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ZNANSTVENI RADov Imfed

Kvalitativna fitokemijska kafakterizacija
crvenog likovca (Daphne cneorum L.) i
lovorastog likovca (D. laureola L.)

RENATA JURISIC GRUBESIC', MARINA TEKLIC', SANJA KURSAR', |
DARIO KREMER', JADRANKA VUKOVIC RODRIGUEZ', MARKO RANDIC2
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Qualitative phytochemical characterization of garland flower
(Daphne cneorum L.) and spurge laurel (D. laureola L.)

Abstract— Qualitative analysis of some bioactive compounds of
garland flower (Daphne cneorum L.) and spurge laurel (D. laureola L.)
from Thymelaeaceae family was conducted. Flavonoids, coumarins, phenolic
acids, saponins, sterols, triterpenes, and triterpenic acids were detected using
thin-layer chromatography procedures (TLC) in methanolic extracts of
leaves, stems, and roots. The presence of tannins was proved by using reactions
of developing coloured products and precipitates.

(Faculty of Pharmacy and Biochemistry, University of Zagreb, A. Kovacica I,
HR-10000 Zagreb and Public institution »Priroda«, HR-51000 Rijeka,
Croatia)

UvOD

Od davnine su se lijekovi dobivali iz prirodnih izvora: iz mineralnog, Zivotinj-
skog i biljnog svijeta. Biljke su vjerojatno najstariji izvori ljekovitih tvari, a primje-
njuju se cijele biljke, njihovi pojedini dijelovi, izlu¢evine ili ekstrakti biljnih tvari,
kako za ¢uvanje i odrzavanje zdravlja, tako i za lijeCenje razlicitih poremecaja i obolje-

nja. Razvojem znanosti te suvremenih istrazivackih tehnika i analitickih metoda,

omogucdeni su razli¢iti postupci izolacije, odredivanja strukture i sadrzaja djelatnih
tvari u biljci, $to stvara preduvjet za upoznavanje mehanizama djelovanja bioloski
aktivnih tvari, a time i temelj otkrivanja i uvodenja novih biljnih lijekova. Suvremena
je medicina sve ve¢om uporabom gotovih lijekova zanemarila ljekovitu vrijednost
mnogih biljaka. No, interes za »prirodno« danas ponovo raste pa je i fitofarmacija

opet sve zastupljenija, kako u popularnoj, tako i u znanstvenoj literaturi.
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S namjerom istrazivanja ljekovitog potencijala slabo istrazenih vrsta roda likovac
(Daphne L.), u ovom je radu provedena kvalitativna analiza bioloski aktivnih spojeva
lista, stabljike i korijena dviju zanimljivih biljnih vrsta iz bogate i raznolike riznice
hrvatske flore: crvenog i lovorastog likovea (Daphne cneorum L. i D. laureola L.,
Thymelaeaceac).

Daphne cneorum L. (sinonimi: Daphne julia Koso-Pol., Thymelaea cneorum (L.)
P Gaertn., B. Mey. et Scherb.), hrvatskog imena crveni likovac, a javlja se i pod nazi-
vima: crveni uskolisni likovac, telov¢ica, brijacica, crveni jeremicak i cmilje (1), vaz-
dazeleni je grm visine 10—40 cm, a $irine barem dva puta veée od visine (slika 1.). Ima
ravne ili uzdizuée grane koje su prili¢no duge, katkad malo svijene, tanke i glatke, u
mladosti mekano-dlakave i sivkaste, a kasnije crvenkastosmede. Listovi (slika 2.) su
sjededi, naizmjeniéni, kozasti i kruti, duljine 10-25 mm i $irine 2-6 mm, obi¢no 3—4
puta dulji nego $iri. S gornje su strane tamnozeleni, glatki i sjajni, dok su s donje
strane zelenkastoplavi. Oblikom su obrnutojajasti, duguljasti ili duguljasto suli¢asti,
zaobljena ili izrubljena vrha, koji zavrsava malim, tankim Cesto unatrag svinutim $ilj-
kom. Biljka cvate od travnja do svibnja, ponekad i do rujna. Na vrhovima grancica
nalazi se 5-10 cvjetova zdruzenih u glavi¢aste cvatove. Cvjetovi su dvospolni, pra-
vilni, gotovo sjededi, najéesée svijetlo do tamno ruzicaste, rjede bijele boje i ugodnog
mirisa. Obavijeni su tupim, mekanodlakavim pricvjetnim listovima nalik na prave
listove. Ocvijece je gradeno od 6-10 mm dugog, uskog, valjkastog, obojenog cvjetista
koje zavr$ava s 4 lapa aske. Latica nema. U cvijetu se nalazi osam prasnika poredanih
u dva kruga, od kojih su Cetiri prirasla na gornjem rubu cvjetista, a ¢etiri malo nize.
Prasnicke niti su kratke. Plod je kostunica nalik na bobu, vise-manje elipti¢nog oblika,
suhokoZicasta, u pocetku Zutosmede, a po dozrijevanju crvenosmede boje. Sjemenke
ostaju zatvorene unutar cvjetista sve do zrelosti, a u njihovu rasprostiranju pomazu
mravi. Klijanje sjemenaka je moguée samo ako su prethodno bile izloZene mrazu.
Sjemenke su otrovne, posebice za sisavce (2).

Slika 1. Daphne cneorum L. (3).
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Stika 2. Daphne cneorum L. = listovi (4).

Svi biljni dijelovi vrste B. cneorum su otrovni za ljude i ostale sisavce. Kontake s
biljnim sokom moze izazvati iritaciju koze i bol. Posebice je opasna ingestija plodova
(slika 3.). Ako dode do trovanja, simptomi su sljedeéi: iritacija i jaka bol u ustima
i grlu, oticanje sluznice usne Supljine, osjecaj zedi, bolovi u podru¢ju abdomena,
krvavi proljev, povracanje, otezano disanje, oste¢enje i bolovi u bubrezima, neurolo-
$ka slabost te moguéa koma i smrt. Ne postoji specifiéni protuotrov, veé se lijece
simptomi (5, 6).

