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ZNANSTVENI RADOVI

IstraZivanje aminokiselina u nekim vrstama roda Alyssum
(Brassicaceae) tankoslojnom kromatografijom

ZELJAN MALES' MISKO PLAZIBAT? i ANITA UJEVIC IVIC?

'Zavod za farmaceutsku botaniku Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u
Zagrebu, Zagreb, *Botanicki zavod Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucilista
u Zagrebu, Zagreb i *»Pliva d.d.«, Zagreb

Thin-layer chromatographic analysis of amino acids
in some species of the genus Alyssum (Brassicaceae)

Summary - Alyssum L. is well-defined, taxonomically difficult genus of at least
200 species primarily centered in SW Asia, with a rich representation in the Balkan
peninsula and in the Caucasus and adjacent parts of the Middle East. A. alyssoides
(L.) L. a widespread weed species of western, central and southern Europe, Russia,
North Africa and Afghanistan eastward to India grows in ruderal and disturbed habi-
tats, dry hillsides, in meadows, and along roadsides. A. murale Waldst. et Kit. a nati-
ve of Europe and the Levant grows on dry calcareous and serpentine rocky slopes. This
variable species is often cultivated as an ornamental garden plant. A. simplex Rudol-
phi is common species of Europe, NW Africa and SW Asia. It grows in waste land, cul-
tivated fields and pastures, river valleys, forestry plantations, dry south-facing lime-
stone slopes, disturbed and ruderal situations. A. alyssoides and A. simplex are
distributed almost throughout Croatia while A. murale is frequent in the Mediterranean
region.

Thin-layer chromatographic analysis of amino acids of the leaves, flowers and fruits
of A. alyssoides, A. murale and A. simplex showed the presence of 11 amino acids: leu-
cine, phenylalanine, valine, tryptophan, tyrosine, proline, alanine, threonine, serine,
lysine and histidine. Comparing the intensity of coloration of separated amino acids a
hypothesis is that the quantities are different among the species, with the most amount
in A. murale. In addition, the chromatographic analysis indicated the differences in
quantities among leaves, flowers and fruits within the same species.

('Department of Pharmaceutical Botany, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, Uni-
versity of Zagreb, 10000 Zagreb, Croatia, 2Department of Botany, Faculty of Science,
University of Zagreb, 10000 Zagreb, Croatia and ®»Pliva d.d.«, 10000 Zagreb, Croatia)

UVOD

Alyssum L. — gromotulja, biljni je rod iz porodice Brassicaceae, reda
Brassicales, razreda Magnoliatae (1). U uporabi je 1 drugo validno ime poro-
dice - Cruciferae u skladu s kojim je i hrvatski naziv krstasgice. To je velika
skupina biljaka s vige od 3200 vrsta, koje su najéesée u umjerenim podrudji-
ma sjeverne hemisfere, posebno u zemljama oko Sredozemnog mora, a u ma-

389

A
—
e



7. Males, M. Plazibat i A. Ujevi¢ Ivié: IstraZivanje aminokiselina u nekim
vrstama roda Alyssum (Brassicaceae) tankoslojnom kromatografijom, Farrm. Glas. 58, 11/2002

njem broju i u drugim dijelovima svijeta te su kozmopolitskog rasprostranje-
nja (2). Krstagicama pripadaju mnoge, za prehranu ljudi i Zivotinja, znacajne
biljke te brojne korovne i ukrasne vrste (3-6).

Rod Alyssum je lako prepoznatljiv i dobro definiran iako s brojnim takso-
nomskim problemima u vezi s velikim brojem polimorfnih vrsta koje su Siro-
ko rasprostranjene i rastu u veoma razli¢itim ekoloskim uvjetima.

U ovom radu istraZivane su sljedeée vrste: ¢askasta (A. alyssoides (L.) L.),
zidna (A. murale Waldst. et Kit.) i poljska gromotulja (A. simplex Rudolphi).

