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ZNANSTVENI RaDov! InfC)

Odredivanje kolic¢ine flavonoida i fenolnih
kiselina u pet vrsta roda Teucrium L.

ZELJAN MALES, KROATA HAZLER PILEPIC, LEJSA JAKUPOVIC,
DAMIR ZADRAVEC, SANJA MARIC

Sveuciliste u Zagrebu, Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Zavod za farmaceutsku
botaniku, Schrottova 39, 10000 Zagreb

Determination of the content of flavonoids and phenolic
acids in five species of the genus Teucrium L.

Abstract— The content of flavonoids and phenolic acids in the
aerial parts of five Teucrium species (1. botrys, 1. chamaedrys, T. halacsya-
num, 1. hyrcanicum and T. scorodonia) was determined using spectropho-
tometric methods. Results of quantitative analysis showed significant diffe-
rences in the quantities of studied compounds. The content of flavonoids
ranged from 0.12 to 0.28 %, while the quantity of phenolic acids varied
between 1.19 and 9.60 %. Variations in the content of flavonoids and
phenolic acids were confirmed using statistical analysis. The content of inve-
stigated compounds depended on the plant species and year of collection.

(University of Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, Department
of Pharmaceutical Botany, Schrottova 39, 10000 Zagreb, Croatia)

UVOD

Uporaba ljekovitog bilja u lije¢enju ¢itavog niza bolesti ima kod nas bogatu i
dugu tradiciju. Prije nego $to je zapocela sinteza prvih lijekova ljudski rod je prepo-
znao ljekovitost biljaka koje su ga okruzivale.

Nasa flora obiluje brojnim vrstama, koje sadrze vrlo raznolike kemijske spojeve.
Rod Zeucrium L. (dubacdac) iz porodice Lamiaceae poznat je u narodnoj medicini i
Cesto se vrste toga roda primjenjuju za ublazavanje razlicitih zdravstvenih tegoba. Taj
rod obuhvaca preko 300 biljnih vrsta rasprostranjenih po cijelom svijetu, uglavnom
u mediteranskom podru¢ju. Prema Domecu (1) rod Zeucrium u hrvatskoj flori obu-
hvaca sljedece vrste: 17 arduini L., 1. botrys L., 1. chamaedrys L., 1. flavum L., T. fru-
ticans L., 1. marum L., T. montanum L., T polium L., 1. scordium L., T scorodonia L.

i 1. scordioides Schreb.

U ovom radu provedena je kvantitativna analiza flavonoida i fenolnih kiselina u
pet vista roda Teucrium.
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BOTANICKI PODACI

U okviru botanickih podataka prikazana su morfoloska obiljeZja i rasprostranje-
nost vista Teucrium botrys, 1 chamaedrys, 1. halacsyanum, T. hyrcanicum i 1. scorodonia.

1. Morfoloska obiljezja i rasprostranjenost vrste Teucrium botrys L.

Svojta Teucrium botrys L. (grozdasti ili crveni dubacac; engl. Cutleaf germander)
je jednogodis$nja, rjede dvogodisnja biljka neugodna mirisa, s vretenastim, najcesce
nepravilnim i zavijenim korijenom. Stabljike su jednostavne, uspravne, visoke 10-30
cm, Cetverobridne, prili¢no ¢vrste, zelene ili crvenkaste. Listovi su dugi 1,5-2 cm, od
polovice o$tro urezani, ¢esto duboko rascijepljeni na pet ili sedam dijelova. Cvjetovi
su dugi 10-15 mm, po 2 do 4 skupljeni u cimozni cvat. Caska je prilegla, 7ljezdasto
dlakava, s 5 trokutastih zubaca, od kojih su gornja dva manja. Vjen¢i¢ je svijetlocrven,
u sredini svjetliji, posut tamnim crvenoljubicastim mrljama (slika 1.). Plod je oras¢i¢
kuglasta oblika, 1,5-2 mm dug, hrapave povrsine. Cvate od srpnja do rujna (1, 2).

