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ZNANSTVENI RADOVI

Fitokemijsko istrazivanje kr§kog kukurijeka
— Helleborus multifidus Vis. subsp. multifidus

ZELJAN MALES' i MISKO PLAZIBAT*

1Zavod za farmakognoziju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista
u Zagrebu, Zagreb i *Botani¢ki zavod Prirodoslovno-matematickog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu, Zagreb

Phytochemical investigation of Helleborus multifidus
Vis. subsp. multifidus

S ummary—Flavonoids (isoquercitrin, hyperoside, other derivatives of quercetin
and derivative of kaempferol) and chlorogenic acid were identified in the methanolic
and ethylacetatic extracts of the leaves of Helleborus multifidus Vis. subsp. multifidus.
Pyrogallol tannins were proved in the aqueous extract upon the colours and precipi-
tates with metallic salts and gelatine. The results of the spectrometric determination
showed that leaves contain 0.51% flavonoids, 4.83% total polyphenols and 2.35% tan-
nins.

(‘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).

UvOoD

Helleborus multifidus Vis. subsp. multifidus — kriki kukurijek zeljasta je
trajnica iz porodice Ranunculaceae, reda Berberidales, razreda Magnoliatae
(1). Pod zemljom ima jaki kvrgavi podanak smede boje na kojem je vlaknasto
korijenje iste boje. Stabljika je uspravna do 50 cm visoka s 2-3 ogranka s
ponekim listom te s manje od osam cvjetova. Prizemni listovi su kozasti ili
polukozasti, nisu zimzeleni, s peteljkama koje imaju uzduZnu ventralnu
brazdu i s plojkama isjeckanim na razli¢iti broj odsjeéaka kojih mozZe biti
manje od 10 (oligofidni tip) pa sve do viSe od 40 (multifidni tip). Listovi
stabljike nalik su na prizemne, samo to su manji, sjedeé¢i i s manjim brojem
odsje¢aka. Cvjetovi su na povijenim dlakavim stapkama nejednake duZine,
promjera 3-6 cm, a kod tipi¢ne podvrste obojeni su nijansama zelene boje.
Najéesée ima pet plodnica, koje su u donjem dijelu srasle, dok je prasnika
mnogo. Plodovi su viSesjemeni mjehuri duguljastog oblika sa Siljcima na
vrhu (Slika 1.). Sjemenke su takoder duguljaste, kestenjastosmede ili crne
boje s uoéljivim povrsinskim sjajem (2—4).

Helleborus multifidus Vis. je izrazito polimorfna vrsta koja se u djelu
Flora Europaea dijeli na tri podvrste: Helleborus multifidus Vis. subsp.
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T

bsp. multifidus — Kréki kukurijek

Slika 1. Helleborus multifidus Vis. su
istriacus (Schiffner) Merxm. et Podl., H. multifidus Vis. subsp. multifidus i
H. multifidus serbicus (Adamovié) Merxm. et Podl. (5,6). Tipiénu podvrstu
(H. multifidus Vis subsp. multifidus) lako je razlikovati od ostalih dviju po
obliku listova i po cvjetovima zelene boje. Ova podvrsta rasprostranjena je u
Dinaridima od Slovenije sve do Albanije, dok je dvojbeno njeno pojavljivanje
izvan tog areala. Raste na vapnenackoj i dolomitnoj podlozi od primorskih pa
sve do visih gorskih poloZaja u kontinentalnim krajevima. Stanista ove
biljne svojte najée$éa su u podrudju termofilnih §uma hrasta medunca s
bijelim ili crnim grabom, u makiji, po kamenjarima te u manjoj mjeri i na
mjestima prevladavanja bukovih §uma (2,4,5,7).

U literaturi nisu nadeni podaci o istraZivanju flavonoida krskog kukuri-
jeka. Zato je cilj ovog rada bio utvrditi nazoénost flavonoida, fenolnih kise-
lina i trjeslovina te kvantitativno analizirati flavonoide i trjeslovine u lis-
tovima navedene biljke.

EKSPERIMENTALNI DIO
Biljni matertijal

Materijal za ispitivanje sastojao se od listova krikog kukurijeka — Helle-
borus multifidus Vis. subsp. multifidus skupljenih 22. lipnja 1999. na Vele-
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bitu po jugozapadnim padinama Crnopca, nedaleko od Graéaca, na oko 780
m nadmorske visine.

1. Identifikacija biljnog materijala

Identitet istraZivane biljne svojte potvrdila su ispitivanja vanjske i unu-
tarnje grade skupljenog uzorka (2-5).

2. Ispitivanje nazo¢nosti flavonoida i fenolnih kiselina tankoslojnom kroma-
tografijom

Ispitivan je ekstrakt listova krikog kukurijeka, koji je pripremljen tako
da je 1 g praskasto usitnjenih listova ekstrahiran s 10 ml metanola 30 minu-
ta na vodenoj kupelji uz povratno hladilo. Bistri filtrat nakon hladenja, slu-
Zio je kao otopina za kromatografsko ispitivanje (8). Kao poredbene supstan-
cije uporabljene su 0,05%-tne metanolne otopine izokvercitrina, klorogenske
kiseline, hiperozida i rutina.

