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ROBERTA PETLEVSKI', MIRKO HADZIJAZ, MILIVOJ SLIJEPCEVIC?, DUBRAVKA JURETIC!

'Farmaceutsko-biokemijski fakultet Sveucili$ta u Zagrebu, Zavod za medicinsku-biokemiju
i hematalogiju, 10 000 Zagreb.
2|nstitut »Ruder Boskovié«, Zavod za molekularnu medicinu, 10 000 Zagreb.

Amino acids in Nettle leaf, Valerian root and Kidney-bean
pods (Urticae folium, Valerianae radix et Phaseoli pericarpium)

Summary- Inthe ethanol extract of the Nettle leaf-Urticae folium (Urtica
dioica L., Urticaceae) following amino acids were identified: Histydine (His),
Cysteine (Cys), Lysine (Lys), Glutamine (Gln), Glutamic acid (Glu), Threonine
(Thr), Proline (Pro), Valine (Val), Leucine (Leu). In the ethanol extruct of the
Valerian root - Valerianae radix (Valeriana officinalis L., Valerianaceae) fol-
lowing amino acids were identified: Histydine (His), Cysteine (Cys), Glutamine
(Gln), Glutamic acid (Glu), Threonine (Thr), Valine (Val), Leucine (Leu) and
in the ethanol extract of the Kidney-bean pod -Phaseoli pericarpium (Phaseolus
vulgaris L., Fabaceae) following amino acids were identified: Serine (Ser), Glu-
tamic acid (Glu), Threonine (Thr), Proline (Pro), Valine (Val) and Leucine
(Leu). Investigation of the composition amino acids was carried with thin layer
chromatography method (TLC). Ryvaluesof the identified amino acid were com
pared with the R;values of amino acids in the standard solutions.

(*Department of Medical Biochemistry and Haematology, Faculty of Phar
macy and Biochemistry, University of Zagreb, Croatia and ?Department
of Molecular medicine, Institute sRuder Boskovic«, Zagreb, Croatia).

UuvoD
Kopriva (Uttica dioica L., Urticaceae)

Botanicki podaci. Kopriva ima stabljiku sa zelenim, srcolikim i nazubljenim listovima.
Stabljika i listovi gusto su pokriveni $upljim dlakama i sadrze tvar koja #ari. Cvjetovi su
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jednospolni, sitni i skupljeni u visece rese. Korijen koprive je takoder oficinalan u mno
gim farmakopejama.

Kemijski sastav. U listovima koprive (slika 1.) dokazani su flavonoidi (glikozidi kverce-
tina, ramnetina u cvjetovima), klorofil A i B, karotenoidi (ukljucujuci B-karoten i ksanto
file), vitamini (B i C skupine tc vitamin K1), triterpeni i steroli (B-sitosterol), mineralne
soli (nitrati, kalijeve soli) i kiseline: mravlja, octena, limunska i dr. (1).

Djelovanje i primjena. U narodnoj medicini rabi se na mnogo naéina: interno kao diu-
retik, kod reumatizma i artritisa, kao komponenta »antidijabeti¢noge« ¢aja, za brze zacjelji-
vanje rana, za poticanje rasta kose te pri oboljenjima prostate. Znanstveno je potvrden
njen diureti¢ni u¢inak (2), povoljan u¢inak na hiperplaziju prostate (3,4) te na prevenciju
kardiovaskularnih bolesti, jer je dokazano da inhibira agregaciju trombocita (5). Novija
znanstvena istrazivanja utvrdila su da ckstrakt koprive inhibira proinflamatornu tran-
skripciju faktora NF - kapa B u in vitro uvjetima i tako sprije¢ava nastajanje mnogih
proinflamatornih produkata gena (6).

Stika 1. List koprive (Urticae folium)

Odoljen (Valeriana officinalis L.,Valerianaceae)

Betanicki podaci. Korijen odoljena je kratak i valjkast sivo crne boje s brojnim sukorije-
njem, debljine 2-3 mm i duzine nekoliko cm. (slika 2.)

Kemijski sastav. Korijen odoljena sadrzi 0.3-0.7% eteri¢nog ulja; najzastupljeniji sasto-
jak je bornil-acetat, ali su prisutni i ostali seskviterpeni: [3-kariofilen, valerenal, valeranon.