Cagkasta gromotulja — Alyssum alyssoides (L.) L. (=Adyseton calcynum
(L.) Scop., Alyssum calycinum L., A. conglobatum Fil. et Jav, A. ruderale
Jord., Clypeola alyssoides L., C. campestris L., Psilonema calycinum (L.) Me-
yer) jednogodi$nja je zeljasta biljka sivopustenastog izgleda (Slika 1.). Sta-
bljike su do 35 cm visoke, uspravne ili uzdignute, a nose na sebi vise, najce-
&ée gusto rasporedenih listova i viSe cvjetova, koji su skupljeni u jednostavni,
terminalni, na podetku zbijeni, a kasnije produzeni grozd. Listovi stabljike
su obrasli zvjezdastim dlakama, $to ih ¢ini prhutavim. Mogu biti obrnuto ja-
jastog do lancetastog oblika, s tim da su donji listovi veéi od gornjih. Cvjetovi
su blijedozute boje. Lapovi su 2 do 2,5 mm dugi i ne otpadaju nakon cvatnje,
pa su prisutni i u plodnom stanju. Latice su 3 do 4 mm duge i zaobljene na
vrhu. U podetku su blijedozute, a kasnije bijele boje. Plodni grozd je produ-
7en. Na plodnim stapkama nalaze se komus¢ice okruglog oblika, koje su na
vrhu izrubljene, zvjezdasto dlakave i nose po dvije sjemenke u svakom pre-
tincu (7-10).

Slika 1. Alyssum alyssoides (L.) L. — Cagkasta gromotulja
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Caskasta gromotulja rasprostranjena je u velikom dijelu Europe (Austri-
ja, Ceska, Slovacka, Njemacka, Poljska, Rusija), a posebno dobro u juZnoj i
jugoistoénoj Europi (Rumunjska Bugarska, Gre¢ka, Albanija, Makedonija, Sr-
bija, Crna Gora, Bosna i Hercegovma Hrvatska, ItahJa Francuska, Spanjol-
ska, Portugal), dok na podrudju sjeverne Europe raste dosta rljetko. Raspro-
stranjena je i u Sjevernoj Africi, a na istok se njezin areal proteZe do Indije.
Za ¢askastu gromotulju karakteristian je rast na suhim, toplim, sunéanim i
pjeskovitim mjestima mzmskog pojasa primorskih i kon‘cmentalmh krajeva
(7, 9, 11).

Zidna gromotulja — Alyssum murale Waldst. et Kit. (=A. argenteum auct.
balcan.) busenasta je biljka, sivopustenastog izgleda. Stabljike su do 70 cm
visoke, uspravne, u donjem dijelu odrvenjele s malobrojnim, produZenim
sterilnim izdancima, a u gornjem dijelu metli¢asto razgranjene. Nose na sebi
viSe izmjeni¢nih listova i viSe cvjetova skupljenih u grozdove, koji zajedno
tvore gronjasti cvat (Slika 2.). Listovi stabljike su duguljasti, obrnuto jajoli-
ki, odozgo zeleni, s rijetkim zvjezdastim dlakama, a odozdo sivopustenasti,
gusto obrasli zvjezdastim dlakama. Cvjetovi su maleni, jasno Zute boje. La-
povi su oko 2 mm dugi, zvjezdasto dlakavi i iroko lancetasti. Latice su oko 3
mm duge, na vrhu zaobljene, a u donjem dijelu naglo suzene u klinac. Plodni
cvat je pravilno metliéasto-gronjast. Plodovi su komuséice okruglastog obli-
ka, na obje strane $iroko usiljene ili na vrhu tupe, rijetko zvjezdasto dlakave.
U svakom pretincu nalazi se po jedna okrugla, tamnosmeda, okriljena sje-
menka (7, 9, 10).

Slika 2. Alyssum murale Waldst. et Kit. — Zidna gromotulja
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Zidna gromotulja rasprostranjena je uglavnom na podrudjima jugoistoéne
Europe (Hrvatska, Bosna i Hercegovina, Srbija, Crna Gora, Albanija, Makedo-
nija, Gréka, Bugarska, Rumunjska) i Levanta. Za zidnu gromotulju karakte-
ristiéan je rast u pukotinama stijena, po kamenjarskim pasnjacima, na karbo-
natnoj i silikatnoj podlozi, u okviru razli¢itih biljnih zajednica (7, 9, 11).

