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hfd ZNANSTVENI RADOVI

Kvantitativna analiza fenolnih spojeva
ljepljivog omana — Inula viscosa (L.) Ait.

ZELJAN MALES i FRANKO SARIC

Zavod za farmaceutsku botaniku Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu, Zagreb

Quantitative analysis of phenolic compounds of false
yellowhead - Inula viscosa (L.) Ait.

Abstract- The quantitative analysis of phenolic compounds (phenolic
acids, flavonoids, total polyphenols, nontannic polyphenols and tannins) was
carried out in the samples of stems, leaves and flowers of Inula viscosa. The con-
tent of all investigated compounds was determined using spectrophotometric
methods. The quantity of phenolic acids ranged from 1.71 to 5.92%, while the
content of flavonoids varied between 0.157 and 0.498%. The leaves contained
the highest quantity of phenolic acids. The content of total polyphenols ranged
from 4.56 to 11.30%. The quantity of polyphenols unadsorbed on hide powder
(nontannic polyphenols) was between 2.65 and 7.37% while the quantity of tan-
nins ranged from 1.91 to 3.93%. Statistical analysis was assessed by Student's t-
-test. The content of all investigated compounds depended on the plant organ and
climatic factors.

(Department of Pharmaceutical Botany, Faculty of Pharmacy and Biochemis-
try, University of Zagreb, 10000 Zagreb, Croatia)

UvOoD

Inula viscosa (L.) Ait. [ Cupularia viscosa G. et G., Dittrichia viscosa Greuter] - ljepljivi
oman (businac), zeljasta je trajnica iz porodice Asteraceae (1). Biljka je uspravna, visoka
40-140 cm te razgranata, s uocljivim sredi§njim izdankom. Listovi su sjedeci, izmjeni¢no
poredani po stabljici i nazubljenoga ruba usmjerenoga prema vrhu lista. Zute, cvatne gla-
vice imaju 20-22 mm (slika 1). Cijela je biljka, a pogotovo listovi, prekrivena zljezdanim
dlakama koje izlu¢uju ljepljivu smolu aromati¢noga mirisa. Plod je roska s kunadrom i po
cvatu ima 40-50 plodova (2).

U okolici Makarske i Zaostroga raste sitnocvati businac - Inula viscosa f. nicolina Radi¢
f. nova, koji ima tanju i vitkiju stabljiku te manje cvatne glavice (3). Ljepljivi oman raste
samoniklo u podruéju Sredozemlja i na Srednjem istoku (4).
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Vrsta 1. viscosa sadrzi bioloski aktivne
spojeve: flavonoide, seskviterpenske lak-
tone, seskviterpenske kiseline, triterpene
itd. (5-7). Fontana i suradnici (8) izolirali
su iz acetonskog ekstrakta ljepljivog oma-
na pet seskviterpenskih spojeva, ¢ije su
strukture odredene spektrometrijskim
metodama. Dokazano je da se pri dodiru
sa svjezim listom ili eterskim ekstraktom
iz lista moze pojaviti kontaktni alergijski
dermatitis, vjerojatno zbog prisutnosti
seskviterpenskih laktona (9).

Ljepljivi se oman od davnina primje-
nuje u puckoj medicini kao antipiretik,
antiseptik, antidijabetik te kao protuupal-
no sredstvo (6, 10, 11), a Maoz i Neeman
(5) dokazali su njegov antimikotski uci-

2 A LN =Nl

nak. Dokazan je i gastroprotektivni udi- A 3 ;
nak flavonoidne frakcije na ozljede izaz- Slika . Inula viscosa (L.) Ait. - ljepljivi
vane ingestijom odredenih iritansa oman (rt Puntamika — Zadar)

sluznice (12, 13). Znacajno je i anthelmin-
tsko djelovanje diklormetanskog ekstrakta iz nadzemnih dijelova biljke (14) te antimik-
robni uc¢inak eteri¢nog ulja na bakterijsku vrstu Helicobacter pylori (15).

Ovim se radom Zeljelo odrediti koli¢inu fenolnih spojeva (fenolnih kiselina, flavonoida,
ukupnih polifenola, netaninskih polifenola i trjeslovina) u stabljikama, listovima i cvjeto-
vima ljepljivog omana.

EKSPERIMENTALNI DIO

Materijal za istragivanje
Materijal za istraZivanje sastojao se od usitnjenih stabljika, listova i cvjetova ljepljivog
omana - I. viscosa skupljenih u okolici Zadra u kolovozu 2007. i 2008 godine.

1. Identifikacija biljnog materijala

Istrazene biljne vrste identificirane su u Zavodu za farmaceutsku botaniku Farmaceut-
sko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu i njihov je identitet potvrden ispitiva-
njem vanjske i unutarnje grade skupljenih uzoraka (1).

