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ZNANSTVENI RADOVI

Istrazivanje kemijskog sastava patuljaste sviline
- Zostera noltii Hornem.

ZELJAN MALES' i MISKO PLAZIBAT®

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

Investigation of chemical composition of Zostera noltii Hornem.

S umm ary— Luteolin-7-O-glucoside, caffeic acid, chlorogenic acid and rosmarinic
acid were identified in the methanolic extract of the leaves of Zostera noltii Hornem.
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 0.27% flavonoids, 4.25% total polyphenols and 0.85% tan-
nins. The content of ash was found to be 29.66%.

(Department of Pharmacognosy, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, University of

Zagreb, 10000 Zagred, Croatia, and Department of Botany, Faculty of Science, Uni-
versity of Zagreb, 10000 Zagreb, Croatia).

UvoD

Zostera noltii Hornem. (syn. Z. minor Nolte ex Rchb., Z. nana Mertens) —
patuljasta svilina je morska, zeljasta trajnica iz porodice Zosteraceae reda
Najdales, razreda Liliatae (1,2). U Njemackoj je poznata pod nazivom
Zwerg-Seegras, a engleski, francuski i talijanski nazivi za ovu biljnu vrstu
su: dwarf grass-wrack, zostére naine i piccola aliga (3,4).

Z. noltii raste na pje$anom ili muljevitom morskom dnu, do 10 m du-
bine. ViSegodisnja je zeljasta biljka s podankom na kojem se nalazi adventi-
vno korijenje i jednostavni, nerazdijeljeni listovi koji su uski, linealno vrp-
dasti, kao u trava, s jednom sredidnjom i dvije postrane Zile, dugacki 5-60
cm, a Siroki 0,5-3,0 mm (Slika 1.).

Cvjetne stapke mogu biti do 10 cm dugacke, a na njima se u ozujku i
travnju razvijaju cvjetni klasovi obavijeni ovojem u obliku lisnog rukavea i
sastavljeni od mnogo cvjetova poredanih u dva reda. Svaki pojedini cvijet
sastoji se iz jednog pradnika i jednog tucka. Plodovi koji dozrijevaju u jesen
su jednosjemeni nepucavcei s tamnosmedim sjemenkama veli¢ine oko 2 mm
(1,3,5).

Patuljasta svilina je rasprostranjena u izvantropskim morima osobito uz
obale gotovo cijele Europe. Najéesée raste u velikim sastojinama tvoredi
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Slika 1. Zostera noltii Hornem. — Patuljasta svilina

guste podvodne livade. U nas su takve podmorske livade posebno dobro raz-
vijene uz obale Istre i Kvarnerskog otoéja (3,6,7).

Dosadagnjim istrazivanjima dokazano je da patuljasta svilina sadrzi
brojne kemijske spojeve: flavonoide, fenolne kiseline, trjeslovine, pektin
zosterin, masne kiseline, sterole, ugljikohidrate i minerale (8-10).

Veé u srednjovjekovnoj Veneciji upotrebljavale su se osuSene biljke kao
materijal za pakiranje lomljivih predmeta te za punjenje madraca (3). U no-
vije vrijeme istraZuje se terapeutska primjena pektina zosterina, koji poka-
zuje izrazenu antimikrobnu aktivnost (10). Znacajna su istraZivanja patu-
ljaste sviline i za proudavanje razli¢itih &imbenika koji utje¢u na morske
ekosustave i éistoéu mora (11~-13).
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Cilj ovog nasSeg rada bio je utvrditi nazoénost flavonoida, fenolnih kise-
lina i trjeslovina; kvantitativno analizirati flavonoide i trjeslovine te odre-
divati koliinu pepela u listovima patuljaste sviline.

EKSPERIMENTALNI DIO
Biljni materijal
Materijal za ispitivanje sastojao se od listova patuljaste sviline — Zostera

noltii Hornem., skupljenih u Stobretkom zaljevu, u blizini u§éa rijeke Zrnov-
nice, 28. kolovoza 1997. godine.

