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Badania farmakobotaniczne podgatunkéw Viscum album L.
II1. Terpeny i sterole

PapMakofoTaHuMYEeCKHME WMCCIeROBaHMA noxaBuaoB Viscum album L. III. Tepnens:
M CTEPOJIBI

Pharmacobotanical Research on the Sub-Species Viscum album L. III. Terpenes
and Sterols

Analiza wystepowania w jemiole zwiazkéw izopentanowych, do ktérych miedzy
innymi nalezg terpeny, sterole i kauczuk, stanowi kontynuacje kompleksowych ba-
dan podgatunkéw Viscum album L. (Krzaczek 1976a, 1976b). Zwiazki o charak-
terze terpenéw byly izolowane z jemioly stosunkowo wcze$nie. W r. 1861 Reinsch
(Winterfeld i Dorle, 1942) wydzielil kwas jemiolowy i wskazal na wy-
stepowanie kauczuku. Van Italie (1918) izolowal z subsp. album, rosngcego na
jabtoni i topoli, kwas dajacy reakcje charakterystyczne dla steroli, uznajgc go za
identyczny z kwasem ursolowym. Badania Wintersteina i Hammerle'a
(1931) wykazuja, ze kwas ten jest identyczny z kwasem oleanolowym i wystepuje
w jemiole w stanie wolnym w iloéci do 0,8%. Autorzy ci wykazali ponadto wystepo-
wanie w jemiole glukozydowego polaczenia kwasu oleanolowego. Nastepnie Bauer
i Gerlof (1936) izolowali z wyciaggu eterowego obok kwasu oleanolowego dwa
zywicoalkohole, ktére nazwali a-wiskol i f-wiskol. Jednoznaczna identyfikacje tych
alkoholi przeprowadzili Meyer i Jeger (1948) ustalajgc identycznos$é a-wiskolu
i B-amyryny, oraz $-wiskolu i lupeolu. Przy koncu pierwszej polowy biezacego stu-
lecia Fernandez (Hegnauer, 1966) przeprowadzil identyfikacje kauczuku
i wykazal jego obecnoéé w iloSci do 1,45% w wegetatywnych cze$ciach jemioty. Jak
z powyzszego wynika, co wykazano réwniez uprzednio (Krzaczek 1976a, 1976b),
badany byl wylgcznie subsp. album, a sterole w jemiole w ogble nie byly analizo-
wane. Dlatego tez wydawalo sie celowe przebadanie rozpowszechnienia zwigzkéw
izopentanowych w innych podgatunkach jemioly oraz ustalenie ewentualnego wply-
wu zywiciela na zawarto$§é tych zwigzkéw w subsp. album.

1. MATERIAL I METODA BADAN

1.1. Miejsce i czas zbioru surowca podano w I cze$ci pracy (Krzaczek 1976a).
Material do badan stanowily ulistnione pedy, o grubosci do 5 mm (Stipites visci),
wysuszone w normalnych warunkach. Do analizy chemicznej podgatunkéw Viscum
album L. uzyto po 2,2 kg wysuszonego i rozdrobnionego surowca (sito nr 1, FP IV)
subsp. album zebranego z Malus domestica Borb., subsp. abietis (Wiesb.) Abrom.
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z Abies alba Mill. i subsp. austriacum (Wiesb.) Vollm. z Pinus sylvestris L. oraz
po 0,25 kg materialu subsp. elbum z nastepujacych zywicieli: Populus nigra L., Sa-
lix fragilis L., Pyrus communis L., Tilia cordata Mill. i Acer negundo L.

1. 1. 2. Ekstrakcje surowca prowadzono kolejno eterem naftowym i etylowym
po 60 godz. w aparacie Soxhleta, co zapewnilo wyczerpujaca ekstrakcje skladnikow
izopentanowych. Skladniki te (Kt,, Kt,, Kz;, K2z, Ok, T i S) wydzielono z eks-
traktow eteru naftowego i etylowego wg schematdéw 1 i 2. Inne zwigzki otrzyma-
ne z tych ekstraktéw bedg tematem nastepnych opracowan.

1. 1. 3. Tok rozdzialu i oczyszczania poszczegélnych ‘skiadnikéw kontrolowano
przy pomocy chromatografii cienkowarstwowej, na ptytkach powlekanych 0,25 mm
warstwg zelu krzemionkowego impregnowanego azotanem srebra (Peereboom,
Beckes 1965). Octany alkoholi trdéjterpenowych i kwasy trojterpenowe chromato-
grafowano na warstwach zelu zawierajgcego okoto. 6% azotanu srebra, a octany
steroli na zelu zawierajacym okolo 30% azotanu srebra. Chromatogramy PO sprys-
kaniu odczynnikiem wywolujgcym ogrzewano przez 5—10 minut w temp. 100°C.

