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ZNANSTVENI RADOVI

Istrazivanje flavonoida, fenolnih kiselina
i aminokiselina gole kilavice — Herniaria
glabra L.

ZELJAN MALES!, MAJA CRKVENCIC!, KROATA HAZLER PILEPIC', FRANE HERENDA?

'Sveugiliste u Zagrebu, Farmaceutsko-biokemijski fakultet,
Zavod za farmaceutsku botaniku, 10 000 Zagreb, Schrottova 39
“Pharma$ d.o.0., 44 317 Popovaca, Industrijska cesta 5

Investigation of flavonoids, phenolic acids and amino acids
of smooth rupturewort — Herniaria glabra L.

Abstract— Herniariae herba (Herniaria glabra L., lllecebraceae)
is a herbal drug which is traditionally used as a diuretic. Some of the bio-
active substances of the drug were analysed using thin-layer chromatography
(TLC) and UV/IVis spectrophotometry. Separation and identification of
Aavonoids and phenolic acids was done using TLC on silica gel and amino
acids were investigated using TLC on cellulose. Three flavonoids (isoquer-
citrin, luteolin and rutin), two phenolic acids (caffeic and chlorogenic acid)
and nine amino acids (alanine, asparaginic acid, glutaminic acid, glycine,
histidine, isoleucine, leucine, phenylalanine and threonine) were detected
and identified. UV/Vis spectrophotometry was used for the quantitative
analysis of flavonoids and phenolic acids. The results of the analysis indicated
that the examined drug, Herniariae herba, contains 0.29 % flavonoids and
0.34 % phenolic acids.
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(University of Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, Department
of Pharmaceutical Botany, 10000 Zagreb, Croatia and *PharmasS d.o.o,
44 317 Popovaca, Croatia)

UvOD

Gola kilavica (Herniaria glabra 1., lllecebraceae, ranije Caryophyllaceae) (slika 1.)

. ¥ .
25,

fekovita biljna vrsta u narodu poznata i pod nazivima: janjce zelje, jezero zrnatka,

a, trava turska, Zitnica turska, priputnica, sipanica i trava od kile (1-3). To je

asta biljka visine 10 do 30 cm s mnogo po tu polegnutih i obi¢no razgranjenih
%

iika koje su okrugle, nitaste i savitljive, debljine do 2 mm s elipti¢nim listi¢cima

itog ruba, duzine do 7 mm (slika 2.).
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Donji listi¢i su nasuprotni, a gornji naizmjenicni s jajolikim, kozastim, cupavim
i bjelicastim palisti¢cima. Cvjetovi su neugledni, duZine do 1 mm, sastavljeni od pe:
clipti¢nih zelenkastozuckastih latica, pet prasnika sa Zutim prasnicama i tucka s jed-
nopregradnom plodnicom. Biljka cvate od srpnja do studenog (2, 4, 5). ‘

e, /
Slika 2. Herniaria glabra L. ~ uvecani prikaz {autorska fotografija, M. Crkvenci¢, mag. pharm.)

Gola kilavica je vrsta koja je Siroko rasprostranjena u Europi i Aziji (slika 3.) (6).
U Hrvatskoj se njezina prirodna stanista rasprostiru od obale, pa sve do pretplanin-
skih krajeva (slika 4.), a osobito je Cesta u zapadnoj Hrvatskoj i Dalmaciji (5, 7).
Najces¢e se moZe nadi na zidovima, kamenjarima, stijenama i kamenjarskim trav-
njacima, a u obalnom podruéju i na crljenici (5).
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Slika 3. Rasprostranjenost biline vrste H. glabra L. na sjevernoj Zemljinoj polutki {6}

Gola kilavica je od davnina poznata kao sredstvo koje pospjesuje izlucivanje
mokraée. U puckoj medicini upotrebljavala se interno kao lijek kod kile, bubreznih
kamenaca, bolesti bubrega, vodene bolesti, katara di$nih organa, Zutice, sifilisa i za