1. Identifikacija biljnog materijala

Identitet ispitivane biljne vrste potvrden je ispitivanjem vanjske i unu-
tarnje grade skupljenog uzorka (1,6).

2. Ispitivanje nazoénosti flavonoida i fenolnih kiselina tankoslojnom
kromatografijom

Ispitivanju je podvrgnut ekstrakt listova patuljaste sviline, koji je pri-
premljen tako da je 1 g praskasto usitnjenih listova ekstrahiran s 10 ml me-
tanola 30 minuta na vodenoj kupelji uz povratno hladilo. Bistri filtrat nakon
hladenja, sluZio je kao otopina za kromatografsko ispitivanje (14). Kao po-
redbene supstancije uporabljene su 0,05%-tne metanolne otopine luteolin-7-
-0-glukozida, ferula kiseline, kavene kiseline i klorogenske kiseline.

Ispitivanje nazotnosti flavonoida i fenolnih kiselina provedeno je na
tankom sloju Kieselgel 60 Fas4 u dvije smjese otapala: etilacetat-mravlja ki-
selina-ledena octena kiselina-voda (100:11:11:27 V/V/V/V) (14) i etilacetat-
-mravlja kiselina-voda (8:1:1 V/V/V) (15).

Detekcija odijeljenih flavonoida i fenolnih kiselina provedena je promat-
ranjem pod UV zradenjem pri 365 nm nakon prskanja kromatograma modi-
ficiranim Naturstoff reagensom (NST/PEG) (14).

3. Odredivanje koli¢ine flavonoida

Koli¢ina flavonoida u uzorku listova patuljaste sviline odredena je spek-
trofotometrijskom metodom prema Christu i Miilleru (16), koja se temelji na
odredivanju ukupnih flavonoidnih aglikona nakon stvaranja kompleksa s
Al3* u smjesi metanola, etilacetata i octene kiseline.

4. Ispitivanje nazo¢nosti ruZzmarinske kiseline
tankoslojnom kromatografijom

Ispitivanju je podvrgnut metanolni ekstrakt patuljaste sviline (14), ko-
jem je uklonjen klorofil s tetraklorugljikom (17). Kao poredbena supstancija
uporabljena je 0,05%-tna metanolna otopina ruZmarinske kiseline.

Kromatografija je provedena na sloju Kieselgel 60 Fy54 uz smjesu otapala
toluen-etilacetat-ledena octena kiselina (4:5:2 V/V/V) (18). Za detekciju je
primjenjen NST/PEG reagens (14).
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5. Dokazivanje trjeslovina reakcijama stvaranja obojenih produkata i taloga

Dokazivanje trjeslovina provedeno je tako da se 1 g praskasto usitnjenih
listova zagrijava s 50 ml destilirane vode na vodenoj pari uz povratno hladilo
15 minuta. Dobivena iscrpina se nakon hladenja filtrira, a dobiveni filtrat
uporabi se za reakcije (19).

Opée reakcije za dokazivanje trjeslovina provedene su s otopinama Ze-
ljezo(IlI)-klorida, Zeljezo(IlI)-amonij-sulfata, olovo-subacetata i Zelatine. Re-
akcija na flobatanine provedena je s formaldehidom i kloridnom kiselinom, a
reakcija na pirogalolske trjeslovine s natrij-acetatom i Zeljezo(III)-amonij-
-sulfatom (19-21).

Za dokazivanje katehinskih trjeslovina 0,2 g pragkasto usitnjenih listova
pomijeSano je s 10 ml metanola zagrijano do vrenja i filtrirano, te je pomoéu
tetraklorugljika uklonjen klorofil (17). Zatim je 1 ml filtrata pomije$ano sa
0,5 ml otopine vanilina i 1 ml koncentrirane kloridne kiseline (19).

6. Odredivanje koli¢ine ukupnih polifenola i trjeslovina

Odredivanje je provedeno spektrofotometrijskom metodom prema Schne-
ideru (22) koja se temelji na taloZenju trjeslovina s kazeinom.

