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ZNANSTVENI RADOVI

Fitokemijsko istraZivanje velecvjetnog kukurijeka ~
Helleborus niger L. subsp. macranthus (Freyn) Schiffner

ZELJAN MALES' i MISKO PLAZIBAT?

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

Phytochemical investigation of Helleborus niger L. subsp.
macranthus (Freyn) Schiffner

Summ ary - Flavonoids (isoquercitrin, other derivatives of quercetin and deri-
vatives of kaempferol) and phenolic acids were proved in the methanolic extracts of
leaves and flowers of Helleborus niger L. subsp. macranthus (Freyn) Schiffner by
means of thin- 1ayer chromatography. Quantitative analysis of flavonoids gave a total
content of 0.43% in leaves and 0.69% in flowers. Pyrogallol tannins were proved in
the aqueous extracts of leaves and flowers upon the colours and precipitates with
metallic salts and gelatine. The results of the spectrometric determination showed
that leaves contain 4.38% total polyphenols and 0.38% tannins, whereas flowers con-
tain 5.40% total polyphenols and 0.54% tannins.

¢ 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).

UvVOD

Helleborus niger L. subsp. macranthus (Freyn) Schiffner — velecvjetni
kukurijek zeljasta je trajnica iz porodice Zabnjaka (Ranunculaceae). Biljka
pripada ilirskom flornom elementu i kod nas najéesée raste u pretplanin-
skom podrudju gorske Hrvatske, dok se manji izdvojeni dijelovi areala nala-
ze na Samoborskom gorju, Zumberku, Medvednici i Papuku, zatim se javlja
u Sloveniji te u predalpskom podruéju u Italiji.

Raste na dolomitnoj podlozi, na neutralnim ili slabo baziénim, propus-
nim i suhim tlima, u razli¢itim tipovima bukovih, jelovih, borovih, smreko-
vih kao i nekih drugih Suma, a kadikad, premda rijetko, i na stanigtima iz-
van Suma.

U literaturi nisu pronadeni podaci o uporabi te biljne svojte, medutim
postoje brojni podaci o uporabi crnog kukurijeka — Helleborus niger L. Kako
je velecvjetni kukurijek podvrsta crnog kukurijeka, oni su medusobno morfo-
logki veoma sli¢ni, a vjerojatno imaju i sli¢an kemijski sastav. Na osnovu toga
moglo bi se pretpostaviti da bi se velecvjetni kukurijek mogao primijeniti u
iste svrhe kao i crni kukurijek. Medutim, kemijski sastav velecvjetnog kuku-
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rijeka jo$ nije dovoljno istrazen da bi se ta pretpostavka mogla smatrati is-
pravnom. Zato je i cilj nagih istraZivanja bila kvalitativna i kvantitativna
analiza flavonoida i trjeslovina u listovima i cvjetovima navedene biljne svoj-
te.

Velecvjetni kukurijek jedna je od dviju podvrsta crnog kukurijeka (1-4).
NajéeSée upotrebljavani sinonimi za tu biljku su H. macranthus (Freyn)
Gurke (5) i H. niger L. var. macranthus Freyn (6).

Ta podvrsta ima uZe podrudje rasprostranjenosti od crnog kukurijeka.
Dosta je rijetka (5) i manje dostupna biljka te je malo istrazivana. Za nju
postoji samo nekoliko narodnih naziva, a najpoznatiji su velecvjetni kukuri-
jek i kukurijek (5). Osim toga, buduéi da biljka obi¢no cvate od veljate do
travnja, a ponekad kad je zima blaga moZe procvasti veé u sije¢nju ili pro-
sincu, zovu je snjeZnica ili boZiénjak (7).

BOTANICKI PODAC!I

1. Morfoloska obiljezja porodice Ranunculaceae — Zabnjaci

Porodica Ranunculaceae sastoji se od brojnih rodova i vrsta raznovrsne
grade i izgleda. Biljke iz te porodice mogu biti jednogodisnjice, no uglavnom
su zeljaste trajnice. Vrlo rijetko su razvijene kao drvenasti grmovi ili penja-
dice (Clematis L.).

Listovi su prsljenasto, izmjeniéno ili rijetko nasuprotno rasporedeni,
uglavnom bez palistiéa, s razvijenim rukavcem i peteljkom razli¢ite duZine;
jednostavni su ili trodjelno odnosno perasto sastavljeni, a njihove plojke
mogu biti cjelovite, rascijepljene, razdijeljene ili izrezane, na rubu cijele ili
razli¢ito urezane.