- —
0B % W

Slika 4. Rasprostranjenost biline vrste H. glabra L. u Hrvatskoj (1)
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Cidcenje krvi, te izvana za zacjeljivanje rana (7, 8). Njezino diureti¢ko i antihiperten-
zivno djelovanje potvrdeno je na eksperimentalnim Zivotinjama, a primije¢eno je da ima
i hipoglikemijski ucinak. Takoder, pretklini¢ka istrazivanja provedena na mievima i
Stakorima pokazala su nisku akutnu (LDs; = 8,50 g/kg u misa) i subkroni¢nu tok-
si¢nost i potvrdila sigurnost njezine uporabe s obzirom na doze koje se tradicionalno
primjenjuju, iako pri visokim dozama postoji moguénost oiteéenja jetre i bubrega (8).

Drogu Herniariae herba (zelen kilavice) ¢ine osuseni nadzemni dijelovi biljke,
sabrani u vrijeme cvatnje. Zelen kilavice nalazi se u sastavu mnogih diuretskih ¢ajeva,
a najcesce se kombinira s listom medvjetke, ¢ime se postiZe pojacan terapijski u¢inak
kod cistitisa i uretritisa (2, 9). Etnobotanicke studije spominju primjenu oparka
kilavice u kombinaciji s borovicom, ze¢jim trnom i pasjom rufom kao diuretika, te
primjenu uvarka mjesavine sastavljene od kilavice, ljupcaca, lana i medvjetke kod
upale mokra¢nog mjehura (10).

Jako diuretsko djelovanje pripisuje se sadrzaju saponina i flavonoida (2). Anti-
hipertenzivni i ekspektorantni ucinak takoder je posljedica djelovanja saponina (3).
Poznato je da zelen kilavice sadrzi 3 do 9 % saponinske smjese, u kojoj su glavne sas-
tavnice derivati medikagenske kiseline, herniariasaponin I i II. Od ostalih aglikona
identificirani su gipsogenska kiselina i 16-a.-hidroksimedikagenska kiselina. Droga
sadrzi i do 2 % flavonolskih heterozida (derivati kvercetina i izoramnetina), te kuma-
rine herniarin i umbeliferon (2, 3, 11).

Novija istrazivanja pokazala su da gola kilavica u uvjetima i vitro posjeduje
bakeericidno djelovanje na najées¢eg uzro¢nika infekcija mokraénog sustava, uropa-
togenu £. coli. Takoder, utvrdeno je da ekstrake kilavice znacajno smanjuje stvaranje
biofilma, koji se prema nekim istrazivacima smatra uzrokom ponavljajudih infekcija.
Ovaj inhibitorni ucinak pripisuje se sadrzaju flavonoidnih aglikona kao $to su kverce-
tin, kempferol, apigenin i naringenin. U vodenom ekstraktu pronadeni su kina kise-
lina i razli¢iti izomeri njezinih estera s kavenom, ferulinskom i 3-p-kumarinskom
kiselinom, flavonoli kvercetin, kempferol i izoramnetin, rutin, te iridoidi. Rezultati
kvantitativne analize iznosili su 0,69 % za flavonoide (izrazeno kao izokvercitrin),
1,02 % za fenolne kiseline (izrazeno kao klorogenska kiselina) i 1,18 % za iridoide
(izrazeno kao loganinska kiselina) (12).

Flavonoidi su polifenolni spojevi koji su u biljnom svijetu vrlo rasireni (13, 14).
Sluze kao signalne molekule, obrana od patogenih gljivica i mikroorganizama, detok-
sificirajuci agensi, sredstva koja poti¢u klijanje sjemenaka i spora, zastita od ultralju-
bicastog zracenja, alelokemijski agensi, kod prilagodbe na razli¢ite okoli$ne &imbeni-
ke kao $to su visoke i niske temperature, susa i ekstremne promjene saliniteta, a zbog
zivih boja privlace opradivace i Zivotinje kojc se hrane plodovima te time potpomaZu
reprodukciju (15).

