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0 inhihitorskom djelovanju metanolnog ekstrakta 
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Primljeno 18. listopada 1959. 

Istrazivano je inhibitorsko dj.elovanje metanolnog -ekstrakta iz 
lisca prosinca, Folium Mercu r i aLis annua L. F. Euphorbiaceae. 

AntJok:sidaciona arktivnoo.t ispitana je u svinjskoj ma siti, i to 
usporedivanjem s Jonolom, kioij i je upo1Jrebljen kao standard. Utvr­
deno je optimai!no inhibiitorsko djelovanje u koncentra.cij1 od 0,10 g 
ekstrakta na 10 · g inasti. U smanjenoj · koncentracij i · smanjilo se 
antioksidaciono djelovanje. 

Dodava:njem askoroinske kiseline u mast s · metanolnim eks­
traktom povecava · se inhibicija. 

Pri ispitivanju kromatografijom na stiupcu (na Ah03 anhidr. 
Brockmann) i Dia papiru (Wbatmran pap,i:r broj 1); te pri spektro­
fotometrijskim mjerenjima (Unicam) utvrden:o je" da priocisceni 
metanolni ekstrakt nij<e hornogenog sastiava, vec se sastoji od vise 
komponenata. · '· 

U liSeu je dok:azana nazocnost tvari, koj1a fluorescira plavom 
bojom. u ultraljrubiCaistom podrucju svijetla. Izolirana s•kova kris:ta­
liniena sup:stanca podvrgnuta je spektrofotomeitri~kom. istraiiv:arijti · 
u ultrci.ljubi6astom i infracrvenoin svij•etlu. 

Stabilizacija zive.Znih namirnica (masti i ulja posebice) vec se niz godina 
intenzivno proucava i sa znanstvenog i sa prakti~nog aspekta. To je posve 
razumljivo, jer su masti i ulja ne samo visoko e:t;lergetske namirnice, vec i 
nosioci bioloski aktivnih tvari. Zbog karakteriistiena! sastava one su, zbog utje­
caja kisika i drugih fakto ra, izvrgnute vrlo brziII). promjenama, pa postaju, 
dj elo,mieno , i1i sasvim, neupotrebljive za prehranu) 

Da se uspori stvaranje autooksidacionih proc8,sa, odnosno da se sprijeci 
kvarenje i propadanje ma'snoca, i:l.anas' se, uz pri~jenu klasienih postupaka 
stabilizacije, upotrebljava p.iz inhibitora sintetskog i vegetabilnog podrijetla, 
Od sintetskih tvarl. djeluju k ao inhibitori fenol, k inbn, naftokinon, ortodifenol, 
paradifenol i mnogi drugi · organski spojevi, a od ~rirodnih tvari pokazuj u to 
djelovanje ulja iz sjemenaka pamucike,: sezama, palme i t. d., te ulja iz klica 
zi tarica. i 1 

' ' 
Iz pojedinih prirodnih sirovina izqlirane su cliste ·supstance, ili su pri,. 

premljeni razlieni ekstrakti s organskim otapalima, koji posjeduju jace ili 
slabije inhibitorsko . djelovanje. Danas ]e vec u mnogim drfavama zakonom 
regulirano dodavanje poj edinih sintetskih i prirodnih inhibitora u mast i li 
druge prehrambene proizvodel,2,3,4,~, 6. 

Eksperimentalni rad na ispitivanjti inhibitorskog svojstva lisea prosinca 
(jedna vrst korova) Folium Mercuria l is annua nastavak je ispitivanja vec prije 
utvrdene antioksidacione aktivhos1;i7. rfaj je rad imap da utvrdi stupanj inhibi-
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torskog djelovanja metanolnog ekstrakta iz lisea u svinjskoj masti, te da 
potanje utvrdi njegov kemijski sastav. 

EKSPERIMENTALNI DIO I REZULTATI 

Za istrazivanje je upotrebljeno suho lisce smrviljeno u sdtan prasak. Iscrplji­
vanje je vr8eno u staklenoj cij.evi s apsolutnim metainolom, etanoLom (96°/o) i petrol 
eterom (0,660-0,680) tako dugo, · dok nije prokapavalo potpuno bezbojno otapalo. 
MetaillQlni eks•traikt uparen je u vakUJUmu (5-00 i 16 mm Hg) do guste konsistencije 
(1/3 pocetne kolicine), prociS6av:an petrol-eterom, tie ponovno upa.ren. 

Od metanolnog ekstrakta pvoCiseavanog petrol-eterom (MeE) uzeto je 0,005, 0,05 
i 0,1 grama na 10 grama svjeze masti u Petr.ijevoj zdjelici, dobro promijesano, te 
izvrgnuto u termostatu 24 sata utjecaju temperature od 980. 

