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Sastav aminokiselina u zeleni kicice (Centaurii herba)
i zeleni stolisnika (Millefolii herba)
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Amino acids in Lesser centaury (Centaurii herba)
and Yarrow (Millefolii herba)

Sum mary-Inthe ethanolic extract of the Lesser centaury <*Eentaurii herba (Cen-
taurium erythraca Rafn., Gentianaceae) following amino acids were identified: Lysine
(Lys), Glutamine (Gln), Serine (Ser), Threonine (Thr), Valine (Val) and Leucine (Leu).
In the ethanolic extract of the Yarrow-Millefolii herba (Achillea millefolium L., Astera-
ceae) following amino acids were identified: Glutamine (Gln), Glutamic acid (Glu),
Serine (Ser), Threonine (Thr), Proline (Pro), Tyrozine (1yr), Valine (Val), Phenylalani-
ne (Phe) and Leucine (Leu).

Investigation of the composition amino acids was carried with thin layer chromatog
raphy method (TLC). R,valuesof the identified amino acid were compared with the R

A
values of amino acids in the standard solutions.

(‘Department of Medical Biochemistry and Haematology, Faculty of Pharmacy and
Biochemistry, University of Zagreb, Croatia and 2Department of Molecular medicine,
Institute »Rugjer BoSkovié«, Zagreb, Croatia).

UvVOD

Kic¢ica (Centaurium erythraea Rafn. Gentianaceae) (Slika 1.)

Botanicki podaci:

Kicéica je jednogodi$nja ili dvogodi$nja biljka. Formira fino, njezno korije-
nje koje se plitko ukorijenjuje. Stabljika je ¢etverouglasta, u gornjem dijelu
obilno razgranjena. Pri dnu formira rozetu krupnih, ovalnih listova, dok su
vr$ni listovi uzi.i malo usiljeni. RuZziCasti se cvjetovi razvijaju u cvat pri vrhu
stabljike. Raste u gotovo cijeloj Evropi, sjevernoj Africi te zapadnom dijelu
Azije (la).

Kemijski sastav:

U zeleni kicice dokazane su gorke tvari (centapikrin, svertiamarin, sve-
rozid gentiopikrozid). Droga sadrzi 0.4% flavonoida, metoksiliranih derivata
ksantona npr. metilbelidifolin, triterpene i sterole.
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Slika 1.: Zelen kicice (Centaurii herba)

Djelovanje i primjena:

Zbog sadrzaja gorkih tvari rabi se za stimulaciju apetita i sekreciju zelu-
¢anog soka (kroni¢na dispeptiéna stanja i ahilija). U narodnoj medicini
upotrebljava se kao roborans i tonik (2a). U novije vrijeme na Zivotinjskom
modelu dokazano je da kiéica ima protuupalni ué¢inak (zbog visokog sadrzaja
fitosterola), a opisan je i njezin antioksidativni uéinak te povoljno djelovanje
pri poviSenoj tjelesnoj temperaturi. Za taj pozitivan uéinak odgovorne su po-
larne supstancije ¢iji identitet jo§ nije u potpunosti poznat (3).

Stolisnik (Achillea millefolium L., Asteraceae) (Slika 2.)

Botanicki podaci:

Stolisnik je viSegodi$nja biljka. Stabljika izraste iz vodoravno poloZenog
podanka. Listovi su viSestruko perasto razdijeljeni. Na vrhu se stabljike na-
laze u gustim nakupinama sitne glavice jezicastih, bijelih ili ruzicastih cvje-
tova. Stolisnik raste gotovo po cijeloj Europi, u velikom dijelu Azije, u Sjever-
noj Americi, Novom Zelandu i juznoj Australiji (1b).
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Slika 2.: Zelen stolisnika (Millefolii herba)

Kemijski sastav:

Sadrzi 0.2-1.0 % eteriénog ulja, koje moze, ali i ne mora sadrzavati ka-
mazulen (ovisno o broju kromosoma — samo tetraploidne biljke sadrze kama-
zulen, a veéina ostalih kariotipova ne). Kod biljaka koje ne sadrze kamazu-
len, sastav eteri¢nog ulja je sljedeéi: monoterpeni (linalol), seskviterpeni,
kamfor (18%), sabinen (12%), 1,8-cineol (10%), izoartemisia — keton (9%) i o
— pinen (9%). Eteri¢no ulje koje sadrzi kamazulen ima slijedeéi sastav: mono-
terpeni, seskviterpeni, kamazulen (25%), B-pinen (23%), kariofilen (10%) i
a-pinen (5%). Kao jedan od proazulena identificiran je ahilicin (8-acetok-
si-artabsin). Ostale prisutne tvari: guaianolidi 2,3-dehidrodezacetoksi — i
8-dezacetil-matricin i leukodin, 3-oksaguaianolidi 8-acetil i 8-angeloilege-
loid, gernakranolidi milefin, dihidropartenolidi, balhanolid-acetat, flavonoi-
di apigenin i glikozil-flavoni (svertizin, vicenin-2 i 3-), fenolna kiselina i ste-
roli, cis- i trans-matrikaria ester.

