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UVOD

Hrvatska flora obuhvaca velik broj biljnih vrsta, a za mnoge jo$ nisu u
potpunosti rijeSeni taksonomski odnosi, niti su botanicki i kemijski detaljno

istrazene.

Rod trputac (Plantago L.), iz porodice trpucovki (Plantaginaceae),
polimorfan je rod koji obuhvaéa oko 265 vrsta (1) i krije u svojim pojedinim
svojtama mnoge botanicke, fitokemijske i farmakolosSke nepoznanice. Neke vrste
roda Plantago, primjerice Plantago major L., Plantago lanceolata L. i Plantago
psyllium L., dosad su dobro istrazene i poznate puckoj i sluzbenoj medicini kao
sredstva za iskasljavanje, lijeCenje rana i upala, te kao laksansi (2-9). Ostale se

vrste toga roda tek rijetko spominju, i to samo u narodnoj medicini.

U Hrvatskoj raste oko 15 vrsta roda Plantago (10, 11). U svrhu proucavanja
srodstvenih odnosa medu vrstama i nizim taksonima toga roda, te izucavanja
bioloski aktivnih tvari potencijalnih novih fitoterapeutika, provedena su opsezna
botanicka i fitokemijska istrazivanja biljnih uzoraka iz zapadnog dijela Hrvatske:
Plantago altissima L., P. argentea Chaix, P. coronopus L., P. holosteum Scop.
subsp. depauperata, P. holosteum Scop. subsp. holosteum, P. holosteum Scop.
subsp. scopulorum, P. lagopus L. i P. maritima L. Navedene biljne vrste dosad su
vrlo slabo izuéavane, ali su pretpostavljeno bogati izvori djelatnih tvari, po uzoru

na veé istrazene srodne vrste.



U okviru doktorskog rada provedena je detaljna morfolosko-anatomska
karakterizacija zapadnohrvatskih vrsta roda Plantago, s posebnim naglaskom na

izucavanje unutarnje grade lista i stabljike, te oblika i rasporeda trihoma.

Kvalitativna fitokemijska istrazivanja spomenutih biljnih vrsta obuhvatila su
histokemijsku analizu djelatnih i pri¢uvnih tvari, te dokazivanje iridoida,
flavonoida, fenolnih kiselina, trjeslovina, triterpenskih kiselina, saponina i
sterola. Primjenom spektrofotometrijskih metoda odredeni su ukupni polifenoli,
trjeslovine i flavonoidi u razli¢itim biljnim organima analiziranih taksona. Za
prosudbu valjanosti postupka odredivanja trjeslovina primijenjen je programski
paket ESKULAP. Unaprijedena je metoda micelarne elektrokineticke
kromatografije (MEKC) za analizu iridoidnih sastavnica, te postignuta njihova
selektivna i ponovljiva karakterizacija, dok su flavonoidi i fenolne kiseline
uspjeSno  karakterizirani primjenom tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC). Kao doprinos kemotaksonomiji roda Plantago, svi su
eksperimentalni fitokemijski rezultati obradeni metodom multivarijatne

statistike.

Provedena botanicka i fitokemijska istrazivanja navedenih biljnih taksona
predstavljaju vrijedan doprinos rjesavanju srodstvenih odnosa medu vrstama i
nizim svojtama roda Plantago L. te Sire saznanja o njihovim bioloski aktivnim
tvarima. Time se otvaraju daljnje mogucnosti prepoznavanja i istrazivanja novih

kvalitetnih fitoterapeutika.



1. TEORIJSKI DIO



1.1.BOTANI CKI PODACI

1.1.1. PorodicaPlantaginaceae (trpucovke)

PorodicaPlantaginaceaspada u farmaceutski ziagan redScrophularialeskoji jos ukljutuje
vazne biline porodice, primjericBolanaceae ScrophulariaceaePrema nekim autorima (npr.
Engler), trpucovke se dovoljno razlikuju od ost@érodica toga reda te ih oni podizu na razinu
redaPlantaginales

Trputcovke su jednogodisnje ili trajne zeljastgkdilli polugrmovi. Listovi su jednostavni i
nerazdijeljeni, rj¢e perasto urezani ili rascijepljenicirem skuplieni u prizemnu rozetu. Rijetko
se nalaze na stabljikama, nasuprotno ili naizimenpostavijeni, bez paliét (12). Cvjetovi su
vecinom skupljeni na vrhu stabljike u guste cvatopa tzduzenog ili kuglastog klasa. Pravilni su,
vecinom dvospolni, rijetko jednospolni i jednodomnindju brakteje. Ocvijee je dvostruko,
sastavljeno izaske i vjetiica. Caska dvospolnih cvjetova razdijeliena jedetiri reznjca, a u
jednospolnih je na Zenskim cvjetovima sastavijetegnem iz tri uska lapa. Vjeint je sulaian i
suhokoziast. Cjevast je i imé&etverokrpasti obod koji je samo u Zenskih cvjetwjasno razvijen.
Cvijet ima cetiri prasSnika jednake duljine koji @¢bo strSe daleko iz vjéita i jedan téak s
nadraslom plodnicom koja je razdijeliena na dvaetoi pretinca, s po jednim ili viSe sjemenih
zametaka. Vrat tka je dugaak i nerazdijeljen. Plod je $iaom tobolac koji se otvara zaklopcem i
sadrzi dvije il viSe sjemenaka, a tek vrlo rijefkod moze biti i jednosjemeni nepucavac (11, 13).

PorodicaPlantaginaceaeobuhvaa tri roda Plantago L., Littorella Bergius i Bougueria
Decne.), s oko 260 vrsta, rasprostranjenih uglavaammjerenim i svjezim podéjima gotovo

cijeloga svijeta (14, 15).

1.1.2. Rod Plantago L. (trputac)

Pripadnici rodéPlantagosu zeljaste biljke ili polugrmovi. Listovi su uizgmnim rozetama,
rijetko nasuprotni ili naizmjetini na razgranjenim stabljikama, a stapke s cvatm\wtoje u
njihovim pazuscima. Cvjetovi su tetramerni, uglavrgvospolni, skupljeni u guste klasove koji su
cesto skréeni poput glavice. Reznjevi vigida su najee odmaknuti (otvoreni, st&gili svinuti



prema natrag. Prasnici su uklopljieni u cijev &iés Plodnica je dvo- deetveropregradna, s po
dva ili viSe sjemenih zametaka. Plod je kruznoameobolac, koji sadrzi dvije ili viSe sjemenaka i
otvara se zaklopcem (11, 15).

RodPlantagoobuhvéa 6 podrodovaPlantagq CoronopustLittorella, Psyllium Bougueriai
Albicans(1). U Hrvatskoj raste oko 15 vrsta rdelantago Siroko su rasprostranjene, te ih ima i u
nizinskim krajevima, i u planinama. Mnoge od ngistu u neposrednoj blizini naselja, zatim uz
putove, na livadama i pasnjacima, na pjeskovikemenim obroncim&ak i u neposrednoj blizini
mora, a rjde u zivicama i Sumama (10, 11).

Podrijetlo nazivdPlantagoobjasnjava se kao sastavnica od imeplmeta (biljka, ali i taban) i
glagolaagere (voditi, slijediti). Tako, primjerice, veliki il&irokolisni trputac Rlantago major..)
raste nd@ese na putovima kojima hodaju ljudi, slijedi ljudsstepe. Zanimljiv je i domorodki
naziv za Sirokolisni trputac u Americi: "tragovjdalolikog" ili "tragovi blijedih lica", jer se trgac

javljao na putovima kojima su se kretali bijeli @ Amerike (16).

1.1.2.1Plantago altissma L. (visoki trputac)

Sinonimi:P. irrigua Fisch,P. dalmaticaSchottP. lanceolatasubspaltissima(L.) Kelln.

To je trajnica s priino debelim, kratkim ili malo produzenim podankowjj grelazi u pravi
korijen koji odumire, pa se na podanku stvarajynbrmesnati adventivni Korijeni. Listovi su
uspravni, lancetasti (stdisti) ili usko lancetasti, tupog vrha, s malimk8in. Prema osnovici se
suzavaju u dugéu peteljku koja prelazi u uski trokutasti rukaviaaljina listova iznosi 20-40 cm,

a Sirina 1,5-4 cm. M# listovi su slabo obrasli bjekstim prilegnutim dlakama. Izrazeno su
rebrasti, s 5-9 Zlijebova. Kratki i Siroki klasastatovi vrlo su gusti, valjkastog oblika, dugi-8,5
cm. Brakteje donjih cvjetova su jajolike i duge @im, a u gornjih su cvjetova kratko suzene,
duljine 4-6 mm. ListovEéaske dugi su 4 mm, a prednji sudugobno srasli. Obrnuto su jajoliki, pri
vrhu izrubljeni, suho koZasti. Vjergi¢ je dug 3 mm, reznjevi vjéita su jajoliki, kratko suzeni i
tupasti, dugi 2,5 mm i, osim tri uska rebra, &arisprugani. Zékaste su prasnice duge oko 3 mm, a
prasntka nit (filament) 2-3 puta je dulja od vijgéa. Sjemenke su usko jajaste, 3,25-3,5 mm duge,

crvenosmée i djelomice sjajne.



Bilka raste na vlaznim¢esto zasoljenim livadama, na naplavljenim ¢gesn tlima,
pretezno u raviarskim podrgjima. Njezin se areal proteze od sjevera ltalijeDlmava u

Madarskoj iCe3koj. U Hrvatskoj se javlja samonikla u Istri (12).

1.1.2.2 Plantago argentea Chaix (srebrnolisni trputac)

Sinonimi: P. gerardiPourr,P. sericeaValdst. et Kit.P. capitataHoppe et Hornschuch

Plantago argenteaChaix je trajnica s kratkim, tankim podankom, pokrivenatiozgo
rukavcima listova. Pravi korijen naknadno odunaradventivni korijeni su dugi, debeli i kruti.
Listovi su nateXe pri dnu rozetasto raspdeni, uspravni, lancetasti do linealno-lancetasti.
Postepeno prelaze u uski, tupasti vrh, dok se posmavici lista suzavaju u usku peteljiku koja
se potom Siri u dugi trokutasti rukavac. Dugi s#300cm, a Siroki 4-20 mm. Dok su mladi,
nose bjelkaste ili zkaste, manje-viSe duge, priljubljene svilaste dlatje kasnije potpuno
izgube. Listovi su cjelovita ruba i imaju 3-5 odozgko ispupenih Zila. Vunaste dlake
oskudne su pri osnovici lista. Svaka rozetae¥e nosi samo jedan do dva cvata. Cvatna
stapka (batvo), koja uglavnom jako nadvisuje listovitka je, uspravna ili sedno uzdize.
Duga je 15-50 cm i rijetko ima priljubljene trihomé mladih je biljaka okruglastog presjeka, a
kasnije je plitko Zljebasta. Klasovi su vrlo guktiatki, jajasti ili gotovo kuglasti. Prije cvatnje
su stozasti, dugi 1-1,5 cm. Brakteja je jajastagnd suzenjem, sprijeda suho K@&ta, duga
3,5-5 mm, a u donjih cvjetova do 6 m@aska je duga 3-3,5 mm, predniji su lapovi srasli, a
udvostrdgeni lap je Siroko eliptan, nepravilno izrubljen ili reznjevit, prema gemj rubu
smei. Straznji lapovi su goli, suzavaju se u kozadlsi prilicno su nesimetmi i ¢esto
svilasto-trepaviasti. Reznjevi vjetica usko su jajasti, tupasti, dugi 2,25-5 mm, sagetiedi |
prozimi, s jedva istaknutim rebrom. PraSnici gelibielipticni, s malim Siljkom, dugi 2-2,25
mm. Plod je tobolac, dug 3,5-4 mm, eliptn, na vrhu zaokruzen, a prema osnovici s kruznim
urezom. Sjemenke su duge oko 3 mm.

Biljka raste na suhim, sganim kamenjarima, kamenitim brdskim livadama ilirienitim
grmovitim obroncima, u krskim podfima, nafe€e na vapnergom tlu. Njezin se areal
proteZe od sjevera Spanjolske, preko juznih digkspa, do Istre, Méarske i Rumunjske (12,
15).



1.1.2.3.Plantago coronopus L. (busenasti trputac)

Narodni nazivi vranina noga, sviga noga, jelenji rog, oraljnokat, kamenjarski tiguif17, 18).

To je jednogodiSnja, dvogodiSnja ili viSegodiSnjgka s jednom ili nekoliko rozeta.
Listovi su 3-20 cm dugi, 0,5-2 cm Siroki, lineatio sultasti, sloZzeni u prizemnu rozetu.
Zupcasti su ili perasto razdijeljeni, rijetko cjelovitaba, goli ili s kratkim dl&icama na
obje epiderme. Zeljaste bezlisne stabljike (bamaigno su brojne, kige ili dulje od
listova, polegnute ili pridignute i na vrhu nosegdljasti klasasti cvat. Brakteje su jajaste
i blago zaSiljene ili suzene u dugi vrSak, drdi jednak ¢aSki. Plod je tropregradni
tobolac koji sadrzi tri do Sest eliptih smeih sjemenaka dugih 1 mm.

Vrsta Plantago coronopud.. rasprostranjena je na europskim obalamagnstado
Poljske i Krima te sjeverno do Svedske. U unuti@sthjraste u weem dijelu Zapadne,
Sjeverne i SrediSnje Europe te u mediteranskomuspdi(12). U Hrvatskoj se javlja
samonikla u Istri, Hrvatskom Primorju i Dalmacijg¢inom na pjeskovitom i slanom tlu
obalnog podr&ja (17).

Poznate suetiri podvrste biljne vrstePlantago coronopud..: subsp.coronopus

subspcommutatasubspcupaniite subsppurpurascengl5b).

Plantago coronopus.



1.1.2.4 Plantago holosteum Scop. (uskolisni trputac)

Sinonim:P. carinatal.

Uskolisni trputac je viSegodiSnja vrsta. Korijenagatih biljaka produzeno je vretenast
i tanak, a u starijih je jako produzen, vretenadélheo. Mlade cvate biljke imaju vrlo
kratku razgranjenu stabljiku, prekrivenu rukavciogumrlih listova, koja kasnije stvara
busenove. Drvenasta stabljika, promjera 5-7 mmadagoko 10 cm. Pri dnu je gola i
nepravilno razgranjena, a prema gore je prekrivahamrlim lisnim rukavcima i nosi
gustu rozetu listova. Listovi su 3-15 cm dugi, jplat ili na rubovima blago uvrnuti, te
oskudno i kratkocekinjasto trepaviasti. Srednja Zzila je istaknuta, a postrane su
medusobno paralelne. Primarni listovi su kratki i ewij unatrag, dok su mialistovi
uspravni (rijetko polegnuti), tanki i kozasti. lzhdistova uzdize se uspravna ili malo
svijena cvatna stapka (batvo), koja nosi manjei$le klasastih cvatova. Klasovi su uski,
dugi 4-10 cm, valjkasti, s gusto zbijenim cvjetoginBrakteje su lancetaste (salste),
podjednako duge katmska ili je neSto nadmasuju. Vigéje dug 3-4 mm. Cijev vjeiica
je uska, kratka i oskudno dlakava. Plod je gmiti uzak i jajolik tobolac, duljine oko 4
mm, s 3 sjemena zametka, od kojih se razvija sadog sméa lancetasto-jajolika
sjemenka.

Vrsta Plantago holosteumScop. raste na suhim i siamim travnjacima, na
kamenjarskim pasnjacima, kamenitim obroncima insty@im padinamana te u suhim
Sumama. Zastupljena je od morskih obala do planmglojasa (do 1650 m). Njezin se
areal proteze preko europskog mediteranskog pmdruulijskih Alpa, Balkanskog

poluotoka i Male Azije. U Hrvatskoj se javlja sanida u Istri (12).



Plantago holosteurBcop. subsgscopulorum



1.1.2.5.Plantago lagopus L. (izbrazdani trputac)

Vrsta Plantago lagopuslL. viSegodiSnja je biljka s nekoliko rozeta, a pkad i
jednogodisnja s jednom rozetom listova. Ima sn&zaijen i debelu kratku stabljiku, na
kojoj se nalaze ostaci odumrlih listova i klasa jéi potpuno ogoljena. Stabljika je
uspravna, s izmjetmim, slabo zu@astim listovima, visoka 10-20 cm. Brakteje su
ovalno-lancetaste, te kao i latice, gusto prekmveigim trihomima. Plod je tobolac
duljine 2-5 mm. Sjemenka je duga 1-5 mm.

Izbrazdani trputac raste na suhom tlu, kamenimubj@wma, pjeskovitim zaravnima,
pasnjacima nizih pod&a i blizu morske obale. Rasprostranjena je duzd&emlja: u
Sjevernoj Africi (Maroko, Egipat), u Portugalu, dignjem, isténom i juznom dijelu
Spanjolske, na obalnom podju JuZne Francuske, preko ltalije, Istre i Dalmacijo
juga Bugarske, Makedonije, &ke i Male Azije (14, 15).

1.1.2.6.Plantago maritima L. (primorski trputac)

To je viSegodiSnja biljka koja cvate &@rve godine. Korijen mladih biljaka je jak,
mesnat i vretenast, a u starijih je razgranat iSe glavica. Podanak je kratak i mesnat,
prekriven ljuskastim ostacima listova koji &esto obrasli vunastim dlakama. Listovi su
sivozeleni, manje-viSe mesnati, linealni do kopljagine gustu prizemnu rozetu. Goli su
ili oskudno dlakavigitava ruba ili rijetko nazubljeni. Siroki su 2 doném. Mladi listovi
su Zljebasti, dok su stariji uglavnom ravni, s 3 Si@odjednako udaljenih Zila. Gusto
dlakave cvatne stapke su malobrojne, neznatno uedizbrazdane, visoke 15-40 cm.
Cvatovi su malobrojni. Klasovi su gusti, valjkasliyjgi 3 do 11 cm. Brakteja je nesto
kraca od ¢aske, gola je ili oskudno dlakava, viSe-manje ug@mal, jajolika, kozasta,
zasSiljena ili tupa, duga 2 do 3 mm. V§ehje dug 4-5 mm i ima dlakavu cijev. Reznjevi
vjerci¢a su sméi, jajoliki, Siljasti ili tupi, dugi oko 1,5 mm, prasnicima vetiine 2-2,5
mm. Plod je tobolac s 2 pretinca, jajolik, dug 3nn. Ima dvije sjajne, nepravilno
elipticne sjemenke, sme do tamnosnie boje, duge oko 2 mm. Biljka cvate od srpnja

do listopada.



VrstaPlantago maritimal. raste u pukotinama stijena, izéueklisura i kamenja, uz
morsku obalu ili na drugom slanom tlu. Ponekad adjg na neslanom i suhom tlu
(fakultativni halofit), najeXe na otvorenim, pjeskovitim podijima siromasnim
vegetacijom, te na alkalnim, vapnéken mjestima. Uz jadransku se obalu moZe susresti
kao jedna odc¢estih biljaka koje rastu u neposrednoj blizini morgiroko je
rasprostranjena u Europi. Raste na Islandu, ndowijeobalnom podrtju Velike
Britanije, ponegdje u unutrasnjosti i uz gorskekg, na obalnim podéjima Norveske,
Svedske, Finske i Danske, rijetko u unutradnjostikaier raste na obalama Belgije,
Nizozemske, Francuske i Spanjolske, zatim u Pgljskeskoj, Slovakoj i Austriji, u
Madarskoj u blizini Dunava, u Rumunjskoj, te na obaa®redozemnog mora, od
Lionskog zaljeva, preko Apeninskog poluotoka, ddnixecije (12, 14, 15).

Plantago maritima..

* Problematika hrvatskog nazivlja unutar radntagoL. u literaturi nije jednozr#no rijeSena. U ovom
su radu koriStena hrvatska znanstvena imena kepdn®omac (11).



1.2. BIOLOSKI AKTIVNE TVARI VRSTA RODA PLANTAGO L.

1.2.1. Iridoidi

Iridioidi su prirodne monoterpenske biljne tvarij&ose mogu podijeliti uetiri
osnovne skupine: iridoidni glikozidi, aglikoni ilneglikozidni iridoidi, sekoiridoidi i
bisiridoidi. Sintetiziraju se putem mevalonske kise i predstavljaju ciklopentanske
derivate monoterpena. Aglikoni iridoidnih glikozidaaju furansku ili piransku strukturu
(19). Prvi poznati iridoid je verbenalin (korningoliran jos 1835. godine, ali mu je tek
1963. godine odrena struktura i ustanovljena njezinatstist s iridodijalom, spojem
dobivenim iz argentinskih mrava rottedomyrmex Neki leptiri takater sadrze iridoidne
glikozide podrijetlom iz biljaka kojima se hranghgve larve. No, iridoidi se uglavnom
javljaju u biljnom svijetu. Njihova prisutnost nijelosad ututena u nizeg bilja,
golosjemenjéa i jednosupnica, a sadrzi ih 6-8% dvosupnicaingem iz porodica
RubiaceaglLamiaceag ScrophulariaceaeAcanthaceae Plantaginaceag20). Dosad je

opisano preko 300 iridoidnih glikozida, 60 sekadidh i 90 neglikozidnih iridoida (21).

Aukubin je najpoznatiji i najrasprostranjeniji iomini glikozid. Ime mu potjge od
biljke Aucuba japonicaThbg. (Cornaceag koja sluzi za dobivanje toga iridoida.
Aukubin se prije nazivao rinantin - prema roBhinanthus(Scrophulariaceag gdje je
prvi puta pronden 1968. godine. Utdena je njegova prisutnost u 13 porodica
dvosupnica, a osobito gesto javlja u vrsta porodicacrophulariaceae Plantaginaceae
Epoksidni derivat aukubina, katalpol, pojavljuje sevojtama redov&crophulariales
Lamiales i Gentianales. Ime potj¢e od bilke Catalpa bignonioides Walt.
(Bignoniaceag u cijim je plodovima utvdena prisutnost njegova estera joS u drugoj
polovici 19. stoljéa. Poznato je da viSe od 30 rodova porodceophulariaceaesadrzi
katalpol, a svojstven je i nekim sekcijama podrBtentago(20).

Osim kao bioaktivne tvari, iridoidne supstancije ajm vaznu ulogu
kemotaksonomskih markera, te tako pridonose riggasodstvenih odnosa ke nizim

svojtama unutar biljnih rodova (20-30).
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1.2.1.1. Kvalitativha analiza iridoida

Odjeljivanje i detekciju iridoidnih supstancija m@g je provesti na tankom sloju
adsorbensa Kieselgela 6Qsk s razvijaem etilacetat-etilmetilketon-mravlja kiselina-
voda (5:3:1:1, V/V). Kromatogram se promatra pod B\etlom (365 nm), préemu
iridoidne supstancije modro fluoresciraju (31)ddidi se takder mogu uspjesno odijeliti
pomaiu razvijaa: etilacetat-mravlja kiselina-ledena octena kiselroda (100:11:11:27,
V/IV), etilacetat-mravlja kiselina-voda (8:1:1, V/V) propanol-toluen-ledena octena
kiselina-voda (25:20:10:10, V/V). Detekcija iridoith supstancija provodi se prskanjem
s 0,5% HCI ili benzidin reagensom (32a).

U biljnom materijalu iridoidni glikozid aukubin mezse dokazati Ehrlichovim
reagensom. Svjezi ili suhi biljni dijelovi izreze sstave na filtar-papir, kapne se reagens,
ostavi nekoliko minuta, a potom se biljni dijelavklone. Papir se osusi \éim zrakom
(80-100°C), a u prisutnosti aukubina pojavi se plava mkijga je pod UV svjetlom

crvena.



Aukubin je takd@er mogue detektirati u biljnoj iscrpini, nakon uklanjarpgggmenata
na stupcu aluminij-oksida. Profiltriranom vodenorksteaktu doda se isti volumen
otopine reagensa: ledena octena kiselina-koncan&irkloridna kiselina-0,2%-tna
otopina bakar(ll)-sulfata, u omjeru 10:0,5:1. Smajese zagrije do vrenja, a ovisno o

sadrzaju aukubina, pojavi se vise ili manje intenaiplavo obojenje (33).

1.2.1.2. Kvantitativha analiza iridoida

Iridoidne supstancije moda je &inkovito odijeliti i odrediti metodom kapilarne
elektroforeze dapillary electrophoresisCE) (34). U novije vrileme CE postaje sve
zna&ajnijom metodom u podiju separacijske analize (35). Godine 1967. Hjejgn
uspjesno izveo elektroforezu u uskoj ¢evunutarnjeg promjera 3 mm (36). Njegovi su
sljedbenici bili Virtanen (37) i Mikkers (38), ardenson i Lukacs su usavrsili tehniku s
kapilarama unutarnjeg promjera manjeg od 100 (39-41). Pokazali su zdake
suvremene CE: dovoljno rasipanje topline koja @etjed visokog napona, detekcija na
koloni i visoko &inkovito odjeljivanje supstancija.

Primjenom elektrokinetkin n&ela elektroforeze i elektroosmoze, komponente
uzorka razdvajaju se unutar kvarcne kapilare kojangtrasnje strane nosi silanolne
skupine. U podrgju pH iznad 3, negativni naboji silanolnih skupin@obilni kationi iz
difuznog sloja tvore dvosloj suprotnog naboja, kmkrete elektroosmotski tok (EOF)
prema katodi i predstavlja pokréka silu za ionske i neionske supstancije (35).

Razdvajanje tvari kapilarnom elektroforezom zasrgana razlici elekinih naboja
pojedinih supstancija. No, ako se elektrolitu daathtiv, koji stupa u interakciju s
molekulama uzorka posredstvom elektrostatske lsdesdinacijskih, hidrofobnih i drugih
veza, mogée je razdvojiti i neutralne supstancije. Na tomnsgelu zasniva metoda
micelarne elektrokinetke kromatografije rpicellar electrokinetic chromatography
MEKC). Natrij-dodecil-sulfat (SDS) dodaje se elekitiu kao povrSinski aktivna tvar te
stvara micele kada se postigne Knfa micelarna koncentracija u puferu. Micele u
elektroforetskom sustavu putuju r&tlom brzinom od molekula vode. Brzina putovanja
analita ovisi 0 njegovoj hidrofobnosti u prisutrasiicela, a razdvajanje se zasniva na

raspodjeli analita izn@ vodene i micelarne faze. Gibljivost analita owsihjegovoj



elektroforetskoj mobilnosti, o particiskom koejetu izmeéu vode i micele, te o
gibljivosti vode (EOF) i micela. Ta je tehnika pay@a za razdvajanje neutralnih i
nepolarnih supstancija, primjerice iridoida (19, 43).

Osim kapilarnom elektroforezom, iridoidne supstgnanogue je identificirati,
odijeliti i odrediti metodom tektinske kromatografije visoke djelotvornosthigh
performance liquid chromatographiiPLC) (44), koja je joS uvijek superiorna u odmos
na CE s obzirom na osjetljivost, selektivhost, ogpicibilnost, izbor analitkih
optimizacijskih uvjeta, a posebice u pogjwklinicke dijagnostike. Zn&jna prednost
CE u odnosu na HPLC odnosi se na primjenu manjgikel uzorka za analizu te na

moguenost istodobne analize polarnih i nepolarnih spajev

1.2.1.3. Bioloski ¢inci iridoida

Iridoidni spojevi su predmet brojnih suvremenilragtvanja zbog velike raznolikosti
bioloskih djelovanja, a zanimljivi su i kao strukta spona izm#u terpena i alkaloida
(45a). Imaju obrambenu ulogu u kukaca, djeluju kax@moni, sluze kao hranidbeni
stimulansi za neke leptire i imaju ekscitiréjucinak na make. Neki iridoidni glikozidi i
sekoiridoidi (npr. izGentianasp.) djeluju kao gorki tonici (46, 47). Poden je sedativni
ucinak neglikozidnih iridoida valepotriata iz vrstada Valeriana (48-51). Sekoiridoid
oleuropein djeluje hipotenzivno, izaziva koronardilataciju te ima antiaritndki i
spazmolitéki ucinak (52, 53). Analgetne i antiflogisttne iridoidne supstancije su
harpagozid i aukubin (54, 55). Taler je dokazan antibakterijskicimak iridoidnog
glikozida aukubina. U prisutnodbiglukozidaze, 1 mL 2%-tne vodene otopine aukubina
djeluje na kulturuStaphylococcus aureusao 600 i.j. penicilina. Aukubin pokazuje i
antifungalni @inak (44, 56). Epoksidni derivat aukubina, kataJpburetiki je aktivha
tvar (57), dok aukubin page bubrezno izléivanje mokréne kiseline (58). Laksativno
djelovanje uoeno je u nekih iridoidnih glikozida, primjerice benalina, plumierida i
genipozida (59-61). Lakton iridoidne strukture, na#éadin, ima znatam vivo ucinak
protiv P-388 leukemije u miSeva ite vitro djelovanje protiv stanica ljudskog karcinoma
nazofarinksa (62).



1.2.2. Flavonoidi

Flavonoidi pripadaju velikoj skupini prirodnih pf#nolnih spojeva koji imaju
strukturu tipa G-Cs3-Cs (dvije benzenske jezgre povezane propanskim lapdgmeiine
flavonoida srediSnji fragment,sCstvara s atomom kisika heteroctkli prsten. Ako su
aromatski prstenovi ndeisobno odijeljeni jednim titanim mostom, onda su to pravi
flavonoidi. Strukturne varijante s etilenskim mastosu izoflavonoidi, dok je u

neoflavonoida most jedd@n.

GCs-Cs struktura flavonoida

Raznolikost flavonoidnih spojeva uvjetovana je sfgm oksidacije heterociklkog
prstena te brojem i polozajem hidroksilnih skupima benzenskim jezgrama.
Flavonoidnim derivatima (slika 1) pripadaju: flavprflavonoli (3-hidroksiflavoni),
flavanoni (2,3-dihidroflavoni), flavanonoli (3-hidksi-2,3-dihidroflavoni), izoflavoni (5-
fenilbenzoy-pironi),  antocijanidini  (derivati  2-fenil-3,5,7tidrobenzopirilijeva
hidroksida), leukoantocijanidini (flavan-3,4-digli)katehini (flavan-3-oli), kalkoni

(derivati benzalacetofenona) i auroni (derivatizadkularan-3-ona) (63a, 64a, 65).



g

flavon

g

flavanon

izoflavon

égl

OH
O
leukocijanidin

g

kalkon

OH

o)
flavonol

OH

o)
flavanonal

X
®

o

antocijanidin

OH

katehin

auron

Slika 1. Osnovne strukture flavonoida



Flavonoidi se u prirodi pretezno javljaju u glikdeom obliku, grdeni iz dva dijela:
aglikonske (negemrne) i glikonske (3®rne) komponente. Aglikonski dio flavonoida je
derivat 2-fenil-dihidrobenzopirana (flavana). lad@erni ostatak moze biti vezan gotovo
u bilo kojem polozaju, uglavnom prevladavaju 3--héterozidi. Od monosaharida su
najzastupljeniji D-glukoza, D-galaktoza, L-ramnoza, D-ksiloza i L-arabinoza, a od
disaharida rutinozaL{ramnozido-6p-glukoza), soforozaD(-glukozido-2p-glukoza) i
sambubioza-ksilozido-2b-glukoza) (66a).

Flavonoidi su Siroko rasprostranjeni spojevi u rain svijetu, od alga do
kritosjemenjda. Nalaze se gotovo u svim dijelovima viSih biljakdajviSe th ima u
mladim listovima, cvjetnim popoljcima i nezrelim golovima. Hidrofilni flavonoidi
nalaze se otoplieni u st@&nom soku vakuola, dok se lipofilni (tetra-, penta-

heksametoksilirani) flavonoidi javljaju u idioblasa i ekskretornim stanicama (67).

1.2.2.1. Kvalitativha analiza flavonoida

Flavonoidi stvaraju razalita obojenja dodatkom natrij-hidroksida, konceratnie
sulfatne kiseline, magnezija i kloridne kiseline rtatrij-amalgama (68). Redukcijom
flavonoida s magnezijem i kloridnom kiselinom nast#8avilijum-soli (Shinoda test)
(67).

U reakciji izmeiu flavonoida sa slobodnom hidroksilnom skupinonpakzaju C-4 i
natrij-acetata ili luzina nastaje crvena boja atepieduciranih flavona i crvenoljaista
otopinacistih flaviljum-soli. U reakciji s natrij-amalganmo, uz naknadno zakiseljavanje,
flavoni, 3-metoksi flavoni i flavonol-3-glikozidieduciraju se do antocijanidina, ggmu
jasn&a boje i apsorpcijsko podfie produkata reakcije ovise o broju i polozaju
hidroksilnih skupina.

Kalkoni u reakciji s antimon(V)-kloridom u tetrakbligljiku daju crveni ili ljub&asti
talog, dok flavanoni, flavoni i flavonoli daju Zilitnarartast talog.

5-hidroksiflavoni stvaraju sa zeljezo(lll)-klorido u slabo kiselom mediju obojene
kelate.

Flavonoli se mogu razlikovati od flavona reakcij@motopinom natrij-hidroksida,

dajuéi Zuto obojenje, koje zbog oksidacije ubrzo prelazmee (68).



Flavonoidi stvaraju taloge s reagensima poputradgvi kalijskog acetata, pikrinske
kiseline, barij-hidroksida, piridina i dr. Osobije pogodan neutralni ili basi olovo-
acetat. Flavonoidi se iz olovnog taloga mogu odlibb@lodatkom razrijgene sulfatne
kiseline ili hidrogen-sulfida, prtemu olovo ostaje u obliku netopljivog olovnog stdfa
ili sulfida.

Izlaganjem parama amonijaka, antocijani daju aoljebicasto do plavo obojenje,
flavoni i flavonoli zuto, flavanoni nar&astocrveno, kalkoni i auroni crveno do

ljubi¢asto, a flavanonoli nargastu do sméu boju (66b).

Analiticka kemija flavonoidnih supstancijgéesto uklj@uje primjenu razlitih
kromatografskih tehnika: papirne, tankoslojne, keke i tekdinske kromatografije
visoke djelotvornosti (HPLC).

Za kvalitativnu analizu flavonoida primjenjuje seokatografija na tankom sloju
poliamida, celuloze ili silikagela G po Stahlu (65)

Redoslijed odjeljivanja flavonoida prema paolasti na tankom sloju silikagela
postavili su Bate-Smith i Westal:

Re(R-CHs) > Re(R-H) > R{(R-OCHs) > R(R-O-§&er)

Prisutnost polarne skupine (karboksilne ili hidiigkes) uvjetuje smanjenje referentnih
vrijednosti (R). Uvodenjem alkilne skupine povava se Rvrijednost jer se zapravo
poveava lipofilnost molekule. Prema polarnosti flavahmg spoja odabiru se otapala
za njihovo odjeljivanje.

Za razdvajanje flavonoidnih heterozida na tankoojuskilikagela primjenjuju se
polarne smjese otapala (V/V): etilacetat-mravljsekna-voda 65:15:20, etilacetat-
metiletilketon-mravlja kiselina-voda 5:3:3:1, butdtedena octena kiselina-voda
66:17:17. Flavonoidni aglikoni odjeljuju se poénonepolarnijin smjesa otapala, kao sto
su toluen-etilformijat-mravlja kiselina 5:4:1, tel-kloroform-aceton 40:25:35, benzen-
piridin-mravlja kiselina 36:9:5, kloroform-heksaretanol 40:40:3, V/V.

