prisutnost proteina u svih biljnih
vrsta, dok sureakcije na masti za sve bile negativne. Monosaharidi su zabilje-
zeni u vrsta P. coronopus, P. lagopus i P. maritima, dok je $krob dokazan samo
u nadzemnim dijelovima vrste P. coronopus. Reakcijama na inulin utvrdena je
njegova prisutnost u uzorcima vrsta P. coronopus, P. holosteum subsp. holos-
teum i P. maritima.

Iridoidi

Primjenom metode tankoslojne kromatografije dokazane su iridoidne sup-
stancije u listovima istrazivanih vrsta roda Plantago L. Kvalitativna je anali-
za pritom najuspjesSnije provedena primjenom razvijaca koji je sadrzavao
smjesu otapala n-propanol — toluen — ledena octena kiselina — voda, u omjeru
25:20:10:10 (V/V/V/V), a potom detekcijom s benzidin reagensom (slika 1.).

1. P. holosteum subs p. holosteum 5. P. argentea 9. P. lanceolata
2. P. holosteum subsp. scopulorum 6. P. lagopus A. aukubin

3. P. holosteum subsp. depauperata 7. P. maritima  C. katalpol

4. P. altissima 8. P. coronopus

Slika 1. Kromatogram iridoida vrsta roda Plantago L.

Razvijaé: n-propanol — toluen — ledena octena kiselina — voda
(25:20:10:10, V/V |V [V);
Detekcija: benzidin reagens.
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Odijeljeno je 8 supstancija, R,-vrijednosti od 0,10 do 0,51. Seéerne kompo-
nente su kao najpolarnije imale najnizu R -vrijednost (0,10) i bile smede obo-
jene. Iridoidne supstancije bile su naranc¢astosmede do smede boje, R/-vrijed-
nosti od 0,15 do 0,30. Usporedbom sa standardnim supstancijama, katalpol je
detektiran u vecine biljnih uzoraka (R, = 0,25). Njegova prisutnost nije bila
utvrdena u vrsta P. altissima i P. coronopus. Iridoidni glikozid aukubin (R, =
0,30) ovim kromatografskim postupkom nije detektiran samo u vrsta P. coro-
nopus i P. holosteum subsp. holosteum. Narancasto obojenje s benzidin rea-
gensomdale su flavonoidne sastavnice, ¢ije su odijeljene zone na kromatogra-
mu imale R;-vrijednosti od 0,43 do 0,51.

R,
-i| 095
. 2 0.82
i 1 077
. i 0,69
’ 5 . 0.58
":' 6 0.52
1 044
8 0,36
9 0,32
i 2 3 4 5 RH WK Kakv 6 T &
1. P. holosteum subsp. holosteum R —rutin
2. P. holosteum subsp. scopulorum H — hiperozid
3. P. holosteum subsp. depauperata Iq - izokvercitrin
4. P. altissima KI — klorogenska kiselina
5. P. argentea Ka — kavena kiselina
6. P. lagopus Kv - kvercitrin

7. P. maritima
8. P. coronopus

Slika 2. Kromatogram flavonoida vrsta roda Plantago L.
Razvijaé: etilacetat — mravlja kiselina —voda (8:1:1, V/V/V);
Detekcija: NST/PEG, UV-365 nm.

304



R. Jurisi¢ Grubesi¢, S. Vladimir-Knezevi¢: Kvalitativha fitokemljska karakterizacija
nekih vrsta roda Plantago L., Farm. Glas. 60, 7-8/2004

Flavonoidi

Flavonoidi i fenolne kiseline u metanolnim ekstraktima listova analizira-
nih biljnih vrsta dokazani su na tankom sloju Kieselgela 60 F,5,, uz razvijace
etilacetat — mravlja kiselina — voda (8:1:1, V/V/V) (slika 2.) i etilacetat — mrav-
lja kiselina — ledena octena kiselina — voda (100:11:11:27, V/V/V/V) (slika 3.).
Nakon detekcije NST/PEG reagensom, kromatogrami su promatrani pod UV-
svjetlom na 365 nm.

