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hfc) ZNANSTVENI RADOVI

Usporedno fitokemijsko istraZivanje vrsta roda
Thalictrum L.: T. flavum L., T. foetidum L.,
T. lucidum L., T. simplex L.

SANDA VLADIMIR-KNEZEVIC! i TONI NIKOLIC?

'Zavod za farmakognoziju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u
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*Botanicki zavod Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveudilista u Zagrebu, Zagreb

Comparative phytochemical investigatiﬁ’n
of Thalictrum species: T. flavum L., T. foetidum L.,
T. lucidum L., T. simplex L.

S u mm ary- Comparative tnvestigation of biologically active compounds of Thalic-
trum species (T. flavum L., T. foetidum L., T. lucidum L. and T. simplex L.) was car-
ried out. Alkaloids, saponins, sterols, triterpenes, pyrogallol tannins, flavonoids and
phenolic acids were proved in the leaves of experimental cultivated plants from Croa-
tia, Finland, France, Germany, Italy and Sweden. Rutin, quercitrin, isoquercitrin,
chlorogenic, isochlorogenic and caffeic acids were identified in the methanolic extracts
of leaves. Variations in the composition of flavonoids and phenolic acids between the
tnvestigated plants as well as between different specimens of the same species were ob-
served.

(*Department of Pharmacognosy, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, University
of Zagreb, 10000 Zagreb, Croatia, and Department of Botany, Faculty of Science,
University of Zagreb, 10000 Zagreb, Croatia)

UvoD

Vrste roda Thelictrum L. (kozladice) iz porodice Ranunculeceae spominju
se u puckoj medicini mnogih naroda. Primjerice, u 18. i 19. stolje¢u Englezi,
Amerikanci i Rusi rabili su vrstu 7! flevum L. kao stomahik, purgativ, diure-
tik 1 sredstvo protiv groznice. Ruska pucka medicina preporucuje vrstu 7
minus L. za lijeCenje groznice i zmijskih ujeda. Kinezi su vrstom T. shensien-
se W. T. Wang & S. H. Wang lije¢ili bolesti dignog sustava. T’ foliolosum DC. i
druge srodne vrste primjenjivale su se u Indiji i Japanu u razlicite svrhe.
Rabljene su kao dijaforetici, antipiretici, stomabhici, tonici, purgativi, za po-
boljsanje teka, prociséavanje krvii tretiranje zmijskih ujeda, zatim, u lijece-
nju zutice, lepre, reumatizma, éireva, konjuktivitisa, gastritisa i muénina u
trudnodéi. Americki Indijanci u Nevadi primjenjivali su vrstu 7. fendleri En-
gelm. ex A. Gray u lijedenju prehlada i gonoreje, dok su drugi Indijanci neke
vrste roda Thelictrum rabili protiv zmijskih ujeda (1). Biljna vrsta 7. atriplex
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Finet et Gagnep. stari je kineski lijek za lijeCenje infektivnog hepatitisa,
Cireva, dizenterije i gastroenteralnih poremecaja (2).

Kemijska i bioloska istrazivanja vrsta roda Thalictrum obuhvatila su ug-
lavnom alkaloide, dok su drugi bioloski aktivni spojevi slabo zastupljeni. To
je potaknulo na istrazivanje sljedecih vrsta: Thalictrum flavum L. (Zuta koz-
laéica), 1" foetidum L. (smrdljiva kozladica), T’ lucidum L. (svjetlucava koz-
laica) i T. simplex L. (jednostavna kozlaéica).

Iz tih biljnih vrsta izoliran je i identificiran veliki broj monomernih i di-
mernih alkaloida (1, 3-16) za koje je utvrdeno da imaju hipotenzivni, spaz-
moliti¢ki, sedativni (1, 4), antimikrobni (4), antiviralni i imunostimulirajuéi
uinak (17). U vrsti T! foetidum identificirano je pet triterpenskih saponina
(18-22). Utvrdena je prisutnost flavonoidnih glikozida rutina i ramnetin-3-
-B-D-glukopiranozida, te flavonoidnih aglikona: kvercetina, kemferola i fla-
vescetina. Ti su aglikoni detektirani i u vrsti 70 flavum (23), za koju je doka-
zano da djeluje antioksidativno zbog sadrZaja a-tokoferola (24).

U ovom radu iznosimo rezultate usporednog fitokemijskog istrazivanja
navedenih vrsta roda Thalictrum koje su eksperimentalno uzgojene iz sje-
mena razlifitog europskog podrijetla. Kvalitativnu analizu alkaloida, sapo-
nina, triterpena, sterola, trjeslovina, flavonoida i fenolnih kiselina provodili
smo tankoslojnom kromatografijom te reakcijama stvaranja taloga i obojenih
produkata.