Flavonoidni heterozidi i aglikoni mogu se tdko odjeljivati na tankom sloju
poliamida, uz jednostavne smjese otapala, npr. nokteoda 4:1 i aceton-voda 1:1
(V/V). Od slozenijih bezkiselinskih sustava otapalagu se primijeniti toluen-metanol-
butanol-voda 70:35:10:4, voda-butanol-aceton-dinkskb:3:2:1 i toluen-petroleter-
metiletilketon-metanol 30:60:5:5 (V/V).



Za odjeljivanje flavonoidnih heterozida i aglikona tankom sloju celuloze koriste se
uglavnom otapala i smjese otapala koje sadrzeitkisetao npr. 50%-tna octena kiselina
ili butanol-octena kiselina-voda 3:1:1, V/V.

Detekcija flavonoida moze se provesti primjenomlitétih reagensa: aluminij-
klorida, cirkonij-oksitetraklorida, ba#mog olovo-acetata, Zeljezo(lll)-klorida,
difenilboril-oksietilamina, smjese boratne i ok$ata kiseline 3:1 (V/V), te Naturstoff

reagensa (67).

1.2.2.2. Kvantitativha analiza flavonoida

Za odrdivanje sadrzaja flavonoida u drogama primjenjujuspektrofotometrijske
metode prema ROmischu te prema Christu i Milleruobdije vrijeme koristi se i HPLC
metoda za odjeljivanje, identifikaciju i odiiganje pojedinanih flavonoida.

Metodom prema Romischu biljni se materijal alujg metanolom. Klorofil se
uklanja pomou tetraklorugljika, a ukupni se flavonoidi odrgu nakon tvorbe
kompleksa s aluminijem u otopini piridin-octenedtise (69).

Metoda prema Christu i Milleru (70) oficinalna j@®unjemakoj farmakopeji (DAB
9) (71), a zasniva se na stvaranju kompleksa flanmih aglikona s AlG (slika 2).
Biljni materijal se ekstrahira smjesom kloridnedtise i acetona, préemu dolazi do
hidrolize flavonoidnih heterozida. Nastali se agfik ekstrahiraju acetonom, a nakon
tvorbe kompleksa s aluminijem u smjesi metanolalacettata i octene kiseline,
spektrofotometrijski se oddeju. Kompleksi nastali iznd aluminij-klorida i orto-
dihidroksilnih skupina A i B prstena &@om se raspadaju u kiselom mediju, dok su Al-
kompleksi nastali s C-4 keto-skupinom i 3- ili Stoksilnom skupinom stabilni u

prisutnosti kiseline (72).



flavon

flavon

flavonol

Slika 2. Kompleksi flavona i flavonola s AICI



Osim spektrodenzitometrijskog odreanja pojedinih flavonoidnih spojeva u biljnom
materijalu, za karakterizaciju pojedéméh flavonoidnih supstancijgesto se primjenjuje HPLC
metoda (73-82). Prednosti su spomenute tehnikenosodna ranije tipove kromatografije
(kolonska, papirna, tankoslojna) jednostavnija d#rauzorka, poboljSano raziuanje
odijelienih sastavnica uzorka, znatnodkerarijeme analize te velika reproducibilnost restalt
Zasniva se na istim telima odjeljivanja kao i ostale kromatografske rdetoa to su:
adsorpcija, razdjeljivanje ili particija (uk§ujuci i reverzno-faznu particiju), ionska izmjena i
gel-permeacija ili kromatografija iskfivanja po veliini. Za razliku od klagine kolonske
kromatografije, gdje mobilna faza slobodnim padawlgzi duz kolone, u HPLC metodi se
pokretna faza uz pordagumpi pod visokim tlakom protiskuje kroz kolonuadki u plinske
kromatografije, identifikacija i oddevanje provode se izravno nakon kromatografskog
odjeljivanja na odgovarajim detektorima, uz izrazito pos@nje t@&nosti, preciznosti i
osjetljivosti. To je osobito pogodna tehnika za analizu t&miabilnih i teSko hlapljivin
supstancija, koje nijjle moge izravno analizirati plinskom kromatografijom, alazi Siroku
primjenu u farmaciji (kvalitativna i kvantitativnanaliza ljekovitih supstancija, genje
stabilnosti ljekovitih pripravaka, préavanje farmakokinetike, terapijskog i taksdg winka
lijekova, te istrazivanje njihova metabolizma.

HPLC takaer dobiva sve @& znaaj u analizi biljnih ekstrakata. Kvalitativna arzalikoja
rezultira "fingerprint” kromatogramom mozZze bitiwvikorisna u fitokemijskoj kontroli kakée
(73). HPLC se takder moze primijeniti u biljnoj kemosistematici, kit@rizacijom vrsta na
osnovi sadrzaja njihovih sekundarnih metabolitaaliza flavonoida u biljkama, posebice u
svrhu méusobnog razlikovanja vrsta na temelju kvalitativnlevantitativne varijabilnosti

flavonoidnog sadrzaja, uspjesSno se provodi metageerzno-fazne HPLC (75, 78, 82).

1.2.2.3. Bioloski @inci flavonoida

Postoje raztiite teorije o ulozi flavonoida u biljnom organizntmatra se da se sintezom
flavonoida iz stanica uklanjaju Stetni fenoli. Neki smatraju zastitom od ultraljuaistog
zradenja. Mnogi autori ipak prihvaju hipotezu o ulozi flavonoida u metabkim redoks-

procesima (67).



Dokazana su razlta bioloSka djelovanja flavonoida: antiinflamatorn
antimikrobno, antiviralno, antifungalno, diurgo, dijaforettko, antihepatotok&no,
antihipertenzivno, antiarittno, antikoagulirajée, spazmolitiko, kardiotontko,
antialergéno, antiulkusno, analgého, antimalakino, hipoglikeméno i antioksidativno.
Poznato je da flavonoidi mogu inhibirati neke ergjimprimjerice hijaluronidazu, aldoza-
reduktazu, ksantinoksidazu, ciklooksigenazu, limigénazu, fosfolipazu, histidin-
dekarboksilazu, cAMP-fosfodiesterazu i dr. Flavainanogu i inducirati enzime, kao
npr. arilhidrolazu i epoksid-hidrolazu. Spominje tskaier citotokstni i citostaténi
ucinak flavonoida te njihovo profilakiko djelovanje (83-92).

U novije vrijeme znatno se istraZzuje bioaktivnaga flavonola kvercetina i njegovih

derivata (tablica 1).

kvercetin

Tablica 1. Kvercetinski derivati

Aglikon Seter 3-0-glikozid
Kvercetin Galaktoza Hiperozid
Kvercetin Glukoza Izokvercitrin
Kvercetin Ramnoza Kvercitrin
Kvercetin Rutinoza Rutin




Kvercetin je Siroko rasprostranjen u biljnom swujezastupljen u v@ni namirnica biljnog
podrijetla. Aglikon je velikog broja flavonoida, ljdcujuci rutin, kvercitrin, izokvercitrin i
hiperozid. Te se molekule desobno razlikuju sadrzajem odemih Séera na mjestu jedne
hidroksilne skupine u C-prstenu kvercetinske maeksto utjeée na bioloSku aktivnost tih
spojeva.

Kvercetin jecesto glavna bioloski aktivha sastavnica biljakanaibrojne potdene
bioloske u«inke. Njegova blagotvorna djelovanja na ljudski amigam uklj¢uju
kardioprotektivnu ulogu, antikancerogené&nige, antialergijsku i antiviralnu aktivnost, te
protuupalna djelovanja.

Vazna je i antioksidativna uloga kvercetina. Ujdaradikale kisika, inhibira ksantin-
oksidazu te inhibira lipidnu peroksidacij vitro (84-87). Daljnji pokazatelji kvercetinske
antioksidativne uloge jesu inhibicija oksidacije ILRolesterolan vitro, vjerojatno inhibicijom
same LDL oksidacije putem zastite vitamina E u LiDbe oksidacije ili njegova regeneracija
iz oksidiranog oblika (88). Kvercetin sam, kao eggva kombinacija s askorbinskom
kiselinom, smanjuju nastanak oksidacijske Stet@ewaovaskularnim strukturama u kozi te
spre&avaju ostéivanje neurona nakon pokusnog uklanjanja glutat{e8a

Protuupalno djelovanje kvercetina posliedica jeegaye antioksidativne uloge i
inhibicijskih winaka na enzime koji sudjeluju u upali (ciklooksigea, lipooksigenaza), te na
taj nain inhibira medijatore upale, ukfujuci leukotriene i prostaglandine (89, 90).
Spreavanjem oslol#anja histamina, kvercetin taker pridonosi protuupalnom djelovanju.

Aldoza-reduktaza, enzim koji katalizira prijelaltlgoze u sorbitol, ima znatnu ulogu u
razvoju dijabetikin katarakti. Dokazano je da kvercetin djeluje smazan inhibitor aldoza-
reduktaze u humanojdg91).

Kvercetin pokazuje antiviralnu aktivnost protiweezne transkriptaze HIV-a i drugih
retrovirusa, te smanjuje infektivnost i stami replikacijuHerpes simplexirusa tipa 1, polio-
virusa tipa 1, virusa parainfluence tipa 3 te regpinog sincicijskog virusa (RSV) (92).

Nova istrazivanja kvercetina pokazala su njegdikamcerogeni karakter prema velikom
broju stantnih karcinoma, ukljéuju¢i karcinom dojki (94-96), jajnika (97, 98), debelagjeva
(99), skvamoznih stanica (100), endometrija (9&ica (101), te makrocelularni karcinom
plu¢a (102) i leukemiju (103, 104).



Klini ¢ka indikacija kvercetina su i alergije jer sfmea oslobdanje histamina iz
mastocita. Takder je dokazano znatno smanjivanje rizika smrtnodtibolesti srca s
poveanjem unosa flavonoida (105). Kvercetin je indigira svim upalnim stanjima,
budwi da inhibira nastanak medijatora upale prostagltend leukotriena, kao i
oslobaanje histamina. To posebice moze biti Gmaa pomoé astmatiarima jer je
leukotrien B4 snazan bronhokonstriktor. Kvercetasknhibicija ksantin-oksidaze
smanjuje stvaranje molkiae kiseline, te tako moze biti od koristi u &gmju gihta.
Antiulkusno i gastroprotektivno djelovanje dokazgeobrojnim animalnim studijama.
Pokazalo se da kvercetin Stiti od ga#tih ulceracija izazvanih alkoholom, vjerojatno
putem inhibicije lipidne peroksidacije zeéhnih stanica (106, 107) i/ili inhibicijom
sekrecije zeltane kiseline (108). Osim znatne antikancerogenetd@nosti u ljudi i
Zivotinja, utvdeni su i antiproliferativni &nci kvercetina, kao i njegov utjecaj na
poveanje ginkovitosti kemoterapeutika (97, 98).

Farmakokinetike studije humane apsorpcije kvercetina nakon erdliee pokazale
su apsorpciju od 24% zasti aglikon, a 52% za kvercetinske glikozide (10Q@yercetin
podlijeZze bakterijskom metabolizmu u intestinalntiaktu i prelazi u fenolne kiseline.
Apsorbirani kvercetin prenosi se u jetru vezan fmrain, gdje djelomice podlijeze
metilaciji, hidroksilaciji ili konjugaciji. Preportene doze kvercetina u klikoj praksi
iznose 400-500 mg aglikona tri puta dnevno, dokogdjivi kvercetin-kalkon dozira u

dvostruko nizoj dozi (110).

Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su Siroko rasprostranjene u hitjino zivotinjskom svijetu |
predstavljaju vrlo vaznu skupinu spojeva u prehranam i fitoterapijskom smislu.
Njihovi derivati, primjerice kavena kiselina (3,4hdiroksicimetna kiselina) i
klorogenska kiselina (3-kafeoil-ester kininske kis®), cesto prate flavonoide i
pridonose njihovim bioloSkim dincima (protuupalni, antikancerogeni). Klorogenska
kiselina se javlja i u nekoliko izomernih oblikazdklorogenska, neoklorogenska i
pseudoklorogenska kiselina), koji talew predstavljaju bioloSki aktivnhe sastavnice
biljnih droga (66c¢).
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1.2.3. Trjeslovine

Trjeslovine su derivati fenola i fenilkarboksilnkiselina. Mogu se podijeliti u dvije
osnovne skupine (63b):

1) trjeslovine koje hidroliziraju (galotanini, elagaaini);

2) kondezirane trjeslovine (katehinske trjeslovine).

Trieslovine koje hidroliziraju

Ta skupina trjeslovina obuhéa dvije podskupine: tanine i depside. Tanini serest
galne kiseline, ili esterskih anhidrida viSe galkibelina sa Sgrom. Pod depsidima se
podrazumijevaju esterski vezane fenilkarboksilnesekne. Cesta su komponenta

galotaninskih trjeslovina, a mogu se javljati i ®smtalno u drogi, nevezani naée

COCH
%
COOH HO oO-C
OH
HO OH HO OH
OH OH

galna kiselina m-digalna kiselina



Kondenzirane trieslovine (katehinske)

Katehinske trjeslovine su kondenzirani produktekana i leukoantocijanidina, bezbojnih,
cesto kristalintnih tvari, koje nemaju trjeslovinska svojstva. &g kiselom mediju statmog
soka odvija se polimerizacija katehina ili leuk@&fjanidina, pri ¢emu nastaju
visokomolekularni spojevi topljivi u vodi (katehkestrjeslovine). Taj se proces moze zbivati
posredstvom enzima, ali i neenzimskim putem. TiekskladiStenja, jedan dio katehinskih

trjeslovina kondenzacijom prelazi u produkte ngitegoli vodi (flobafene).

katehin leukoantocijamid

1.2.3.1. Kvalitativha analiza trjeslovina

Kvalitativne reakcije na trjeslovine osnivaju sepnigutnosti fenolnih hidroksilnih skupina.
Budwi da u biljnom organizmu postoji velik broj supstge fenolnog karaktera, to je émea
reakcija nespecifna, te se primjenjuju samo za orijentacijska iggmitja (111).

Soli metala stvaraju s trjeslovinama taloge, ohajéinobojenja i taloge. TaloZenje olovo-
acetatom nije kvantitativno jer se osldaaoctena kiselina u kojoj se olovo-tanati djelomice
otapaju. Pri toj se reakciji taloZe i druge tvatrjeslovinskog karaktera. Reakcija sa solima
Zeljeza takder je nespecifna za trjeslovine. U prisutnosti trjeslovina kojgrbliziraju nastaje
plavo obojenje. Istu reakciju daju vanilin, morfineke druge tvari. Za katehinske trjeslovine
karakteriséna je zelena boja, koja dodatkom natrij-acetatdaziras ljubicastu. Amonij-
zeljezo(lll)-sulfat pogodniji je za izdenje te reakcije od Zzeljezo(lll)-klorida zbog manje

kiselosti.



Jedan od najstarijin reagensa za dokazivanje dkjesl je otopina Zelatine.
Osjetljivost reakcije ovisi o pH-vrijednosti otoginOptimum talozenja postize se iztue
pH 3,5i4,5.

Za razlikovanje trjeslovina koje hidroliziraju odkdenziranih trjeslovina mogu se
primijeniti formaldehid i kloridna kiselina, te olo-acetat, bromna voda i amonij-sulfat.
Obradom spomenutim reagensima, kondenzirane wjeslse taloze, a trjeslovine koje

hidroliziraju ostaju u otopini. Filtriranjem se mogdijeliti i zasebno dokazati.

1.2.3.2. Kvantitativha analiza trjeslovina

Trjeslovine se mogu odrediti ra@lim metodama: talozenjem solima tesSkih metala,
kolorimetrijskom analizom, bioloSkom metodom s wglima Enchytraeus albidus)
aglutinacijskom metodom s eritrocitima, taloZenjenkazeinom te metodom koznog

praska.

Kombinacijom razkitih metoda, npr. talozne metode s aglutinacijskoln
kolorimetrijskom, nastoji se povati reproducibilnost odtvanja. Schneider je za
odrefivanje kolkine trjeslovina upotrijebio kazein (112). Puferigarrazrigenja
ekstrakata droga daju nakon ékanja s kazeinom e vrijednosti u usporedbi s
metodom koznog praska. IstraZivanja su pokazal&kat®in veze i trjeslovine koje

hidroliziraju i katehinske trjeslovine.

1.2.3.3. Bioloski @inci trjeslovina

FizioloSko zn&enje trjeslovina pritino je nejasno. Smatralo se da njihov gorki i trpki
okus S&titi biljku od Stettina, Sto se kasnije pokazalo n&ton. Niti pretpostavka da su
trjeslovine préuvne tvari nije se pokazala ispravnom, jer se kigehalaze u biljnim
dijelovima koji sluze kao spremnici puvnih tvari. No, sa sigurnés se moze ustvrditi
da u nekih biljaka trjeslovine sudjeluju u tvarniemjeni stvaranjem redoks-sustava.
Takader je dokazano da te tvari mogu djelovati na neXterozide kao konzervansi (npr.

na arbutin), jer inhibiraj-glukozidazu, enzim koji cijepa spomenuti glikozid.



Primjena trjeslovina u terapiji, kao i u kozarskoglustriji, zasniva se na njihovom
osnovnom zajedtlkom svojstvu da s proteinima stvaraju netopljivietélSko topljive
adicijske spojeve. Zbog sposobnosti tvorbe koagslkah membrana na sluznicama i
ranama, tj. adstringirafjeg svojstva, rabe se u terapiji stomatitisa, angomenhitisa,
hemoroida, manjih opeklina i ozeblina, crijevnozelutanog katara te kao antidijaroici.
Budwi da s alkaloidima i solima teSkih metala stvar@gloge, primjenjuju se i kao
antidoti (113).

1.2.4. Triterpeni

Triterpeni pripadaju velikoj skupini prirodnih gpwa koje nazivamo terpenima. Tu
se ubrajaju svi prirodni spojevi koji imaju strukiuizoprena (2-metil-butadienaldy) ili
njegovih polimera. Struktura molekule terpena moie alifatska ili ciklicna. Prema
broju izoprenskih jedinica mogu se svrstati u 7pska: semiterpeni (£}, monoterpeni
(C10), seskviterpeni (&), diterpeni (Go), triterpeni (Go), tetraterpeni (Gg) i politerpeni
(Cn). Semiterpen je izopentenil-pirofosfat iz kojegasintezom nastaju terpenske tvari.

Triterpeni su Siroko rasprostranjeni prirodni spojeji se uglavnom javljaju u viSem
bilju, iako ih mogu sintetizirati i gljive. Najvagnsu triterpeni pentacikéine strukture,
meiu koje spadaju i triterpenske kiseline, primjeriokanolna i ursolna kiselina.

Uglavnom ih sadrze sjeme@ slobodne ili u glikozidnom obliku (114a).

oleanolna kiselina salna kiselina



1.2.4.1. Kvalitativna analiza triterpena

Triterpeni daju pozitivhu Liebermann-Burchardovuakeiju (s acetanhidridom i
koncentriranom sulfatnom kiselinom daju zeleno ebhg).

Primjenom razvijga benzen-aceton, u volumnom omjeru 9:1, ndegje odijeliti
triterpenske spojeve na tankom sloju adsorbensaekBi@m se vrSi klorsulfonskom

kiselinom, uz zagrijavanje na 105 °C. Triterpenbbeje intenzivno crvenoljubasto (67).

1.2.4.2. Bioloski @inci triterpena

Triterpeni i saponini iz biljnih izvora poznati spo svojim antineoplastkim,
anthelmintékim, antiprotozoalnim i antiviralnim dincima, ali mogu izazvati i tok&ne
reakcije u ljudi i ostalih sisavaca.

Ursolna Kkiselina, takier poznata kao urson, prunol, mikromerol ili malol,
pentacikltka je triterpenska supstancgesto prisutna u biljnom svijetu (115, 116). Rijetko
se javlja bez svog izomera, oleanolne kiseline,akppkazuje stnu farmakolosku
aktivhost. Utvdena je medicinska djelotvornost njihove interneopitke primjene:
antitumorska (posebice na kozi) (117-119), hepategtivha, protuupalna (oralna i
topicka) (120-122), antiulkusna, antimikrobna (123)jraperlipemika i antiviralna (115).
Ursolna i oleanolna kiselina taker pottu rast kose i djeluju kao agensi protiv starenja
koze (124, 125).

1.2.5. Saponini

Saponini su glikozidni spojevi Siroko rasprostranje biljnom svijetu, ali ih stvaraju i
neki drugi organizmi (npr. zvjezda i trpovi) (45b). Imaju visoku ngopjenjenja (poput
sapuna po kojima su i dobili ime), otrovni su Zzeri SkoljkaSe, razaraju eritrocite, a sa
sterolima u etanolu stvaraju teSko topljive taldggdrzaj saponina u biljkama varira od 0,1
do 30%. SmjeSteni su u Zivim tkivima kao slozenapmta brojnih, teSko odjeljivin

spojeva.



Saponini su gieni od aglikonskog dijela (sapogenina) i¢&me komponente.

Aglikoni se mogu podijeliti u 3 skupine:

a) spirostanolski sapogenini;
b) steroidno-alkaloidni sapogenini;

C) triterpenski sapogenini.

Svi tipovi aglikona u polozaju C-3 imaju hidroksilskupinu na koju se vezecgena
komponenta. Ona moze biti u obliku jednoge$aog lanca (monodezmozidi) ili dva lanca
(bisdezmozidi; desmgs=lanac), koji mogu biti manje ili viSe razgranjeiao Séerne
komponente, na aglikon se mogu vezati: glukozaktata, ksiloza, arabinoza, ramnoza,

fukoza, riboza, te uronske kiseline (D-glukuronskagalakturonska kiselina) (63c).

O

H a) spirostanolski sapogenin

H b) steroidno-alkaloidni sapogenin

c) triterpenski sapogenin

Slika 3. Saponinski aglikoni



1.2.5.1. Kvalitativha analiza saponina

Test pjenjenja
Praskasta droga (oko 0,5 g) prelije se¢ora vodom i nakon htenja snazno

izmucka. U prisutnosti saponina stvori se pjena visim® 1.0 cm.

Test hemolize

Odreiena koléina (obtno 0,5 g) praSkaste droge ekstrahira se s 50 midegru
fosfatnog pufera, izoto&mog s krvi (pH = 7,4). Nakon hdanja, iscrpina droge pomijeSa
se sa svjezom, citriranom gaen krvi. U prisutnosti hemolitki aktivnih saponina,
smjesa postaje bistra i prozirna. Svojstvo sapodmazazivaju hemolizu koristi se i za

odrefivanje vrijednosti saponinskih droga.

Tankoslojna kromatografija

Ta se metoda primjenjuje za dokazivanje saponinghovo odjeljivanje iz smjese.
Pri tome su uvjeti odvijanja postupka raitli za svaku drogu, ovisno o0 svojstvima
saponina koji se odjeljuju. Neutralni saponini dobse kromatografski odjeljuju
primjenom razvijgda kloroform-metanol-voda (64:50:10) ili (65:35:1032b). Bolje
odjeljivanje kiselih saponina postize se bBa@n smjesama otapala (npr. n-butanol-
metanol-amonijak). Za detekciju se primjenjuju ré&tilreagensi za prskanje. Nage su
to mineralne kiseline oksidirajeg djelovanja. Njem&ka farmakopeja (DAB 9) daje
prednost anisaldehid-sulfatnoj kiselini. Saponinskeone oboje se modro,
modroljubtasto, sivoljubtasto ili zeleno, ovisno o vrsti saponina. Korisg $
klorsulfonska kiselina, koja saponinske zone obpjbicasto. Svojstvo izazivanja
hemolize takder moze posluziti u svrhu detektiranja saponingetdnih tankoslojnom
kromatografijom. Pritom se primjenjuje @k previdena otopinom krvi u Zelatini, koja
nakon hldenja @vrsne i sluzi kao dobra stacionarna faza. Nakonvijega
kromatograma, saponine je m@éguodmah detektirati prema posidia prozirnim

mrljama nastalim hemolizom.



1.2.5.3. Bioloski @inci saponina

Saponini djeluju ekspektoriraja. Pomazu izbacivanju sluzi iz bronhijalnog sustava
poveanjem povrSinske aktivnosti i istjecanjem zilavezsl te lokalnim podrazivanjem
sluznica, Sto refleksno dovodi do p&gaog Ikenja Zlijezda. Djelovanje saponidasto
je pra&eno i osjéajem mugnine pa mogu izazvati i izbacivanje Z&nog sadrzaja.
Diureticko djelovanje saponina ostvaruje se osmotskim putédmneposrednim
podrazivanjem bubreznog epitela. Diugti ucinak saponinacesto je potpomognut
djelovanjem flavonoida i etemih ulja. Neki saponini imaju sposobnost spreanja
nastanka edema i njihova uklanjanja (antieksudativedem-protektivno djelovanje), te
na taj n&n smanjuju poéetni stupanj upale (antiflogigio djelovanje). Saponinske
droge takvog &inka upotrebljavaju se u ligenju varikoznih vena. \&na saponina
pokazuje slab antibakterijskic¢mak, ali snaznu antimikatku aktivnost. Steroidni
saponini getiri do pet Séera vrlo su djelotvorni protiv gljivica, dok trifgenski saponini
imaju slabiju aktivnost, ali Siroki spektar djeloya. Smatra se da te tvari Stite biljku od

mikroorganizama (64b).

1.2.6. Steroli

Steroli su organski spojeva koji ébhb prate masti ili su sastavni dio molekule
voskova. Kao i druge steroidne tvari, odvode se wodljikovodika sterana
(ciklopentanoperhidrofenantrena, 1/822). Steroli mogu biti animalnog podrijetla
(zoosteroli) ili biljni (fitosteroli).

Najce&i steroli viSih biljaka su sitosteroli. Dobivaju $e ulja razlgitin sjemenaka
(pSenénih, razovih, kukuruznih, pamdnih i dr.). Predstavljaju smjesf-sitosterola
(stigmast-5-en{3-0l; CygHs00) i nekih zasienih sterola. Strukturno vrlo &in p-

sitosterolu je stigmasterol (63d).



[B-sitosterol stigmasterol

1.2.6.1. Kvalitativnha analiza sterola

Steroli daju pozitivhu Liebermann-Burchardovu répkca s digitoninom stvaraju
kristalinicne spojeve. Prvu reakciju mogu dati i neki drugijepi (npr. triterpeni), dok se
stvaranje spoja s digitoninom zasniva na prisutnOst-skupine u polozaju 3 i GH
radikala u polozaju 10 sterolne jezgre.

Prisutnost sterola u pojedinim biljnim dijelovimaoie se utvrditi primjenom
tankoslojne kromatografije. Ekstrakt droge (peterigki ili metanolni) nanese se na
kromatografsku plkéu i razvija u sustavu otapala benzen-aceton (Nakon susSenja,
ploca se prska klorsulfonskom kiselinom i zagrijava algo minuta na 105C. Na

plo¢ama se javljaju ljuldastoplava obojenja sterolnih spojeva (126).

1.2.6.2. BioloSki @inci sterola

Sitosteroli djeluju hipokolesteroletthi i primjenjuju se u lij¢enju ateroskleroze.
Slabo se apsorbiraju i natjes kolesterolom za apsorpcijska mjesta u probavinaktu.
Smanjena apsorpcija kolesterola moze rezultiratrgemjem razine3-lipoproteina u

krvi, te tako sprijéiti odlaganje ateroskler@tiih naslaga u krvnim zilama.

Uloga sterola u biljkama joS nije u potpunosti paizn dok u animalnom
metabolizmu sudjeluju kao hormoni, koenzimicit@ kiseline i provitamin D. Neki
animalni steroidi takder snazno utf na rast biljaka, pa se smatra da bi takvu ulogu

mogli imati i joS nepoznati biljni steroli (114b).



1.2.7. Rezultati dosadasnjih istrazivanja vrsta rod Plantago L.

Osim aukubina i katalpola, iz vrsta ro@#&antagolL. izolirano je viSe od dvadeset
iridoidnih spojeva koji imaju vaznu ulogu u biljngistematici. PodrodPlantago
karakterizira prisutnost iridoidnog glikozida aukud, dok podrodPsyllium sadrzi
bartsiozid, Sto ukazuje na njihovu znatnu biokeknijgazlcitost. Epoksidni derivat
aukubina, katalpolsvojstven je nekim sekcijama podro@dantaga Asperulozid je
izoliran iz vrstaP. majorL. i P. lanceolatal. Melitozid je iridoidni diglikozid koji se
javlja u porodiciPlantaginacead127). Genipozidnu kiselinu sadrze igtoazijske vrste
rodaPlantagq P. japonicaFranchet et SavatH. asiaticalL., te vrstaP. alpinal. (128).
Plantarenalozidyuheinozid), sikno kao bartsiozid, ne pojavljuje se u svojtama pddr
Plantagq dok je prisutan u vrstama podro®asyllium (23). 1z vrsta rodaPlantago
izolirani su i neki novi iridoidni glikozidi: 10-atoksimajorozid . major, P. cornut)
(129), hokeriozid (130) 10-o-acetilgenipozidna kise i alpinozid P. alping, te
deacetilhokeriozidR. altissima (128).

Dokazano je da se raali biljni dijelovi kvalitativno i kvantitativno ralikuju
sadrzajem iridoida. Primjerice, aukubin i katalpeljavljaju u svim biljnim organima, ali
prvi ve¢inom u vegetativnim, a drugi u generativnima. Sjekeesadrze samo male
koli¢ine iridoida. Nadzemni dijelovi vrste. asiaticasadrze viSe aukubina od podzemnih,
a mlado lige viSe od starijega. Utéeno je da je sadrzaj aukubina i katalpola u viste

lanceolatagenettki odreien, a ovisan je i o starosti listova (20).
U nekim vrstama rodRlantagoutvrdena je prisutnost flavonoidnih glikozidacijoj
se strukturi n@iefe nalaze aglikoni: apigenin, luteolin, krizoeridficin, hispidulin,

nepetin, 5,6,7,3-tetrahidroksi-4’-metoksiflavorzoramnetin (131).

Saponini su slabo istrazeni u rodlantago Dokazana je njihova prisutnost u viti

lanceolata(31).

Literaturni podaci govore o prisutnosti sterolarstMP. bismarckii(132).



U nekih je vrsta rod@lantago dokazana prisutnost polifenol®.(lanceolata P.
hookeriana P. myosuros kumarina P. lanceolaty, sluzi . lanceolataP. psyllium P.
ovatg, etertnog ulja(P. lanceolatd, gorkih tvari . lanceolatg, te vitamina A, C i K
(P. lanceolata (130, 133).

Utvrdeno je da vrstaP. lanceolata djeluje protuupalno, antimikrobno i
hepatoprotektivno, te kao antitusik, ekspektoramaslstringens (2, 4), a vrsi major
diureticno i protuupalno (3). Dokazan je laksativdinak vrsteP. ovata(9). Takaler je
znanstveno potdeno da vrstaP. psylliumdijeluje hipoglikemijski i laksativno, te da

smanjuje kokéinu kolesterola i plazmatskih lipida (5-8).



2. EKSPERIMENTALNI DIO



2.1. BILINI MATERIJAL

Istrazivanju su podvrgnuti na zraku osuseni nadzeljatovi vrsta rodaPlantagoL. koje
rastu na podiju zapadnog dijela Hrvatske. Bilini materijal jeupken u lipnju godine 2000. u
dolini rijeke Mirne Plantago altissima..), na podrdju Gornjeg JelenjgPlantago argentea
Chaix i Plantago holosteumScop. subspholosteurjy u Medulinu Plantago coronopus..,
Plantago maritimalL. i Plantago lagopud..), izmeiu Vodnjana i BalgPlantago holosteum
Scop. subspdepauperatg te na podrigju loSinjske strane Osoi@lantago holosteumScop.
subsp. sopulorun).

Identifikacija bilinog materijala i utdivanje morfoloskih obiljezja navedenih biljnih \ast
provedeni su usporedbom s dostupnim literaturnidegiona (12, 14, 15, 134), u suradnji sa

Zavodom za farmaceutsku botaniku Farmaceutsko+ifgteg fakulteta SveiiliSta u Zagrebu.

2.2. APARATURA | REAGENSI

Aparati i pribor

> svjetlosni mikroskop Carl Zeiss, Jena;

> svjetlosni mikroskop Olympus System (model BX payezan s kamerom ianalom;

> ultraljubicasta lampa (Camag, Muttenz);

> UVIVIS spektrofotometar Agilent 8453 E (HewletcRard, Germany);

> PC-HP 845x UV-Visible System (Hewlett-Packard,rizemy);

> 3°CE sustav za kapilarnu elektroforezu, opremlien WS/ DA-detektorom diode array detectdr
(Hewlett-Packard, Avondale, PA, USA);

> kvarcne kapilarefised silica capillary za kapilamu elektroforezu Composite Metal Sew/i€The
Chase, Hallow, UK).

> Waters sterilni filtri, velline pora 0,20 i 0,4pm;

> aparat za destilaciju i deionizaciju vode, Clesirument (SG, Hamburg, Germany);

» HPLC instrument, Agilent 1100 Series Liquid Chrémgeaph, opremljen binarnom pumpom, vakuum-
degazerom, termostatiranim automatskim injektokkomorom za termostatiranje kolone i UV/VIS
DA-detektorom (Agilent, USA);

> LC-3D Chem Station Version 8, sustav za prikujgjanbradu podataka (Agilent, USA);

> HPLC kolona, Agilent Zorbax Eclipse XDBZ250 mmx 4,6 mm i.d., vetiinacestica punila um), s
pretkolonom istog tipa punila (Agilent, USA);



Reagensi i standardi
> aceton (Kemika d.o.o., Zagreb, Hrvatska);

> acetonitril (Merck, Darmstadt, Germany);

> aluminij-klorid heksahidrat (Kemika);

> benzidin (Merck);

> dietil-eter (Kemika);

> etanol (Kemika);

> etilacetat (Kemika);

> etilmetilketon (Merck);

» Folin-Ciocalteusov fenolni reagens (Merck);

> heksametilentetramin (Kemika);

> kazein (Merck);

> kloridna kiselina (Kemika);

> kloroform (Kemika);

> klorsulfonska kiselina (Merck);

> metanol (Kemika);

> mravlja kiselina (Kemika);

> natrij-dodecil-sulfat (Merck);

> natrij-hidroksid (Kemika);

> natrij-tetraborat dekahidrat (Kemika);

> Naturstoff-reagens (Fluka, Buchs, Switzerland);

» octena kiselina (Kemika);

> polietilenglikol 4000 (Fluka);

> n-propanol (Kemika);

> standardne supstancije: aukubin (Phytoplan, Heédgl Germany); katalpol (donacija: dr.
Sgren Rosendal Jensen, Technical University, LynBlepmark); kvercetin (Roth, Karlsruhe,
Germany); rutin (Roth); hiperozid (Roth); izokveriti (Roth); kvercitrin (Roth); klorogenska
kiselina (Fluka), izoklorogenska kiselina (Flukedyena kiselina (Roth);

> toluen (Kemika);.

> trifluoroctena kiselina (Merck);.

> trikloroctena kiselina (Merck).



2.3. METODE | POSTUPCI ISTRAZIVANJA

2.3.1. MorfoloSko-anatomska istrazivanja

U istrazivanju mikromorfoloSkih i anatomskih obi#ja vrsta roda Plantago L.
primijenjena je metoda mikroskopije.

Polutrajni mikroskopski preparati pripremljeni swklapanjem rdno izraienih
poprenih i povrSinskih prereza listova i stabljika igtirganih biljnih vrsta u kap glicerola
na objektnom staklu, za&ni pokrovnim stakalcem, te kratko zagrijani nangdau.
Anatomski elementi promatrani su pod binokularnimettosnim mikroskopom, uz

kompjutorsku obradu slike.