Na kromatogramima su uocene brojne narancasto fluorescirajuée zone
flavonoida, plave zone fenolnih kiselina, te zelenoplavo fluorescirajuce iri-
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1. P. holosteum subsp. holosteum R - rutin

2. P. holosteum subsp. scopulorum H — hiperozid
3. P. holosteum subsp. depauperata  Iq —izokvercitrin

4. P. altissima Kl — klorogenska kiselina
5. P. argentea Ka — kavena kiselina
6. P. lagopus Kuv - kvercitrin

7. P. maritima
8. P. coronopus

Slika 3. Kromatogram flavonoida vrsta roda Plantago L.
Razvijaé: etilacetat — mravlja kiselina — ledena octena kiselina — vo-
da (100:11:11:27, V|V [V |V);
Detekcija: NST/PEG, UV-365 nm.
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doidne supstancije. Po boji i fluorescenciji flavonoidnih sastavnica moze se
ustvrditi njihova pripadnost kvercetinskom tipu.

Glikozid kvercitrin (oznaéen brojem 3) uocen je u sve tri nize svojte vrste
P. holosteum, dok su izokvercitrin (5) sadrzavali svi istrazeni biljni uzorci. Hi-
perozid (6) je bio prisutan u nizim taksonima vrste P. holosteum te u listovima
vrste P. maritima. Prisutnost rutina (9) zabiljeZena je samo u vrste P. lagopus.

Metodom tankoslojne kromatografije nije dokazana prisutnost kavene ki-
seline u metanolnim ekstraktima listova istrazivanih biljnih vrsta, dok je klo-
rogenska kiselina zabiljeZzena samo u listovima vrste P. lagopus.

Trjeslovine

Prisutnost trjeslovina u nadzemnim dijelovima analiziranih biljaka roda
Plantago L. dokazana je opéim reakcijama s metalnim solima i Zelatinom. Do-
datkom Zeljezo(III)-klorida u vodene ekstrakte nastao je maslinastozeleni ta-
log. U reakciji sa Zeljezo(I1I)-amonij-sulfatom uoceno je maslinastozeleno obo-
jenje. Nakon dodatka olovo-acetata, nastao je tamnonarancasti talog, dok se
vrlo blago zamuéenje otopine pojavilo u reakciji sa Zelatinom.

Dodatkom formaldehida i kloridne kiseline nastao je zelenkasti talog u
vodenim ekstraktima taksona P. holosteum subsp. depauperata, P. holosteum
subsp. scopulorum i P. maritima, dok se plavoljubi¢asti prsten pojavio u svim
analiziranim uzorcima nakon dodatka natrij-acetata i zZeljezo(I1I)-amonij-sul-
fata. Navedenim razlu¢nim reakcijama dokazano je da listovi svih analizira-
nih uzoraka sadrze trjeslovine koje hidroliziraju, dok je prisutnost kondenzi-
ranih trjeslovina potvrdena za P. holosteum subsp. depauperata, P. holosteum
subsp. scopulorum i P. maritima.

Saponini i triterpeni

Metanolni ekstrakti listova analizirani su metodom tankoslojne kroma-
togratije, a odjeljivanje saponinskih i triterpenskih supstancija postignuto je
na tankom sloju adsorbensa Kieselgela 60 Fy5,, pomocu razvijaéa kloroform
—metanol — voda, 64:50:10 (V/V/V). Detekcija razvijenih kromatografskih zo-
na provedena je prskanjem klorsulfonskom kiselinom i zagrijavanjem na
105 °C (slika 4.).

Uoceno je osam smedih i ljubiéastih saponinskih i triterpenskih sastav-
nica. Veli¢inom kromatografske zone i intenzivnom smedom bojom isticala se
saponinska supstancija R;-vrijednosti 0,35, koju su sadrzavali svi biljni uzor-
ci, kao i sastavnicu ljubi¢astosmede boje, R¢-vrijednosti 0,46. Ljubi¢asta zona
(R; = 0,89) odgovarala je poredbenim triterpenskim kiselinama (oleanolna i
ursolna kiselina), a detektirana je u svim istrazenim biljkama. Najvie sapo-
ninskih i triterpenskih zona zabiljezeno je u taksonima P. holosteum subsp.
holosteum i P. holosteum subsp. scopulorum. Analiziranim tvarima takoder
su obilovali taksoni P. argentea, P. holosteum subsp. depauperata i P. mariti-
ma, dok ih je nesto manje bilo prisutno u vrstama P. altissima, P. coronopus i
P lagopus.
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1. P, altissima S —saponinski standard
2. P argentea O - oleanolna kiselina
3. P. coronopus U - ursolna kiselina

4. P. holosteum subsp. depauperata

5. P. holosteum subsp. holosteum

6. P. holosteum subsp. scopulorum

7. P. lagopus

8. P. maritima

Slika 4. Kromatogram saponina i triter pena vrsta roda Plantago L.
Razvija&: kloroform — metanol - voda (64:50:10, V/V /V);
Detekcija: klorsulfonska kiselina, 105 °C.