EKSPERIMENTALNI DIO

Ispitivani biljni materijal

Ispitani su na zraku osus8eni listovi eksperimentalno uzgojenih uzoraka
sljedeé¢ih vrsta roda Thalictrum L.: T. flavum L., T. foetidum L., T' lucidum
L. 1 T. simplex L (ukljufujuéi i nize svojte: subsp. boreale (F. Nyl.) A. & D.
Léve, subsp. gallicum (Rouy & Fouc.) Tutin. Biljke su uzgojene u Botani-
¢kom vrtu Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveudilista u Zagrebu. Ino-
zemni uzorci sjemena dobiveni su razmjenom izmedu navedenog botanickog
vrta i botanickih vrtova u Finskoj, Francuskoj, Italiji, Njemackoj i Svedskoj.

Biljni materijal sabran je u rujnu 1998. i identificiran u Zavodu za bota-
niku Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu. Ispitivani uzorci oz-
naceni su prema podrijetlu sjemena: fI(HR), fI(D) — hrvatski i njemacki uzo-
rak vrste T. flavum; fo(I), fo(D1), fo(D2) — talijanski i njemacki uzorci vrste 7.
foetidum; lu(HR), lu(D) — hrvatski i njemacki uzorak vrste 7. lucidum; s(S),
sb(SF), sg(F), — §vedski, finski i francuski uzorak vrste 7. simplex i pripada-
juéih nizih svojti (subsp. boreale, subsp. gallicum).

Metode i postupci ispitivanja

1. Dokazivanje alkaloida taloZnim reakcijama

Prisutnost alkaloida u listovima ispitivanih biljnih primjeraka dokazana
je reakcijama s Mayerovim reagensom [kalij-ziva(II)-jodid] i 10%-tnom ta-
ninskom kiselinom (25).
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2. Ispitivanje saponina tankos-
lojnom kromatografijom

Odjeljivanje saponinskih
supstancija iz metanolnih ek-
strakata listova ispitivanih bilj-
nih primjeraka provedeno je na
tankom sloju Kieselgela 60 Fosy
pomocéu pokretne faze klorofor-
m-metanol-voda u volumnim om-
jerima 64:50:10 (26a). Detekcija
je provedena prskanjem kroma-
tograma reagensom i zagrijava-
njem na 105 °C. Reagens je prip-
remljen mijeSanjem 5 mL
klorsulfonske kiseline s 10 mL
ledene octene kiseline uz oprezno
hladenje (27).

3. Ispitivanje sterola i triterpena
tankoslojnom kromatografijom

Dokazivanje i karakterizaci-
ja sterola i triterpena u metanol-
nim ekstraktima ispitivanih bilj-
nih  uzoraka provedena je
tankoslojnom  kromatografijom — Ee s
uz primjenu pokretne faze benze- Thalictrum flavum L.*
n-aceton 9:1 V/V i klorsulfonske
kiseline kao reagensa za detekci-
ju (28).

4. Dokazivanje trjeslovina reakcijama stvaranja obojenih produkata i taloga

Prisutnost trjeslovina u listovima ispitivanih biljnih vrsta dokazana je
opéim reakcijama sa sljedeéim reagensima: 5%-tnom otopinom Zeljezo(III)-klo-
rida, 1%-tnom otopinom Zeljezo(III)-amonij-sulfata, 10%-tnom otopinom olo-
vo-acetata i 1%-tnom otopinom Zelatine. Navedene reakcije te razluéne reak-
cije za dokazivanje kondenziranih trjeslovina i trjeslovina koje hidroliziraju
provedene su prema postupku opisanom u prethodnom radu (27).

5. Ispitivanje flavonoida tankoslojnom kromatografijom

Odjeljivanje flavonoida i srodnih spojeva iz metanolnih ekstrakata listo-
va provedeno je na tankom sloju Kieselgela 60 Fy54 pomoéu pokretne faze eti-
lacetat-mravlja kiselina-konc. octena kiselina-voda 100:11:11:27 V/V (26b).
Detekcija je provedena prskanjem kromatograma modificiranim Naturstoff-
-reagensom (NST/PEG) i promatranjem pod UV-svjetlom pri 365 nm (27).
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REZULTATI I RASPRAVA
1. Alkaloidi

U svim ispitanim uzorcima vrsta roda Thalictrum dokazana je prisut-
nost alkaloida. U reakcijama s Mayerovim reagensom nastali su svijetlos-
medi do smedi talozi, a u reakcijama s taninskom kiselinom svijetlosmeda
zamucenja i talozi.