2.3.2. Histokemijske reakcije

Popreni ili povrsinski prerezi listova i stabljika vrstada Plantago L. ili praSci
bilinih droga uklopljeni su u kap reagensa na ofoiekn staklu ili je reagens dodavan
drogi. Preparat je za8&n pokrovnim stakalcem i rekcija promatrana poctignim
mikroskopom. Histokemijskom analizom (135, 136) lokateni su sljed& bioloski

aktivni spojevi i préuvne tvari:

a) eterno ulje (reakcija sa sudanom lll);

b) trjeslovine (reakcija s otopinom Zeljezo(lll)-kida);

c) sluzi (15 minuta nakon dodavanja otopine metilevifda preparat se ispire 50%-
tnim etanolom);

d) glikozidi (reakcija s 80%-tnom sulfatnom kiselingm)

e) antrakinoni (reakcija s etanolnim kalij-hidroksidpm

f) saponini (reakcija s krvnom zelatinom);

g) alkaloidi (reakcija s vanilinom i koncentriranomfatnom kiselinom);

h) monosaharidi (reakcija s Fehlingovim reagensom agrijvanje; reakcija s
fenilhidrazin-natrij-acetatom uz grijanje 30 sekind

i) Skrob (reakcija s jodom);



j) inulin (reakcija so-naftolom i koncentriranom sulfathnom kiselinom; keiga s
apsolutnim etanolom);

k) proteini (reakcija s koncentriranom nitratnom kisein);

[) masti (20 minuta nakon dodatka reagensa sudanaréiparat se ispere 50%-tnim

etanolom i doda kap glicerola).

2.3.3. Iridoidi

2.3.3.1. Kvalitativna analiza iridoida

a) Ekstrakcija 1 g listova samljevenih u prah pd®rea je s 20 mL metanola na vodenoj
kupelji uz povratno hladilo 10 minuta. Nakon fitanja, ekstrakt je uparen do suha na
rotacijskom vakuum-upariva. Suhi je ostatak zagrijavan u 20 mL vode, 10 mama
vodenoj kupelji uz povratno hladilo. Ekstrakt jeofitriran i ekstrahiran tri puta s po 10
mL etera, a zatim dva puta s po 10 mL etilacetd&ékon dodatka 2 g bezvodnog natrij-
sulfata, etilacetatna frakcija je profiltrirana parena do suha na rotacijskom vakuum-
uparivau, a ostatak otopljen u 1 mL metanola. 4l0 metanolne otopine naneseno je
kapilarom na staklenu pla s adsorbensom Kieselgel 64 Odjeljivanje supstancija
postignuto je razvigem etilacetat-etilmetilketon-mravlja kiselina-voda3:1:1, V/V.

Dobiveni kromatogram promatran je pod UV svjetlora,365 nm. (31).

b) Listovi samljeveni u prah (1 g) ekstrahirani suMiduta s 10 mL metanola na vodenoj
kupelji (60 °C). Iridoidi su odijeljeni na tankontopl Kieselgela 60 fs4 Uz razvij&e
etilacetat-etilmetilketon-mravlja kiselina-voda 38t:1, V/V), etilacetat-mravlja kiselina-
ledena octena kiselina-voda (100:11:11:27, V/V) etdacetat-mravlja kiselina-voda
(8:1:1, VIV). Detekcija je provedena prskanjem 5%e;tnom otopinom kloridne kiseline.
Takader je primijenjen razvija propanol-toluen-ledena octena kiselina-voda
(25:20:10:10, V/IV), a detekcija izvrSena prskanjgenzidin reagensom (32a).



2.3.3.2. Karakterizacija iridoida metodom micelarneelektrokineti¢ke
kromatografije (MEKC)

Ekstrakcija droge

Izvagano je po 200 mg sitno mljevenih listova vilinih uzoraka, preliveno s 10 mL
destilirane vode i ostavljeno 40 minuta na sobawigeraturi, uz povremeno mijeSanje. Potom
je smjesa zagrijavana 60 minuta u vodenoj kupeljil@0 °C. Nakon hienja i filtriranja,
vodeni je ekstrakt uparen do suha, a suhi ostabgien u 3 mL vode. Otopina je prenesena u
mali lijevak za odjeljivanje te izndékana tri puta s po 3 mL dietil-etera. Vodeni sloj
nadopunjen je vodom do 4 mL (19).

MEKC analiza

Kvantitativna analiza vodenih ekstrakata provedengrimjenom®°CE Hewlett-Packard
kapilarnog elektroforetkog sustava, opremljenog UV/VIS DA-detektorom. Wvada
U analizi su koriStene kvarcne kapilare, ukupngiréu35 cm, a efektivhe duljine 26,5 cm
(duljina od ulaznog dijela kapilare do detektok&)utarnji promjer kapilare iznosio je pén, a
vanjski 375um. Najpovoljniji uvjeti za odjeljivanje i oddévanje iridoida uklj@uju elektrolit
sastavljen od 50 mM boratnog pufera i 180 mM ndtgecil-sulfata (pH-vrijednost podeSena
je na 9,35 s 1 M NaOH), valne duljine 200 + 2 ngb® + 30 nm (referentna valna duljina),
napon 10 kV, jakost struje 80 pA, injektiranje 5Banx 5 s i temperaturu CE kasete od 25 °C.
Predobrada kapilare provedena je ispiranjem elg&tro3 minute, a nakon Sest uzastopnih
analiza provedeno je kondicioniranje kapilare. §@nakljucivalo 10 minuta ispiranja kapilare s
0,1 M NaOH, 20 minuta ispiranja elektrolitom i 15nota slijepog pokusablank run
electrophoretic run= elektroforeza elektrolita). Za uzastopnu analieteg broja uzoraka
primijenjen je sustav kontinuirane izmjene elekiadteplenishment
Otopine standarda:

Izvagani standardi iridoidnih glikozida otoplieni &1 vodi. Kako bi se povala t@nost
analitcke metode, pripremljene su dvije koncentracije lgata (0,05 i 0,07 mg/mL) i tri
koncentracije aukubina (0,05, 0,075 i 0,1 mg/mujjePanalize, sve otopine standarda i
uzoraka profiltrirane su kroz sterilne filtre watie pora 0,2@um. VrstaP. lanceolatakoriStena

je kao referentni uzorak.



2.3.4. Flavonoidi

2.3.4.1. Kvalitativna analiza flavonoida

Listovi samljeveni u prah (1 g) ekstrahirani suG L metanola, 10 minuta na
vodenoj kupelji (60 °C). Ispitivanje prisutnostaylonoida provedeno je na tankom sloju
Kieselgela 60 k4, uz razvij@e etilacetat-mravlja kiselina-voda (8:1:1, V/V)til&cetat-
mravlja kiselina-ledena octena kiselina-voda (10@1:27, V/V). Nakon prskanja
Naturstoff-reagensom i 5%-tnom etanolnom otopinonolieglenglikola 4000
(NST/PEG), kromatogrami su promatrani pod UV sejetina 365 nm (32c). Naturstoff-
reagens pripremljen je otapanjem B-gtilaminoestera difenilboratne kiseline u 100 mL

metanola.

2.3.4.2. Spektrofotometrijsko odr@ivanje flavonoida

Kolicina ukupnih flavonoida u nadzemnim dijelovima igtvanih biljnih uzoraka

odreiena je spektrofotometrijskom metodom prema Chriilleru (70).

Listovi, stabljike i cvatovi u obliku finog prask@,2 g) pojedinéno su ekstrahirani
30 minuta s 20 mL acetona, 2 mL 25%-tne kloridreelkne i 1 mL 0,5%-tne otopine
heksametilentetramina, zagrijavanjem do vrenja edexoj kupelji uz povratno hladilo.
Hidrolizat je propusSten kroz vatu, a ostaci drogevati ponovo su ekstrahirani s 20 mL
acetona, grijanjem do vrenja 10 minuta. Ta je otapgakder propustena kroz vatu, a
prethodno opisana ekstrakcija acetonom ponovljenadya puta. Sjedinjeni filtrati
razrijedeni su acetonom do 100 mL. 20 mL hidrolizata posaij® je s 20 mL vode, a
zatim ekstrahirano najprije s 15 mL, te tri putgpe 10 mL etilacetata. Sjedinjene
etilacetatne faze isprane su dva puta s po 40 nde,varopusStene kroz vatu i razdgne
etilacetatom do 50 mL. Po 10 mL te otopine prenegemn dvije odmjerne tikvice od 25
mL. U svaku je tikvicu dodano 0,5 mL 0,5%-tne voeleropine natrij-citrata. U jednu
tikvicu dodano je joS 2 mL otopine aluminij-klorid@ g aluminij-klorida heksahidrata

otopljeno je u 100 mL 5%-tne metanolne otopine etkiseline). Potom su obje tikvice



dopunjene do 25 mL 5%-tnom metanolnom otopinomraxtaseline. Nakon 45 minuta,
izmjerene su apsorbancije otopina s aluminij-kionigl u sloju debljine 1 cm, na 425 nm.
Slijepi pokus bila je prethodno pripremljena otapibez aluminij-klorida. Maseni udio
flavonoida izrgunat je kao kvercetin, prema izrazu:

% =Ax0,772 / b (A = apsorbancija; b = masa droge izraieg).

2.3.4.3. Karakterizacija flavonoida metodom tekdinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC)

Ekstrakcija droge

Izvagano je 500 mg praskaste biljne droge i premmesedmjernu tikvicu od 25 mL. Zatim
je dodano oko 20 mL smjese metanola i vode (1)) Mdstavijeno 60 minuta u ultraz#ooj
kupelji. Tikvica je do 25 mL nadopunjena istom ssoj@ metanola i vode te sadrzaj dobro
promwkan. Nakon filtriranja kroz filtre valine pora 0,45um, alikvot uzorka za analizu

prenesen je u Bu za HPLC.

Otopine standarda

Flavonoidne standardne supstancije (kvercetim,riperozid, izokvercitrin i kvercitrin),
iridoidni glikozid aukubin, te fenolne kiseline gkbgenska i kavena kiselina) otopljene su
pojedin&no u smjesi metanola i vode (1:1, V/V), u koncesiiir,1 mg/mL (osnovne otopine
standarda). Radni standardi, koncentracije 0,0Iningpripremljeni su iz osnovnih otopina
standarda. Takier je prirglena smjesa standarda, ra#ijanjem osnovnih otopina standarda

istom smjesom otapala, kame koncentracije pojedinog standarda 0,01 mg/mL.

HPLC analiza

Uzorci su analizirani Agilent 1100 Series HPLC austn, koji je opremljen binarnom
pumpom, vakuum-degazerom, termostatiranim autoimatskjektorom, komorom za
termostatiranje kolone i UV/VIS DA-detektorom, Reare-fazna separacija provedena je pri
temperaturi od 30 °C, na koloni Zorbax Eclipse XOB- duline 250 mm, unutarnjeg

promjera 4,6 mm, s punilom w&@he ¢estica um i pretkolonom istog tipa punila.



U HPLC analizi primijenjena je gradijentna metodaijenjanjem udjela pojedinih
sastavnica mobilne faze tijekom kromatografskogelpeinja. Mobilna faza je uklfivala
dvije komponente: otapalo A (voda, pH-vrijednostideSene na 2,50 dodatkom trifluoroctene
kiseline, TFA) i otapalo B (acetonitril). Na ¢miku analize udio acetonitrila iznosio je 15%, te
se postupno povavao na 22,5% (15. min), sve do 40% (20. min)oin $e udjelu zadrzao do
30. minute analize. U sljefla 5 minuta postupno su uspostavljentgtai uvjeti analize.
Injektirano je po 25.L otopina standarda i biljnih uzoraka. Protok mubifaze bio je 1,0
mL/min. Pikovi odijeljenih flavonoidnih supstancijéenolnih kiselina detektirani su na valnoj
duljini od 365 £ 8 nm, a iridoidni glikozid aukubima 204 + 4 nm. Referentna valna duljina
iznosila je 550 £+ 80 nm.

2.3.5. Trjeslovine

2.3.5.1. Kvalitativna analiza trjeslovina

Priprava ekstrakta
0,5 g u prah samljevenih nadzemnih biljnih dijel@avaliziranih vrsta ekstrahirano je 15

minuta s 50 mL destilirane vode, u tikvici s pornat hladilom, u kipdoj vodenoj kupelji.
Ohladeni ekstrakti su profiltrirani.

Opée reakcije s metalnim solima i Zelatinom
1. Dvije kapi 5%-tne otopine Zeljezo(lll)-kloridadane su u 2 mL filtrata.

2. U 2 mL filtrata dodane su 2-3 kapi 1%-tne otegieljezo(lll)-amonij-sulfata.
3. 0,5 mL 10%-tne otopine olovo-acetata dodandgenlk filtrata.
4. U 2 mL filtrata dodano je 2 mL 1%-tne otopintaiiee.

Dokazivanje kondenziranih trjeslovina

U 6 mL ekstrakta droge dodane su 3 kapi otopinadttehida i 6 kapi 10%-tne kloridne
kiseline. Sadrzaj je ugrijan do vrenja, a nakoddnga profiltriran. Potom je filtar-papir ispran
s 1 mL tople vode. Dokaz kondenziranih trjesloyanedstavlja talog na filtar-papiru koji je
netopljiv u toploj 5%-tnoj otopini kalij-hidroksida



Dokazivanje trjeslovina koje hidroliziraju

U 5 mL filtrata, koji je dobiven u prethodnoj regktalozenja kondenziranih trjeslovina s
formaldehidom i kloridnom kiselinom, dodan je lagrij-acetata (bez potresivanja epruvete), a
zatim 1 mL 1%-tne otopine Zzeljezo(lll)-amonij-sttfa U prisutnosti trjeslovina koje

hidroliziraju javlja se ljubiasti prsten na mjestu prikladnog pH.

2.3.5.2. Spektrofotometrijsko odrdivanje polifenola i trieslovina

Kolic¢ina ukupnih flavonoida u nadzemnim dijelovima @&tranih biljnih uzoraka oddena

je spektrofotometrijskom metodom prema SchneidEtg)(

0,25 g fino usitnjene droge (listovi, stabljikeviatovi) ekstrahirano je s 80 mL 30%-tnog
metanola u tikvici s povratnim hladilom, zagrijajgan na kipéoj vodenoj kupelji oko 15
minuta. Nakon hiéenja, iscrpina je profiltrirana u odmijernu tikvied 100 mL te nadopunjena
do oznake 30%-tnim metanolom. 2 mL filtrata ponaijesje s 8 mL destilirane vode i 10 mL
otopine natrij-acetata (1,92 g natrij-acetatadrdia i 0,34 mL octene kiseline pomijeSano je i
nadopunjeno destiliranom vodom do 100 mL). Pufepioa odrzava stalnu pH-vrijednost
medija (pH=5), koja je optimalna za talozenje kgesa. Otopina dobivena na opisantima
ozn&ena je kawmtopina 1 10 mL otopine 1muckano je s 50 mg kazeina na ékalici 45
minuta. Potom je otopina profiltrirana, a dobiveriltrat predstavija@topinu 2

Po 1 mLotopine 1i otopine 2pomijeSano je u odmjernim tikvicama od 10 mL ©EomL
Folin-Ciocalteusova reagensa i nadopunjeno do ezsa&@8%-tnom otopinom natrij-karbonata
dekahidrata (Folin-Ciocalteusov fenolni reagensrzadatrij-volframat, natrij-molibdat,
destiliranu vodu, 85%-tnu fosfatnu kiselinu, 36%-tkoridnu kiselinu, litil-sulfat i brom).
Apsorbancije dobivenih plavih otopina izmjerenenaw’20 nm, uz destiliranu vodu kao slijepi
pokus. Vrijednost koju daj@topina 1odgovara kotiini ukupnih polifenola, dok razlika
vrijednosti dobivenih zatopinu 1i otopinu 2 predstavlja koiinu trjeslovina vezanih na
kazein.

Za izra&unavanje koncentracije trjeslovina izea je bazdarni pravac. U tu je svrhu 10 mg
tanina Acidum tannicuimosuseno na 80 °C i otopljeno u 100 mL destilinaode (osnovna

otopina standarda). Radni standard pripremljenjgSamjem 5 mL oshovne otopine standarda



i 5 mL pufer-otopine. Koncentracijski niz, dobivexzrjetivanjem volumena od 0,2 do 1,2 mL
radnog standarda do 10 mL pufer-otopinom (Sto aalgokoncentraciji trjeslovina od 0,001 do
0,006 mg/mL), daje linearni porast apsorbancije.

Za izmjerene vrijednosti apsorbanaygpine 1i 2 ocitaju se pripadajte koncentracije iz
bazdarnog dijagrama i izraze kao grami ukupnihfgrala, odnosno trjeslovina, na 100 g
droge (%).

2.3.6. Saponini i triterpeni

2.3.6.1. Kvalitativna analiza saponina i triterpem

Metanolni ekstrakti listova pripremljeni su eksttgm 1 g pulveriziranih listova s
10 mL 70%-tnog metanola, na vodenoj kupelji, uzrpthno hladilo, u trajanju od 30
minuta. Bistri filtrat uparen je do suha, a ostatakpljen u malo metanola. 20L
metanolne otopine naneseno je na tanki sloj adssebKieselgela 60,5 Odjeljivanje
supstancija postignuto je potmorazvijaa kloroform-metanol-voda 64:50:10 (V/V), a
njihova detekcija provedena je prskanjem kromatograeagensom i zagrijavanjem na
105 °C. Reagens je pripremljen mijeSanjem 5 mLskifonske kiseline s 10 mL ledene

octene kiseline, uz oprezno &émje (32b).

2.3.7. Steroli i triterpenske kiseline

2.3.7.1. Kvalitativna analiza sterola i triterpenskih kiselina

Metanolni ekstrakti listova, pripremljeni prethodopisanim postupkom ekstrakcije
saponina (poglavlje 2.3.6.1.), podvrgnuti su kraygetfskom odjeljivanju na tankom
sloju. Primijenjen je adsorbens Kieselgel 6Q,F razvija¢ benzen-aceton u omjeru 9:1
(V/V). Detekcija sterola i triterpenskih kiselinaopedena je prskanjem kromatograma

klorsulfonskom kiselinom, uz zagrijavanje nekolikinuta na 105C (126).



2.3.8. Prosudba postupka odréivanja trjeslovina primjenom

programskog paketa ESKULAP

Programski paket ESKULAP predstavlja kompjutorgkbgram za elektrotku
obradu standardiziranih mjernih podataka i predstaustav za optimiranje i prosudbu

laboratorijskin metoda i analkih postupaka.

Temelj standardizirane obrade, kako je predlozottsghalk (137-142), jest blok od
24 podatka, koji su poredani u standardiziranonkohl 6 skupina, a svaka obuldaapo
Cetiri podatka. Taj koncept je informativan i jedtea&n, a sadrzi stalnu ép shemu
mjerenja. Matematko-statisttkom analizom procjenjuje se kalkia podataka i
metroloSke karakteristike istrazivanog an&kitig sustava. Postupak su usavrSili V.

Grdini¢ i suradnici i primijenili ga na neke anadite sustave (143-145).

U postupku prosudbe spektrofotometrijskog ddranja trjeslovina metodom prema
Schneideru (112), analit predstavlja tanin. Osnoeksperimentalni parametri za
analiticki sustav dani su tablicama 2 i 3. Za svakudioli tvari usporedno su provedene i
slijepe prosudbe. Korigirana vrijednost apsorbanaialita dobije se iz razlike izmjerene
apsorbancije analita i pripadég vrijednosti apsorbancije koja patge od slijepog
pokusa.



Tablica 2. Priprema uzoraka za mjerenje

Postupak pripreme uzoraka

10 mg tanina otopi se u 100 mL vode

5 mL standardne otopine pomijeSa se
s 5 mL acetatnog pufera

razriglivanjem se pripreme otopine
analita odrdene koncentracije
(tablica 4)

u otopinu analita doda se 0,5 mL
Folin-Ciocalteusova  reagensa i
nadopuni do 10 mL s 33% MzO;

mjeri se apsorbancija nastalog
obojenja na 720 nm

slijepi uzorci pripreme se na isti¢ia
(1-5), ali bez analita (tanin)

Tablica 3. Analittki i instrumentalni parametri

Radni parametri

Analitiéki

analit tanin

radno podrtje (ug) 50,0 - 5,0
reagens Folin-Ciocalteus
ukupni volumen (mL) 10.0

matrica ner’na

I nstrumental ni

metoda spektrometrija u otopini
Instrument UVIVIS spektrofotometar
valna duljina 720 nm

signal, informacija apsorbancija, srednja vrijednost tri mjerenja
kivete (d =1 cm) kvarcne

radna temperaturad) 22.23



Model standardiziranog kvantitativnog angktbg postupka prikazan je tablicom 4.
Statisttka analiza opisana je u grupama koje obdapaprethodna ispitivanja za obradu
podataka, ispitivanja varijabilnosti rezultata ®gwznavanjem bjegunaca, postavljanje

kalibracijske i procjenske anatikie funkcije, te grane vrijednosti postupka.

Tablica 4. Model standardiziranog angktig postupka

Mjerenja
tip mjerenja apsorbancija ispitivane otopine,JA
apsorbancija slijepih prosudbi A
broj analittke skupine J=1-6
broj pojeding&nih mjerenja L=4,i=1,2,3,4
ukupni broj mjerenja N=24
radno podrtje analita (1g) 1,0 - 50 =50, gornja granica analita)dn
0,8-50=140
0,6 - 50=30
0,4-50=20
0,2-50=10

0,1 - 20 =5, donja granica analita)){n
redoslijed mjerenja po skupinama 1,6, 2,5, 3,4

Matemati¢ko-statisti¢ka obrada podataka

prethodno ispitivanje gratiih skupina 1i6
ispitivanje homogenosti podataka
postavljanje kalibracijske funkcije
postavljanje procjenske analite funkcije
prepoznavanje bjegunaca

izraunavanje gragnih vrijednosti postupka

Realizacija linearne kalibracijske funkcije vazanzahtjev za primjenu standardnog
postupka.



2.3.9. Analiza fitokemijskih rezultata metodom multvarijatne statistike

Eksperimentalno dobiveni rezultati kvantitativneddderizacije iridoida, flavonoida i
fenolnih kiselina vrsta rodBlantagoL. obraieni su metodom multivarijatne statistike —
"cluster" analizom.

"Cluster" analiza obuh¥a vei broj tehnika za grupiranje primarno neklasificita
objekata — OUT-adperational taxonomic unit Svrha njezine primjene u taksonomiji
svodi se na otkrivanje& priori nepoznate strukture podataka, odnosnalusebnog
odnosa OUT-a ili skupine OUT-a. Ulazna informacgia neku od "cluster" tehnika
(hijerarhijska, optimizacijska, tehnika traZzenjastpie, "clumping” tehnika i dr.) jest
matrica sknosti, udaljenosti ili korelacije. Krajnji rezultae analize uglavhom se
prikazuje dendrogramom (taker fenogramom).

U taksonomiji se nag&e primjenjuju hijerarhijske aglomerativne tehnik&rHN
(sequentiabgglomerative hierarchic nonoverlaping clusteringthnd3, u kojima jedan
OUT ili skupina OUT-a mogu biti istovremeno pripojedrugom OUT-u ili skupini.
Takve se tehnike zovu metode "parnih grupgdirtgroup methods Svaki korak u
postupku prate dva razmatranja: ptersavanje koeficijenta sinhosti ili udaljenosti
izmedu novostvorene skupine i potencijalnih kandidatadagnja spajanja, te kriterij
pripajanja daljnjinclanova u vé postojéu skupinu (146).

Primjenom UPGMA metode uqweighted pair-group method using arithmetic
averagey koja se na@exe koristi u hijerarhijskoj "cluster" analizi, old@ni su
eksperimentalni fitokemijski podaci, a rezultat peikazan dendrogramom. Svi su

postupci provedeni programom NTSYS-pc ver. 2.1 J147



3. REZULTATI | RASPRAVA



3.1. REZULTATI MORFOLOSKIH ISTRAZIVANJA

Utvrdena su morfoloSka obiljezja istrazivanih vrsta rdtlantago L. iz zapadnog
dijela Hrvatske. Potdena je vjerodostojnost prethodno provedene id&atije
sabranog biljnog materijala prema dostupnim litewratm podacima (12, 14, 15, 134), a

zabiljeZzene manje morfoloSke ra#iosti mogu se pripisati ekoloSkitimbenicima.

Plantago altissima L.

» trajnica visine do 1 m;

» podanak kratak i debeo;

> listovi uspravni, lancetasti, dugi do 40 cm;

> klasasti cvatovi Siroki i kratki.

Plantago argentea Chaix

» trajnica visine do 50 cm;

» podanak kratak i tanak, pokriven odozgo rukavdistava,

> listovi lancetasti, dugi 10-30 cm, smjeSteni pmnoj rozeti;

» cvatovi gusti, kratki, kuglasti klasovi.

Plantago coronopus L.

» jedno-, dvo- ili viSegodiSnja biljka, visine ok® 2m;

> listovi Siroki, linealni do sutiasti, perasto razdijeljeni, duljine do 20 cm, sigesu
jednu ili viSe rozeta;

» na vrhu bezlisne stabljike (batva) smjeSteni sgutjasti, klasasti cvatovi.

Plantago holosteum Scop. subspdepauperata

» trajnica visine oko 10 cm;

» korijen tanak i vretenast, u starijih biljaka otjab;

» stabljika drvenasta, na vrhu nosi duguljast kiasast;

> listovi cjelovita ruba, uski, do nekoliko centiraed dugi, raspodeni u rozete.



Plantago holosteum Scop. subspholosteum

» viSegodisnja biljka;

> korijen vretenast i tanak, kasnije produzen i @debe

» stabljika kratka i razgranjena, duljine oko 10 enstarijih biljaka drvenasta;

> listovi plosnati ili na rubovima blago uvrnuti rdtko trepawiasti, do 15 cm dugi;

» uspravna ili malo svijena cvatna stapka (batvmpsje ili viSe klasastih cvatova.

Plantago holosteum Scop. subspscopulorum

» trajnica visine 5-10 cm;

» korijen dug i vretenast;

» stabljika kratka, tanka i drvenasta, na vrhu oésuglasti cvat;
> listovi uski i kratki, cjelovita ruba, smjeStenwvise rozeta.

Plantago lagopus L.

» viSegodisnja biljka s nekoliko rozeta listovg@dnogodisSnja s jednom rozetom;
» snazan korijen;

» stabljika kratka i debel&esto potpuno ogoljena, uspravna, visoka 10-20 cm;
> listovi izmjenino postavljeni, slabo zdpsti;

» cvat kuglasti klas.

Plantago maritima L.

» viSegodisnja biljka;

» korijen mladih biljaka jak i vretenast, u starijretenast s viSe glavica,

» podanak kratak, prekriven ljuskastim ostacimaliat

> listovi sivozeleni, linealni, goli i cjelovita rabili rijetko nazubljenigine gustu
prizemnu rozetu,;

» gusto dlakave cvatne stapke visoke do 40 cm;

» cvatovi malobrojni, gusti, valjkasti klasovi.



3.2. REZULTATI ANATOMSKIH ISTRAZIVANJA

3.2.1. Anatomija listova

Plantago altissma L.

List je dorziventralne gre (slike 4 i 5). Epiderma lica i n&ja lista prekrivena je
bradavéastom kutikulom. P& su okruZene s tri stanice pratilice i prisutne olge
epiderme (slika 6). Manje nakupine meltaong stantja (kolenhima) nalaze se ispod
epiderme na rubovima listova i na @ali prema glavnoj zili. Trihomi su rijetki. Mezofil
lista diferenciran je na palisadni i spuzvasti paim. Stanice jednoslojnog palisadnog
parenhima kratke su i gusto poredane. U mezofilists&e jedna glavna i viSe manijih
postranih kolateralnih Zila. Okruzuje ih prstenegudrimskih stanica. Oko ksilemskih i

floemskih elemenata srediSnje Zile protezu sedlopehantkog stanéja (slika 7).

Slika 4. Popkmi prerez lista

Slika 7. SrediSnja Zila



Plantago argentea Chaix

Na slikama 8, 9 i 10 prikazani su pofmmeprerezi lista koji je dorziventralne gia
Velike i izduZzene epidermske stanice lica i é&ali lista prekrivene su jakom
bradavéastom kutikulom. Dijacitine p&i prisutne su na obje epiderme. Manje nakupine
mehantkog stanija (kolenhima) nalaze se ispod epiderme na ruboVisteai na nakiju
prema glavnoj Zili. Trihomi nisu weni. Mezofil lista ¢ine palisadni i spuzvasti
parenhim. Palisadni parenhim dem je od jednog sloja kratkih stanica. dstise jedna
glavna i viSe manjih postranih kolateralnih Zil&kruwenih prstenom parenhimskih

stanica. Ksilem i floem srediSnje Zile okruZuju raehbki elementi (slika 11).

Slika 8. Poprni prerez lista Slika 9. Dorziventralrstli

Slika 10. Mezofil lista Slik4.. Glavna zZila



Plantago coronopus L.

Na poprénom prerezu lista busenastog trpucéava se izolateralna gta (slike 12 i
13). Epiderma lica i nalja lista prekrivena je debelom i vrlo naboranomikalom.
Stanice gornje epiderme okruglaste su do poligenatftok su na nalju nejednakih
veli¢ina i oblika zbog vrlo istaknutih rebara. Postramembrane su im odebljale i
valovite. Dijacitcne pui prisutne su na gornjoj i donjoj epidermi (slikd)1Nakupine
mehanékog stanija nalaze se na rubovima lista i uz glavnu Zilunpenaléju. Dlake su
vecinom jednostarne do trostadne, Siljaste, Siroke osnovice i brad@aste kutikule
(slika 15), a ponekad imaju i kolabiranu stanicwezdfil lista podijeljen je na palisadni i
spuzvasti parenhim. Stanice palisadnog parenhir®as{@ja) vrlo su kratke i ponekad se
teSko razlikuju od stanica gustog spuzvastog pamenhU mezofilu se istu tri vece i
viSe manjih kolateralnih Zila. SrediSnja zila okagiog oblika okruZzena je prstenom
parenhimskih stanica. 1znad ksilemskih elemenataznae tanji sloj floema. Provodne

elemente okruzuje meh&ho stangje.

Slika 12. Popréni prerez lista Slika 13. Izolateralni list

Slika 14. Dijaciténe pui Slika 15. Trostaxni trihom



Plantago holosteum Scop. subspdepauperata

Na slikama 16 i 17 prikazani su pogme prerezi lista izolateralne gta. lzduZene
epidermske stanice lica i ngh lista prekrivene su jakom kutikulom. #$se nalaze na
obje epiderme. Manje nakupine kolenhima nalazespsedi epiderme na rubovima lista i
na naltju prema glavnoj Zili. Ugeni su jednostatini trihomi (slika 18). Palisadni i
spuzvasti parenhirine mezofil lista. Duge stanice dvoslojnog ili tijaog palisadnog
parenhima gusto su zbijene. U mezofilu séava jedna glavna i viSe manjih postranih
kolateralnih Zila koje su okruZzene prstenom pamaskih stanica. Oko ksilemskih i

floemskih elemenata srediSnje Zile nalaze se slajehanékog stantja (slika 19).

Slika 16. Popréni prerez lista

B i R P
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Slika 18. Jednostatmii trihom Slika 19. SrediSnja zila




Plantago holosteum Scop. subspholosteum

List je izolateralne gkie (slike 20 i 21). Epiderma lica i ngh lista prekrivena je
debelom i blago bradatastom kutikulom. Dijacitine pui prisutne su na obje epiderme.
Kolenhim u manjim nakupinama &en je na rubovima lista ispod epiderme, kao i na
nali¢ju prema glavnoj Zili. Nije zabiljeZena prisutnéghoma. U mezofilu lista ugavaju
se odijeljena podgija palisadnog i spuzvastog parenhima (slika 22nthk& palisade
smjeStene su u dva sloja. Mjestimice se teSkok@galiod stanica gustog spuzvastog
parenhima. U mezofilu se &8 pet véih i cetiri manje kolateralne Zile (slika 20),
obrubljene prstenom parenhimskih stanica. Provadeimenti srediSnje Zile i ¢

postranih Zila okruzeni su slojevima melt&og stanija (slika 23).

Slika 22. Mezofil lista likg 23. Zila



Plantago holosteum Scop. subspscopulorum

Na slikama 24 i 25 prikazani su popme prerezi lista koji je izolateralne gra
IzduZene epidermske stanice lica i #ali lista prekrivene su jakom kutikulom.
Dijaciticne pui nalaze se na obje epiderme (slika 26). Rijetko nsegu uditi
pojedingne kolenhimske stanice ispod epiderme. Mezofilaligliferenciran je na
palisadni i spuzvasti parenhim. Duge stanice dyostp ili troslojnog palisadnog
parenhima gusto su zbijene. U mezofilu sefésfedna glavna i viSe manijih postranih
kolateralnih Zila koje okruzuje prsten parenhimsgi@nica. Oko ksilemskih i floemskih

elemenata srediSnje Zile nalaze se slojevi mékagistanija (slika 27).

Slika 24. Popréni prerez lista Slika 25. Izolateralni list

:\

Slika 26. Dijaciﬁne ptfi Slika 27. SrediSnja zZila



Plantago lagopus L.

List izbrazdanog trpuca je dorziventralnedgdslike 28 i 29). Epiderme lica i ngh
lista prekrivene su jakom, ispruganom kutikulom¢Ela su ostaci viSestafmih trihoma.
U mezofilu lista razlikuju se palisadni i spuzvaptirenhim. Stanice jednoslojnog do
dvoslojnog palisadnog parenhima nisu gusto zbijdtrstenovi parenhimskih stanica
oruzuju jednu glavnu i viSe manjih postranih kalabeih Zila u mezofilu lista. Ksilem i

floem srediSnje Zile okruzeni su slojevima mebikog stanéja (slika 30).

Slika 29. Dorziventralrstli

Slika 30. SrediSnja zila lista



Plantago maritima L.

Slike 31 i 32 prikazuju poptee prereze izolateralnog lista. Lice i @pdi lista
prekriveni su izrazito debelom i blago brad@atom kutikulom. Dijacitine pwi prisutne
su na gornjoj i donjoj epidermi (slika 33). Nakupimehanikog stantja uatena je ispod
epiderme natija prema glavnoj Zili. Nije zabiljeZzena prisutndshoma. Mezofil je
diferenciran na palisadni i spuzvasti parenhim.tk@galisade smjeStene su u dva sloja.
Ponekad se teSko razlikuju od stanica gustog sptiygarenhima. U mezofilu se &sti
tri vec¢e i nekoliko manjih kolateralnih Zila. Okruzujephsten parenhimskih stanica. Oko
provodnih elemenata srediSnje Zile, kao i okailvgoostranih Zila, nalaze se slojevi
mehanékog stantja.

Slika 31. Popiai prerez lista Slika 32. Izolateralnt lis

Slika 33. P&i



3.2.2. Anatomija stabljika

Plantago altissima L.

