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ZNANSTVENI RADOVI

IstraZivanje aminokiselinskog sastava drace
(Paliurus spina-christi Mill.)
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! Zavod za farmakognoziju, *Zavod za farmaceutski botaniku
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fakulteta Sveucilista u Zagrebu, Zagreb

Investigation of the composition of amino acids in Christ's thorn
(Paliurus spina-christi Mill.)

Summary-Paliurus spina-christi Mill. is a deciduous thorny shrub widely spread
on dry and rocky places in the Mediterrancan region and western Asia, commonly
used as a diuretic and against diarrhoea and rheumatism.

Thin-layer chromatographic analysis of amino acids of different plant parts showed
the presence of 13 amino acids: leucine, phenylalanine, valine, tyrosine, proline, alani-
ne, threonine, serine, aspartic acid, glutamine, asparagine, lysine and histidine. Vali-
ne, serine and asparagine were the main amino acids.

('Department of Pharmacognosy, *Department of Pharmaceutical Botany and *Depar-
tment of Analytics and Medicines Control, Faculty of Pharmacy and Biochemistry,
University of Zagreb, 10000 Zagreb, Croatia, and *Department of Botany, Faculty of
Science, University of Zagreb, 10000 Zagreb, Croatia).

UvOoDb

Paliurus spina-christi Mill. — draca vrlo je bodljikavi listopadni grm iz
porodice Rhamnaceae, reda Rhamnales, razreda Magnoliopside (1, 2). Unu-
tar porodice rod Paliurus Tourn. ex Mill. ima posve izdvojeno mjesto zbog
svojih suhih, diskolikih i okriljenih plodova. S obzirem na oblik ploda, bodlji-
kavost te povezivanje s biblijskim prizorom drada, u raznim jezicima ima
brojne narodne nazive. Tako je u Francuskoj biljka poznata pod nazivima Ar-
glou, Arnaves, Capeletes, Epine du Christ, Paliure, Porte-chapeaux, a nje-
madcki, talijanski 1 engleski nazivi su: Christusdorn, Jerusalemdorn, Stech-
dorn, Wegdorn, Zaundorn; Capellini, Marruca, Marruca nera, Soldini,
Spino-crocefissi, Spino-gatto, Spinc-marocco te Christ's thorn (3-5).

Osim validnog naziva Paliurus spina-christi Mill. ¢esto u literaturi nai-
lazimo na sljedeée sinonime i svojte nizeg taksonomskog stupnja: Paliurus
aculeatus Lam., P. australis Gaertn., P. microcarpus Wilmott, P. spina-christi
Mill. var. inermis Hausskn. ex Bornmitiller, P spina-christi Mill. var. macro-
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1. Identifikacija biljnog materijala

Identitet ispitivane biljne vrste ob avljen je u Botani¢kom zavedu Priro-
doslovno-matemati¢kog fakulteta Sveutilista u Zagrebu 1 potvrden je ispiti-
vanjem-vanjske i unutarnje grade skupljenih uzoraka.

2. Ispitivanje prisutnosti aminckiselina tankoslojnom kromatografijom

Ispitivanju su podvrgnuti ekstrakti biljnih organa drade, koji su prip-
remljeni tako da je 1 g praskasto usitnjenog biljnog materijala ekstrahiran s
10 ml vode 30 minuta na vodenoj kupelji uz povratno hladile. Bistri filtrat,
nakon hladenja, sluZio je kao otopina za kromatografsko ispitivanje. Kao po-
redbene supstancije uporabljene su 0,00001%-tne vodene otopine leucina
(Leu), fenilalanina (Phe), valina (Val), tirozina (Tyr), prolina (Pro), alanina
(Ala), treonina (Thr), serina (Ser), asparaginske kiseline (Asp), glutamina
(Gln), asparagina (Asn), lizina (Lys) 1 histidina (His) (49).

Ispitivanje prisutnosti aminokiselina provedeno je na tankom sloju celu-
loze F (»Merck«, Art. 15036) te na sloju celuloze i 5%-tnog ionskog izmjenji-
vata Dowex 2-X8 (»Schleicher-Schiill«, G 1440/A5) u dvije smjese otapala:
n-butanol-aceton-ledena octena kiselina-voda (35:35:10:20 V/V/V/V) i n-buta-
nol-ledena octena kiselina-voda (50:10:40 V/V/V) (49).

Detekeija odijeljenih aminokiselina provedena je nakon prskanja kroma-
tograma ninhidrin reagensom i grijanja 5-10 minuta na 100° C (50).

REZULTATI I RASPRAVA

Vodeni ekstrakti listova, cvietova, nezrelih i zrelih plodova, kore i korije-
na drade ispitani su na prisutnost aminockiselina tankoslojnom kromatogra-
fijom.

Od dviju uporabljenih nepokretnih faza bolje odjeljivanje postignuto je
na tankom sloju celuloze F. Nakon prskanja kromatograma ninhidrin rea-
gensom 1 grijanja na 100% C u ekstraktima su uodene ljubiéaste, ljubi¢astosi-
ve, ljubicastosmede, Zute, ljubiastoruzicaste, sivozelene te ruZicaste mrlje.

