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hfo ZNANSTVENI RADOVI

Anatomska i fitokemijska karakterizacija vrsta
Satureja montana L. subsp. montana i
Satureja subspicata Bartl. ex Vis. subsp. liburnica

GORDANA STANIC, BILJANA BLAZEKOVIC, SANDA VLADIMIR KNEZEVIC
Zavod za farmakognoziju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu

Anatomical and phytochemical characterization of Satureja montana L.
subsp.montana i Satureja subspicata Bartl. ex Vis. subsp. liburnica

S umm ary- Specimes of Satureja montana subsp. montana and Satu-
reja subspicata subsp. liburnica from mountain Velebit were comparatively
analyzed regarding their anatomy and chromatographic features. Microscopi-
cal observation of their leaf section revealed the presence of papillose, unicellu-
lar and bicellular covering trichomes with warty walls as well as two types of
glandular trichomes that are characteristic for Lamiaceae family. Differences
of studied Satureja species are based on the structure of glandular trichomes,
pubescence density and the frequency of each trichome type as well. In contrast
to S. subspicata that has glabrous stem, the stem of S. montana is covered
with numerous unicellular and multicellular trichomes. Chemical analysis of
leaf extracts performed by thin layer chromatography showed the presence of
flavonoids, caffeic acid, rosmarinic acid, ursolic acid and monoterpene phenols
(thymol and/or carvacrol). It has been found that different chromatographic
features of flavonoid composition enable reliable characterization each of Sa-
tureja species studied.

(Department of Pharmacognosy, Faculty of Pharmacy and Biochemistry
University of Zagreb, Maruliéev trg 20/II, 10000 Zagreb, Croatia)

593



G.Stan'¢, B. Bazekovi¢, S. Vladimir Knezevi¢: Anatomska i fitokemijska karakterizacija vrsta
Saturejamontana L. subsp. montana i Satureja subspicata Barll. ex Vis. subsp. liburnica, Farm. Glas. 60, 12/2004

UvVOoD

Vrste Satureja montana L. (primorski, krski, bijeli vrisak) i Satureja sub-
spicata Bartl. ex Vis. (modri ili klasoliki vrisak) koje pripadaju porodici La-
miaceae, mediteranske su biljke i karakteristi¢ne sastavnice kraske flore.

Vrsta S. montana raste medu kamenjem i pukotinama stijena od obale pa
sve do 1400 m nadmorske visine (1). Biljka je polugrm (10-40 cm), uspravnih
ili povijenih granéica koje odrvenjuju, vitke su, tupo éetverobridne do gotovo
okrugle i obrasle finim dlakama (1, 2). Listovi su linearno kopljasti, bez izra-
zite peteljke, dugi 1-2 cm, Siroki 2-3 mm, debeli, pomalo kozasti i sjajni, usi-
ljenog vrha, obrasli Zljezdastim dlakama. Cvjetovi su na stapkama, dugi oko
1 cm. Po 3 do 7 cvjetova zdruZeno je u rahli metli¢asti cvat. Vjencié je bijele,
rjede crvenkaste boje, cijev je vjenéi¢a duZa od ¢éaske, a gornja usna okruglas-
ta i plosnata. Donja je usna nesto duza, s tri reznja, od kojih je srednji malo
nazubljen i s ljubi¢astim to¢kama. Cvate od kolovoza do listopada.

Satureje montane L.

Vrsta S. subspicata raste na sliénim mjestima kao i prethodna vrsta, vedi-
nom zdruZena s njom, no opcenito na viS§im poloZajima, od 200 do 1500 m nad-
morske visine (1). To je nizak, busenasti grmié (8—15 cm) éetverobridih, golih
grana. Listovi su linearno kopljasti, sli¢ni listovima prethodne vrste, samo su
na nali¢ju zljezdaste tocke, a najgornji ¢esto zavrSavaju bodljicom. Po 2 do 5
cvjetova zdruzeno je u kratki i gusti cvat poput klasa. Caska je veéinom ljubi-
caste boje, s istaknutim zilama. Vjencié je crvenoljubidast, gornja je usna
zaobljena, a donja s okruglim reznjevima i crvenoljubi¢astom Sarom. Cvate od
kolovoza do listopada.
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Satureja subspicata Bartl. ex Vis.