Do chromatografii kolumnowej stosowano obojetny tlenek glinu o 1 =topniu
aktywno$ci i zel krzemionkowy impregnowany azotanem srebra (Marsili, Mo-
relli 1970).

Temperatury topnienia (niekorygowane) oznaczano na stoliku mikroskopowym
Boetiusa.

Pomiary spektrofotometryczne w zakresie podczerwieni wykonano w aparacie
Unicam SP 200, w roztworze chloroformowym dla alkoholi tréjterpenowych i ich
estrow, a dla kwaséw tréjterpenowych w roztworze N,N-dwumetyloformamidu.

2. BADANIA POSZCZEGOLNYCH SKEADNIKOW

2.1. Kwasy terpenowe (Kt,, Kt;, Kz;, Kz,).

2.1.1. Frakcje kwasow trojterpenowych (Kt; i Kt;) po wstepnym zba-
daniu chromatograficznym polaczono. Nastepnie rozpuszczono na gorgco
w etanolu i odbarwiono weglem aktywnym, po czym poddano frakcjono-
wanej krystalizacji z etanolu. Otrzymano krystaliczny produkt, ktéry po
rekrystalizacji z etanolu byl jednorodny chromatograficznie i wykazywal
t.t. (307—308°) i widmo IR (3400, 1620, 800 cm™') zgodne z danymi pis-
miennictwa (Kaczmarek, 1955, Pasich, 1965) dla kwasu oleano-
lowego.

Z zageszczonego lugu pokrystalizacyjnego, po dwutygodniowym prze-
chowywaniu w chlodni, otrzymano nastepng frakcje krystaliczna, chro-
matograficznie niejednorodng. Po kilkakrotnej krystalizacji tej frakeji
z etanolu z dodatkiem wody, a nastepnie z etanolu bezwodnego otrzyma-
no produkt o temperaturze topnienia 299—301°, zgodnej z t.i.. kwasu
betulinowego, ktory w celach poréwnawczych wyizolowano z klgczy
Menyanthes trifoliata L. metodg Brieskorna i Keskina (1954).
Produkt ten po zmieszaniu z kwasem betulinowym nie wykazuje depresji
t.t.; obie substancje dajg identyczne widma IR: 3400 (OH), 1620 (C=0),
890 cm™! (—C=CH,) oraz jednakowe wartosci Rf (tab. 2) i reakcje barwne
(Pasich 1959) na chromatogramach cienkowarstwowych. Otrzymany
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produkt jest wiec kwasem betulinowym, ktéry zostal wykryty i wyizo-
lowany z jemioly po raz pierwszy. Wystepuje on we wszystkich badanych
podgatunkach Viscum album L. (tab. 1).

Tab. 1. Procentowa zawarto$¢ w przeliczeniu na suchg mase alkoholi i kwaséw tréj-
terpenowych oraz ikauczuku w podgatunkach Viscum album L. w zalezno$ci od zy-
wiciela
The percentage content calculated on the dry mass of alcohols and triterpene ncids
and the caoutchouc in the sub-species Viscum album L. depending on the host

Podgatunek Kwas Kwas
Alkohole oleano- betuli- Sterole Kauczuk
Zywiciel lowy nowy* )

ssp. album
Populus nigra L. 1,37 0,579 -+ 0,063 0,95
Salix fragilis L. 1,59 0,749 + 0,052 2,05
Malus domestica
Borb. 1,14 0,293 0,029 0,063 0,57
Tilia cordata Mill. 1.26 1,052 -+ 0,265 0.24
Acer negundo L. 0,95 0,841 + 0,079 1,36
Pyrus communis L. 2,45 0,617 + 0,046 0,80
ssp. abietis (Wiesb.)
Abrom.
Abies alba Mill. 1,79 0,489 0,083 0,066 1,04
ssp. austriacum (Wiesb.)
Vollm.
Pinus sylvestris L. 1,70 0,741 0,067 0.045 : 1,67
* + - oznaczono obecno$é zwiazku, w przypadku kiedy nie okreSlono jego

procentowe]j zawarto$eci.

Luugi pokrystalizacyjne po kwasie betulinowym zawierajg mieszanine
kwasu oleanolowego, betulinowego i w przewazajgcej ilodci jeszeze jeden
kwas trojterpenowy, ktorego ze wzgledu na zbyt matle iloci nie wydzielo-
no w stanie czystym. Opierajgc sie na analizie chromatograficzne]j (tab. 2)
wobec wzorcowego kwasu ursulowego i zgodnosci charakterystycznych
reakcji barwnych (Pasich 1959) mozna przypuszczaé, Ze zwigzek ten
jest kwasem ursulowym. Wystepowanie jego stwierdzono we wszystkich
badanych podgatunkach Viscum album L. niezaleznie od zywiciela.