Pri ispitivanju nazoénosti flavonoidnih aglikona u listovima krskog ku-
kurijeka uporabljen je etilacetatni ekstrakt dobiven u postupku hidrolize pri
spektrofotometrijskom odredivanju ukupnog sadrZaja flavonoida prema
Christu i Miilleru (9). Kao poredbene supstancije primijenjene su 0,05%-tne
metanolne otopine kvercetina i kemferola.

Ispitivanje nazofnosti flavonoida i fenolnih kiselina provedeno je na
tankom sloju Kieselgel 60 Fy5,4 u tri smjese otapala: etilacetat-mravlja kiseli-
na-ledena octena kiselina-voda (100:11:11:27 V/V/V/V) (8), etilacetat-mravlja
kiselina-voda (8:1:1 V/V/V) (10) i toluen-etilformijat-mravlja kiselina (5:4:1
VIVIV) (11).

Detekcija odijeljenih flavonoida i fenolnih kiselina provedena je proma-
tranjem pod UV zraéenjem pri 365 nm nakon prskanja kromatograma modi-
ficiranim Naturstoff reagensom (NST/PEG) (8).

3. Odredivanje koli¢ine flavonoida

Koli¢ina flavonoida u uzorku listova krikog kukurijeka odredena je
spektrofotometrijskom metodom prema Christu i Miilleru (9), koja se temelji
na odredivanju ukupnih flavonoidnih aglikona nakon stvaranja kompleksa s
Al%* u smjesi metanola, etilacetata i octene kiseline.

4. Dokazivanje trjeslovina reakcijama stvaranja obojenih produkata i taloga

Dokazivanje trjeslovina provedeno je tako da se 1 g pragkasto usitnjenih
listova zagrijava sa 100 ml destilirane vode na vodenoj pari uz povratno hla-
dilo 15 minuta. Dobivena se iscrpina nakon hladenja filtrira, a filtrat rabi za
reakcije (12).

Opée reakcije za dokazivanje trjeslovina provedene su s otopinama Zelje-
zo(III)-klorida, Zeljezo(III)-amonij-sulfata, olovo-subacetata i Zelatine. Reak-
cija na flobatanine provedena je s formaldehidom i kloridnom kiselinom, a
reakcija na pirogalolske trjeslovine s natrij-acetatom 1 Zeljezo(III)-amo-
nij-sulfatom (12-15).
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Za dokazivanje katehinskih trjeslovina 0,2 g pragkasto usitnjenih listova
pomijesano je s 10 ml metanola, zagrijano do vrenja i filtrirano. Zatim je 1 ml
filtrata pomijeSan s 0,5 ml otopine vanilina i 1 ml koncentrirane kloridne
kiseline (12).

5. Odredivanje koli¢ine ukupnih polifenola i trjeslovina

Odredivanje je provedeno spektrofotometrijskom metodom prema Schne-
ideru (16) koja se temelji na taloZenju trjeslovina s kazeinom.

REZULTATI I RASPRAVA

1. Kvalitativna analiza flavonoida i fenolnih kiselina

Metanolni ekstrakt listova krikog kukurijeka (Em) ispitan je na nazo-
¢nost flavonoida i fenolnih kiselina tankoslojnom kromatografijom. Nakon
prskanja kromatograma NST/PEG reagensom i promatranjem pod UV zra-
¢enjem na 365 nm, uodene su narandaste, zelenoZute te plave fluorescencije.

Odjeljivanjem mobilnom fazom etilacetat-mravlja kiselina-ledena octena
kiselina-voda (100:11:11:27 V/V/V/V) u ekstraktu listova krikog kukurijeka
uocava se 10 mrlja (Slika 2.). Usporedbom fluorescencija mrlja i Ry vrijed-
nosti sastavnica ekstrakta i poredbenih supstancija vidljivo je da sastavnica
2 narancaste fluorescencije (Ry = 0,68) odgovara flavonolskom heterozidu
izokvercitrinu (Iz), sastavnica 3 narandaste fluorescencije (Rg = 0,65) flavo-
nolskom heterozidu hiperozidu (H), a sastavnica 4 plave fluorescencije
(Rp = 0,47) klorogenskoj kiselini (Kk). U gornjem Ry podruéju (Rp = 0,72) is-
tice se sastavnica 1 naranéaste fluorescencije, a u donjem Ry podru&ju uoéa-
va se pet sastavnica intenzivne naranéaste fluorescencije (sastavnice 6-10),
koje bi mogle predstavljati flavonoidne heterozide polarnije od flavonolskog
heterozida rutina. I sastavnica 5 (Rp = 0,44) zelenoZute fluorescencije mogla
bi predstavljati flavonoidni heterozid — derivat kemferola.

Sliéna kromatografska slika dobivena je odjeljivanjem smjesom otapala
etilacetat-mravlja kiselina-voda (8:1:1 V/V/V) (Slika 3.). Jedina je razlika u
odnosu na Sliku 2. niZe Ry vrijednosti flavonoida i fenolnih kiselina.