Odjeljivanjem pokretnom fazom n-butanol-aceton-ledena octena kiseli-
na-voda (35:35:10:20 V/V/V/V) u ispitivanim vodenim ekstraktima uodava se
13 mrlja, koje odgovaraju aminokiselinama (Siika 2.). Mrlje 1, 3, 6, 71 10 bile
su ljubiéasto obojene, a usporedbom njihovih Ry vrijednosti s poredbenim
supstancijama vidljivo je da odgovaraju leucinu, valinu, alaninu, treoninu i
glutaminu. Ljubicastosiva mrlja 2 identificirana je kao fenilalanin, a ljubi-
castosmeda mrlja 4 kao tirozin. Mrlja 5 nakon prskanja ninhidrin reagen-
som obojila se Zuto, a prema Ry vrijednosti odgovarala je prolinu. Ljubidasto-
ruzicaste mrlje 8 1 9 su odgovarale serinu 1 asparaginskoj kiselini. U donjem
Ry podrudju vidljiva je sivozelena mrlja 11 koja je odgovarala asparaginu, te
dvije ruzidaste mrlje (mrlje 12 1 13), za koje je utvrdeno da odgovaraju lizinu
1 histidinu (Tablica 1.).
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Slika 2. Kromatogram aminokiselina drace

Nepokretna faza: celuloza F

Pokretna faza: n-butanol-aceton-ledena octena kiselina-voda

(35: 35:10: 20 VIV/V]V)

Detekcija: ninhidrin reagens

Er= vodeni ekstrakt listova

Ec= vodeni ekstrakt cujetova

Enp = vodeni ekstrakt nezrelih plodova
Ezp = vodeni ckstrakt zrelih plodova
Ex = vodeni ekstrakt kore

Exo = vodeni ekstrakt korijena
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Tablica 1.
Rr vrijednosti odijeljenih aminokiselina na tankom sloju celuloze F
Aminokiselina Pokretna faza
| Il
1 Leucin (Leu) 0,61 0,63
2 Fenilalanin (Phe} 0,54 0,59
3 Valin {Val) 0,45 0,46
4 Tirozin {Tyr) 0,37 0,39
5 Prolin (Pro) 0,30 0,30
6 Alanin (Ala) 0,24 0,26
7 Treonin (Thr) 0,21 0,23
8 Serin (Ser) 0,15 0,18
9 Asparaginska kiselina  (Asp) 0,14 0,17
10 Glutamin (Gin) 0,13 0,16
11 Asparagin (Asn) 0,09 0,15
12 Lizin {Lys) 0,07 0,13
13 Histidin (His) 0,06 0,08

| - n-butanol-aceton-ledena octena kiselina-voda
(35:35:10:20 VIV/IV/IV)
Il - n-butanol-ledena octena kiselina-voda (50:10:40 V/V/V)

Slicna kromatografska slika, ali slabije odjeljivanje dobiveno je u pokretnoj
fazi n-butanol-ledena octena kiselina-voda (50:10:40 V/V/V) (Slika 3., Tablica 1.).

Iz dobivenih kromatograma prema intenzitetu obojenja mrlja uocavaju
se sliénosti 1 razlike u zastupljenosti aminokiselina medu biljnim organima.
S obzirom na taj intenzitet valin, serin i asparagin su najzastupljenije ami-
nokiseline u svim ekstraktima. Najvedi intenzitet svih mrlja uocen je u ek-
straktima listova 1 cvjetova drace (Tablica 2.).

Tablica 2.
Zastupljenost pojedinih aminokiselina u ekstraktima drace

Aminokiselina EL EC ENp Ezp EK EKO
leucin + + + + + +
Fenilalanin + + + + + +
Valin +++ ot et o ot +++
Tirozin + + + + + +
Prolin ++ ++ + + o ++
Alanin ++ ++ + + ++ ++
Treonin o ++ + + . ++
Serin o+ +++ ot bt ot ++
Asparaginska kiselina  ++ ++ + + + +
Glutamin 4+ oot ++ + + +
Asparagin ot +H+ +4++ ++ ++ ot
Lizin ERS +++ +t + + +
Histidin + + + + + +

EL = vodeni ekstrakt listova, Ec = vodeni ekstrakt cvjetova,

Enp = vodeni ekstrakt nezrelih plodova, Ezp = vodeni ekstrakt zrelih plodova,
Ek = vodeni ekstrakt kore, Eko = vodeni ekstrakt korijena;

+++ = jaki intenzitet mrlje, ++ = srednji intenzitet mrlje,

+ = slabi intenzitet mrlje.
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Slika 3. Kromatogram aminokiselina drade

Nepokretna faza: celuloza F

Pokéetna faza: n-butanol-ledena octena kiselina-voda
(50:10: 40 V/V/V)

Detekceija: ninhidrin reagens

Er= vodeni ekstrakt listova

Ec= vodeni ekstrakt cvjetova

Enp = vodeni ekstrakt nezrelih plodova

Ezp = vodeni ekstrakt zrelilh plodova

Ly = vodeni ekstrakt kore

Exo = vodeni ekstrakt korijena
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ZAKLJUCAK

Metodom tankoslojne kromatografije dokazano je da svi biljni organi

drade — Paliurus spina-christi Mill. sadrze ove aminokiseline: Jeucin, fenila-

lani

n, valin, tirozin, prolin, alanin, treonin, serin, asparaginsku kiselinu,

glutamin, asparagin, lizin i histidin. Najzastupljenije aminokiseline u svim
organima bile su valin, serin i asparagin.

Rezultati kromatografske analize upuéuju na zakljuéak da aminokiselin-

ski sastav, a 1 koli¢ina aminokiselina ovise o biljnom organu.
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