Pazljivo osuseno korijenje (do 40 °C) sadrzi 0.5-2% valepotriata (valeriana epoksi-
triester), biciklickih iridoid-monoterpena. Najvi§e imavaltrata i izovaltrata. Takoder su u
malim koli¢inama prisutni dihidrovaltrat i [VH Dvaltrat (izovaleril oksihidroksididro-
valtrat). Valerenska kiselina i acetoksivalerenska kiselina (0.08-0.3%) su karakteristi¢ni
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sastojci oficinalne droge - ne nalaze se u ostalim vrstama Valeriana. Korijen sadrzi vrlo
mali postotak (0.01-0.05%) alkaloida, kao §to su valerianin i &- metilpiril keton (1).

Djelotwornost i primjena. Poznat je sedativni ué¢inak korijena odoljena (eteri¢no ulje, va-
lepotriati), te spazmolitski u¢inak (valerenska kiselina). Valerenska kiselina i srodni ses-
kviterpeni inhibiraju razgradnju neurotransmitera y-aminomaslacne kiseline. Caj od ko-
rijena odoljena koristi se za smirenje, opuitanje, zatim kod nervne napetosti, poteskoca
sa spavanjem i stresnih stanja. S druge strane, valepotriati ili ekstrakti standizirani pre-
ma zahtjevima valepotriata (obi¢no 50 mg po dozi) koriste se kao trankvilizanti i timolep-
tici. Takvi pripravci koji uvijek sadrie miksturu valepotriata, uglavnom se pripremaju od
drugih vrsta Valeriana : Valeriana procera Nutt. ssp. Meyer - meksi¢ka Valeriana ili Vale-
riana wallichii DC. - indijska Valeriana). Obi¢no sadrze visok postotak dihidrovaltrata i
izovaltrata i koriste se za lije¢enje psihomotornih i psihosomatskih poteskoca te u stres-
nim i anksioznim stanjima.

Znanstvenu potvrdu djelovanja Valerianae officinalis kao blagog sedativa i trankvilize
ra opisao je Houghton PJ. 1999. godine. On navodi da valerijanska kiselina inhibira en-
zimom inducirano smanjenje GABA-e u mozgu i rezultira sedativnim ué¢inkom (7).

Fot. Lukarz Ejsmont
Slika 2. Korijen odoljena (Valerianae radix)

Grah (Phaseolus vulgaris L., Fabaceae)

Botanicki podaci. Mahune graha (perikarp) su bijele do zuckaste, 10-20 cm duge i 1-2
cm $iroke.

Kemijski sastav. Sadrze soli kroma te silicijevu kiselinu i proteine (1).

Djelovanje i primjena. Perikarp graha (slika 3.) spominje se u narodnoj medicini kao
blagi antidijabetik i diuretik. Donedavno se smatralo da su arginin i silicijeva kiselina od-
govorni za antidijabeti¢ni u¢inak, no novija istrazivanja ga pripisuju solima kroma (dje-
lotvornost u $ecernoj bolesti Tipa 2 (1).

Roman - Ramos i sur. su 1995. godine opisali djelovanje Pheseolus vulgaris na zdravim
kunic¢ima. Nakon per os primjene ekstrakta droge, doslo je do signifikantnog pada krivu-
lie oGTT-a (8). Sjemenke Phaseolus vulgaris sadrze dvije izoforme inhibitora alfa amilaze
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(alfa Al i alfa AI* - dva izoformna oblika koji imaju razlicite izoelektri¢ne tocke, ali istu
molekulsku masu od 43 kDa) koji inhibiraju amilazu iz sline i amilazu iz gusterace. Alfa
Al inhibitor usporava razgradnju skroba i na taj na¢in kontrolira postprandijalno oslo-
badanje glukoze u $ecernoj bolesti Tipa 2 (9). Kristalnu strukturu tih alfa amilaznih inhi
bitora razrijesili su Nahoum i sur., 2000. godine (10). Alfa amilaza u kompleksu sa svo-
jim inhibitorima postoji u dvije razli¢itec konformacije ovisne o pH. Vazna rezidua je
Arg-74, koja prije nije bila opaZena, a klju¢na je za promjenu konformacije.

Slika 3. Perikarp graha (Phaseoli pericarpium)

MATERIJALI

A) Biljni materijal

Materijal za ispitivanje sastojao se od sasusenog i usitnjenog lista koprive (Urticae
folium), korijena odoljena (Valerianae radix) i perikarpa graha (Phaseoli pericarpium)

sabranih u srpnju 1999. godine u okolici Zagreba, a identifikacija biljnog materijala pro-
vedena jc ispitivanjem vanjske grade skupljenih uzoraka (11a,b,c).

