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Capsella bursa pastoris (L.) Medikus - ispitivanje antimikrobnog
djelovanja saponina i flavonoida

(Primlieno 25. 09. 1987.)
UvoD

Capsella bursa pastoris (L.) Medikus ili u narodu poznata kao rusomaca
ili pastirska torbica (1), najuobiéajenija su od ¢etrdesetak razli¢itih puckih
imena za ovu od davnine poznatu ljekovitu biljku. Jo$ su stari Grei i Rimlja~-
ni poznavali ljekovitu vrijednost rusomadce, i to njeaih sjemenki, koje su upo-
trebljavali kao drastik i afrodizijak. Kasnije se nadzemni dio ove biljke, po-
znat kao Herba Bursae pastoris, primjenjivao kao antidizenterik, diuretik i
kao hemostatik kod hemoragija pluéa, bubrega i, narocito, uterusa (2). Danas,
kada su poremeéaji krvotoka vrlo raSireni, pripravci ove droge mogli bi po-
sluziti u njihovu lije¢enju bilo da su poremeéaji uzrokovani niskim ili visokim
krvnim tlakom, jer droga djeluje na centre koji reguliraju suZavanje, odno-
sno Sirenje krvnih Zila (3,4).

Prema Hageru (4) Capsella bursa pastoris (L.) Medikus sadrzi 1%, holina
(ranije zvanog bursin), prolina, acetilholina, tiramina, histamina, diosmina (ta-
liste 275—277 °C), treslovina, eterskog ulja, smola, vitamina C, manita, sorbita,
adonita, 0,03%, inozita, a od kiselina oksalnu, vinsku, jabuénu, fumarnu, li-
munsku, protokatehu, sulfanilnu i p-aminobenzosulfonsku u obliku kalijskih,
kalcijskih i natrijskih soli. Nadalje ova droga sadrZi saponine, éetiri fluoresci-
rajuéa alkaloida i tri flavonoida, rutin, luteolin-7-rutinozid i luteolin-7-galak-
tozid (taliste 228—230 °C).

U sjemenu rusomace ima 289, masnog ulja, koje kao glavne komponente
sadrzi linolnu i linolensku kiselinu. Nadalje je u sjemenci dokazana nazocCnost
malih koliéina supstancija kardenolidne strukture.
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Kako je metanolni ekstrakt droge Herba Bursae pastoris u nasim prelimi-
narnim ispitivanjima pokazao pozitivnu antimikrobnu aktivnost na mikroor-
ganizme Escherichia colli ATCC 10536 i Staphylococcus aureus ATCC 6538—FP
smatrali smo korisnim detaljnije ispitati antimikrobno djelovanje ove droge.
Nage ispitivanje usmjerili smo na saponine i flavonoide u okviru antimikrob-
nog istrazivanja viseg bilja koje se provodi u Zavodu za farmakognoziju Far-
maceutsko-biokemijskog fakulteta u Zagrebu.

EKSPERIMENTALNI DIO
Ispitivani materijal

Uzorak droge Herba Bursae pastoris upotrijebljen za ispitivanje nabavljen
je iz prometa 1984. god. Ekstrakt je pripremljen metodom perkolacije po Ph.
Jug. IV.

Ispitivanje nazoénosti supstancija — saponina i flavonoida

Uzorak droge ispitivan je na nazo¢nost saponina i flavonoida TS-kroma-
tografijom. Ekstrakt je nanesen na plocu sa silikagelom G prema Stahlu. Za
razdvajanje saponina upotrebljen je sistem otapala kloroform-metanol-voda
6,5 : 3,5 : 1,0 (5), a za detekciju supstancija klorsulfonska kiselina. Flavonoidi
su razdvojeni sistemom otapala etilacetat-mravlja kiselina-voda 80 : 10 : 10.
Detekcija supstancija provedena je reagensom za flavonoide (borna kiselina-
-oksalna kiselina 3 : 1). Nakon prskanja ploca je zagrijavana 5 — 10 minuta
na 120 °C i promatrana u UV svjetlu od 366 nm (6).

Izolacija saponina i flavonoida

Saponini i flavonoidi izolirani su iz ekstrakta kromatografijom na stupcu.
Saponinske supstancije odjeljivane su na stupcu SiOj uz sistem otapala kloro-
form-metanol-H;O 6,5:3,5:1,0 (5). Dobivene su tri saponinske smjese iz kojih
su vigekratnim odvajanjem na stupcu SiO; ili preparativnom TS-kromatografi-
jom izolirane éetiri kromatografski jedinstvene supstancije koje pokazuju izra-
zito hemoliti¢ko djelovanje (S1. 1).