Slika 1. Teucrium botrys L. (3, 4)

Ova vrsta najce$ce raste na kamenitim podrudjima kao $to su karbonatne stijene,
nasipi i otvorene suhe livade. Podnosi su$u, ali ne i sjenu. Pogoduju joj otvorena sun-
¢ana podrudja s tlom relativno siromasnim mineralima. Potjece iz zapadne Europe,
pretezno iz Francuske i Njemacke. Takoder je rasprostranjena u Spanjolskoj, Italiji,
Velikoj Britaniji, srednjoj Europi do Poljske i Rumunjske, u AlZiru, sjevernoisto¢noj
Americi i na Balearima. U Hrvatskoj je rasprostranjena u Dalmaciji i Primorju (2).

2. Morfoloska obiljeZja i rasprostranjenost vrste Teucrium chamaedrys L.

Vista Teucrium chamaedrys L. (obi¢ni dubacdac, dubdica, mali dubacac, prvi dub-
dac, dupdac, trbusac; engl. Wall germander, njem. Edel-Gamander) je vazdazelena trajnica
i polugrm uspravnih i razgranjenih stabljika, visine 15-30 cm i ¢esto crvenoljubicaste
boje. Ima drvenasti korijen i podzemne vrijeze. Listovi su sjajni i kozasti, elipti¢nog
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oblika, parno rasporedeni, 2—4 cm dugi, 1-2 c¢m Siroki, urezano narovasenog ruba.
Izgledom podsje¢aju na malene listove hrasta od ¢ega potjece naziv biljke (gré. chama-
idrys = mali hrast). Pricvjetni listovi su nalik na prave, ali su manji. Stabljike su krute,
okrugle i obrasle mekanim dlakama, kao i plojke listova s obiju strana ili samo odozdo.
Cvjetovi str$e uspravno na dugim stapkama te su po 1 do 6 skupljeni u grozdaste,
prsljenasto rasporedene cvatove. Catka je dvousnata, cjevastozvonasta, ¢esto crveno-
ljubicastog preljeva i dlakava. Cvjetovi su dugi oko 1 cm, crvene boje, rjede bijeli.
Vjenci¢ ima golu cijev i samo donju usnu koja je peterodijelna te izvana dlakava.
Srednji je rezanj okruglast, a postrani reznjevi su Siljati i uspravni (slika 2.). Plod je
kalavac, jajoliki oras¢i¢ glatke povrsine, dug 1,5-2 mm, fino mrezast, s ¢vrstom pri-
ljubljenom ovojnicom i raspada se na cetiri plodi¢a. Cijela biljka je prekrivena mno-
gobrojnim Zlijezdama $to ju ¢ini jako aromati¢nom. Moze cvasti od travnja do rujna,
iako najljepse cvate u srpnju i kolovozu (1, 5, 6).

L

Slika 2. Teucrium chamaedrys L. (8, 9)

Ova vrsta raste na suhim ilovastim i kamenitim, grmljem obraslim obroncima,
desto i na crljenici, od obalnog podruéja gotovo do pretplaninskih polozaja (10-1400 m).
Pogoduju joj sunce ili polusjena i vapnenacko tlo. MoZe podnijeti velike temperaturne
razlike, niske zimske temperature i malu vlaznost zraka. Ne podnosi previse slano,
kiselo ni jako hranjivo tlo. Potjece iz Europe i zapadne Azije, a Siroko je rasprostranjena
po ¢itavoj Hrvatskoj. Obilno raste u Srednjoj i Isto¢noj Europi, jugozapadnoj Aziji te
u zemljama Sredozemlja (6, 7).

Rabi se u hortikulturi, za uredivanje vrtova, kao niska rubna Zivica ili pokriva¢

tla u polusjeni (5, 7).