Popreéni presjeci stabljike prikazani su na slikama 335i Stabljiku s istaknutim
rebrima oblaZzu sitne, zaobljene epidermske stawidebljalih membrana i debele
bradavéaste kutikule. Na epidermi se mogW&itiopapile i ostaci viSestaémih pokrovnih
Siljastih dlaka s bradasastom kutikulom. Njihova osnovna stanicatage od ostalih
epidermskih stanica. Na epidermu se nastavlja jeslankolenhimske hipoderme te
viSeslojni parenhim primarne kore (slika 36). Jedlojma endoderma vrlo je izrazena.
Pericikl je dobro razvijen, &ni ga prsten mehatkih elemenata unutar kojega se nalaze

floem i ksilem. U sredistu stabljike i&8 se opsezno parenhimsko tkivoilse (slika 37).

e n it
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Slika 34. Popréni prerez stabljike

Slika 36. Primarna kora 8l7. Pericikl



Plantago argentea Chaix

Na slikama 38-41 prikazani su popmne prerezi stabljike srebrnolisnog trpuca.
Istaknuta rebra obloZzena su sitnim, okruglastimdeqpnskim stanicama, odebljalih
membrana i debele bradaaste kutikule. Na epidermu se nastavlja sloj kadleske
hipoderme i viSeslojni parenhim primarne kore kagjvrSava jednoslojnom endodermom
velikih i zaobljenih stanica (slika 41). Prsten raebkih elemenata, unutar kojega se
nalaze floem i ksilem¢ini dobro razvijeni pericikl. Opsezno parenhimskivé sKike

zauzima sredisnji dio stabljike.

Slika 38. Popréni prerez stabljike Slika 39. Presjek reliedokike

Slika 40. Primarna kora i pericikl



Plantago coronopus L.

Popreéni prerez stabljike prikazan je na slikama 42, 484 Okruglastu stabljiku
oblazu sitne, zaobljene epidermske stanice, s jadiell membranama i snazno
razvienom brada¢astom kutikulom. Ponegdje se mogu ¢itio papile i ostaci
viSestaninih Siljastih dlaka (slika 45). Na epidermu se aala jedan sloj kolenhimske
hipoderme. Zatim slijedi viSeslojni parenhim kojavzSava jednim nizom ¥é i
izduzenijih stanica endoderme. U srediStu stabljiiazi se opsezno parenhimsko tkivo
srtike. Skiku okruZuju provodni snopi ksilema, orijentirani prema unutra, dok su sitast
dijelovi floema okrenuti prema van. Provodni elemeastteni su prstenom mehakih

elemenata koji je gten od sklerenhimskih vliakana.

Slika 42. Okrugla stabljika ikal 43. Popreéni prerez stabljike

Slika 44. Primarna kora i pericikl Sli#5. Ostaci trihoma

Plantago holosteum Scop. subspdepauperata



Popreni prerezi stabljike navedenog biljnog taksona gméni su na slikama 46-48.
Okruglu stabljiku oblazu sitne, zaobljene epiderenskanice, odebljalih stijenki i jake
kutikule. Zabiljezena je prisutnost viSestanh Siljastih trihoma (slika 49). Ispod
epiderme proteZe se viSeslojni parenhim primarme.kgtie se jednoslojna endoderma
vecih stanica. Pericikl je dobro razvijen,cai ga prsten mehatikih elemenata unutar
kojega se nalaze provodna stgai- ksilem i floem. Prostrano srediSte stabljik@zma

opsezno parenhimsko tkivasgee.

Slika 46. Okrugla stabljika Slika 47. Paimi prerez stabljike

Slika 48. Primarna kora i pericikl Slika 49. ViSesta®i Siljasti trihom

Plantago holosteum Scop. subspholosteum



Slike 50 i 51 daju mikroskopski prikaz popneg presjeka okruglaste stabljike
uskolisnog trpuca. Epiderma je dema od sitnih, zaobljenih stanica, odebljalih
membrana i bradataste kutikule. Na epidermi se mogu ¢iio papile i ostaci
viSestaninih pokrovnih Siljastih dlaka s brad@sstom kutikulom (slika 52). Njihova
bazna stanica znatno je¢eeu odnosu na ostale epidermske stanice. Na epideem
nastavlja jedan sloj kolenhimske hipoderme, a pot@eslojni parenhim primarne kore.
Vrlo izraZzena jednoslojna endodermadgnaa je od krupnih izduZenih stanica. Pericikl
s&injavaju floem i ksilem koji su okruzeni prstenonelnanékih elemenata. Sredisnji dio

stabljike zauzima parenhimsko tkiv@ige.

Slika 50. Okruglasta stabljika

Plantago holosteum Scop. subspscopulorum



Popreni prerezi stabljike vrst®lantago holosteunh. subsp.scopulorumprikazani
su na slikama 53 i 54. Okruglu stabljiku oblaZzwnejtzaobljene epidermske stanice,
odebljalih stijenki i jake bradataste kutikule. Slijedi viSeslojni parenhim primalkue,
koji zavrSava slojem krupnih, izduZenih stanicacetetme. Pericikl je dobro razvijen, a
¢ini ga prsten mehatkih elemenata, unutar kojega su smjesteni floesilék. Opsezno
parenhimsko tkivo gike zauzima veliki prostor srediSnjeg dijela stidelj

Slika 54. Popréni prerez stabljike

Plantago lagopus L.



Na poprénim prerezima stabljike izbrazdanog trpucaawaju se vise ili manje
istaknuta rebra (slike 55 i 56). Epiderma jedgmr@a od sitnih, zaobljenih epidermskih
stanica, odebljalih stijenki i debele prugaste Kalg. Uaieni su ostaci viSestafmih
trihoma. U rebrima su smjeSteni provodni elemdsagiod epiderme proteze se viseslojni
parenhim primarne kore. Jednoslojna endoderméegeaje od véh okruglastih ili slabo
izduzenih stanica. Mehatki elementi pericikla okruZuju provodna stgai floema i

ksilema. SrediSte stabljike ispunjava parenhimg&kmtsrike.

Slika 55. Popréni prerez stabljike
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Slika 56. Presjek kroz rebro stabljike
Plantago maritima L.



Okruglastu stabljiku primorskog trpuca (slika 5Blatu male epidermske stanice s
debelom bradawastom kutikulom. Udena je prisutnost papila i ostataka viSestaihi
pokrovnih Siljastih dlaka s brad&eaistom kutikulom (slika 58). Njihova je osnovica pun
veca od ostalih epidermskih stanica u okruzenju. Nalegmu se nastavlja jedan sloj
kolenhimske hipoderme, viSeslojni parenhim primakoee i jednoslojna endoderma.
Pericikl je grden od prstena meh&Rkih elemenata, unutar kojega se prostiru provodni
elementi ksilema i floema. Prostrano parenhimskuootisiiike zauzima srediSnji dio
stabljike (slika 59).

Slika 57. Okruglasta stabljika

Slika 58. Ostaci pokrovnih trihoma Slika 59. Poprini prerez stabljike

3.3. BIOLOSKI AKTIVNI SPOJEVI | PRI CUVNE TVARI



3.3.1. Rezultati histokemijskih reakcija

Rezultati histokemijske analize zavanih vrsta rod®lantagoprikazani su tablicom 5.

Tablica 5. Histokemijske reakcije

BIOLOSKI AKTIVNE REAGENS OPIS PRODUKTA REAKCIJE REZULTAT
| REZERVNE TVARI
—1
Eteriéno ulie narartastocrveno obojene
c I sudan il kapljice ulja
Trjeslovine zeljezo(lll)-klorid tamnoplava do +
tamnozelena boja
Sluzi metilenplavilo plavo obojena sluz +
Glikozidi 80%-tna sulfatna kiselina zeleno, modro, te crveno +
obojenje
Antrakinoni etanolni kalij-hidroksid ljubicastocrvena boja
Alkaloidi vanilin + konc. sulfatna kiselina crvena boja +
Monosaharidi a) Fehlingov reagens a) Zutocrveni talog a)-2
b) fenilhidrazin-natrij-acetat b) Zuti iglicasti kristali b) -2
Skrob jod plavoljubitasta boja -3
a)-*
Inulin a) a-naftol + konc. sulfatna kiselina a) ljubicasta boja b)-*
b) apsolutni etanol b) sferokristali
Proteini konc. nitratna kiselina Zuta boja +
Masti sudan I narargastocrveno obojene -
astl kapljice masti
! osim vrstaP. lagopus P. maritima
2 osim vrstaP. coronopusP. lagopus P. maritima
% osim vrsteP. coronopus
4

osim vrstaP. coronopusP. holosteunsubsp holosteum P. maritima
Histokemijskim reakcijama na bioloSki aktivne tvéistova i stabljika vrsta roda

Plantago L. utvrdeno je da su svi istrazeni biljni uzorci sadrzaugkslovine, sluzi,




glikozide i alkaloide, dok su reakcije na antrakiadvile negativne. Prisutnost eteag
ulja utvidena je samo u vrsta lagopus P. maritima

Reakcije na ptuvne tvari dokazale su prisutnost proteina u stjhib vrsta, dok su
reakcije na masti za sve bile negativne. Monosdhsui zabiljezeni u vrst. coronopus
P. lagopusi P. maritimg dok je Skrob dokazan samo u nadzemnim dijelownsteP.
coronopus Reakcijama na inulin utdena je njegova prisutnost u uzorcima vrBta

coronopusP. holosteunsubspholosteum P. maritima

3.3.2. Iridoidi



3.3.2.1. Kvalitativna analiza iridoida

Primjenom metode tankoslojne kromatografije déwra je prisutnost iridoidnih

supstancija u listovima istrazivanih vrsta rdtlantagoL.

Suhi etilacetatni ekstrakti istrazivanih biljnihsta, pripremljeni postupkom opisanim
u poglaviju 2.3.3.1., otopljeni su u metanolu ivigni na tankom sloju adsorbensa
Kieselgela 60 fs4, primjenom razvijga etilacetat-etilmetilketon-mravlja kiselina-voda
5:3:1:1 (V/V). Razvijeni kromatogram promatran @dgdJV svjetlom na 365 nm. Wene
su zone svijetloplave fluorescencife: altissima(Re-vrijednosti 0,55 i 0,69)P. argentea
(Re-vrijednosti: 0,19; 0,30; 0,37; 0,53; 0,60; 0,69,76), P. coronopugReVrijednosti
0,46 i 0,74),P. holosteumsubsp.depauperata(Rgvrijednosti: 0,62; 0,69 i 0,86)P.
holosteumsubsp. holosteum(Rg-vrijednosti: 0,60; 0,69 i 0,83)P. holosteumsubsp.
scopulorum(Reg-vrijednosti: 0,61; 0,69 i 0,85R. lagopus(Rgvrijednosti: 0,54; 0,69 i
0,92) i P. maritima (Re-vrijednosti 0,69 i 0,85). Usporedbom s literatamnpodacima
(31), mozZe se pretpostaviti da zonaWijednosti 0,69 odgovara iridoidnom glikozidu

aukubinu. Njegova prisutnost ovim postupkom nijgadtana samo u vrsi& coronopus

Iridoidi iz metanolnih ekstrakata listova (poglavi?.3.3.1.) vrsta rodRlantagoL.
podvrgnuti su odjeljivanju na tankom sloju Kiesé#g80 ks4, Uz razvij@e (1) etilacetat-
etilmetilketon-mravlja kiselina-voda (5:3:1:1, V/MP) etilacetat-mravlja kiselina-ledena
octena kiselina-voda (100:11:11:27, V/V) 8 etilacetat-mravlja kiselina-voda (8:1:1,
V/V). Detekcija razvijenih kromatograma provedeagiskanjem s 0,5%-tnom otopinom

kloridne kiseline (postupdi i 2) i benzidin reagensom (postup@k

Postupkom 1 razvieno je 13 kromatografskih zona raitih obojenja.
Crvenonarataste zone niskih Rvrijednosti (0,03 i 0,05) vjerojatno predstavljaju

Seterne komponente. Iridoidne supstancije su nmstosmée boje (R-vrijednosti od



0,13 do 0,24), mtu kojima se posebno i&ti iridoidni glikozidi katalpol (R = 0,20) i
aukubin (R = 0,22). Kromatografske zone-Rrijednosti od 0,37 do 0,95, koje su nakon
prskanja 0,5%-tnom HCI poprimile zelenostue boju, odgovaraju flavonoidnim
sastavnicama i fenolnim kiselinama, koje su t&kodobro razdvojene u navedenim
kromatografskim uvjetima.

Usporedbom sa standardnim supstancijama, prisuimdsidnog glikozida katalpola
utvrdena je u vrstéd. altissima P. argentea P. lagopus dok su aukubin sadrzavali svi

istrazeni biljni uzorci, osim vrste. coronopus

Postupak2 omoguio je razdvajanje 16 sastavnica metanolnih ekstsakiatova
istrazivanih vrsta. Prskanjem s 0,5%-tnom HCI rlasta razkita obojenja razvijenih
kromatografskih zona. Nar&astocrvene mrlje Rvrijednosti 0,05 predstavljaju &ere,
iridoidne supstancije su naksstosmée boje (katalpol, R= 0,15 i aukubin R= 0,19),
dok su narateste, zelenkaste i plave zone-\WRijednosti od 0,22 do 0,97 oztevale
odijeljene flavonoidne spojeve i fenolne kiseline.

Prisutnost katalpola potdena je u metanolnim ekstraktima vrdRa altissima P.
argenteai P. lagopus Aukubin nije dokazan u vrsfa. coronopusP. holosteunsubsp.

holosteum P. holosteunsubspscopulorum

Nakon razvijanja kromatograma postupkd@n prskanja benzidin reagensom, na
tankom sloju Kieselgela 60.4; detektirano je 11 odijeljenih supstancija. Svgptave
zone Séera imale su najnizu Rrrijednost (0,03). Standard katalpola detektirark@o
zutosmda zona R-vrijednosti 0,08, dok je zona aukubina bila plawnede boje, R-
vrijednosti 0,13. Svijetlonar&aste odijeljene zone flavonoida i fenolnih kiselinzale
su R-vrijednosti od 0,22 do 0,93.

Ovim kromatografskim postupkom nije detektiranaspimost iridoidnog glikozida
katalpola u metanolnim ekstraktima listova istranit vrsta, dok je aukubin dokazan u
svim uzorcima, osim u vrst. coronopus

Kvalitativha analiza iridoida listova istrazivanihrsta rodaPlantago L. metodom

tankoslojne kromatografije uspjesno je provedemajpnom razvijéa koji je sadrzavao



smjesu otapala n-propanol-toluen-ledena octendirkdseoda, u omjeru 25:20:10:10
(VIV), a potom detekcijom s benzidin reagensonkést0).

Odijeljeno je 8 supstancija,sRrijednosti od 0,10 do 0,51. &ne komponente su
kao najpolarnije imale najnizu Rrijednost (0,10) i bile sn@® obojene. Iridoidne
supstancije bile su nar&mstosmée do smée boje, R-vrijednosti od 0,15 do 0,30.
Usporedbom sa standardnim supstancijama, kataipotletektiran u w@ne biljnih
uzoraka (R = 0,25). Njegova prisutnost nije bila ufena u vrstaP. altissimai P.
coronopus Iridoidni glikozid aukubin (R= 0,30) ovim kromatografskim postupkom nije
detektiran samo u vrstR. coronopusi P. holosteumsubsp.holosteum Narartasto
obojenje s benzidin reagensom dale su flavonoidstasgnicegije su odijeljene zone na

kromatogramu imale Rvrijednosti od 0,43 do 0,51.

Razvij&: n-propanol — toluen — ledena octena kiselinaday@5:20:10:10, V/V)

Detekcija: benzidin reagens



ALy

1.P. holosteunsubspholosteum 5.P. argentea 9.P. lanceolata
2.P. holosteunsubsp scopulorum 6.P. lagopus A. aukubin
3.P. holosteunsubspdepauperata 7.P. maritima C. katalpol
4.P. altissima 8.P. coronopus

Slika 60. Kromatogram iridoida vrsta roBé&ntagoL.

3.3.2.2. MEKC analiza iridoida



Metoda micelarne elektrokingke kromatografije (MEKC) primijenjena je za
odjeljivanje, identifikaciju i odréivanje iridoida u vodenim ekstraktima listova
istrazivanih taksona rod@lantagq uz vrstuP. lanceolatakao referentni uzorak. Metoda
se pokazala vrlodinkovitom u odjeljivanju i kvantitativnoj analiziukubina i katalpola,
unat@ kompleksnosti biljnog materijala i strukturnoj ¢slosti spomenutih iridoidnih
glikozida (prilozi 1-10).

Prvi izbor u odjeljivanju iridoidnih sastavnica &ilje metoda tankoslojne
kromatografije (TLC), no problem je predstaviljalab& rezolucija. Srodne iridoidne
supstancije, prisutne u biljnom materijalu, bile slabo odijeljene od aukubina i
katalpola, Sto je moglo dovesti do krive procjemzulftata TLC analize. Tekinska
kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) nije ldazadovoljavajie rezultate, zbog
nemogunosti izdvajanja zasebne skupine pikova iridoidasliazene matrice biljnih
uzoraka i vrlo dugog vremena analize. RjeSenje sporih problema omogeno je
primjenom metode kapilarne elektroforeze (CE). bladwti da aukubin i katalpol imaju
vrlo visoke Ks-vrijednosti (> 12), ne mogu se prevesti u iondlilg pa ih se ne moze
uspjesno odijeliti uoldajenom kapilarno-zonskom elektroforezom (CZE). 8tgg
primijenjena MEKC metoda. Natrij-dodecil-sulfat (SP upotrijebljen je za stvaranje
micela u elektrolitnoj otopini. Za odvajanje irididi od matriksa uzorka, kao i za njihovo
medusobno odjeljivanje, s obzirom na veliku struktusiignost tih supstancija, bila je
potrebna vrlo visoka micelarna koncentracija.

Kako bi se poboljSala separacija pikova aukubikatalpola, primijenjena je nesto
dulja kapilara u usporedbi s metodom koju su opSabmi i sur. (19). Umjesto kapilare
ukupne duljine 33,5 cm, koriStena je kapilara od c3®, efektivne duljine 26,5 cm.
Predobrada kapilare prije pokretanja analize uzodaijenjena je u odnosu na
spomenutu metodu. Umjesto 8 minuta ispiranja edikdm, provedeno je ispiranje od 3
minute. Nakon Sest uzastopnih analiza, izvrSenkojedicioniranje kapilare: 10 minuta
ispiranja s 0,1 M NaOH, 20 minuta ispiranja elektoon i 15 minuta slijepog pokusa
(blank run electrophoretic rup Postavljen je konstantni strujni prag od 80 pA.
Injekcijski volumen (50 mbar x 5 s) nije smanjear pi to utjecalo na osjetljivost
metode, iako bi moglo poboljSati rezoluciju. Kéna rezolucija izméu analita iznosila

je priblizno 2, mjereno metodom tangente. Poslgdiaga bilo je malo produljeno



vrijeme analize (12 minuta). No, problemi vezanislebu rezoluciju, opisani u literaturi

(19), na taj su n@n uspjesno rijeseni (slika 61, prilozi 1-10).

_ DAD1 B, Sig=200,2 Ref=250,30 (IR120627\034-2402.D)
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Slika 61. Elektroferogram iridoidnih supstanclja vrstePlantago lanceolatd.. s pripadajdim
UV spektrima.l —iridoidna supstancij&\; 2 — katalpol;3 — aukubin;4 — iridoidna
supstancijaB. Uvjeti MEKC analize: kvarcna kapilara, ffn i.d. x 35 cm; pufer, 180
mmol/L SDS i 50 mmol/L natrij-tetraborat (pH = 9)3%apon, 10 kV; struja, 80 HA;
injektiranje, 50 mbar x 5 s; valne duljine, 200 @& i 250 + 30 nm (referentna);

temperatura CE kasete, 25 °C.

PoboljSanje osjetljivosti metode postignuto je sjpajem vremena odziva detektora
na 2,6 s, u kombinaciji s uskim rasponom valnihjidaloko glavnog signala (£ 2 nm).
Sporija migracijska vremena obaju analita g@a@ su osjetljivost. Nizi strujni limit
uzrokuje sporiju pokretljivost analita, no povrSip&kova se powsava, bez njihovog
znaajnog Sirenja. Odnos signala i Suma za koncengraclj0,05 mg/mL iznosio je 150
za aukubin i 102 za katalpol. Iz toga su proizagileove vrlo niske granice odisanja
(quantification limits LOQ) od 5 mg/L ili manje.

Sustav kontinuirane izmjene elektroliteeglenishment omoguio je postavljanje

sekvencijske analize. Uvedene promjene uvelikeaholjsale, olakSale i ubrzale analizu.

Opisana MEKC metoda moZe se td&o uspjeSno primijeniti u tzv. "fingerprint"
analizi (slika 62). Na taj se @ia znatno olakSava identifikacija biljnog matergal

pridonosi razvoju kemotaksonomije.



DADI1 B, Sig=200,2 Ref=250,30 (IRI20627\027-1701.D)
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Slika 62. Elektroferogram vodenog ekstrakta vPntago argente€haix

Rezultati dobiveni opisanom analkbom metodom pokazali su znatne ragtisti u
sadrzaju aukubina i katalpola dweistrazivanim biljnim taksonima (tablica 6). Ovisn
uzorku, koltina aukubina iznosila je do 0,27%, dok je udio ki bio do 0,16%.
Iznimka je uzorak vrstP. argenteagdje je odréeno 1,81% katalpola.

U svim analiziranim ekstraktima, koji su sadrzawvaiidoide u kolEini vecoj od
granice dokazivanja (LOD), aukubin je hie&e prisutan od katalpola. Samo u uzorku
vrste P. coronopusaukubin nije dokazan. VrstB. holosteumsubsp.holosteumi P.
maritima takader nisu sadrzavale z¥gne udjele iridoidnih glikozida. Sadrzaj katalpola
bio je u pravilu véi od udjela aukubina u onim vrstama u kojima su ahalita bila
prisutna P. altissima P. argenteai P. lagopu$. Jedino je takso®. holosteunsubsp.
depauperatasadrzavao aukubin, dok katalpol nije bio zabilfeZEo bi se moglo povezati
s metabolikim putovima iridoidnih supstancija i njihovom kiilem, iako bi takder
moglo biti posljedica raalite uspjeSnosti ekstrakcije pojedinog iridoida i#jnog
materijala.

Tablica 6. Sadrzaj aukubina i katalpola u vrstaogaPlantagoL.

Aukubin Katalpol




Biljna vrsta . LCL® UCLP . LCL UCL
Udio (%) (0.05%) (0,05%) | Y90 (%) (00506)  (0,05%)

P. altissima 0,09 0,090 0,094 0,13 0,127 0,135
P. argentea 0,27 0,267 0,278 1,81 1,767 1,852
P. coronopus <LOD* - - <LOD - -
P. holosteunsubsp. 0,08 0,068 0,086 <LOD _ _
depauperata

P. holosteunsubsp. <LOQ¢ _ _ <LOD _ _
holosteum

P. holosteunsubsp. <LOQ _ _ <LOD - -
scopulorum

P. lagopus 0,07 0,063 0,082 0,08 0,079 0,085
P. maritima 0,03 0,021 0,034 <LOD - -
P. lanceolata 0,12 0,098 0,132 0,16 0,152 0,166

#Donja granica pouzdanostbfer confidence limjt
® Gornja granica pouzdanostigper confidence limjit
°Prag dokazivanjdiit of detectiol

4Prag odrdivanja (imit of quantification

Buduwi da opisana analika metoda uspjeSno razdvaja iridoide od ostalih
komponenata matriksa (slika 61), dva nepoznata gitektirana u \@ne uzoraka mogla
bi se pripisati iridoidnim supstancijama. Stovi&ika 61 pokazuje da UV spektar
supstancijeA slici UV spektru katalpola, dok UV spektar supstan@j&orespondira s
aukubinom. Kako bi se izbjegla magupogreSna tuntanja, primijenjene su relativne
retencije svih pikova (RR Retencijsko vrijeme negativnog pika, koji vrlgerojatno
odgovara kloridnom anionu, koriSteno je kao refarenvrijeme. Osim toga, neki su
uzorci sadrzavali tri ilicetiri pika, od kojih su dva zasigurno aukubin idtpbl, Sto
isklju¢uje moguinost pogreSnog tumianja. Nepoznata iridoidna supstandfia(RR; =
1,28) bila je prisutna u svim uzorcima, dok iriduadsastavnicd8 (RR = 1,54) nije

detektirana u vrstR. altissimaP. argented P. coronopus

3.3.3. Flavonoidi

3.3.3.1. Kvalitativha analiza flavonoida



Prisutnost flavonoida i fenolnih kiselina u metamol ekstraktima listova vrsta roda
Plantago L. dokazana je na tankom sloju Kieselgela 69, Fuz razvij&e etilacetat-
mravlja kiselina-voda (8:1:1, V/V) (slika 63) i keicetat-mravlja kiselina-ledena octena
kiselina-voda (100:11:11:27, V/V) (slika 64). Nakaetekcije NST/PEG reagensom,

kromatogrami su promatrani pod UV svjetlom (365 nm)

Na kromatogramima su tene brojne nard&asto fluorescirajte zone flavonoida,
plave zone fenolnih kiselina, te zelenoplavo flsoimjte iridoidne supstancije. Po boji
i fluorescenciji flavonidnih sastavnica moZze se vigiti njihova pripadnost

kvercetinskom tipu.

Glikozid kvercitrin (ozn&en brojem3) uaten je u sve tri nize svojte vrsRlantago
holosteum (subsp. depauperata subsp holosteumi subsp. scopulorun), dok su
izokvercitrin 6) sadrzavali svi istrazeni biljni uzorci. Hiperoz{@) je bio prisutan u
nizim taksonima vrst®. holosteunte u listovima vrsté®. maritima Prisutnost rutinad)
zabiljeZzena je samo u vrdge lagopus

Metodom TLC nije dokazana prisutnost kavene kigelinmetanolnim ekstraktima
listova istrazivanih biljnih vrsta, dok je klorogeka kiselina zabiljezena samo u listovima

vrsteP. lagopus
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Slika 63. Kromatogram flavonoida vrsta rdelantagoL.
Razvija: etilacetat—-mravlja kiselina—voda (8:1:1, V/V)telecija: NST/PEG, UV-365 nm.



0,92

0,82

S

w

0,78

w

0,64

o

0,57

' 00000 1000 00
BT RN T
000 " igfe 00 ¢

s ® ®
- . :g 0,41
. . 9 0,39

s ® &

k. -2

- I - - 10 0,28
‘ : hlat 0,21

o 0,18
@® @

e
N
w
N

5 R H lg KI KaKv & 7 8

1. P. holosteunsubspholosteum R — rutin
2 P. holosteunsubsp scopulorum H — hiperozid
3 P. holosteunsubsp depauperata Ig — izokvercitrin
4 P. altissima KI — klorogenska kiselina
5 P. argentea Ka — kavena kiselina
6 P. lagopus Kv — kvercitrin

7 P. maritima

8 P. coronopus

Slika 64. Kromatogram flavonoida vrsta rd@antagoL. Razvij&: etilacetat—-mravlja kiselina—
ledena octena kiselina—voda (100:11:11:27, V/Vjekldgja: NST/PEG, UV-365 nm.

3.3.3.2. Spektrofotometrijsko odr@ivanje flavonoida



Kvantitativha analiza flavonoida u nadzemnim di@hoa vrsta rodaPlantago L.
provedena je spektrofotometrijskom metodom premais@h i Miulleru (poglavilje
2.3.4.2.), koja se zasniva na tvorbi kompleksa @&am#avonoidnih aglikona (nakon
kisele hidrolize flavonoidnih heterozida) s®Allz izmjerenih apsorbancija iztanat je
udio flavonoida prema formuli: % = A x 0,772 /| makage (g), izrazen kao kvercetin.

Prilozi 11-18 prikazuju UV/VIS spektre kompleksavbnoida s Al*, a tablica 7 donosi

udjele flavonoida u pojedinim biljnim organima estivanih biljnih uzoraka.

Tablica 7. Sadrzaj flavonoida u vrstama rédantagoL.

Udio flavonoida (%); X £ SD, n =3

Biljna vrsta List Stabljika Cvat

P. altissima 0,095 + 0,017 0,013 + 0,001 0,024 + 0,001
P. argentea 0,110 + 0,037 0,044 + 0,002 0,067 + 0,002
P. coronopus 0,053 + 0,015 0,008 + 0,001 0,025 + 0,002
géggfj%sgf;?“bsr" 0,115 + 0,019 0,065 + 0,003 0,039 + 0,002
E élgc;'t‘;itﬁ]”m“bsr" 0,093 + 0,019 0,047 + 0,002 0,032 + 0,002
Eé:;']‘l’jrtjr‘:]mbsr" 0,065 + 0,018 0,049 + 0,002 0,011 £ 0,001
P. lagopus 0,094 + 0,019 0,038 + 0,001 0,026 + 0,005
P. maritima 0,131+ 0,011 0,038 + 0,001 0,007 + 0,001




Udio flavonoida u listovima istrazenih vrsta roBntagoL. iznosio je od 0,053%
(P. coronopuysdo 0,131% R. maritimg. Najvei sadrzaj flavonoida stabljike zabiljezen
je u vrsteP. holosteunsubspdepauperatg0,065%), dok je najmanja koéina odretena
u vrste P. coronopus(0,008%). U cvatovima je udio flavonoida bio u mjcama od
0,007% P. maritimg do 0,067% . argentea

Opcenito se moze ustvrditi da su listovi analizirabilinih taksona sadrzavali najvise
flavonoida. U cvatovima vrstR altissima P. argenteai P. coronopusutvrden je veéi
udio spomenute skupine spojeva nego u prip&dajstabljikama, dok je obrnut slaj

zabiljezen u ostalih biljnih vrsta.
Rezultati su statistki obraieni primjenom Studentovitesta. Uspor@eni su udjeli

flavonoida u pojedinim biljnim organima iste vrsk&ao i odnosi udjela flavonoida e

listovima, stabljikama i cvatovima nizih svojti ¥$>. holosteungtablice 8 i 9).

Tablica 8. Statistka usporedba udjela flavonoida réilh biljnih organa pojedinih vrsta

rodaPlantagoL.
Vjerojatnost (p)
Biljna vrsta list-stabljika list-cvat stabljika-cvat
P. altissima <0,010 <0,010 <0,001
P. argentea <0,050 <0,200 <0,001
P. coronopus <0,010 <0,050 <0,001
gégggfgf;g‘;“bs"' <0,020 <0,010 <0,001
. noosteunsubsp. <0,020 <0,010 <0,001
Eé:;&f;f;”‘;“bs"' <0,300 <0,010 <0,001
P. lagopus <0,010 <0,010 <0,020
P. maritima <0,001 <0,001 <0,001




Iz tablice 8 vidljivo je da su naj¢e razlike flavonoidnog sadrzaja duwepojedinim
bilinim organima zabiljezene u vrsi& maritima (p < 0,001). Izmédu lista i stabljike
vrste P. holosteunsubsp.scopulorumutvrdena je najmanja razlika u kéini flavonoida
(p < 0,3). Uglavhom su se statisti najviSe razlikovali udjeli flavonoida stabljike

cvatova istih vrsta (g 0,001, osim . lagopusp < 0,02).

Tablica 9. Statistka usporedba udjela flavonoida doenizim svojtama vrstlantago

holosteu®cop.

Vjerojatnost (p)
P. holosteum Scop. L-L S-S c-C
depauperata / holosteum <0,300 <0,001 <0,020
depauperata / scopuloruni <0,050 <0,010 <0,001
holosteum scopulorum <0,200 <0,300 <0,001

L-L... statistika usporedba listova
S-S.. statistka usporedba stabljika

c-C... statistka usporedba cvatova

Statisttkom prosudbom rezultata dobivenih za nize svojtetevP. holosteum
utvrdeno je da se sadrzajem flavonoidadmsobno najviSe razlikuju listovi podvrsta
depauperatai scopulorum stabljike podvrstadepauperatai holosteum te cvatovi

podvrstescopulorunu odnosu na ostala dva taksona (tablica 9).

Opc¢enito se moze ustvrditi da su flavonoidnim supsjan@ najbogatiji nadzemni
dijelovi (list + stabljika + cvat) vrstB. argenteg0,221%), dok ih je najmanje sadrzano u

nadzemnim dijelovima vrste. coronopug0,089%).



3.3.3.3. HPLC karakterizacija flavonoida i fenolnihkiselina

Reverzno-fazna HPLC analiza metanolno-vodenih akata listova istrazivanih
vrsta rodaPlantago L. provedena je Agilent 1100 Series HPLC sustavom,koloni
Zorbax Eclipse XDB-Gg (velicina ¢estica 5um, 250 x 4,6 mm i.d.), s pretkolonom istog
tipa punila. Primijenjena je gradijentna metodagipulje 2.3.4.3.) za dvokomponentnu
mobilnu fazu (A — voda i TFA, pH = 2,50; B — acatal), uz protok od 1,0 mL/min i
temperaturu od 30C. Otopine standardnih supstancija (0,01 mg/mLjjnibekstrakti
(20 mg suhe droge/mL) injektirani su u volumenima 26 uL. Pikovi odijeljenih
flavonoida i fenolnih kiselina detektirani su DAtdktorom, na valnim duljinama od 365

+ 8 nm i 204 = 4 nm, uz referentnu valnu duljinus®0 + 80 nm.
U navedenim uvjetima uspjeSno je provedeno odpeljie pojedinin komponenata smjese standarda
(slika 65, prilog 19), a njihov je identitet pofen usporedbom s retencijskim vremenima dobivenim

analizom otopina svakog pojedinog standarda, keporedbom s njihovim originalnim UV spektrima.

DAD1 A, Sig=365,8 Ref=550,80 (FLA21107\009-0101.D)

mAU o
14 =
o

11624

125 15 17.5 20 225 mil

Slika 65. HPLC kromatogram smjese standarda. Koldioabax Eclipse XDB-G (250 x 4,6
mm, 5um); mobilna faza: voda/acetonitril, 85:15 (0-15 iA7,5:22,5 (15-20 min) i
60:40 (20-30 min); protok: 1,0 mL/min; detekcij@33nm.



Pikovi sastavnica biljnih ekstrakata identificiragpu usporedbom s odgovaréju
standardimagiji su ekperimentalni podaci prikazani tablicom 10.

Tablica 10. Rezultati HPLC analize standarda flada i fenolnih kiselina

Analit Rt PA Udio (%) SIN LOQ/konc. | LOQ/%
Klorogenska kis. 5,115 97,9 98,8 457,3 0,000219 010
Kavena kis. 7,485 142,8 100,0 555,9 0,000180 0,0009
Rutin 11,613 361,0 98,8 1078,0 0,000093 0,0005
Hiperozid 12,668 304,2 96,0 1130,4 0,000088 0,0004
Izokvercitrin 13,152 440,5 98,0 1279,3 0,000078 00D
Kvercitrin 16,976 358,8 90,7 1131,7 0,000088 0,0004
Kvercetin 23,075 759,2 96,6 1535,7 0,000065 0,0003

Rt — retencijsko vrijemer¢tention timg
PA — povrSina pikapeak areq
S/N — omjer signala i Sumai@nal/nois¢

LOQ - granica odivanja (imit of quantification

Kako bi se izbjeglo pogreSno tutiemje rezultata analize, primijenjena je metoda
standardnih dodataka. Postavljena je sekvenca kedrgrovedena analiza §etno
injektiranih 25uL pojedinih biljnih ekstrakata. U svakoj sljgg analizi, u originalni
uzorak dodan je oddeni volumen smjese standarda (3 iill§ i praeno je povéanje
originalnih pikova analiziranih flavonoidnih supstga i fenolnih kiselina. Na taj &an
izbjegnuta je nesigurnost u tuteaju slabije odijeljenih pikova. Kvantifikacija neitata
analize provedena je metodom vanjskog standarda.

Najveti problem u interpretaciji razvijenih HPLC kromatagia predstavljao je
slicaj flavonoidnog glikozida izokvercitrina. Prethodjgdokazan pomtm TLC u svih
analiziranih uzoraka, dok ga je HPLC potvrdila pexlu uzorkuP. argentegRt = 13,049
min, udio 0,02%), a u ostalim je uzorcima bio djeice ili potpuno prekriven pikom
neke druge supstancije (razh UV spektri). Iridoidni glikozid aukubin takier nije
uspjesno analiziran opisanom metodom. U 30 minogdize, uz préenje DAD-signala

na 204 i 365 nm, nije potd¥ena njegova prisutnost u analiziranim uzorcima.



