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Bl ZNANSTVENI RADOVI

Vrste Elymus repens (L.) Gould i Cynodon dactylon (L.)
Pers. - prilog fitokemijskom istraZivanju

GORDANA STANIC, DARIO GAVRIC, IVANA SIMIC
Zavod za farmakognoziju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu

Phytochemical study of Elymus repens Gould
and Cynodon dactylon (L.) Pers.

S umm ary - Comparative TLC analysis of flavonoid constituents of Elymus repens
(L.) and Cynodon dectylon (L.) Pers. enable reliable identificatjon and differentation
of their overground and underground plant part. On the other hand, a chromatogram
obtained with chloroform-methanol-water 64:50:10 as a »screening« solvent system
was less specific for particular drugs. Further TLC analysis revealed that both spe-
cies contained sterol fraction related to B-sitosterol. In addition, hydrolized extract of
E. repens showed the presence of quercetin and luteolin as the aglycons of flavonoid
glycosides. Contemporary, glycosidic bound sterol constituent was not evidenced.
Using two dimensional TLC, free and glycosidic bound fructose was detected in the
overground and underground part of E. repens.

(Department of Pharmacognosy, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, University
of Zagreb, 1000 Zagreb, Croatia)

UvOD

Za brojne indikacije pri kojima se primjenjuje podanak pirike (Rhizoma
graminis; Elymus repens, Poaceae)-cistitis, uretritis, prostatitis, hipertrofija
prostate, urolitijaza, giht, reumatske bolesti, kroniéne koZne bolesti — jos
uvijek nema racionalne utemeljenosti u farmakologkim, a kamoli u kli-
nickim ispitivanjima (1,2). Ipak, iskustva pucke medicine ne mogu se zane-
mariti; ona su i ovdje poticaj i putokaz istrazivanju djelatnih sastavnica i
bioloske aktivnosti.

God. 1971. objavljeni su rezultati rada kojim su Racz-Kotilla i Mozes (3)
dokazali diuretski i saluretiéni uéinak vodenog i vodeno-etanolnog pripravka
droge Rhizoma graminis.

U radu obljavljenom 1995. god. Grases i suradnici (4) izvjeSéuju o ispiti-
vanju utjecaja vrsta Herniaria hirsuta i Agropyron repens (sinonim za E.
repens) na urolitijazu kod Stakora. Pokazalo se da, za razliku od vrste H. hir-
suta, vrsta A. repens utjeCe znacajnije na faktore rizika pri nastanku oksa-
latnih kamenaca.

U kemijskom pogledu drogu Rhizoma graminis karakterizira sadrzaj
fruktana, osobito triticina (3—18%), slobodne fruktoze, sluzi, §eéernih alkoho-
la manita i inozita (2—-3%) te eteriénog ulja (0.01~0.05%) (1). Za nadzemni dio
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vrste E. repens u stadiju cvatnje (droga Flos graminis), navode se od djelat-
nih tvari samo opéenito rasireni spojevi kao §to su flavonoidi, tanini, fenolne
kiseline, proteini i Seceri.

Iz 1985. datiraju podaci o otkriéu lektina (5) te fitosterola (6) u listovima
pirike. Noviji literaturni podaci odnose se na izolaciju i odredivanje struktu-
re alkilnih estera p-hidroksicimetne kiseline (7). Zanimljivo je 1 istraZivanje
fitotoksina u izdancima i korijenju vrste A. repens. Friebe i suradnici (8) do-
kazali su prisutnost cikli¢kih hidroksamskih kiselina 2,4-dihidroksi-7-meto-
ksi-2H-1,4-benzoksazin-3-ona (DIMBOA) i 2,4-dihidroksi-2H-1,4-benzoksa-
zin-3-ona (DIBOA), te vanilinske, ferulne i f-hidroksimaslaéne kiseline.