Cvjetovi su obiéno dvospolni, pravilne ili nepravilne grade, s produzenom
ili skradenom cvjetnom osi na kojoj se redaju dijelovi cvijeta spiralno ili u
krugovima te su redovito lijepo obojeni. Ocvijeée je jednostruko ili dvostruko,
aktinomorfno ili zigomorfno, a esto je sastavljeno od 4, 5 ili vide listi¢a. Lis-
tiéi ocvijeéa smjesteni su na cvjeti§tu izmjeniéno, u préljenovima, ali najéesce
spiralno, a oni su svi, ili samo unutarnji, Zivo obojeni, to jest vjen¢i¢u sli¢ni
(korolini¢éni), ili su razludeni u ¢asku i vjenéié. Nektariji nastali metamor-
fozom prasnika koroliniéni su poput latica. U cvijetu ima mnogo prasnika
kojima se pra&nice otvaraju uzduZnim pukotinama.

Plodnice su nadrasle i slobodne, njihov broj je razliéit; najéesée ih u cvi-
jetu ima mnogo, a vrlo rijetko samo jedna. Svaka plodnica sadrzi jedan ili
vise sjemenih zametaka. Plod je najfe3ée mjehur s puno sjemenki, a rjede
jednosjemeni oragéi¢, tobolac ili boba (2, 7-10).

2. Anatomska obiljezja porodice Ranunculaceae — Zabnjact

Listovi vrsta porodice Ranunculaceae imaju sloj skoro iskljuéivo jedno-
stani¢nih pokrovnih dlaka. Osim toga, u mnogih vrsta pojavljuju se jednosta-
ni¢ne dlake tankih stijenki, kao i kijacaste i budaste dlake nalik Zljezdastim
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Slika 1. Helleborus niger L. subsp. macranthus (Freyn) Schiffner —
VELECVJETNI KUKURIJEK

dlakama. Prave Zljezdane dlake s jednostani¢énim glavicama pojavljuju se ti-
jekom cvatnje u roda Aconitum L.

Unutrasnji ekskrecijski organi nisu poznati. Inade vrste te porodice ne
sadrZe kalcij-oksalat, ali su u nekih rodova zamijeéeni mali kristali. Podanci
1 lukovice sadrZe dosta §kroba, a u rodova Adonis L., Helleborus L. i Eranthis
Salisb. mnogo masnog ulja (11).

3. Morfoloska obiljezja crnog i velecujetnog kukurijeka

Crni kukurijek (H. niger) trajnica je kvrgava, crnosmedeg podanka i
vlaknasta korijenja (6). Stabljika je uspravna, 10-30 cm visoka (2,12).

Prizemni su listovi koZasti i zimzeleni, na dugim valjkastim peteljkama
koje nemaju uzduznu brazdu; plojka se sastoji od 5-10 lisaka, srednje su ve-
¢inom cjelovite, Siroko lancetaste ili gotovo klinaste, u gornjoj treéini grubo
ili usijeCeno pilaste, dok su postrane liske stopalasto sastavljene ili izrezane
na nekoliko grubo pilastih isperaka (18).

Biljka ima 1-3 cvijeta promjera 5-11 cm (2). Cvjetovi su ovalni i u podet-
ku bijeli, a starenjem postaju grimizno crveni. Jednostavni perijant sastav-
ljen je od 5 duguljastih do Siroko jajastih listiéa. Nektarija ima do 12, oni su
cjevasto-ljevkasta oblika, Zutozeleni (6,10).
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Plodovi su duguljasti mjehuri s kratkim $iljkom na vrhu i s visSe sjeme-
naka koje su duguljasto valjkaste, crne, na povrsini mrezasto naborane, s
bijelim spuzvastim privjeskom (14).

Crni kukurijek ima dvije podvrste:

a) H. niger L. subsp. niger; on ima sjajne tamnozelene listove &iji su dije-
lovi rombiéno klinasti, a njihovi su zupci prilegli. Cvjetovi su 5-8 cm u pro-
mjeru, lapovi su bijeli ili slabo crvenkasti, 2n=32 (2,3).

b) H. niger L. subsp. macranthus (Freyn) Schiffner; listovi su plavicasto-
zeleni, a segmenti §iroko lancetasti s vi§e ili manje strie¢im zupcima. Listovi
podvrste macranthus veéi su od listova podvrste niger. Cvjetovisu 8-1lcmu
promjeru, a lapovi su veéinom bijeli ili blago crvenkasto nahukani, 2n=32
(3,5,9) (slikal.).

Biljka se razmnoZava sjemenkama, a fakultativno i vegetativno dijelje-
njem podanka. U kulturi dobro uspijeva, ali je Gesto ugroZena virozama (4).