B) Etanolni ekstrakti ispitivanih droga

Za pripremu etanolnog ekstrakta navedenih droga primjenjena je metoda maceracije.
Biljni materijal je osusen i usitnjen. Po 7 g svake droge potopljeno je u 100 mL 60% eta-
nola i ostavljeno 10 dana (uz svakodnevno muckanje) u tamnoj boci na sobnoj tempera-
turi i tlaku. Nakon 10 dana tako dobiveni ekstrakt je filtriran. Bistri filtrat sluzio je kao
uzorak za kromatografsko ispitivanje.

C) Standardi aminokiselina
Standard aminokiselina 1. sadrzi aminokiseline: histidin (His), glutamin (Gln), glicin

(Gly), treonin (Thr), alanin (Ala), valin (Val), leucin (Leu).
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Standard aminokiselina 2. sadrzi aminokiseline: lizin (Lys), serin (Ser), glutaminsku
kiselinu (Glu), tirozin (Tyr) i fenilalanin (Phe).

Standard aminokiselina 3. sadrzi aminokiseline: cistein (Cis), lizin (Lys), treonin
(Thr), prolin (Pro), fenilalanin (Phe).

Standardi 1., 2. i 3. pripremljeni su tako da je po 10 pg svake aminokiseline odvagano
i otopljeno u 100 mL destilirane vode. Tako dobivene radne otopine su neposredno prije
primjenc razrijedene u omjeru 1: 2 destiliranom vodom.

D) 0.5%tna otopina ninhidrina

0.5 g ninhidrina p.a. je odvagano i otopljeno u smijesi jednakih dijelova acetona i pro-
panola.

METODE

Tankoslojnu kromatografiju (TLK) upotrijebili smo kao tcst za kvalitativno dokaziva-
nje sastava aminokiselina u ispitivanim drogama.

Kao stacionarna faza rabljene su staklene ploce s tankim slojem celuloze (Merck), kao
mobilna faza upotrijebljena je smjesa otapala: n-butanol : aceton : octena kiselina : voda
(35:35:10:20 V/V/V/V). Na staklenu plo¢u naneseno je po 2 pL svake otopine rad-
nog standarda i 10 pL etanolnog ekstrakta svake ispitivane droge.

Nakon zavrietka separacije aminokiselina na TLK, vizualizacija razdvojenih aminoki-
selina provedena je s otopinom ninhidrina i usporedena sa standardima koji sadrie mje-
$avinu aminokiselina. Nakon prskanja kromatograma otopinom ninhidrina plo¢a kro-
matograma zagrijana je na 80 °C tijekom 10 minuta nakon ¢ega se pojavljuju ruzi¢asto
obojene vrpce. U reakciji aminokiseline s ninhidrinom bitno je naglasiti da obojeni pro-
dukt sadrzi samo atom a-dusika iz originalne molekule aminokiselina (12). Slijed reakci-
ja je nize naveden:

ninhidrin + aminokiselina — hidrindantin + aldehid + CO, + NH;

ninhidrin + NH,+ hidrindatin —> obojeni produkt (ruzi¢asta boja).

REZULTAT11 RASPRAVA

Etanolni ekstrakt lista koprive (Urticae folium), korijena odoljena (Valerianae radix) i
perikarpa graha (Phaseoli pericarpium) ispitan je na sadrzaj pojedinih aminokiselina tan-
koslojnom kromatografijom. Nakon vizualizacije kromatograma otopinom ninhidrina
dobivene su ruzi¢asto obojene vrpce aminokiselina.

Odjeljivanjem mobilnom fazom n-butanol:aceton:octena kiselina:voda (35:35:10:20
V/V/V/V) u etanolnom ekstraktu lista koprive (Urticae felium) uo¢eno je 9 vrpci, eta-
nolnom ekstraktu korijena odoljena (Valerianae radix) 7 vrpci, a u etanolnom ekstraktu
perikarpa graha(Phaseoli pericarpium) 6 vrpci (slika4.). Pojedine R, vrijednosti sastavni-
ca ekstrakta i R vrijednosti poredbenih aminokiselina prikazane su u tablici 1.
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e hgehm 33

g _ e

Standard Standard Urticae Valerianae Phaseoli Standard
ak. ak. folium  radix pericarpium ak.