Flavonoidi ¢ine priblizno dvije tre¢ine fenola koji se unose prehranom (16). Ovi
spojevi posjeduju niz biolodkih djelovanja kao §to su uévri¢ivanje stijenke kapilara i
smanjenje njihove propusnosti, vazodilatorno, antiaterosklerotsko, antitromboticko,
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diuresko, dijaforetsko, spazmoliti¢ko, protuupalno, andalergijsko, antimikrobno,
antivirusno, imunostimulativno, antitumorsko, antioksidativno i estrogeno. Razli¢ita
bioloska djelovanja flavonoida temelje se na njihovoj sposobnosti hvatanja slobodnih
radikala, vezanju teskih metala i interakcijama koje imaju s razli¢itim enzimima: in-
hibiciji fosfolipaze A,, ciklooksigenaze, lipooksigenaze, glutation reduktaze, ksantin
oksidaze, S-glukuronidaze, hijaluronidaze, alkalne fosfataze, arilsulfataze, H*-ATP-
aze membrane lizosoma, Na*K*-ATP-aze plazma membrane, fosfodiesteraze, DOPA-
dekarboksilaze, katehol-O-metilcransferaze, aldoza-redukraze, kinaze i drugih, g. in-
dukeiji CYP enzima i epoksid hidrolaze (13, 17-19).

Fenolne kiseline takoder su $iroko rasprostranjene u biljnom svijetu, a pripisuju
im se razlicite uloge povezane s unosom hranjivih tvari, sintezom proteina, aktivno-
$¢u enzima, fotosintezom i alelopatijom.

Fenolne kiseline ¢ine gotovo jednu tre¢inu ukupnih fenola koji se unose prehra-
nom, a u posljednje vrijeme velika se painja posvecuje njihovom antioksidativnom
djelovanju (16). Fenolne kiseline kao §to su ferulinska i rumarinska smanjuju aktiv-
nost lipooksigenaze i spriecavaju lanane reakcije slobodnih radikala koji nastaju u
organizmu (20). Sli¢no djelovanje ima i kavena kiselina za koju su istrazivanja poka-
zala da bi mogla posjedovati i antitumorsku aktivnost na rak debelog crijeva. Utvrde-
no je da mnoge fenolne kiseline (uklju¢ujuéi kavenu kiselinu) inhibiraju transkripcij-
sku aktivnost AP-1 proteina koji je povezan s procesima koji kontroliraju upalu, te
diferencijaciju i proliferaciju stanica. Takoder, derivati kavene kiseline pokazali su se
kao potencijalna antivirusna terapija kod infekcija HIV-om bududi da selektivio i
potentno inhibiraju HIV integrazu, enzim koji katalizira ugradnju virusne DNA u
DNA stanica domadina (16). Klorogenska kiselina i cinarin poticu pojacano lucenje
zuci te na taj nacin pospjeduju detoksikaciju organizma (20).

Aminokiseline, osim $to imaju gradevnu ulogu, §tite biljku od osmotskog stresa
koji moie nastati kao posljedica sude i hladnode, reguliraju transport iona i otvaranje
puci, detoksificiraju teske metale, utje¢u na sintezu i aktivnost enzima, gensku ek-
spresiju te redoks ravnotezu (21).

Aminokiseline imaju brojne funkcije u ljudskom organizmu takoder, a one su
povezane sa sintezom proteina i nukleinskih kiselina, stani¢nom signalizacijom, odr-
zavanjem acidobazne ravnoteze, tekom, rastom i razvojem, imunitetom, osmoregula-
cijom, endokrinim statusom, pigmentacijom, reprodukcijom, laktacijom, te ponasa-
njem (22). lako je poznato da ljudski organizam sam ne mo?e sintetizirati neke ami-
nokiseline, koje su po tome dobile naziv esencijalne (23), ne treba zaboraviti da i ta-
kozvane neesencijalne aminokiseline imaju vaznu ulogu u regulaciji genske ekspresije,
stanicne signalizacije, imuniteta, neuroloke funkcije i antioksidativnom odgovoru.
Istrazivanja pokazuju da njihova sinteza u nekim skupinama, kao $to su prerano ro-
dena djeca ili Zene u periodu lakeacije, nije u skladu s potrebama organizma. Unos
aminokiselina kao §to su glutamin i arginin potice rast i razvoj, obranu od oksidativ-
nih oste¢enja te pridonosi jadanju imuniteta. Novija istrazivanja ukazuju takoder na
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pozitivan ucinak arginina kod pretilosti, hiperglikemije, hipertenzije, dislipidemije
kardiovaskularne disfunkcije (22).