Slika 3. Daphne cneorum L.~ plodovi (7).

Daphne laureola L. (slika 4.) (lovorasti, vazdazeleni, lovorolisni, lovorolisti liko-
vac) javlja se i pod nazivima: lovorcica, ljupcac, ljubcec, ljubcac vazdazelen, mise¢no
zelje, strupac, uho vuéje, usatac, usatak, maslinica, divlja lovorika i licac (1), dok se u
stranoj literaturi nalaze nazivi: Daphne laurel, Spurge laurel ili Dwarf bay (engleski);
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Immergriiner seidelbast, Lorbeerseidelbast (njemacki); Adelfilla, Laureola macho ($pa-
njolski); Auréole (francuski) (8).

Slika 4. Daphne laureola L. (autorska fotografija, dr. sc. Dario Kremer).

D. laureola var. philippii i D. laureola var. laureola su dvije registrirane podvrste
te biljne vrste.

D. laureola je vazdazeleni grmvisine 0,5-1,5 m, a moze Zivjeti dulje od 40 godina.
Mlade biljke obi¢no imaju jednu okomitu stabljiku s nekoliko bo¢nih grana, pri ¢emu
je vertikalni rast karakteristican u prvih 10 do 15 godina. Starije biljke imaju veéi broj
grana koje bujaju iz stare stabljike, tako da rast moze biti zakrivljen na bazi, uz irenje
prema gore. Kora stabljike i grana je tanka, u neodrvenjele stabljike zelena, a u odrve-
njele Zuto-siva. Listovi su spiralno rasporedeni, suli¢astog oblika, duljine 4-13 cm i
Sirine 1-3 cm. S gornje strane su tamnozeleni, glatki i sjajni, dok su s donje strane

Slika 5. Daphne laureola u cvatu (11).
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svjetliji. Biljka cvate od ozujka do svibnja, pri ¢emu se razvija slabije uocljivo zuto-
zeleno cvijede, obi¢no skriveno bazama listova. Cvjetovi su mirisavi, a miris slican
mirisu meda. Grozdasti cvatovi, sastavljeni od 5 do 10 cvjetova, sjedeéi su ili na krat-
kim stapkama (slika 5.). Svaki cvijet je oko 9 mm dug, jednostavnog ocvije¢a bez
latica, sastavljenog od ¢etiri lapa. Cvjetovi su dvospolni (hermafroditni), a sadrze mali
tuc¢ak i osam prasnika poredanih u dva koncentri¢na kruga. Oprasivanje obavljaju
pcele, leptiri i moljci (entomofilna vrsta). Plod je plavo-crna ko$tunica, jajastog oblika,
duljine 8-13 mm, otrovna za ¢ovjeka, ali ne i za ptice, a dozrijeva krajem ljeta (slika
6.). Svaka ko$tunica sadrzi po jednu sjemenku (9, 10).

Slika 6. Daphne laureola — plodovi (autorska fotografija, dr. sc. Dario Kremer).

Lovorasti likovac moze tolerirati niske razine svjetlosti, u rasponu od djelomi¢ne
pa sve do duboke sjene. Grm preferira srednja (ilovasta) i teska (glinasta), neutralna
do blago kisela, propusna tla, ali se isto tako ¢esto moze na¢i i na karbonatnim tlima,
kao i uz obale mora u Engleskoj. U mediteranskim krajevima najéesée se pronalazi u
sjenovitim planinskim Sumama.

Vrsta D. laureola je rasprostranjena u Velikoj Britaniji, Belgiji, Njemackoj, Svi-
carskoj, Austriji, Madarskoj, Sloveniji, Hrvatskoj, Bosni i Hercegovini, Crnoj Gori,
Srbiji, Rumunjskoj, sjevernoj Turskoj, Albaniji, Makedoniji, Bugarskoj, Grékoj, Ita-
liji (uklju¢ujudi Siciliju), Francuskoj (uklju¢ujuéi Korziku), Spanjolskoj, te u Alziru i
Maroku. Na svim prirodnim nalazi$tima u Hrvatskoj zasti¢ena je Zakonom o zastiti
prirode od 1952. godine. Danas je jo$ rasprostranjena u gorskom podrudju isto¢ne,
sjeverne i zapadne Hrvatske: Pozeska kotlina, Kalnik, Ravna gora, Ivanscica, Strahin-
$¢ica, Medvednica, Samoborsko gorje, Klek, U¢ka te Velebit. Staniste su joj mezofilne
gorske bukove Sume, ali zalazi i u termofilno podrudje crnog i bijelog graba te u ter-
mofilne listopadne Sume (12, 13).
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Lovorasti likovac u nekim zemljama ima sposobnost brzog osvajanja novog Zivot-
nog prostora, zbog ¢ega moze postati i invazivni korov, ¢ije je Sirenje tesko kontroli-
rati. Pri tome mijenja kemiju tla i prirodnu floru. § druge strane, zbog sjajnog, zim-
zelenog lis¢a i mirisnih cvjetova, biljka se koristi kao ukrasna vrsta (14).

Iako su svi dijelovi toga grma otrovni, neki od toksi¢nih spojeva su proucavani
kao moguc¢i lijek za lije¢enje leukemije. U narodnoj su se medicini listovi lovorastog
likovca koristili kao emenagog, dok u ranim stadijima trudnoée listovi i kora biljke
djeluju kao abortiv, zbog ¢ega se ona &esto zloupotrebljavala. Listovi takoder pokazuju
purgativno djelovanje, a mogu posluziti i kao emetik. Poznata je primjena lovorastog
likovca i u lijeenju reume te koznih bolesti (5).