7. Odredivanje pepela

U iZareni, ohladeni i tarirani porculanski lonéié stavi se 1,0000-2,0000 g
praskasto usitnjenih listova. Najprije se londié zagrijava polagano i oprezno
u kosom poloZaju dok biljni materijal ne po¢ne tinjati. Tada se plamenik
ukloni dok biljni materijal ne izgori. Nakon toga se lon¢ié¢ sa sagorjelim os-
tatkom Zari u uspravnom poloZaju na visoj temperaturi do tamnocrvenog
Zara tako dugo dok nestanu pougljenjene Cestice. Lonéié s pepelom se pre-
nese u eksikator i nakon hladenja od 30 minuta vaZe, te se ponovo Zari, hladi
i vaZe do konstantne mase. Proveden je i pokus otapanja dobivenog pepela u
10%-tnoj kloridnoj kiselini (23).

REZULTATI I RASPRAVA

1. Kvalitativna analiza flavonoida i fenolnih kiselina

Metanolni ekstrakt listova patuljaste sviline (E) ispitan je na nazoénost
flavonoida i fenolnih kiselina tankoslojnom kromatografijom. Nakon prska-
nja kromatograma NST/PEG reagensom i promatranjem pod UV zradenjem
kod 365 nm, uoéene su naranéaste, Zute, naranéastozute, plavozelene te pla-
ve fluorescencije.

Odjeljivanjem mobilnom fazom etilacetat-mravlja kiselina-ledena octena
kiselina-voda (100:11:11:27 V/V/V/V) u ekstraktu listova patuljaste sviline
uocava se 6 mrlja (Skica 1.). Usporedbom fluorescencija mrlja i R vrijedno-
sti sastavnica ekstrakta i poredbenih supstancija vidljivo je da sastavnica 5
odgovara flavonskom heterozidu luteolin-7-0-glukozidu (L-7-0-G), sastavnica
2 kavenoj kiselini (Kk), a sastavnica 6 klorogenskoj kiselini (KLk). Ferula
kiselina (Fk) nije dokazana u ekstraktu.
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Tablica 1.
Re vrijednosti odijeljenih sastavnica i poredbenih supstancija

Odijeljena Poredbena Mobilne faze
sastavnica supstancija | i

1 Flavonoid A 0,97 0,95
2 Fenolna kiselina A Kavena kiselina 0,94 0,93
3 Flavonoid B 0,86 0,86
4 Flavonoid C 0,73 0,66
5 Flavonoid D Luteolin-7-0-glukozid 0,70 0,60
6 Fenolna kiselina B Klorogenska kiselina 0,53 0,42

| ~ etilacetat-mravija kiselina-ledena octena kiselina-voda (100:11:11:27 V/V/V/V)
II - etilacetat-mravija kiselina-voda (8:1:1 V/V/V)

Sastavnice 1, 3 1 4 s obzirom na naranéastozute fluorescencije mogle bi
predstavljati flavonoide (Tablica 1.).

Sli¢na kromatografska slika dobivena je odjeljivanjem smjesom otapala
etilacetat-mravlja kiselina-voda (8:1:1 V/V/V) (Skica 2., Tablica 1.).

2. Kvantitativna analiza flavonoida

Kvantitativna analiza flavonoida provedena metodom prema Christu i
Miilleru, pokazala je da listovi patuljaste sviline sadrze 0,27+0,01% flavo-
noida (n=3).

3. Dokazivanje ruzmarinske kiseline

Ekstrakt listova patuljaste sviline, kojem je uklonjen klorofil (E) ispitan
je na nazotnost ruZmarinske kiseline (Ry) tankoslojnom kromatografijom.

Odjeljivanjem sastavnica ekstrakta smjesom otapala toluen-etilacetat-
-ledena octena kiselina (4:5:2 V/V/V) dobiveno je 9 mrlja (Skica 3.). Sastav-
nica 6 iz ekstrakta i prema fluorescenciji i prema Ry vrijednosti (Rp=0,42)
odgovara poredbenoj supstanciji — ruZmarinskoj kiselini. S obzirom na #uto-
narancaste 1 narancastocrvene fluorescencije, sastavnice 1, 3, 71 8 mogle bi
predstavljati flavonoide, a sastavnice 2, 4, 51 9 zbog zelenih 1 plavih fluores-
cencija mogle bi predstavljati neke fenolne kiseline.

