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Eleutherococcus senticosus Maxim. — istraZivanje
saponina i antimikrobnog djelovanja

Primljeno 04.:03.1993.

Eleutherococcus senticosus Maxzm

lnvestlgatlon of saponins and
antimicrobial activity

Summary- From methanolic extract of Eleutherococcus senticosus Maxim.
individual saponin »D« (Rf=0,66) and mixture of substances »C« (Rf = 0,59) and »D«
(Rf = 0,66) were isolated. Upon hydrolysis the aglycon portion of saponin glycosides
coresponded chromatographycally to authentic oleanolic acid. In sugar part glucose,
rhamnose and arabinose by means of the TLC were established. Individual saponin sub-
stance »D« (Rf = 0,66) investigated on antimicrobial effect against the seven test micro-
organisms. Isolated substance did not show any antimicrobial activity.

(Department of Botany and Pharmacognosy, Faculty of Pharmacy and Biochemi-
stry, University of Zagreb and Institute for the Control of Drugs, Zagreb).

UvOoD

U trazenju alternative za istoénoazijski ginseng, ruski su istrazivaéi otkrili

rodni lijek koji se moze upotrebljavati za odrzavame i aktiviranje obrambene
sposobnosti organizma. Brekhman (1, 2), uvodeéi 50-tih godina eleuterokok u
terapiju, uveo je u klasifikaciju djelotvornih supstancija‘adaptogene. O tome je
opSirno u teoretskom radu‘literaturne podatke iznijela D. Kustrak (3) u Far-
maceutskom glasniku, 1/1993.

Eleutherococcus senticosus Maxim (sin. Acanthopanax senticosus [Rupr. et
Maxim.] Harms) pripada porodici Araliaceae (brsljani). Eleutherococcus senti-
cosus Maxim nalazi se u literaturi i pod imenom Tajga-korijen i vrazji grm. To
je lijepi grm 2-6 m visok, malih Zuckastih cvjetova, koji stoje na dugoj stapci i
sakupljeni su u cvat. Korijen raste dosta plitko i skoro horizontalno, cilindriénog
je oblika s nekoliko poboénih nastavaka (sl. 1).

161



D. Tarle, E. Kosi-Culibrk: Eleutherococcus senticosus Maxim. - istraZivanje saponina i antimikrobnog djelovanja,
Farm. Glas. 49, 6/1993 :

Slika 1. Eleutherococcus senticosus Maxim.

Wagner (4) je sistematizirajué droge i njihove djelatne supstancije prema
farmakologko-terapijskom uéinku razvrstao eleuterokok u grupu - roborancija,
tonika i geriatrika. Radix Eleutherococci, prema Wagneru (4), uz lignane i ku-
marine sadrzi saponinske heterozide = eleuterozide. Saponini su triterpenske
strukture, s aglikonom oleanolskom kiselinom, a u $eéernom dijelu zastupljeni
su glukoza, ramnoza i arabinoza.

U novije vrijeme biljna vrsta Eleutherococcus senticosus Maxim. postaje
veoma zanimljiva za europsku farmaceutsku industriju. Biljka ve¢ dugo nalazi
svoje mjesto u ruskoj puckoj i oficinalnoj medicini. Ekstrakt korijena.je ofici-
nalan u ruskoj farmakopeji. Primjenjuje se kao imunostimulator, antistresno
sredstvo, profilaktik kod prehlade i gripe, kod nesanice, ateroskleroze; hiperto-
nije, renmatizma, kroni¢nog bronhitisa, tumorskih oboljenja te kod rekonvale-
scenata (2, 5). Danas veé postoje mnogi oblici Jjekovitih pripravaka eleuterokoka
(npr. kapi, alkoholni ekstrakt, kapsule, draZeje i masti).