2.1.2. Kwasy zywiczne (Kz,, Kz,;) wydzielono z frakcji kwasow (Ktt,,
Ktl,) na drodze metylowania (Jerzmanowska 1967). Stanowig one
bardzo malg cze$¢ ogdlnej ilosci kwasow tluszczowych, tak Ze rozdzial ich
na drodze preparatywnej byl niemozliwy. Analize ich oparto na chro-
matografii, wobec kwasu abietynowego jako wzorca (tab. 2). Z analizy
wynika, ze w Viscum album L. wystepuja przypuszeczalnie tylko trzy
kwasy zywiczne, przy czym zaden z nich nie jest kwasem abietynowym.
Wszystkie trzy kwasy zywiczne wystepujg w subsp. abietis (Wiesb.)
Abrom. i w subsp. album pasozytujacej na Malus domestica Borb., Acer
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Tab. 2. Wyniki chromatografii frakeji kwasow (Kt 1 Kz) z ziela podgatunkéw Viscum
album L.
The chromatography results of (Kt and Kz) acid fractions from the greenery of
sub-species Viscum album L.

Zabarwienie plam

Kwasy R;*
20% SbCl; w CHCI,4 1% SnCl, w SOC),

Az 0,79 szarobrunatne
Bz 0,75 zottobrunatne
Cz 0,67 brunatne
Kwas abietynowy* 0,64 granatowe
Kwas oleanolowy 0,35 fioletowe fioletowe
Kwas betulinowy | 0,24 z6tte szarorézowe
Kwas ursolowy 0,05 rézowe rdézZowe

* Uklad rozwijajacy — benzen-chloroform-metanol (60 : 32 : 8).
** Nie wystepuje w Viscum — wzorzec.

negundo L.; w okazach zyjacych na Salix fragilis i Tilia cordata Mill. brak
zupelnie tych substancji, podczas gdy w jemiole z Pyrus communis L. wy-
stepuje tylko jeden kwas (Cz). Natomiast w subsp. austriacum (Wiesb.)
Vollm. obecne sa dwa kwasy zywiczne (Az, Bz). Rozpowszechnienie kwa-
s6w zywicznych w jemiole (po dokonaniu ich identyfikacji) moze mieé
znaczenie chemotaksonomiczne.

3. BADANIE FRAKCJI ZWIAZKOW OBOJETNYCH (E;, Ey)

3.1. Zwiazki obojetne, po wstepnym zbadaniu chromatograficznym,
polaczono i poddano chromatografii kolumnowej na Al,O;, jednak nie
otrzymano jednorodnych produktoéw (duza ilos¢ estréw o zblizonych wilas-
ciwosciach). Dlatego tez po odparowaniu rozpuszczalnika otrzymana ma-
zista pozostalos¢ poddano hydrolizie 10% KOH w bezwodnym etanolu,
utrzymujac mieszanine reagujgcg w stanie wrzenia przez 9 godz. Nastep-
nie po czesciowym odparowaniu etanolu dodano wody i wymyto eterem
skladniki nie ulegajgce zmydleniu. Warstwe eterowg przemywano woda
do odczynu obojetnego, wysuszono (bezwodny Na,S0O,) i odparowano eter.
Na wpo6l krystaliczng pozostalo$é (Ty) polgczono z analogicznymi frakcja-
mi T; i T3 (schem. 2) i rozpuszczono na gorgco w etanolu, po czym dodano
10% roztworu digitoniny w 80° etanolu w ilo$ci potrzebnej do caltkowitego
wytracenia kompleksu steroli z digitoning (Jerzmanowska 1967).

3.1.2. Osad digitonidéw odsgczono, przemyto kolejno alkoholem ety-
lowym, woda, acetonem i eterem etylowym. Po wysuszeniu osadu do sta-
lej wagi (suszarka prozniowa, temperatura 50°) grawimetrycznie (B u-
dzynska-Topolewska, Rutkowska 1967) oznaczono sume
steroli (tab. 1). Digitonidy steroli rozlozono przez acetylowanie (Jer z-
manowska lc). Uzyskane octany steroli po przekrystalizowaniu z 50°
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barwienie. Z frakeji tych odparowano rozpuszczalniki, pozostato$é¢ roz-
puszczono we wrzacym etanolu i odbarwiono weglem aktywnym. Nastep-
nie przez frakcjonowang krystalizacje pozostalosci z etanolu z dodatkiem
wody i rekrystalizacje z metanolu otrzymano czysty chromatograficznie
octan alkoholu X, ktory krystalizuje w postaci dlugich, cienkich i blysz-
czacych stupéw o t.t 137—140° i [a] 2 =+12° (¢=0,25) w chloroformie.
IR: 3000, 1720, 1480, 1390, 1270, 1040, 980 cm™1.