Flavonske supstancije izolirane su kromatografijom na stupcu sistemom
otapala etilacetat-mravlja kiselina-voda (80:10:10) (6). Kromatografija na tan-
kom sloju nakon odvajanja na stupcu izvedena je uz test supstancije autentiéni
kempferol-3-arabinozid, rutin i viteksin-4-ramnozid. Dobivene su tri kromato-
grafski jedinstvene supstancije i jedna smjesa sastavljena od dviju flavonskih
supstancija (sl. 2).

Kisela hidroliza saponina »E«

Saponin »E«, koji je izoliran u najveéoj koli¢ini i koji se svojom nazoé-
no$c¢u isticao izmedu ostalih saponinskih supstancija podvrgnut je kiseloj hi-
drolizi. 0,5 g sirovog saponina suspendirano je u 20 ml 3M-HCI, dodano 40 ml
benzena te zagrijavano uz povratno hladilo na vodenoj pari tijekom 2 sata.
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Slika 1. Kromatografija izoliranih saponinskih frakcija sa stupca SiO; na tankom
sloju silikagela G po Stahlu
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O — metanolni ekstrakt droge
Sistem: kloroform-metanol-voda 6,5:3,5:1,0
Reagens za detekciju: klorsulfonska kiselina

Slika 2. Kromatografija flavonskih supstancija na tankom sloju silikagela G po

Stahiu
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Sistem: etilacetat — mravlja kiselina — voda 80:10:10
Reagens za detekeciju: borna kiselina 15 ml i oksalna kiselina 5 ml
1 — metanolni ekstrakt droge
3 — kempferol-3-arabinozid (Rf = 0,75)
6 — rutin (Rf = 0,28)
8 — viteksin~4-ramnozid (Rf = 0,28)
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Nakon hladenja benzenska faza je odstranjena. Vodenokisela faza izmuékana
je triput sa po 15 ml kloroforma, kloroformske iscrpine sjedinjene su s ben-
zenskom fazom, osuSene od vode s bezvodnim natrij-sulfatom i uparene do
suha. Suhi je ostatak otopljen u metanolu i kromatografiran na tankom sloju
silikagela G prema Stahlu uz sistem otapala benzen-aceton (9:1), uz autenti¢nu
oleanolnu kiselinu.

Identifikacija $eéera saponina »E« provedena je u vodenokiselom sloju po-
mocu silazne papirne kromatografije, nakon §to je vodenokiseli sloj propusten
kroz ionski izmjenjivaé DOVEZX-3. Supstancije su odijeljene sistemom otapa-
la etilacetat-piridin-voda 3,6:1,0:1,5 (7) uz 1%-tnu smjesu otopine galaktoze,
glukoze, arabinoze i ramnoze. Za detekciju supstancija upotrijebljen je anilin-
ftalat.

Ispitivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakta i izoliranik supstancija

Ekstrakt droge Capsella bursae pastoris i izolirane supstancije ispitane su
s obzirom na antimikrobnu aktivnost. Od izoliranih supstancija ispitane su sa-
poninske supstancije »B« i »E« i flavonska supstancija »C«. Ispitivanja su iz-
vedena metodom difuzije na krutoj hranjivoj podlozi (8). Za ispitivanje su u-
potrijebljeni ovi mikroorganizmi: Staphylococcus aureus ATCC 6538—P, Kleb-
siella pneumoniae ATCC 10031, Escherichia colli ATCC 10536, Sarcina lutea
ATCC 9341 i Candida monosa. Rezultati ispitivanja iznijeti su u tablici 1.

Tablica 1. Zone inhibicije u mm koje pokazuju supstancije izolirane iz Herba Bursae

pastoris

Vrsta mikroorganizma I II 111 v
Staphylococcus aureus

ATCC 6538—P 130 130 800 145
Klebsiella pneumoniae

ATCC 10031 140 145 725 160
Eschenichia colli

ATCC 10536 —_ - 760 170
Candida monosa 150 150 850 185
Sarcina lutea

ATCC 9341 - — 900 180

I Saponin »B« (0,025 g/12,5 ml)
II Saponin »E« (0,024 g/12,8 ml)
IIT Flavon »C« (0,018 g/9,1 ml)
IV Metanol

REZULTATI I DISKUSIJA

Nazoénost saponina i flavonoida utvrdena je TS-kromatografijom (5).