Podanak zubacde (Rhizoma graminis italici; Cynodon dactylon, Poaceae) u
farmakognoskoj se literaturi spominje poglavito kao patvorina droge Rhizo-
ma graminis. Noviji literaturni podaci (9,10) odnose se na istraZivanje aler-
gena (BG 60 i Cyn d1) u polenu te vrste. Istrazujuéi droge koje se u Meksiku
primjenjuju kao »antidijabetici«, skupina autora (11) dokazala je da neke
vrste, medu kojima i C. dactylon, pokazuju znakovit hipdglikemiéni uéinak.

Kad se radi o drogama blagog uéinka kod kojih nije poznata specifiéna
djelatna tvar, odnosno skupina djelatnih tvari, a nisu niti dokazani specifiéni
uéinci, namede se pitanje po ¢emu se oficinalna droga razlikuje od one koja se
smatra patvorinom. U prethodnom radu (12) objavili smo pregled botani¢kih
obiljezja kao i podataka o kemijskom sastavu i djelovanju vrsta E. repens i C.
dactylon. U literaturi se kao razlikovno kemijsko obiljezje navodi prisutnost
inulina u podanku vrste E. repens te Skroba u podanku vrste C. dactylon, Sto
se lako dokazuje histokemijskim reakcijama.

Radi upoznavanja kemijskog sastava, odnosno kemijske karakterizacije
vrsta E. repens i C. dactylon, obavili smo komparativna kromatografska ispi-
tivanja sastavnica njihovih podzemnih i nadzemnih dijelova. Dobiveni poda-
ci mogu posluZiti kao kemotaksonomske odrednice pri ispitivanju identiteta
navedenih droga i njihovih pripravaka.

EKSPERIMENTALNI DIO

1. Biljni materijal

Nadzemni i podzemni dijelovi pirike, Elymus repens (L.) Gould (sin.
Agropyron repens, Poaceae) skupljeni su u Botani¢kom vrtu »Fran Ku8an«
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveuéilista u Zagrebu. Biljni dijelovi
vrste Cynodon dactylon (L.) Pers. potjecu iz okolice Vinkovaca.

2. Ispitivanja vrsta Elymus repens i Cynodon dactylon
2.1. Priprava metanolnog ekstrakta droge

1 g droge u prasku zagrijavano je 30 minuta na vodenoj kupelji uz po-
vratno hladilo s 10 ml metanola. Metanolni ekstrakt je nakon filtriranja
uparen na rotacijskom vakuum-uparivadu, a ostatak otopljen u 1 ml metano-
la.
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Slika 1. Kromatogram flavonoida i srodnih sastavnica vrsta E. repens i C.
dactylon dobiven primjenom razvijaca etilacetat-mravija kiselina-octena
kiselina-voda 100:11:11:27. Detekcija: NST/PEG (UV-365 nm). R=rutin.

1,2,3,4 vidi u Tablici 1.
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Slika 2. Kromatogram sastavnica vrsta E. repens i C. dactylon dobiven primjenom
razvijaéa kloroform-metanol-voda 64:50:10. Detekcija: klorsulfonska kiselina
E=escin. 1,2,3,4, kao u Tablici 1.
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Tablica 1

Rf vrijednosti i boja fluorescencije supstancija prikazanih na kromatogramu metanolnih ekstrakata
vrsta E. repens i C. dactylon (Slika 1)

1

2

3

4

E.repens-
podzemni dio

E. repens-
nadzemni dio

0.38 +

0.42 +

0.52 +
0.58 +++
0.69 +++

0.77 +++

0.85 +
0.90 +

0.22 +++

0.30 +++

0.36 ++

0.46 +++

0.50 ++

0.58 +++

C. dactylon-
podzemni dio

0.26 +

0.32 +

0.44 ++

0.58 ++
0.73 +

0.80 +

0.93 +++

C. dactylon-
nadzemni dio

Boja
fluorescencije

0.20 ++

0.24 +

0.28 +

0.34 +

0.40 ++

0.48 +

0.58 +

0.82 ++

0.90 +

narancasta
naran¢asta
zelena
Zutozelena
zutozelena
Zutonarancasta
Zutozelena
Zutozelena
Zuta

plava
Zutonarancasta
plavoljubi¢asta
zelena
naranc¢asta
Zuta

Zuta
narancasta
Zutonarancasta
narancasta
plavozelena
plavoljubi¢asta
plavozelena
plava
narancasta
naran¢asta
zelena