Poljska gromotulja — Alyssum simplex Rudolphi (=A. campestre L. p.p., A.
colinum Brot., A. minus (L.) Rothm., A. micranthum C.A. Mey., A. micro-
petalum DC., A. nanum Pomel., A. parviflorum M. Bieb.) rahlo je busenasta
do zbijeno busenasta, sivozelena biljka (Slika 3.). Stabljike su do 40 cm viso-
ke, uzdignute, s viSe gusto rasporedenih listova i s nerazgranjenim, termi-
nalnim, u poéetku zbijenim, a kasnije produzenim grozdom. Listovi stabljike
su lopatasti ili lancetasti do Siroko elipti¢ni, sivozelene boje i obrasli zvjezda-
stim dlakama, §to im daje rutav izgled. Cvjetovi su maleni, jasno Zute boje.
Lapovi su 1,5 do 2,5 mm dugi i ubrzo otpadaju nakon cvatnje. Latice su 2,5
do 3,5 mm duge, na vrhu zaobljene ili izrubljene. Privjesci kraéih prasnika
doseZu do polovine filamenata. Plodni grozd je produZen, a plodne stapke str-
e prema gore i nose komus¢ice, koje su okruglaste, gusto obrasle visekrakim
zvjezdastim dlakama. U svakom pretincu nalaze se po dvije sjemenke Siroko
okriljenog ruba (7-10).

Poljska gromotulja rasprostranjena je uglavnom na podrudju juzne i ju-
goistoéne Europe (Rumunjska, Bugarska, Gréka, Albanija Srbija, Crna Gora,
Makedonija Bosna i Hercegovina, Hrvatska, Italija, Francuska i Spanjolska)
te Sjeverne Afrike i jugozapadne Azije. Za ovu vrstu karakteristi¢an je rast
na suhim, toplim i sunéanim mjestima nizinskog pojasa primorskih i konti-
nentalnih krajeva, u okviru razli¢itih oblika vegetacije (7, 9, 11).

Slika 3. Alyssum simplex Rudolphi — Poljska gromotulja
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U dostupnoj literaturi malo je podataka o istraZivanjima kemijskog
sastava biljnih vrsta koje pripadaju rodu Alyssum L. (12, 13). Stoga je cilj ra-
da bila kvalitativna analiza aminokiselina u listovima, cvjetovima i plodovi-
ma cCaskaste, zidne i poljske gromotulje.

EKSPERIMENTALNI DIO

Biljni materijal
Kao materijal za istraZivanje uporabljeni su listovi, cvjetovi i plodovi

Caskaste (A. alyssoides), zidne (A. murale) i poljske gromotulje (A. simplex).
Nalaziste 1 datumi skupljanja biljnog materijala prikazani su u tablici 1.

Tablica 1.
Biljni materijal, nalaziste i datum skupljanja
Biljna vrsta Oznaka uzorka Vrsta uzorka Nalaziste Datum skupljanja
Alyssum alyssoides 1.a list Velebit 04.05.1994.
1.b cvijet Velebit 04.05.1994.
1.c plod Tijarica 20.07.1994.
Alyssum murale 2.a list Mosor 07.07.1990.
2.b cvijet Mosor 07.07.1990.
2.¢c plod Stobred 03.08.1990.
Alyssum simplex 3.a list Seline 12.03.1994.
3.b cvijet Seline 09.04.1994.
3.c plod Seline 17.08.1994.

1. Identifikacija biljnog materijala

Biljni materijal identificiran je u Botani¢kom zavodu Prirodoslovno-ma-
tematickog fakulteta Sveudilista u Zagrebu 1 potvrden je ispitivanjem vanj-
ske 1 unutarnje grade skupljenih uzoraka.

2. IstraZivanje prisutnosti aminokiselina tankoslojnom kromatografijom

Istrazivanju su podvrgnuti ekstrakti listova, cvjetova i plodova ¢askaste,
zidne i poljske gromotulje. Ekstrakti su pripremljeni tako da je 1 g praskasto
usitnjenog biljnog materijala ekstrahiran s 10 ml vode 1 sat na vodenoj ku-
pelji uz povratno hladilo. Bistri filtrat, nakon hladenja, sluZio je kao otopina
za kromatografsko ispitivanje. Kao poredbene supstancije uporabljene su
0,00001 %-tne vodene otopine leucina (Leu), fenilalanina (Phe), valina (Val),
triptofana (Trp), tirozina (Tyr) prolina (Pro), alanina (Ala), treonina (Thr),
serina (Ser), lizina (Lys) 1 histidina (Hys) (14).

