Marija Todorovic¢

Dokazivanje kardiotoni¢nih heterozida
u razliitim vrstama roda Digitalis L.

Ispitivano je prisustvo kardiotonicnih glikozida u podzemnim i nadzemnim or-
ganima Cetiri vrste roda Digitalis. Obradene su vrste: Digitalis lanata Ehrh., D.
ferruginea L., D. ambigua Murr. i D. laevigata W.K. Koriscene su dve metode:
standardne bojene hemijske reakcije za dokazivanje kardiotonicnih heterozida i
metoda tankoslojne hromatografije. Standardnim bojenim hemijskim reakcijama
Jje utvrdeno prisustvo kardiotoni¢nih heterozida u ispitivanim vrstama roda Digi-
talis. Istom metodom je utvrdeno da pored listova (u dostupnoj literaturi listovi
Digitalis-a vaZe kao osnovni izvor kardiotonicnih heterozida) kardiotonicne het-
erozide sadrZe i cvetovi svih i stabla Digitalis lanata Ehrh. i Digitalis laevigata
WK., a ne sadrie korenovi ni jedne od ispitivanih vrsta. Zakljuceno je da
pored listova takode i cvetovi svih i stabla nekih od ispitivanih Digitalis-a mogu
posluZiti kao jos jedan vazZan izvor kardiotoni¢nih heterozida. Metodom tankos-
lojne hromatografije je pokazana varijabilnost prisustva primarnih i sekundarnih
glikozida, kao i aglikona u razlicitim vrstama roda Digitalis.

Uvod

Izuc¢avanje hemijskog sastava biljaka je od velikog znaCaja za proiz-
vodnju lekovitih sredstava na bazi biljnih sastojaka. Medu najvaznije lek-
ove koji vode direktno poreklo od biljaka spadaju i kardiotoni¢ni
heterozidi. Ova jedinjenja pojacavaju snagu kontrakcije sranog miSica i
normalizuju rad srca, pa se lekovi napravljeni od njih koriste u terapiji
mnogih sréanih oboljenja. Prevelike doze kardiotoni¢nih droga (dugotrajno
primenjivane) dovode do fenomena kumulacije i ispoljavaju toksi¢ni efekat
koji se manifestuje nepravilnim kontrakcijama i ubrzanjem ritma rada srca,
$to se ponekad zavrSava smrcu.

S obzirom da su kardiotoni¢ni heterozidi veoma efikasni, to je nji-
hova upotreba veoma raSirena u terapiji. To su organska jedinjenja koja u
svom sastavu imaju dve komponente: Secernu komponentu - glikon i
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neSecernu komponentu - aglikon. Specifi¢no lekovito dejstvo vezano je za
aglikonsku komponentu, a Secerna komponenta ga upotpunjava u pogledu
resoprcije i transporta do mesta delovanja. Steroidno jezgro i 2,6-dide-
zoksiSeceri, koji se kao Secerne komponente dokazuju Keller-Killiani reak-
cijom, karakteristicni su za kardiotoni¢ne heterozide jer se kao specifi¢ni
Seceri nalaze u molekulima ovih heterozida. Nezasiceni petoclani laktonski
prsten, koji se kao deo aglikonske komponente dokazuje Baljetovom reak-
cijom, veoma je bitan za delovanje ovih heterozida, jer sve promene u
njemu dovode do smanjenja ili gubitka dejstva.

Kardiotoni¢ni heterozidi zastupljeni su u biljkama rodova: Digitalis,
Strophanthus, Convalaria, Helleborus itd. NajvaZniji izvori droga sa
kardiotoni¢nim heterozidima su listovi vrsta Digitalis i to: Digitalis pur-
purea L. i Digitalis lanata Ehrh. (Volavisek 1996, Luki¢ 1993b). Korisna
dejstva biljaka sa kardiotoni¢nim heterozidima kod sréanih aritmija opisao
je Withering (1775), koji je opisao upotrebu naprstka (Digitalis sp.). Po
njemu naprstak ima dominantno i izuzetno povoljno dejstvo na sréane kon-
trakcije do stupnja jo$ neprimecenog kod bilo kog drugog leka u to vreme.

Od Sest vrsta koliko je zastupljeno u flori Srbije u radu su obradene
Cetiri vrste roda Digitalis, i to: Digitalis lanata Ehrh., D. ferruginea L., D.
ambigua Murr. i D. laevigata W K.

Digitalis lanata Ehrh. je biljka koja sadrZi veliki broj heterozida, od
kojih su najznacajniji primarni-lanatozid A, B, C. Razgradnjom primarnih
dobijaju se sekundarni heterozidi koji su, izuzev jedne acetilne grupe na
jednoj Secernoj komponenti (acetil-digitoksoza), indenti¢ni sekundarnim
heterozidima purpurnog digitalisa (D. purpurea L.). LiS¢e ove biljke sadrzi
steroidne saponine, neaktivne steroidne heterozide, flavonoide, tanine,
razne kiseline, mineralne soli i enzime.