Maseni udjeli préenih flavonoida kvercetinskog aglikona (tablice 14l)-i fenolnih

kiselina (tablice 15 i 16) znatno su varirali uadtvanim biljnim vrstama.

Tablica 11. SadrZaj rutina u listovima vrsta rédantagoL.

Rutin
Takson Rt PA %
P. altissima 11,40 0 0,000
P. argentea 11,59 178,6 0,024
P. coronopus 11,40 0 0,000
P. holosteunsubsp. 11,54 36,9 0,005
depauperata
P. holosteunsubsp. 11,51 38,2 0,005
holosteum
P. holosteunsubsp. 11,51 53,5 0,007
scopulorum
P. lagopus 11,40 0 0,000
P. maritima 11,50 54,9 0,007

Tablica 12. SadrZaj hiperozida u listovima vrstdaBlantagoL.

Hiperozid
Takson Rt PA %
P. altissima 12,60 75,3 0,012
P. argentea 12,68 42,6 0,007
P. coronopus 12,58 104,3 0,017
P. holosteunsubsp. 12,60 0 0,000
depauperata
P. holosteunsubsp. 12,58 68,2 0,011
holosteum
P. holosteunsubsp. 12,60 0 0,000
scopulorum
P. lagopus 12,54 123,2 0,020
P. maritima 12,60 0 0,000




Tablica 13. Sadrzaj kvercitrina u listovima vrataaPlantagoL.

Kvercitrin
Takson Rt PA %
P. altissima 16,88 15,9 0,002
P. argentea 16,89 11,4 0,001
P. coronopus 17,05 69,2 0,009
P. holosteunsubsp. 16,74 7.4 0,001
depauperata
P. holosteunsubsp. 16,97 102,9 0,013
holosteum
P. holosteunsubsp. 16,92 38.0 0,005
scopulorum
P. lagopus 16,86 61,8 0,008
P. maritima 16,89 3,2 0,000

Tablica 14. Sadrzaj kvercetina u listovima vrstdaBlantagoL.

Kvercetin
Takson Rt PA %
P. altissima 23 0 0,000
P. argentea 23 0 0,000
P. coronopus 23 0 0,000
P. holosteunsubsp. 23,05 1281 0,008
depauperata
P. holosteunsubsp. 23,02 233,7 0,014
holosteum
P. holosteunsubsp. 23,02 465,8 0,028
scopulorum
P. lagopus 23 0 0,000
P. maritima 23,02 94,3 0,006




Tablica 15. Sadrzaj klorogenske kiseline u listavivnsta roddlantagoL.

Klorogenska kiselina

Takson Rt PA %

P. altissima 5,10 45,2 0,023

P. argentea 5,05 13,5 0,007

P. coronopus 5,07 6,4 0,003

P. holosteunsubsp. 5,07 7.3 0,004

depauperata

P. holosteunsubsp. 5,06 21,3 0,011

holosteum

P. holosteunsubsp. 5.00 42 0,002

scopulorum

P. lagopus 5,06 226,4 0,115

P. maritima 5,06 12,7 0,006
Tablica 16. Sadrzaj kavene kiseline u listovimda/redaPlantagoL.

Kavena kiselina

Takson Rt PA %

P. altissima 7,50 85,2 0,033

P. argentea 7,40 0 0,000

P. coronopus 7,40 120,0 0,046

P. holosteunsubsp. 7.40 59,3 0,023

depauperata

P. holosteunsubsp. 7.39 0 0,000

holosteum

P. holosteunsubsp. 7.38 87,7 0,034

scopulorum

P. lagopus 7,42 2,5 0,001

P. maritima 7,36 0 0,000




NajviSe rutina sadrzavala je vrsBa argentea(0,024%), dok su ostale vrijednosti
iznosile od 0,005 do 0,007%. U vrstamaaltissima P. coronopus P. lagopusnjegova
prisutnost nije potvena. Udio hiperozida u analiziranim biljkama izmog od 0,007%
(P. argentea do 0,02% P. lagopu3. TaksoniP. holosteumsubsp.depauperata P.
holosteum subsp. eopulorum i P. maritima nisu sadrzavali spomenuti glikozid.
Kvercitrin je bio prisutan u svim biljnim uzorcimasim u vrsteP. maritima Dobivene
vrijednosti bile su u rasponu od 0,001P% érgentea P. holosteunsubspdepauperata
do 0,013% P. holosteunsubsp.holosteun Slobodni aglikon kvercetin nije dokazan u
vrstaP. altissima P. argenteaP. coronopus P. lagopus dok je u ostalih vrsta njegov
udio iznosio od 0,006%P( maritimg do 0,028% I. holosteumsubsp.scopuloruny.
Prisutnost klorogenske kiseline patgna je opisanom metodom u svim biljnim
holosteumsubsp.scopulorunm do 0,115% P. lagopu$. Kavena kiselina oddena je u
metanolno-vodenim ekstraktima listova takséhaltissima P. coronopusP. holosteum
subsp.depauperata P. holosteumsubsp.scopulorumi P. lagopus Njezin je udio u

analiziranom biljnom materijalu iznosio od 0,001@646%.

Opisana HPLC metoda pokazala se uspjesnom u ogivdgrolnih kiselina i véine
flavonoidnih sastavnica iz slozene matrice biljodoraka, kao i za njihovo rdesobno
odjeljivanje, identifikaciju i odréivanje (prilozi 20-27). Takder se moze kvalitetno
primijeniti u svrhu "fingerprint” analize, kao dopos kemotaksonomskom pr@avanju
odreienih biljnih svojti.



3.3.4. Trjeslovine

3.3.4.1. Kvalitativna analiza trjeslovina

Prisutnost trjeslovina u nadzemnim dijelovima afiednih biljaka rodaPlantago
dokazana je apm reakcijama s metalnim solima i zelatinom. Dodatkzeljezo(lll)-
klorida u vodene ekstrakte (poglavlje 2.3.5.1.taage maslinastozeleni talog. U reakciji
sa zeljezo(lll)-amonij-sulfatom @eno je maslinastozeleno obojenje. Nakon dodatka
olovo-acetata, nastao je tamnongemsti talog, dok se vrlo blago zadamje otopine
pojavilo u reakciji sa zZelatinom.

Dodatkom formaldehida i kloridne kiseline nastaozgdenkasti talog u vodenim
ekstraktima taksonB. holosteunsubsp depauperataP. holosteunsubsp scopulorumi
P. maritima dok se plavoljul@iasti prsten pojavio u svim analiziranim uzorcim&ara
dodatka natrij-acetata i Zeljezo(lll)-amonij-sufatNavedenim raztinim reakcijama
dokazano je da listovi svih analiziranih uzorakarsa trjeslovine koje hidroliziraju.
Prisutnost kondenziranih trjeslovina patena je z&. holosteunsubsp depauperataP.

holosteunsubspscopulorum P. maritima

3.3.4.2. Spektrofotometrijsko odr@ivanje ukupnih polifenola i trjeslovina

Kvantitativha analiza trjeslovina u nadzemnim Ildyema istrazivanih vrsta roda
Plantagoprovedena je metodom prema Schneideru (poglav§é.2.), koja se zasniva
na prethodnom talozenju trieslovina s kazeinomptarp reakciji s Folin-Ciocalteusovim
fenolnim reagensom.

Koli¢ina ukupnih polifenola i trjeslovina odtena je poméu bazdarnog pravca, na
osnovi izmjerenih apsorbancija analiziranih otop(tadlice 17 i 20). Tablice 18, 19, 21 i
22 donose statistke prosudbe dobivenih kvantitativnih rezultata peinom Studentova
t-testa. Uspordeni su udjeli ukupnih polifenola i trjeslovina pdjeih biljnih organa
istog taksona, te udjeli analiziranih spojeva toligna, stabljikama i cvatovima nizih
svojti vrsteP. holosteum



Tablica 17. Sadrzaj ukupnih polifenola u vrstandaf®lantagoL.

Udio ukupnih polifenola (%); X+ SD, n=3

Biljna vrsta List Stabljika Cvat

P. altissima 4,55+ 0,16 3,57£0,10 3,07 £ 0,09
P. argentea 7,51 +0,30 3,68 +0,21 5,56 + 0,18
P. coronopus 5,45 + 0,25 3,55 +0,17 3,13+0,11
gégglzfgf;‘tg’;“bs” 5,05 + 0,21 3,25+0,13 2,79 £ 0,09
E c')l';‘;'t‘éit;“m;“bs"' 10,15 + 0,52 4,13+0,29 3,91 40,22
SP(;:F())[IJ(I)OS:S#’IWUbsp' 7,39+0,31 4,34+0,25 4,93+0,07
P. lagopus 4,59 £ 0,26 3,15+£0,16 3,71+£0,15
P. maritima 7,32 +0,35 2,80+0,23 3,57 £ 0,08

Rezultati spektrofotometrijskog odiiganja ukupnih polifenola u istrazivanim
biljnim vrstama, prikazani tablicom 17, pokazujurdgvetu kolicinu ukupnih polifenola
sadrze listovi, od 4,55%P( altissima do 10,15% PR. holosteunsubsp.holosteum U
stabljikama je njihov sadrzaj bio u granicama 0802 . maritimg do 4,34% P.
holosteumsubsp.scopulorun), dok je polifenolnih spojeva u cvatovima bilo 8¥9%

(P. holosteunsubspdepauperatado 5,56% . argentea



Statisttkom procjenom
Studentovat-testa (tablica 18), moda je uditi znatne razlike polifenolnog sadrzaja
listova u odnosu na stabljike i cvatove istih vigta< 0,001, osini. lagopus gdje je p <
0,01). U vrsteP. argenteauotena je najvéa razltitost udjela polifenolnih spojeva cvata i
stabljike (p < 0,001), dok su za ostale vrste déxme statistki manje razlike:P.
altissima P. holosteunsubsp.depauperatai P. maritimaza p < 0,01,P. holosteum

subsp.scopulorumi P. lagopusza p < 0,02. coronopugza p < 0,05 td?. holosteum

subspholosteunza p < 0,4.

Tablica 18. Statistka usporedba udjela ukupnih polifenola u r&tin biljnim organima

pojedinih vrsta rodBlantagoL.

rezultata odiiganja ukupnih polifenola primjenom

Vjerojatnost (p)

Biljna vrsta list-stabljika list-cvat stabljika-cvat
P. altissima <0,001 <0,001 <0,010
P. argentea <0,001 <0,001 <0,001
P. coronopus <0,001 <0,001 <0,050
géggfgf:tg*“bs'& <0,001 <0,001 <0,010
Eélgc;'t‘;it;”m“bsr" <0,001 <0,001 <0,400
Spé:F?L']fj:Sr‘:]”*“bSp' <0,001 <0,001 <0,020
P. lagopus <0,010 <0,010 <0,020
P. maritima <0,001 <0,001 <0,010




Usporedbom nizih svojti vrste. holosteungtablica 19), ututena je najvéa razlika u
polifenolnom sadrzaju listova podvrsiepauperatays odnosu na ostala dva taksona, te u
kolicini polifenola cvatova podvrstdepauperata scopulorum(p < 0,001). Najmanje su
se razlikovali udjeli polifenolnih spojeva u stakdma podvrstanolosteum scoplorum
(p<0,4).

Tablica 19. Statistka usporedba udjela ukupnih polifenoladmenizim svojtama vrste

Plantago holosteurScop.

Vjerojatnost (p)
P. holosteum Scop. L-L S-S c-C
depauperata / holosteum <0,001 <0,010 <0,010
depauperata / scopuloruni <0,001 <0,010 <0,001
holosteun scopulorum <0,010 <0,400 <0,010

L-L... statistika usporedba listova
S-S.. statistka usporedba stabljika

c-C... statistka usporedba cvatova

Ukupni sadrzaj polifenolnih spojeva u nadzemnimaoima (list + stabljika + cvat)
istrazivanih vrsta rod@lantago najvei je u taksonaP. holosteumsubsp.holosteum
(18,19%), dok najmanji udio ukupnih polifenola udaamnim dijelovima sadrzP.

holosteunsubspdepauperatd11,09%).



Rezultati spektrofotometrijskog odiiganja trjeslovinskog udjela u nadzemnim

biljnim organima analiziranih vrsta roéantagoprikazani su tablicom 20.

Tablica 20. Sadrzaj trjeslovina u vrstama rédantagoL.

Udio trjeslovina (%); X+ SD, n =3

Biljna vrsta List Stabljika Cvat

P. altissima 1,07 £ 0,15 0,28 £ 0,07 0,44 £ 0,09
P. argentea 2,26 £ 0,20 0,81 +0,16 0,96 + 0,18
P. coronopus 0,82 +0,12 1,00£0,12 1,07 £0,11
géggfjfgf:t?“bsr" 1,32£0,21 0,50 + 0,08 0,72 + 0,09
E dg‘;';;iﬁ”mbsr" 1,99 £ 0,30 0,87 +0,21 1,03£0,22
5(; ;‘;’lﬂ?;fﬁqm“bsr" 0,86 + 0,05 0,56 + 0,05 2,21 +0,07
P. lagopus 0,56 + 0,17 0,84 +0,13 1,36 + 0,15
P. maritima 0,93 £ 0,13 0,49 + 0,09 0,72 0,08

Utvrdeno je da listovi sadrze trjeslovine koje se talgzkazeinom u katini od
0,56% P. lagopu$ do 2,26% . argentea U stabljikama je udio analiziranih tvari bio
nesto manji i iznosio je od 0,28%.( altissimd do 1,00% P. coronopuls Najvisi
trjeslovinski sadrzaj cvatova zabiljezen je u talks®. holosteumsubsp.scopulorum

(2,21%), dok je trjeslovinama najsiromasniji cvaimorak vrstdP. altissima(0,44%).



Primjenom Studentoviatesta provedena je statiéta usporedba trjeslovinskih udjela

u razleitim organima pojedinih biljnih vrsta (tablica 21).

Tablica 21. Statistka usporedba udjela trjeslovina u raitim biljnim organima

pojedinih vrsta roda@lantagoL.

Vjerojatnost (p)
Biljna vrsta list-stabljika list-cvat stabljika-cvat
P. altissima <0,010 <0,010 <0,100
P. argentea <0,001 <0,010 <0,400
P. coronopus <0,200 <0,100 <0,500
géggfj%sgf;‘tg‘;“bs” <0,010 <0,020 <0,050
Eél';‘;'t‘;it;“m“bs” <0,010 <0,020 <0,500
Eéoh;&?;tj#qmubsn <0,010 <0,001 <0,001
P. lagopus <0,100 <0,010 <0,020
P. maritima <0,010 <0,100 <0,050

NajviSe su se sadrzajem trjeslovinadomobno razlikovali pojedini nadzemni organi
taksonaP. holosteunsubspscopulorum a najmanja je razlika u trjeslovinskim udjelima
listova, stabljika i cvatova utitena za vrstdP. coronopusOptenito je zapaZzena najee
varijabilnost sadrzaja analiziranih tvari deelistovima i stabljikama, dok je stati&ti

najmanja razlika zabiljezena izthestabljika i cvatova istih vrsta.



Medusobnom usporedbom nizih svojti vr&teholosteungtablica 22), pokazalo se da
Su se cvatovi podvrstecopulorumznatno razlikovali sadrzajem trjeslovina od cvatov
ostalih taksona (p < 0,001). Napezerazlika trjeslovinskih udjela u listovima zabAgna
je meaiu podvrstamaolosteum scopulorum(p < 0,01), dok su se kéihom trjeslovina u
stabljikama najviSe razlikovali uzorci podvrstigpauperatai holosteum Opcenito je
najmanja raztiitost trjeslovinskog sadrzaja nizih svojti vr$te holosteunuocena méu

stabljikama taksonalepauperata scopulorum(p < 0,4).

Tablica 22. Statistka usporedba udijela trjeslovina daenizim svojtama vrst@lantago

holosteuntcop.

Vjerojatnost (p)
P. holosteum Scop. L-L S-S c-C
depauperata / holosteum <0,050 <0,050 <0,100
depauperata / scopuloruni <0,050 <0,400 <0,001
holosteun scopulorum <0,010 <0,100 <0,001

L-L... statistika usporedba listova
S-S.. statistka usporedba stabljika

c-C... statistka usporedba cvatova

Opéenito je najvéi sadrzaj trjeslovina u nadzemnim dijelovima (Hststabljika +
cvat) istrazivanih vrsta rod®lantago odreten u vrsteP. argentea(4,03%), dok je

najmaniji udio zabiljezen u nadzemnim dijelovimat@. altissima(1,79%).



3.3.5. Saponini i triterpeni

3.3.5.1. Kvalitativna analiza saponina i triterpena

Metanolni ekstrakti listova (poglavlje 2.3.6.1.)adimirani su metodom tankoslojne
kromatografije. Odjeljivanje supstancija postigny® na tankom sloju adsorbensa
Kieselgela 60 §s4, pomdiu razvijaa kloroform-metanol-voda, 64:50:10 (V/V). Detekcija
razvijenih kromatografskih zona provedena je prgkanklorsulfonskom kiselinom i

zagrijavanjem na 10%C (slika 66).

Uoceno je osam sndéh i ljubicastih saponinskih i triterpenskih sastavnica. dfietim
kromatografske zone i intenzivnom stoen bojom isticala se saponinska supstancia R
vrijednosti 0,35, koju su sadrzavali svi biljni uzp kao i sastavnicu ljubastosmée
boje, R-vrijednosti 0,46. Ljukiasta zona (R0,89) odgovarala je poredbenim
triterpenskim kiselinama (oleanolna i ursolna kis®), a detektirana je u svim istrazenim
bilkama. NajviSe saponinskih i triterpenskih zomabiljezeno je u taksonim#.
holosteumsubsp holosteumi P. holosteumsubsp.scopulorum Analiziranim tvarima
takader su obilovali taksori?. argenteaP. holosteunsubsp depauperata P. maritima

dok ih je neSto manje bilo prisutno u vrstabhaltissimaP. coronopus P. lagopus



Razvijakloroform — metanol — voda (64:50:10, V/V)

Detekcija: klorsulfonska kiselina, 106
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1. P. altissima S — saponinski standard
2.P. argentea O - oleanolna kiselina
3. P. coronopus U — ursolna kiselina

4.P. holosteunsubsp depauperata
5.P. holosteunsubspholosteum
6. P. holosteunsubsp scopulorum
7. P. lagopus

8. P. maritima

Slika 66. Kromatogram saponina i triterpena vretiaPlantagoL.



3.3.6. Steroli i triterpenske kiseline

3.3.6.1. Kvalitativna analiza sterola i triterpenskh kiselina

Metanolni ekstrakti listova (poglavlje 2.3.6.1.) dwognuti su kromatografskom
odjeljivanju na tankom sloju. Primijenjen je adsemb Kieselgel 60 %4 1 razvijat
benzen-aceton, u omjeru 9:1 (V/V). Detekcija stidliterpenskih kiselina provedena je
prskanjem kromatograma klorsulfonskom kiselinomzagrijavanje nekoliko minuta na
105°C (slika 67).

Nakon vizualizacije, na razvijenom kromatogramweietano je Sest zona sterolnih i
triterpenskih sastavnica. Odijeljena supstancijaja kse s klorsulfonskom kiselinom
obojila ljubiastocrveno, prema boji i Rrijednosti (0,25) odgovara oleanolnoj i/ili
ursolnoj kiselini. Ljubtastoplava zona Rvrijednosti 0,45 predstavlja sterolnu frakciju u
kojoj su detektirani3-sitosterol i/ili stigmasterol. Nije wena velika razlika u sastavu
analiziranih tvari méu istrazenim biljnim uzorcima. Triterpenske kiselif-sitosterol i
stigmasterol sadrzavali su svi analizirani biljakgoni. Utvdena je prisutnost jo&etiri
sastavnice metanolnih ekstrakata listova, koje akom prskanja reagensom poprimile
ljubi¢astu boju razéita intenziteta. ZabiljeZzene su u sljédrevrsta: P. coronopugRe
vrijednosti 0,91 i 0,98)P. holosteunsubsp depauperatgRr = 0,40)P. holosteunsubsp
holosteum(Rg-vrijednosti 0,40 i 0,56)P. holosteunsubsp scopulorum(Revrijednosti
0,40 0,56) P. maritima(Rr = 0,40).



Razvij& benzen — aceton (9:1, V/V)

Detekcija: klorsulfonska kiselina, 10&
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o © O © © 99 99 ® @ 0,25
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altissima BS —pB-sitosterol
argentea St — stigmasterol
coronopus O — oleanolna kiselina
holosteunsubsp depauperata U — ursolna kiselina

1P
2.P.
3.P.
6.P.
7.P. holosteunsubspholosteum
6. P. holosteunsubsp scopulorum
7. P. lagopus

8. P. maritima

Slika 67. Kromatogram sterola i triterpenskih kisalvrsta rodd@lantagoL.




3.3.7. Rezultati matemaitko-statisticke prosudbe postupka

spektrofotometrijskog odredivanja trjeslovina

Standardni postupak mora bitiinkovit za mjerenje radne mase analita, ispravamisiu
dobivanja vjerodostojnih rezultata analize i pougdeako bi se osigurala ponovijivost i
obnovljivost rezultata mjerenja. Da bi se neki ppak mogao proglasiti standardnim (ili
poredbenim), potrebno je objektivno atituo njegovoj radnoj podobnosti i pouzdanosti.

Za radno podrtje tanina od 5,0 do 504y provedena su 24 mijerenja (N), svrstana u 6
grupa,¢iju velicinu ¢ine ¢etiri istovjetna mjerenja jednog uzorka (L = 4Joeni plan pokusa
prilagaden je programskom paketu ESKULAP (poglavlje 2.38/pko mjerenje provedeno je
pod stalnim radnim i teh&kim uvjetima i za svako je mjerenje dobivena gragdri paetna
podatka:

Ag = apsorbancija slijepog pokusa
Ax = apsorbancija uzorka

A = korigirana vrijednost apsorbancije (A x A Ag).

Vrijednosti koje karakteriziraju anafiki sustav izréunate su iz korigirane vrijednosti
apsorbancije. Tablica 23 donosi osnovne eksperaimenpodatke koji su dobiveni mjerenjem
apsorbancije otopina s odemom koltinom tanina, nakon reakcije s Folin-Ciocalteusovim

reagensom.

Osnovna izréunavanja nalaze se u tablici 24. Vidlivo je darsktivna standardna
odstupanja za slijepa mjerenja (RpDasprostiru odt5,13% do+18,06%, za izmjerenu
apsorbanciju su relativna standardna odstupanj®y{R8ila u podrdgju od +0,60% do
+4,88%, dok su za korigiranu apsorbanciju vrijedri®SD varirale 0d:0,58% dat5,27%.

Ispitivanje homogenosti dobivenih rezultata provedge i prema Bartlettu, pdemu
homogenost odstupanja daje uvid u strukturu podataknoggava brzo otkrivanje izvora
pogreske (tablica 24). Taj se test temelji naiamiju homogenosti standardnih odstupanja

(SD) i relativnin standardnih odstupanja (RSD) lgep®, izmjerene i korigirane vrijednosti



apsorbancije. Valine SD i RSD za slijepe i izmjerene vrijednosti thkaostrogo su homogene,
kao i SD vrijednosti za korigiranu apsorbancijurkao dok su vrijednosti RSD za korigiranu
apsorbanciju homogene. Rezultati ispitivanja homoge prema Bartlettu pokazuju visok

stupanj homogenosti svih eksperimentalno dobiverjgdnosti.

Tablica 23. Skupine s petnim podacima

Skupine(J)  Mjerenje (i) R (1Y) A Ax A
1 50,0 0,01054 0,56076  0,55022
0,01121 0,55667 0,54546
0,01002 0,55263 0,54261
0,01109 0,57030 0,54594
5,0 0,01072 0,08830 0,07758
0,00955 0,08152 0,07196
0,01068 0,07899  0,06831
0,00910 0,08120 0,07211
40,0 0,00999 0,46364 0,45366
0,01134 0,46141 0,45007
0,01277 0,48195 0,46918
0,00852 0,47214 0,46362
10,0 0,01118 0,13153 0,12035
0,00914 0,12127 0,11213
0,01363 0,12568 0,11205
0,00984 0,12307 0,00323
30,0 0,01125 0,33432 0,32307
0,00766  0,32467 0,31701
0,01001 0,32287 0,31286
0,00950 0,34330 0,33380
20,0 0,01305 0,23101 0,21796
0,00998 0,22877  0,21880
0,01245 0,22526  0,21281
0,01087 0,22436  0,21349

ol
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Osjetljivost K u skupini s najmanjom masom anal8#® nug) ima najvéu vrijednost,
Sto moze biti posljedica ¢e osjetljivosti instrumenta za vrlo male mase llicajne
eksperimentalne pogreske. Prethodna provjera hiostr prikazana u tablici 25 (zahtjev
4), pokazuje odéno razlgivanje signala koji se dobije mjerenjem otopine lisma
slijepe prosudbe.

Rezultati jednostavne analize varijance za slijepednosti prikazani su tablicom
26. Ti podaci ukljguju rasap unutar grupa, rasap idmegrupa i ukupno standardno
odstupanje za slijepe vrijednosti.

Rasap unutar grupa, $D

6
SD/=1/6 ) SDf = 2,069x 10° (f=N-K=18)

j=1

Rasap izméu grupa, SIF:

6 _ =
SD?*=4/5 > (As — As)?= 1,956« 10° (f=K-1=5)

j=1

Ukupno standardno odstupanje za slijepe vrijedragstorbancije, S

SDeuc= +f 1/218SDE +5SD¥) = +0,00143 (f = 23),

gdje su SD standardna odstupanja, a f je stupainpge.

Ako rasap unutar pojedinih grupa ($Dnije statisttki razlicit od rasapa izmi!
grupa (SB¥), to ide u prilog homogenosti podataka (zahtjevBa)du:i da je veltina za
uspordivanje F = 2,77, omjer SBISD,? < 2,77 pokazuje da su podaci homogeni.



Tablica 24. Rasap po grupama od (1) do (6)

A SDp Ax SO A SD Ka SD
j (RSL, %) (RSO, %) (RSD,%) (RSK)
1 0,0107 +0,00055 0,5568 +0,0033 0,5461 +0,0031 0,0109 +0,00006
(#5,13) (+0,60) (+0,58) (£0,58)
6 0,0493 +0,00082 0,0825 +0,0040 0,0725 +0,0038 0,0145 +0,00076
(£8,15) (+4,88) (£5,27) (#5,27)
2 0,0499 +0,00182 0,4698 +0,0093 0,4591 +0,0088 0,0115 +0,00022
(#17,11) (£1,99) (£1,92) (#1,92)
5 0,0495 +0,00198 0,1254 +0,0045 0,1144 +0,0040 0,0114 +0,00040
(£18,06) (£3,57) (£3,47) (£3,47)
3 0,0493 +0,00149 00,3313 +0,0095 0,3217 +0,0091 0,0107 +0,00030
+(15,50) (+2,85) (+2,83) (+2,83)
4 0,0498 +0,00141 0,2274 +0,00309 0,2158 +0,0031 0,0108 +0,00015
(#12,20) (+1,36) (£1,41) (#1,41)
Bartlettovo ispitivanje, Py (PVrsd®
SD 5,08 s.h. 6,80 s.h. 6,92 s.h.
RSD (%) (4,92 s.h.) (10,77 s.h.) (11,64 h.)
Srednje odstupanje Sest griipa
SD +0,00144 +0,00624 +0,00592 +0,00039
RSD (%) (+13,55) (¥2,91) (+3,00) (+3,00)
2K = Aln,

b PV < 11,07 strogo homogena odstupanija (s.h.);
11,07 < PV < 15,09 homogena odstupanja (h.);

15,09 < PV < 20,52 gotovo homogena odstupanfa)(g.

PV > 20,52 nehomogena odstupanja (n.h.)

6
¢ srednje odstupanje: (R)SD Z(R)SD2 /6
G =1



Tablica 25. Provjera grupa (1) i (6)

Zahtjev Rezultat Iskaz

1 RG/ K% —a>?2 a=8.24 Ne treba mijenjati koli¢ine, mase
ili koncentracije analita na donjoj

granici radnoga mjernog podrudja,

(na d.
2 RSDs;, RSOy < PV RSDs; =+5,13%  Utjecaj rasapa slijepih signala na
PV = |10 - 1)| % RSDys = +8,15% RSD postupka je zanemariv.
PV =72,40%
3 RSDg < +25% RSDg =4,88 %  Prag dokazivanja je nizi od donje
RSDu< +2,5% RSD,; =0,60%  granice radnog podrucja analita,
(Na)d.
4 PV = ﬁ PV =9,33 Odli¢na sposobnost razlucivanja
SDXG -'-SDB6 signala.
PV < 3,182
3,182< PV < 5,841
5,841< PV < 12,941
12,941= PV
Tablica 26. Analiza varijance
Zahtjev Rezultat Iskaz
5 PV =SDQ%SD? PV = 0,96 Slijepe vtijednosti homogene.
PV<F
F(P=95f=5,1{=18)=2,77
6 T\B < 0,00SZ)&< 0,0045 zB = 0,0496 Utjecaj slijepih vrijednosti

RSDsy < +50% RSD; = 13,51%  nije zanemativ.




Tablica 27. Ispitivanje realnosti konstanti za Bedicijsku funkciju

Zahtjev Rezultat Iskaz
7 1=Vny PV, = 129,52 Kalibracijska funkcija ima
PV <t V =0,01107 samo jednu konstantu
t(P =99, f=23)=2,807 SDy =+0,00009 A =0,011 % n,
SD,=+0,01270
8 n=VIi PVy = 129,52 Procjenska analiti¢ka funkcija
PV, <t V =90,24 jen, = 90,24 X A
t(P =99, f=23)=2,807 SD,=+0,69673
SD,=+1,14698

Pomau programskog paketa ESKULAP provjerene su ningsti postojanja &g
broja konstanti kalibracijske, odnosno ané&li@ funkcije. Ispitivanje na realnost
konstante provedeno jeétmom izjedn&avanja. Ré&uni su pokazali da je realna samo
jedna konstanta, tj. konstanta V (tablica 27, zah( i 8).

Tablica 28. Ispitivanje na velika odstupanja — bjege

Zahtjev Rezultat Iskaz
9 OA* - A/SD, [k 2,069 OTAU;.,/{k 2,807 Niti jedna vrijednost nije izvan
OTAU;Ck 2,807 (99%) trazenih granica za 99%

vjerojatnosti

(OTAU,[K 2,069 (95%) LTAU,[=2,0887 1 od 24 rezultata ne odgovara
OTAU-[> 2.069 uvjetu za 95% vjerojatnosti,
7 )

§to nije nepovoljan rezultat




Tablica 29. Grarni sadrZaji analita

Zahtjev Rezultat Iskaz

10 LD =10%xSDyw/V LD =0,3875 pug tanina

LI = 10 x SDg 'V LI =0,77528 ug tanina

LQ = 10x SDgy /V LQ =1,2921 ug tanina donja granica analita (ny)a > LQ

Matematéko-statisttka prosudba dobivenih eksperimentalnih rezultatédogrje
potvrdi vrijednosti izvedbenih zdajki i valjanosti analitkog postupka za
spektrofotometrijsko oddévanje sadrzaja tanina s potooFolin-Ciocalteusova reagensa.
Budwi da je dobivena kalibracijska funkcija s jednorm&@mntom (A = 0,011 x g

ispitani analittki postupak moze se smatrati standardnim.



3.3.8. Rezultati "cluster" analize eksperimentalnihfitokemijskih

podataka

Rezultati kvantitativne analize iridoida, flavonaid fenolnih kiselina u istrazivanim
vrstama rod@&lantagoL. obraieni su metodom hijerarhijske "cluster" analize (pwlje
2.3.9.,, prilog 28). Ulazna matrica podataka prikezge tablicom 30. U svrhu
izjedna&avanja varijabilnosti obt#enih varijabli, provedena je standardizacija "zrsto
metodom. Na standardiziranu matricu primijenjenkgeficijent srednje taksonomske
udaljenosti &verage taxonomic distancB). Matrica udaljenosti podvrgnuta je UPGMA

"cluster" tehnici. Krajnji rezultat statigiie analize prikazan je dendrogramom (slika 68).

Tablica 30. Ulazna matrica podataka za "clustedlian

Sadrzaj bioaktivnih tvari (%)
Alt. Arg. Cor. Dep. Hol. Sco. Lag. Mar.
Rutin 0,0000 | 0,0240| 0,000Q 0,0050 0,0050 0,00710 0,040000070,
Hiperozid 0,0120 | 0,0070f 0,017Q 0,0000 0,0110 0,0000 0,02000000,
Kvercitrin 0,0020 | 0,0010f 0,009Q9 0,0010 0,0130 0,00%50 0,00800000,
Kvercetin 0,0000 | 0,0000f 0,000Q o0,0080 0,040 0,0280 0,00000060,
Klorog. kis. | 0,0230 | 0,0070| 0,003Q 0,0040 0,0110 0,0020 0,11500060,
Kav. kis. 0,0330 | 0,0000f 0,046Q 0,0230 0,0000 0,0340 0,040100000,
Aukubin 0,0900 | 0,2700f 0,000Q 0,0800 0,0000 0,00(FO 0,07000300,
Katalpol 0,1300 | 1,8100f 0,000Q 0,0000 0,0000 0,00(PO 0,08000000,

Alt. — P. altissima

Arg. — P. argentea

Cor.— P. coronopus

Dep.— P. holosteursubsp depauperata
Hol. — P. holosteunsubspholosteum
Scop.— P. holosteunsubsp scopulorum
Lag.— P. lagopus

Mar. — P. maritima



Tablica 31. Rezultati "cluster" analize eksperinaémh fitokemijskih podataka

Sadrzaj bioaktivnih tvari (%)

n=38 X SD Xmin Xmax

Rutin 0,0060 | 0,0079| 0,0000 0,024d
Hiperozid 0,0084 | 0,0079| 0,0000 0,020
Kvercitrin 0,0049 | 0,0047| 0,0000 0,013d
Kvercetin 0,0070 | 0,0099| 0,0000 0,028
Klorog. kis. | 0,0214 | 0,0384| 0,0020 0,115
Kavena kis. | 0,0171 | 0,0191| 0,0000 0,0460
Aukubin 0,0675 | 0,0900| 0,0000 0,270d
Katalpol 0,2525 | 0,6313| 0,0000 1,810d

altissima——————

coronopus————————————————

hol-dep

maritima

hol-sco

hol-hol

lagopus

argentear

049

084

T
119

Coefficient

155

1.90

Slika 68. UPGMA dendrogram fitokemijskih obiljeZjesta rodaPlantagoL.



"Cluster" analiza pokazala je da se viBtargenteditokemijski najviSe razlikuje od
ostalih istrazivanih taksona (D = 1,90). NeSto maa@ji joS uvijek izrazenu razitost,
pokazujeP. lagopusu odnosu na ostale biljne vrste.