IstraZzivanje prisutnosti aminokiselina provedeno je na dvjema nepokret-
nim fazama, 1 to na tankom sloju celuloze i 5%-tnog ionskog izmjenjivaca
Dowex 2-X8 (»Schleicher-Schiill«, Njemacdka, Art. Nr. G 1440/A5), te na tan-
kom sloju celuloze F (»Merck«, Njemacka, Art. Nr. 15036).
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Kao pokretne faze primijenjene su dvije smjese otapala: n-butanol-ace-
ton-ledena octena kiselina-voda (35:35:10:20 V/V/V/V) i n-butanol-ledena oc-
tena kiselina-voda (50:10:40 V/V/V/) (14).

Detekcija odijeljenih aminokiselina provedena je nakon prskanja kroma-
tograma ninhidrin reagensom i grijanja 5-10 minuta na 100 °C (15, 16).

REZULTATI I RASPRAVA

Vodeni ekstrakti listova, cvjetova i plodova éagkaste, zidne i poljske gro-
motulje ispitani su na prisutnost aminokiselina tankoslojnom kromatografi-
jom (Slike 4.-11.), a dobivene aminokiseline 1 pripadajuée im Ry vrijednosti
dane su u tablicama 2.1 3.

Odjeljivanjem pokretnom fazom n-butanol-aceton-ledena octena kiselina-
-voda (35:35:10:20 V/V/V/V) na nepokretnoj fazi celuloze s ionskim izmjenji-
vatem Dowexom u ispitivanim ekstraktima listova cvjetova i plodova ¢agka-
ste, zidne i poljske gromotulje uoéeno je 11 mrlja (Slike 4.-6.). Usporedbom
Ry vrijednosti ljubi¢astih mrlja 1, 3, 7, 8 i 9 s poredbenim supstancijama
utvrdeno je da odgovaraju leucinu (Leu), valinu (Val), alaninu (Ala), treoni-
nu (Thr) i serinu (Ser). Plavoljubiéasta mrlja 2 identificirana je kao fenil-
alanin (Phe), a sivoljubi¢aste mrlje 4 i 5 prema Ry vrijednostima odgovaraju
triptofanu (Trp) i tirozinu (Tyr). Zuta mrlja 6 bojom i svojom Ry vrijednosti
odgovara prolinu (Pro), a za ruZiéastoljubiéastu mrlju 10 i smedeljubi¢astu
mrlju 11 utvrdeno je da pripadaju lizinu (Lys) i histidinu (His) (Tablica 2.).

Usporedbom intenziteta obojenja odijeljenih aminokiselina iz ekstrakata
taskaste, zidne i poljske gromotulje moZe se pretpostaviti da je koli¢ina ami-
nokiselina medu biljnim vrstama razli¢ita. Mrlje dobivene tankoslojnom kro-
matografijom ekstrakata zidne gromotulje intenzivnijeg su obojenja u odno-
su na mrlje dobivene iz ekstrakata ¢aSkaste i poljske gromotulje.

Analizom dobivenih mrlja unutar pojedine biljne vrste uocene su razlike
u intenzitetu obojenja izmedu ekstrakata listova, cvjetova i plodova. Tako su
kod &agkaste gromotulje najintenzivnije obojene mrlje dobivene iz ekstrakta
listova (1.a), slabijeg intenziteta su mrlje ekstrakta cvjetova (1.b), a najsla-
bijeg su intenziteta mrlje ekstrakta plodova (1.c). Intenzitet mrlja kod zidne
gromotulje opada u nizu: ekstrakt listova (2.a) > ekstrakt plodova (2.¢) > eks-
trakt cvietova (2.b). Kod poljske gromotulje intenzitet opada redom: ekstrakt
plodova (3.¢) > ekstrakt cvjetova (3.b) > ekstrakt listova (3.a).

Sliéna kromatografska slika dobivena je i u drugoj pokretnoj fazi n-buta-
nol-ledena octena kiselina-veda (50:10:40 V/V/V) (Slike 7.-9.). Rp vrijednosti
dobivene u ovoj pokretnoj fazi nesto su vise od prethodnih, ali je dobiveno
losije odjeljivanje (Tablica 2.).