Odjeljivanje etilacetatnog ekstrakta listova (Ee) dobivenog hidrolizom
provedeno je uz uporabu mobilne faze toluen-etilformijat-mravlja kiselina
(5:4:1 V/V/V). Pritom je dobiveno 5 mrlja (Slika 4.). Dvije mrlje — 2 i 5 bile su
narancaste fluorescencije. Mrlja 2 (R = 0,52) odgovarala je prema fluores-
cenciji i R vrijednosti poredbenoj supstanciji kvercetinu. Mrlja 1 (Rp = 0,61)
zelenozute fluorescencije odgovarala je poredbenoj supstanciji kemferolu,
dok bi mrlje 3 i 4 plave fluorescencije mogle predstavljati fenolne kiseline.

2. Kvantitativna analiza flavonoida

Kvantitativna analiza flavonoida provedena metodom prema Christu i
Miilleru, pokazala je da listovi krskog kukurijeka sadrze 0,51+0,03% flavo-
noida (n = 3).
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F Broj R;:
mrlj
1 0,72
2 |o68
3 0,65
4 |o047
5 0,44
6 0,37
Iz 1 €D 7 022
2 ) H 8 |08
9 0,10
3 ‘ 10 0,08

Slika 2. Kromatogram flavonoida i fenolnih kiselina krikog kukurijeka
Stacionarna faza: Kiesegel 60 Fosq
Mobilna faza: etilacetat-mravija kiselina-ledena octena kiselina-voda
(100:11:11:27 VIV [V/]V)
Detekcija: NST/PEG (UV-365 nm)
Iz = izokvercitrin, Kk = klorogenska kiselina, Em = metanolni ekstrakt
listova, H = hiperozid, R = rutin
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F Broj Ry
mrlje
1 0,58
2 0,55
3 0,52
4 0,42
5 0,31
6 0,24
7 0,11
8 0,08
9 0,04
10 |0,02
Iz
1
: H

Kk

Slika 3. Kromatogram flavonoida i fenolnih kiselina krskog kukurijeka
Stacionarna faza: Kiesegel 60 Fos4
Mobilna faza: etilacetat-mravija kiselina-voda (8:1:1 V/V/V)
Detekcija: NST/PEG (UV-365 nm)
Iz = izokvercitrin, Kk = klorogenska kiselina, Em = metanolni
ekstrakt listova, H = hiperozid, R = rutin
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F Broj | Rp
mrlje
1 0,61
2 0,52
3 0,42
4 0,09
5 0,07

Slika 4. Kromatogram flavonoida i srodnih sastavnica krikog kukurijeka
Stacionarna faza: Kiesegel 60 Fasq
Mobilna faza: toluen-etilenformijat-mravlja kiselina (5:4:1 V/V/V)
Detekcija: NST/PEG (UV-365 nm)

Kv = kvercetin, Ee = etilacetatni ekstrakt listova, Ke = kemferol

4. Kvalitativna analiza trjeslovina
Dokazivanje trjeslovina provedeno je u vodenom ekstraktu listova
krskog kukurijeka.
Dodatkom otopina soli Zeljeza doslo je do stvaranja zelenoplavog taloga.
Reakcija s olovo-subacetatom rezultirala je Zuékastim talogom.
Ekstrakt je s otopinom Zelatine stvorio svijetlozuto zamudéenje.

Reakcija s formaldehidom i kloridnom kiselinom pomoéu koje bi se mogle
istaloZiti katehinske trjeslovine dala je negativan rezultat. U filtratu su do-
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kazane pirogalolske trjeslovine reakcijom s natrij-acetatom i Zeljezo(III)-
amonij-sulfatom, pri éemu je nastao ljubiéastoplavi prsten.

Reakcija s vanilinom i koncentriranom kloridnom kiselinom dala je ne-
gativan rezultat; dakle u ekstraktu nisu nazoéne katehinske trjeslovine.

5. Kvantitativna analiza trjeslovina

Odredivanje koliéine ukupnih polifenola i trjeslovina provedeno je spek-
trofotometrijskom metodom prema Schneideru. Utvrdeno je da listovi kr§kog
kukurijeka sadrZe 4,83+0,06% ukupnih polifenola te 2,35+0,05% trjeslovina
(n = 3).

ZAKLJUCAK

Metodom tankoslojne kromatografije dokazano je da listovi kr§kog ku-
kurijeka — Helleborus multifidus Vis. subsp. multifidus sadrze flavonoide i
fenolne kiseline. Usporedbom s poredbenim supstancijama u ekstraktu lis-
tova dokazani su izokvercitrin, hiperozid i klorogenska kiselina.

Reakcijama stvaranja obojenih produkata i taloga dokazana je nazoénost
pirogalolskih trjeslovina.

Rezultati kvantitativne analize pokazali su da listovi ispitivane vrste sa-
drze 0,51% flavonoida, 4,83% ukupnih polifenola i 2,35% trjeslovina.
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