S obzirom na primjenu zeleni kilavice u puckoj medicini kod niza razli¢itih te
goba, te razlicita bioloska djelovanja koje posjeduju flavonoidi, fenolne kiseline i ami.
nokiseline, cilj ovog rada bio je istraziti prisutnost navedenih spojeva u zeleni kilavice
te odrediti koli¢inu flavonoida i fenolnih kiselina.

EKSPERIMENTALNI DIO
Biljni materijal

18] istrazivanju su uporabljeni osueni nad-

zemni dijelovi gole kilavice (Herniaria glabra 1.)
skupljeni u lipnju 2007. godine na podrugju neda-
leko Zute Lokve u Lici, na sumskoj Cistini sa sit-
nim kamenjem (slika 5.). Identifikacija biljnog
materijala provedena je ispitivanjem vanjske i unu-
rrasnje grade skupljenog uzorka, usporedbom s
literaturnim podacima (4, 5).

Kvalitativna analiza flavonoida i fenolnih

kiselina gole kilavice Zad '
Ispitivanje prisutnosti flavonoida provedeno je Slika 5. Karta s ucrtanim nalazi§tem
primjenom tankoslojne kromatografije na HPTLC ~{uta Lokva

plocama 20x10cm Kieselgel 60 F,s4 uz smjesu ota-

pala ctilacerat — mravlja kiselina — ledena octena kiselina — voda (100:11:11:26, V/V,
V/V). Istrazivanju su podvrgnuti metanolni ekstrakti zeleni gole kilavice pripremljen:
tako da je 1 g praskasto usitnjenog uzorka ekstrahiran sa 10 mL metanola 5 minut:
na vodenoj kupelji pri temperaturi od 60 °C. Bistri filtrat nakon hladenja sluZio je kac
otopina za kromatografsko ispitivanje.

Kao poredbene tvari koristene su 0,05 %-tne metanolne otopine flavonoid:
(izokvercitrin, luteolin, rutin) i fenolnih kiselina (kavena i klorogenska kiselina) (24).
Detekcija odijeljenih flavonoida i fenolnih kiselina provedena je promatranjem fluo-
rescencije pod UV zradenjem kod 365 nm nakon prskanja kromatograma modificira-
nim Naturstoff reagensom (NST/PEG). Reagens je pripremljen mijesanjem 1 %-tnc
metanolne otopine f-etilaminoestera difenilboratne kiseline (NST) i 5 %-tne eta-

nolne otopine polietilenglikola-4000 (PEG) (24, 25).
Kvalitativna analiza aminokiselina gole kilavice

Ispitivanje prisutnosti aminokiselina tankoslojnom kromatografijom provedenc
je na tankom sloju celuloze F, povisine 10x20cm. Za ispitivanje su koriteni vodeni
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ckstrakti zeleni gole kilavice pripremljeni tako da je 1 g praskasto usitnjenog biljnog
materijala ekstrahiran sa 10 mL vode, 1 sat na vodenoj kupelji uz povramo hladilo.
Obhladeni bistri filerat sluzio je kao otopina za ispitivanje.

Kao poredbene supstancije koristene su 0,00001 %-tne vodene otopine alanina
(Ala), asparaginske kiseline (Asp), fenilalanina (Phe), glicina (Gly), glutaminske kiseline
(Glu), histidina (Hys), izoleucina (Ile), leucina (Leu) i treonina (Thr). Kao pokretna
faza primijenjena je smjesa otapala: #-butanol — aceton — ledena octena kiselina — voda
(35:35:10:20, V/V/V/V). Detekeija odijeljenih aminokiselina provedena je nakon prs-
kanja kromatograma ninhidrin reagensom i grijanja 10 minuta na 100 °C (24).