3. Morfoloska obiljezja i rasprostranjenost vrste Teucrium halacsyanum L.
Vrsta 7. halacsyanum je polugrm patuljastog oblika visine do 15 ¢m s ljubicastim
cvjetovima koji su gusto rasporedeni na izduzenom grozdu. Listovi su zeleni, Siroko
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ovalni, duzine 1-1,5 cm, srcolike osnovice, nazublje-
nog ruba i dlanaste nervature. Nalaze se na kratkoj
peteljci priljenasto poredani na stabljici, te su prekri-
veni sitnim vunastim dlakama. Vjen¢ic¢ je dug 7 mm i
dlakav, a ¢aska cvijeta je dvousnata s izraZenim rascije-
pima. Unutar ¢aske cvijeta nalaze se prasnici koji su
puno duzi od zubaca ¢aske, a tucak je zakrivljen i uvu-
¢en unutar reznjeva ¢aske. Plod je jajasti oras¢ic¢ (slika

3.) (10).

Vista 1. halacsyanum raste na kamenitom tlu, a

najvise je rasprostranjena na isto¢nom Sredozemlju, Ph

to¢nije na podrudju Greke i Egipta. Ova vrsta je jedna Slika 3. Teucrium halacsyanum
od zasti¢enih endemskih biljnih vrsta Greke (11). Heldr. (12)

4. Morfoloska obiljezja i rasprostranjenost vrste Teucrium hyrcanicum L.

Vista 1. hyrcanicum je visSegodisnja biljka visine 60 do 80 cm. Listovi su joj
priljenasto polozeni na kratkoj peteljci; duguljastojajasti su, zeleni, osim nali¢ja koje
je sivkasto zbog sitnih dladica kojima je prekriveno. Caska cvijeta je dvousnata. Gor-
nja usna ¢aske je $iroka s jajolikim sredi$njim zupcem i dva bo¢na zupca. Bo¢ni zupci
gornje usne pokrivaju zupce donje usne. Vjenci¢ je tamnoljubicast s 5 nazubljenih
latica koje izgledaju jednousnato. Plodovi viste 77 hyrcanicum su 4 duguljasta oras¢ica

(slika 4.) (13).

7

Slika 4. Teucrium hyrcanicum L. (14)
Biljka 77 hyrcanicum jedna je od ugrozenih vrsta koja raste u nizim i srednjim

planinskim podru¢jima na 700—1800 metara nadmorske visine, u Sumama i Sumskim
proplancima. Najvise je rasprostranjena na podrudju Kavkaza, Irana i Turske (13).
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5. Morfologka obiljeZja i rasprostranjenost vrste Teucrium scorodonia L.

Vista Teucrium scorodonia L. (kaduljasti dubacac, lukovina, mali dubacac; engl.
Wood sage) je otporna vazdazelena trajnica, visoka 30—60 cm, s jednostavnim ovalno-
srcolikim, izrazito narovasenim listovima blijedozelene boje i mekane strukeure. S
donje strane su prekriveni dlakama, a rubovi su nazubljeni. Peteljke su duge do 1,5
cm, Cesto i krace. Ime biljke potjece od greke rijeci scorodonia Sto znadi ce$njak, jer
listovi pri gnjecenju, nespecificno za ostale Zeucrium vrste, ispustaju blagi miris ces-
njaka (5). Stabljika je ¢etverobridna te pri dnu drvenasta, a ostatak je prekriven dla-
kama. Cvjeta ljeti, od srpnja do rujna. Cvjetovi rastu u do 15 cm dugackom cvatu,
zelenkastozute, a ponekad smede boje. Cvjetove ¢ine 5 sraslih latica donje usne; gor-
nje usne nema. Cagka je dugacka oko 5 mm, izbocene baze i dlakava kao i sam vjen-
¢ié. Ima Cetiri prasnika s uocljivim ljubicastim i dlakavim pra$nickim nitima (slika
5.). Plod je suh, ali se ne raspada pri dozrijevanju (1, 15).