2. Odredivanje kolicine fenolnih kiselina

Kvantitativna analiza fenolnih kiselina provedena je spektrofotometrijskom meto-
dom temeljenom na mjerenju apsorbancije kompleksa nastalog u reakciji izmedu fenol-
nih kiselina i otopine natrijevog nitrita s natrijevim molibdatom (16). Koli¢ina fenolnih
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kiselina u svim uzorcima odredena je tri puta, a iz dobivenih rezultata izra¢unane su sred-
nje vrijednosti i standardne devijacije (17, 18).

3. Odredivanje kolicine flavonoida

Kvantitativna analiza flavonoida provedena je spektrofotometrijskom metodom pre-
ma Christu i Miilleru (19), koja se temelji na odredivanju ukupnih flavonoidnih agliko-
na nakon stvaranja kompleksa s AI>* u smjesi metanola, etilacetata i octene kiseline. Ko-
licina flavonoida u svim uzorcima odredena je tri puta, a iz dobivenih rezultata
izra¢unane su srednje vrijednosti i standardne devijacije (18).

4. Odredivanje kolicine ukupnih polifenola, polifenola neadsorbiranih
na kogni prasak i trjeslovina

Kvantitativna analiza provedena je kombinacijom kolorimetrijske metode i metode
ko?nog pragka (20). Koli¢ina ukupnih polifenola u ekstraktu biljnog materijala odredena
je na temelju plavo obojene reakcije s volfram-fosfornom kiselinom. Trjeslovine su uklo-
njene iz ekstrakta vezivanjem na ko#ni prasak, a u filtratu su zaostali netaninski polifenoli
koji su odredeni na isti nac¢in kao i ukupni polifenoli. Koli¢ina ukupnih polifenola, polife-
nola neadsorbiranih na ko#ni prasak i trjeslovina u svim uzorcima odredena je tri puta, a
iz dobivenih rezultata izra¢unane su srednje vrijednosti i standardne devijacije (18, 20).

Za mjerenje apsorbancija pri kvantitativnoj analizi svih navedenih fenolnih spojeva
uporabljen je UV/VIS spektrofotometar Varian Cary 50 Bio (proizvod tvrtke Varian
Inc., SAD) Zavoda za farmaceutsku kemiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveuci-
lista u Zagrebu.

Za usporedbu koli¢ine fenolnih spojeva izmedu biljnih organa i godina skupljanja pri-
mijenjen je Studentov t-test — program SigmaStat(R) 3,5, Copyright (c) 2006 Systat Soft-
ware, Inc.

REZULTATI I RASPRAVA

1. Kvantitativna analiza fenolnih kiselina

Rezultati kvantitativne analize fenolnih kiselina prikazani su u tablici 1.

Tablica 1. Koli¢ina (%)? fenolnih kiselina u ispitivanim uzorcima

Uzorak Biljni organ Datum skupljanja w (%)
1 stabljika 29.08.2007. 1,71 £ 0,05bch
2 list 29.08.2007. 5,30 +0,33bd
3 cvijet 29.08.2007. 3,45+ 0,194
4 stabljika 22.08.2008. 3,15+ 0,03¢h
5 list 22.08.2008. 5,92 + 0,072
6 cvijet 22.08.2008. 3,32 £ 0,02

a= x£SD (n=3)

Statisticki znacajna razlika izmedu biljnih organa sa
signifikantnogcu: beesh p < 0,001, 4f p < 0,005.
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Istrazivani uzorci sadrzavali su 1,71-5,92% fenolnih kiselina. Najvecu koli¢inu fenol-
nih kiselina sadrzavali su listovi (5,92%, odnosno 5,30%), zatim cvijetovi (3,45%, tj,
3,32%), a najmaniju stabljike (3,15% i 1,71%). Usporedujuéi koli¢inu fenolnih kiselina
ovisno od godine skupljanja, vidljivo je da je sadr#aj kiselina u stabljikama i listovima
skupljenim 2008. ve¢i u odnosu na 2007. godinu, dok je sadrzaj u cvjetovima u obje godi-
ne priblizno jednak. Statistickim testom (Studentov ttest) nije nadena znac¢ajna razlika u
koli¢ini fenolnih kiselina u listovima skupljenim 2007. i 2008. godine, kao ni u cvjeto-
vima. Znacajne su razlike s visokom signifikantnoscu (p < 0,005, p < 0,001) nadene u ko-
licini fenolnih kiselina izmedu biljnih organa skupljenih 2007. godine, kao i u sadrzaju
kiselina u biljnim organima skupljenim 2008. Stabljike skupljene 2007. i 2008. takoder
imaju znatno razli¢it udio fenolnih kiselina (p < 0,001).