+,++,+++ oznake relativnog udjela komponenata

2.1.1. Ispitivanje nazoénosti flavonoidnih heterozida

Na gotove staklene ploée sa slojem silikagela (Kieselgel 60 Fys4, 0.25
mm; Merck, Darmstadt) nanose se metanolni ekstrakti droga i poredbena
otopina rutina. Za odjeljivanje supstancija rabljen je razvija¢ etilace-
tat-mravlja kiselina-octena kiselina-voda 100:11:11:27 (13). Radi detekcije
supstancija plo¢a se prska reagensima NST i PEG, a nakon toga se promatra
u UV zracenju od 366 nm.
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2.1.2. Ispitivanje nazo¢nosti -sitosterola

Za odjeljivanje fitosterola primijenjene su gotove plo¢e sa silikagelom,
razvija¢ benzen-aceton 9:1, klorsulfonska kiselina kao reagens za detekciju
te otopina B-sitosterola za usporedbu sa sastavnicama ekstrakata droga.

2.1.3. Ispitivanje nazo¢nosti saponina

Metanolni ekstrakti droga odjeljivani su na gotovim ploama sa silikage-
lom pomoéu razvijaca kloroform-metanol-voda 64:50:10 (13). Na plo¢u je za
poredbu nanijeta metanolna otopina escina. Supstancije su detektirane na-
kon prskanja ploée klorsulfonskom kiselinom i zagrijavanja u termostatu na
105 °C.

3. Ostala ispitivanja vrste Elymus repens

3.1. Priprava hidroliziranih ekstrakata

2 g droge u prasku zagrijavano je 30 minuta s 20 ml petroletera na vode-
noj kupelji uz povratno hladilo. Petroleterna iscrpina je profiltrirana, a dro-
ga je s filterpapira sastrugana u okruglu tikvicu s 20 ml 10%-tne kloridne ki-
seline. Nakon dvosatnog zagrijavanja na vodenoj kupelji, hidrolizat je
profiltriran, a filtrat je u lijevku za odjeljivanje izmuckan etilacetatom. Eti-
lacetatni ekstrakt uparen je na rotacijskom vakuum-uparivaéu, a ostatak
otopljen u 1 ml etilacetata.

3.1.1. Ispitivanje nazoénosti flavonoidnih aglikona nakon hidrolize

a) Na gotove ploce sa silikagelom nanijeti su etilacetatni ekstrakti hidro-
lizata droga te poredbene otopine standarnih flavonoida -~ apigenina, kemfe-
rola, kvercetina i luteolina. Plo¢a je razvijana sustavom otapala toluen-etil-
formijat-mravlja kiselina 5:4:1 (14).

b) Odjeljivanje etilacetatnih ekstrakata na gotovim ploéama s poliami-
dom (Polyamid 11 Fy54; 0.15 mm; Merck, Darmstadt) obavljeno je razvijatem
metanol-metiletilketon-acetilaceton 10:5:1 (15).

Flavonidni aglikoni detektirani su na isti naé¢in kao flavonoidni heterozi-
di. (2.1.1.)

3.1.2. Ispitivanje nazo¢nosti glikozidno vezanog [-sitosterola

Etilacetatni ekstrakti dobiveni nakon hidrolize droga, odjeljivani su na
plotama sa silikagelom smjesom otapala benzen-aceton 9:1, uz poredbenu
otopinu P-sitosterola. Detekcija sterola obavljena je na opisani naéin. (2.1.2.)

3.2. Ispitivanje nazocnosti slobodne i glikozidno vezane fruktoze

Za dvodimenzionalnu kromatografiju primijenjene su gotove staklene
ploce sa silikagelom 20 x 20 cm. Odjeljivanje metanolnog ekstrakta droge u
prvom je smjeru obavljeno primjenom razvijaéa kloroform-metanol-voda
64:50:10 (12). Osusena plo¢a prskana je otopinom 10%-tne kloridne kiseline i
termostatirana 30 minuta na 110 °C. Potom je u drugom smjeru odjeljivanje
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provedeno razvijatem kloroform-metanol-voda 64:36:8 (16) uz poredbenu
otopinu fruktoze. Reagens timol/sulfatna kiselina primijenjen je za otkriva-
nje supstancija.