Pa~alelno su izvederii pokusi s uzorkom ciste svinjske masti i s UZiorkom masti 
u koju je dodan Jonol (2,6-di-terc. 'butil-4-metil-fenol)9,to u istim koncentracijama. 
Ti su uz.o.rci slliZili kao standard za utvrdivanje stupnja antioksidacione aktivnosti 
MeE. Inhibitorslm djelovanje utvrdeno je odredivanjem koHcine peroksida po Lea-us. 

Procisceni metanolni ekStrakt podvrgnut je kromatografskom ispitivanju na 
aluminijevu oksidu. Metanolni eluati odijeljeni su na frakcije od po 10 ml, a zatim 
je odredena apsorpcija u UV svijetlu, · 

S 50/o-tnim vodenim ekstraktom liSea, uz dodatak i bez dodatka N solne kise­
line, te s prociScenim 50/o-tinim metanolnim ekstraktom izvedeni su pokusi pomoCiu 
kromatografije na papiru u smjesi butanol-octena kiselina-voda u omjeru 4:1:5. 
Izvr8en je pokusaj da se izoJ.,ira kristalinicna supstanca. 

Iscrpljivanje usitnjenog 1isea organskim otaipalima dalo je ovie vrijednosti: 
30,60/o metanolnog, 18,30/o etanolnog i 4,00/o petrol-eterskog ekstrakta. Paralelnim 
istrazivanjem dobivenih ekstrakta (0,1 g ekstrakta na 10 g masti) utvrdeno je, da 
je najj,ace inhibitorslro djelovanje pokazao metanolni ekstrakt. Zato je on i dalje 
slliZio kao predmet istrazivanja. Peroksidni broj bio je: kod metanolnog ekstrakta 
1,5, kod etan.oll}og ekstrakta 3,0, a kod petrol-eterskog ekstrakta 3,5. 

TABLICA. I - TABLE I 

Peroksidni brojevi PTOciscena metanolnog ekstrakta:, u razlicitim koncentraci3ama, 
u masti kod 980 

Peroxides numbers of purified methanol extract in different concentrations 
iTJ. lard at 980 

Peroksidni broj 
Peroxide number 

I odmah I nakon sati 
immediately after hours 

10 14 22 32 38 

Cista mast 1,5 29,0 46,0 71,5 90,5 100,0 
Rure lard 

+Jonol 0,1:10 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 

+MeE 0,1:10 3,0 3,0 4,5 8,8 12,0 

+ MeE+ as. kis. 
+as. ac. 0,1:0,1:10 1,0 1,0 1,0 1,5 1,5 

'!-Jonotl. 0,05 :10 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 

+ MeE 0,0.5:10 3,0 3,5 4,8 19,0 40,0 

+ MeE+as. kis. 
+as. ac. 

0,05:0,05 :10 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 

+Jonol 0,005:10 1.5 1,5 1,5 1,5 

+ MeE 0,005:10 11,5 25,5 62,5 64,5 
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Rezultati pokusa s obziram na inhibiltorsko djelovanje prociScena metanolnog 
<ekstrakta prikazani su u tablici I. 

Autooksidacione reakcije u masti s MeE usporene su u razlicitom stupnju, vec 
_prema tome u kojoj je koncentraciji MeE bio dodan. 

Inhibitorsko djelov;anje MeE najjaee je u koncentraciji 0,1:10 grama masti (u 
usporedbi s Cistom masti). U smanjenoj k:Oll'J.centraciji dodanog ekstrakta 0,05 grama 
na 10 grama masti smanjeno je i inhi•bitorsko djelovanje, osobito u drugom raz­
doblju pokusa; ono je ipak jos uvijek vidljivo. U joil jafo smanjenoj koncentraciji 
·Od 0,005 na 10 grama masti antioksidaciona je aiktivnost smanjena, kad se usporedi 
.s uziorkom jonoloa i ciste maisti. -

Doda li se askorbinske kiseline u istim koncentracijama, inhibitorsko je djelo- · 
vanje MeE pojaeano; po intenzitetu ono je jednako djeilovanju jonola. 

Podaci dobiveni mjerenjem apsorpcije 22 metanolne frakcije u UV podrucju 
sv:ijetla od 240 do 350 mµ pokiazuju, da je nazocno viSe komponenata. To je u skladu 
·s Cinjenioom, da metanolni ekstrakt nrl.je kemijski definiran (biljka sadrzi amina, 
gorkih i pigmentnih tvari, boje, eterskog ulja)13,14,15, vec da je to smjesa razlicitih 
Jmmponenata. 