Na ploéi je uoéeno nekoliko izrazitih crvenoljubiéastih mrlja, koje bi pre-
ma obojenju klorsulfonskom kiselinom odgovarale saponinskim supstancijama.
To su supstancije »B« (Rf = 0,91), »E« (Rf = 0,82), »F« (Rf = 0,76), »G«
Rf = 0,71), »H« (Rf = 0,63) i »I« (Rf = 0,55) (sl. 1).
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Odvajanjem ekstrakta na stupcu SiO2 dobivene su tri smjese supstancija
(sl. 1). Smjesa 1 sadrZi supstancije od »A« do »D«, smjesa 2 — supstancije od
»A« do »E« i smjesa 3 — supstancije od »A« do »I« Iz ovih smjesa izolirane
su Cetiri kromatografski jedinstvene supstancije »B« (Rf = 0,91), »E« (Rf =
= 0,82), »F« (Rf = 0,76) i »H« (Rf = 0,63). Sve &etiri izolirane supstancije po-
kazuju izrazitu hemoliti¢ku aktivnost.

Izolirani saponin »E« (Rf = 0,82) podvrgnut kiseloj hidrolizi- pokazuje na
tankom sloju u sistemu otapala benzen-aceton 9:1 éetiri mrlje crvenoljubida-
ste boje od kojih se intenzitetom istie supstancija Rf vrijednosti 0,77 za koju
pretpostavljamo da odgovara aglukonu. Najpolarnija supstancija dobivena pri-
likom kisele hidrolize Rf = 0,30 odgovara autenti¢noj oleanolskoj kiselini. Od
Secera kod saponina »E« dokazana je nazoénost galaktoze, glukoze i ramnoze.

QOd flavonoidnih supstancija dokazane su i izolirane &éetiri supstancije »A«
(Rf == 0,58). »B« (Rf = 045), »C« (Rf = 028) i »D« (Rf = 0,15) od kojih je sa
sigurnogéu identificirana, uz nama dostupne autentié¢ne supstancije, supstanci-
ja »C« (Rf = 0,28) koja odgovara rutinu.

Kako je u preliminarnim ispitivanjima ekstrakt droge Capsella bursae pa-
storis pokazao pozitivnu antimikrobnu aktivnost na mikroorganizme Staphylo-
coccus aureus ATCC 6538—P i Escherichia colli ATCC 10536, ispitivanju anti-
mikrobnog uéinka podvrgnute su neke od izoliranih supstancija. To su sapo-
ninske supstancije »B« (Rf == 0,91), »E« (Rf = 0,82) i flavonska supstancija
»C« (Rf = 0.28). Rezultati ispitivanja izneseni su u tablici 1.

Navedene koli¢ine izoliranih supstancija nanoene su na ploéu na krutu
hranjivu podlogu otopljene u metanolu po 0,3 ml.

Iz tablice 1 je vidljivo da izolirani saponini »B« i »E« ne pokazuju antimi-
krobnu aktivnost, dok izolirani flavonoid »C«, koji edgovara rutinu pokazuje
izrazitu antimikrobnu aktivnost. U zakljuéku, s obzirom na nasa ispitivanja,
moZe se reé¢i da droga, odnosno ekstrakt droge Herba Bursae pastoris pokazuje
antimikrobnu aktivnost zahvaljujuéi nazoénosti flavonskih supstancija, $to o-
pravdava upotrebu ove droge i njenih pripravaka u terapiji.

(Zavod za farmakognoziju, Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Zagreb i
Zavod za ispitivanje i kontrolu lijekova SRH, Zagreb).

Capsella bursa pastoris (L.) Medikus — investigation of antibiofic effect saponin and
flavonoid substances

By D. Tarle and I. Dvorzak
Summary

The herb of shepherd’s purse — Capsella bursa pastorls (I.) Medikus was in-
vestigated in view of saponin and flavonoid substances. Four individual saponins
and three flavonoide glycosides were isolated. Some of them were investigated on
antibiotic effect. Saponin substances didn't show antibiotic activity, whereas flavo-
noide glycosides exhibited strong antibiotic effect on Staphylococcus aureus ATCC
6538-P, Klebsiella pneumoniae ATCC 10031, Escherichia colll 10536, Candida mo-
nosa and Sarcina lutea ATCC 9341.

(Department of Pharmacognosy, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, Uni-
versity of Zagreb and Institute for the Control of Drugs, Zagreb).
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