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Jovan Petri¢ié, Zdenka Kalodera i Ivan Sugar (Zagreb)

Berberis croatica - izolacija, identifikacija i
odredivanje berberina u kori korijena

(Primljeno 8. 01. 1990.)

Berberis croatica: Isolation of berberine from root cortex, determination
of contents relative to dried material

Summary — Borbas (7), Horvat (8) and Kusan (6) discovered a
new species of barberry endemic in Croatia and named it Berberis croati-
ca Horvat ap. KuSan. We report the isolation and identification of berbe-
rine from its root cortex. Isolation was achieved as the hydrochloride,
which proved to be identical with authentic berberine hydrochloride.
Dried root cortex contained 2.6 of berberine base (determined spectro-
photometrically). Other barberry alkaloids may be present too, but in
amounts too small for performing identifications.

(Department of Pharmakognosy, Faculty of Pharmacy and Bioche-
mistry, University of Zagreb, Department of Botany, Faculty of Science,
University of Zagreb)

219



J. Petri&ié, Z. Kalodera, 1, Sugar: Berberis croatica — izolacija, Identifikacila | odredivanje berberina u
korl korijena, Farm, Glas, 46, 7-8/1990,

UvoD

Alkaloid berberin do sada je otkriven u veéem broju biljnih porodi- -
ca: Ranunculaceae, Berberidaceae, Anonaceae, Papaveraceae, Rutaceae:
(1). Primjena berberina danas je u terapiji dosta ograni¢ena. Medutim -
provjeravanje dosada$njih rezultata u pogledu u¢inka — antimikrobno
djelovanje (2, 3), antiinflamatorno djelovanje (4), izazivanje ritmickih
kontrakcija uterusa (5), kao i utvrdivanje novih podrué¢ja bioloske aktiv-
nosti sigurno ¢e utjecati na poveéanje terapijske primjene. Izvor za do-
bivanje ovog alkaloida je iskljudivo vrsta Berberis vulgaris. Kora korije-
na te vrste sadrzava 1—3% berberina. Ispitivanja koja smo svojevremeno
obavili sa vi$e uzoraka kore korijena Berberis vulgaris s podru¢ja Jugo-
slavije pokazala su da je sadrzaj berberina oko 2% (5).

Na podruéju Hrvatske utvrdena je nova vrsta roda Berberis, koja je
u literaturi opisana kao Berberis croatica Horvat ap. Ku$an (6). Javlja se
isklju¢ivo kao endemi¢na biljka. Ova biljka jo¥ nije ispitivana u pogledu
kemizma. Postavili smo sebi za zadatak da ispitamo'da li ta vrsta sadr-
Zava berberin i u kojoj koli¢ini. Ograni¢ena rasprostranjenost te biljke
dozvolila je prikupljanje manje koli¢ine materijala za ispitivanje. Stoga
nisu provedena ispitivanja u pogledu to¢nog utvrdivanja nazoénosti i ko-
li¢ine drugih alkaloida.

EKSPERIMENTALNI .DIO

Ispitivani materijal. Berberis croatica Horvat ap. Ku$an,
hrvatska Zutika, niski je listopadni, uzdignuti ili vie ili manje uspravni
i bodljikavi grm nepravilne razgranjenosti, a katkad uopdée i slabo.raz-
granjen.

Hrvatska zutika je endemiéna biljka Dinarskoga gorja koju je na ne-
koliko lokaliteta u tom podru¢ju — Uc&ka, Risnjak, Velebit — prvi utvr-
dio V. Borbas (7). Borbas ju je i ozna¢io kao Berberis aetnensis ‘var.
brachyacantha Guss. I. Horvat (8) je po¢etkom 20-ih godina nasega sto-
ljeéa u svom radu o vegetaciji PljeSevice u Lici istaknuo samosvojnost te
Zutike napomenuvsi da »se vjerojatno radi o posebnoj vrsti«, te juje u’
svom herbariju prema F. Ku$anu (6), oznatio imenom Berberis croatica
(8). Njen je opis na temelju prirodnih morfolo$ko-anatomskih istraZiva-
nja na viSe primjeraka iz razli¢itih lokaliteta Dinarskih planina — od U¢-
ke pa do Orjena — dao tek F. Ku$an (6) i utvrdio da se radi o posebnoj
vrsti Zutike svojstvenoj Dinarskom gorju. Nazvao ju je imenom koje joj
je veé ranije bio dao I. Horvat — Berberis croatica. U sklopu ove vrste
Trinajstié je izdvojio jednu novu formu — f. dinarica (Ku$an) Trinajstié

9).

Primjerci hrvatske Zutike koji su posluzili za ova ispitivanja potjecu
s planine Velebit, (masiv Kiza, oko 1200 m).
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Kora skinuta s korijena osu$ena je na sobnoj temperaturi i usitnje-
na u grubi pradak (sito 0,75 mm) u svrhu ispitivanja.