4. Kvalitativna analiza trjeslovina

Dokazivanje trjeslovina provedeno je u vodenom ekstraktu patuljaste
sviline.

Dodatkom otopina soli Zeljeza doslo je do stvaranja zelenosmedeg taloga.

Reakeija s olovo-subacetatom takoder je rezultirala zelenosmedim talo-
gom.
Ekstrakt je s otopinom Zelatine stvorio zamuéenje.

Reakcija s formaldehidom i kloridnom kiselinom pomoéu koje bi se mogle
istaloZiti katehinske trjeslovine dala je negativan rezultat. U filtratu su do-
kazane pirogalolske trjeslovine reakcijom s natrij-acetatom i Zeljezo-
(IID-amonij-sulfatom, pri éemu je nastao ljubicastoplavi prsten.
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i ! | } |
S I I 1 I i

Fk L-7-0-G E Kk KLk

Skica 1. Kromatogram odijeljenih sastavnica metanolnog ekstrakta listova
patuljaste sviline
Stacionarna faza: Kieselgel 60 Fasq
Mobilna faza: etilacetat-mravlja kiselina-ledena octena kiselina-voda
(100:11:11:27 VIV [V [V)
Detekcija: NST/PEG (UV-365 nm)
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S ] | ! I i

T T f 1 T
Fk L-7-0-G E Kk KLk

Skica 2. Kromatogram odijeljenih sastavnica metanolnog ekstrakta listova
patuljaste sviline
Stacionarna faza: Kieselgel 60 Fas4
Mobilna faza: etilacetat-mravlja kiselina-voda (8:1:1 V/V/V)
Detekcija: NST/PEG (UV-365 nm)
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Ry
0,76

0,71
0,66

0,54

0,48

0,42

0,16

0,10
0,07

Skica 3. Kromatogram odijeljenih sastavnica vodeno-metanolnog ekstrakta listova
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Stacionarna faza: Kieselgel 60 Fas4

Mobilna faza: toluen-etilacetat-ledena octena kiselina (4:5:2'V/V/V)
Detekcija: NST/PEG (UV-365 nm)
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Reakcija s vanilinom i koncentriranom kloridnom kiselinom dala je ne-
gativan rezultat; dakle u ekstraktu nisu nazoéne katehinske trjeslovine.

5. Kvantitativna analiza trjeslovina

Odredivanje koli¢ine ukupnih polifenola i trjeslovina provedeno je spek-
trofotometrijskom metodom prema Schneideru. Utvrdeno je da listovi patu-
ljaste sviline sadrie 4,25+0,03% ukupnih polifenola te 0,85+0,01% trjeslo-
vina (n=3).

6. Odredivanje pepela

Zarenjem do konstantne mase utvrdeno je da listovi ispitivane vrste sa-
drze 29,66+0,03% pepela (n=3). Pepeo se djelomiéno otopio u 10%-tnoj klo-
ridnoj kiselini. Dakle, radilo se o fiziclo8kom, ali i o fizikalnom pepelu ne-
topljivom u kloridnoj kiselini.

ZAKLJUCAK

Metodom tankoslojne kromatografije dokazano je da listovi patuljaste
sviline — Zostera noltii Hornem. sadrze flavonoide 1 fenolne kiseline. Uspo-
redbom s poredbenim supstancijama u ekstraktu listova dokazani su luteo-
lin-7-0-glukozid, kavena kiselina, klorogenska kiselina 1 ruzmarinska kise-
lina.

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

Rezultati kvantitativne analize pokazali su da listovi ispitivane vrste sa-
drze 0,27% flavonoida, 4,25% ukupnih polifenola 1 0,85% trjeslovina.

Zarenjem do konstantne mase utvrdeno je da patuljasta svilina sadrzi
29,66% pepela.
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