Pripadnici roda Daphne sadriavaju iritanse, kao §to su diterpeni (mezerein i daf-
netoksin), tricikli¢ki dafnin, te drugi kumarinski glikozidi koji mogu pridonijeti tok-
si¢nosti. Osim navedenih spojeva, iz vrsta roda Daphne takoder su izolirane sljedeée
tvari: vezikulozin, izovezikulozin, gniditrin, gnidicin, ekskoekariatoksin (diterpenska
struktura); umbeliferon; acetilumbeliferon; dafnoretiri; dafneticin, izodafneticin, daf-
netin, triumbelin, 7,8-dihidroksi-kromen-2-on i 7-hidroksi-8-metoksikumarin (kuma-
rinski spojevi); luteolin, orijentin, izoorijentin, apigenin-7-@-glukozid, genkvanin,
5-@-beta-D-primeverozil genkvanine, 2,5,7,4-tetrahidroksiizoflavanol i hesperidin
(flavonoidi), te B-sitosterol (steroidni spoj) (15-19). Mnoge od tih tvari imaju razli-
¢ite terapijske u¢inke: antimalarijski, analgeti¢ki, protuupalni (20, 21), antimikrobni
(19), antioksidativni i antinociceptivni (22, 23), kao i potencijalno terapeutsko dje-
lovanje na karcinome dojke i plu¢a (24, 25). Posljednjih desetlje¢a fenolne tvari pri-
vlate veliku pozornost javnosti i bude znatan interes svjetske znanosti zbog svojih
povoljnih zdravstvenih u¢inaka kao antioksidansa. Osobito se velika vaznost pridaje
istrazivanju flavonoida radi potencijalnih profilakti¢kih i terapeutskih u¢inaka na raz-
licite bolesti, s posebnim naglaskom na njihovom antioksidativnom, antimikrobnom,
antiviralnom, antiangiogeniékom, imunomodulatornom, protuupalnom i antitumor-

skom djelovanju (26-34).

U okviru ovoga rada provedena je kvalitativna analiza bioloski aktivnih spo-
jeva (flavonoida, trjeslovina, kumarina, saponina, triterpenskih spojeva i sterola) u
vodeno-alkoholnim ekstraktima lista, stabljike i korijena crvenog i lovorastog likovca,
kao doprinos fitokemijskim istrazivanjima roda likovac.

EKSPERIMENTALNI DIO

Biljni materijal

Istrazivanju su podvrgnuti na zraku osuseni uzorci lista, stabljike i korijena crve-
nog likovea (Daphne cneorum L.) i lovorastog likovea (D. laureola L.), skupljeni u
rujnu 2009. godine na podruéju Ostrca u Samoborskom gorju, odnosno Gornjeg
Jelenja. Identifikacija biljnog materijala i utvrdivanje morfoloskih obiljezja provedeni
su na Zavodu za farmaceutsku botaniku Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveu-
&ilidra u Zagrebu, usporedbom s dostupnim literaturnim podacima (35, 36).
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Kvalitativna analiza flavonoida

Kvalitativna analiza flavonoida provedena je primjenom tankoslojne kromato-
grafije (TLC). U radu su primijenjene staklene kromatografske ploce veli¢ine 20 cm
x 20 cm, s tankim slojem Kieselgela GO F,s4. Biljni su uzorci pripravljeni pojedina¢-
nom ekstrakcijom 0,1 g praskaste droge (list, stabljika i korijen) s po 2 mL metanola,
tijekom 10 minuta na vodenoj kupelji zagrijanoj na 60 °C. Ispitivanje prisutnosti
flavonoida provedeno je u mobilnoj fazi sastavljenoj od smjese otapala: etil acetat —
mravlja kiselina — ledena octena kiselina — voda (100:11:11:27, V/V). Nakon prskanja
Naturstoff-reagensom i 5 %-tnom etanolnom otopinom polietilenglikola 4000 (NST/
PEG), kromatogrami su promatrani pod UV zra¢enjem na valnoj duljini od 365 nm
(37, 38). Za dobivanje referentnih kromatograma pripremljene su metanolne otopine
standarda (1 mg/mL) sljede¢ih flavonoida i fenolnih kiselina: kvercetina, kvercitrina,
hiperozida, rutina, naringenina, naringina te klorogenske i kavene kiseline.

Kvalitativna analiza kumarina

Dokazivanje kumarina provedeno je kemijskom reakcijom s 1 M natrijevim
hidroksidom i metodom tankoslojne kromatografije (TLC). Za kemijsku reakciju
dokazivanja kumarina pojedina¢no se ekstrahira po 0,2 g pulveriziranih listova, sta-
bljika i korijena crvenog i lovorastog likovca s 5 mL 70 %-tnog metanola te filtrira.
Filtrati se potom zaluZze s nekoliko kapi 1 M natrijeva hidroksida i promatraju pod
UV zradenjem na valnoj duljini od 365 nm. Zutozelena fluorescencija ukazuje na
prisutnost kumarinskih spojeva. TLC analiza kumarina provedena je u prethodno
opisanom kromatografskom sustavu za dokazivanje flavonoida, uz detekciju na UV-

254 nm i UV-365 nm (38).

Kvalitativna analiza saponina i triterpena

Dokazivanje saponina i triterpena provedeno je metodom tankoslojne kromato-
grafije (TLC). U radu su koristene staklene kromatografske ploce velicine 10 cm x 20
cm, s tankim slojem Kieselgela 60 F,54. Metanolni ekstrakti pripreme se pojedinac-
nom ckstrakcijom 1 g pulveriziranih listova, stabljika i korijena analiziranih biljnih
vista s po 10 mL 70 %-tnog metanola na vodenoj kupelji, uz povratno hladilo, u
trajanju od 30 minuta. Bistri se filtrati upare do suha, a ostatak otopi u malo meta-
nola. Po 20 pL metanolne otopine nanese se na tanki sloj adsorbensa. TLC-odjelji-
vanje pojedinacnih tvari postize se primjenom mobilne faze u sastavu: kloroform —
metanol - voda (64:50:10, V/V), a njihova se detekcija provodi prskanjem kromato-
grama reagensom (smjesa 5 mL klorsulfonske kiseline i 10 mL ledene octene kiseline,
uz oprezno hladenje), te grijanjem kromatograma nekoliko minuta na 105 °C (38).

