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Istrazivanje aminokiselina petrovca
(Crithmum maritimum L.) tankoslojnom kromatografijom
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Thin-layer chromatographic analysis of amino acids of
Crithmum maritimum L.

Summary-~The occurrence of various amino acids was investigated in Crithmum
maritimum L., a halophyte known as an antiscorbutic and diuretic. The aerial parts
of the plant were collected from the same locality in Croatia (near Zadar) but in diffe-
rent growth stages. Thin-layer chromatography was used for qualitative analysis of
amino acids. The following 9 amino acids were recorded: leucine, phenylalanine, va-
line, tyrosine, proline, alanine, serine, lysine and histidine.

('Department of Pharmacognosy and ‘Department of Medical Biochemistry and Hae-
matology, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, University of Zagreb, 10000 Za-
greb, Croatia, and *Department of Botany, Faculty of Science, University of Zagreb,
10000 Zagreb, Croatia).

UvOoD

Crithmum maritimum L. — petrovac, motar ili §éulac polugrmovita je ha-
lofilna trajnica iz porodice Apiaceae (=Umbelliferae), reda Araliales, razreda
Magnoliopsida (1, 2). U Engleskoj je poznata pod nazivima rock samphire,
crestmarine, sea fennel, pierce-stone, Peter's cress, a najée$éi talijanski, nje-
macki i francuski nazivi za ovu biljnu vrstu su: finocchio marino, critmo, cre-
tamo, bacicci, erba di S. Pietro, Seefenchel, Bazillienkraut, Meerfenchel, fe-
nouil marin, perce-pierre, criste marine, passe-pierre i herbe de St. Pierre
(3-6).

Crithmum maritimum primorska je biljka koja raste na obalnim vapne-
natkim grebenima i stijenama, a vrlo rijetko i na pje$éanim prudovima i
$ljuncima. Petrovac je maleni, aromatié¢ni polugrm do 60 cm visine, u pri-
zemnom dijelu drvenast, viSestruko razgranjen, s krutim prugasto idaranim
stabljikama koje nose rasperane, tamnozelene, mesnate i soéne listove, uglav-
nom s jednostruko ili dvostruko utrojenim duguljasto-suli¢astim liskama do
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5 cm duZine. Cvjetovi se nalaze u sastavljenim §titcima s 8-36 ogranaka pri
dnu kojih je ovoj (involucrum) od brojnih zalistaka dok se oko samih cvjetnih
stapki nalazi ovojéi¢ (involucellum) od sitnih pricvjetnih listiéa. Cvijet je dvo-
spolan s ocvijeéem od 5 zuckastozelenkastih latica vjenciéa, dok lapovi ¢aske
uopée nisu razvijeni. Oko tucka, koji ima dvogradnu, podraslu plodnicu s jed-
nim sjemenim zametkom u svakom pretincu, nalazi se 5 prasnika. Plod je
maslinasto do grimizno obojeni kalavac (merikarp) i raspada se na dva jed-
nosjemena plodiéa, koji vise na zajedni¢kom nitastom nosiocu (karpoforu).
Na povrgini plodiéa nalaze se uzduZna rebra, a u njihovu usplodu kanali s
eteriénim uljem. Biljka cvjeta od kraja proljeéa do rane jeseni, a plodovi joj
dozrijevaju u kolovozu i rujnu (Slika 1.).

By ‘2‘"‘)"? .'. 1 e A i “"“";f‘

Slika 1. Crithmum maritimum L. — Petrovac

Petrovac je rasprostranjen u zapadnoj Europi uz obalu Atlantika, na sje-
ver do Skotske, na Kanarskim otocima te uz obale Sredozemnog i Crnog mora.
Cesto ga nalazimo na istoénoj obali Jadrana gdje raste u neposrednoj blizini
mora (2-7).

Ova biljna vrsta odavno se upotrebljava kao antiskorbutik, diuretik te
kao povrée i zatin (8, 9).

Dosadagnjim istrazivanjima dokazano je da petrovac sadrZi aminokiseline
(10), eteriéno ulje (9, 11-15), flavonoide (16, 17) i kumarine (17).