Veéina kemijskih istrazivanja Satureja vrsta odnosi se na analizu eteri¢-
nog ulja kojeg karakterizira varijabilnost sadrzaja i sastava. Eteri¢no ulje vr-
ste S. montana s podrudja nase zemlje pokazuje sljedecdi sastav, odnosno udio
glavnih komponenata: karvakrol 1/ili timol (50-60 %), p-cimen (2—20 %), ga-
ma-terpinen (2—15 %), bornilacetat (2-5%) (3, 4, 5). Vrsta S. subspicata sadrzi
znatno manju koli¢inu eteri¢nog ulja u odnosu na prethodnu vrstu, a glavne
komponente su: karvakrol (22 %), bornilacetat (14 %), timol (8 %), te metileu-
genol, terpinolen i kariofilen (po 6 %) (3).

Osim eteriénog ulja, za vrste roda Satureja karakteristi¢ne sastavnice su
flavonoidi, pretezito glikozidi luteolina i apigenina (6, 7) te lipofilni metoksi-
flavoni (8), potom ursolna, kavena i rozmarinska kiselina (9).

Listovi Satureja vrsta upotrebljavaju se u puckoj medicini kod probavnih
tegoba kao stomahik i karminativ, potom za izlu¢ivanje vode i znoja, protiv
kaslja i proljeva, za poticanje menstruacije i ja¢anje spolnog nagona. Znan-
stveno su dokazani antimikrobni (10, 11, 12), diuretski (13), antioksidativni
(14) i anti-HIV-1 uéinci (15).

Poredbena istrazivanja srodnih biljnih vrsta, podvrsta i varijeteta koris-
tan su doprinos botaniékoj taksonomiji polimorfnih rodova kao §to je rod Sa-
tureja, a istodobno njima se utvrduju identifikacijske odrednice onih biljnih
dijelova koji se, bilo kao uéinkovite droge, bilo patvorine, mogu naéi u sastavu
¢ajeva i drugih pripravaka. U ovome radu iznosimo rezultate ispitivanja ana-
tomskih obiljeZja te kromatografske analize bioaktivnih sastavnica vrsta S.
montana subsp. montana i S. subspicata subsp. liburnica.
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EKSPERIMENTALNI DIO

Biljni materijal

IstraZivanju su podvrgnuti na zraku osuseni vr$ni dijelovi biljnih vrsta
Satureja montana L. subsp. montana i Satureja subspicata Bartl. ex Vis. sub-
sp. liburnica s podrudja srednjeg Velebita.

Biljni materijal identificiran je na temelju morfoloskih obiljeZja, u uspo-
redbi s literaturnim podacima (1, 2).

Anatomska ispitivanja

Ispitivanja anatomskih obiljezja provedena su na popre¢nim i/ili povrsin-
skim prerezima lista i stabljike. Polutrajni mikroskopski preparati pripremlje-
ni su tako da su ruéno izradeni prerezi uklopljeni u kap glicerola i luZine na ob-
jektnom staklu, pokriveni pokrovnim staklom i kratko zagrijani na plamenu.
Mikroskopska analiza i snimanje prereza obavljeni su pomoéu svjetlosnog mik-
roskopa Olympus System Model BX50 povezanog s kamerom i ra¢unalom.

Kromatografska ispitivanja

Priprava ekstrakta

Ekstrakcija 1 g smljevenih listova provedena je zagrijavanjem s 10 mL
metanola na vodenoj kupelji uz povratno hladilo (15 minuta). Nakon hladenja
i filtriranja, obavljena je kvalitativna analiza bioaktivnih sastavnica ekstra-
kata metodom tankoslojne kromatogratfije.

Ispitivangje flavonoida

Metanolni ekstrakti kromatografirani su na tankom sloju Kieselgela 60
Fy54 uz pokretnu fazu etilacetat — mravlja kiselina — voda u volumnim omjeri-
ma 8:1:1 (16). Odijeljene supstancije detektirane su nakon prskanja kroma-
tograma modificiranim Naturstoff-reagensom (NST/PEG) promatranjem pod
UV svjetlom na 365 nm (17).

Ispitivanje fenolnih kiselina

Dokazivanje i karakterizacija fenolnih kiselina u metanolnim ekstrakti-
ma listova ispitivanih biljnih uzoraka provedeni su tankoslojnom kromato-
grafijom uz primjenu pokretne faze etilacetat -— octena kiselina 95:5 (V/V)
(18). Nakon prskanja NST/PEG reagensom, kromatogrami su promatrani pod
UV svjetlom (365 nm).

Ispitivanje triterpena i sterola

Prisutnost sterola i triterpena ispitana je odjeljivanjem metanolnih ek-
strakata na tankom sloju silikagela pomocu pokretne faze benzen — aceton 9:1
(V/V). Detekcija je provedena nakon prskanja kromatograma klorsulfonskom
kiselinom i zagrijavanja na 105 °C.
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Ispitivanje sastavnica eteriénog ulja

Za kromatografsku analizu sastavnica eteri¢nog ulja u metanolnim ek-
straktima primjenjena je pokretna faza toluen — etilacetat 93:7 (V/V), a za de-
tekciju reagens vanilin-sulfatna kiselina (17).