Slika 5. Teucrium scorodonia L. (16)

Ova vrsta raste na sjenovitim $umskim podruéjima s umjerenom klimom te uz
Sikare i Zivicu. Moze rasti u svim uvjetima, ali pogoduju joj lagana $ljunkovita zemlja
i polusjena.

Potjece iz Europe, a danas je rasprostranjena najvise na podruéju Velike Britanije
te nesto manje u Australiji i Novom Zelandu (5, 15).

KEMIJSKI PODACI

U vrstama roda Zeucrium dokazane su sljedece kemijske sastavnice: flavonoidi,
fenolne kiseline, trjeslovine, gorke tvari, eteri¢no ulje, saponini, steroli, slobodni $eceri,
makro- i mikro-elementi (zeljezo, nikal i krom) (17).

U nekim vrstama utvrdena je prisutnost nekoliko flavonoidnih spojeva. Izokver-
citrin je dokazan u veéini vrsta ovog roda, diosmin u vrstama 7. botrys, T. chamaedrys
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i T" montanum, kvercetin u vrstama 1. botrys, 1. montanum i 1. scordium, a rutin u
vistama 1. scordium i T. scorodonia. 1z endemicne vrste 7. arduini izolirano je 6 flavo-
noida, derivata apigenina, luteolina, kvercetina i cirsimaritina. Iz vrste 7. polium izo-
lirani su apigenin, luteolin, salvigenin, cirsiliol, cirsimaritin i eupatorin (18).

Iz viste 1. hyrcanicum izolirani su metilirani flavoni 7-metilskutelarein, pedali-
tin, cirsiliol, aglikon luteolin i kavena kiselina (19).

DJELOVAN]JE I UPORABA

Vrste roda Zeucrium primjenjuju se u puckoj medicini kao antidijabetici, diure-
tici, dijaforetici, ekspektoransi, protuupalne tvari, spazmolitici te stomahici. Najveéi
broj znanstvenih istrazivanja o djelovanju vrsta roda Zeucrium odnosi se na vrstu 7
polium (20, 21) koja je pokazala niz bioloskih ucinaka: protuupalno (22), antimi-
krobno (23), antipiretsko (23), hipoglikemijsko (24), anoreksi¢no (25), antihiperten-
zivno (26) i antioksidativno (27).

Vrsta 1. hyrcanicum pokazala je u nekoliko istrazivanja svoj antimikrobni i protu-
upalni uc¢inak. Eteri¢no ulje navedene vrste i glavna sastavnica ulja B-farnezen pokazali
su vrlo jak antimikrobni u¢inak koji je proucavan disk difuzijskom metodom i odredi-
vanjem vrijednosti minimalne inhibitorne koncentracije. Najjaci antimikrobni u¢inak
uocen je na bakterijskim kulturama Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Salmonella
typhi, Pseudomonas aeruginosa te na gljivici Aspergillus niger. Izostanak antimikrobnog
ucinka uocen je kod bakterije Escherichia coli i gljivice Candida albicans (28).

Protuupalni u¢inak i antinociceptivni u¢inak vrste 7. hyrcanicum istrazivan je na
modelima mi$eva i $takora. Ekstrake vrste 7. hyrcanicum (50-200 mg/kg) u kombina-
ciji s acetilsalicilnom kiselinom (100 mg/kg) pokazao je znacajan protuupalni i anti-
nociceptivni u¢inak. Smatra se da je prisutnost flavonoida, alkaloida i triterpenoida
odgovorna za protuupalni ucinak te biljne vrste (29).

EKSPERIMENTALNI DIO

Materijal za istraZivanje

Materijal za istrazivanje sastojao se od osusenih i usitnjenih nadzemnih dijelova
pet vrsta roda Teucrium: T. botrys, 1. chamaedrys, T. halacsyanum, 1. hyrcanicum i 1.
scorodonia uzgojenih u Farmaceutskom botani¢kom vrtu »Fran Kusan« Zavoda za
farmaceutsku botaniku Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.
Uzorci su sabrani 2012. i 2013. godine tijekom perioda cvatnje.