Cilj ovog rada bio je utvrditi prisutnost aminokiselina u nadzemnim dije-
lovima petrovca skupljenih u razliéitim vegetativnim razdobljima na istom
nalazistu u Hrvatskoj.
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EKSPERIMENTALNI DIO

Biljni materijal

Materijal za ispitivanje sastojao se od nadzemnih dijelova petrovca —
Crithmum maritimum L., skupljenih u okolici Zadra 1999. prije cvjetanja (li-
panj), na pocetku cvjetanja (srpanj), tijekom pune cvatnje (kolovoz) i tijekom
stvaranja plodova (rujan).

1. Identifikacija biljnog materijala

Identitet ispitivane biljne vrste izvr$en je u Botani¢kom zavodu i potvr-
den je ispitivanjem vanjske 1 unutarnje grade skupljenog uzorka.

2. Ispitivanje prisutnosti aminokiselina tankoslojnom kromatografijom

Ispitivanju su podvrgnuti ekstrakti nadzemnih dijelova petrovea, koji su
pripremljeni tako da je 1 g praskasto usitnjenog biljnog materijala ekstra-
hiran s 10 ml vode 30 minuta na vodenoj kupelji uz povratno hladilo. Bistri
filtrat, nakon hladenja, sluZio je kao otopina za kromatografsko ispitivanje.
Kao poredbene supstancije uporabljene su 0,00001%-tne vodene otopine leu-
cina (Leu), fenilalanina (Phe), valina (Val), tirozina (Tyr), prolina (Pro), ala-
nina (Ala), serina (Ser), lizina (Lys) i histidina (His) (18).

Ispitivanje prisutnosti aminokiselina provedeno je na tankom sloju celu-
loze i 5%-tnog ionskog izmjenjivada Dowex 2-X8 (Schleicher-Schiill) u dvije
smjese otapala: n-butanol-aceton-ledena octena kiselina-voda (35:35:10:20
V/V/V/V) i n-butanol-ledena octena kiselina-voda (50:10:40 V/V/V) (18).

Detekcija odijeljenih aminokiselina provedena je nakon prskanja kroma-
tograma ninhidrin reagensom 1 grijanja 5-10 minuta na 100 °C (19).

REZULTATI I RASPRAVA

Vodeni ekstrakti nadzemnih dijelova petrovca skupljenih u razli¢itim ve-
getativnim periodima (V;-V,) ispitani su na prisutnost aminokiselina tanko-
slojnom kromatografijom. Nakon prskanja kromatograma ninhidrin reagen-
som 1 grijanja na 100 °C u ekstraktima su uodene ljubicaste, ljubiastoplave,
ljubicastosive, Zutosmede, ljubidastoruzidaste te ljubi¢astocrne mrlje.

Odjeljivanjem pokretnom fazom n-butanol-aceton-ledena octena kiselina-
-voda (35:35:10:20 V/V/V/V) u ispitivanim vodenim ekstraktima (V;-V,) uo-
¢ava se 9 mrlja, koje odgovaraju aminokiselinama (Slika 2.). Mrlje 1, 3,61 7
bile su ljubi¢asto obojene, a usporedbom njihovih Ry vrijednosti s poredbe-
nim supstancijama vidljivo je da odgovaraju leucinu, valinu, alaninu i seri-
nu. Ljubi¢astoplava mrlja 2 identificirana je kao fenilalanin, a ljubidastosiva
mrlja 4 kao tirozin. Mrlja 5 nakon prskanja ninhidrin reagensom obojila se
zutosmede, a prema Ry vrijednosti odgovarala je prolinu. U donjem Ry po-
drudju vidljive su ljubifastoruzidasta mrlja 8 te ljubi¢astocrna mrlja 9, za
koje je utvrdeno da odgovaraju lizinu i histidinu (Tablica 1.).
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Slika 2. Kromatogram aminokiselina nadzemnih dijelova petrovea