EKSPERIMENTALNI DIO

Ispitivani materijal

Za ispitivanje upotrijebljen je sadrzaj kapsula preparata Bio-Taiga Eleuthe-
rococcus tvrtke »Hermes«. Svaka kapsula sadrzavala je 100 mg ekstrakta kori-

162



D. Tarle, E. Kosi-Culibrk: Efeutherococcus senticosus Maxim. - istraZivanje saponina i antimikrobnog djelovanija,
Farm. Glas. 48, 6/1983

F /Rp=0,97/
E /RF"O v85/

D /R=0,66/
C /Rg=0,59/

00 00

B /RF=O 420/
A /RF:::O,].O/

100

Sistem otapala: kloroform-metanol-voda*(17,5 : 7,5 : 1)
Reagens za“detekciju: klorsulfonska kiselina
E = metanol ekstrakt korijena

Slika'2. Kromatografija tankog sloja metanolnog ekstrakta korije-
na biljne vrste Eleutherococcus senticosus Maxim.

jena biljke Eleutherococcus senticosus Maxim., a u postupak je uzeto 100 kap-
sula. Ekstrakt za ispitivanje pripremljen je ekstrakcijom suhog, zdrobljenog
sadrZaja kapsula s metanolom. :

Ispitivanje nazoénosti saponina

Uzorak droge ispitivan je s obzirom na nazoénost saponina TS-kromatogra-
fijom. Ispitivanje je provedeno na originalnim staklenim ploéama sa slojem Kie-
selgela 60 ' 254 uz sistem otapala kloroform — metanol — voda u razlié¢itim vo-
lumnim omjerima. Kako se je pri odjeljivanju supstancija najboljim pokazao
sistem otapala kloroform — metanol ='voda 17,5 : 7,5 : 1,0, ovaj sistem otapala
upotrijebljen je u nasem daljnjem radu (slika 2). Za otkrivanje saponina na
ploéama upotrijebljena je klorsulfonska kiselina (6).

Izolacija saponina

Saponini su izolirani iz ekstrakta kromatografijom na stupcu. Saponinske
supstancije odjeljivane su visekratno na stupcu SiOz (veli¢ine ¢estice 0,06 - 0,20
mm), uz sistem otapala kloroform — metanol — voda 17,5 : 7,5 : 1,0. Dobivena
je saponinska smjesa od dvije supstancije »C« i »D« 1 jedna kromatografski je-
dinstvena supstancija »D« koja nije pokazala hemoliticko djelovanje (slika 3).
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Sistem otapala: kloroform-metanol-voda (17,5 : 7,5 : 1)

Reagens za detekciju: klorsulfonska kiselina

F1-F7 = frakcije dobivene odjeljivanjem: saponinskih
komponenti na stupcu SiOz

Slika 3. Kromatografija tankog sloja izoliranih saponinskih sup-
stancija.

Ispitivanje antimikrobne aktivnosti izoliranih saponinskih supstancija

Izolirane saponinske supstancije ispitane su s ‘obzirom na antimikrobnu ak-
tivnost. Od izoliranih supstancija ispitana je kromatografski jedinstvena sup-
stancija »D«. Ispitivanje je izvedeno na sedam test ‘mikroorganizama: mikrobio-
loskom metodom difuzije u agaru, postupkom busenja rupa u krutoj hranjivoj
podlozi (7, 8). Za ispitivanje su upotrijebljeni ovi mikroorganizmi: Candida mo-
nosa (osjetljiva na nistatin), Escherichia coli ATCC 10536, Staphylococcus au-
reus ATCC 6538-P, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Klebsiella pneu-
moniae ATCC 10031, Pseudomonas aeruginosa ATCC 23382 i Bacillus subtilis
ATCC 6633.