Digitalis ambigua Murr. sadrzi glikozide digitalin, digitoksin i gitalin
kao najvaznije komponente. LiS¢e Digitalis ferruginea L. sadrZi lanatozide
A, B, C kao primarne i digitoksin, gitoksin i digoksin kao sekundarne glik-
ozide. Listovi Digitalis laevigata W K. sadrZe lanatozid A kao dominantni
primarni glikozid. Upravo zbog toga, javlja se sve vece interesovanje za
ovu biljku radi upotrebe u terapijske svrhe.

Naspram jo§ uvek nedovoljno proucene D. laevigata, D. lanata se
uspesno gaji kod nas i u farmaceutskoj industriji se koristi sve viSe umesto
purpurnog digitalisa. Upotrebljava se za izradu kardiotoni¢nih lekova, ali
u slucaju unosenja vecih koli¢ina produkata njenog lis¢a pojavljuju se
simptomi trovanja. U terapijskim dozama glikozidi D. ambigua-e su
takode kardiotonici. Po karakteru dejstva na srce preparati D. ambigua-e
su sli¢ni preparatima purpurnog digitalisa s tim §to imaju izraZenija kumu-
lativna dejstva. Lisce D. ferruginea-e i D. ambigua-e Koristi se u Rusiji
kao sirovina za izradu novogalenskih preparata.
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Cilj ovog rada je bio da se utvrdi zastupljenost kardiotoni¢nih hete-
rozida u podzemnim i nadzemnim organima vrsta roda Digitalis. Ujedno,
cilj rada je bio i izdvajanje Secera i aglikona iz listova ovih biljaka, kao i
uocavanje razlika u razdvojenim jedinjenjima kod razli¢itih biljnih vrsta.

Materijal 1 metode

Biljke koje su analizirane su skupljane u dva navrata. Prvi deo ma-
terijala sakupljan je od 1. do 29. juna 1996. godine i to sa sledecih loka-
liteta: okolina NiSa, Stara planina, okolina Petnice i dolina reke Gradac,
dok je drugi deo materijala uzet takode iz okoline NiSa i sa Stare planine
u periodu od 5. do 30. avgusta 1996. U okolini Ni$a je materijal sakupljan
sa plantaZznih uzgajaliSta farmaceutskog kombinata ,,Zdravlje , Leskovac.
U okolini Petnice i u dolini reke Gradac je materijal (D. ferruginea i D.
lanata) sakupljen na kréevinama po retkim Sumama, dok je na Staroj plan-
ini materijal (D. ambigua i D. laevigata) uziman sa livada Sumskog pojasa,
kamenitih padina i Sumskih secina.

Za ispitivanje prisustva kardiotoni¢nih heterozida svih biljnih organa
koruséena su standardne bojene hemijske reakcije (Ph. Jug.), s tim §to su
prethodno svi biljni delovi smrvljeni u prah da bi se mogli iskoristiti za
dokazne reakcije. Obradeno je ukupno 12 uzoraka i to po tri uzorka svake
biljne vrste roda Digitalis.

Pojava odgovarajuce boje je bila potvrda prisustva, a intezitet dobi-
jene boje je iskoriSten za orijentacione zakljucke o koli¢ini prisutnih het-
erozida. U tabelama je znakom ,,- oznaceno odsustvo pozitivne reakcije,
a znakom ,,+ dovoljna zastupljenost kardiotoni¢nih heterozida, dok je sa
,,»++ oznaCena veca zastupljenost u odnosu na prethodnu reakciju.
Prilikom izvodenja Baljetove reakcije, intenzivno narandasta boja je
oznacena sa ,,++ , svetlije narandasta sa ,,+ , dok izraZeno Zuta boja, koja
se ne razlikuje od boje natrijum-piktrata, oznacavana je sa ,,- . Kod Kel-
ler-Killiani reakcije, obojenost dodirne povrSine sa gornje strane plavo
zelenom bojom, a sa donje smede crvenom i pojava tamnog prstena,
oznacavana je kao pozitivna reakcija (+) dok pojava Zuto zelene boje i od-
sustvo tamnog prstena kao negativna reakcija (- ).

U cilju vece puozdanosti, na materijalu sakupljenom u avgustu
analiza je ponovljena dva puta.

Metodom tankoslojne hromatografije analizirane su biljke: Digitalis
lanata Ehrh., D. ferruginea L. i D. laevigata W K., sakupljane u junu u
okolini Petnice, u dolini reke Gradac, kao i u okolini NiSa. Analiza nije
uradena na uzorku D. ambigua Murr. zbog nedostatka materijala.