Iz dendrograma je vidljivo da nize svojte vrd®e holosteumne pripadaju istoj
kemotaksonomskoj skupini. Sadrzajem bioaktivnihtassasca, podvrsteholosteumse
fitokemijski znatno razlikuje od podvrstepauperata scopulorum

U zasebne grane, pri nizim koeficijentima udaljgn@gupirana je vrst®. altissima
s vrstomP. coronopuste vrstaP. maritimas taksonim#. holosteunsubsp depauperata
i P. holosteunsubsp.scopulorum

Najmanja udaljenost (D = 0,49) postoji izdoe taksonaP. holosteumsubsp.
depauperatai P. maritimg Sto pokazuje njihovu fitokemijsku bliskost, a ek
razlicitost u odnosu na vrst. argentea



4. ZAKLJUCCI



U okviru doktorskog rada provedena su opsezna hiti@m fitokemijska istrazivanja
vrsta rodePlantagoL. iz zapadnog dijela Hrvatske- altissimal., P. argenteaChaix,P.
coronopusL., P. holosteumScop. subspdepauperata P. holosteumScop. subsp.

holosteumP. holosteunscop. subspscopulorumP. lagopud.. i P. maritimal.

A. Botani¢ka karakterizacija

Utvrdena su morfolosko-anatomska obiljezja istrazivénljhih taksona i detaljno

opisana unutarnja gia listova i stabljika, te oblici i raspored trihoma

Listovi vrstaP. altissimaP. argented P. lagopusmaju dorziventralnu g, dok su
izolateralni listovi udeni u vrstaP. coronopus P. maritimg te u nizih svojti vrsteP.
holosteumOkruglaste do poligonalne epidermske stanicei lieicja lista prekrivene su
jakom bradaviastom ili ispruganom kutikulom. RBusu veinom dijacitine i prisutne na
obje epiderme. Samo su u listovima viBtealtissimaoko pui zabiljeZzene po tri stanice
pratilice. Manje nakupine meh&kbg stanija (kolenhima) nalaze se udmee vrsta ispod
epiderme na rubovima lista i na &gl prema glavnoj zili, dok se u taksoRaholosteum
subsp. scopulorumtek rijetko mogu uéti pojedin&ne kolenhimske stanice ispod
epiderme. Jednosta&ni trihomi nalaze se na listovima taksoRa holosteumsubsp.
depauperatadok su Siljasti pokrovni trihomi s jednom ili eiSstanica zabiljeZeni na
epidermama listova vrsfa. coronopus P. lagopus U vrsteP. altissimatrihomi su vrlo
rijetki, a nisu udeni na listovima takson. argenteaP. holosteunsubspholosteumP.
holosteumsubsp.scopulorumi P. maritima Mezofil lista diferenciran je na palisadni i
spuzvasti parenhim. Palisadni parenhim viBtaaltissimai P. argenteagraien je od
jednog sloja kratkih i gusto poredanih stanicandstbjne ili dvoslojne palisade nalaze
se u takson®. holosteunsubspholosteumP. lagopus P. maritimg dok su palisade od
dva do tri sloja stanica opisane u vrBtacoronopusP. holosteunsubsp.depauperata
P. holosteunsubsp.scopulorum U mezofilu listova svih analiziranih biljaka & se
jedna glavna i viSe manjih postranih kolateralnila koje obavija prsten parenhimskih

stanica. Ksilem i floem srediSnje zile okruzenistnjevima meharkog stantja.



Na poprénim prerezima stabljika vrst. altissimaP. argented P. lagopusuccena
je njihova rebrasta gda, s manje ili viSe istaknutim rebrima. Okrugli limaju
stabljike vrsteP. coronopus P. maritima te nizih taksona vrste. holosteumSve su
stabljike oblozene sitnim, zaobljenim epidermskitangama, odebljalih membrana i
debele bradavaste kutikule. Od epidermskih tvorevina prisutngapile i viSestagni
Siljasti pokrovni trihomi. Na epidermu se nastayjdan sloj kolenhimske hipoderme te
viSeslojni parenhim primarne kore. Vrlo izrazendneslojna endoderma giena je od
krupnih izodijametginih ili izduzenih stanica. Pericikl je dobro raanj acini ga prsten
mehantkih elemenata, unutar kojega se nalaze floem eksilJ srediStu stabljike isg
se prostrano parenhimsko tkiv@ige.

B. Fitokemijska karakterizacija

Fitokemijskim istrazivanjima provedena je detalkvalitativna i kvantitativha
karakterizacija bioloski aktivnih i giivnih tvari u listovima, stabljikama i cvatovima
vrsta rodaPlantagoL.

Histokemijskim su reakcijama u svim uzorcima da@k@ trjeslovine, sluzi, glikozidi,
alkaloidi i proteini, dok su reakcije na antrakieom masti za sve bile negativne.
Prisutnost ete¢nog ulja utvidena je samo u vrsta lagopus P. maritimg monosaharidi
su zabiljezeni u vrstR. coronopusP. lagopus P. maritimg inulin su sadrzavali taksoni
P. coronopusP. holosteunsubspholosteum P. maritima dok je Skrob dokazan samo u

nadzemnim dijelovima vrste. coronopus

Primjenom metode tankoslojne kromatografije (TL@akcijama stvaranja obojenja i
taloga, utvdena je prisutnost iridoida, flavonoida, fenolnislina, trjeslovina koje
hidroliziraju i kondenziranih trjeslovina, tritempgkih kiselina (oleanolna i ursolna
kiselina), te saponina i sterog$itosterol i stigmasterol) u ekstraktima nadzemnih

dijelova istrazivanih biljnih vrsta.



Iridoidi

TLC analiza iridoida najuspjesnije je provedenanpenom razvijaa n-propanol-
toluen-ledena octena kiselina-voda (25:20:10:1%) Vbetekcijom s benzidin
reagensom. Katalpol je detektiran e biljnih uzoraka, osim u vrst altissimai P.
coronopusdok aukubin nije potden samo u taksorfa coronopus P. holosteum
subspholosteum

Tekuwinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC)endala zadovoljavaje
rezultate u analizi iridoidnih sastavnica istrahive biljnih vrsta, zbog nemogunosti
izdvajanja zasebne skupine iridoidnih pikova izzslee matrice biljnih uzoraka, te vrlo
dugog vremena analize.

Metoda micelarne elektrokinéke kromatografije (MEKC) usavrSena je za
karakterizaciju iridoidnih supstancija u vodenimse&ktima listova istrazivanih vrsta
roda Plantago i pokazala se vrlginkovitom u odjeljivanju i kvantitativnoj analizi
aukubina i katalpola, unatokompleksnosti biljnog materijala i strukturnoj ¢slosti
spomenutih iridoida. Rezultati MEKC analize pokazal znatne raalitosti u sadrzaju
aukubina i katalpola nd@ istrazivanim biljnim vrstama. Ovisno o uzorku,likma
aukubina iznosila je do 0,27%, dok je udio katedpbio do 0,16%. Iznimka je uzorak
vrste P. argentea gdje je odréeno 1,81% katalpola. U svim analiziranim ekstraktim
koji su sadrzavali iridoide u kdini ve¢oj od granice dokazivanja, aukubin je eke
prisutan od katalpola. Samo u uzorku viBtecoronopusaukubin nije dokazan. Sadrzaj
katalpola bio je u pravilu ¥eod udjela aukubina u onim vrstama u kojima su abalita
bila prisutna P. altissima P. argenteai P. lagopu$. Jedino je taksorP. holosteum
subsp. depauperatsadrzavao aukubin, dok katalpol nije bio zabilfeZ8sim aukubina i
katalpola, u véine analiziranih uzoraka detektirane su joS dvigoidne supstancije.

Primijenjena MEKC metoda mogla bi se uspjesno ktirisu "fingerprint" analizi za
identifikaciju biljnog materijala, te kao porou rjeSavanju srodstvenih odnosa s

kemotaksonomskog gledista.



Flavonoidi

Prisutnost flavonoida i fenolnih kiselina u metamol ekstraktima listova vrsta roda
Plantago L. potvidena je primjenom TLC. Glikozid kvercitrin gen je u sve tri nize
svojte vrsteP. holosteumizokvercitrin je detektiran u svim istrazenimjiim uzorcima,
hiperozid je bio prisutan u nizim taksonima vr#teholosteum u listovima vrsteP.
maritima, dok je rutin zabillezen samo u vrsi lagopus Klorogenska kiselina
detektirana je samo u listovima vr&telagopus

Kvantitativnha analiza flavonoida u nadzemnim orgaiistrazivanih biljnih vrsta
provedena je spektrofotometriskom metodom premais@hi Miulleru. Listovi su
sadrzavali viSe flavonoida nego stabljike i cvat@md 0,053%R. coronopupsdo 0,131%
(P. maritimg. Njihov najvei sadrzaj u stabljici zabiljezen je za taksBn holosteum
subsp.depauperata0,065%), dok je najmanja koina odréiena u vrsteéP. coronopus
(0,008%). U cvatovima je udio flavonoida bio u gcama od 0,007%R. maritimg do
0,067% (P. argentea

Optimirani su uvjeti za reverzno-faznu gradijentdBLC i uspjeSno je provedena
karakterizacija flavonoida kvercetinskog tipa i démh kiselina u metanolno-vodenim
ekstraktima listova istrazivanih vrsta. Maseni lidgmaliziranih bioloski aktivnih tvari
znatno su varirali nd pojedinim taksonima. NajviSe rutina sadrzavalavista P.
argentea(0,024%), ostale su vrijednosti iznosile od 0,@@50,007%, dok u vrstanfa
altissimg P. coronopusi P. lagopusnjegova prisutnost nije potiena. TaksoniP.
holosteumsubsp.depauperata P. holosteumsubsp. sopulorumi P. maritima nisu
sadrzavali hiperozid, dok je njegov udio u ostalista iznosio od 0,007%°( argenteg
do 0,020% . lagopu$. HPLC je potvrdila izokvercitrin jedino u uzorke. argentea
(0,02%). Kvercitrin je bio prisutan u svim biljniezorcima, osim u vrst®. maritima
Dobivene vrijednosti bile su u rasponu od 0,0012% grgenteai P. holosteunsubsp.
depauperata do 0,013% P. holosteumsubsp.holosteuh Slobodni aglikon kvercetin
nije dokazan u vrstR. altissimaP. argenteaP. coronopus P. lagopusdok je u ostalih
taksona njegov udio iznosio od 0,006% (maritimg do 0,028% P. holosteunsubsp.
scopulorun. Prisutnost klorogenske kiseline patgna je primjenom opisane metode u
svim biljnim uzorcima, a sadrzaj joj je bio u Siook rasponu masenih udjela, od 0,002%

(P. holosteunsubspscopulorumdo 0,115% . lagopu3$. Kavena kiselina oddena je u



metanolno-vodenim ekstraktima taksdhaaltissima P. coronopusP. holosteunsubsp.
depauperata P. holosteumsubsp.scopulorumi P. lagopus s udjelom od 0,001 do
0,046%.

Unata slozenosti biljnih uzoraka, opisana HPLC metodkagala se uspjesnom za
kvalitativnu i kvantitativhu karakterizaciju fenan kiselina i veine flavonoidnih

sastavnica, a moze se kvalitetno primijeniti i thev'fingerprint” analize.

Trjeslovine

Spektrofotometrijskom metodom prema Schneideru dafiesu ukupni polifenoli i
trjeslovine u nadzemnim dijelovima istrazivanih tarsoda Plantagq uz prethodnu
matematko-statisttku prosudbu postupka primjenom programskog pak&i§\HE AP.
Rezultati su potvrdili vrijednost izvedbenih 2agi i valjanost analitkog postupka za
odrefivanje sadrzaja tanina s potoo Folin-Ciocalteusova reagensa. Béidda je
dobivena kalibracijska funkcija s jednom konstani@m= 0,011 x g), ispitani analitki

postupak moze se smatrati standardnim.

Najveta koli¢cina ukupnih polifenola oddena je u listovima svih analiziranih vrsta, a
vrijednosti su iznosile od 4,55%P/( altissima do 10,15% P. holosteumsubsp.
holosteunh U stabljikama je njihov sadrzaj bio u granicaoth2,80% P. maritimg do
4,34% P. holosteunsubsp.scopulorun), dok je u cvatovima oddeno od 2,79%R.
holosteunsubspdepauperatado 5,56% . argentea polifenolnih spojeva. Utdeno je
da listovi sadrze trjeslovine koje se taloze s kama u kolcini od 0,56% P. lagopu}
do 2,26% P. argente® u stabljikama je njihov udio bio neSto manjiznosio je od
0,28% p. altissima do 1,00% . coronopus NajviSi trjeslovinski sadrzaj cvatova
zabiljezen je u vrst®. holosteunsubspscopulorum(2,21%), dok je cvatni uzorak vrste

P. altissimabio najsiromasniji trjeslovinama (0,44%).

Ukupni sadrzaj polifenolnih spojeva u nadzemnimanigha istrazivanih vrsta roda
Plantago najvei je u taksonaP. holosteunsubsp.holosteum a najmanji u uzorkur.
holosteumsubsp.depauperata Trjeslovinama i flavonoidima najbogatiji su nadwe

dijelovi vrsteP. argentea



Rezultati kvantitativhe analize ukupnih polifenalgeslovina i flavonoida statiski
su obrdeni primjenom Studentov&testa. Usporeni su njihovi udjeli u pojedinim
biljnim organima iste vrste, kao i razlike udjel&dua listovima, stabljikama i cvatovima
nizih svojti vrsteP. holosteumpri ¢emu je utvdena znatna varijabilnost u distribuciji

analiziranih tvari u razditim biljnim organima.

Eksperimentalni fitokemijski podaci, dobiveni amaln iridoida, flavonoida i
fenolnih kiselina u istrazivanim vrstama roddantago L., obraieni su metodom
multivarijatne statistike ("cluster" analiza). Ufeno je da se vrstd®. argentea
fitokemijski najviSe razlikuje od ostalih izavanih taksona, dok je vrsf lagopus
pokazala nesto maniju, ali joS uvijek izrazenu &#plst u odnosu na ostale biljne vrste.
Nize svojte vrsteP. holosteumne pripadaju istoj kemotaksonomskoj skupini, jer s
sadrzajem bioaktivnih sastavnica podvrsi@osteumznatno razlikuje od druga dva
taksona. Prema kemijskom sastavu, posebno su gnapivrsteP. altissimai P.
coronopus te vrstaP. maritima s taksonimaP. holosteumsubsp. depauperatai P.
holosteumsubsp. scopulorum Od vrsteP. argenteanajvise se razlikuju taksor®.

maritimai P. holosteunsubsp depauperata

Rezultati provedenih istrazivanja pokazali su datasPlantago argenteaChaix
sadrzajem bioloSki aktivnih sastavnica uvelike realiostale analizirane vrste istoga
roda i u kemotaksonomskom smislu pripada zaselatepgkriji. S fitokemijskog glediSta
moze se zakliti da ona ima naju@ fitoterapijski potencijal, te bi se mogla ravnapno

primjenjivati s dokazano ljekovitim biljnim vrstammadaPlantagoL.
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Botani¢ka i fitokemijska karakterizacija nekih vrsta roda Plantago L.
Renata Jurigi

Zavod za analitiku i kontrolu lijekova, Farmacewadkokemijski fakultet

SveuiliSta u Zagrebu, Zagreb, Hrvatska

Provedena je botatka i fitokemijska karakterizacija vrsta rodantagol. iz zapadnog
dijela HrvatskeP. altissimaL., P. argenteaChaix, P. coronopud.., P. holosteuntScop. subsp.
depauperataP. holosteurrScop. subspholosteumP. holosteunScop. subspscopulorum P.
lagopusL. i P. maritimaL. Utvrdena su morfolosko-anatomska obiljezja istraZivapiimih
taksona i detaljno opisana dealistova i stabljika, te oblik i raspored trihontdistokemijskim
reakcijama dokazane su trjeslovine, sluzi, glikpztkaloidi i proteini. Primjenom TLC metode i
taloznih reakcija utdena je prisutnost iridoida, flavonoida, fenolnihsédina, trjeslovina,
triterpenskih kiselina, saponina i sterola. Una&dgpa je MEKC metoda i provedena
karakterizacija iridoidnih sastavnica. Vodeni eliktr listova sadrZzavali su do 0,27% aukubina i
do 1,81% katalpolaR. argenteq U vetine uzoraka detektirane su jo$ dvije iridoidne sapsje.
Spektrofotometrijski odiden sadrzaj polifenolnih spojeva u nadzemnim biljoiganima najvé
je u taksonaP. holosteumsubsp.holosteum a trjeslovinama i flavonoidima najbogatiji su
nadzemni dijelovi vrstd®. argentea Primjenom programskog paketa ESKULAP pdémna je
valjanost analitikog postupka za odivanje tanina s Folin-Ciocalteusovim fenolnim reaggm.
Reverzno-faznom HPLC analizom uspjesSno je proved@makterizacija flavonoida i fenolnih
kiselina u metanolno-vodenim ekstraktima listovadeni udjeli tih tvari znatno su varirali the
taksonima: rutin (0,005-0,024%), hiperozid (0,00020%), izokvercitrin (0,020%. argentex
kvercitrin (0,001-0,013%), kvercetin (0,006-0,028%jJorogenska kiselina (0,002-0,115%) i
kavena kiselina (0,001-0,046%). Wena je statistki znatajna varijabilnost u distribuciji
analiziranih bioaktivnih tvari m# analiziranim vrstama. Eksperimentalni fitokemiijglodaci
obraieni su metodom multivarijatne statistike. Utsno je da se vrst. argentedfitokemijski
najviSe razlikuje od ostalih taksona i da posjedofgvei fitoterapijski potencijal od svih
istrazivanih vrsta rodRlantagoL.

(135 stranica, 31 tablica, 68 slika, 28 priloga7 literaturnih citata, jezik izvornika: hrvatski)

Rad je pohranjen u biblioteci Farmaceutsko-biokskaig fakulteta, A. Kowéca 1, Zagreb.

Klju¢ne rijesi: Plantagq morfologija, anatomija, iridoidi, flavonoidi, feine kiseline, trjeslovine,
saponini, steroli, MEKC, HPLC, ESKULAP, "clusteriaiza

Voditeljice: dr. sc. Zdenka Kaliera, red. prof. i dr. sc. Sanda Vladimir-KneZedoc. (FBF)
Ocjenjivai: dr. sc. Vladimir Grding, red. prof. (FBF)

dr. sc. Sanda Vladimir-KneZéydoc. (FBF)

dr. sc. Biserka Cetir@zmek, zn. surad. (PLIVA d.d.)

Rad prihvéen: 29. sijénja 2003.
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for tannin determination with Folin-Ciocalteu's pbkreagent. Characterizations of flavonoids and
phenoalic acids were successfully performed by sedephase HPLC. Yields of analysed substances varie
among examined species: rutin (0,005-0,024%), bgjer(0,007-0,020%), isoquercitrin (0,020,
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7. ZIVOTOPIS



Rodena sam 30. svibnja 1970. u Osijeku. Osnovnu skolu zavrsila sam u
Purdenovcu, a srednjoskolsko obrazovanje u Nasicama. Godine 1989. upisala
sam se na Farmaceutsko-biokemijski fakultet SveuciliSta u Zagrebu, smjer
Farmacija. Diplomski rad s naslovom "Ispitivanje diureti¢kog ucinka biljnih vrsta
Parietaria officinalis L., Parietaria vulgaris Hill. i Ononis natrix subsp. natrix"
izradila sam u Zavodu za farmakognoziju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta i
diplomirala 1994. Iste godine upisala sam sveuciliSni poslijediplomski studij
"Farmaceutske znanosti". Takoder sam odradila pripravnicki staz u Gradskoj
ljekarni Zagreb i 1995. polozila drzavni struéni ispit. U razdoblju od 1995. do
1999. zaposlena sam u Zavodu za farmakognoziju Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta kao znanstvena novakinja. Magistarski rad pod naslovom
"Kemotaksonomska istrazivanja vrsta roda Teucrium" izradila sam u Zavodu za
farmakognoziju, a u suradnji s tvornicom Belupo d.o.0. i Zavodom za javno
zdravstvo Osjecko-baranjske zupanije. Akademski stupanj magistra znanosti
stekla sam 1998, a od godine 1999. radim kao asistentica u Zavodu za analitiku i
kontrolu lijekova Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta SveudiliSta u Zagrebu.

Aktivno sam sudjelovala u znanstveno-istrazivackom radu u okviru projekata
Ministarstva znanosti i tehnologije Republike Hrvatske Istrazivanje aktivnih
tvari ljekovitog bilja Hrvatske (3-04-318) i Istrazivanje ljekovitog bilja
Hrvatske (006230), a od godine 2002. aktivni sam istraziva¢ na projektu
Istrazivanje bioaktivnih tvari i bioloskih uc¢inaka ljekovitog bilja (0006531).
Moja znanstvena djelatnost usmjerena je pretezno na farmakognozijsku
problematiku. Objavila sam jednu knjigu, Cetiri znanstvena i tri stru¢na rada te
sudjelovala s 14 priopéenja na domac¢im i medunarodnim znanstvenim

skupovima.

Renata Jurisié¢



8. PRILOZI



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\NIRIZ20627\017-0702.D Sample Name: Aucubin/0.
Injection Date 7/1/2002 2:07:17 PM Seq. Line : 7
Sample Name Aucubin/0.1/1 Location vial 17
Acqg. Operator Jurisic;Debeljak Irig % 2
Sequence File C:\HPCHEM\1\SEQUENCE\IRI20627.5S
Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\CE\NIRISTD.M
Last changed 7/1/2002 9:42:48 AM by Jurisic;Debeljak
Enalysis Method : C:\HPCEEM\L\METHODS\CE\IRIDOIDI.M
Last changed : 7/10/2002 10:43:47 BM by Debeljak
MEKC za iridoide
 DADTRB, Sig=200,2 Ref=250,30 (IRI20627\017-0702.D)
mAU |
20
i 15 3
| N
‘ P
1 f
| 10 - i
| |
1 f
| | F,‘ \
1 5 /A
‘ /o
| - - o \
T e | —
| R
| i . | @ o |
§ 5 ) 6 7 8 9 10 i
Area Percent Report
Sorted By Signal
Area Calculation Mode Measured Area
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: DAD1l B, 5ig=200,2 Ref=250, 30
Peak MigTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
| o i [==== === | === | s | seme—— I
1 6.374 BP N 0.2908 141.01370 8.11099 56.1395
2 9.200 BBA O l4ed 110 1708l 11.22104 43.8605
Totals 251.18452 19.33204

Results obtained with enhanced integrator! (highest datapoint)

Summed Peaks Report

Signal 1: DAD1 B, Sig=200,2 Ref=250,30
Final Summed Peaks Report
Signal 1: DAD1 B, 8ig=200,2 Ref=250,30

Indirect UV-Mode activated: range from -200 mAU to max. absorbance

*** End of Report **¥

Prilog 1. Flektroferogram aukubina

Instrument 1 7/10/2002 10:44:33 AM Debeljak Page 1 of 1

1/1



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\IRI20627\018-0801.D Sample Name: Catalpol/0.07/1

Injection Date : 7/1/2002 2:27:54 PM Seg. Ling 3 8
Sample Name : Catalpol/0.07/1 Location : Vial 18
Acg. Operator : Jurisic;Debeljak Ing % 1
Sequence File ¢ C:\HPCHEM\1\SEQUENCE\IRIZ0627.8

Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CE\IRISTD.M

Last changed : 7/1/2002 9:42:48 AM by Jurisic;Debeljak

Enalysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CE\IRIDOIDI.M

Last changed : 7/10/2002 10:43:47 AM by Debeljak

MEKC za iridoide

DADT B, Sig=200,2 Ref=250,30 (IRI20627\018-0807.D) =
mAU |
20 -
15— 1
10 5
] ~
] o |
] i \
5{ f\
7oA
B R .
u s |
| < |
e — . : e —]
5 6 7 8 9 10 __min
Area Percent Report
Sorted By 8 Signal
Area Calculation Mode : Measured Area
Multiplier 2 1.0000
Dilution i 1.0000
Signal 1: DAD1 B, Sig=200,2 Ref=250,30
Peak MigTime Type Width Area Height Area
¥ [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

s e | —mem e [ [ s \
1 6.400 BP N 0.2879 138.01901 8.05356 68.8757
2 8.747 BBA 0.1463 62.36960 6.36413 31.1243
Totals : 200.38861 14.41770

Results obtained with enhanced integrator! (highest datapoint)

Summed Peaks Report

Signal 1: DAD1 B, Sig=200,2 Ref=250,30

Final Summed Peaks Report

Signal 1: DADL B, Sig=200,2 Ref=250,30

Indirect UV-Mode activated: range from -200 mAU to max. absorbance
**% Erid of Report ***

Prilog 2. Elekiroferogram katalpola

Instrument 1 7/10/2002 10:44:37 BM Debeljak Page 1 of 1



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\IRIZ20627\026-1602.D

Sample Name:

1N/1

Injection Date 7/1/2002 8:57:38 BM Seqg. Line 16
Sample Name IN/1 Location Vial 26
Acg. Operator Jurisic; Debelyak Inj 2
Acqg. Method C: \HPCHEM\ 1\METHODS\ACENTRIDOIDI . M
Last changed 6/27/2002 4:22:51 PM by Jurisic;Debeljak
Analysis Method C:\HPCHEM\ 1\METHCODS\CE\IRIDOIDI.M
Last changed : 7/10/2002 10:43:47 AM by Debeljak
MEKC za iridoide
[ DAD1T B, Sig=200,2 Ref=250,30 (IRI1206271026-1602.D) |
| mAU 1
i j |
- |
| |
15
| fos
i &)
| g .2 [
10 5 o &
10 o
2 A
I~ A /
5 8 /
| s
0 +—— = " e - —
|8
‘ —— S S
\ 5 6 _r 8 9 10 min
Area Percent Report
Sorted By Signal
Area Caleulation Mode Mezmsured Rres
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: DAD1 B, Sig=200,2 Ref=250,30
Peak MigTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s ] [mAD] %
e ot e [ [espememsrenssy femmmnn \
1 6.320 BP N 0.2799 114.46725 6.96022 44.8519
2 8.027 BB 0.1702 3. 11875 1.84435 250591
3 8.587 BB 0.1344 57.63095 6. 0916l L22.5817
4 9.044 MM 0.1452 59.99338 6.88649 23.5073
Totals 255.21132 21.78267
Results obtained with enhanced integrator! (highest datapoint)
Summed Peaks Report
Signal 1: DAD1l B, Sig=200,2 Ref=250, 30
Final Summed Peaks Report
Signal 1: DADL B, S5ig=200,2 Ref=250,30
Indirect UV-Mode activated: range from -200 mAU to max. absorbance
***% End of Report **#
Prilog 3. Elektroferogram vodenog ekstrakta vrste Plantago altissima L.
Instrument 1 7/10/2002 11:23:35 AM Debeljak Page 1 of 1



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\IRI20627\027-1701.D Sample Name: 2N/1

Injection Date : 7/1/2002 9:31:53 PM Seqg. Line : 17
Sample Name 1 2Nyl Location : Vial 27
Acg. Operator ¢ Jurisic;Debeljak Inj : 1
Sequence File : C:\HPCHEM\1\SEQUENCE\IRI20627.8S

Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CE\IRIDOIDI.M

Last changed 1 6/27/2002 4:22:51 PM by Jurisic;Debeljak

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CE\NIRIDOIDI.M

Last changed : 7/10/2002 10:43:47 AM by Debeljak

MEKC za iridoide

[ DADT B, Sig=200,2 Ref=250,30 (IR1206271027-1707.D)

mAU ‘
20— ‘
] |
15
- %
N |
| 54 i
| B T S - =TT
‘ 8 L s
V=
19
lo
- T S e |
- 6 7 8 9 10 min
Area Percent Report
Sorted By E Signal
Area Calculation Mode : Measured Area
Multiplier 4 1.0000
Dilution 3 1.0000

Signal 1: DADl B, $ig=200,2 Ref=250,30

Peak MigTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
e [ e [ [ [mmmmmee |
- 6.347 BP N 0.2771 119.06010 7.04762 8 L2357
2 8.107 BB 0.1546 21.40417 2. L8002 1.4626
3 8.667 BB 0.1489 1171.02747 116.87053 80.0198
4 9.147 BBA 0.1269 151.83022 17.21748 10.3818
Totals : 1463.42196 143.31466

Results obtained with enhanced integrator! (highest datapoint)

Summed Peaks Report

Signal 1: DADl B, Sig=200,2 Ref=250,30

Final Summed Peaks Report

Signal 1: DAD1 B, Sig=200,2 Ref=250,30
Indirect UV-Mode activated: range from -200 mAU to max. absorbance
**x End of Report ***

Prilog 4. Elektroferogram vodenog ekstrakta vrste Plantago argentea-Chaix

Instrument 1 7/10/2002 10:45:41 AM Debeljak Page 1 of 1



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\IRIZ20627\028-1801.D

Instrument 1 7/10/2002 10:45:48 AM Debeljak

Sample Name:

Injection Date 7/2/2002 4:00:26 PM Seqg. Line : 18
Sample Name 3N/1 Location : Vial 28
Acg. Operator Jurisi¢;Debeljak Inj : 1

C:\HPCHEM\1\SEQUENCE\TRI20627.5

C: \HPCHEM\ 1\METHODS\CE\TRIDQIDI .M
6/27/2002 4:22:51 PM by Jurisic;Debeljak
C:\HPCHEM\1\METHODS\CE\IRIDOIDI.M
7/10/2002 10:43:47 AM by Debeljak

Sequence File
Acg. Method

Last changed
Analysis Method
Last changed
MEKC za iridoide

)ADT B, Sig=200,2 Ref=250,30 (IR120627\028-1801.D)

mAUj |
|
20
| ]
15
10 -
5
| |
| ]
| Oq"”fgf_ o \5__f7’77747 T
\ ] ©
| I I J ¥ ¥ = 7 T T ; i =
‘ 5 i 6 7 8 9 10 min
Area Percent Report
Sorted By Signal
Area Calculation Mode Measured Area
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: DAD1 B, S$Sig=200,2 Ref=250,30
Peak MigTime Type Width Area Height Area
# [min] [min]) [mAU*s] [mAU] %
| e [==== == [==mmm === | === |
1 6.454 BP N 0.2766 115.35950 6.84498 82.0222
2 8.240 BBA 0.1498 25 J2g4TL 2.68673 17.97178
Totals 140.64421 9.53171

Results obtained with enhanced integrator! (highest datapoint)

Summed Peaks Report

Signal 1:; DADl B, S$ig=200,2 Ref=250,30
Final Summed Peaks Report
Signal 1: DAD1 B, S5ig=200,2 Ref=250, 30

Indirect UV-Mode activated: range from -200 mAU to max. absorbance

**% End of Report ***

Prilog 5. Elektroferogram vodenog ekstrakta vrste Plantago coronopus L.

Page 1 of 1

3N/1



Data File C:\HPCHEM\I\DATANTIRIZ(06Z7\025-1301.T Sample Name: 4N/1
Injection Date TA272002 Pl
Sample Name 4N/1
Acq. Operator Jurisic;Debeljak
Sequence File C:\HPCHEM\1\SEQUENCE\TRI20627.S
Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\CE\IRIDOIDI.M
Last changed 6/27/2002 4:22:51 PM by Jurisic;Debeljak
Analysis Method C:\HPCHEM\1\METHODS\CE\IRIDOIDI.M
Last changed : 7/10/2002 10:43:47 BM by Debeljak
MEKC za iridoide
DADT B, 8ig=200,2 Ref=250,30 (IR120627\029-1901.D) ]
mAU ‘
T |
| P~
‘ 20 3
3 @
A
i
15— I
] [
, B
10 3 |
& f
] I [
‘ ~ o [
‘ 5 & A [
© Fa /
a /, \‘
oA NI
1 )
| | e
| ] i) 8 ;
5 6 ) 7 8 9 10 i
Area Percent Report
Sorted By Signal
Area Calculation Mode Measured Ares
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: DAD1l B, $1g=200,2 Ref=250, 30
Peak MigTime Type Width Area Height Area
% [min] [min] [MAU*s] [mAaU] %
e e [ | == | —===———=
1 6.454 BP N 0.2780 123.23177 7.26090 30.9786
2 8.267 BBA 0.1422 25.704061 2472087 6.4618
3 9.334 BB 0ol 38T 51.65736 5.54412 12.9859
4 9.947 BBA 0.1728 197.20259 17.32373 49.5738
Totals 381 19632 32.84962
Results obtained with enhanced integrator! (highest datapoint)

Summed Peaks Report

Signal 1: DAD1 B, Sig=200,2 Ref=250,30
Final Summed Peaks Report
Signal 1: DAD1 B, S5ig=200,2 Ref=250,30

Indirect UV-Mode activated:

range from -200 mAU to max. absorbance

#%% Erid ‘of Repert »n?

Prilog 6. Elektroferogram vodenog ekstrakta vrste Plantago holosteum Scop. subsp. depauperata

Instrument 1 7/10/2002 10:

45:56 AM Debeljak

Page 1 of 1



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\NIRIZ20627\030-2002.D Sample Name: 5N/1

Injection Date : 7/2/2002 6:14:17 PM Seq. Line : 20
Sample Name : 5N/1 Location : Vial 30
Acq. Operator v JurisissDebeljak L) & 2
Sequence File : C:\HPCHEM\1\SEQUENCE\NIRI20627.5S

Acq. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CEA\NIRIDOIDI.M

Last changed 1 6/27/2002 4:22:51 PM by Jurisic;Debeljak

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHCDS\CE\IRIDOIDI.M

Last changed : 7/10/2002 10:43:47 AM by Debeljak

MEKC za iridoide

DADT B, Sig=200,2 Ref=250,30 (IR120627'030-2002.D)
mAU

| r~
| S
@
20 /
I
I
15 [
1‘ ||
IS “.
L .
5] 3 s o
4 o~ o \
© id / \
N 2 S
0 B —_— = e ——
|
| <
| ©O
i T
5 6 7 8 ) 9 10 ) miin
Area Percent Report
Sorted By i Signal
rea Calculation Mode : Measured Area
Multiplier E 1.0000
Dilutieon i 1.0000
Signal 1: DAD1 B, S$ig=200,2 Ref=250,30
Peak MigTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] 2
s | e s [mmmen | mmmme—e | mrmmm | s | \
L 6.480 BF H 0.2784 124.41584 731604 34,3898
2 §.294 BBA 0.1477 15.18510 1.64626 4.2001
3 9.387 PB 0.1157 4.22910 5.89717e-1 1.1690
4 9.947 BBA 0.1566 217.94104 20.39%92 60.2411
Totals : 361.78118 2995193

Results obtained with enhanced integrator! (highest datapoint)

Summed Peaks Report

Signal 1: DAD1 B, Sig=200,2 Ref=250, 30

Final Summed Peaks Report

Signal 1: DAD1 B, Sig=200,2 Ref=250,30

Indirect UV-Mode activated: range from -200 mAU to max. absorbance
¥** Fmd of Report #**¥

Prilog 7. Elektroferogram vodenog ekstrakta vrste Plantago holosteum Scop. subsp. holosteum

Instrument 1 7/10/2002 10:46:08 BM Debeljak Page 1 of 1



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\IRIZ0627\031-2101.D Sample Name: 6N/1

Injection Date : 7/1/2002 11:42:59 PM Seg. Line : 21
Sample Name : 6N/1 Location : Vial 31
Acq. Operator s Jurisio;Debel ak Iy s 1
Acqg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CE\IRIDOIDI.M

Last changed : 6/27/2002 4:22:51 PM by Jurisic;Debeljak

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHCDS\CE\IRIDOIDI.M

Last changed 0 7/10/2002 11:26:25 AM by Debeljak

(modified after loading)
MEKC za irideoide

| DADT B, Sig=200,2 Ref=250,30 (IR120627\031-21071.D) I

mAU ~ N
] o .ﬁp
20 - 8 &
! ox
15 !
| |
|
10
|
~
84 & o
© &
e - L B
0 \ = - e
N
| &
| (e}
— = 1l = e e
5 5 7 8 s 10 min
Area Percent Report
Sorted By t Signal
Area Calculation Mode : Measured Area
Multiplier i 1.0000
Dilution - 1.0000

Signal 1: DADl B, Sig=200,2 Ref=250,30

Peak MigTime Type Width Area Height Area
B [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
il B [—=== ] | | |- |
1 6.427 BP N 0.2866 128.59155 7.55300 37.3340
2 8.214 BBA 0.1516 24.62328 2.40189 7.1489
3 9.280 BEBA 0.1101 4.81119 6.6538le-1 1.4259
4 9.862 MM 0.1849 186.30954 16.79243 54.0913
Totals : 344.43556 27.41269%

Results obtained with enhanced integrator! (highest datapoint)

Summed Peaks Report

Sigmal lz DADL B, Sig=200,%2 Bef=250,30

Final Summed Peaks Report

Signal 1: DAD1 B, 8ig=200,2 Ref=450,30

Indirect UV-Mode activated: range from -200 mAU to max. absorbance
¥¥d Eng of Repert #%%

Prilog 8. Elektroferogram vodenog ekstrakta vrste Plantago holosteum Scop. subsp. scopulorum

Instrument 1 7/10/2002 11:26:43 AM Debeljak Page 1 of 1



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\NIRI20627\032-2201.D Sample Name: 7N/1

Injection Date : 7/2/2002 12:48:55 AM Seq. Line : 22
Sample Name : IN/1 Location : Vial 32
Acg. Operator : Jurisic;Debeljak Inj : 1
Sequence File : C:\HPCHEM\1\SEQUENCE\IRIZ20627.S

Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CE\NIRIDOIDI.M

Last changed : 6/27/2002 4:22:51 PM by Jurisic;Debeljak

Bnalysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CE\IRIDOIDI.M

Last changed : 7/10/2002 10:43:47 AM by Debeljak

MEKC za iridoide

| mAU |
20

\
154

‘ 10!