4. Geografska rasprostranjenost velecvjetnog kukurijeka
i njegova prirodna stanista

Velecvjetni kukurijek pripada ilirskom flornom elementu. Veéim dijelom
rasprostranjen je u brdsko-planinskom podrudju goransko-licke regije: u
Gorskom kotaru na risnjackom skupu planina, Maloj i Velikoj Kapeli i Lickoj
Pljesivici te na sjevernom Velebitu. Manji izdvojeni dio areala nalazi se na
Samoborskom gorju i Zumberku. Biljka raste i istotno od Sutle, tako da je
nadena i kod Krapine i Sutinskih toplica. Najisto¢nije izolirano nalaziste je
na podruéju Papuka (4) (Slika 2.). Ova biljka moze se naéi i u juznom Tirolu
(3), Sloveniji (25) te u jo§ nekim predjelima sjeverne Italije (2,15).

Velecvjetni kukurijek raste na dolomitnoj podlozi, za koju je u mnogim
sludajevima i lokalni fitoindikator. Raste na neutralnim ili slabo baziénim,
propusnim i suhim tlima kao $to su rendzine i neka smeda tla. Biljku najces-
ée nalazimo u brdskim podru&jima gdje je karakteristi¢na svojta bukovih Su-
ma (Fagetum montanum) i bukovo-jelovih Suma (Abieti-Fagetum). Na podru-
&u Male Kapele i Pljesivice karakterizira posebne tipove bukovih, borovih i
smrekovih $uma na dolomitu (Helleboro-Fagetum, Helleboro-Pinetum i Pi-
ceetum dolomiticum). MoZe se naéi i u Sumama hrasta medunca i crnog gra-
ba, na livadama kalni¢ke Sasike, medu grmljem 1 na jo$ nekim stanistima
(4,8). Velecvjetni kukurijek je najbrojniji na rubovima navedenih Suma gdje
raste u veéim ili manjim skupinama, a u gustim $umama najéesce pojedi-
naéno.

Cvjetovi i listovi desto se sabiru u dekorativne svrhe. Sabiranje, sjeca

Suma i zahvati koji mijenjaju uvjete stanista te kisele kiSe smanjuju broj pri-
mjeraka te zastiene vrste (4).
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Slika 2. Nalazidte vrste Helleborué niger L. subsp. hacranthus (Freyn) Schiffner ’

KEMIJSKI PODACI

1. Kemijski sastav porodice Ranunculaceae

Prema Hegnaueru (11), u vrstama porodice Ranunculaceae zastupljeni
su sljededi spojevi: flavonoidi, alkaloidi, cijanogeniéni spojevi, saponini, kar-
denolidi i bufadienolidi, organske kiseline, rezervne tvari vegetativnih orga-
na i sjemenaka te mineralne tvari.

Flavonoidi

Od flavonoida najvise su istrazivani flavonoli, flavoni i glukoflavoni.
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Kromatografskim i spektrometrijskim metodama dokazani su kvercetin-
i kemferol-heterozidi u laticama i prasnicama vrsta Caltha palusiris L.,
Helleborus niger L. 1 Pulsatilla alpina (L.) Delarbre ssp. alpina, i u laticama
vrste Helleborus foetidus L.

U listovima vrste Thalicirum foetidum L. identificirani su rutin i ram-
netin-3-glukozid, dok su kvercetin i izoramnetin dokazani u listovima vrste
Delphinium zalil Aitch. et Hemsl.

Kemferitrin (=Lespedin) i kemferol-7-ramnozid izolirani su iz listova
vrste Aconitum orientale Mill., dok su kemferol i kvercetin izolirani iz zelja-
stih dijelova vrste Nigella arvensis L. (11).

1z listova vrste Clematis maximowicziana Franch. et Sav. izoliran je fla-
von terniflorin. Iz listova vrste Thalictrum thunbergii DC. izoliran je api-
genin-7-galaktozid (=taliktrin). U rodova Adonis L. i Trollius L. €ini se da su
flavonol-heterozidi nadomjesteni glukoflavonima, jer Adonis vernalis L. za
vrijeme cvatnje sadrZi orientin, izoorientin i izoorientinmonoksilozid. Tako-
der i cvjetovi vrste Trollius europaeus L. sadrze orientin. Osim u tim rodovi-
ma, glukoflavoni se nalaze i u rodovima Ranunculus L. 1 Thalictrum L. (11).

Ostali znaéajniji spojevi

U kemijskom sastavu postoji velika sli¢nost pojedinih rodova te porodice.
Paeonioideae se odlikuju biljnim dijelovima u kojima se ¢esto nalaze smole,
trjeslovine i razni alkaloidi, kao npr. hidrastin, hidrastinin, kanadin, peonin
i berberin. Vrste roda Thalictrum L. sadrZe takoder neke alkaloide, a vrste
rodova Anemone L., Ranunculus L. 1 drugih pak sadrZe oStre i s vodenim
parama hlapljive tvari, kao §to je npr. anemonol.