REZULTATI I RASPRAVA

Rezultati anatomskih ispitivanja

Mikroskopskom analizom popreénih prereza listova vrsta S. montana
(slika 1)1 S. subspicata (slika 2) uocena je atipiéna dorziventralna grada ka-
rakteristiéna za heliofitne vrste. Prema nali¢ju lista, uz gusti spuzvasti pa-
renhim, pojavljuju se slojevi kraéih palisadnih stanica. Epidermske stanice
obiju biljnih vrsta su poligonalne, imaju valovitu, ¢vorasto odebljalu stijenku
i ispruganu debelu kutikulu. U udubljenjima epiderme smjestene su viSesta-
ni¢ne zlijezde svojstvene biljkama iz porodice Lamiaceae. Male glavi¢aste Zli-
jezde, gradene od jednostani¢nog drska i jednostaniéne glavice (slika 3), nala-
zimo na listovima obiju vrsta, ali u veéem broju na listovima vrste S.
subspicata. Na povr§inskom prerezu lista vrste S. montana uoéen je veéi broj
velikih Zlijezda gradenih od drska i glavice s viSe od dvanaest Zlijezdanih sta-
nica koje formiraju rozetu (slika 4). Za razliku od navedenog, na listovima
vrste S. subspicata velike su Zlijezde znatno manje zastupljene, a glavica je
gradena od osam stanica. Puéi su diaciti¢ne (slika 5). Od ostalih epidermskih
tvorevina, na listovima obiju vrsta uofene su papile, te jednostaniéne i dvo-
staniéne dlake bradaviéaste kutikule (slike 6, 7 i 8). Medutim, zastupljenost

N
J_li‘.

Slike 1. Popreéni prerez lista vrste Slika 2. Popreéni prerez lista vrste
S. montana S. subspicata
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Slika 3. Mala zlijezda tipa Slika 4. Velika 2lijezda na listu
porodice Lamiaceae vrste S. montana

Slika 5. Diaciticne pudi Slika 6. Papile

pojedinih vrsta dlaka nije jednaka, pa se i to moze smatrati jo$§ jednim razli-
kovnim obiljezjem. Na listu vrste S. montana opaza se veéi broj jednostanié-
nih i dvostani¢nih dlaka, te manji broj papila, dok su na epidermi manje dla-
kavog lista vrste S. subspicata brojnije papile i jednostaniéne dlake.
Anatomska grada stabljika istrazivanih vrsta roda Satureja opéenito od-
govara gradi stabljike usnaca. Cetverobridnu stabljiku uévr§éuju Cetiri kolen-
himska rebra, koja su jace izrazena u vrste S. subspiceaia (slika 9). Za razliku
od gole stabljike vrste S. subspicata, na stabljici vrste S. montana uoéavaju se
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Slika 7. Jednostaniéna dlaka Slika 8. Dvostanicne dlake

brojne jednostani¢ne i viSestani¢ne pokrovne dlake s bradavicastom kutiku-
lom (slika 10).

Rezultati kromatografskih ispitivanja

Metodom kromatografije na tankom sloju silikagela provedena je kemij-
ska karakterizacija listova istrazivanih biljnih vrsta roda Satureja glede pri-
sutnostiflavonoida, fenolnih kiselina, triterpena i sterola te sastavnica eterié-
nog ulja.

Slika 9. Popreéni prerez stabijike vrste Slika 10. Poprecni prerez stabljike vrste
S. subspicata S. montana
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U metanolnim ekstraktima listova istrazivanih vrsta dokazana je prisut-
nost veéeg broja flavonoidnih glikozida kao i fenolne kiseline. Nakon prskanja
kromatograma NST/PEG reagensom i promatranjem pod UV svjetlom na 365
nm, uocene su fluorescirajuée narancaste i Zutozelene zone koje pripadaju
f]avonoidima, te svijetloplave i plavozelene zone fenolnih kiselina (slika 11).
Zutonarancasta zona Ry vrijednosti 0,61, koja odgovara poredbenoj supstan-
ciji luteolin-7-glukozidu, detektirana je u listovima obiju vrsta, dok je prisut-
nost apigenin-7-glukozida (Zutozelena zona, Rz=0,70) dokazana samo u vrsti
S. montana. Navedena vrsta sadrzi i jednu vrlo istaknutu naranéastu zonu
Ry vrijednosti 0,51. S druge strane, ekstrakt vrste S. subspicata posebice ka-
rakterizira prisutnost velike crvenoljubi¢aste zone (Rz=0,34) koja prema lite-
raturnim podacima odgovara eriocitrinu (17).

