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hfo STRUCNI RADOVI

Prosudba kakvoce sluznih droga

VESNA MILIN" i DANICA KUSTRAK

Farmaceutsko-biokemijski fakultet
Sveucilista u Zagrebu, Zagreb

UVOD

Biljne vrste porodice Malvaceae i Plantaginaceae daju veci broj oficinal-
nih i neoficinalnih droga. Monografije oficinalnih droga nalaze se u svim no-
vijim farmakopejama, uklju¢ujudéi i europsku farmakopeju (Ph.Eur.). Neofici-
nalne droge ulaze u sastav nekih ljekovitih oblika, a vrlo su cijenjene u
puckoj medicini (1).

Farmakologki te su droge svrstane u skupinu mucilaginoza, droga sa
sluznim polisaharidima. Mucilaginoza pokazuju zastitni u¢inak na sluznicu.
Oni djeluju osim toga protuupalno. Bubrenje u prisutnosti vode dovodi do
uguséenja crijevnog sadrzaja. U literaturi je opisano i imunostimulirajuce
djelovanje sluznih polisaharida (2). Postoje brojni znanstveni radovi o kvali-
tativnom i kvantitativnom sadrzaju tih tvari u biljci tijekom vegetativnog
razvoja (3,4). Rezultati tih istrazivanja su pokazali, da je sadrzaj polisahari-
da veéi u jesenjim mjesecima, nego u proljetnim (5).

Prosudivanje kakvoce sluznih droga prema farmakopejskim propisima
provodi se metodama koje mjere fizikalno-kemijska svojstva polisaharida, a
to su viskozitet i svojstvo bubrenja. Postoji i histokemijsko dokazivanje sluz-
nih stanica u mikroskopskom preparatu.

Svrha naseg rada bila je odrediti koli¢inu sluzi u uzorcima biljnog ma-
terijala s raznih lokaliteta, metodama koje propisuju farmakopeje za sluz-
ne droge. Rezultati istrazivanja trebali su pokazati koliko koli¢ina droge
upotrebljene za odredivanje, kao i vrijeme bubrenja (4 h ili 6 h), odnosno
prethodno vlaZenje biljnog materijala etanolom ili acetonom utjeéu na broj
bubrenja.

* Dio teksta je iz Diplomskog rada Vesne Milin mr.pharm.
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EKSPERIMENTALNI DIO

A. Biljni materijal

Prosudba kakvoée provedena je na uzorcima:

a) Uzorci skupljeni na podruéju Zadra ljeti od lipnja do kolovoza:
1. Malvae silvestris flos et folium — crni sljez
2. Malvae arboreae flos (Alceae roseae flos) — trandovilje
3. Plantaginis folium — trputac

b) Uzorci skupljeni na podrudju Imotskog (13. lipnja):
1. Malvae silvestris flos et folium

¢) Uzorci skupljeni na podruéju Miholjanec-Virje (obronci Bilogore — 22.
kolovoza):
1. Malvae alceae flos, folium et fructus — oStrolisti sljez

d) Uzorci iz prometa (farmaceutska industrija):
1. Plantaginis ovatae semen — indijski trputac
2. Plantaginis ovatae testa — episperm sjemena

.B. Analiticke metode

1. Odredivanje broja bubrenja

Broj bubrenja se u farmakopejama definira kao broj ml koje zauzima 1 g
droge sa sluzima nakon bubrenja u vodi uz odredene uvjete. Ako za odrediva-
nje nije uzet 1 g droge, procitani volumen mora se prerac¢unati na 1 g.

Pojedine farmakopeje donose propise za odredivanje broja bubrenja uz
neke razlike, kojima je svrha Sto to¢nije ocitavanje izbubrene sluzi. Ph.Jug.
II. za prosudivanje kakvoée sluznih droga donosi samo monografiju Odredi-
vanje broja bubrenja, dok Ph.Jug. II1. (8-090) vrednuje droge sa sluzima od-
redivanjem relativne viskoznosti. Razlika u propisu u Ph.Jug. II. i Ph.Jug.
IV. (8-055) je u tome, $to ¢etvrta farmakopeja biljni materijal vlazi sa 1 ml
koncentriranog etanola, a zatim prelije sa 25 ml vode u propisanom cilindru.
Mucka se 1 sat, a zatim ostavi stajati 4 sata, nakon ¢ega se proéita volumen
droge zajedno sa sluzi.