Sprasena droga (1 g) zagrevana je sa 20 ml 50%-tnog etanola 15 mi-
nuta. U rastvor je dodato 10 ml 10%-tnog olovoacetata. Rastvor jr filtriran.
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U filtrat je dodato malo (kap-dve) siréetne kiseline i potom je rastvor ek-
strahovan dihlormetanom (3~ 15 ml). Sjedinjeni rastvor dihlormetana je
filtriran preko bezvodnog natrijumsulfata i uparen do suva. Suvi ostatak je
rastvoren u maloj koli¢ini dihlormetana i metanola (1 : 1) i nanet na hro-
matogram. Koriséene su gotove ploce Si-gela (DC-Alufolien Kieselgel 254
mm fluks). Kao mobilna faza koriS¢ena je smeSa rastvaraCa: etilacetat-
metanol-voda (81 : 11 : 8). Za vizualizaciju razdvojenih mrlja hromato-
gram je prskan rastvorom antimontrihlorida (20%-tni rastvor u
hloroformu).

Rezultati 1 diskusija

Rezultati dobijeni standardnim bojenim hemijskim
reakcijama za identifikaciju kardiotoni¢nih heterozida

Standardnim bojenim hemijskim reakcijama utvrdeno je, u saglasnosti
sa oCekivanjima, prisustvo kardiotoni¢nih heterozida u nadzemnim or-
ganima, za razliku od korena gde nije bilo pozitivne reakcije.

Kod vrste Digitalis lanata Ehrh., rezultati su bili u saglasnosti sa
ocekivanim. Njegovi listovi predstavljaju, kao Sto je ve¢ utvrdeno (Vo-
lavisek 1996, Luki¢ 1993 a, b) najvazniji izvor kardiotoni¢nih heterozida.
Medutim, ne i jedini. Rezultati pokazuju zastupljenost kardiotoni¢nih het-
erozida u cvetu kao i u stablu ove biljne vrste, dok u korenu nisu identi-
fikovani (tabela 1).

Tabela 1. Zastupljenost kardiotoni¢nih heterozida u Digitalis lanata Ehrh.

Jun Avgust
Biljni organ ~ NPL DS SJ NPL DS SJ
Cvet + + + + + +
List ++ + + + + +
Stablo + + + + + +

Koren - - - - - -

NPLP - nezasiceni petoclani laktonski prsten, DS - 2.6-didezoksi Seceri, SJ - steroid-
no jezgro; iste skracenice su koriSéene i u ostalim tabelama.

Listovi vrste Digitalis ambigua Murr., takode pokazuju najvedi
sadrzaj kardiotoni¢nih heterozida od svih organa biljke. Za razliku od
Digitalis lanata Ehrh. ovde je jo§ samo u cvetu uoceno prisustvo ovih jed-
injenja, dok u stablu i korenu nije bilo pozitivne reakcije (tabela 2).
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Tabela 2. Zastupljenost kardiotoni¢nih heterozida u Digitalis ambigua Ehrh.

Jun Avgust
Biljni organ ~ NPL DS SJ NPL DS SJ
Cvet + + + + + +
List ++ + + + + +
Stablo - - - - - -
Koren - - - - - -

U listovima Digitalis ferruginea L. takode je uocCeno prisustvo kardio-
toni¢nih heterozida. Ispitivanja obavljena u avgustu pokazuju da cvetovi
ove vrste mogu posluZiti kao jo§ jedan vaZan izvor kardiotoni¢nih heteroz-
ida, za razliku od stabla i korena, gde kao i kod D. ambigua Murr. nije
bilo pozitivne reakcije (tabela 3).

Tabela 3. Zastupljenost kardiotoni¢nih heterozida u Digitalis ferruginea L.

Jun Avgust
Biljni organ ~ NPL DS SJ NPL DS SJ
Cvet / / / + + +
List ++ + + + + +
Stablo - - - - - -
Koren - - - - - -

Listovi Digitalis laevigata W K., koja je do danas jo§ uvek slabo
hemijski ispitana, pokazuju prisustvo kardiotoni¢nih heterozida kao i sve
prethodno ispitane vrste. Kod cvetova je, u saglasnosti sa ocCekivanjima,
takode konstatovano njihovo prisustvo, dok kod korena nije bilo pozitivne
reakcije. Stablo pokazuje neznatno prisustvo ovih organskih jedinjenja.
Naime, vrste uzete u periodu od 1. do 29. juna ukazuju na prisustvo
kardiotoni¢nih heterozida u njihovim stablima, dok kod biljaka uzetih u
periodu od 5. do 30. avgusta 1996. godine nije bilo pozitivne reakcije (ta-
bela 4). Ovakve promene najverovatnije zavise od vremena branja, klimat-
skih uslova i staniSta sa koga je vrsta uzeta.