2. Saponini

Prisutnost saponina u listovima ispitivanih biljnih vrsta dokazana je
metodom tankoslojne kromatografije. Na kromatogramu je uoceno pet odije-
ljenih supstancija koje su se s klorsulfonskom kiselinom obojile smede i lju-
biéasto (Slika 1.). U svim uzorcima isticala se smeda saponinska zona 5 (Rg=
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Slika 1. Kromatogram saponina iz listova vrsta: Thalictrum flevum L.,
T foetidum L., T. lucidum L. i T. simplex L.
Nepokretna faza: Kieselgel 60 Fasq4
Pokretna faza: kloroform-metanol-voda 64:50:10 V|V
Detekcija: klorsulfonska kiselina, 105 °C
Metanolni ekstrakti listova ispitivanth vrsta
razliditog europskog podrijetla: fi(HR), fi(D) — 1. flavum (Hrvatska,
Njemadka); fo(Dy), fo(D2), fo(D) — T! foetidum (Njemacka, Italija);
lu(HR), lu(D) — T. lucidum (Hrvatska, Njemacka), s(S) — T. simplex
(Svedska); sb(SF) — T. simplex subsp.boreale (Finska); sg(F) — T. simplex
subsp. gallicum (Francuska)

Poredbene supstancije: s — S-sitosterol, SS — saponinski standard,
O - oleanolna kiselina
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0,36) te ljubicasta zona 1 (Rp=0,98) koja je odgovarala poredbenoj sterolnoj i
triterpenskoj supstanciji. Izuzev hrvatskog primjerka vrste 7. flavum, sapo-
ninski spoj oznaéen brojem 3 (Ry = 0,48) takoder je bio prisutan u svim bilj-
nim uzorcima, dok ljubi¢asta zona 2 (Rg =0,71) nije detektirana jedino u vr-
sti T lucidum. Rezultati su pokazali da se, osim hrvatskog i njemackog
uzorka vrste 7. flavum, primjerci koji pripadaju istoj biljnoj vrsti medusobno
ne razlikuju, te da ispitane vrste roda Thalictrum imaju vrlo sliéan sastav
saponinskih spojeva.

3. Steroli i triterpenske Ekiseline

Na Slici 2. prikazani su rezultati ispitivanja sterola i triterpena u meta-
nolnim ekstraktima listova vrsta roda Thalictrum tankoslojnom kromatog-

Ry
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2 0,94
o (3 @
®o e ® o © o o o ®© © ©®
3 | 0,68
o
o o) @ @ @4 |04
® e @& &3
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Slika 2. Kromatogram sterola i triterpena iz listova vrsta: Thalictrum flavum L.,
T foetidum L., T' lucidum L. i T. simplex L.

Nepokretna faza: Kieselgel 60 Fasy
Pokretna faza: benzen-aceton 9:1 V|V
Detekcija: klorsulfonska kiselina, 105C

Metanolni ekstrakti listova ispitivanth vrsta

razliditog europskog podrijetla: fl(HR), fi(D) — T. flavum (Hrvatska,
Njemacka); fo(Dy), fo(D2), fo(I) — T foetidum (Njemadka, Italija);

lu(HR), lu(D) - T. lucidum (Hrvatska, Njemacka); s(S) — T. simplex
(Svedska); sb(SF) — T' simplex subsp. boreale (Finska); sg(F) — T. simplex
subsp. gallicum (Francuska)

Poredbene supstancije: U — ursolna kiselina, s — B-sitosterol,
S - stigmasterol, O — oleanolna kiselina
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rafijom. U svim ispitanim uzorcima dokazana je prisutnost sterolne supstan-
cije oznaéene brojem 4 (Rp = 0,43), koja je kromatografski odgovararala
(rsitosterolu i stigmasterolu. Medutim, triterpenska kiselina (oleanolna i/ili
ursolna kiselina) detektirana je samo u njemackom uzorku vrste T. flavum
(zona 5, Rg = 0,33).