Kvalitativna analiza sterola i triterpenskih kiselina

Metanolni ekstrakti lista, stabljike i korijena crvenog i lovorastog likovca, pri-
premljeni prethodno opisanim postupkom ekstrakcije saponina, podvrgnu se TLC-
odjeljivanju. U radu su koristene staklene kromatografske ploce veli¢ine 10 cm x 20 cm.
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Kao stacionarna faza primijenjen je adsorbens Kieselgel 60 Fys4, a kao mobilna faza
benzen i aceton u omjeru 9:1 (V/V). Detekeija sterola i triterpenskih kiselina provodi
se prskanjem kromatograma klorsulfonskom kiselinom, uz zagrijavanje nekoliko minuta

na 105 °C (38).

Kvalitativna analiza trjeslovina

Priprava ekstralaa

U prah se samelje po 0,5 g listova, stabljika i korijena vrsta Daphne cneorum i D.
laureola te pojedina¢no ekstrahira 15 minuta s 50 mL destilirane vode, u tikvici s
povratnim hladilom, u kipué¢oj vodenoj kupelji. Ohladeni ekstrakti se profiltriraju i
primijene u sljedeéim ispitivanjima.

Opce reakeije s metalnim solima i Zelatinom
1. Dvije kapi 5 %-tne otopine zeljezova(Ill) klorida dodaju se u 2 mL filtrata.
2. U 2 mL filtrata dodaju se 2-3 kapi 1 %-tne otopine Zeljezova(I1l) amonijeva sulfata.
3. U 5 mL filtrata doda se 0,5 mL 10 %-tne otopine olovova acetata.
4. U 2 mL filtrata uliju se 2 mL 1 %-tne otopine Zelatine.

Dokazivanje kondenzivanih trjeslovina

U 6 mL pojedinog biljnog ekstrakta doda se po 3 kapi otopine formaldehidai 6
kapi 10 %-tne klorovodi¢ne kiseline. Sadrzaj se ugrije do vrenja, ohladi i profiltrira, a
potom se filtar papir ispere s 1 mL tople vode. Dokaz kondenziranih trjeslovina pred-
stavlja talog na filtar papiru koji je netopljiv u toploj 5 %-tnoj otopini kalijeva hidro-
ksida.

Dodatni dokaz prisutnosti kondenziranih trjeslovina predstavlja pozitivni vani-
linski test. U 1 mL ekstrakta doda se 2 mL 1 %-tne otopine vanilina u koncentriranoj
klorovodi¢noj kiselini, a pozitivnu reakciju predstavlja nastanak crvenog obojenja

(37).

Dokazivanje trjeslovina koje hidvolizivaju

U 5 mL filtrata, dobivenog u prethodnoj reakciji taloZenja kondenziranih trje-
slovina s formaldehidom i klorovodi¢nom kiselinom, doda se 1 g natrijeva acetata
(bez potresivanja epruvete), a zatim 1 mL 1 %-tne otopine Zeljezova(IlI) amonijeva
sulfata. U prisutnosti trjeslovina koje hidroliziraju javlja se ljubicasti prsten na mjestu

prikladnog pH (39, 40).

REZULTATI I RASPRAVA

Rezultati kvalitativne analize flavonoida i kumarina

Otopine standarda (kvercetin, kvercitrin, rutin, hiperozid, naringenin, narin-
gin, klorogenska i kavena kiselina) te ispitivani metanolni ekstrakti listova, stabljike i
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korijena crvenog i lovorastog likovca analizirani su primjenom kromatografske meto-
de na tankom sloju Kieselgela 60 F,s4, uz razvija¢ etil acetat — mravlja kiselina — lede-
na octena kiselina — voda (100:11:11:27, V/V). Detekcija je provedena prskanjem
NST/PEG reagensom, nakon ¢ega su kromatogrami vizualizirani pod UV zracenjem
na 254 nm i 365 nm.

Prema boji fluorescencije i odgovarajué¢im R vrijednostima, moze se pretposta-
viti da narandaste zone pripadaju flavonoidnim spojevima, a plave zone spojevima
kumarinske strukture i fenolnim kiselinama. Dobiveni kromatogrami flavonoidnih i
srodnih tvari iz crvenog i lovorastog likovca prikazani su na slici 7a. i 7b., a pripada-
juée Ry vrijednosti kromatografskih mrlja donosi tablica 1.

<+— 254am

Clo Kav  Q Rut K S L Que Hyp Nar Narg

Slika 7a. Kromatogram flavonoida i fenolnih kiselina u metanolnim ekstraktima korijena (K), stabljike (S) i lista (L)

crvenog likovca (Daphne cneorum L.). Poredbene tvari: Clo ~ klorogenska kiselina; Kav — kavena kiselina; Q ~

kvercetin, Rut — rutin; Que ~ kvercitrin; Hyp ~ hiperozid; Nar — naringin; Narg — naringenin; Mobilna faza: etil

acetat - mravlja kiselina — ledena octena kiselina - voda (100:11:11:27, V/V); Stacionarna faza: Kieselgel 60
F254; Detekcija: NST/PEG i UV-365 nm/254 nm.
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Clo Kav  Q Rut K Que Hyp Nar  Narg

Slika 7b. Kromatogram flavonoida i fenolnih kiselina u metanolnim ekstraktima korijena (K), stabljike (S) i lista

(L) lovorastog likovca (Daphne laureola L.). Poredbene tvari: Clo — klorogenska kiselina; Kav — kavena kiselina; Q

- kvercetin, Rut — rutin; Que — kvercitrin; Hyp — hiperozid; Nar — naringin; Narg - naringenin; Mobilna faza: etil

acetat — mravlja kiselina — ledena octena kiselina — voda (100:11:11:27, V/V); Stacionarna faza: Kieselgel 60
F254; Detekcija: NST/PEG i UV-365 nm/254 nm.