Tabela 4. Zastupljenost kardiotoni¢nih heterozida u Digitalis laevigata

WK.

Jun Avgust
Biljni organ ~ NPL DS SJ NPL DS SJ
Cvet + + + + + +
List ++ + + + + +
Stablo + + + - - -
Koren - - - - - -
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Rezultati dobijeni metodom tankoslojne hromatografije

Na osnovu rezultata dobijenih metodom tankoslojne hromatografije,
izvrSena je detekcija razdvojenih jedinjenja kod Digitalis lanatae folium,
D. laevigatae folium i D. ferrugineae folium. UoCena je razlika u pogledu
primarnih i sekundarnih glikozida kod sve tri vrste Digitalis-a.

Na hromatogramu se hlorofili A i B pojavljuju kao dve zelene trake,
a nekoliko zutih traka potie od razdvojenih flavonoida.

Tamno ljubicaste trake kod Digitalis lanatae folium predstavljaju nje-
gove primarne glikozide-lanatozide A, B, C, koji cepanjem prelaze
odgovarajuce sekundarne glikozide i, kasnije, aglikone: digitoksigenin, gi-
toksigenin i digoksigenin koji su predstavljeni slabim ljubicasto plavim
zonama. Lanatozid A formira glavnu zonu u koloniji, dok su lanatozidi B
i C zastupljeni u nizim koncentracijama. Slobodni aglikoni kardiotoni¢nih
hetorozida koji su prisutni u ekstraktu krecu se sa frontom rastvaraca
(imaju najveée Rf vrednosti) i na hromatogramu se vide kao svetlo-
ljubiCaste trake.

Kod Digitalis ferrugineae folium primarni glikozidi-lanatozidi A, B,
C predstavljeni su sa slabije izraZzenim ljubiCastim trakama u odnosu na
Digitalis lanatae folium. Lanatozid A formira glavnu zonu, dok su lana-
tozidi B i C zastupljeni u nizim koncentracijama. Prisutni su i
odgovarajuci aglikoni, gitoksin i digitoksin, predstavljeni slabim plavo-
ljubiCastim trakama.

Kod Digitalis laevigatae folium moze se uociti dominantni primarni
glikozid-lanatozid A, predstavljen svetlo ljubicastom trakom, koji cepa-
njem prelazi u sekundarni glikozid. Slobodni aglikon - digitoksin, krece
se za frontom rastvaraca brtZe u odnosu na Digitalis lanatae folium i na
hromatogramu je predstavljen slabo izrazenom ljubicasto-plavom trakom.

Zakljucak

Na osnovu dobijenih rezultata moZemo zakljuciti da je zastupljenost
kardiotoni¢nih heterozida prilicno neravnomerna. Naime, u dostupnoj lite-
raturi, listovi digitalisa vaZe kao najvazniji izvor kardiotoni¢nih heterozida
kod ovih biljaka. Rezultati dobijeni u ovom radu govore da je pored lis-
tova prisutnost ovih jedinjenja konstantovana i u cvetovima svih i u
stablima nekih od ispitanih vrsta, kao §to su: Digitalis lanata Ehrh. i Digi-
talis laevigata W K. Ovim rezultatima su dati potpuniji podaci o zastu-
pljenosti kardiotoni¢nih heterozida i u ostalim biljnim delovima, Sto
sugeriSe i njihovu §iru primenu za ekstrakciju kardiotoni¢nih heterozida i
izradu lekova za leCenje sréanih oboljenja. Ujedno, rezultati ovih ispiti-
vanja su prilog boljem poznavanju hemijske strukture vrsta roda Digitalis,
koje su hemijski jo§ uvek nedovoljno proucene.
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Marija Todorovic¢

Indication of Cardiotonic Heterozides in Diferent Species of
Genus Digitalis

The presence of cardiotonic glycosides in underground and over-
ground organs of four species of genus Digiralis has been researched. The
following species were studied: Digitalis lanata Ehrh., D. ferruginea L.,
D. ambigua Murr. i D. laevigata W K. There were two methods used: a
standard method for indication of cardiotonic heterozides and a method of
thin-layer chromatography. By the standard method for indication of
cardiotonic heterozides the presence of cardiotonic heterozides has been
found in up to now, less studied and less known species of genus Digi-
talis. The presence of cardiotonic heterozides in their overground organs
has been found and their lack in the radix of all the researched species. It
was concluded that flowers of all the Digitalis species and trunks of some
of them may represent one more significant source of cardiotonic heteroz-
ides besides the leaves, as already known source of these organic com-
pounds. The method of thin-layer cromatography indicates the variability
of the primary and secondary glycosides and as well as aglycons presence
in different species of genus Digitalis.
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