2. Kvantitativna analiza flavonoida
Rezultati odredivanja koli¢ine flavonoida prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Koli¢ina (%)? flavonoida u ispitivanim uzorcima

Uzorak  Biljni organ Datum skupljanja w (%)
1 stabljika 29.08.2007. 0,157 + 0,008«
2 list 29.08.2007. 0,284 +0,001bdh
3 cvijet 29.08.2007. 0,414 + 00,0020
4 stabljika 22.08.2008. 0,186 = 0,001f
5 list 22.08.2008. 0,498 + 0,001 e&h
6 cvijet 22.08.2008. 0,316 £ 0,002fei

a=xxSD (n=3)

Statisticki znacajna razlika izmedu biljnih organa sa
signifikantnoscu: ® p < 0,005, < p < 0,001.

Istrazivani uzorci sadrzavali su 0,157-0,498% flavonoida. Kao i u fenolnih kiselina,
najveci sadrzaj flavonoida sadrzavali su listovi skupljeni 2008. godine (0,498%), dok je u
listovima skupljenim 2007. bio znatno ni#i (0,284%). Cvjetovi skupljeni 2007. bili su
bogatiji flavonoidima u odnosu na skupljene 2008. godine (0,414%, odnosno 0,316%).
Stabljike su sadr#avale najnizi, ali sli¢an sadr#aj flavonoida. Kao i u fenolnim kiselinama,
veca koli¢ina odredena je u stabljikama iz 2008. (0,186%) u odnosu na 2007. godinu
(0,157%). Medutim, Studentovim ttestom pokazalo se da nema znacajne razlike u sadr-
#aju flavonoida. Usporedujuci koli¢ine flavonoida u pojedinim biljnim organima skup-
ljenim 2007. godine, dobivena je znacajna razlika s visokom signifikantnoséu (p < 0,005,
p <0,001). Visoka signifikantnost (p < 0,001) dobivena je i usporedujuci koli¢ine fla-
vonoida u pojedinim biljnim organima skupljenim 2008. Listovi skupljeni 2007. i 2008.
takoder se znatno razlikuju u sadrzaju flavonoida (p < 0,001), kao i cvjetovi.
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3. Kvantitativna analiza ukupnih polifenola, polifenola neadsorbiranih
na kogni prasak i trjeslovina
Rezultati kvantitativne analize ukupnih polifenola, polifenola neadsorbiranih na ko#ni
prasak (netaninskih polifenola) i trjeslovina prikazani su u tablici 3.

Tablica 3. Koli¢ina (%)? ukupnih polifenola, netaninskih polifenola
i trjeslovina u ispitivanim uzorcima

Uzorak Biljni Datum Ukupni Netaninski Trjeslovine
organ skupljanja polifenoli polifenoli
1 stabljika 29.08.2007. 4,56 + 0,04bosg 2,65 £ 0,150ke 1,91 +0,11°
2 list 29.08.2007. 8,19 +£0,53bh 6,07 £ 0,25/hp 2,12+0,28¢
3 cvijet 29.08.2007. 8,65 + 0,541 4,95+ 0,01 kb 3,69+0,53
4 stabljika 22.08.2008. 6,60 + 0,12des 3,85 +0,07m° 2,76 + 0,06
5 list 22.08.2008. 11,30 + 0,05%5h 7,37+0,11mnp 3,93 £ 0,050
6 cvijet 22.08.2008. 5,97 +0,02¢f 3,57+0,11n4 2,40+ 0,10t
a= x*SD (n=23)

Statisticki znacajna razlika izmedu biljnih organa sa signifikantnoscu: behilptup <005, e©

p<0,02, 4 p <0,001, &kmnr p < 0,005, 45 p < 0,01.

Istrazivani uzorci sadrzavali su 4,56 - 11,30% ukupnih polifenola. Najvecu koli¢inu
ukupnih polifenola sadr#avali su listovi skupljeni 2008. godine (11,30%). Sadr#aj neta-
ninskih polifenola kretao se od 2,65 do 7,37%, a koli¢ina trjeslovina od 1,91 do 3,93%.
Listovi skupljeni 2008. sadrzavali su najvecu koli¢inu netaninskih polifenola i trjeslovi-
na. Studentovim ttestom nije pronadena znacajna razlika u koli¢ini ukupnih polifenola
u listovima i cvjetovima skupljenim 2007. Sadr#aj netaninskih polifenola u stabljici i
cvjetovima skupljenim 2008. godine takoder se znacajno ne razlikuje. Testom je utvrdeno
i da sadrzaj trjeslovina u cijeloj biljci skupljenoj 2007. znacajno ne varira. Koli¢ine trjeslo-
vina izmedu stabljike i cvjetova skupljenih 2008. takoder se znacajno ne razlikuju, kao ni
koli¢ine istih u cvjetovima skupljenim 2007. i 2008. Znatne razlike nadene su izmedu
stabljike i listova te listova i cvjetova skupljenih 2008. u sadrzaju ukupnih polifenola (p <
0,001) i sadrzaju netaninskih polifenola (p < 0,005). Nadalje, sadrzaji trjeslovina izmedu
stabljike i listova skupljenih 2008. takoder se znatno razlikuju (p < 0,005). S visokom sig-
nifikantnoscu (p < 0,005) razlikuju se i sadrzaji ukupnih polifenola u stabljikama skuplje-
nim 2007. i 2008. godine, kao i sadr#aji netaninskih polifenola u stabljici i cvjetovima
skupljenim 2007. godine.