4. Trjeslovine

Opéim reakcijama s metalnim solima i Zelatinom dokazana je prisutnost
trjeslovina u svim biljnim uzorcima. Dodatkom Zeljezo(III)-klorida nastalo je
plavozeleno zamucéenje. Tamnoplavo zamuéenje dobiveno je u reakciji sa
zeljezo(III)-amonij-sulfatom, a putenasti talog u reakciji s olovo-acetatom.
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Slika 3. Kromatogram flavonoida i fenolnih kiselina iz listova vrsta:
Thalictrum flavum L., T' foetidum L., T lucidum L. i T. simplex L.
Nepokretna faza: Kieselgel 60 F254
Pokretna faza: etilacetat-mravlja kiselina-konc.

octena kiselina-voda 100:11:11:27 V|V
Detekcija: NST/PEG (UV-356 nm)

Metanolni ekstrakti listova ispitivanih vrsta razliditog europskog
podrijetla: fI(HR), f(D) - T' flavum (Hrvatska,

Njemacka); fo(Dy1), fo(D2), fo(I) — 1! foetidum (Njemacka, Italija);
lu(HR), lu(D) — T’ ducidum (Hrvatska, Njemacka); s(S) — 1! simplex
(Svedska); sb(SF) - T simplex subsp.boreale (Finska); sg(F) — T! simplex
subsp. gallicum (Francuska)

Poredbene supstancije: K — kvercitrin, Ik - izokvercitrin, R — rutin,

Ka — kavena kiselina, Ikl - izoklorogenska kiselina, Kl — klorogenska
kiselina
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Nisu nastali talozi u reakciji s formaldehidom i kloridnom kiselinom, dok
se u svakom uzorku pojavio ljubi¢astoplavi prsten nakon dodatka natrij-ace-
tata i zeljezo(III)-amonij-sulfata. Time je dokazano da listovi ispitivanih vrsta
sadrze trjeslovine koje hidroliziraju, a ne sadrze kondenzirane trjeslovine.

5. Flavonoidi i fenolne kiseline

Kvalitativna analiza flavonoida i srodnih spojeva u listovima ispitivanih
vrsta roda Thalictrum provedena je tankoslojnom kromatografijom. Na tan-
kom sloju adsorbensa odijeljeno je 20 zona koje su pri UV-365 nm, nakon pr-
skanja NST/PEG-reagensom, fluorescirale naranéasto, zuto, zeleno i plavo
(Slika 3.). Flavonoidi i fenolne kiseline detektirani su u metanolnim ekstrak-
tima svih biljnih uzoraka. Iako su zabiljezene znatne medusobne razlike, sve
su vrste sadrzavale izokvercitrin (narancasta zona 5, Rp = 0,68) i klorogen-
sku kiselinu (svijetloplava zona 9, R = 0,54), a rutin (narancasta zona 11,
Rf = 0,46) nije detektiran jedino u uzorcima vrste 7' flavum. Kvercitrin je bio
prisutan u vrstama 7. foetidum i T. simplex (narandasta zona 2, Ry = 0,82).
Kavena kiselina (plava zona 1, Ry=0,98) dokazana je u vrsti 17 lucidum, dok
je izoklorogenska kiselina pronadena jedino u uzorcima vrste 7! simplex (svi-
jetloplava zona 3, Rr = 0,79). Rezultati su takoder pokazali da se primjerci
iste biljne vrste medusobno razlikuju. Varijjabilnost u sastavu flavonoida i fe-
nolnih kiselina bila je posebno izrazena u vrstama 7. flavum i T\ foetidum, a
nije zabiljezena u vrsti 1" lucidum.

ZAKLJUCAK

Usporednom fitokemijskom istrazivanju podvrgnuti su eksperimentalno
uzgojeni uzorci vrsta roda Thalictrum L. (T! flavum L, T. foetidum L., T. luci-
dum L., T. stmplex L.) finskog, francuskog, hrvatskog, njemackog, §vedskog 1
talijanskog podrijetla. Alkaloidi, saponini, steroli, triterpeni, trjeslovine koje
hidroliziraju, flavonoidii fenolne kiseline dokazani su u listovima navedenih
vrsta metodom tankoslojne kromatografije te reakcijama stvaranja taloga i
obojenih produkata. Utvrdena je prisutnost f-sitosterola i/ili stigmasterola u
svim ispitanim uzorcima, dok su samo u vrsti 7! flavum detektirane oleanol-
na i/ili ursolna kiselina. U metanolnim ekstraktima listova ispitanih biljnih
vrsta dokazana je prisutnost rutina, izokvercitrina i kvercitrina, te klorogen-
ske, izoklorogenske i kavene kiseline. Utvrdena je znacajna razlika u sasta-
vu flavonoida i fenolnih kiselina medu primjercima iste vrste kao i izmedu
pojedinih biljnih vrsta. Stoga bi, s kemotaksonomskog gledista, dobiveni re-
zultati mogli pridonijeti rjeSavanju srodstvenih odnosa unutar roda Thalic-
trum.
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