Kvantitativna analiza flavonotda gole kilavice

Sadrzaj flavonoida u istrazivanim uzorcima odreden je pomoc¢u UV/Vis spektro-
fotometrije metodom prema Christu i Miilleru (26). 0,5 g usitnjenog uzorka ckstra-
hirano je sa 20 mL acetona, 2 mL 25 %-tne kloridne kiseline i 1 mL 0,5 %-tne vode-
ne otopine heksametilentetraamina zagrijavanjem do vrenja 30 minuta na vodenoj
kupelji uz povratno hladilo. Hidrolizat je zatim propusten kroz pamuk u odmjernu
tikvicu, a ostaci biljnog materijala na pamuku su ponovno ekstrahirani sa 20 mL
acetona grijanjem do vrenja 10 minuta. Ova otopina je takoder propustena kroz pamuk,
a ckstrakcija acetonom ponovljena je jo§ jedanput. Sjedinjeni filerati razrijedeni su do
100,0 mL acetonom. 20 mL hidrolizata pomije$ano je sa 20 mL vode i ekstrahirano
jedanputsa 15 mL, a zatim jo$ triput sa 10 mL etilacetata. Sjedinjene etilacetatne faze
isprane su dvaput sa 40 mL vode i propustene kroz pamuk. Razrijedene su etilaceta-
tom do 50,0 mL. Po 10 mL ove otopine preneseno je u dvije odmjerne tikvice od
25,0 mL. U obje tikvice dodano je 0,5 mL 0,5 %-tne vodene otopine natrijevog cit-
rata. U jednu tikvicu je dodano 2 mL otopine AICl; (2 g aluminijevog klorida heksa-
hidrata otopljeno u 100,0 mL 5 %-tne metanolne otopine octene kiseline), nakon
ega je u obje tikvice do oznake dodana metanolna otopina octene kiseline.

Nakon 45 minuta izmjerena je apsorbancija otopine s aluminijevim kloridom u

sloju debljine T cm kod 425 nm. Otopina bez aluminijevog klorida kori$tena je kao
poredbena otopina. Ukupan sadrzaj flavonoida izracunat je kao kvercetin prema izrazu:

% flavonoida izrazen kao kvercetin — (A x 0.772) /' b
A — apsorbancija

b — odvaga biljnog materijala u gramima

Koli¢ina flavonoida u istrazivanom uzorku odredena je triput, a rezultat je pri-

azan kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

Kvantitativna analiza fenolnih kiselina gole kilavice
Sadrzaj fenolnih kiselina odreden je prema postupku opisanom u Europskoj
tarmakopeji (27). 0,200 g praska biljnog materijala (zeleni), zagrijavano je na vodenoj
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kupelji sa 190 mL 50 %-tnog etanola 30 minuta uz povratno hladilo. Ohladena smj
je filtrirana u odmjernu tikvicu od 200,0 mL, filtar papir je ispran sa 10 mL etan
i tikvica dopunjena etanolom do oznake. U odmjernu tikvicu od 10,0 mL dodan
1 mL etanolnog ekstrakta droge, 2 mL kloridne kiseline (0,5 mol dm™), 2 mL o
pine natrijevog nitrita s natrijevim molibdatom (10 g NaNO, i 10 g Na,MoO,
2H,0 otopljeno u 100,0 mL vode) i 2 mL otopine natrijevog hidroksida (8,5
NaOH otopljeno u 100,0 mL vode).

Apsorbancija je mjerena odmah na valnoj duljini od 505 nm uz poredbe
otopinu priredenu tako da se u odmjernu tikvicu od 10,0 mL doda 1 mL ekstrak
2 mL kloridne kiseline (0,5 mol dm™), 2 mL otopine natrijevog hidroksida i dopt
vodom do oznake. Sadr?aj fenolnih kiselina izra¢unat je prema slijede¢em izrazu:

% fenolnih kiselina izrazen kao ruzmarinska kiselina = A x 5/m
A — apsorbancija
m — masa biljnog materijala (g)

Koli¢ina fenolnih kiselina u istraZivanom uzorku odredena je triput, a rezultat
prikazan kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