Nepokretna faza: celuloza + 5% Dowex 2-X8

Pokretna faza: n-butanol-aceton-ledena octena kiselina-voda (35:35:10:20 V/V[V[V)

Detekcija: Ninhidrin reagens

V1 = vodeni ekstrakt nadzemnih dijelova petrovca skupljenih prije cujetanja,

Va = vodeni ekstrakt nadzemnih dijelova petrovca skupljenih na poletku cvjetanja,

V3 = vodeni ekstrakt nadzemnih dijelova petrovca skupljenih tijekom pune cvatnje,

V4 = vodeni ekstrakt nadzemnih dijelova petrovca skupljenih tijekom stvaranja
plodova

Tablica 1.
Rr vrijednosti odijeljenih aminokiselina

Pokretna faza
| il

Aminokiselina

1 Leucin (Leu) 0,66 0,64
2 Fenilalanin (Phe) 0,59 0,57
3 Valin (Val) 0,49 0,44
4 Tirozin (Tyn) 0,41 0,40
5 Prolin (Pro) 0,33 0,29
6 Alanin (Ala) 0,27 0,26
7 Serin (Ser) 0,22 0,21
8 Lizin (Lys) 0,12 0,10
9 Histidin (His) 0,11 0,09

I - n-butanol-aceton-ledena octena kiselina-voda (35:35:10:20 V/V/V/V)
Il - n-butanol-ledena octena kiselina-voda (50:10:40 V/V/V)

178



Z. Male$, M. Plazibat, R, Petlevski: Istrazivanje aminokiselina petrovca
(Crithmum maritimum L.) tankoslojnom kromatografijom, Farm. Glas. 57, 5/2001

Leu
@
Phe
@ e @ @
Val
<«
Pro
Ala
Ser
@
His
-«
Leu Pro v, v, v, v, Tyr Phe
Val His Ser Ala
Lys

Slika 3. Kromatogram aminokiselina nadzemnih dijelova petrovea

Nepokretna faza: celuloza + 5% Dowex 2-X8

Pokretna faza: n-butanol-aceton-ledena octena kiselina-voda (50:10:40 VIV /V)

Detekcija: Ninhidrin reagens

V1 = vodeni ekstrakt nadzemnih dijelova petrovca skupljenih prije cujetanja,

Vz = vodeni ekstrakt nadzemnih dijelova petrovca skupljenih na pocetku cujetanja,

V3 = vodeni ekstrakt nadzemnih dijelova petrovca skupljenih tijekom pune cvatnje,

V4 = vodeni ekstrakt nadzemnih dijelova petrovca skupljenih tijekom stvaranja
plodova

Sliéna kromatografska slika, ali slabije odjeljivanje dobiveno je u pokret-
noj fazi n-butanol-ledena octena kiselina-voda (50:10:40 V/V/V) (Slika 3., Ta-
blica 1.).

Ekstrakti uzoraka nadzemnih dijelova petrovea skupljenih prije cvjeta-
nja (Vy), na pocetku cvjetanja (Vy) i tijekom pune cvatnje (V) sadrzavali su 9
navedenih aminokiselina, dok je u ekstraktu ispitivanog uzorka skupljenog
tijekom stvaranja plodova (V) dokazano 8 aminokiselina (u odnosu na ostale
ekstrakte nije dokazan leucin). Intenzitet obojenja mrlja opada u nizu Vg-Vs-
V1-Vy4. S obzirom na taj intenzitet valin i lizin su najzastupljenije aminoki-
seline u svim ekstraktima.

ZAKLJUCAK

Metodom tankoslojne kromatografije dokazano je da nadzemni dijelovi
petrovea — Crithmum maritimum sadrze ove aminokiseline: leucin, fenilala-
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nin,

valin, tirozin, prolin, alanin, serin, lizin i histidin. Aminokiselinski sa-

stav uvjetovan je vegetativnim razdobljem u kojem se biljka nalazi.

Rezultati kvalitativne analize ukazuju na moguénost utjecaja vremena

sabiranja uzoraka i na koli¢inu aminokiselina.

B =
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