Steroli i triter penske kiseline

Metanolni ekstrakti listova podvrgnuti su kromatografskom odjeljivanju
na tankom sloju, uz adsorbens Kieselgel 60 Fy5, i razvijac benzen — aceton
(9:1, V/V). Detekcija sterola i triterpenskih kiselina provedena je prskanjem
kromatograma klorsulfonskom kiselinom i zagrijavanjem nekoliko minuta na
105 °C (slika 5.).

Nakon vizualizacije, na razvijenom kromatogramu detektirano je Sest zona
sterolnih i triterpenskih sastavnica. Odijeljena supstancija, koja se s klorsul-
fonskom kiselinom obojila Jjubi¢astocrveno, prema boji i R-vrijednosti (0,25)
odgovara oleanolnoj i/ili ursolnoj kiselini. Ljubiéastoplava zona R,-vrijednosti
0,45 predstavlja sterolnu frakciju u kojoj su prisutni 3-sitosterol i/ifi stigmaste-
rol. Nije uo¢ena velika razlika u sastavu analiziranih tvari medu istrazenim
biljnim uzorcima. Triterpenske kiseline, 3-sitosterol i stigmasterol sadrzavali
su svi analizirani biljni taksoni. Utvrdena je prisutnost jo§ Cetiri triterpenske
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1. P. altissima BS — B-sitosterol
2. P. argentea St — stigmasterol
3. P. coronopus O -oleanolna kiselina
4. P. holosteum subsp. depauperata U - ursolna kiselina

5. P. holosteum subsp. holosteum
6. P. holosteum subsp. scopulorum
7. P. lagopus

8. P. maritima

Slika 5. Kromatogram sterola i triter penskih kiselina vrstaroda Plantago L.
Razvijac¢: benzen —aceton (9:1, V/V);
Detekcija: klorsulfonska kiselina, 105 *C.

sastavnice metanolnih ekstrakata listova, koje su nakon prskanja reagensom
poprimile Jjubic¢astu boju razli¢ita intenziteta. ZabiljeZene su u sljedecih vrsta:
P. coronopus (R;-vrijednosti 0,911 0,98), P. holosteum subsp. depauperata (R, =
0,40), P. holosteum subsp. holosteum (R;-vrijednosti 0,40 i 0,66), P. holosteum
subsp. scopulorum (R;-vrijednosti 0,40 i 0,56) i P. maritima (R, = 0,40).

ZAKLJUCAK

U okviru fitokemijskih istrazivanja roda Plantago L. provedena je kvalita-
tivna analiza bioloski aktivnih i pri¢uvnih tvari u nadzemnim dijelovima za-
padnohrvatskih vrsta roda Plantago L.: P. altissima L., P. argentea Chaix, P. co-
ronopus L., P. holosteum Scop. (subsp. depauperata Pilger, subsp. holosteum i
subsp. scopulorum (Degen) Horvatié), P. lagopus L. i P. maritima L.). Rezultati
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provedenih istrazivanja pokazuju novo videnje kakvoce i vrijednosti vrsta roda
Plantago L. koje rastu u Hrvatskoj i pridonose kemotaksonomiji toga roda.

Histokemijskom analizom dokazane su trjeslovine, sluzi, glikozidi, alka-
loidi i proteini. Primjenom taloZnih reakcija i metode tankoslojne kromato-
grafije utvrdena je prisutnost trjeslovina, iridoida, flavonoida, fenolnih kiseli-
na, saponina, triterpenskih kiselina i sterola. Utvrdena je znatna varijabil-
nost u distribuciji analiziranih bioaktivnih tvari medu istrazivanim vrstama.

Rezultati provedenih fitokemijskih istrazivanja vrsta roda Plantago L. iz
zapadnog dijela Hrvatske s jedne strane pridonose rjesavanju srodstvenih od-
nosa medu vrstama i niZim svojtama toga roda, a s druge strane donose nova
saznanja o njihovim djelatnim sastavnicama. Dobiveni rezultati ukazuju na
potrebu daljnjihizu¢avanja dokazanih bioaktivnih sastavnica, kako bi se ispi-
tale i utvrdile stvarne moguénosti primjene analiziranih biljnih vrsta u suvre-
menoj fitoterapiji.
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