REZULTATI I RASPRAVA

Rezultati kvalitativne analize flavonoida i fenolnih kiselina

Tankoslojnom kromatografijom istrazena je prisutnost flavonoida i fenolr
kiselina tako $to su prethodno pripremljeni uzorci za kromatografiju, odnosno me
nolni ckstrakti zeleni gole kilavice. Razvijanje kromatograma u prosjeku je trajalo
sata, a koristena je slijede¢a pokretna faza: etilacetat — mravlja kiselina — ledena octe
kiselina — voda (100:11:11:26, V/V/V/V). Suha kromatografska plo¢a prskana j
NST/PEG reagensom i promatrana pod UV zracenjem na 365 nm, nakon cega
uocene mrlje narancaste, zelene i plave fluorescencije (slika 6.).

Obojenja nastaju odmah, a uvjetovana su strukturom flavonoidnih spoje
Dodatkom PEG-a povisuje se granica detekcije. Narancaste fluorescencije karakte
sticne su za derivate kvercetina, miricetina i luteolina, a Zutozelene fluorescencije
derivate kempferola, izoramnetina i apigenina (24).

Usporedbom fluorescencija mrlja i Ry: vrijednosti sastavnica ekstrakea i poredt
nih supstancija, vidljivo je da najgornja sastavnica Zute fluorescencije (R = 0,9
odgovara lutcolinu (Lut), slijede¢a koja je plave fluorescencije (R: = 0,96) odgov:
kavenoj kiselini (KK) te redom: mrlja narancaste fluorescencije (R = 0,71) odgov:
izokvercitrinu (Izokv), plave fluorescencije (Rr = 0,56) klorogenskoj kiselini (KIE
zelene fluorescencije (R = 0,53) prvom nepoznatom flavonoidu, narancaste fluort
cencije (R = 0,51) rutinu (Rut), naranéaste fluorescencije (R = 0,28) drugom nep
znatom flavonoidu te plave fluorescencije (Rp = 0,19) nepoznatoj fenolnoj kiselini.
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Slika 6. Kromatogram flavonoida i fenolnih kiselina zeleni gole kilavice.

- Nepokretna faza: Kieselgel 60 5, Pokretna faza: etilacetat —~ mravija kiselina — ledena octena kiselina — voda
{100:11:11:26, V/W/V/V); Detekcija: NST/PEG (UV-365 nm); Poredbene tvari: Lut — luteolin, KK - kavena

't je kiselina, Rut — rutin, Izokv — izokvercitrin, KIK — klorogenska kiselina

Rezultati kvalitativne analize aminokiselina

Vodeni ekstrake zeleni gole kilavice podvrgnut je ispitivanju na prisutnost ami-
nokiselina tankoslojnom kromatografijom. Kao mobilna faza primijenjena je smjesa
aih otapala: #-butanol — aceton —~ ledena octena kiselina — voda (35:35:10:20, V/V/IVI'V)
na nepokretnoj fazi celuloze F Kromatogram je prskan ninhidrin reagensom te grijan
10 minuta na 100 °C, nakon ¢&ega je vidljivo deset mrlja u uzorku zeleni kilavice, raz-

ta-
dva
-na ‘icitih nijansi Zute, narancaste i smede boje (slika 8.).

c s Ninhidrin je specifican reagens za detekciju aminokiselina. Ljubicasta obojenja
su_ postaju vidljiva grijanjem na 100 °C (28). U reakciji ninhidrina s aminokiselinama
nastaju mnogobrojni obojeni produkti, no najveéi je udio produkata deaminacije
va, | kondenzacije (slika 7.). Ve¢ina aminokiselina u ninhidrinskoj reakciji daje plavo
-ri- obojenje koje grijanjem postaje ljubicasto. Izuzetak su iminokiseline (prolin) kod

L T

72 %ojih nastaju Zuto obojeni produkti (23, 29).