1. Identifikacija biljnog materijala

Identitifikacija istrazivanih biljnih vrsta izvrSena je u Zavodu za farmaceutsku
botaniku Farmaceutsko—biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu ispitivanjem
vanjske i unutarnje grade skupljenih uzoraka (1, 11, 13).
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2. Odredivanje koli¢ine flavonoida
Kvantitativna analiza flavonoida provedena je spektrofotometrijskom meto-
dom prema Christu i Miilleru (30), koja se temelji na odredivanju ukupnih flavonoid-
nih aglikona nakon stvaranja kompleksa s AP u smjesi metanola, etilacetata i octene
kiseline. Koli¢ina flavonoida u svim uzorcima odredena je tri puta, a iz dobivenih
rezultata izra¢unate su srednje vrijednosti i standardne devijacije.

3. Odredivanje koli¢ine fenolnih kiselina

Kvantitativna analiza fenolnih kiselina provedena je spektrofotometrijskom
metodom prema postupku iz Europske farmakopeje (31), koji se temelji na mjerenju
apsorbancije kompleksa nastalog u reakciji izmedu fenolnih kiselina i otopine natri-
jevog nitrita s natrijevim molidbatom. Kolic¢ina fenolnih kiselina u svim uzorcima
odredena je tri puta, a iz dobivenih rezultata izra¢unate su srednje vrijednosti i stan-
dardne devijacije (32-34).

Za mjerenje apsorbancija pri odredivanju koli¢ine flavonoida i fenolnih kise-
lina uporabljen je UV-VIS spektrofotometar Varian Cary 50 Bio (proizvod tvrtke
Varian Inc., SAD) Zavoda za farmaceutsku kemiju Farmaceutsko-biokemijskog fakul-
teta Sveucdilista u Zagrebu.

4. Statisticka analiza
Za usporedbu koli¢ine flavonoida i fenolnih kiselina izmedu pojedinih bilj-

nih vrsta primijenjen je Studentov r-test — program Microsoft Excel 2007 Version
12.0.6607.1000 MSPart of MS Office Professional Plus 2007.

REZULTATI I RASPRAVA

Rezultati kvantitativne analize flavonoida prikazani su u tablici 1. i na slici 6.

Tablica 1. Koli¢ina (%)? flavonoida u istrazivanim uzorcima

Uzorak Vrsta Godina skupljanja Kolicina flavonoida
1 1. botrys 2012. 0,18 + 0,001
2 1. botrys 2013. 0,13 + 0,001
3 1. chamaedrys 2012. 0,15 + 0,007
4 1. chamaedrys 2013. 0,12 + 0,005
5 1. halacsyanum 2012. 0,19 + 0,005
6 1. halacsyanum 2013. 0,26 + 0,001
7 1. hyrcanicum 2012. 0,18 + 0,003
8 1. hyrcanicum 2013. 0,28 + 0,003
9k T scorodonia 2012. 0,12 + 0,005

10 k T. scorodonia 2013. 0,24 + 0,015
112 T scorodonia 2013. 0,16 + 0,001

a=x+SD (n = 3), k = klijaliste, Z = Zivica
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Slika 6. Graficki prikaz koli¢ine flavonoida u istrazivanim uzorcima

Istrazivani uzorci nadzemnih dijelova 5 vrsta roda Zeucrium sadrzavali su 0,12—
0,28 % flavonoida. Najvecu koli¢inu flavonoida (0,28 %) sadrzavao je uzorak vrste 77
hyrcanicum skupljen 2013., a najmanja koli¢ina flavonoida (0,12 %) odredena je u
uzorcima vrsta 1. chamaedrys iz 2013. i T. scorodonia iz 2012. koja raste uz klijaliste.
Uzorci vrsta 1 botrys i T. chamaedrys skupljeni 2012. sadrzavali su ve¢u koli¢inu fla-
vonoida za razliku od uzoraka istih vrsta skupljenih 2013., dok su kod preostale 3
viste (1. halacsyanum, T. hyrcanicum i 1. scorodonia) dobiveni obrnuti rezultati te je
sadrzaj flavonoida veéi u uzorcima iz 2013. godine. Usporedujuéi dobivene rezulate s
nasim prethodnim istrazivanjima (17), dobiveni su sli¢ni rezultati.