Za crveni likovac (D. cneorum) uocena je velika sli¢cnost medu kromatogramima
ckstrakata stabljike i korijena, gdje je postignuto razdvajanje osam plavo obojenih
zona razlic¢itih intenziteta, $to ukazuje na raznolikost spojeva kumarinske strukture i
fenolnih kiselina. Takoder je detektirana jedna narancasta zona (Ry: = 0,96), koja prema
boji i Ry vrijednosti odgovara aglikonu kvercetinu. Suprotno tome, na kromatogramu
ckstrakta lista nisu uocene plave zone u podru¢ju nizih Ry vrijednosti. U tom su eks-
traktu detektirane Cetiri narancaste zone (Rp: vrijednosti: 0,19; 0,31; 0,69 i 0,96), za
koje se pretpostavlja da su flavonoidi kvercetinskog aglikona. Prema dobivenim Ry
vrijednostima, tri zone nisu odgovarale primijenjenim flavonoidnim standardima,
osim zone Ry vrijednosti 0,96 koja odgovara kvercetinu. S obzirom na literaturne
podatke (19), u nekim je vrstama roda Daphne od flavonoida prisutan takoder luteolin
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koji s NST/PEG reagensom daje narancastu boju, ali je literaturna Ry vrijednost
luteolina u primijenjenom kromatografskom sustavu oko 0,54, a niti jedna naranca-
sta zona u ispitanim biljnim uzorcima nije tome odgovarala. Jednako tako, s obzirom
na nedavno objavljene rezultate o sadrzaju ukupnih flavonoida (koji se izrazava kao
sadrzaj kvercetina) u istrazivanim vrstama roda Daphne (41), za pretpostaviti je da
neidentificirane narancaste zone pripadaju flavonoidima kvercetinskog aglikona.
Sukladno literaturnom izvoru (42), koji za isti TLC sustav na R = 0,64 navodi klo-
rogensku kiselinu, moze se pretpostaviti da bi plavo obojene zone prisutne na kroma-
togramima svih ekstrakata u podruéju oko te Ry: vrijednosti (R = 0,63) mogle pripa-
dati upravo toj fenolnoj kiselini. Srodna kavena kiselina se u istom kromatografskom
sustavu detektira kao svijetloplava zona na Ry = 0,90, no ona nije zabiljezena u ispita-
nim biljnim uzorcima (43, 44). S obzirom na to da su kumarinski spojevi zastupljeni
u vrstama roda likovac (15, 41), kromatogram je promatran i pod UV zradenjem na
254 nm. Za sve analizirane uzorke uoceno je gasenje fluorescencije karakteristiéno za
kumarine, a Ry: vrijednosti su se kretale oko 0,5.

Na kromatogramu ekstrakata lovorastog likovca postignuto je razdvajanje veéeg
broja naranéastih i plavo obojenih zona razlicitih intenziteta. Na osnovi boje i fluores-
cencije moze se pretpostaviti da narancaste zone pripadaju flavonoidnim spojevima, a
plave zone spojevima kumarinske strukture, fenilkarboksilnim kiselinama i/ili irido-
idima. Uocena je izrazita sliénost izmedu pojedinih zona detektiranih na kromato-
gramima ckstrakea lista i ekstrakta stabljike, $to pretpostavlja da su oba dijela biljke
podjednako bogata flavonoidima (naranéaste zone). Jedinu razliku predstavljaju plave
zone s Ry:vrijednostima 0,66 i 0,73, koje su uocene na kromatogramu stabljike i kori-
jena, a nema ih u ekstrakeu lista. Na kromatogramu ekstrakta stabljike postiglo se
razdvajanje najveceg broja zona, $to upucuje na najvecu raznolikost spojeva u odnosu
na ostale ispitivane biljne organe. S obzirom na najveéi udio plavo obojenih zona
razli¢itih intenziteta, mogude je pretpostaviti postojanje siroke lepeze spojeva kuma-
rinske strukture u stabljici lovorastog likovca. Od analiziranih biljnih organa, korijen
je bio najsiromasniji ispitivanim skupinama spojeva, pri ¢emu su dominirali oni kuma-
rinske strukture. Na kromatogramu ekstrakta korijena uoc¢ene su identi¢ne zone kao
i na kromatogramu ekstrakta stabljike (Ry: vrijednosti: 0,56; 0,61; 0,66; 0,73 i 0,99),
uz jedinu razliku svijetlo Zute zone Ry vrijednosti 0,80, koja nije detektirana ni u listu,
niti u stabljici. Nepolarnim aglikonima, kvercetinu i/ili naringeninu, odgovaraju naran-
castozute zone Ry vrijednosti 0,99 koje su zabiljezene u sva tri ispitana ekstrakta.
Zona standarda naringina (R} = 0,69) poklapa se sa sli¢nim zonama u uzorcima eks-
trakta lista i stabljike. Pretpostavlja se da bi plavo obojene mrlje prisutne na kromato-
gramima ekstrakata stabljike i korijena u podrucju Ry vrijednosti 0,66 mogle pripa-
dati poredbenoj klorogenskoj kiselini (R = 0,65). Srodna kavena kiselina (R}: = 0,92)
nije potvrdena u analiziranim ekstraktima vrste D. laureola. Prisutnost kumarinskih
spojeva potvrdena je za sve ispitane ekstrakte lovorastog likovca, u istom kromato-
grafskom sustavu, karakteristi¢nim gaSenjem fluorescencije pripadaju¢ih kromato-

grafskih zona (R;: = 0,56, UV-254 nm).
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Tablica 1. A; vrijednosti kromatografskih zonaflavonoidai fenolnih kiselina u ekstraktima korijena, stabljike i lista
crvenog likovca (Daphne cneorum L.) i lovorastog likovea (0. faureola L.), te poredbenih tvari: klorogenska kiselina
(Clo), kavena kiselina (Kav), kvercetin (Q), rutin (Rut), kvercitrin (Que), hiperozid (Hyp), naringin (Nar) i naringenin
(Narg), u razvijacu etil acetat ~ mravlja kiselina — ledena octena kiselina —voda (100:11:11:27, V/V).

Daphne cneorum L.