Slika 4. Kromatogram aminokiselina lista koprive (Urticae folium), korijena odoljena
(Valerianae radix) i perikarpa graha (Phaseoli pericarpium)

Tablica 1. Rf vrijednosti poredbenih aminokiselina (standard aminokiselina) i
Rf vrijednosti aminokiselina u pojedinim ekstraktima droga

ourjodnost  Awriecnost  Mrledniont R wiednon,
poredbenih aminokiselina Waka R AT u-eKEtiakta
Aminokiselina  aminokiselina u ekstrak_tu korijena odoljena perikarpa graha
(_stan_dar!:i I|s_t a koprl.ve (Valerianae (Phaseoli
aminokiselina) (Urticae folium) radix) pericarpium)
Cistein (Cis) 0.060 0.058 0.058 -
Histidin (His) 0.089 0.088 0.089
Lizin (Lys) 0.119 0.119 = =
Glutamin (Gln) 0.194 0.179 0.179 -
Serin (Ser) 0.209 - - 0.209
Glicin (Gly) 0.254 - = -
Treonin (Thr) 0.298 0.298 0.283 0.283
Gl.kiselina (Glu) 0.313 0.313 0.313 0.313
Alanin (Ala) 0.358 — - -
Prolin (Pro) 0.403 0.388 - 0.403
Tirozin (Tyr) 0.433 - = -
Valin (Val) 0.552 0.552 0.552 0.552
Fenilalanin (Phe) 0.612 = - -
Leucin (Leu) 0.716 0.701 0.701 ~0.716
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Usporedbom R; vrijednosti sastavnica ekstrakta s R;vrijednostima poredbenih sup-
stancija u listu koprive (Urticae folium) vidljivo je da sadrzi slijedece aminokiseline: histi-
din (His), cistein (Cis), lizin (Lys), glutamin (Gln), glutaminsku kiselinu (Glu), treonin
(Thr), prolin (Pro), valin (Val) i leucin (Leu). Usporedbom R; vrijednosti sastavnica ek-
strakta s R;vrijednostima poredbenih supstancija u korijenu odoljena (Valerianae radix)
kako se vidi iz slike 4. i tablice 1. prisutne su slijedom odozdo prema gore slijedece ami-
nokiseline: histidin (His), cistein (Cys), glutamin (Gln), glutaminsku kiselinu (Glu), treo-
nin (Thr), valin (Val), leucin (Leu). Usporedbom R;vrijednosti sastavnica ekstrakta s Re
vrijednostima poredbenih supstancija u perikarpu graha (Phaseoli pericarpium) vidljivo
je da sadr#i slijedece aminokiseline: serin (Ser), glutaminsku kiselinu (Gln. kis.), treonin
(Thr), prolin (Pro), valin (Val), leucin (Leu). Dobiveni rezultati pokazuju da se u listu, ko-
rijenu i mahuni razli¢itih biljaka nalaze razli¢ite aminokiseline.

ZAKLJUCAK

Metodom tankoslojne kromatografije dokazano je da etanolni ekstrake lista koprive
(Urticac folium) sadr#i slijedece aminokiseline: histidin (His), cistein (Cis), lizin (Lys),
glutamin (Gln), glutaminsku kiselinu (Glu), treonin (Thr), prolin (Pro), valin (Val) i leu-
cin (Leu), u etanolnom ekstraktu korijena odoljena (Valerianae radix) tom je metodom
dokazana prisutnost slijede¢ih aminokiselina: histidin (His), cistein (Cys), glutamin
(Gln), glutaminska kiselina (Glu), treonin (Thr), valin (Val), leucin (Leu), a u etanolnom
ekstraktu perikarpa graha (Phaseoli pericarpium) prisutne su aminokiseline: serin (Ser),
glutaminska kiselina (Glu), treonin (Thr), prolin (Pro), valin (Val), leucin (Leu). Revrije-
dnosti dobivenih aminokiselina u pojedinim drogama odgovaraju R; vrijednostima
poredbenih aminokiselina

Dakle, iako je koli¢ina suhog biljnog materijala u pocetku pokusa bila jednaka za sve
tri ispitivane droge (7 g/100 mL 60% EtOH), iz dobivenih se rezultata moze zakljugiti da
navedenc droge imaju razli¢it sastav i koli¢inu pojedinih aminokiselina.
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