Austrijska farmakopeja (OAB 9) propisuje za monografije Flos Malvae i
Folium Malvae koli¢inu od 1,0 g usitnjenog cvijeta ili lista, kojeg vlazi sa 1
ml acetona (R). Tijekom prvog sata stajanja biljni se materijal povremeno
protresa, ali ne previse snazno (za razliku od drugih farmakopeja). Nakon 4
sata stajanja oéita se volumen droge s otopljenom sluzi.

Njemacka farmakopeja 9 i 10 (1991) odreduju broj bubrenja sa 1,0 g ¢ita-
ve droge, ili prema propisu u monografiji usitnjene, koja se prije dodatka 25
ml vode navlazi sa 1,0 ml 96%-tnog etanola. Tijekom prvog sata droga se sva-
kih 10 min snazno muéka, a zatim ostavi stajati 3 sata.

Ph.Helv.VI. propisanu koli¢inu droge prelijeva sa 25 ml vode, a zatim u
vremenu 1 sata snazno mucka svakih 10 min. Nakon stajanja od 6 sati od-
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redi se broj bubrenja. Ako je odredivanje izvedeno s koli¢inom manjom od 1,0
g droge, ofitani se volumen prera¢una na 1,0 g.

Ph.Eur. 2 takoder definira broj bubrenja kao volumen u mililitrima kojeg
zauzima 1 g droge sa sluzi, nakon bubrenja u vodi kroz 4 sata.

1,0 g droge, cijele ili usitnjene, prema propisu Ph.Eur.2 u monografiji,
navlazi se sa 1,0 ml alkohola (R) i doda 25 ml vode. Mucka se svakih 10 min
kroz 1 sat, a zatim ostavi stajati 3 sata.

Kao broj bubrenja uzima se srednja vrijednost od najmanje 3 istodobna
mjerenja.

2. Odredivanje viskoznosti

Viskoznost se definira kao trenje izazvano gibanjem molekula unutar te-
kuéine. Vrijednost za viskoznost u farmakopejama odnosi se na relativnu
viskoznost. Relativna viskoznost oznacéuje odnos brzine protjecanja tekuéine
(ekstrakta droge) i brzine protjecanja jednakog volumena vode na propisanoj
temperaturi.

3. Histokemijske reakcije

Te reakcije u propisu farmakopeja sluze za dokazivanje prisutnosti i ut-
vrdivanja lokalizacije djelatnih ili karakteristiénih sastojaka droga.

Dokazivanje sluznih stanica u mikroskopskom preparatu osniva se na fi-
zikalnim i kemijskim svojstvima. Sluzni polisaharidi mogu se bojiti bazié¢nim
bojama, kao $to su metilensko plavilo ili rutenium crvenilo. Kad se preparat
stavi u metilenplavilo (r.o.) te nakon 15 min oprezno opere 50%-tnim etano-
lom da se osnovno tkivo obezboji, sluz ostaje obojena izrazito plavo. Dokazi-
vanje sluzi pomoéu tusa osniva se na pojavi da tus ne ulazi u stanice sa sluzi,
ve¢ se u mikroskopskoj slici vide svijetlije zone izbubrene sluzi na tamnoj
podlozi. Dokazivanje stanica sa sluzi moZe se izvesti i pomocu otopine tioni-
na. 1 kap otopine tionina doda se suhom preparatu, ostavi stajati 15 min, a
zatim preparat opere etanolom. Sluzi se oboje ljubiéastocrveno. Pri tome ce-
lulozne i lignificirane staniéne stijenke oboje se plavo ili plavoljubiéasto.

Ph.Eur. 4. 2. u monografiji Althaeae folium i ulomku Identifikacija, do-
nosi tekst koji se odnosi na mikroskopsko dokazivanje sluzi pomoéu otopine
rutenium crvenila. U fragmentima parenhima stanice sa sluzi oboje se na-
rancastocrveno.

REZULTATI I RASPRAVA

Pojedine farmakopeje u monografijama sluznih droga razli¢ito definiraju
vrstu ili dio biljke koji ¢ini drogu. Tako OAB 9 propisuje da drogu Malvae flos
tvore osuseni cvjetovi vrste Malva silvestris L. subsp. mauritiana (L.) As-
cherson et Graebner, a drogu Malvae folium osuseni listovi jo$ i vrste Malva
neglecta Wallroth.