RASPRAVA REZULTATA

Na Slici 1. prikazan je karakteristiéni kromatogram metanolnih ekstra-
kata ispitivanih droga dobiven primjenom razvijaéa etilacetat-mravlja kise-
lina-octena kiselina-voda 100:11:11:27. Na kromatogramu podzemnog dijela
pirike (E. repens) istiéu se komponente naranéaste i plave, odnosno plavolju-
bidaste fluorescencije. Medu njima dominiraju tri komponente Rf vrijednosti
0.58, 0.69 i 0.77. Narandéasta boja fluorescencije karakterizira flavonoidne
heterozide s luteolinom i kvercetinom kao aglikonskim komponentama, dok
plava fluorecencija pripada fenolnim kiselinama i kumarinima. Na kromato-
gramu nadzemnog dijela pirike vidljive su naranéaste i Zute mrlje flavonoid-
nih heterozida u Rf podrudju od 0.22 do 0.58. Niti jedna ne odgovara rutinu
kao poredbenoj supstanciji. Supstancije Rf vrijednosti 0.22 i 0.30 vjerojatno
pripadaju flavonoidnim heterozidima s tri Seéerna ostatka. Osim njih isti¢u
se komponente Rf vrijednosti 0.46 i 0.58 u podruéju diglikozida i monogliko-
zida. Ako se usporede kromatogrami podzemnog i nadzemnog dijela pirike,
dolazi se do zakljuéka da je nadzemni dio bogatiji sadrzajem flavonoidnih
spojeva, §to je i razumljivo, jer se flavonoidi u znatno veéoj mjeri nakupljaju
u nadzemnim, zelenim dijelovima biljaka.

Na kromatogramu podzemnog dijela vrste C. dactylon prevladavaju zone
zelene, Zutozelene i plavozelene fluorescencije. Zelene i Zutozelene zone vje-
rojatno potjecu od glikozida s kemferolom kao aglikonskom komponentom.
Kromatogram ekstrakta nadzemnog dijela biljke takoder pokazuje raznoli-
kost flavonoidnog sastava.

Kad se usporede sva &etiri kromatograma, tj. broj, intenzitet fluorescen-
cije i 8irina zona, moZe se reéi da su nadzemni dijelovi obiju vrsta bogatiji fla-
vonoidnim spojevima dok podzemni dijelovi pokazuju u veéoj mjeri prisut-
nost drugih polifenolnih spojeva. Oc¢evidno je da kromatografske slike
ispitivanih ekstrakata mogu posluziti pri identifikaciji vrsta E. repens i C.
dactylon, odnosno pri ispitivanju prisutnosti patvorina.

Kako se u okviru »screening« kromatografskih ispitivanja ¢esto primje-
njuje kromatografski sustav prikladan za otkrivanje saponinskih spojeva, a i
zbog literaturnih naznaka o saponinima u vrsti E. repens, pristupilo se odjel-
jivanju metanolnih ekstrakata droga na ploéama sa silikagelom pomocu raz-
vijaéa kloroform-metanol-voda 64:50:10. Nakon obrade ploée klorsulfonskom
kiselinom i zagrijavanja u termostatu, dobiven je kromatogram prikazan na
Slici 2. Oéevidno je da zbog nedostatne specifiénosti kromatografskih slika
pojedinih droga, taj je kromatografski sustav manje prikladan za razluébu
ispitivanih droga. Neke od detektiranih supstancija, kao sto je supstancija A
u Rf poduéju escina, mogle bi pripadati saponinima. Zuto obojene zone na
kromatogramima nadzemnih dijelova odgovaraju flavonoidima. Za zone u
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donjem dijelu kromatograma moglo se pretpostaviti da pripadaju karbohi-
dratima ili heterozidima s duljim 8eéernim lancem.