Na kromatogramu prikazanom na slici 11 takoder je vidljivo da obje vrste
sadrze sastavnicu plavozelene fluorescencije (Rz=0,95) koja se nalazi u po-
drudju kavene i ruzmarinske kiseline. Radi preciznije karakterizacije prove-
deno je odjeljivanje fenolnih kiselina pomoéu pokretne faze etilacetat — octena
kiselina (95:5). Na temelju karakteristi¢ne boje fluorescencije i Rf vrijednosti

SO SO ¥ 1S AL B — front

— 0.50

S N n S — —_— — start

R H SM SS A L

Stika 11. Kromatogram flavonoida vrsta S. montana i S. subspicata

Nepokretna faza: Kieselgel 60 Fyg,
Pokretna faza: etilacetat - mravlja kiselina - voda 8:1:1 (V/V/V)
Detekci ja: NST/PEG, UV-365 nm

SM - metanolni ekstrakt listova vrste S. montana

S8 - metanolni ekstrakt listova vrste S. subspicata

R —rutin (Rp=0,31), H - hiperozid (Rz=0,57),

A —apigenin-7 glukozid (Rg=0,70), L - luteolin-7-glukozid (Rz=0,61)
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dokazano je da istraZivane vrste sadrze i kavenu i ruZzmarinsku kiselinu.

Prisutnost triterpena i sterola u listovima vrsta S. montana i S. subspi-
cata takoder je kromatografski dokazana. Na tankom sloju adsorbensa odije-
ljeno je pet zona koje su se, nakon prskanja klorsulfonskom kiselinom i za
grijavanja u termostatu, obojile ljubiéasto. U oba ekstrakta dokazana je
prisutnost triterpenske kiseline (Ry=0,15) koja kromatografski odgovara ur-
solnoj kiselini, dok B-sitosterol nije detektiran.

U okviru kromatografskih ispitivanja provedena je i poredbena analiza
metanolnih ekstrakata listova vrsta S. montana i S. subspicata glede prisut-
nosti monoterpenskih fenolnih spojeva koji dolaze u sastavu eteri¢nih ulja
ovih vrsta. Za odjeljivanje je primijenjen sustav otapala toluen — etilacetat
(93:7), a za detekciju reagens vanilin — sulfatna kiselina. Na kromatogramu
ekstrakta vrste S. montana istice se crvenoljubiasta zona (Rp=0,64) u pod-
ruéju poredbenih supstancija timola i karvakrola, koji se uz primijenjene kro-
matografske uvjete ne mogu odijeliti. Prijasnja analiza sastava eteriénog ulja
vrste S. montana, provedena metodom plinske kromatografije, pokazala je da
je u toj frakeiji glavna komponenta karvakrol (3). Na temelju veliéine i inten-
ziteta obojenja te zone moglo se pretpostaviti da je sadrzaj ovih fenolnih spo-
jeva znatno manji u listovima vrste S. subspicata, $to je takoder u korelaciji s
rezultatima navedene analize.

U ekstraktima istrazivanih vrsta roda Satureja kromatografskim je ispi-
tivanjem dokazana prisutnost flavonoida, fenolnih kiselina, triterpenske ur-
solne kiseline i monoterpenskih fenola. S obzirom na razli¢ite kromatografske
slike flavonoidnih sastavnica, zaklju¢eno je da se upravo sustav za odjeljiva-
nje i detekciju tih spojeva moze primijeniti za identifikaciju listova, odnosno
dokazivanje u biljnim pripravcima vrsta S. montana i S. subspicata.

ZAKLJUCAK

Provedena su usporedna anatomska i kemijska ispitivanja vrsta Satureja
montana L. subsp. montana i Satureja subspicata Bartl. ex Vis. subsp. libur-
nica.

Mikroskopska analiza pokazala je da postoji velika sliénost anatomskih
obiljezja listova i stabljika. Uodene su razlike u relativnoj zastupljenosti poje-
dinih vrsta pokrovnih dlaka te gradi Zlijezda na listovima. Osim toga, za raz-
liku od gole stabljike vrste S. subspicata, stabljiku vrste S. montana prekri-
vaju brojne pokrovne dlake.

Utvrdeno je da se analizom flavonoidnih sastavnica u ekstraktima listova
mogu, na temelju karakteristi¢nih kromatograma, istrazivane vrste roda Sa-
tureja jednostavno i pouzdano razlikovati.
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