Kisela hidroliza izoliranih saponinskih supstancija

Izolirana saponinska frakcija F4 (supstancije »C« i »D«) (slika 3) podvrgnhu-
ta je kiseloj hidrolizi. Supstancija je suspendirana u 20 ml 3N-HCI. Suspenziji
je dodano 40 ml benzena i sve zagrijavano uz povratno hladilo na temperaturi
od 90 °C u trajanju od 1 sata. Nakon hladenja u lijevku za odjeljivanje benzen-
ska faza odijeljena je od vodenog sloja. Vodeno-kiseli sloj izmuékan je 3 puta s
kloroformom, kloroformske su iscrpine sjedinjene s benzenskim slojem, osu-
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Sene sa suhim natrij-sulfatom:i uparene do suha. Suhi ostatak sluZio je za iden-
tlﬁkacuu aglikona T'S-kromatografijom uz sistem otapala benzen — aceton 9:2
i reagens klorsulfonsku kiselinu.

Zaostali vodeno-kiseli sloj upotrijebljen je za 1dent1ﬁkac13u secera TS-kro-
matografijom uz sistem otapala kloroform — metanol — voda 64 :'36 : 8 i ‘reagens
za ‘detekciju $edera timol-sulfatnu kiselinu (9).

REZULTATI 1 DISKUSIJA

Nazocnost saponinskih supstancija utvrdena je TS-kromatografijom. Na
kromatogramu je dobiveno Sest mrlja of kojih su uocéene dvije crvenoljubicaste
mrlje, koje bi prema obojenju s klorsulfonskom kiselinom odgovarale saponin-
skim supstancijama (slika 2). To su prema redoslijedu obiljezavanja supstancije
»C« (Rf = 0,59) i »D« (Rf = 0,66).

Metanolni ekstrakt Eleutherococci radix podvrgnut je odjeljivanju na stup-
cu SiOg2. Dobiveno je sedam frakcija F1 — F7 (slika 3). Odjeljivanjem saponinskih
supstancija na stupcu SiO¢ izolirana je jedna kromatografski jedinstvena sup-
stancija »D« (Rf = 0,66) i jedna smjesa od dviju saponinskih suptancija »C« (Rf
= 0,59) i »D« (Rf = 0,66).

Izolirana supstancija »D« (Rf = 0,66) u koli¢ini od 0,0321 g podvrgnuta je
ispitivanju antimikrobnog uéinka.

Ispitivanje je izvr§eno modificiranom mikrobioloskom metodom (7, 8) difu-
zije na krutoj hranjivoj podlozi postupkom busenja rupa. Uzorak je otopljen u
96%-tnom etanolu do 10 mg/ml, a zatim razrijeden pufer-otopinom pH 7 do 1
mg/ml. Ispitivanju su podvrgnute koncentracije od 5 mg/mli 1 mg/ml uz od-
govarajuce slijepe probe otapala na ve¢ prije spomenutim mikroorganizmima.
Ploée su inkubirane tijekom 17 sati na 35 °C nakon &ega su o¢itavane zone in-
hibicije mikroorganizama.

Uzorak nije pokazao antimikrobnu aktivnost na ispitivane mikroorganizme.

Frakcija F4 (supstancije »C« i »D«) (slika 3) podvrnuta je kiseloj hidrolizi
zbog identifikacije aglikona i §ecera. Identifikacija aglikona provedena je postup-
kom TS-kromatografije uz sistem otapala benzen —aceton 9 : 2 i klorsulfonsku
kiselinu kao reagens za detekciju. Na kromatogramu su uoéene dvije crveno-
ljubicaste mrlje od kojih jedna mrlja (Rf = 0,21) odgovara autenti¢noj oleanol-
skoj kiselini. éeéerni dio identificiran je u vodeno-kiselom sloju nakon hidrolize
postupkom TS-kromatografije uz sistem otapala kloroform — metanol - voda 64

: 36 : 8 i timol-sulfatnu kiselinu kao reagens (9). Na kromatogramu su identi-
ﬁc1rane tri mrlje S1 (Rf = 0,68), S2 (Rf = 0,78) i S3 (Rf = 0,86) koje odgovaraju
autenti¢nim supstancijama glukozi, ramnozi i arabinozi.

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