Temeljem literaturnih navoda o (-sitosterolu kao jednoj od sastavnica
droge Rhizoma graminis, pristupilo se kromatografskom ispitivanju prisut-
nosti fitosterola uz B-sitosterol kao poredbenu supstanciju. U ekstraktima
podzemnih i nadzemnih dijelova vrsta E. repens i C. dactylon otkrivena je
supstancija koja kromatografski odgovara p-sitosterolu, ali se samo na teme-
1ju tog kromatograma ne moze zakljuéiti radi li se o ¢istom spoju ili 0 smjesi
[-sitosterola, stigmasterola i ergosterola. Ne temelju veli¢ine mrlja i intenzi-
teta boje mozZe se procijeniti da nadzemni dijelovi obiju vrsta sadrzavaju
veéu kolidinu fitosterolne frakcije u odnosu na podzemne dijelove, te da naj-
viSe fitosterola ima u nadzemnom dijelu vrste C. dactylon.

Daljnja ispitivanja odnose se na piriku (E. repens). Da bi se poblize ispi-
tao flavonoidni sastav, odnosno aglikonski dio flavonoidnih heterozida, pri-
pravljen je hidrolizirani ekstrakt podzemnog i nadzemnog dijela pirike. Eti-
lacetatna iscrpina hidrolizata droge kromatografiratia je na plotama sa
silikagelom uz poredbene otopine apigenina, luteolina, kvercetina i kemfero-
la. U Rf podruéju kvercetina i luteolina detektirano je u hidrolizatima droga
nekoliko slabo razdvojenih zona. Stoga je odjeljivanje ponovljeno na ploéama
s poliamidom pomocu razvijaca metanol-metiletilketon-acetilaceton 10:5:1.
Tim je postupkom dokazana prisutnost luteolina (Rf 0.13) u hidrolizatu nad-
zemnog dijela te kvercetina (Rf 0.30) u hidrolizatu podzemnog dijela pirike.
Siroka zona flavonoida ispod fronte razvija¢a upuéivala je na glavninu nehi-
droliziranih heterozida. MozZe se pretpostaviti da se radi o tzv. C-C heterozi-
dima koji teze podlijezu hidrolizi.

Kako bi se ispitala mozebitna prisutnost glikozidno vezanih fitosterola,
iz droge je prije hidrolize uklonjen slobodni fitosterol ekstrakcijom pomoéu
petroletera. Medutim, u etilacetatnoj iscrpini hidrolizata podzemnog i nad-
zemnog dijela pirike nije dokazana fitosterolna frakcija oslobodena iz gliko-
zidne veze.

Literaturni podaci o fruktozi te oligo- i polifruktozanima u podanku piri-
ke naveli su nas da u ekstraktima podzemnog i nadzemnog dijela pirike kro-
matografski ispitamo prisutnost slobodne i glikozidne vezane fruktoze.
Primijenjena je metoda jednodimenzionalne i dvodimenzionalne kromatogra-
fije; razvijanje u drugom smjeru obavljeno je nakon hidrolize odijeljenih sup-
stancija na ploéi. Jednodimenzionalnom kromatografijom uz primjenu razvi-
jaca kloroform-metanol-voda 64:50:10 utvrdeno je da supstancija Rf
vrijednosti 0.44 (Slika 2, supstancija B) kromatografski odgovara fruktozi.
Metodom dvodimenzionalne kromatografije i hidrolize na ploéi, dokazano je
da druga, polarnija supstancija Rf vrijednosti 0.30 (supstancija C) hidroli-
zom oslobada takoder fruktozu. Rezultati su bili istovjetni za podzemni i
nadzemni dio pirike.

Objavljena ispitivanja prikazuju da su obje vrste, E. repens i C. dactylon
zanimljiv biljni materijal za daljnja fitokemijska i farmakoloska ispitivanja
te ujedno upuéuju na dosad nedostatno istrazen fitoterapijski potencijal bi-
ljaka iz porodice trava (Poaceae).
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