Vrste roda Helleborus L. s nepravilnim cvjetovima sadrze alkaloide kao
§to su akonitin, nepalin i delfinin. U predstavnika skupine s pravilnim cvje-
tovima nalazimo takoder heterozid heleborein i saponin heleborin. Gotovo su
sve biljke te porodice zbog tih spojeva ljute 1 otrovne. Mnoge vrste te porodice
sadrZe i otrovnu tvar protoanemonin, koja §tetno djeluje na sve vrste doma-
¢éih Zivotinja osim na svinje (7,10).

Droga Hellebori radix (rhizoma) koja se dobiva iz vrsta Helleborus niger
L., Helleborus viridis L. i Helleborus odorus Waldst. et Kit. sadrZi kardioto-
ni¢ne heterozide koji pripadaju tipu bufadienolida. Glavni heterozid u vrsta-
ma H. viridis L. 1 H. odorus Waldst. et Kit. je helebrin (0,4-0,5%) (16).

2. Kemijski sastav crnog i velecvjetnog kukurijeka

H. niger L. u svom kratkom crnkastom podanku (Rhizoma hellebori nig-
ri) sadrzi saponinski heterozid heleborin, heterozid heleborein, heterozid he-
lebrin (po djelovanju slidan strofantinu) te aglikon helebrigenin. Svi dosad
navedeni spojevi imaju ljut i gorak okus, a pronadeni su i u drugih vrsta
kukurijeka. Oni su ujedno i toksiéne tvari pa se mora paziti na dozu pri upo-
rabi pripravaka koji ih sadrZe (13,14,17,18).

Osim navedenih spojeva, H. niger L. sadrZi i akonitinsku kiselinu, mas-
no ulje, 8krob, kalcij-fosfat, eteri¢no ulje, razlidite steroide te alkaloide (13-18).
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U cvjetovima vrste H. niger L. identificirani su i neki flavonoidi kao npr.
kvercetin- i kemferol-heterozidi (15).

Glede kemijskog sastava podvrste H. niger L. subsp. macranthus (Freyn)
Schiffner poznato je da korijen i podanak sadrze steroidne saponine (npr.
makrantogenin odnosno makrantozid I) te da posjeduju helebrin u tragovi-
ma (11,15).

DJELOVANJE I UPORABA KUKURIJEKA

Kukurijeci su biljke vrlo ostrog okusa, pale sluznicu i pripadaju skupini
narkoti¢nih i otrovnih biljaka. Ta su im svojstva odavno poznata. Zato ih je
narod od davnina upotrebljavao za lije¢enje raznih bolesti. Tako su se u na-
rodnoj medicini upotrebljavali razli¢iti kukurijeci, bez obzira kojoj vrsti pri-
padali, jer se u svih tih biljaka djelovanje temelji na nazoénosti helebrina i
heleboreina, koji se nalaze u podancima ili korijenju te u prizemnim listo-
vima (10). Utvrdeno je da je opasno uZivati svjeze dijelove ovih biljaka, jer to
moze izazvati nesvjesticu, povracéanje, proljev, gréeve, ukodenost pa i smrt
{judi i Zivotinja.

Puk je Cesto rabio kukurijek za lije¢enje domadéih Zivotinja.

Podanak zelenog kukurijeka (Rhizoma hellebori viridis) primjenjivao se
kao purgativ, drastik, lijek za srce, opojno sredstvo i lijek za Zivce.

U Grékoj i Maloj Aziji raste H. orientalis Lam. &iji se podanak nekada ra-
bio kao lijek protiv vodene bolesti, padavice, melankolije, povratne groznice,
kao lijek za povraéanje itd. (10).