Nepokretna faza celuloza F dala je gotovo identiénu sliku kao prethodno
navedena nepokretna faza (celuloza s Dowexom), za obje pokretne faze, uz

vrlo dobro odjeljivanje 1 nesto niZe Ry vrijednosti od prethodno navedenih
(Slike 10. 1 11.) (Tablica 3.).
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Tablica 2.
Re vrijednosti odijeljenih aminokiselina na tankom
sloju celuloze F i Dowexa

Nepokretna faza: celuloza + Dowex 2-X8 Pokretna faza
Broj Aminokiselina kratica i I
1 Leucin (Leu) 0,66 0,68
2 Fenilalanin {Phe) 0,58 0,60
3 Valin (Val) 0,49 0,50
4 Triptofan (Trp) 0,43 0,46
5 Tirozin (Tyr) 0,37 0,39
6  Prolin (Pro) 0,31 0,32
7 Alanin (Ala) 0,24 0,25
8 Treonin (Thr) 0,22 0,24
9 Serin (Ser) 0,16 0,18
10 Lizin {Lys) 0,10 0,14
H Histidin (His) 0,08 0,12

I: n-butanol-aceton-iedena octena kiselina-voda
(35:35:10:20 VIVIVIV)

il: n-butanol-ledena octena kiselina-voda (50:10:40 V/V/V)

Tablica 3.
Rr vrijednosti odijeljenih aminokiselina na tankom sloju celuloze F

Nepokretna faza: celuloza F Pokretna faza

Broj Aminokiselina kratica 1 It

1 Leucin (Leu) 0,60 0,63
2 Fenilalanin (Phe) 0,54 0,56
3 Valin (Val) 0,44 0,45
4 Triptofan (Trp) 0,41 0,42
5 Tirozin (Tyr) 0,34 0,38
6 Prolin (Pro) 0,27 0,30
7 Alanin (Ala) 0,23 0,24
8 Treonin (Thr) 0,20 0,21
9 Serin {Ser) 0,15 0,17
10 Lizin (Lys) 0,10 0,13
11 Histidin (His) 0,07 0,11

I: n-butanol-aceton-ledena octena kiselina-voda
(35:35:10:20 V/V/V/V)

Ii: n-butanol-ledena octena kiselina-voda (50:10:40 V/V/V)
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Slika 4. Kromatogram aminokiselina listova, cujetova i plodova ¢askaste gromotulje

Nepokretna faza: celuloza + 5% Dowex 2-X8
n-butanol-aceton-ledena octena kiselina-voda

Pokretna faza:

(35:35:10:20 VIV/[V[V)

Detekcija:

Ninhidrin reagens

1.a = vodeni ekstrakt listova daskaste gromotulje
1.b = vodeni ekstrakt cujetova ¢adkaste gromotulje
1.c = vodeni ekstrakt plodova éaskaste gromotulje
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Slika 5. Kromatogram aminokiselina listova, cvjetova i plodova zidne gromotulje

Nepokretna faza: celuloza + 5% Dowex 2-X8
n-butanol-aceton-ledena octena kiselina-voda

Pokretna faza:

(35:35:10:20 VIV /V/V)

Detekcija:
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Ninhidrin reagens
2.a = vodeni ekstrakt listova zidne gromotulje
2.b= vodeni ekstrakt cujetova zidne gromotulje
2.¢ = vodeni ekstrakt plodova zidne gromotulje
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Slika 6. Kromatogram aminokiselina listova, cujetova i plodova poljske gromotulje
Nepokretna faza: celuloza + 5% Dowex 2-X8

Pokretna faza: n-butanol-aceton-ledena octena kiselina-voda
(35:35:10:20 V/V]V/V)
Detekcija: Ninhidrin reagens

3.a = vodeni ekstrakt listova poljske gromotulje
3.b = vodeni ekstrakt cvjetova poljske gromotulje
3.¢c = vodeni ekstrakt plodova poljske gromotulje
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Slika 7. Kromatogram aminokiselina listova, cujetova i plodova éaskaste
gromotulje
Nepokretna faza: celuloza + 5% Dowex 2-X8
Pokretna faza: n-butanol-ledena octena kiselina-voda (50:10:40 V/V/V)
Detekcija: Ninhidrin reagens

l.a = vodeni ekstrakt listova caskaste gromotulje
1.b = vodeni ekstrakt cujetova éaskaste gromotulje
l.c = vodeni ekstrakt plodova ¢askaste gromotulje
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Slika 8. Kromatogram aminokiselina listova, cvjetova i plodova zidne gromotulje
Nepokretna faza: celuloza + 5% Dowex 2-X8
Pokretna faza: n-butanol-ledena octena kiselina-voda (50:10:40 V/V/V)
Detekcija: Ninhidrin reagens
2.a = vodeni ekstrakt listova zidne gromotulje
2.b = vodeni ekstrakt cujetova zidne gromotulje