-~5 

valna duljina - wave lengths in mµ 

SI. 1. - Fig. 1 

b 

a 

Apsorpcioni spektar plavo obojene komponente (a) - Absorption spectrum of blue 
components (a) 

Apsorpcioni spektar crveno obojene komponente (b) - Absorption spectrum of red 
components (b) 

Rezultati mjerenja apsorpcije u UV svijetlu uzoraka ciste masti i masti s MeE 
'{0,4 g ekstrakta na 20 g masti, i prije i po.slije izvrgavanja utjecaju povisene tempe-:­
rature od 98°), otopljenih u petrol-eteru, pokazuju, da je - usporedno s povecanom 
peroksidnom vrijednoilcu - poveeana i apsorpcija. To se moze - prema rezultattina 
istraiivanja W. 0. Lundberga11 • .1 2 · _ pripisati reakcijama razgradnje i polimeriza­
cije peroksida. Poveeanje je vidljivo u uzorku ciste masti; u nazocnosti metanolnog 
-ekstrakta ono je smanj.eno. 

Preliminarni pokusi s prociscenim metanolnim, vodenim ekstraktom, zakiselje­
nim N solnom kiselinom, pa S test-supstancama kao sto SU dietilamin, dimetil i 
trimetilamin hidroklorid, te reakcijom s ninhidrinom, dali su pozitivne rezultate sr 
-0bzirom .na dietil i d_imetilamin. U kromatogramu razabiremo joil nekoliko kompo­
nenata, koje su dale pozitivnu reakciju s ninhidrinom. 

Reakcija s jodnim parama upucuj.e na narwenost spojeva fenolnoga karaktera, 
-odnosno aroma1skih kiselina. 

Pokusi izvrseni s cistim dietil i dimetilamin hidrokloridom u masti pokazali SU, 

..aa se sprecava stvaranje peroksida. Kolicina nastalih peroksida u masti. nakon 
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24 sata, kod 930 iznosila je u cis.toj mas1ti 116, u masti s 0,5°/o dietilamina 31, a u masti. 
s 0,5 dimeti1amina 9,0 mhliek:viivalenaro u 1 kg ma:sti. . 

Nazocnost plave fluorescirajuce kornponente dokazana je u kromatogramu na. 
papir u , nacinjenom s 50/o.:.tniim MeE i s 50/o-tnJm vodenirn ekstraktom lisea s doda1t­
kom i bez dodatka N solne kiseline (vidljiva plava boja presla u crvenkastu). 

Na sL 1 prikazane siu apsor:pcione vrijednosti s k;arakteristicnim maksimumom 
plavo obojene 50/o-tne vodene iscrpine lisca i crveno obojenog ek:strakta lisca (na­
stalog staj anjem na zraku nakon cca 30 sati) u vidlj ivom dijelu spektra od 360 do 
780 m ,u. 

Apsorpcij a izolirane supstance u UV svijetlu izmjerena je otapanjem kristali- . 
nicne tvari u metanolu p . a. (1 mg u 100 ml) u podrucju valne duzine od 230 do 
380 m µ; rezultati mjerenja u infracrvenom podrucju svijetla pokazuju, kod 3350 A, 
nawcnost OH skupine. 

· Metanolna frakcija ekstrakta, koji je podvrgnut kromatografskom odjeljivanjru 
na Ah03, koncentrirana je u struji zraka na cca 10 ml. Pri stajanju u hladioniku 
na +2.0 izlucili su se nakon n ekoliko mjeseci kristali (cca 5 mg) . T . t . siro·ve krista-­
linicne supstance je 290° (Kofler). Oblik kristala prikazan je na sl. 2.* 

SL 2 - Fig. 2 

Inhibitorsika aktivnost sirove kristaliniene supstance u svinjskoj masti bila: 
je neznatna. 
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SUMMARY 

Inhibitory Effect of Methanol Extract from the Leaves of Dog's Mercury 

F. MiheLic 

125· 

Throughout the course od' examining inhibitory effects of different extracts· 
of organic solvents from the leaves dog's mercury (FoLium MercuriaLis annua L. F~­
Euphorbiaceae), it has been found tha,t the optimal activity was shown by methanol 
extract (MeE) purified by petrol ether. 

Antioxidizing activity has been examined in lard by comparing with Jonol. 
The optimal inhibitory action of methanol extract in Laird was obtained in 

concentration of one per cent, whereas this action was decreased in diminished_ 
concentration. 

The inhibitory action was ' increased in the presence of ascorbic acid. 
The investigations carried out on aluminium oxide (Bmckmann) and with aid 

of pa:per chromatography have shown tha1t purified methanol extract is not homo- · 
genous, but consists of several components. 

The presence of compounds containing nitrogen (amines) has been proved 
and con:filrmed, and it is lbeliieved that there exist compounds of phenol character 
and aromatic acids respectively. 

By means of paiper chromatog,raphy we have proved the presence of a matter 
which fluoresces in UV light with blue colour. It has been isolated one crystalline· 
substance and examined its UV and IR spectrum. 
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