=1
o
]
@

) 8 9 10 - min
Area Percent Report

Sorted By t Signal

Area Caleulatlion Meds Measured Area

Multiplier i 1.0000

Dilution - 1.0000

Signal 1: DAD1 B, Sig=200,2 Ref=250,30

Peak MigTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

Il Bttt [====]======= [ === | === o \
1 6.560 BP N 00,2775 122.82017 7.259489 54.8742
2 8.400 BBA 0.1454 20.62634 2.12125 9.2080
3 9.014 BB 0.1411 2700853 2.69141 12,0576
4 9.520 BBA 0.1387 53.44774 5.84412 23.8602

Totals : 224.00378 17.91827

Results obtained with enhanced integrator! (highest datapoint})

Summed Peaks Report

Signal 1: DADL B, Sig=200,2 Ref=250,30

Final Summed Peaks Report

Signal 1: DAD1 B, Sig=200,2 Ref=250,30

Indirect UV-Mode activated: range from -200 mAU to max. absorbance
*** End of Report #***

Prilog 9. Elektroferogram vodenog ekstrakia vrste Plantago lagopus 1.

Instrument 1 7/10/2002 10:46:20 AM Debeljak Page 1 of 1



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\IRI20627\033-2302.D Sample Name: 8N/1

Injection Date : 7/2/2002 2:28:28 AM Seg. Line : 23
Sample Name ¢ BN/1 Location : Vial 33
Acq. Operator 1 Jurisic;Debeljak Inj : 2
Sequence File : C:\HPCHEM\1\SEQUENCE\IRIZ20627.S

Acg. Method ¢ C:\HPCHEM\1\METHODS\CE\IRIDOIDI.M

Last changed : 6/27/2002 4:22:51 PM by Jurisic;Debeljak

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\CE\IRIDOIDI.M

Last changed 1 7/10/2002 10:43:47 BM by Debelijak

MEKC za iridoide

o DADT B, Sig=200,2 Ref=250,30 (IRI20627\033-2302.D) |

mAU 2
| | 2 |
i )\
20 i
[
[
I
; 15 I
| | |
[
B -
10 | | |
i [
4 < | 3
E ~ < | |
] % i
> : s |
/ \ / 1
[ T Y - - - \L'ii ﬁi’lﬁi B \\—r R
& |
{ite3 |
e = e i i
5 6 7 8 9 10 siin
Area Percent Report
Sorted By 4 Signal
Area Calculation Mode : Measured Area
Multiplier - 1.0000
Dilution i 1.0000
Signal 1: DAD1 B, Sig=200,Z2 Ref=250, 30
Peak MigTime Type Width Lrea Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
=== [—=— == [—=———————= [y | |
1 6.534 BP N 0.2755 124.45564 7.42698 26.3343
2 8.374 BBA 0.14490 34.38285 3.58120 T.2753
3 9.494 BB 81455 30.68312 3.15332 6.4924
4 10.080 BB 0.1802 283.07785 24.98854 59.8980
Totals : 472.. 58957 39, 15004

Results obtained with enhanced integrator! (highest datapoint)

Summed Peaks Report

Signal 1l: DADL B, Sig=200,2 Ref=250,30

Final Summed Peaks Report

Signal 1: DADl B, Sig=200,2 Ref=250,30
Indirect UV-Mode activated: range from -200 mAU to max. absorbance

*** End of Report *#*%*

Prilog 10. Elektroferogram vodenog ekstrakta vrste Plantago maritima L.

Instrument 1 7/10/2002 10:46:31 AM Debeljak Page 1 of 1



Fixed Wavelength Report

Date 3/12/02 Time 11:13:27 Page 1 of 1
Method file <untitled>
Information Default Method
Data File <untitled>
Overlaid Spectra: ) -
0.025 - ~
I, /N
1 The / \
0.02 - . \
= 1 3 / i
< i/ Sy Y
; 0.015 S \\
o i ‘.\
=t =
@ g
= 0.01 - Y
o i M
E _"\"’\/v\
= 0005 TV
0 -
1 i T T T T T L L e A A w T 7 ]
350 375 400 425 450 475 500 525 550 Wavelength (nm)
#  Name Abs<425nm>
1 2.3326E-2
Report generated by be SLUAELUER: ssssmwwvncssvaen

Prilog 11. UV/VIS spektar kompleksa flavonoida vrste Plantago altissima L.s A"



Fixed Wavelength Report Date 3/14/02 Time 13:22:05 Page 1 of 1

Method file : KONST.M { modified ) Last update: Date 3/14/02 Time 1:21:03
PM

Information : Default Method

Data File ¥ <untitled>

Overlaid Spectra:

i

1 AT
0.04 - Vs \\
5 J
0.035- ' \
5 E N
< 003-
St P \
g 002594 ——" T
8 1
5 0.024
2 El
2 7
< 0.015
001~ S
0.005 - ey
o ! t T T G g y T i T T ? g f T ; i
380 400 420 440 4é0 480  Wavelength (nm
# Name Abs<425nm>
1 B 9362E-2
Report generated by be B anatims? e ocmow oennn e w mo

Prilog 12. UV/VIS spektar kompleksa flavonoida vrste Plantagoe argentea Chaix s AI*"



Fixed Wavelength Report Date 3/12/02 Time 11:23:01 Page 1 of 1

Method file : <untitled>
Information : Default Metheod
Data File ¢ <untitled>

Overlaid Spectra:

} 0.022
0.02 -
_. 0018~
) ]
< 00164
Q 4
£ f \
5 0014 \
£ | \\
g 0012 \
0013 \kv
0.008 7 | SN
Frre A D L (N S S (A SO LA —
350 375 400 425 450 475 500 526 550 Wavelength (nm
¥ MName Bbs<425nm>
1 1.7680E-2
Report generated by be Blgnabtures . .oemmmavonsas b

Prilog 13. UV/VIS spektar kompleksa flavonoida vrste Plantago coronopus L. s Al



Fixed Wavelength Report Date 3/23/02 Time 15:19:30 Page 1 of

1

Method file : FLAVON1.M ( modified ) Last update: Date 3/23/02 Time
3:12:42 PM

Information : Default Method

Data File i <untitled>

Overlaid Spectra:

0.04 - =
1 - \\
1 S
0.035-
2 0037
Lo} 3 y
Q ]
§ 0.025 4 /
S 7
2 0024 //
( i 4
0.015 / L g
0.01 — - ; ; SERSS ‘ e -
360 380 400 420 440 460 Wavelength (nm
# Name Abs<425nm>
1 2.51988-2
Report generated by be SLOHSEULSY o s wampen aesx sy«

Prilog 14. UV/VIS spektar kompleksa flavonoida vrste Plantago holosteum Scop.
subsp. depauperata s AT



Fixed Wavelength Report Date 3/26/02 Time 17:16:19 Page 1 of 1

Method file : FLAVONL.M Last update: Date 3/23/02 Time 3:12:42 PM
Information : Default Method
Data File § <untitled>

Overlaid Spectra:

0.08 + e
] C ol
0.06 i \
5 1 \‘\
< 004-] I
8 /
=
@
el
o
2 ~_
‘< I ——————
I T e T * I —
360 380 400 420 440 460 Wavelength (nm
# Name Abs<425nm>
1 2.9189E-2
Report generated by bc Flgratufen e rrasimpaanisay

Prilog 15. UV/VIS spektar kompleksa flavonoida vrste Plantage holosteum Scop.

subsp. holosteum s A¥*



Fixed Wavelength Report Date 3/23/02 Time 15:26:37 Page 1 of 1

Method file : FLAVON1.M ( modified ) Last update: Date 3/23/02 Time
3:12:42 PM

Information : Default Method

Data File $ <untitled>

Overlaid Spectra:
o
|

0.03- \
% 0.025—:
a ]
c 0.02 +
< g
2 ]
2 00154 / S
< 1 T
0.01 = N
: T e
0.006 L ‘ g e e -
360 380 400 420 440 460 Wavelength (nm
# Name Abs<425nm>
1 1.7720E-2
Report generated by bc Bigratiured ssmwessassssises

Prilog 16. UV/VIS spektar kompleksa flavonoida vrste Plantago holosteum Scop.

subsp. scopulorum s A¥*



Fixed Wavelength Report

Date 3/12/02 Time 11:38:08 Page 1 of 1

Method file : <untitled>
Information : Default Method
Data File ¥ <untitled>

Overlaid Spectra:

0.045 =
0.04 /
= 00357 / 5
< 3 / N\,
< 0034 /
© E / \
S 00257 y
] E ) AN
€ 0.02 7
3 B 4 N
g 00157 / \\
0014 i i
| 3 ¥ —_— T TTT—
‘ 0.005 / T
| 0- g T L T T T i L L ont O T S T, R R R f
3 350 375 400 425 450 475 500 525 550 Wavelength (nm
# Name Abs<425nm>
1 2.9950E-2

Prilog 17. UV/VIS spektar kompleksa flavonoida vrste Plantago lagopus L. s AP



Fixed Wavelength Report Date 3/12/02 Time 11:40:50 Page 1 of 1
Method file : <untitled>
Informatien : Default Method
Data File i <untitled>
Overlaid Spectra:
=)
=
b
(33
c
(o]
2
o
2
<
\U\'\“w\_~mf' \
\J"“"—\—._«k_ﬂﬁm__..___“_w_.—r-—/‘uvﬂf\/\,\_,g
. e — - e —— — e .
‘ 350 375 400 425 450 475 500 525 550 Wavelength (nm
# Namne Abs<425nm>
1 3.4410E-2
Report generated by bc BigHEEEIES o wwvwa e o v @ 6w e

Prilog 18. UV/VIS spektar kompleksa flavonoida vrste Plantago maritima L. s AP



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\FLA21107\009-0101.D Sample Name: STDMI¥
Injection Date : 7.11.2002 23:23:57 Seq. Line : 1
Sample Name : STDMIX Location : Vial S
Acqg. Operator : Goran & Renata Inj &z 1
Acq. Instrument : Instrument 18 Inj Volume : 25 pl
Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FLA.M
Last changed : 7.11.2002 23:21:47 by Goran & Renata
Analysis Method : C:\HPCHEM\ 1\METHODS\FLAl .M
Last changed : 14.11.2002 11:24:47
(modified after loading)
FLAVONOIDI
DAD1 A, Sig=365,8 Ref=550,80 (FLA21107009-0101.D)
7] o T o g @
s = 3 5 B¢ : 5
] w r oD H4 & %
12
10—
8__ 1
' | .
4 | w
( =
oF ; 8
i |
L 181 ) ]
5 . \
T T
10 15 mi:

Area Percent Report

Sorted By b Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution ¥ 1.0000

Signal 1: DADl A, S5ig=365,8 Ref=550,80

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# frnin] [min] [mAU*s] [mAU] %
e e e [ [ e l
1 3.024 BP 0.3024 188.86263 9.32202 5.8660
2 3.736 VBA 0.7381 443.47403 7.18517 13.7741
3 5.112 BB 0.1112 97.10419 13.:29287 3.0160
4 7.492 BB 0.1210 130.72008 16.76593 4.0601
5 11.624 BB 0.1372 364.50632 41.21746 11.3214
6 12.688 PV 0.1450 299.16104 32.02528 9.2918
7 13.179 VB 0.1456 490.38950 52/,21168 15.2313
8 17.007 BB B.1551 353.21798 35.17965 10.9708
9 20.459 BB 0.0787 28.56418 5.49450 0.8872
10 23.078 BB 0.0764 795.09686 158.89059 24.6954
11 25.600 BB 0.1117 17.63681 2.40162 0.5478
12 26.115 BB 0.1209 10.88086 1.36600 0.3380
Totals : 3219.61438 375.35277

Results obtained with enhanced integrator!

Prilog 19. HPLC kromatogram smjese sténdarda flavonoida i fenolnih kiselina

Instrument 1 14.11.2002 11:24:52

Page 1 of 1



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\FLA21107\021-1101.D Sample Name: P. ALILSSIMA —
P. altissima, 500 mg/25 mL (MeOH:H20 = 1:1), Vinj. 25 u

L
Injection Date : 8.11.2002 5:26:53 Seq. Line : 11
Sample Name : P. ALTISSIMA Location : Vial 21
Acg. Operator : Goran & Renata Inj : 1
Acq. Instrument : Instrument 18 Inj Volume : 25 pl
Acg. Method :+ C:\HPCHEM\1\METHODS\FLA.M
Last changed : 7.11.2002 23:21:47 by Goran & Renata
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FLALl.M
Last changed : 14.11.2002 11:24:47
(modified after loading)
FLAVONOIDI
DAD1 A, Sig=365,8 Ref=550,80 (FLA21107\021-1101.D)
mAU 8 8 fo 2
: | g 40 g I
} o - F‘T n—m ] =] N
~ T | il ey 1\‘0
12 o 2 ﬁ ] & 28 ‘ &
| 8 ] o [I14]
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'] 2] @ ﬂ [ g \ V :
3 TR ENE 1 18
4 [Ts) w© o i
o] THEN 8% 8l 8 e ] g
1 o | 5w ( ) JU J 3 E 1 T ow s ! i &
] Bl o 0 f\) 1 ap @ Q=R e«
o] )l Swg g VY NEN Ese Wk
f 2 e LT T T TR A IHEIE:
i PP A | | L Ly LI t & HHH i
27 / NP s M\km
] { 4$Qﬂﬂ
T I T T T
0 10 15 20 mir
Area Percent Report
Sorted By g Signal
Multiplier 4 1.0000
Dilution : 1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=365,8 Ref=550,80

Peak RetTime Type Width Area Height Area

# [rin] [min] [mMAU*s] [mAU] %
memme| [ e | e | [ | == |
il 3.012 vpP 0.2122 14.39586 1.07536 0.2820
2 3.209 Vv 0.0380 8.25266 3.70028 0.1617
3 3.637 VV 0.1696 76.13353 585910 1.4913
4 3.825 Vv 0.1203 25.01022 2.96964 0.4899
5 3.970 Vv 0.1320 12.79564 1.40875 0.2506
6 4.371 Vv 0.1645 8.77658 7.08615e-1 0.1719
7 4.761 PV 0.1271 7.01678 8.61036e-1 0.1374
8 5.096 vV 0.1503 45.23635 4.45987 0.8861
9 5.357 v 0.:1733 20.58490 1.74936 0.4032
10 5.643 VV 0.1644 27.07324 2.28172 0.5303
11 5.865 VV 0.1584 31.66889 2.92344 0.6203
12 6.105 vV 0.2064 22.62405 1.51386 0.4432
13 6.388 VP 0.1347 7.21979 7.89083e-1 0.1414
14 7.213 BV 0.1802 97.34323 7.76950 1.9068
15 7.497 vV 0.1727 83.79140 6.94656 1.6413
16 7.910 vV 0.2338 147.66003 8.88890 2.8924
17 8.535 VB 0.2050 16.24140 ., 09527 0.3181

Instrument 1 14.11.2002 11:33:24 Page 1 of 2

Prilog 20. HPLC kromatogram metanolno-vodenog ekstrakta vrste Plantago alfissima L.



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\FLA21107\021-1101.D

Sample Name: P. ALTISSIMA

P. altissima, 500 mg/25 mL (MeOH:H20 = 1:1}), Vinj. 25 u

L

Injection Date : 8.11.2002 5:26:53 Seq. Line 11
Sample Name P. ALTISSIMA Location : Vial 21
Acqg. Operator Goran & Renata Inj 1
Acqg. Instrument : Instrument 18 Inj Volume 25 pl

Acg. Method
Last changed

Last changed

21:47

14.11.2002 11:24:47

C:\HPCHEM\ 1\METHODS\FLA.M
7:11.2002 23:

B by Goran & Renata
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FLAl.M

(modified after loading)

FLAVONOIDI

Peak RetTime Type Width Area Height Area
#  [min] [min]  [mAU*s] [mAU] 2

e e [ [ === === | === |
18 9.663 BV 0.5165 116.64553 2.80503 2.2849
19 10.245 vv 0.2972 59.82608 2.71354 1.1719
20 11.008 Vv 0.1830 127.56851 9.98934 2.4988
21 11.207 vV 0.1496 47.31002 4.61371 0.9267
22 11.965 v 0.2477 307.80728 18.35214 6.0293
23 12.354 v 0.1603 145.06239 13.61335 2.8415
24 12.660 VvV 0.2298 74.13718 4.60455 1.4522
25 13.336 VvV 0.1528 1369.44287 136.76828 26.8246
26 13.856 VV 0.2080 122.85999 8.43102 2.4066
27 14.583 VvV 0.2058 8.96093 5.68513e-1 0.1755
28 14.928 Vv 0.2817 48.90728 2.64476 0.9580
29 15.344 vv 0.1279 15.930094 1.85983 0.3121
30 15.549 vV B..1556 82.99950 8.09696 1.6258
31 15.775 VWV 0.1974 24.25596 1.86944 0.4751
32 1le.1l66 VV 0.1581 84.06301 7.90292 1.6466
33 16.874 VV 0.2542 26.91116 1.46577 0.5271
34 17.240 Vv 0.1903 33.59048 2.60758 0.6580
35 17.529 Vv 0.1669 5.33655 4.75716e-1 0.1045
36 18.189 VP 0.2142 17.88930 1.21194 0.3504
37 18.793 BV 0.2180 15.44444 1.03581 0.3025
38 19.678 vV 0.2741 147.38091 6.81937 2.8869
39 19.936 vv 0.1180 139.78922 16.31141 2.7382
40 20.063 VvV 01687 281.,35579 19.04399 4.5318
41 20.378 vV 0.1609 119.98405 10.69145 2. 3502
42 20.573 vv 0.1132 168.57417 20.22606 3.3020
43 20.717 vv 0.1583 176.64937 14.68599 3.4602
44 20.996 vV 0.1999 159.25143 10.10506 3.1194
45 21.336 VV 0.1724 119.01475 10.18121 2.8313
46 21.568 VvV 0.1562 75.29182 6.35472 1.4748
47 21.865 VvV 01991 79.69059 5.19048 1.5610
48 22.109 v 0.1541 5471821 4.62339 1.0718
49 22.363 VvV 0.1582 41.43167 3.44768 0.8116
50 22.588 VvV 0.1332 27.60716 2.79639 0.5408
51 22.770 v 0.0755 11:12973 2.10976 0.2180
52 22..810 VW 0.1014 92.83714 13.31339 1.8185
53 23.363 W 0.2304 27.79680 1.52687 0.5445
54 23.752 VB 0.1223 32.75932 3.73427 0.6417
55 24.182 BV 0.1835 7.50450 5.28926e-1 0.1470
56 24.536 VV 0.0943 5.62777 9.07960e-1 0.1102

Totals : 5105.16933 439.32893

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

Instrument 1 14.11.2002 11:33:24

Page 2 of 2



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\FLA21107\022-1201.D Sample Name: P. ARGENTEA
P. argentea, 500 mg/25 mlL. (MeOH:H20 = 1:1), Vinj. 25 ul

Injection Date 8.11.2002 6:03:11 Seq. Line : 12
Sample Name P. ARGENTEA Location : Vial 22
Acqg. Operator Goran & Renata Inj = L
Acqg. Instrument Instrument 18 Inj Volume : 25 ul

C:\HPCHEM\ 1\METHODS\FLA.M

7.11.2002 23:21:47 by Goran & Renata
C:\HPCHEM\ 1\METHODS\FLAl.M

14.11.2002 11:24:47

(modified after loading)

Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

FLAVONOIDI
DAD1 A, Sig=365,8 Ref=550,80 (FLA211074022-1201.D)
mAU ] ] | 2 e B 5
_ ] < T
] ™ <«
] 2
1 @
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2 } Iig
ol—J
T T T Y g T ; T T T T Y
0 5 10 15 20 mi
Area Percent Report
Sorted By = Signal
Multiplier 2 1.0000
Dilution & 1.0000

Signal 1: DAD1 A, S5ig=365,8 Ref=550,80

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
e [irmtmtead] i | [ === | === |
1 3.022 BV 0.1944 9.79764 8.14132e-1 0.0604
2 3.204 vv 0.0514 116.83855 36.45342 0.7201
3 3.418 vv 0.1262 13.18819 1.60019 0.0813
4 3.681 vv 0.1221 48.19838 5.61590 0.2970
5 3.764 Vv 0.0737 21.28953 4.30415 0.1312
6 3.974 vv 0.0866 10.74626 1.82680 0.0662
7 4.050 vv 0.0903 11..29142 1.77348 0.0696
8 4.177 Vv 0.1440 13,.53981 1..23373 0.0834
9 4.475 VBA 0.0990 8.12613 1.26360 0.0501
10 4.986 VvV 0.1945 20.66943 1.43128 0.1274
11 5.412 vv 0.1127 9.10632 1.22569 0.0561
12 5.627 vV 0.1300 36.78975 4.20985 0.2267
13 5.859 Vv 0.1278 59.27259 7.21705 0.3653
14 6.137 Vv 0.1667 19.44425 1.87945 0.11898
15 6.416 VP ¢.1325 82.16892 9.73509 0.5064
16 6.760 VBA 0.1158 26.22251 3.77555 0.1616

17 7.166 BV 0.1347 44.31041 5.13217 0.2731
18 7.655 VWV 0.1780 306.13580 24.13817 1.8867

Instrument 1 14.11.2002 11:37:06 Page 1 of 3

Prilog 21. HPLC kromatogram metanolno-vodenog ekstrakta vrste Plantago argenteq Chaix



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\FLA21107\022-1201.D
P. argentea, 500 mg/25 mL (MeOH:H20 = 1:1), Vinj. 25 ul

Sample Name: P. ARGENTEA

Injection Date : 8.11.2002 6:03:11 Seq. Line : 12

Sample Name : P. ARGENTEA Location : Vial 22

Acg. Operator : Goran & Renata Inj i)

Acq. Instrument : Instrument 18 Inj Volume 25 ul

Acg. Method : C:\HPCHEM\ 1\METHODS\FLA.M

Last changed : 7.11.2002 23:21:47 by Goran & Renata

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FLAl.M

Last changed : 14.11.2002 11:24:47

(modified after loading)

FLAVONOIDI

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

i e [ === === | = [==————— | ===
L] 7.898 v 0.1778 384.10437 32.06579 2.3672
20 8.186 VV 0.1495 75.39844 7.48581 0.4647
21 8.406 VV 0.1307 16.65414 1.85651 0.1026
22 8.592 v 0.1240 10.979%15 130718 0.0677
23 8.746 VV 0.1373 13.54185 1.41894 0.0835
24 9.012 Vv 0.1830 21.23237 1.64068 0.1309
25 9.417 Vv 0.1459 787.44427 82.12008 4.8530
26 9.787 VvV 0.1853 203.93590 15.51630 1.2568
27 10.174 vV 0.3091 165,15915 6.90476 1.0179
28 10.910 vV 0.1445 989.79449 102.6321% 6.1001
29 11.583 VW 0.1367 178.61047 19.81065 1.1008
30 11.899 Vv 0.2055 2274.09180 170.64528 14.0151
31 12.342 VvV 0.1592 146.56586 13.66121 0.9033
32 12.678 VvV 0.1730 42, 73795 358730 0.2634
33 13.049 vV 0.1351 201.99602 22.86707 1.2449
34 13.310 v 0.1479 2927.53857 305.14346 18.0423
35 13.518 vv 0.1207 591.96625 74.51698 3.6483
36 13.824 vV 0.1649 1609.65601 150.33678 9..9202
37 14.488 VvV 0.2363 129.99384 7.56999 0.8011
38 14.900 VP 0.1621 28.17280 2.64928 0.1736
39 15.511 vv 0.2209 155.11557 10.97745 0.9560
40 15.782 vV 0.1527 65.56126 6.55705 0.4041
41 16.153 vv 0.1638 101.77415 9.44134 0.6272
42 16.530 vV 0.1596 36.15644 3.41205 0.2228
43 16.886 VV 0.1522 11.42734 1.10924 0.0704
44 17.247 Vv 0.1615 22.76596 2.15126 0.1403
45 17.559 v 01795 25.89861 2.26314 0.1596
46 17.805 vv 0.1653 156.91374 14.61319 0. 967 L.
47 18.203 VBA 0.2302 97.43027 5.85401 0.6005
48 18.752 BV 0.1931 94.98478 7.23868 0.5854
49 19.562 VV 0.2006 315.75018 22.11574 1.9460
50 19.814 vv 0.1360 93.54264 9.57244 0.5765
51 20.057 Vv 0.1095 721.90289 98.46006 4.44091
52 20+.322 VWV 0.0991 93.48838 13:12157 0.5762
53 20.565 VvV 0.0800 1383.07751 252.12694 8.5238
54 21.070 vV 0.1570 137.90123 11.41415 0.8499
55 21.241 VvV 0.0956 81.95671 12.00756 0.5051
56 21.409 vv 0.1192 146.26251 16.85635 0.9014
57 21.638 VV 0.1345 91.59758 9.33378 0.5645
58 21.857 Vv 0.1424 66.67806 6.68384 0.4109
59 22.032 vv 0.0763 27.073905 5.07422 0.1669
60 22.120 vv 0.1468 62.33210 5, 39599 0.3841
61 22.370 vV 0.1327 44 .58740 4.53368 0.2748
62 22.585 vv 0.1267 25.77782 2.76602 0.1589
63 22.908 VvV 0.0842 370.82556 65.32875 2.2854
64 23.195 VvV 0.1899 40.04831 25 #1820 0.2468
65 23.747 VV 0.1294 1L#.02615 1. 81535 0.1049
66 24.113 vv 0.1747 6.24397 5.25203e-1 0.0385
67 24.941 VP 0.0945 1577128 2.61064 0.0972
68 25.223 VV 0.1016 38.03313 5.87241 0.2344
69 25.520 vp 0.1244 21.36053 2.58413 0.1316

Instrument 1

1.62260e4 1752.00094

14.11,2002 11:37 206

Page Z of 3



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\FLA21107\023-1301.D Sample Name: P. CORONOPUS
P. coronopus, 500 mg/25 mL (MeOH:H20 = 1:1), Vinj. 25 u

L
Injection Date : 8.11.2002 6:39:28 Seq. Line : 13
Sample Name : P. CORONOPUS Location : Vial 23
Acqg. Operator : Goran & Renata Inj : 1
Acqg. Instrument : Instrument 18 Inj Volume : 25 pl
Acg. Method : C:\HPCHEM\ 1\METHODS\FLA.M
Last changed : 7.11.2002 23:21:47 by Goran & Renata
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FLAl.M
Last changed : 14.11.2002 11:24:47
(modified after loading)
FLAVONOIDI
DAD1 A, Sig=365,8 Ref=550,80 (FLA21107\023-1301.D)
mAU | | g &? %g )
] = weox g >
ilmtiA i
| |
12+ LN i
10 N _
g K Il
] ~ © '
8] N " i |
f Ry |8
/ | { ¢ o
6 J‘\ [ | g
; AL Y I ‘ 98
4] - IR -
1 ST fl ‘f\‘
i iy |
] ' -L{\_J
0-
| T T T T T T T i T r ’ T r i r T T T T T ’
0] S 10 15 20 miny
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000

Signal 1: DAD1 A,

5ig=365,8 Ref=550,80

Peak RetTime Type Width Area Height Area

# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
e B R [—=—————— [ e |
1 3.019 BP 0.2587 67.35683 3.83915 0.5777
2 3.396 Vv 0.1711 50.17713 3.82393 0.4304
3 3.613 VB 0.1682 98.17415 8.53418 0.8420
4 4.715 BV 0.1193 8.04166 1.05102 0.0690
5 5.073 vv 0.1136 6.41000 8.16403e-1 0.0550
© 5.193 Vv 0.0979 5.43224 7.93417e-1 0.0466
7 5.341 vv 0.1360 9.16104 1.00836 0.0786
8 5.597 vv 0.1625 18.32692 1.74603 0.1572
9 5.804 Vv 0.1360 17.09009 1.88064 0.1466
10 5.986 VvV 0.1087 5.52818 7.43548e-1 0.0474
11 6.320 VP 0.2100 24.07949 1.61465 0.2065
12 6.718 VBA 0.1286 14.83265 1.86781 0.1272
13 7.101 BV 0.1905 26.4331%8 1.87524 0.2267
14 7.408 vV 0.1444 127.07817 13.19136 1.0899
15 7.708 VvV 0.1788 174.96953 13.71844 1.5007
16 8.157 vV 0.1757 72.09746 6.10819 0.6184
17 8.451 vV 0.1462 9.50826 9.07455e-1 0.0815

Instrument 1 14.11.2002 11:41:19 Page 1 of 2

Prilog 22. HPLC kromatogram metanolno-vodenog ekstrakia vrste Plantago coronopus ..



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\FLA21107\023-1301.D
P. coronopus, 500 mg/25 mL (MeOH:H20 = 1:1), Vinj. 25 u

Sample Name: P. CORONOPUS

L
Injection Date : 8.11.2002 6:39:28 Seq. Line 13
Sample Name : P. CORONOPUS Location vial 23
Acqg. Operator : Goran & Renata Inj 1
Acq. Instrument : Instrument 18 Inj Volume 25 1l
Acqg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FLA.M
Last changed : 7.11.2002 23:21:47 Dby Goran & Renata
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FLAl.M
Last changed : 14.11.2002 11:24:47
(modified after loading)
FLAVONOIDI
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
| m—— e | | | memm——— e
18 8.683 VvV 0..1538 14.29197 1.39198 0.1226
19 8.987 Vv 0.2359 6.48587 3.50399e-1 0.0556
20 9.479 v 0.3082 57.10200 2.66258 0.4897
21 10.199 v 0.1718 27.37144 235761 0.2348
22 10.589 vv 0.2177 52.12817 3.34617 0.4471
23 10.951 w 0.2738 61.88987 3.06209 0.5308
24 11.394 vv 0.1523 8.51778 8.25912e-1 0.0731
25 11.933 vwv 0.2172 460.19897 3250925 3.9470
26 12.578 v 0.2416 106.78670 6.11773 0. 8159
2t 13.263 W 0.1515 5746.21680 590.63293 49.2835
28 13.817 vv 0.1588 220.06500 20.90605 1.8874
29 14.054 w 0.1340 48.92561 5.48631 0.4196
30 14.306 VP 0.1427 218.81174 23.06627 1.8767
31 14.940 vV 0.2043 50.47272 3.67421 0.4329
32 15.220 VvV 0.1903 43.48246 3.37536 0.3729
33 15.519 v 0.1670 361.36395 83217533 3+0993
34 16.076 VV 0.1684 142.12852 12..52137 1.2190
35 17.049 vv 0.3685 120.87476 4.29276 1.0367
36 17.518 vV 0.1295 20.92896 2.35818 0.1795
37 17.810 Vv 0.2132 242.23376 1711058 2.0776
38 18.170 VP 0.1578 77 .50192 7.42463 0.6647
39 18.772 BV 0.1944 40.86900 3.08756 0.3505
40 19.565 vv 0.1906 594.10132 43.14511 5.0954
41 19.837 vv 0.0615 53 +5017F1 12.12284 0.458%
42 20.01z v 0.1856 473.09036 34.15889 4.0575
43 20.324 VWV 0.1096 142.88660 17.81404 L.2255
44 20.424 vv 0.0940 115.54237 16.84058 0.9910
45 20.625 vV 0.3585 535.11188 18.44096 4.5895
46 21.147 vv 0.1150 106.03081 12 .75792 0.9094
47 21.322 vv 0.1470 239.24716 21.63770 2.0519
48 21.631 VvV 0.1168 56.50198 6.67296 0.4846
49 21.854 VV 0.1999 88.77744 6.16712 0.7614
50 22.104 vv 0.1663 70.27920 5.52986 0.6028
51 22.362 VvV 0.1390 64.87405 6.25510 0.5564
52 22.600 vV 0.1154 32 . B7534 3490391 0.2794
53 22.748 vV 0.0892 16.25278 2.66472 0.1394
54 22.909 vv 0.1134 100.79202 12 ..32380 0.8645
55 23.282 vV 0.1122 19.08171 2.36353 0.1637
56 23.424 vV 0.1394 1832277 1.70417 0.1571
57 23.841 vv 0.1185 27.79240 3.229085 0.2384
58 24.057 v 0.1220 7.23362 8.27778e-1 0.0620
59 24.530 vP 0.1449 17.21169 1.91386 0.1476
60 24.941 VP 0.0954 10.07992 1:69419 0.0865
61 25.222 vV 0.1017 6.88184 1.06037 0.0590
Totals 1.16595e4 1075.53943
Results obtained with enhanced integrator!