Aparatura. Ekstrakt Zutike, odnosno berberin-hidroklorida na-
noden je na ploce sa slojem silika-gela (Alufolien, Kieselgel 60, Art. 5553,
Merck) pomocu uredaja »Kontes«, Vineland New Yersey. IR-spektar sni-
mljen je na Perkin-Elmerovom spektrofotometru, model 221. Za kolori-
metrijsko odredivanje primijenjen je fotometar po Beckmanu (Du-Spec-
trofotometer), Puchleim, SR Njemacka.

. Pripremanje ekstrakta. 1,3 g droge obradeno je visekrat-
nom maceracijom metanolom uz pomo¢ muékalice u porcijama po 20 ml.
Nakon svake obrade tekudina je filtrirana. Dobiveno je 90 ml metanolnog
ekstrakta. Ekstrakt ie osloboden otapala pomoéu vakuum-uparivaéa i
osuden u vakuum-eksikatoru. Dobiveno je 0,33 g-suhog ekstrakta.

Izolacija berberina. 0,25 g suhog ekstrakta otopljeno je u
5 ml vode uz zagrijavanje na vodenoj kupelji. Nakon filtriranja otopini
je dodato 3 ml kloridne kiseline 0,1 mol. Dolazi do kristalizacije i talo-
Zenja Zutih igli¢astih kristala. Odijeljeni kristali prekristalizirani su iz
koncentriranog etanola.

Tdentifikacija berberina. Tankoslojno kromatografsko
odjeljivanje uz sistem otapala: kloroform-metanol-voda 6,5: 3,5 : 1 poka-
zuje da izolirana supstancija pokazuje istu Rf-vrijednost kao i autenti&-
ni berberin tvrtke Roth, Karlsruhe, DR Njemacka. Tali$te izolirane sup-
stancije: 200—203 °C. Identi¢no je tali¥tu autenti¢ne supstancije. Isto-su
tako identi¢ni IR-spektri ispitivane supstancije i autentiénog berberin-
-hidroklorida. . .

Odredivanje berberina (5). 0,05 g suhog ekstrakta otopi se
u 2 ml metanola i filtrira. 0,05 ml otopine nanese se na plo¢u sa silika
gelom u duZini od 8 cm. Nakon odjeljivanja (sistem otapala: kloroform-
-metanol-voda 6,5 : 35 : 1) zona s berberinom cznadi se pod UV-svjetlom
pri 365 nm zaokruZivanjem i sastruze u Erlenmeyerovu tikvicu. Sastruga-
ni sloj s berberinom ekstrahira se pomoé¢u muckalice 15 min s 5 ml klo-
ridne kiseline 0,1 mol. Nakon centrifugiranja izmjeri se ekstinkcija pri
345 nm. Isti postupak obavi se s 0,1%-tnom otopinom berberin-hidroklo-
rida kao test-supstancijom pri ¢emu se na plo¢u nanese 0,1 ml otopine.

Usporedenjem ekstinkcije berberina iz uzorka droge i test-supstan-
cije odredi se koli¢ina berberina.

REZULTATI I DISKUSIJA

U Hrvatskoj je nadena i opisana nova vrsta roda Berberis kojoj je
dato ime hrvatska Zutika, Berberis croatica Horvat ap. Ku$an (6). Pred-

stavlja endemi¢nu biljku. Iz kore korijena izoliran je berberin u obliku
berberin-hidroklorida. Izolirana supstancija odgovara kromatografski, po

221



). Petrici¢, Z. Kalodera, 1. Sugar: Berberis craatica — izolacija, identifikacija { odsedivanje berberina u
kori korliena, Farm. Glas. 46, 7-8/1990.

tali$tu i IR-spektru autenti¢nom berberin-hidrokloridu. Droga sadrzava
2.6%o berberina, §to je za oko 30% vi$e nego u uzorcima droge koja po-
tiete od biljke Berberis vulgaris skupljene takoder na podru¢ju Hrvat-
ske (5). Zbog malene koli¢ine ispitivanog materijala nismo mogli obaviti
identifikaciju drugih alkaloida. Medutim, prilikom kromatografskog od-
jeljivanja primjeéuje se ispod berberina zuto fluorescirajuéa mrlja kao
i kod vrste Berberis vulgaris. Ova mrlja kod vrste Berberis vulgaris od-
govara smjesi jateorizina i palmatina (10).

(Zavod za farmakognoziju, Farmaceutsko-biokemijski fakultet Sve-
uéiliﬁtl?,) Zagreb. Zavod za botaniku, Prirodoslovni fakultet Sveudiliita,
Zagreb.
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