Djelovanje i primjena:

Zelen stolisnika upotrebljava se kao antiflogistik, spazmolitik, karmina-
tiv 1 kolagog ponajvie zbog sadrzaja kamazulena i flavonoida. Upotrebljava
se 1 za poboljSanje apetita, a vodeni i eterski ekstrakti posjeduju antimikrob-
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ni uéinak. U narodnoj medicini upotrebljva se kao hemostiptik — pri krvare-
nju zbog hemeroida, menstrualnih poteskoéa i sliéno (2b). Upotrebu stolisni-
ka u zaraStavanju rana te spazmoliti¢ki i antiflogisti¢ki uéinak opisali su
Orth i suradnici, 1994. godine (4). U znanstvenoj literaturi opisan je hipogli-
kemijski uéinak vrste Achillea fragrantissima (5).

MATERIJALI

A) Biljni materijal

Materijal za ispitivanje sastojao se od sasusene i usitnjene zeleni kidice
(Centaurii herba) i zeleni stolisnika (Millefolii herba), sabranih u srpnju
1999. godine u okolici Zagreba, a identifikacija biljnog materijala provedena
je ispitivanjem vanjske grade skupljenih uzoraka (6a,b).

B) Etanolni ekstrakti ispitivanih droga

Za pripremu etanolnog ekstrakta navedenih droga primjenjena je meto-
da maceracije. Biljni materijal je osuSen i usitnjen. Po 7 g svake droge potop-
ljeno je u 100 mL 60% etanola i ostavljeno 10 dana (uz svakodnevno muéka-
nje) u tamnoj boci na sobnoj temperaturi i tlaku. Nakon 10 dana tako
dobiven ekstrakt je filtriran. Bistri filtrat sluZio je kao uzorak za kromatog-
rafsko ispitivanje.

C) Standardi aminokiselina

Standard aminokiselina 1. sadrzi aminokiseline: histidin (His), glutamin
(Gln), glicin (Gly), treonin (Thr), alanin (Ala), valin (Val), leucin (Leu).

Standard aminokiselina 2. sadrzi aminokiseline: lizin (Lys), serin (Ser),
glutaminsku kiselinu (Glu), tirozin (Tyr) i fenilalanin (Phe).

Standard aminokiselina 3. sadrzi aminokiseline: cistein (Cis), lizin (Lys),
treonin (Thr), prolin (Pro), fenilalanin (Phe).

Standardi 1., 2. i 3. pripremljeni su tako da je po 10 ug svake aminokise-
line odvagano i otopljeno u 100 mL destilirane vode. Tako dobivene radne
otopine razrijedene su neposredno prije primjene u omjeru 1:2 s destiliranom
vodom.

D) 0.5%-tna otopina ninhidrina

0.5 g ninhidrina p.a. je odvagano i otopljeno u smjesi jednakih dijelova
acetona i propanola.

METODE

Tankoslojnu kromatografiju (KTS) upotrijebili smo kao test za kvalita-
tivno dokazivanje sastava aminokiselina u ispitivanim drogama.
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Slika 3.: Kromatogram aminokiselina zeleni kidice
(Centaurii herba) i zeleni stolisnika (Millefolii herba).

Kao stacionarna faza rabljene su staklene ploce s tankim slojem celuloze
(Merck), kao mobilna faza upotrijebljena je smjesa otapala: n-butanol : ace-
ton : octena kiselina : voda (35 : 35 : 10 : 20 V/V/V/V). Na staklenu plo¢u
naneseno je po 2 pL svake otopine radnog standarda i 10 pL etanolnog ek-
strakta svake ispitivane droge.

Nakon zavr§etka separacije aminokiselina na K'TS, vizualizacija razdvo-
jenih aminokiselina provedena je s otopinom ninhidrina i usporedena sa
standardima koji sadrze mjeSavinu aminokiselina. Nakon prskanja kroma-
tograma otopinom ninhidrina plo¢a kromatograma zagrijana je na 80 °C tije-
kom 10 minuta nakon ¢ega se pojavljuju ruzi¢asto obojene vrpce. U reakciji
aminokiseline s ninhidrinom bitno je naglasiti da obojeni produkt sadrzi
samo atom a-dusika iz originalne molekule aminokiselina (7). Slijed reakcija
je nize naveden:

— ninhidrin + aminokiselina — hidrindantin + aldehid + CO4 + NH;4

— ninhidrin + NH; + hidrindatin — obojeni produkt (ruzi¢asta boja).