Od crnog kukurijeka (H. niger L.) kao droga rabe se podanak — Rhizoma
hellebori nigri - i korijen — Radix hellebori nigri (16,18). Kao &to je i prije
navedeno glavne djelatne sastavnice su helebrin, heleborein i heleborin. He-
lebrin je kardiotoni¢ni heterozid s jakim djelovanjem na srce, sli¢no djelo-
vanju heterozida strofantusa, a osim toga djeluje i diuretski. U lijedenju je
bolje primjenjivati ¢istu supstanciju helebrin nego drogu, jer ona izaziva mu-
¢nine i povracanje zbog drugih spojeva (16). Heleborein je takoder zanimljiv
spoj jer je njegovo fiziolodko djelovanje na stanice sli¢no kao djelovanje di-
gitalisa pa bi se takoder mogao primjenjivati u lijedenju srca (17). Pokusaji
da se droga primjeni kao sredstvo u lijedenju srca nisu uspjeli zbog slabe
resorpcije heleboreina te nezanemarivog upalnog i nadrazajnog djelovanja.
Saponinski heterozid heleborin djeluje na sluzokozu izrazito nadrazujude
(povracanje, laksativno djelovanje), a na sredi$nji zivéani sustav blokirajuce
(13). Ova droga se od davnina rabila u puckoj medicini kao laksativ i sred-
stvo za povracanje (18) te u obliku pragka kao sredstvo za lije¢enje dusevnih
poremecaja (10,17). Primjenjuje se i u homeopatiji kod bubreznih i mo-
kraénih tegoba (16). Glavna je uporaba droge u lijeéenju srea te kao diuretik
(16). Osim toga rabi se i kao pragak pri hunjavici, menstrualnim tegobama,
mokraénom kamencu, Zutici, pri problemima sa Zivcima, protiv vodene bo-
lesti, koinih tegoba, gnojnih ¢ireva i glista (13,18). Izvana se droga primje-
njuje u lijeenju 3uge u Zivotinja (14,17). U veterinarstvu se primjenjuje i
kao laksans, a rabi se i za unitavanje biljnih nametnika (18).
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EKSPERIMENTALNI DIO

Biljni materijal

Kao materijal za ispitivanje uporabljeni su listovi i cvjetovi velecvjetnog
kukurijeka, Helleborus niger L. subsp. macranthus Freyn (Schiffner), skup-
ljeni 21. veljade 1997. godine na Samoborskom gorju.

1. Identifikacija biljnog materijala

Identitet ispitivane biljne vrste potvrden je ispitivanjem vanjske i unu-
tarnje grade skupljenog uzorka. Ispitivanje je provedeno prema literaturnim
podacima (2,3,8) i farmakopejskim propisima za »Ispitivanje droga.

2. Ispitivanje nazoénosti flavonoida tankoslojnom kromatografijom

Ispitivanju su podvrgnuti metanolni ekstrakti listova i cvjetova vele-
cvjetnog kukurijeka uz poredbene supstancije-flavonoide: izokvercitrin (Iz) i
rutin (R). Od poredbenih supstancija pripremljene su 0,05%-tne metanolne
otopine.

Ekstrakti listova i cvjetova pripremljeni su tako da je 1 g praskasto usit-
njenih listova i cvjetova ekstrahiran sa 10 ml metanola 30 minuta na vo-
denoj kupelji uz povratno hladilo na 60 °C. Bistri filtrat nakon hladenja, slu-
Zio je kao otopina za kromatografsko ispitivanje (19).

Pri ispitivanju nazoénosti kemferola (Ke) i kvercetina (Kv) u listovima i
evjetovima velecvjetnog kukurijeka uporabljen je etilacetatni ekstrakt dobi-
ven u postupku hidrolize pri spektrofotometrijskom odredivanju ukupnog
sadrzaja flavonoida prema Christu i Miilleru (20). I u tom sluéaju primijenje-
ne su 0,05%-tne metanolne otopine poredbenih supstancija kemferola i kver-
cetina.

Ispitivanje nazoé¢nosti flavonoida provedeno je na tankom sloju Kieselgel
60 Fys4 u tri smjese otapala: etilacetat — mravlja kiselina — ledena octena
kiselina — voda (100:11:11:27 V/V/V/V) (19), etilacetat — mravlja kiselina —
voda (8:1:1 V/V/V) (21) i toluen — etilformijat — mravlja kiselina (5:4:1 V/V/V)
(22).

Detekcija odijeljenih flavonoida provedena je promatranjem pod UV
zradenjem kod 365 nm nakon prskanja kromatograma modificiranim Natur-
stoff reagensom (NST/PEG). Reagens je pripremljen mijeSanjem 1%-tne me-
tanolne otopine B-etilaminoestera difenilboratne kiseline (NST) i 5%-tne eta-
nolne otopine polietilenglikola 4000 (PEG). Modificirani Naturstoff reagens
specifiéan je reagens za detekciju flavonoida. Obojenja nastaju odmah, a
uvjetovana su strukturom flavonoidnih spojeva. Narancaste fluorescencije
karakteristiéne su za derivate kvercetina i miricetina (flavonoli) te luteolina
(flavon), a zutozelene za derivate kemferola i izoramnetina (flavonoli) te api-
genina (flavon). Dodatkom PEG-a povisuje se granica detekcije (19).
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3. Odredivanje kolié¢ine flavonoida spektrofotometrijskom
metodom prema Christu i Miilleru

Sadrzaj flavonoida u uzorcima listova i cvjetova odreden je metodom pre-
ma Christu i Milleru (20), koja se temelji na hidrolizi flavonoidnih heterozi-
da i odredivanju ukupnih aglikona nakon stvaranja kompleksa s Al3* u smje-
si metanola, etilacetata i octene kiseline.