Neki komercijalni standardi prisutnost cvjetova srodnih vrsta (Malva
neglecta Wall. i Althaea rosea (L.) Cav) u izvoznom uzorku cvijeta crnog slje-
za — Malvae flos/Mallow flower smatraju falsifikatima. Kod uzorka Althaeae
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folium/Marshmallow leaf upuéuju na falsifikat ako se nadu listovi koji pripa-
daju vrsti Lavatera thuringica (Malvaceae) (Slika 1).

Propis u austrijskoj farmakopeji za odredivanje broja bubrenja kod dro-
ga-cvjetova odnosi se na uzorke cvjetova bez ¢aske (tezina ¢aske prema latica-
ma je 1:2). U tom se sluéaju postizu gotovo dvostruke vrijednosti. Franz (5) je
odredivao kolié¢inu sluzi u pojedinim organima bijelog i crnog sljeza i na8ao da
cvjetovi crnog sljeza (Citavi) sadrze 6,1% sluzi, a bez éaske (samo latice) 8,9%.

Propis u Ph.Jug. II, kao i u Ph.Helv. VI, za odredivanje broja bubrenja
zahtijeva da se droga prelije destiliranom vodom, bez prethodnog kvaSenja
acetonom ili koncentriranim etanolom. Pri tom se biljni materijal najéesce
podijeli u dva dijela, Sto otezava o€itavanje volumena droge i sluzi. Do odva-
janja dolazi uvijek, i kad se voda dodaje postupno, u malim obrocima i uz
stalno muckanje. U postupku odredivanja broja bubrenja prema propisu
OAB 9, biljni se materijal navlazi acetonom prije dodavanja vode. Bez tog
vlaZenja ne bi se moglo odrediti broj bubrenja kod droga-cvjetova, jer dijelovi
latica plivaju na povrsini vode. Novije farmakopeje propisuju vlazenje bilj-
nog materijala koncentriranim etanolom, kako ne bi do$lo do razdvajanja u
dva ili viSe slojeva.

NaSa su odredivanja pokazala da su uzorci cvjetova crnog sljeza imali
najveci broj bubrenja kad su odredivani prema propisu u OAB 9, zatim pre-
ma propisu u Ph.Jug. IV. 1 DAB 9, a najmanji prema propisu u Ph.Jug. II. i
Ph.Helv. VI. (bez vlaZenja biljnog materijala). Prilikom odredivanja broja
bubrenja u uzorcima Malvae folium rezultati su bili obrnuti. MoZe se pret-
postaviti, da je doSlo do taloZenja sluzi dodatkom etanola (Tablica 1).

Kod uzorka Malvae arboreae flos koli¢ina upotrebljavana za odredivanje
bila je manja od farmakopejskog propisa; iznosila je 0,2 g. Koliéine od 1,0 g,
pa ¢aki 0,5 g, bile su prevelike pa je éitav cilindar bio ispunjen cvjetnom ma-

Tablica 1.

QOdredivanje broja bubrenja u uzorcima crnog sljeza — Maiva silvestris (ocitane vrijednosti)
Droga uzorak Ph. Jug. II. Ph.Jug. IV DAB 9 OAB 9 Ph. Helv. VI.
Malvae flos
a) uzorak 6.8 6.6 7.8 6.8 103 9.8 6.6 6.5
Zadar 0.2g 66 64 80 6.7 11.4 10.0 6.8 66

6.6 6.5 74 6.5 11.0 104 6.4 6.5
b) uzorak 80 78 9.3 638 13.1 13.0 7.0 6.8
Imotski 0.2g 86 8.0 88 78 135 13.2 7.4 7.2
88 84 98 76 13.8 12.8 7.4 7.8

Malvae folium
a) uzorak 16.2 13.8 14.8 14.0 15.8 15.2 15.4 15.0
Zadar 1.0 g 15.8 13.6 156 13.8 16.0 156 148 152
15.7 13.2 156 14.2 156 158 156 14.8
b) uzorak: 76 7.4 58 56 6.0 58 7.6 7.2
Imotski 0.5 g 74 75 64 6.2 6.6 6.2 78 76
73 7.6 6.8 6.0 6.2 6.0 7.8 7.4
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O Malva silvestris (Hegi)

Slika 1. Vrste porodice Malvacae; 1 — Malva moschata, 2 — Malva silvestris,
3 — Malva neglecta, 4 — Lavratera thuringica,; (iz Hegia)
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Tablica 2.
Odredivanje broja bubrenja u uzorcima:
1. trandovilie — Malva arborea, 2. trputac — Plantago lanceolata (ocitane vrijednosti)

%’ﬂ‘;‘ uzorak Ph. Jug. li. Ph.Jug. IV DAB 9 OAB 9 Ph. Helv. VI.