REZULTATI I RASPRAVA

Etanolni ekstrakt zeleni ki¢ice (Centaurii herba) i zeleni stolisnika (Mil-
lefolii herba) ispitan je na sadrzaj pojedinih aminokiselina tankoslojnom
kromatografijom. Nakon vizualizacije kromatograma otopinom ninhidrina
dobivene su ruziéasto obojene vrpce aminokiselina.
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Tablica 1.
Rt vrijednosti poredbenih aminokiselina (standard aminokiselina)
i Ri vrijednosti aminokiselina u pojedinim ekstraktima droga

Aminokiselina Rf vrijednost poredbenih Rf vrijednost aminokise- Rf vrijednost aminokise-
aminokiselina lina u ekstraktu zeleni lina u ekstraktu zeleni
(standard kicice stolisnika (Millefolii her-
aminokisetina) (Centaurii_herba) ba) -

Cistein (Cis) 0.08 = =

Histidin (His) 0.15 =

Lizin (Lys) 0.17 0.17 -

Glutamin (Gln) 0.29 0.30 0.29

Serin (Ser) 0.32 0.33 0.33

Glicin (Gly) 0.36 - -

Treonin (Thr) 0.42 0.42 0.40

Gl kiselina (Glu) 0.43 - 0.43

Alanin (Ala) 0.48 - -

Prolin (Pro) 0.51 - 0.51

Tirozin (Tyr) 0.56 - 0.57

Valin (Val) 0.67 0.67 0.64

Fenilalanin (Phe) 0.72 - 0.72

Leucin (Leu) 0.80 0.79 0.78

Odjeljivanjem mobilnom fazom n-butanol:aceton:octena kiselina:voda
(85:35:10:20 V/V/V/V) u etanolnom ekstraktu zeleni kiéice (Centaurii herba)
uoceno je 6 vrpci, a u etanolnom ekstraktu zeleni stolisnika (Millefolii herba)
9 vrpci (Slika 3.). Pojedine Ry vrijednosti sastavnica ekstrakta i Ry vrijed-
nosti poredbenih aminokiselina prikazane su u Tablici 1.

Usporedbom Ry vrijednosti sastavnica ekstrakta s Ry vrijednostima po-
redbenih supstancija u zeleni ki¢ice (Centaurii herba) vidljivo je da sadrzi
sljede¢e aminokiseline: lizin (Lys), glutamin (Gln), serin (Ser), treonin (Tre),
valin (Val) 1 leucin (Leu). Usporedbom Rp vrijednosti sastavnica ekstrakta s
Rp vrijednostima poredbenih supstancija u zeleni stolisnika (Millefolii her-
ba) kako se vidi iz Slike 3. i Tablice 1. prisutne su slijedom odozdo prema
gore slijedeée aminokiseline: glutamin (Gln), serin (Ser), treonin (Thr), glu-
taminska kiselina (Glu), prolin (Pro), tirozin (Tyr), valin (Val), fenilalanin
(Phe) i leucin (Leu).

Dobiveni rezultati pokazuju da se u zeleni razliéitih biljaka nalaze razli-
¢ite aminokiseline.

ZAKLJUCAK

Metodom tankoslojne kromatografije dokazano je da etanolni ekstrakt
zeleni kicice (Centaurii herba) sadrzi slijedece aminokiseline: lizin (Lys), glu-
tamin (Gln), serin (Ser), treonin (Tre), valin (Val) i leucin (Leu), a u etanol-
nom ekstraktu zeleni stolisnika (Millefolii herba) tom je metodom dokazana
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prisutnost slijedeéih aminokiselina: glutamin (Gln), glutaminska kiselina
(Glu), serin (Ser), treonin (Thr), prolin (Pro), tirozin (Tyr), valin (Val), fenila-
lanin (Phe) i1 leucin (Leu).

R¢vrijednosti dobivenih aminokiselina u pojedinim drogama odgovaraju
R vrijednostima poredbenih aminokiselina

Dakle, iako je koli¢ina suhog biljnog materijala u poéetku pokusa bila
identi¢na za obje ispitivane droge (7 g/100 mL 60% EtOH), iz dobivenih se re-
zultata mozZe zakljuéiti da navedene droge imaju razli¢it sastav i koli¢inu po-
jedinih aminokiselina.
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