Instrument 1

*** End of Report ***

14.11.2002 11:41:19

Page 2 of 2



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\FLA21107\024-1401.D Sample Name: P. DEPAUPERATA
P. depauperata, 500 mg/25 mL (MeOH:H20 = 1:1), Vinj. 25

ul
Injection Date : 8.11.2002 7:15:44 Seq. Line : 14
Sample Name : P. DEPAUPERATA Location : Vial 24
Acqg. Operator : Goran & Renata Inj : 1
Acg. Instrument : Instrument 18 Inj Volume : 25 upl
Acg. Method : C:\HPCHEM\ 1\METHODS\FLA.M
Last changed : 7.11.2002 23:21:47 by Goran & Renata
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FLAl.M
Last changed : 14.11.2002 11:24:47
(modified after loading)
FLAVONOIDI
DAD1 A, Sig=365,8 Ref=550,80 (FLA211071024-1401.D)
7 It
s % BR § B ®mos
i i ~ 0 O o © i
A PoEE
] § | | | |
12 \ | ‘ ‘ ‘ 1 ‘ \
E | I |
| IaEn
| iy
] (- J
8- RN
: I ] 'i e 3
| © | | 5
] | | g | | ]
6] f * 1% | '\)\\ HE =
l R ; Iy i “% f!“ ﬁ‘
4 I \j | i " iy ‘f! I
] i Py Vv \ YLD
I MLy
2 [ IRNE -
1 {
1 |
o4
T T T T T i T T T
0 S 10 15 20 min
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Signal 1: DAD1l A, Sig=365,8 Ref=550,80
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s ] [mAU] %
e R e i R R R |
1 3.021 BP 0.2272 34.16249 2.27538 0.2940
2 3.392 vv 0.1189 22.12134 2.50720 0.1904
3 3.612 Vv 0.1645 45.53227 3.62519 0.3919
4 3.927 v 0.1601 9.37861 8.41231e-1 0.0807
5 4.260 Vv 0.1087 5.75924 7.32776e-1 0.0496
6 4.407 vP 0.1239 6.21000 7.55804e-1 0.0534
7 4.882 vv 0.1259 5.85709 6.98145e-1 0.0504
8 5.070 Vv 0.1199 7.26584 9.22378e-1 0.0625
9 5.585 Vv 0.1177 121.96920 15.86906 1.0497
10 5.797 VB 0.1174 12.82142 1.67266 0.1103
11 6.168 BV 0.1202 5.94234 7.68792e-1 0.0511
12 6.775 VBA 0.0984 5.36445 8.88708e-1 0.0462
13 7.257 BV 0.1764 259.61234 21.27216 2.2342
14 7.709 Vv 0.1972 59.03911 3.97570 0.5081
15 7.995 0.1053 13.59302 1.85846 0.1170
16 8.151 vv 0.1369 20.80809 2.27186 0.1791
17 8.568 VP 0.1344 194.45483 22.15641 1.6735

Prilog 23. HPLC kromatogram metanolno-vodenog ekstrakta vrste Plantago holostenm Scop. Fage 1 of 2

subsp. depauperata



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\FLA21107\024-1401.D

Sample Name:

P. depauperata, 500 mg/25 mL (MeOH:H20 = 1:1), Vinj. 25

uL

Injection Date : 8.11.2002 7:15:44 Seq. Line : 14
Sample Name P. DEPAUPERATA Location : Vial 24
Acq. Operator Goran & Renata Inj 1
Acg. Instrument : Instrument 18 25 i1,

Acg. Method

Last changed
Analysis Method :
Last changed

T.11.2002 2322147

C:\HPCHEM\ 1\METHODS\FLA.M

Inj Volume

by Goran & Renata

C: \HPCHEM\ 1\METHODS\FLAL.M
14.11.2002 11:24:47

(modified after loading)

FLAVONOIDI
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s ] [mAU] %
e e ey R Jrrmscmmeccs e !
18 9.273 W 0.1724 751.52240 69.38634 6.4676
19 9.971 VB 0.1769 124.72122 10.18457 1.0733
20 10.968 BV 0.1325 569.18762 66.04295 4.8984
21 1I1.538 W 0.1358 36.93663 4.23404 0.3179
22 11.856 VvV 0.2341 103.93289 6.80852 0.8944
23 125198 VW 0.1342 23.70143 2.70498 0.2040
24 12.774 VV 0.2142 345.293406 22..11067 2. 9ille
25 13..195 VvV 0.1519 2590.74414 260.77975 2.2859
26 13.736 vV 0.1528 25.19450 2.43362 0.2168
27 13.883 v 0.1614 2091052 1.74957 0.1800
28 14.231 vv 0.1093 6.45900 8.83153e-1 0.0556
29 14.439 vV 0.1266 87.63636 10.58375 0.7542
30 14.704 vv 0.1485 2417.04858 250.59486 0.8011
31 15.418 VP 0.1503 181.34175 18.51364 1.5606
32 16.130 v 0.1569 211.00358 20.03201 1. 8159
32 16.579 VP 0.2141 31.696717 2.09966 0.2728
34 17.394 wW 0.1625 24.56897 2.26669 0.2114
35 17.707 vV 01517 16.33476 1.67600 0.1406
36 18.227 VBA 0.1553 310.49771 30.37083 28121
37 19.058 vV 0.1385 83.47798 9.31554 0.7184
38 19.332 wW 0.1356 476.52151 52.65572 4.1009
39 19.587 vv 0.0923 49.43861 7.76183 0.4255
40 19.727 vV 0.1305 99.06515 10.4e6l126 0.8526
41 19.938 VvV 0.1450 117.07927 11.10662 1.0076
42 20.226 vv 0.2579 267.65582 1323918 2.3034
43 20.540 VvV 0.2076 238.01930 14.64475 2.0484
44 20.830 vV 0.2664 346.53516 16.81687 2.9823
45 21.133 W 0.1264 133.59108 14.93072 1.1497
46 21.312 vV 0.1247 219.43851 24.00059 1.8885
47 21.528 vV 0.1505 166.03703 14.40243 1.4289
48 21.848 vV 0.1584 105.98518 8.80503 0.9121
49 22.038 VW 0.1449 132.41505 11.98813 1.1396
50 22.348 Vv 0.1295 87.47919 918119 0.7528
51 22.580 vV 0.1604 60.21109 4.86487 0.5182
52 22.897 W 0.0855 12.77979 12..96621 0.6263
53 23.046 VvV 0.0844 170.26990 29.91675 1.4653
54 23.336 vv 0 1989 32.01046 2.14791 952758
55 23.732 W 0.1900 28.15954 190965 0.2423
56 24.938 VP 0.. 1035 7.56502 1.16964 0.0651
57 25.227 v 0.1443 11.17104 1.24929 0.0961
58 25.744 VP 0.1189 6.28450 7.89621e-1 0.0541
Totals 1.16198e4 1140.84130
Results obtained with enhanced integrator!

Instrument 1

*3% End of Repork &+

14.11.2002 1l1l:44:21

P. DEPAUPERATA

Page 2 of 2



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\FLA21107\025-1501.D
P. holosteum, 500 mg/25 mL (MeOH:H20 = 1:1), Vinj. 25 u

L

Sample Name:

Injection Date 8.11.2002 7:52:01 Seq. Line :
Sample Name P. HOLOSTEUM Location :
Acqg. Operator Goran & Renata Inj :
Acqg. Instrument Instrument 18 Inj Volume :

Acq. Method
Last changed

Analysis Method :

Last changed

C:\HPCHEM\ 1\METHODS\FLA.M

7.11.2002 23:21:47 by Goran & Renata
C:\HPCHEM\ 1\METHODS\FLAL.M

14.11.2002 11:24:47

P. HOLOSTEUM

(modified after loading)
FLAVONOIDI

DAD1 A, Sig=365,8 Ref=550,80 (FLA21107\025-1501.D,
mAU ] § §§ % o % g
] © o | t
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0 ] 10 15 20 min]
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: DAD1 A, Sig=365,8 Ref=550,80
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
il Bl [l B | = [ === === I
1 3.020 BP 0.2102 18.90122 1.43038 0.0904
2 3.206 vv 0.0382 11.14691 4.95809 0.0533
3 3.390 vv 0.1236 12.96088 1.43235 0.0620
4 3.607 VvV 0.1527 56.42720 4.81463 0.2698
5 4.401 VBA 0.1381 14.63352 1.55123 0.0700
6 4.856 BV 0.1238 8.34530 9.85542e-1 0.0399
7 5.060 vv 0.1257 21.27349 2.54123 0.1017
8 5.564 Vv 0.1165 171.48180 22.60388 0.8201
9 5.777 Vv 0.1072 14.96958 2.15068 0.0716
10 6.215 VP 0.1817 21.78795 1.93071 0.1042
11 7.192 vV 0.1318 1334.61292 155.94026 6.3824
12 7.675 Vv 0.1905 67.29970 4.83268 0.3218
13 7.981 vv 0.1358 28.92707 3.18850 0.1383
14 8.528 vv 0.1340 531.37262 60.78596 2.5411
15 8.848 VP 0.1292 5.23356 6.55225e-1 0.0250
16 9.291 VW 0.1350 1733.59180 196.42067 8.2904
17 9.999 VP 0.17e1 391.21347 34.02468 1.8709

- Prilog 24. HPLC kromatogram metanolno-vodenog ekstrakta vrste Plantago holosteum Scop. Page 1 of 2

subsp. holosteum



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\FLA21107\025-1501.D
P. holosteum, 500 mg/25 mL (MeOH:H20 = 1:1), Vinj. 25 u

Sample Name: P. HOLOSTEUM

L

Injection Date : 8.11.2002 7:52:01 Seq. ldns 2 15

Sample Name : P. HOLOSTEUM Location : Vial 25

Acq. Operator : Goran & Renata Inj 1

Acg. Instrument : Instrument 18 Inj Volume 25 pl

Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FLA.M .

Last changed : 7.11.2002 23:21:47 by Goran & Renata

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FLAl.M

Last changed : 14.11.2002 11:24:47

(modified after loading)

FLAVONOIDI

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

e e e — |—m=mmmmm - | !
18 10.932 vV 0.1288 766.20697 92::31.871 3.6642
19 11.286 VvV 0.1290 21.68943 2.50421 0.1037
20 11.509 v 0.1378 38.19181 4.29238 0.1826
21 11.993 vV 0.1634 306.62155 27.22370 1.4663
22 12.575 vV 0.2305 149.75516 10.37090 0.7162
23 12.930 VW 0.1116 76.78386 10.47009 0.3672
24 13.181 v 0.1786 4865,27881 428.12079 23.2669
25 13.747 VvV 0.2018 416.20999 31.57467 1.9904
26 14.405 vv 0.1404 191.90091 20.28237 0L S177
27 14.665 VvV 0.1467 3369.49829 355.22025 16.1137
28 15.379 vV 0.2022 203.47906 14.11679 09781
29 15.942 vv 0.1093 48.58507 6.80182 02323
30 16.087 vV 0h1452 I20. 75393 12.44049 0rSdTS
31 16.539 wW 0.2342 28.98887 1.70608 0.1386
32 16.974 vV 0.2063 132.42172 9.17684 0.6333
33 17.462 vv 0.1529 44,35839 4.27959 02121
34 17.699 vV 0.1556 337.58206 32. 917162 1.6144
35 18.009 vp 0.2250 63.41474 3.87413 0:.3033
36 18.662 BV 0.1451 29.68999 3.29481 0.1420
37 18.983 vv 0.1429 174.26398 19.01964 0.8334
38 19.266 VvV 0.1636 597.54803 52.18248 2.8576
39 19.673 VvV 0.1110 97.08068 12.17313 0.4643
40 19.890 vv 0.1864 269.39691 19.11480 1.2883
41 20.057 vV 0.0767 85.05178 15.82499 0.4067
42 20.210 vV 0.1143 287.46796 35.57479 1.3747
43 20.353 vv 0.1091 419.36578 54.88175 2.0055
44 20.545 vV 0.1544 247.37155 20.84791 1.1830
45 20.774 VvV 0.2271 404.49963 23.83723 1.9344
46 21.101 vv 0.1134 134.35735 17.1431e 0.6425
47 21.262 vV 0.0851 589.63605 102.59389 2.8188
48 21.458 vV 0.0907 481.43216 77.28692 2. 3023
49 21.717 vV 0.1332 248.26285 25.13436 1. 182
50 21.992 vv 0.1008 157.25005 21.63363 0.7520
51 22.1%90 vv 0.0879 40.38541 6555132 05 1.931
b2 22.322 VW 0.1060 63.01447 8.35393 0.3013
53 22.494 vv 0.0949 36.02684 2.232550 0.1723
54 22.592 vV 01252 46.31459 5.03827 0.2215
55 22.869 Vv 0.0745 482.58304 99.65943 2.3078
56 23.0Z21 vV 0.0811 277.47217 51.32468 1.3269
5y 23.332 %W 0.1986 35.48970 2.54691 0.1697
58 23.713 vv 0.1010 22.27311 3.13204 0.1065
58 23.813 vV 0.1042 25.60236 3.46442 0.1224
60 24.497 VvV 0.0925 5.25901 8.45912e-1 0.0251
61 24.897 VP 0.0948 7.90406 1:30231 0.0378
62 25.233 vv 0.1183 19.85373 2. 56530 0.0949

Totals 2.09108e4 2258.70164

Results obtained with enhanced integrator!

Instrument 1

*** End of Report ***

14.11.2002 11:47:28

Page 2 of 2



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\FLA21107\026-1601.D

P. scopulorum, 500 mg/25 mL (MeOH:H20 = 1:1), Vinj. 25

ul

Sample Name: P. SCOPULORUM

Injection Date
Sample Name

Acg. Operator
Acqg. Instrument
Acqg. Method

Last changed
Analysis Method :
Last changed

FLAVONOIDI

8.11.2002 8:28:18
P. SCOPULORUM
Goran & Renata

Instrument 18

C:\HPCHEM\ 1\METHODS\FLA.M
21:47 Dby Goran & Renata
C:\HPCHEM\ 1\METHODS\FLAL .M
14.11.2002 11:24:47

7.11.2002 23:

(modified after loading)

Seq. Line : 16
Location : Vial 26
Inj : 1

Inj Volume : 25 pl

DAD1 A, Sig=365,8 Ref=550,80 (FLA21107\026-1601.D)

mAU ] 8 2 8 Q B
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0 5 10 15 20 min
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000

Signal 1: DAD1 A,

Peak RetTime Type
# [min]
1 3.021 VP
2 3.387 v
3 3.598 VB
4 4.387 PBA
5 5.566 VB
6 6.148 BP
7 7.210 vV
8 7.376 VW
9 7.673 VW
10 8.125 Vv
11 8.532 VP
12 9.238 v
13 9.940 VP
14 10.935 vp
15 11.514 v
16 11.827 VvV
17 12.167 VWV

Sig=365,8 Ref=550,80

Width Area
[min] [mAU*s]

.1319 10.
.1338 368.
1870 481.
L2316 61.
.1299 587.
.1353 53.
.2199 92.
.1368 38.

D000 OOOO OO0
N}
o
N}
o
-
1.
)

Height

[mAU]
.02268 1.96087
.47301 1.33320
.46928 8.15402
.71155 5.00374e-1
.30643 26.06809
64462 1.38430
99768 11.96836
.88718 10.12742
43846 9.90200
38225 1.21307
39557 42.20435
96262 41.65698
43283 3.59123
03979 69.96806
54852 6.16625
91190 6.61177
61430 4.29805

OO OWNORFHROOORHOOOO

Prilog 25. HPLC kromatogram metanolno-vodenog ekstrakta vrste Plantago holosteum Scop. Page 1 of 2

subsp. scopulorum



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\FLA21107\026-1601.D Sample Name: P. SCOPULORUM
P. scopulorum, 500 mg/25 mL (MeOH:H20 = 1:1), Vinj. 25

ul

Injection Date : 8.11.2002 8:28:18 Seg. Line : 16

Sample Name : P. SCOPULORUM Location : Vial 26

Acg. Operator : Goran & Renata Tnj & 1

Acqg. Instrument : Instrument 18 Inj Volume : 25 ul

Acq. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FLA.M

Last changed : 7.11.2002 23:21:47 by Goran & Renata

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FLAL.M

Last changed : 14.11.2002 11:24:47

(modified after loading)

FLAVONOIDI

Peak RetTime Type Width Area Height Area
it [min] [min] [mAU*s ] [mAU] %

e |- | === [ Jommmmeee |
18 12.760 VvV 0.1886 235.80881 175 TT12 1.8154
19 13.162 vV 0.1474 3310.21899 346.82416 25.4835
20 13.715 VvV 0.2240 72.93222 4.47918 0.5615
21 14.409 VvV 0.1368 104.53844 11.63900 0.8048
22 14.689 vV 0.1477 1102.99084 115.15976 8.4913
23 15.384 VvV 0.1551 165.34444 16.20030 L2029
24 16.087 VP 0.1588 228.08896 20.97487 1..7559
25 16.526 vV 0.1776 23.18376 1.93687 0.1785
26 16.916 VvV 0.1862 46.21658 3.63869 0.3558
27 17.345 VvV 0.2245 54 .85231 3.32372 0.4223
28 17.640 VvV 0179 11.65043 151253 0.0897
29 18.153 VP 0.1529 279.55893 27.42579 2.1522
30 18.989 vV 0.1428 102.86718 11.02905 0.7919
31 19.269 VvV 0.1433 538.26575 55.44162 4.1438
32 19.687 vV 0.1609 165.12312 13.67027 L2712
33 20.182 vv 0.2813 591.09613 26.59278 4.5505
34 20.283 VvV 0.0755 143.82687 26.41300 1.1972
35 20.546 VvV 0.2522 674.97876 34.80708 5.1963
36 20.812 vv 0.2337 604.06586 34.25510 4.6504
37 21.087 Vv 0.1310 237.23244 24.92790 1.8263
38 21.281 vv 0.1640 269.96643 23.86562 2.0783
39 21.495 vv 0.L625 252.92828 23.65259 22551,
40 21.806 VvV 0.1433 132.55626 12.34576 1.0205
41 21.994 vv 0.1673 153.84009 11.86279 1.1843
42 22.321 vV 0.1060 85.53396 8.49939 0.5045
43 22.456 VvV 0.2004 83.26391 5.26767 0.6410
44 22.870 Vv 0.0775 252.924189 51.29807 1.9471
45 23.022 vV 0.0793 514.14307 101.13778 3.9581
46 23.318 vV 0.1582 31.:/67510 2.63644 0.2439
47 23.710 vV 0.1150 28.19178 3.46292 0.2170
48 23.818 VvV 0. 1335 20.79903 2 .21677 0.1601
49 24.702 VvV 0.0963 5.62599 S9.07483e-1 0.0433
50 24.898 vP 0.0946 18.92948 3.12645 0.1457
51 25.243 v 0.1035 51.17285 7.70718 0.3940

Totals : 1.29896e4 1302.91813

Results obtained with enhanced integrator!

*%% End of Report *#¥%

Instrument 1 14.11.2002 11:51:40 Page 2 of 2



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\FLA21107\027-1701.D Sample Name: P. LAGOPUS
P. lagopus, 500 mg/25 mL (MeOH:H20 = 1:1), Vinj. 25 ul

Injection Date : 8.11.2002 9:04:37 Seq. Line : 17
Sample Name : P. LAGOPUS Location : Vial 27
Acg. Operator : Goran & Renata Inj = 1
Acg. Instrument : Instrument 18 Inj Volume : 25 pl
Acqg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FLA.M
Last changed : 7.11.2002 23:21:47 by Goran & Renata
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FLAl.M
Last changed : 14.11.2002 11:24:47
{(modified after loading)
FLAVONOIDI
DAD1 A, Sig=365,8 Ref=550,80 (FLA21107\027-1701.D) 1
mAU | £ é i :
- $ 2 o i N
I I 3 ? @
- | o | &
12 | 3 ‘r\ | Y
| © ‘ (| l ©
10 ‘ | 8 “ “ ‘ 118
] , {‘ 2| ‘ R
1 | - || | h
] it "g‘ ‘ « |: ‘ j
87 | | s | K
[ 1] @ < ” ol E i
] ; U T - =
6 I [lwo ] ?!Ng ‘&1]
! -~ | »:\—:} T o
| |, N E’\ !1{‘\&];: ¥
4 1 Wi =] I [/\}[\ U
4 LAY VY o
WAVANA/AIRERY
] | Ly
2 ! ) L av
[
0- *7“‘
: : . - . - - . T . . . T
0 % 1‘0 1‘5 20 miny
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Multiplier H 1.0000
Dilution : 1.0000
Signal 1: DAD1 A, Sig=365,8 Ref=550,80
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
il Bl [ ===l | == | == | === |
1 3.015 BP 0.2202 21.42044 1.52186 0.2343
2 3.206 VV 0.0410 12.71706 5.11985 0.1391
3 3.413 Vv 0.1463 38.14096 3.46778 0.4172
4 3.654 VvV 0.1753 51.57961 4.14092 0.5642
5 3.744 VvV 0.1543 44.50213 4.31480 0.4868
.6 3.937 Vv 0.1508 32.25343 2.96678 0.3528
7 4.236 Vv 0.1149 8.23174 1.01172 0.0900
8 5.060 VvV 0.1284 224.72745 27.19481 2.4584
9 5.310 Vv 0.1167 13.93797 1.83354 0.1525
10 5.569 Vv 0.1114 13.56316 1.89685 0.1484
11 5.7%0 v 0.1168 33.20945 4.46339 0.3633
12 6.018 vv 0.1693 14.25486 1.30683 0.1559
13 6.307 vv 0.1115 6.56123 9.17179%e-1 0.0718
14 6.755 VBA 0.1114 9.56010 1.36951 0.1046
15 7.963 VvV 0.1677 8.02655 6.51865e-1 0.0878
16 8.381 Vv 0.1649 6.45694 5.27101le-1 0.0706
17 §.725 vv 0.1729 40.15071 3.63434 0.4392
18 9.311 vv 0.1620 9.57972 8.59597e-1 0.1048
Instrument 1 14.11.2002 11:54:38 Page 1 of 2

Prilog 26. HPLC kromatogram metanolno-vodenog ekstrakta vrste Plantago lagopus L.



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\FLA21107\027-1701.D

Sample Name: P. LAGOPUS

P. lagopus, 500 mg/25 mL (MeOH:H20 = 1:1), Vinj. 25 ulL

Injection Date : 8.11.2002 9:04:37 Seq. Line : 17
Sample Name : P. LAGOPUS Location : Vial 27
Acq. Operator : Goran & Renata Inj 1
Acg. Instrument : Instrument 18 Inj Volume 25 il

Acg. Method

Last changed : J.11.2002 23521547

Analysis Method :
Last changed

C:\HPCHEM\ 1\METHODS\FLA.M

by Goran & Renata

C:\HPCHEM\ 1\METHODS\FLAl .M
14.11.2002 11:24:47

(modified after loading)

FLAVONOIDI
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %
S e s frarmm e [ |
i9 9.933 W 0.1797 34.43368 2.68303 0.3767
20 10.381 Vv 0.1549 72.26071 6.97588 0.7905
21 10.863 v 0.1425 237.16069 25.51164 2.5944
22 11.el12 vv 0.1857 11.87940 8.46576e-1 0.1300
23 11.784 vv 0.1568 13.60082 1.25009 0.1488
24 12.164 Vv 0.2687 19.77006 9.82891e-1 0.2163
25 12.542 vV 0.,1805 123.27921 10.69157 1.3486
26 12.999 w 0.13%2 2718.18164 301.37863 29.7350
27 13.237 wW 0.1410 1185.62817 126.93236 12.3690
28 13.696 vV 0.1550 27.74407 2.63230 030385
29 13.958 vV 0.2358 48.75831 3.23604 0.5334
30 14.415 vv 0.1748 6.30355 5.29904e-1 0.0690
31 14.702 v 0.1672 17.67699 1.54827 0.1934
32 15.207 W 0.1763 56.76407 4.85900 0.6210
33 16.301 vV 0.1602 89.10491 8.36725 0.9747
34 16.859 Vv 0.1659 71.00682 6.37910 0.7768
35 17.09% ww 0.1491 30.77933 3.12069 0.3367
36 17.373 vv 0.1501 126.92219 12.97330 1.3884
37 17.765 vv 0.2059 34.67166 2.35321 0..3793
38 18.063 VP 0.1918 28.84820 2.18779 0.3156
39 18.661 BP 0.1367 1840.46704 213.15126 20.1334
40 19.281 vv 0.1133 8.60139 1.17708 0.0941
41 19.508 vV 0.1324 76.36730 8.37607 0.8354
42 19.886 VvV 0.2496 74.35102 3.91489 0.8133
43  20.320 vV 0.2083 85.233170 5.84307 1.0429
44 20.541 vV 0.1787 92.27728 7.04794 1.0094
45 20.711 vv 0.1088 111.98611 14.08519 1.2250
46 20.896 VvV 0.0881 40.34408 5.73565 0.4413
47 21.112 v 0.1298 83.19878 8.83971 0.9101
48 21.322 vV 0.1420 99198528 9.39945 1.0932
49 21.503 vV 0.1079 38.15646 4.84295 0.4174
50 21.698 VW 0.1883 101.98887 6.90624 1.1157
51 21.9%0 v 0.0902 34.65623 5.44829 8.3791
52 22.080 vv 0.1164 41.14801 4.68653 0.4501
53 " 22.315 WV 0.1544 42.03963 3.59625 0.4599
54 22.518 vV 0.1526 33.56628 2.91024 0.3672
55 22.867 VV 0.0813 657.63904 125.20611 7.1941
56 23,310 w 0.1889 27.58819 1.86179 0.3018
57 23.715 W 0.0999 L. G213 2.51094 0.19286
58 23.798 vV 0.0872 13.90852 2.34657 0.1521
59 24.035 vV 0.1477 9.00636 8.22945e-1 0.0985
60 25.172 v 0.1003 50. 59918 7.73269 0.5535
61 25.480 VP 0.1421 6.91944 7.19888e-1 0.0757
Totals 6141.35132 1039.79985
Results obtained with enhanced integrator!

Instrument 1

**+ End of

14.11.2002 11:54:38

Report ***

Page 2 of 2



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\FLA21107\028-1801.D Sample
P. maritima, 500 mg/25 mL (MeOH:H20 = 1:1), Vinj. 25 ulL
Injection Date 8.11.2002 9:40:54 Seq. Line 18
Sample Name P. MARITIMA Location : Vvial 28
Acqg. Operator Goran & Renata Inj 1
Acqg. Instrument Instrument 18 Inj Volume 25 pl

Acqg. Method
Last changed
Analysis Method :
Last changed

FLAVONOIDI

C:\HPCHEM\ 1\METHODS\FLA.M

7.11.2002 23:21:47 Dby Goran & Renata
C:\HPCHEM\1\METHODS\FLAl.M

14.11.2002 11:24:47

(modified after loading)

Name:

P. MARITIMA

DAD1 A, Sig=365,8 Ref=550,80 (FLA21107\028-1801.D)
mAU ] 3
- @
] | T \l
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1 ! |
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] f ‘Yﬂﬂ
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T " " T T 1
0 5 10 15 20 min
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000

Signal 1: DADI1 A,

Peak RetTime Type

# [min]
1 3.021 BP
2 3.387 vV
3 3.608 vv
4 3.729 vv
5 3.922 v
6 4.401 VBA
7 4.885 PV
8 5.058 vv
9 5.565 Vv
10 5.769 Vv
11 6.133 vv
12 6.731 VBA
13 7.200 BV
14 7.779 VvV
15 8.125 vv
16 8.528 VP
17 9.270 VvV
18 9.954 VB

5ig=365,8 Ref=550,80

Width Area Height Area
[min] = [mAU*s] [mAU] %
e et [ ===~ === | ====mmm | === | ===
0.2287 31.47531 2.15119 0.2104
0.1247 22.61291 2.42669 0.1511
0.1414 40.81460 3.79642 0.2728
0.1021 10.82053 1.76647 0.0723
0.1398 9.11060 8.72645e-1 0.0609
0.2124 16.32466 1.01075 0.1091
0.1230 7.23092 8.6968le-1 0.0483
0.1273 12.73284 1.49583 0.0851
0.1166 214.76480 28.26558 1.4354
0.1143 22.66841 2.99592 0.1515
0.1267 20.88122 2.52057 0.1396¢
0.1203 6.53917 8.64382e-1 0.0437
0.1464 387.41208 40.21659 2.5893
0.2363 96.56490 5.46054 0.6454
0.1362 20.83142 2.24624 0.1392
0.1323 506.75104 58.94543 3.3869
0.1998 778.72284 62.30884 5.2046
0.1935 144.01649 11.71190 0.9625

Instrument 1

14.11.2002 11:57:38

Page 1 of 2

Prilog 27. HPLC kromatogram metanolno-vodenog ekstrakta vrste Plantago maritima L.



Data File C:\HPCHEM\1\DATA\FLA21107\028-1801.D
P. maritima, 500 mg/25 mL (MeOH:H20 = 1:1}), Vinj. 25 ulL

Sample Name: P. MARITIMA

Injection Date : 8.11.2002 9:40:54 Seq. Line : 18

Sample Name : P. MARITIMA Location : Vial 28

Acg. Operator : Goran & Renata Inj 1

Acg. Instrument : Instrument 18 Inj Volume 25 pl

Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FLA.M

Last changed : 7.11.2002 23:21:47 by Goran & Renata

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\FLAl.M

Last changed : 14.11.2002 11:24:47

(modified after loading)

FLAVONOIDI

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [mAU*s] [mAU] %

e e Il D [ |
19 10.922 EV 0.1298 1345.14807 160.49969 8.9903
20 11.501 vv 0.1357 54.88704 6.29603 0.3668
21 11.783 Vv 0.1461 25.72508 2. 12588 0. 271G
22 11.%84 v 0.1409 65.99708 6.94033 0.4411
23 12.144 VP 0.0996 12.59217 1.99469 0.0842
24 12.64%8 VvV 0.1911 186.86700 14.05693 1.2489
25 1B3.15% VWV 0.1610 3396.77588 322.23334 22.7024
26 13.847 Vv 0.:2358 3L J90T57 4.59748 0.5474
27 14.395 vV 0.1315 229.52063 26.92205 1.5340
28 14.663 VV 0.1462 3033.20996 321.14230 20.2725
29 15.078 vV 0.1443 37.96025 3.74212 0...2531
30 15.370 v 0.1542 314.92041 31..09535 2.1048
31 16.074 VvV 0.1458 547.20508 57.09672 3.%6573
32 16.518 vv 0.1833 35.92096 2.92428 0.2401
33 17.097 vv 0.1604 13.60915 1429679 0.0910
34 17.456 VvV 0.1708 44.40683 3.73357 0.2968
35 17.647 vV 0.1476 29.49409 2.97742 0.1971
36 18.137 vp 0.2209 107.13665 6.61847 0.7161
37 18.660 BV 0.1388 33.67404 3.89599 0.2251
38 18.976 VV 0.1362 120.14581 13.45438 0.8030
39 19.256 VW 0.1442 714.48724 72.99145 4.71753
40 19.512 vV 0.0698 41.18705 8.03786 0.2753
41 19.660 VV 0.1238 120.68133 13.83048 0.8066
42 19.884 vv 0.1321 115.56301 11.81568 0.7724
43 20.043 VvV 0.1090 88.03043 O 2 = 0.5884
44 20.201 vwv 0.1667 165.68176 13.36127 1.1073
45 20.389 vv 0.1058 89.78074 12.20583 0.6001
46 20.550 v 0.1436 144.34660 13.62930 0.9647
47 20.749 VvV 0.1718 202.78532 15.79546 1.3553
48 20.950 vv 0.0953 81.34953 12.28435 0.5437
49 21.091 v 0.1131 112.00508 14.03315 0.7486
50 21.280 vV 0.1497 183.99945 16.55120 1.2298
51 21.495 Vv 0.1145 166.61586 19.73098 1.1136
52 21.813 vV 0.1420 104.42420 9.66936 0.6979
53 21.987 vw 0.1250 97 15895 1059113 0.6494
54 22.180 vv 0.0783 29.46981 5.34710 0.1970
55 .22.317 VW 0.1307 87.18540 9.18755 0.5827
56 22.555 Vv 0.1580 51.16279 4.20343 0.3419
57 22.868 VV 0.0829 80.77618 14.51286 0.5399
58 23.018 vV 0.0871 131.18019 22.15130 0.8767
59 23.310 Vv 0.1804 28.62088 2.03134 0..1913
60 23.704 VvV 0.1342 20.05457 1.97974 0.1340
61 23.834 vv 0.1453 23.68635 2.31.569 0.1583
62 24.486 vV 0..1282 5.67799 6.35877e-1 0.0379
63 25.216 VvV 0.1445 8.87678 9.90809%e-1 0.0583

Totals 1.49622e4 1543.34470

Results obtained with enhanced integrator!

Instrument 1

*%% End of Report ***

14.11.2002 11:57:38

Page 2 of 2



Plantago analiza

Ulazna matrica podataka
Plantago

Input Data

Output: NTSY Spc 2.10s, (C) 2000-2001, Applied Biostatistics Inc.
Date & time: 12.11.2002 13:59:52

Input parameters

Read input from file: D:ATONIRADOVI'Rad 32 - Plantago I\Plantago.x!s
Format: width=9 decimals=4

Page width: 80

Field width: 9

Decimal places: 4

Page width: 80

Matrix type = 1, size = 8 by 8, missing value code = "none" (rectangular)

altissima argentea coronopus hol-dep hol-hol hol-sco lagopus maritima

rutin 0.0000 0.0240 0.0000 0.0050 0.0050 0.0070 0.0000 0.0070
hiperozid  0.0120 0.0070 0.0170 0.0000 0.0110 0.0000 0.0200 0.0000
kvercitrin - 0.0020 0.0010 0.0090 0.0010 0.0130 0.0050 0.0080 0.0000
kvercetin  0.0000 0.0000 0.0000 0.0080 0.0140 0.0280 0.0000 0.0060
klorog. k  0.0230 0.0070 0.0030 0.0040 0.0110 0.0020 0.1150 0.0060
kavena k. 0.0330 0.0000 0.0460 0.0230 0.0000 0.0340 0.0010 0.0000
aukubin ~ 0.0900 0.2700 0.0000 0.0800 0.0000 0.0000 0.0700 0.0300
katalpol ~ 0.1300 1.8100 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0800 0.0000

Ending date & time: 12.11.2002 13:59:52

Standardizacija

Subtract: YBAR
Divide by: STD

Matrix type = 1, size = 8 by 8, missing value code = "none" (rectangular)

Var. Mean Std.Dev n  Min Max

rutin 0.0060 0.0079 8 0.0000 0.0240
hiperozid ~ 0.0084 0.0079 8 0.0000 0.0200
kvercitrin -~ 0.0049  0.0047 8 0.0000 0.0130
kvercetin ~ 0.0070 0.0099 8 0.0000 0.0280
klorog. k. 0.0214 0.0384 8 0.0020 0.1150
kavenak. 0.0171 0.0191 8 0.0000 0.0460
aukubin 0.0675 0.0900 8 0.0000 0.2700
katalpol 02525 0.6313 & 0.0000 1.8100

Standardized matrix (8 by 8) saved in file: plantago-sdt.NTS

Ending date & time: 12.11.2002 14:07:40

Prilog 28. "Cluster" analiza fitokemijskih rezultata



Koeficijent udaljenosti

Simint: NTSYSpe 2.10s, (C) 2000-2001, Applied Biostatistics Inc.
Date & time: 12.11.2002 14:09:15

Input parameters

Read input from file: DATONINRADOVI\Rad 32 - Plantago I'\plantago-sdt.NTS
Compute by: cols

Save results in output file: plan-sdt-dis.NTS

Coefficient: DIST

Comments:

STAND: input=D:\TONI\RADOVI\Rad 32 - Plantago I\Plantago-01.NTS, divide=STD,
subts=YBAR, direction=Row
Matrix type = 1, size = 8 by 8, missing value code = "none" (rectangular)

Dis/Similarity matrix (8 by 8) saved in file: plan-sdt-dis. NTS

Ending date & time: 12.11.2002 14:09:15

Dendrogram

SAHN: NTSYSpc 2.10s, (C) 2000-2001, Applied Biostatistics Inc.
Date & time: 12.11.2002 14:16:51

Input parameters

Read input from file: DATONINRADOVI\Rad 32 - Plantago I'plan-sdt-dis. NTS
Save result tree in output file: plan-dis-upg. NTS

Clustering method: UPGMA

In case of ties: WARN

Comments:

STAND: input=DATONNRADOVI'\Rad 32 - Plantago [\Plantago-01.NTS, divide=STD,
subts=YBAR, direction=Row

SIMINT: input=D:\TONI'\RADOVI'\Rad 32 - Plantago I'\plantago-sdt.NTS, coeff=DIST,
direction=Cols
Matrix type = 2, size = 8 by 8, missing value code = "none" (dissimilarity)
Results will be stored in file: plan-dis-upg.NTS

Ending date & time: 12.11.2002 14:16:51
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