1. Malvae arboreae flos

a) uzorak 148 15.0 146 148 146 14.4 149 148

Zadar 0.2 g 15.0 152 14.8 15.0 15.0 14.8 152 15.4
15.0 1438 15.0 152 14.8 15.0 15.0 15.2

Plantaginis folium

a) uzorak: 11.2 108 11.4 122 116 108 1.8 115

Zadar 1.0 g 9.8 10.0 121 120 12.8 11.0 10.8 10.5
127 12.4 9.8 9.8 12 104 12.0 10.0

Tablica 3.

Odredivanje broja bubrenja u uzorcima ostrolisnog
slieza - Malva alcea (ocitane vrijednosti)

Uzorak droga Ph. Jug. li. Ph.Jug. IV DAB9  OAB 9 Ph. Helv. VI.

Uzorak: Miholjanec (Virje)

1. Malvae 6.8 6.9 70 741 70 72 6.8 6.6

alceae flos 029 70 6.8 72 69 78 7.0 70 68
66 6.8 69 7.0 74 7.0 72 6.8

2. folium 0.5 g 50 46 50 561 52 51 50 43
58 5.1 54 46 50 46 58 5.2
48 4.4 49 44 49 4.8 52 47

3. fructus 0.2 g 32 30 3.0 29 32 31 3.2 3.0
30 3.2 32 30 3.0 31 29 29
3.1 3.2 31 3.4 29 34 3.1 3.1

som. Ni nakon viSesatnog stajanja nije do§lo do odvajanja slojeva pa se nije
mogla oéitati vrijednost za broj bubrenja.

Literaturni podaci za Plantaginis lanceolatae folium/herba navode sadr-
zaj polisaharida od 2~-5% (7), ili ca. 6,5% (8). Prema tome bi broj bubrenja
imao nisku vrijednost. To nije u skladu s na8im rezultatima (Tablica 2).

Malva alcea nije oficinalna droga i u farmakognoziji se ne spominje ¢es-
to. Uzorak Malvae alceae flos imao je tek ne$to manji broj bubrenja od uzor-
ka Malvae silvestris (Tablica 3).

Razlika je zapaZena prilikom odredivanja prema propisu OAB 9. Razlog
je mozda u kemijskoj strukturi polisaharida.

Zahtjev Ph.Eur. 4.2. je da Plantaginis ovatae semen ne smije imati broj
bubrenja manji od 9, a Plantaginis ovatae seminis tegumentum manji od 40.
Uzorci indijskog trputca pokazali su da se radi o drogama visoke kakvoée
(Tablica 4).

Rezultati nasih odredivanja pokazali su da koli¢ina droge ima znacéajnu
ulogu. Bubrenje biljnog materijala u trajanju od 4 h ili 6 h ne pokazuje zna-
¢ajnije poviSenje vrijednosti broja bubrenja (Tablica 4).
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Tablica 4.

Odredivanje broja bubrenja u uzorcima: 1. Plantaginis ovatae semen

Droga uzorak Ph. \M I
1. Plantaginis ovatae semen
uzorak a) 128 132
1.0 g (4 h) 13.4 13.0
uzorak b) 16.0 15.8
1.0g (4 h) 156 15.2
1iDig (Bsh) 160 15.6
16.1 154
2. Plantaginis ovatae testa
uzorak a) 18.0 18.5
0.3g (4 h) 182 19.0
0.2g (4 h) _ _
uzorak b) 20.0 21.3
03g(4h) 202 19.8
0.3g(6h) 205 20.4
216 21.0

Odredivanje relativne viskoznosti (Ostwaldovim viskozimetrom)

Droga
Uzorak

Malvae flos uzorak:

a) 2g/100mL vode, 30'
b) isto

c) isto

Malvae folium uzorak:
a) 2g/100mL vode, 30'
b) isto

Plantaginis ovatae
semen uzorak:

a) 2g/100mt vode, 30'
b) isto
c) isto
d) isto

t

brzina protjecanja

vode (20°C)

41.50"
39.10"
40.06"

40.06"
41.50"

42.00"
50.90"
40.20"
41.50"

Ph.Jug. V. DAB 9

14.0
13.5
13.6
14.2
14.0
13.8

18.6
18.0
13.2
12.9
18.9
20.0
19.0
19.8

13.0
14.2
14.0
13.8
14.2
14.0

18.2
18.4
13.0
12.6
19.2
20.0
20.0
18.8

Tablica 5.