4. Dokazivanje trjeslovina na temelju stvaranja
obojenih produkata i taloga

Dokazivanje trjeslovina provedi se tako da se najprije odvaze 1 g listova
{cvjetova) u prasku, zatim se doda 50 ml destilirane vode 1 zagrijava na vode-
noj pari uz povratno hladilo 15 minuta. Dobivena iscrpina se nakon hladenja
filtrira a dobiveni filtrat uporabi se za reakcije (21,23).

Opée reakcije za dokazivanje trjeslovina provedene su u Cetiri epruvete:
u tri epruvete (a,b,d) ulije se 2 ml filtrata, a u &etvrtu (¢) 5 ml filtrata. U
epruvetu a) dodane su 2 kapi otopine Zeljezo (I1I)-klorida, u epruvetu b) 2-3
kapi otopine Zeljezo (III)-amonij-sulfata, u epruvetu ¢) 0,5 ml otopine olo-
vo-subacetata, a u epruvetu d) 2 ml otopine Zelatine (21).

Reakcija na flobatanine provedena je sa formaldehidom i kloridnom ki-
selinom, a reakcija na pirogalolske trjeslovine s natrij-acetatom i zeljezo
(1ID)-amonij-sulfatom (21).

Za dokazivanje katehinskih trjeslovina 0,2 g pulveriziranog biljnog ma-
terijala pomije$ano je s 10 ml metanola, zagrijano do vrenja i filtrirano. Za-
tim je 1 ml filtrata pomije$ano s 0,5 ml otopine vanilina (1g:100 ml 96% eta-
nola) i 1 ml koncentrirane kloridne kiseline (21).

5. Odredivanje koli¢ine ukupnih polifenola i trjeslovina

Za odredivanje sadrZaja ukupnih polifenola i trjeslovina primijenjena je
spektrofotometrijska metoda prema Schneideru (24), koja se temelji na ta-
loZenju trjeslovina s kazeinom.

REZULTATI I RASPRAVA

1. Morfoloska identifikacija listova

Ova identifikacija napravljena je prema literaturnim podacima (2,3,5,8),
odnosno na temelju morfologkih obiljezja listova.

Listovi velecvjetnog kukurijeka su bez sjaja, plaviéastozeleni. Segmenti
listova su 8iroko lancetasti, sprijeda sa strieéim, viSe-manje bodljastim zup-
cima. Peteljke su valjkasta oblika bez zljebasta udubljenja. Rukavac peteljke
ima na ventralnoj strani dosta velike, nitaste i savijene ili strseée uskaste
nastavke kojima obuhvaéa pup ili bazalni dio mladeg lista. Povrsina peteljke
je priliéno hrapava i crvenkasto pjegava. Plojka je stopalasto razdijeljena na
5-8 primarnih segmenata, dok sa sekundarnim ispercima ima prosjeéno 7—
10 isperaka (5).
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2. Anatomska identifikacija listova

List velecvjetnog kukurijeka pokazuje dorziventralnu gradu. S gornje 1
donje strane lista nalazi se dosta debela i naborana kutikula. Epidermalne
stanice i s gornje i s donje strane lista nalikuju na pravokutnike zadebljalih
rubova, koji su malo izbogeni prema van u srediSnjem dijelu. Pudi se nalaze
samo na donjoj epidermi. Mezofil lista diferenciran je na palisadni i spu-
#vasti parenhim. Palisadni parenhim je jednoslojan, stanice su izduZene 1
zbijene jedna do druge, a s obzirom na stanice gornje epiderme, na jednu
epidermalnu stanicu dolaze dvije stanice palisadnog parenhima. SpuZvasti
parenhim sastoji se od Sest slojeva stanica razli¢itih oblika (okruglaste il;
izduzene stanice). Pri ovom ispitivanju lista nije utvrdeno postojanje kal
cij-oksalata, sluzi ili drugih tvari koje bi mogle biti sastavni dio lista.

U prasku lista te biljke nalaze se: brojne puci, epidermalne stanice, spi:
ralne i mrezaste traheje te dijelovi mezofila s provodnim elementima.

3. Dokazivanje flavonoida

Metanolni i etilacetatni ekstrakti listova i cvjetova velecvietnog kukuri
jeka ispitani su na nazo¢nost flavonoida tankoslojnom kromatografijom. Z:
odvajanje flavonoida i fenolnih kiselina uporabljene su tri smjese otapale
(19,21,22). Nakon prskanja kromatograma modificiranim Naturstoff reagen
som (NST/PEG) i promatranjem pod UV zrafenjem kod 365 nm, uocene st
naranéaste, zutozelene, plave, zelenkaste i plavozelene fluorescencije.