(¢l

2.¢ = vodeni ekstrakt plodova zidne gromotulje
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Slika 9. Kromatogram aminokiselina listova, cujetova i plodova poljske gromotulje
Nepokretna faza: celuloza + 5% Dowex 2-X8
Pokretna faza: n-butanol-ledena octena kiselina-voda (50:10:40 V/V/V)
Detekcija: Ninhidrin reagens
3.a = vodeni ekstrakt listova poljske gromotulje
3.b = vodeni ekstrakt cujetova poljske gromotulje
3.c = vodeni ekstrakt plodova poljske gromotulje
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Slika 10. Kromatogram aminokiselina listova, cujetova i plodova éaskaste, zidne i
poljske gromotulje

Nepokretna faza: celuloza F

Pokretna faza: n-butanol-aceton-ledena octena kiselina-voda
(35:35:10:20 V]V /[V/V)

Detekcija: Ninhidrin reagens

l.a = vodeni ekstrakt listova éaskaste gromotulje
L.b = vodeni ekstrakt cujetova éaskaste gromotulje
l.c = vodeni ekstrakt plodova éaskaste gromotulje
2.a = vodeni ekstrakt listova zidne gromotulje

2.b = vodeni ekstrakt cujetova zidne gromotulje
2.¢c = vodeni ekstrakt plodova zidne gromotulje
3.a = vodeni ekstrakt listova poljske gromotulje
3.b = vodeni ekstrakt cvjetova poljske gromotulje
3.c = vodent ekstrakt plodova poljske gromotulje
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Slika 11. Kromatogram aminokiselina listova, cujetova i plodova daskaste, zidne i
poljske gromotulje

Nepokretna faza: celuloza F
Pokretna faza: n-butanol-ledena octena kiselina-voda (50:10:40 V/V/V)
Detekcija: Ninhidrin reagens

1.a = vodeni ekstrakt listova éaskaste gromotulje
1.b = vodeni ekstrakt cvjetova éaskaste gromotulje
1.c = vodeni ekstrakt plodova éaskaste gromotulje

2.a = vodeni ekstrakt listova zidne gromotulje
2.b = vodeni ekstrakt cujetova zidne gromotulje
9.¢c = vodeni ekstrakt plodova zidne gromotulje
3.a = vodeni ekstrakt listova poljske gromotulje
3.b = vodeni ekstrakt cujetova poljske gromotulje
3.c = vodeni ekstrakt plodova poljske gromotulje
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ZAKLJUCAK

Metodom tankoslojne kromatografije dokazano je da listovi, cvjetovi i plo-
dovi ¢askaste, zidne i poljske gromotulje sadrze ove aminokiseline: leucin (Leu),
fenilalanin (Phe), valin (Val), triptofan (Trp), tirozin (Tyr), prolin (Pro), ala-
nin (Ala), treonin (Thr), serin (Ser), lizin (Lys) i histidin (His).

Usporedbom intenziteta obojenja odijeljenih aminokiselina moZe se pret-
postaviti da se koli¢ina aminokiselina u ispitanim biljnim vrstama medu-
sobno razlikuje. Iz dobivenih rezultata vidljivo je da zidna gromotulja sadrzi
veéu koli¢inu aminokiselina u odnosu na éaskastu i1 poljsku gromotulju.

Rezultati analize pokazali su i razliku u koli¢ini aminokiselina medu po-
jedinim biljnim organima, tj. izmedu lista, cvijeta i ploda, unutar iste vrste.

Usporedujuéi dobivene rezultate s rezultatima istraZivanja aminokise-
linskog sastava Cetiriju podvrsta brdske gromotulje (Alyssum montanum L.)
uoéava se velika sliénost (17).
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