Korijen  Stabljika List Clo Kav Q Rut Que Hyp Nar Narg
duljina puta mobilne faze (b} = 14,3 cm
R, vrijednosti

1 0,17 0,17 -
2 - - 0,19
30,29 0,29 P
4 - - 0,31
5 0,39 0,39 -
6 0446 0,46 -

(254 nm) (254 nm)
7 0,51 0,51 0,50 0,63 090 096 0,46 0,86 0,67 0,69 0,99

(254 nm) (254 nm) (254 nm)
8 0,58 0,58 0,58
9 0,63 0,63 0,63
16 0,66 0,66 -
11 - - 0,69
12 - - 0,82
13 096 0,96 0,96

Daphne laureola L.
Korijen  Stabljika List Clo Kav Q Rut Que Hyp Nar Narg
duljina puta mobilne faze (b) = 14,2 cm
R vrijednosti

1 - 0,11 0,11
2 - 0,21 0,21
3 - 0,37 0,37
4 - 0,41 0,41
5 - 0,47 0,47
6 0,56 0,56 0,56
7 - 0,58 0,58
8 0,6l 0.61 0,61 0,65 092 097 047 0,86 0,67 0,69 0,99
9 0,66 0,66 -
10 - 0,69 0,69
11 0,73 0,73 -
12 0,80 - -
13 - 0,85 0,85
14 0,99 0,99 0,99

240



R. Jurigi¢ Grubesic, M. Tekli¢, S. Kursar, D. Kremer, J. Vukovi¢ Rodriguez, M. Randic: Kvalitativna fitokemijska karakterizacija
crvenog likovca {Daphne cneorum L.) i lovorastog likovea (O faureolal..), Farmaceutski glasnik 69, 4/2013

Dodatna potvrda prisutnosti kumarina dobivena je zaluzivanjem metanolno-
vodenih ekstrakata (70:30, V/V) lista, stabljike i korijena crvenog i lovorastog likovca
s 1 M natrijevim hidroksidom i promatranjem pod UV-365 nm. U svim je ekstrak-
tima uocena intenzivna zutozelena f‘]uorescencija, Sto predstavlja dokaz prisutnosti
kumarinskih spojeva.

Rezultati kvalitativne analize saponina i triterpena

Metanolni ekstrakti listova, stabljike i korijena crvenog i lovorastog likovca ana-
lizirani su metodom tankoslojne kromatografije. Odjeljivanje tvari postignuto je na
tankom sloju adsorbensa Kieselgela 60 F,s4, u mobilnoj fazi: kloroform — metanol -
voda (64:50:10, V/V). Detekcija razvijenih kromatografskih zona provedena je prska-
njem klorsulfonskom kiselinom i zagrijavanjem na 105 °C. Dobiveni kromatogrami
prikazani su naslici 8a. i 8b., a pripadajuée Rp vrijednosti u tablici 2.

U primijenjenom l(romatografskom sustavu, nepolarni triterpeni putuju visoko
pa se moze pretpostaviti da im pripadaju ljubicaste i smede zone Ry vrijednosti 0,97 i
0,98 na kromatogramima dobivenim za crveni i lovorasti likovac. Triterpenske kise-
line, oleanolna i ursolna kiselina, prema literaturnim podacima (43) u navedenom
kromatografskom sustavu imaju Ry vrijednost 0,89. Dakle, moze se pretpostaviti da
se detektirane ljubi¢astosmede zone (R = 0,91 i 0,92) u ekstraktima korijena, stab-
ljike i listova vrste D. cneorum i D. laureola odnose upravo na oleanolnu i/ili ursolnu
kiselinu. Identi¢ne kromatografske zone uoéene su na kromatogramima ckstrakata

K S L K S L

Slika 8a. Kromatogram saponina i triterpena u meta- Slika 8b. Kromatogram saponina i triterpena u meta-

nolnim ekstraktima korijena (K), stabljike (S) i lista (L) nolnim ekstraktima korijena (K), stabljike (S) i lista (L)

crvenog likovca (Daphne cneorum L.). Stacionarna lovorastog likovca (Daphne laureola L.). Stacionarna

faza: Kieselgel 60 F254; Mobilna faza: kloroform —  faza: Kieselgel 60 F254; Mobilna faza: kloroform -

metanol - voda (64:50:10, V/V); Detekcija: klorsul- metanol — voda (64:50:10, V/V); Detekcija: klorsul-
fonska kiselina, zagrijavanje na 105 *C. fonska kiselina, zagrijavanje na 105 °C.
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korijena i stabljike obje biljne vrste. Saponinske komponente dokazane su u svim
analiziranim ekstraktima kao smede zone Ry vrijednosti 0,63 i 0,64. Ekstrakti listova
u oba likovca bogatiji su ispitivanim spojevima, $to potvrduje detekcija dodatnih
kromatografskih zona, u odnosu na ekstrakte korijena i stabljike (D. cneorum: Ry =
0,47 1 0,54; D. laureola: Ry: = 0,84). Saponinski standard s literaturnom Ry vrijedno-

$¢u 0,32 u primijenjenom TLC sustavu (43) nije detektiran niti u jednom analizira-

nom biljnom uzorku.

Tablica 2. A; vrijednosti kromatografskih zona saponina i triterpena u ekstraktima korijena, stabljike i lista
crvenog likovca (Oaphne cneorum L.) i lovorastog likovea (D. faureola L.) te poredbenih tvari: saponinski standard
(S), oleanolna kiselina () i ursolna kiselina (U), u razvijaéukloroform — metanol - voda (64:50:10, V/V).

Daphne cneorum L.