Odjeljivanjem mobilnom fazom etilacetat — mravlja kiselina — ledena oc
tena kiselina — voda (100:11:11:27 V/V/V/V) u ekstraktu listova velecvjetno;
kukurijeka uo¢ava se 12 mrlja, a u ekstraktu cvjetova 14 mrlja (Skica 1.). O
sest mrlja Zutonarandaste fluorescencije - 2, 3, 5, 6,91 11, mrlja 11 (Rg=0,70
odgovarala bi poredbenoj supstanciji izokvercitrinu. Ostalih pet mrlja |
obzirom na naranéaste fluorescencije i na Ry vrijednosti mogle bi pripadat
flavonoidnim heterozidima-derivatima kvercetina. Najjaéu fluorescencij
imaju mrlje 2, 6 i 11. Ekstrakti listova i cvjetova velecvjetnog kukurijek:
takoder sadrie i mrlje plave, plavozelene, zelene i plavoljubicaste fluc
rescencije — mrlje 8, 10, 12, 13 i 14. Ove bi mrlje s obzirom na boje svoje fluc
rescencije, koje su karakteristi¢ne za fenolne kiseline, mogle predstavljaf
neke fenolne kiseline. Mrlja 1 (Ry =0,08) ima zelenu fluorescenciju karak
teristi¢nu za derivate kemferola, pa bi to mogao biti flavonoidni heterozic
derivat kemferola. Mrlja 4 (Rg=0,28) plave fluorescencije i mrlja 7 (Rp= 0,4¢
yute fluorescencije uoéene su samo u ekstraktu cvjetova.

Sli¢na kromatografska slika (Skica 2.) dobivena je odjeljivanjem flavon
ida i fenolnih kiselina smjesom otapala etilacetat — mravlja kiselina — vod
(8:1:1 V/V/V). Jedina je razlika u odnosu na Skicu 1. nesto nize Ry vrijednos
flavonoida i fenolnih kiselina.

Odjeljivanje etilacetatnih ekstrakata listova i cvjetova dobivenih hidrol
zom provedeno je uz uporabu mobilne faze toluen — etilformijat — mravlj
kiselina (5:4:1 V/V/V). Pritom je dobiveno pet mrlja (Skica 3.). Dvije mrlje —
i 4 bile su narancaste fluorescencije. Mrlja 4 (Rr=0,47) odgovarala bi prem
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Broj Re

mrlje
1 0,08
2 0,17
3 0,24
4 0,28
S 0,33
6 0,38
7 046
8 0,50
9 0,54
10 0,58
11 0,70
12 0,79
13 0,87
14 0,92

Skica 1.
Stacionarna faza: Kieselgel 60 Fgs4 »Merck«
Razvija¢: etilacetat : mravlja kiselina : ledena octena kiselina : voda
£100:11:11:27 V/V/V/V)
Detekcija: NST/PEG (UV-365 nm)
F
14 14
13 13
12 12
1z-0,70
S 11 T i
10 10
9 9
8 8
7
R-0,42
@>®
6 6
5 5
4
3 3
2 2
1 1
S L Iz C
R

L=20 pL (metanolni ekstrakt listova), Iz=5 pL, R=2 pL,
C=20 pl (metanolni ekstrakt cvjetova)

boji i Ry vrijednosti poredbenoj supstanciji kvercetinu. Na kromatogramu su
prisutne i dvije mrlje (2 i 5) zelenkastozute fluorescencije. Mrlja 5 (Rg=0,54)
s obzirom na boju i Ry vrijednost odgovara poredbenoj supstanciji kemferolu.
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Skica 2.

Stacionarna faza: Kieselgel 60 Fgs, »Merck«

Razvijaé: etilacetat : mravlja kiselina : ledena octena kiselina : voda
(8:1:1 V/V/V)

Detekcija: NST/PEG (UV-365 nm)

Broj mrlje Re
] 1 0,05
2 0,13
3 0,16
4 0,20
" 14 5 0.23
6 0,25
7 0,28
8 0,38
? 13 9 043
10 0,48
11 0,57
12 0,68
" 12 13 0,76
14 0,94
1z-0,70
11 &> 11
10 10
9 9
8 8
7
R-0,42
6
3 3
2 2
1 1
S L 1z C
R

L=20 uL (metanolni ekstrakt listova), Iz=5 ul, R=2 plL,
C=20 uL (metanolni ekstrakt cvjetova)

Mrlja 3 (Rp=0,39) plave je fluorescencije pa bi s obzirom na to da je plav:
boja karakteristi¢na za fenolne kiseline, ona mogla predstavljati jednu o
njih.
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Skica 3.