Usporedbom fluorescencija mrlja i Ry: vrijednosti sastavnica ckstrakta i poredbenih

be- supstancija vidljivo je da su u ispitivanom uzorku prisutne slijede¢e aminokiseline:
)7) histidin (R = 0,19), asparaginska kiselina (R = 0,22), treonin (Ry: = 0,26), alanin (R}
ara = 0,31), glicin (Rp = 0,46), glutaminska kiselina (Rr = 0,50), fenilalanin (R = 0,55),

ara izoleucin (Ry: = 0,63), leucin (R = 0,72) i jedna nepoznata aminokiselina (Ry: = 0,80).
<,
es- Rezultati kvantitativne analize flavonoida i fenolnih kiselina

Metodom prema Christu i Miilleru (26) u zeleni kilavice utvrden je sadrzaj fla-
anoida od (0,29 + 0,0085) %.

e
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Slika 7. Ninhidrinska reakcija (23)
Fronta
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Slika 8. Kromatogram aminokiselina zeleni gole kilavice.
Nepokretna faza: celuloza F; Pokretna faza: n-butanol - aceton ~ ledena octena kiselina — voda {35:35:10
V/V/VIV); Detekcija: ninhidrin; Poredbene tvari: Hys ~ histidin, Leu — leucin, Gly ~ glicin, lle — izoleucin, Al
alanin, Phe — fenilalanin, Thr — treonin, Glu — glutaminska kiselina, Asp ~ asparaginska kiselina

Koli¢ina fenolnih kiselina, odredena prema propisu iz Europske farmakoy
(27), iznosila je (0,34 = 0,0021) %.

Dobiveni rezultati kvantitativne analize flavonoida i fenolnih kiselina razlik
se od onih prethodno objavljenih. Wojnicz i suradnici su primjenom UPLC-Q-T(
MS tehnike utvrdili da je sadrzaj flavonoida u ekstraktu kilavice 6,9 mg/100 g sul

falely



materijala izrazeno kao izokvercitrin (kvercetin-3-glukozid), dok je sadraj fenolnih
Liselina prikazan kao sadriaj estera kavene i kina kiseline, a iznosio je 10,2 mg/g
suhog materijala (12). Prisutnost izokvercitrina potvrdena je u naSem istraZivanju
srimjenom tankoslojne kromatografije. U naSem istraZivanju koli¢ine flavonoida i
fenolnih kiselina nisu izrazene prema istim standardima, ve¢ je sadriaj flavonoida
izrazen kao kvercetin, a sadrzaj fenolnih kiselina kao ruzmarinska kiselina. Jedan od
mogudih razloga za dobivene niZe vrijednosti sadrzaja istrazivanih spojeva u nafem
strazivanju mogao bi biti i taj §to su u prethodno navedenom istraZivanju uzorci za
analizu pripremljeni na drugadiji nadin, tj. kao otapalo je uporabljena destilirana voda
sama ekstrakcija je trajala mnogo du?e nego u nagem slucaju (8 sati kod 85 °C) (12).

ZAKLJUCAK

IstraZivanjem zeleni gole kilavice (Herniariae herba; Herniaria glabra 1..) utvr-
1a je prisutnost flavonoida, fenolnih kiselina i aminokiselina. Primjenom tanko-
ine kromatografije dokazana je prisutnost flavonoida izokvercitrina, luteolina, rutina
fvaju nepoznatih flavonoida, te fenolnih kiselina kavene, klorogenske i jedne nepo-
ate fenolne kiseline. Tankoslojnom kromatografijom utvrdena je i prisutnost slije-
h aminokiselina: alanina, asparaginske kiseline, fenilalanina, glicina, glutaminske
line, histidina, izoleucina, leucina i treonina. Rezultati UV/Vis spektrofotometrij-
»g odredivanja pokazali su da droga Herniariae herba sadrzi 0,29 % flavonoida i

i % fenolnih kiselina.

Zahvale. — »Prikazani rezultati proizadli su iz znanstvenog projekta (Farmako-
canicka i kemijska karakrerizacija cvjetnica hrvatske flore) provedenog uz potporu
istarstva znanosti, obrazovanja i sporta Republike Hrvatske.

Zahvaljujemo dr. sc. Misku Plazibatu s Botanickog zavoda Prirodoslovno-mate-
ickog fakultera Sveudili§ta u Zagrebu na skupljenom biljnom materijalu koji je
bljen u ovom istrazivanju.«
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