Korijen Stabljika List S (liter.) 0 (liter.) U (liter.)
duljina puta mobilne faze (b) = 14,1 cm
R; vrijednosti
1 - - 0,47
2 - - 0,54
3 0,63 0,64 0,64
4 0,70 0,71 0,70 0,32 0,89 0,89
5 0,91 0,91 0,91
6 0,97 0,97 0,97
Daphne laureola L.
Korijen Stabljika List S (liter.) 0 (liter.) U (liter.)
duljina puta mobilne faze (b} = 14,2 cm
R; vrijednosti
1 0,63 0,63 0,63
2 0,81 0,81 0,81
3 - - 0,84
4 0,87 0,88 0,88 0,52 0,89 0,89
5 0,92 0,92 0,91
6 0,98 0,97 0,97

Rezultati kvalitativne analize sterola i triterpenskih kiselina

Steroli i triterpenske kiseline u metanolnim ekstraktima listova, stabljike i kori-
jena crvenog i lovorastog likovca analizirani su na tankom sloju adsorbensa Kieselgela
60 Fs4, u mobilnoj fazi benzen — aceton (9:1, V/V). Detekcija je provedena prska-

njem kromatograma klorsulfonskom kiselinom, uz zagrijavanje nekoliko minuta na
105 °C. Dobiveni kromatogrami prikazani su na slici 9a. i 9b., a pripadajuce Ry: vri-

jednosti u tablici 3.
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Slika 9a. Kromatogram sterola i triterpenskih kise-

lina u metanolnim ekstraktima korijena (K), stabljike

(S) i lista (L) crvenog likovca (Daphne cneorum L.).

Poredbena tvar: bS — b-sitosterol; Stacionarna faza:

Kieselgel 60 F254; Mobilna faza: benzen — aceton

(9:1, V/V); Detekcija: klorsulfonska kiselina, zagrija-
vanje na 105 °C.

Slika 9b. Kromatogram sterola i triterpenskih kise-

lina u metanolnim ekstraktima korijena (K), stabljike

(S) i lista (L) lovorastog likovca (Daphne laureola L.).

Poredbena tvar: bS — b-sitosterol; Stacionarna faza:

Kieselgel 60 F254; Mobilna faza: benzen — aceton

(9:1, V/V); Detekcija: klorsulfonska kiselina, zagrija-
vanje na 105 °C.

Na kromatogramu dobivenom za oba likovca isti¢u se hidrofilne smede zone
koje su zaostale na startnoj liniji (vjerojatno Se¢erne komponente). Osim toga, kro-
matografiranjem ckstrakta korijena lovorastog likovca nije dokazana niti jedna druga
sastavnica, dok je u ekstraktima stabljike i lista te biljne vrste detektirano jo$ nekoliko
kromatografskih zona (stabljika: R = 0,46 i R: = 0,53; list: R: = 0,55). Detektirana
svijetloljubicasta zona (R = 0,46) odgovara poredbenom fitosterolu, B-sitosterolu.

Na kromatogramu ekstrakta lista crvenog likovca detektirano je najvise ljubica-
stosmedih zona, dok je korijen bio najsiromasniji analiziranim spojevima. Uoéena je
sli¢cnost kromatograma lista i stabljike crvenog likovca, osim $to je za uzorak lista
utvrdena prisutnost dodatne tri ljubi¢astosmede mrlje (Ry vrijednosti: 0,14; 0,61 i
0,806). Svijetlosmede zone detektirane u sva tri ekstrakta na polozaju R = 0,95 (eks-
trake korijena) i R = 0,96 (ekstrakti stabljike i lista) predstavljaju jako lipofilne kom-
ponente. Svijetloljubicasta kromatografska zona Ry vrijednosti 0,47 u sva tri ekstrakta
odgovara poredbenom B-sitosterolu.

Rezultati kvalitativne analize trjeslovina

Prisutnost trjeslovina u vodenim ekstraktima listova, stabljike i korijena crvenog
i lovorastog likovca dokazana je op¢im reakcijama s metalnim solima i Zelatinom.

Dodatkom zeljezova(lll) klorida u vodene ekstrakte crvenog likovca, u uzorku
korijena nastalo je smede obojenje, u ekstraktu stabljike maslinastozeleno, dok se u
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Tablica 3. R; vrijednosti kromatografskih zona sterola i triterpenskih kiselina u ekstraktima korijena, stabljike i
lista crvenog likovca {Daphne cneorum L) i lovorastog likovca (. laureola L.) te poredbenih tvari: [3-sitosterol
(BS). oleanolna kiselina (0) i ursolna kiselina (U), u razvijatu benzen — aceton (3:1, V/V).

Daphne cneorum L.
Korijen Stabljika List BS 0 U
duljina puta mobilne faze {b) = 14,4 cm
R, vrijednosti

1 0,02 0,02 0,01

2 - - 0,14

3 - 0,21 -

4 0,26 0,27 0,25

5 - - 0,29

6 - 0,32 - 0,47 0,26 0,26
7 - - 0,35

8 0,47 0,47 0,47

9 - - 0,61
10 - - 0,86
11 0,95 0,96 0,96

Daphne laureola L.
Korijen Stabljika List BS 0 U
duljina puta mobilne faze (b) = 14,0 cm
R. vrijednosti

1 0,01 0,01 0,01

2 - 0,46 -

3 3 0,53 3 0,46 0,26 0,26
4 - - 0,55

ekstraktu lista javilo tamnozeleno obojenje. U sva tri uzorka obojenje je bilo jako
intenzivno i jednakog intenziteta. U reakciji sa zeljezovim(I1I) amonijevim sulfatom
u ekstraktu korijena razvilo se smede obojenje, u ekstraktu stabljike maslinastozeleno,
a u ekstrakeu lista tamnozeleno obojenje. U sva tri uzorka obojenje je bilo jednakog
intenziteta. Nakon dodatka olovova acetata, u ekstraktu korijena uoceno je nastajanje
narancastozutog pahuljastog taloga, a u ekstraktima stabljike i lista nastao je zut talog.
Od toga je najintenzivnije obojenje i talog uoceno u ekstrakeu korijena, zatim u uzorku
lista, a najslabije u ekstrakeu stabljike. U reakciji sa Zelatinom, u sva tri ekstrakta pri-
mijeéeno je blijedozuto zamudenje i talog, od ¢éega je u ekstraktu korijena ono bilo
najintenzivnije, potom u ekstraktu lista, a najslabije u ekstraktu stabljike. Dodatkom
formaldehida i klorovodi¢ne kiseline nastao je talog koji je netopljiv u otopini kalijeva
hidroksida. Taloga je najvise bilo u ekstraktu korijena, zatim u ekstrakeu stabljike, a
najslabije u ekstraktu lista. Time su dokazane kondenzirane trjeslovine u svim uzorcima
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crvenog likovca, potvrdene takoder u reakcijom s vanilinom i koncentriranom kloro-
vodi¢nom kiselinom. U filtrat koji se dobio u reakeiji talozenja kondenziranih trjeslo-
vina s formaldehidom i klorovodi¢nom kiselinom pojavio se plavi prsten u svim ana-
liziranim uzorcima nakon dodatka natrijeva acetata i zeljezova(Ill) amonijeva sulfata.
Tim reakcijama su dokazane trjeslovine koje hidroliziraju, s tim da su reakcije bile
intenzivnije za ekstrakte stabljike i korijena, $to ukazuje na veci udio ispitivanih tvari
u tim biljnim organima vrste D. creorum.