Stacionarna faza: Kieselgel 60 Fqzy

Razvija¢: toluen : etilformijat : mravlja kiselina
(5:4:1 V/V/V)

Detekcija: NST/PEG (UV-365 nm)

F
Broj mrlje Ry
] 0,07
2 0,12
3 0,39
4 0,47
Ke-0,54 5 0,54
5 D 5
@ > 4 4
3 3
2 2
1
s L Ke Kv C

L=60 pL (etilacetatni ekstrakt listova), Ke=3 uL, Kv=3 uL,
C=60 pL (etilacetatni ekstrakt cvjetova)

Na temelju ovih kromatograma dokazano je da su u listovima i cvjetovi-
ma velecvjetnog kukurijeka nazoéni izokvercitrin, te drugi derivati kverceti-
na i derivati kemferola.

4. Kvantitativna analiza flavonoida

Kvantitativna analiza flavonoida provedena je metodom prema Christu i

Miilleru. Koli¢ina flavonoida odredena je u uzorcima déetiri puta, a iz

dobivenih rezultata izra¢unate su srednja vrijednost i standardna devijacija.
Listovi su sadrzavali 0,43+0,01%, a cvjetovi 0,69+0,06% flavonoida.

5. Kvalitativna analiza trjeslovina

Kvalitativne reakcije na trjeslovine potvrdile su nazoénost tih tvari u lis-
vima i cvjetovima velecvjetnog kukurijeka.

277



2. Males i M. Plazibat: Velecvjetni kukurijek - Helleborus niger L. subsp. macranthus (Freyn) Schiffner, Farm. Glas. 55, 7-8/1999

Dodatkom otopina Zeljeznih soli doslo je do stvaranja tamnozelenog za
muéenja u ekstraktima i lista i cvijeta, ali je kod ekstrakata cvijeta to za
muéenje bilo tamnije i izrazenije.

Reakcija s olovo-subacetatom rezultirala je zelenkastim zamudcenjem.

Ekstrakti listova i cvjetova dali su s otopinom Zelatine zamucenja.

Reakcija s formaldehidom i kloridnom kiselinom pomo¢u koje bi se mogle
odvojiti, tj. istaloZiti katehinske trjeslovine dala je negativne rezultate. U
filtratu je ispitivana nazoénost pirogalolskih trjeslovina s otopinom natrij
acetata i Zeljezo (II)-amonij-sulfata pri éemu je nastao ljubi¢astoplavi prs
ten.

Ispitivanje nazo¢nosti katehinskih trjeslovina provjereno je 1 pomoéu re
akcije s vanilinom i koncentriranom kloridnom kiselinom, no 1 ta reakcija j
dala negativne rezutate.

6. Kvantitativna analiza trjeslovina

Za odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola i trjeslovina u listovima
cvjetovima velecvjetnog kukurijeka primijenjena je spektrofotometrijska me
toda prema Schneideru. Sadrzaj ukupnih polifenola i trjeslovina odreden j
u uzorcima &etiri puta i izraZen masenim udjelom (%) (g ukupnih polifenole
odnosno trjeslovina u 100 g droge). Kod dobivenih rezultata izracunate si
srednja vrijednost i standardna devijacija. Listovi su sadrzavali 4,38+0,06%
a cvjetovi 5,40+0,08% ukupnih polifenocla. I koli¢ina trjeslovina bila je veca
uzorcima cvjetova (0,54+0,02%) u odnosu na listove (0,38+0,06%).

ZAKLJUCAK

U metanolnim ekstraktima listova i cvjetova velecvjetnog kukurijeka
Helleborus niger L. subsp. macranthus (Freyn) Schiffner utvrdena je met
dom tankoslojne kromatografije nazoénost flavonoida i fenolnih kiselin:
Usporedbom s poredbenom supstancijom dokazano je da ekstrakti sadr?
flavonolski heterozid izokvercitrin. Nakon provedene kisele hidrolize, u ek
traktima listova i cvjetova identificirani su flavonolski aglikoni kvercetin
kemferol.

Kvantitativna analiza je pokazala da cvjetovi sadrze 0,69%, a listo
0,43% flavonoida.

U vodenim ekstraktima listova i cvjetova utvrdena je nazoénost pirogal
Iskih trjeslovina reakcijama stvaranja taloga i reakcijama stvaranja oboj
nih produkata.

Rezultati kvantitativne analize pokazali su da je sadrzaj ukupnih polif
nola u cvjetovima 5,40%, a u listovima 4,38%, dok je koli¢ina trjeslovina
cvjetovima 0,54%, a u listovima 0,38%.
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