Rezultati kvantitativne analize fenolnih kiselina prikazani su u tablici 2. i na slici 7.

Tablica 2. Koli¢ina (%)a fenolnih kiselina u istrazivanim uzorcima

Uzorak Vrsta Godina skupljanja Koli¢ina fenolnih kiselina
1 1 botrys 2012. 1,19 + 0,001
2 T botrys 2013. 1,76 + 0,007
3 1. chamaedrys 2012. 5,94 + 0,001
4 1. chamaedrys 2013. 5,16 £ 0,011
5 1. halacsyanum 2012. 2,77 £ 0,012
6 1. halacsyanum 2013. 3,77 + 0,006
7 1. hyrcanicum 2012. 4,37 £ 0,001
8 1. hyrcanicum 2013. 4,63 + 0,000
9k T. scorodonia 2012. 5,25 + 0,014

10k T. scorodonia 2013. 5,15+ 0,031
112 T. scorodonia 2013. 9,60 + 0,002

v+ SD (n = 3), k = kljjaliste, Z = Zivica
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Slika 7. Graficki prikaz kolicine fenolnih kiselina u istrazivanim uzorcima

Istrazivani uzorci nadzemnih dijelova 5 vrsta roda Zeucrium sadrzavali su 1,19—
9,60 % fenolnih kiselina. Vrsta 77 botrys sadrzavala je najmanju koli¢inu fenolnih ki-
selina od svih istrazivanih uzoraka skupljenih u obje kalendarske godine. Iznimno
visok sadrzaj fenolnih kiselina (9,60 %) odreden je u uzorku vrste 7. scorodonia sku-
pljenom uz zivicu 2013. godine. Uzorci skupljeni 2013. pokazali su veéi sadrzaj feno-
Inih kiselina u odnosu na one skupljene 2012. uz iznimku vrste 7. chamaedrys, koja je
imala ve¢i sadrzaj fenolnih kiselina u uzorku skupljenom 2012. godine. Uzorci vrste
1. scorodonia skupljeni uz klijaliste 2012. i 2013. sadrzavali su sli¢nu koli¢inu fenol-
nih kiselina, dok je ista vrsta koja raste uz Zivicu imala gotovo dvostruko veéi sadrzaj
fenolnih kiselina. Usporedujuci dobivene rezulate s nasim prethodnim istrazivanjima
(17), dobiveni su usporedivi rezultati za vrste 7. chamaedrys, T. halacsyanum, T. hyrca-
nicum i T. scorodonia (KlijaliSte), dok se vrste 7. botrys po niskoj kolicini i 77 scorodonia
(zivica) po visokoj koli¢ini fenolnih kiselina razlikuju od rezultata dobivenih za druge
vrste roda Teucrium.

Statistickom analizom (Student #test) potvrdene su razli¢itosti u koli¢inama
flavonoida i fenolnih kiselina izmedu usporedivanih uzoraka.

ZAKLJUCAK

U ovom radu odredena je koli¢ina flavonoida i fenolnih kiselina u pet vrsta
roda Teucrium: T. botrys, 1. chamaedrys, 1. halacsyanum, 1. hyrcanicum i 1. scorodonia.
Kvantitativne analize provedene su spektrofotometrijskim postupcima.
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Istrazivani uzorci skupljeni 2012. i 2013. sadrzavali su 0,12-0,28 % flavono-
ida te 1,19-9,60 % fenolnih kiselina. Studentovim #testom potvrdene su razlike u
sadrzaju istrazivanih spojeva, koje su bile uvjetovane istrazivanom biljnom vrstom i

godinom skupljanja biljnog materijala.
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