Za uzorke lovorastog likovca utvrdeno je da dodatkom Zeljezova(IIl) klorida u
vodeni ekstrake lista nastaje tamnozeleno obojenje, s ekstraktom stabljike zelenkasto-
smede, dok se u ekstraktu korijena javila zelenkastosmeda boja i zamudenje. U reak-
ciji sa Zeljezovim(III) amonijevim sulfatom razvilo se maslinastozeleno obojenje u sva
tri uzorka, a najintezivnije je bilo ono u ekstraktu korijena. Nakon dodatka olovova
acetata, u svim ekstraktima uoceno je nastajanje tamno narancastog pahuljastog taloga,
koji je bio intenzivniji u ekstraktima stabljike i korijena. Vrlo blago zamuéenje otopine
(nesto jace u ekstraktu korijena) pojavilo se u reakeiji sa zelatinom. Dodatkom for-
maldehida i klorovodi¢ne kiseline primije¢eno je zelenkasto zamuéenje u vodenim
ekstraktima stabljike i korijena, a plavi prsten pojavio se u svim analiziranim uzor-
cima nakon dodatka natrijeva acetata i zeljezova(Ill) amonijeva sulfata (dokaz trjeslo-
vina koje hidroliziraju). Navedenim reakcijama dokazana je prisutnost trjeslovina u
svim analiziranim ekstraktima lovorastog likovca, ali su reakcije bile intenzivnije za
ckstrakte stabljike i korijena, $to dokazuje ve¢i udio trjeslovina u tim biljnim orga-
nima. Dodatna potvrda prisutnosti kondenziranih trjeslovina u lovorastom likovcu
dobivena je samo za uzorke korijena i stabljike (pozitivni vanilinski test), dok se u
uzorcima lista nije razvilo crveno obojenje.

ZAKLJUCAK

Primjenom metode tankoslojne kromatografije (TLC) dokazana je prisutnost
polifenolnih i kumarinskih spojeva u metanolnim ekstraktima listova, stabljike i kori-
jena crvenog likovca (Daphne cneorum) i lovorastog likovea (D. laureola). Uzorci kori-
jena i stabljike crvenog likovca pokazali su veliku sli¢nost s obzirom na razvijene kro-
matografske zone, od kojih je najvise plavih zona razlic¢itog intenziteta (fenolne kiseline
i kumarinski spojevi) te narancasta zona koja odgovara flavonoidnom aglikonu kver-
cetinu. Uzorak lista crvenog likovca bio je bogatiji narancastim flavonoidnim kom-
ponentama (vjerojatno flavonoidi kvercetinskog aglikona). Za lovorasti je likovac na
kromatogramu uocdena znatna sli¢nost uzorka lista i stabljike, dok je korijen bio naj-
siromasniji analiziranim spojevima, pri ¢emu su dominirali oni kumarinske strukeure.
Na kromatogramu ekstrakta stabljike vrste D. laureola postiglo se razdvajanje najve-
¢eg broja zona, $to upuuje na najvecu raznolikost spojeva u odnosu na ostale ispiti-
vane biljne organe. S obzirom na najve¢i udio plavo obojenih zona razli¢itih intenzi-
teta, moguce je pretpostaviti postojanje Siroke lepeze spojeva kumarinske strukture,
fenolnih kiselina i/ili iridoida u stabljici lovorastog likovca. Prisutnost kumarinskih
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spojeva u obje ispitane vrste likovaca potvrdena je karakteristi¢cnim gasenjem fluores-
cencije pripadaju¢ih kromatografskih zona pod UV-254 nm, te izravnim promatra-
njem zaluzenih metanolno-vodenih ekstrakata pod UV-365 nm, uz nastanak zutoze-
lene fluorescencije.

Metodom tankoslojne kromatografije potvrdena je takoder prisutnost saponin-
skih i triterpenskih tvari u obje istrazivane vrste. Uzorci listova bili su bogatiji anali-
ziranim spojevima u odnosu na stabljike i korijen oba likovca. U svim je uzorcima
dokazana oleanolna i/ili ursolna kiselina.

Tankoslojnom kromatografijom odijeljeni su steroli i triterpenske kiseline, a pri-
sutnost poredbenog fitosterola (B-sitosterola) dokazana je u svim uzorcima crvenog
likovca te u stabljici lovorastog likovca.

Op¢im reakcijama stvaranja obojenih produkata i taloga u svim su ekstraktima
crvenog i lovorastog likovca dokazane trjeslovine koje hidroliziraju, dok prisutnost
kondenziranih trjeslovina nije bila potvrdena samo u uzorcima listova lovorastog
likovca.

Rezultati dobiveni u okviru ovoga rada pokazali su raznolikost bioloski aktivnih
tvari u crvenom i lovorastom likovcu, posebice u grupi kumarinskih spojeva, a time i
znatan fitoterapijski potencijal. Bududi da je njima srodan obi¢ni likovac (D. meze-
rewm) u proslosti imao vaino mjesto u puckoj medicini, razvojem novih analiti¢kih
metoda i suvremenih istrazivanja u podruéju biljnih citotoksi¢nih lijekova, uskoro bi
se mogle oéekivati nove znanstvene spoznaje o bioaktivnim tvarima i bioloskim ucin-
cima srodnih biljnih vrsta iz zanimljivog i kompleksnog roda Daphne L.
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