4
canja probe

71.80"
91.90"
79.60"

86.02"
87.20"

48.60"
42.00"
45.90"
45.65"

2. Plantaginis ovatae testa (ocitane vrijednosti)

Ph.Eur. 2

13.2
13.0
13.0
12.8
13.4
14.0

20.0
19.8
13.6
13.0
21.0
20.6
20.8
20.8

brzina protje-

13.4
13.2
13.2
13.0
13.8
13.8

19.6
19.4
13.8
13.2
20.0..
21.2
20.6
21.0

Ph. Helv. VI.

12.6
13.0
12.8
13.0
142
13.6

20.0
19.8

19.6
20.0
21.4
20.8

132
131
12.8
14.0
13.8
14.0

20.2
19.4

19.8
20.2
20.6
21.0

relativna viskoznost

t

71.80"
41.50"

86.02"
40.06"

48.60"
42.00"

ncSt

1.73
2.61
1.99

2.15
2.10

1.16
1.21
1.14
1.10

U svezi s odredivanjem relativne viskoznosti iz prakse su dosle primjed-
be da je maceracija droge od 30 minuta prekratko vrijeme za potpunu ek-
strakciju sluzi. Poveéano vrijeme maceriranja rezultira vrlo viskoznim otopi-
nama, a onda se javlja problem cijedenja (vata se slijepi; otezano koliranje).
Procijediti jedanput ili dvaput sigurno utjeée na brzinu protjecanja probe
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kroz kapilaru viskozimetra. Vrijeme protjecanja jako ovisi o temperaturi te-
kuéine, odnosno kupelji.

ZAKLJUCAK

Najveca vrijednost broja bubrenja za skupljene uzorke nadena je za cvi-
jet trandovilja — Malvae arboreae flos.

Cvjetovi vrsta porodice Melvaceae sadrze uvijek vise sluzi od listova (i
farmakopejski zahtjevi su u skladu s tim; OAB 9).

Za prosudbu sluznih droga predlazemo za Hrvatsku farmakopeju odredi-
vanje broja bubrenja prema propisu kojeg donosi Europska farmakopeja.

Evaluation of the drugs with mucilage
by M. Milin and D. Kustrak

Summary

Flowers and leaves of M alva silvestris, flowers of Malva arborea (Althaea rosea, Alcea
rosea), flowers, leaves and fruits of Malva alcea (Malvaceae), and leaves of Plantago
lanceolata (Plantaginaceae) were compared by determination of the swelling index
and viscosity of their mucilages.

The species of the family Malvaceae are know to contain large quantities of polysac-
charides. The acidic polysaccharides were isolated from the mucilages of leaves and
flowers, and were found to be composed mainly of glucuronic acid, galacturonic acid,
rhamnose and galactose.

The acidic polysaccharides were also isolated from the mucilage of leaves of Plantago
lanceolata, which are composed of galacturonic acid, galactose, arabinose, glucuronic
acid, glucose and rhamnose.

The swelling index was determined according to the Ph.Jug.Il. and IV, DAB 9, and
Ph.Helv.V], using 1.0 g, 0.5 g and 0.2 g of powdered material. In case of flowers of Al-
cea rosea, only 0.2 g of homogenized material was taken (with 1.0 g or 0.5 g values
larger than 25 were obtained); and the swelling index shown in Table 2 was calcula-
ted from 0.2 g values.

The swelling index of Ispaghula seed (Plantaginis ovatae semen) and Ispaghula husk
(Plantaginis ovatae seminis tagumentum or testa) were also determined according to
the Ph.Jugll. and IV, DAB 9, Ph.Eur. 2 and Ph.Helv. VI (Table 4).

Viscosity of the aqueous extracts was determined with a Oswald viscosimeter (Table 5).

Our investigastions showed mucilage from flowers of Alcea rosea to be superior to
mucilages from flowers and leaves from Malva silvestris and Malva alcea.

(Faculty of Pharmacy and Biochemistry, University of Zagreb, A. Kovaéi¢a 1, 10000
Zagreb, Croatia)
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