ZAKLJUCAK

U ovom istrazivanju odredena je koli¢ina fenolnih spojeva (fenolnih kiselina, flavo-
noida, ukupnih polifenola, netaninskih polifenola i trjeslovina) u stabljikama, listovima
i cvjetovima ljepljivog omana - I. viscosa. Kvantitativne analize provedene su spektrofoto-
metrijskim postupcima.
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Najvecu koli¢inu fenolnih kiselina sadrzavali su listovi, a najmanju stabljike. Koli¢ina
flavonoida bila je uvjetovana godinom skupljanja; najveca je bila u listovima, odnosno
cvjetovima, a najmanja u stabljikama. Listovi skupljeni 2008. sadrzavali su najvecu koli-
¢inu svih fenolnih spojeva. Za statisticku analizu primijenjen je Studentov ttest.

Koli¢ina istrazivanih spojeva ovisila je o biljnom organu i klimatskim ¢imbenicima.

Zahwvala. - »Prikazani rezultati proizasli su iz znanstvenog projekta (Farmakobotanicka
i kemijska karakterizacija cvjetnica hrvatske flore), provodenog uz potporu Ministarstva
znanosti, obrazovanja i §porta Republike Hrvatske.»

Literatura — References

1. R. Domac, Flora Hrvatske: Priru¢nik za odredivanie bilja (II izdanje), Skolska knjiga,
Zagreb 2002, 345.

2. http://www. maltawildplants.com, datum pristupa: 25. 11. 2008.

3. J. Radi¢, Bilje Biokova, Institut »Planina i more» - Malakoloski muzej, Makarska

1976, 172.
4. N. M. Al-Dissi, A. S. Salhab, H. A. Al-Hajj, ]. Echnopharmacol. 77 (2001) 117.
5. M. Maog, I. Neeman, J. Ethnopharmacol. 71 (2000) 479.

6. S. Manez, M. C. Recio, I. Gil, C. Gomez, R.- M. Giner, P. G. Waterman, J.-L. Rios,
J. Nat. Prod. 62 (1999) 601.

7. M. Grande, P. Torres, F. Piera, 1. S. Bellido, Phytochemistry 31 (1992) 1826.

8. G. Fontana, S. La Rocca, S. Passannanti, M. P. Paternostro, Nat Prod Res. 21 (2007)
824.

9. M. Gongalo, S. Gongalo, Contact Dermatitis 24 (1991) 40.
10. P. Barbetti, I. Chiappini, G. Fardella, A. Menghini, Planta Med. 51 (1985) 471.
11. Z. Yaniv, A. Dafni, J. Friedman, D. Palevitch, J. Ethnopharmacol. 19 (1987) 145.

12. M. J. Martin, C. Alarcén de la Lastra, E. Marhuenda, F. Delgado, J. Torreblanca,
Phytother. Res. 20 (20006) 183.

13. C. Alarcon de la Lastra, A. Lopez, V. Motilva, Planta Med. 59 (1993) 497.

14. C. Susplugas, G. Balansard, J. C. Rossi, J. Julien, M. Gasquet, P. Timon-David, Acta
Hort. (ISHS) 96 (1980) 19.

15. D. Silva, E. Denham, L. Faleiro, G. Miguel, C. Cavaleiro, L. Salgueiro, Acta Hort.
(ISHS) 680 (2005) 147.

16. European Pharmacopoeia, Fifth Edition (Eur. Ph. 5.0), Vol. 2, Council of Europe,
Strasbourg Cedex, 2004, 1990.

17. Z. Males, M. Plagibat, I. Gregov, Farm. glas. 64 (2008) 1.
18. Z. Males, M. Babac, K. Hazler Pilepi¢, M. Zovko, Farm. glas. 64 (2008) 169.
19. B. Christ, K. H. Miiller, Arch. Pharm. 293 (1960) 1033.

20. Z. Males, V. Bilusi¢ Vunda¢, M. Plazibat, D. Lazi¢, 1. Gregov, Farm. glas. 63 (2007)
155.

N«

Primljeno 27. studenoga 2008.

148