Poprzez alkalicznag dyhrolize uzyskano wolny alkohol, ktory krystali-
zuje z metanolu w postaci dlugich, cienkich stupéw zebranych w rozety
o tt. 109—110° i [o] 2 =—19,2° (c=0,056) w chloroformie. IR: 3520,
3000, 1480, 1390, 1040, 980 cm™1.

Octan i wolny alkchol w reakcji Liebermanna-Burcharda dajg po-
czatkowo zabarwienie zoélte, przechodzace kolejno w zielonozélte i w po-
maranczowoherbaciane z utrzymujgcg sie przez calty czas zielong fluores-
cencjg. W reakeji Nollera otrzymuje sie poczatkowo zabarwienie zottobru-
natne, przechodzgce szybko w czerwone. W reakcji Salkowskiego warstwa
kwasu siarkowego barwi sie pomaranczowo, a chloroformowa pozostaje
bezbarwna.

Analiza elementarna dla wzoru: C;,H;s,0,

Obliczono: 81,59% C, 11,42% H

Otrzymano: 81,91% C, 11,43% H

Zwigzek o takim samym wzorze sumarycznym izolowali Haq Khan
ze wspolpr. (Hegnauer 1966) z ziela Loranthus grewinkii Boiss et
Buhse. Zwigzkowi temu nadali nazwe loranthol i wysuneli przypuszcze-
nie, ze jest to dwuhydroksylupan. Ze wzgledu na identycznos¢ wzorow
sumarycznych i pokrewienstwo ro$lin, z ktorych zwigzki te izolowano
(Loranthus i Viscum), nie jest wykluczone, Ze sa one identyczne. Wymaga
to jednak dalszych badan zmierzajacych do okre$lenia tozsamosci otrzy-
manej substancji X.

Wyizolowany alkohol X jest nowym dla Viscum album L. zwigzkiem
trojterpenowym, stwierdzono go we wszystkich badanych podgatunkach.

3.3. Poniewaz alkohole tréjterpenowe w roslinach wystepuja najczes-
ciej w postaci octanéw (Jerzmanowska lc.), przeprowadzono chro-
matografie cienkowarstwowg frakcji estrow E; i E, wobec octanéow
f-amyryny, lupeolu i alkcholu X jako wzorcow. Analiza chromatograficz-
na (tab. 4) pozwala na przypuszczenie, ze niezaleznie od podgatunku i zy-
wiciela w jemiole wystepuja octany f-amyryny, lupeolu i alkoholu X.
Na podstawie reakcji barwnych na chromatogramach (tab. 4) mozna przy-
puszczac, zZe obecne sg jeszcze estry wszystkich stwierdzonych wyzej alko-
holi trojterpenowych i kwaséw tluszezowych o wiekszej liczbie wegli.

Nie stwierdzono wolnych alkoholi trojterpenowych w podgatunkach
Viscum album L.
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Tab. 4. Wyniki chromatografii frakcji estrow (E) z ziela podgatunkéw Viscum al-

bum L.
The chromatography results of (E) esters from the greenery of sub-species Viscum
album L.
Estry R, Zabarwienie plam
20% SbCl; w CHCl, Ald. anyzowy**
A 0,74 rézowofioletowe fioletowe
B 0.48 zoitobrunatne brunatne
C 0,41 rézowofioletowe z0lte
Octan B-amyryny 0,32 rézowofioletowe fioletowe
Octan alkoholu X 0,24 z6itobrunatne brunatne
Octan lupeoclu 0,18 fioletowe z61te

Uklad rozwijajacy — n-heptan-benzen-etanol (50 : 50 : 0,5).
** Tak jak w tab. 3.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Badania nad rozpowszechnieniem zwigzkoéw izopentanowych w trzech
europejskich podgatunkach Viscum album L. wykazaly brak jstotnych
roznic miedzy tymi taksonami pod tym wzgledem. Wystepujgce znaczne
réznice ilosciowe w zawartosci poszezegdlnych grup zwigzkéw (tab. 1) nie
dotyczg podgatunkéw jako takich, a jedynie potwierdzajg wyciagniety
juz wezesniej wniosek (Krzaczek 1976 b) o zaleznosci skladu chemicz-
nego jemioty od gatunku zywiciela.

Zawartos¢ alkoholi tréjterpenowych waha sie od 0,95 do 2,45% suchej
masy ziela w zaleznos$ci od zywiciela. Ze wszystkich badanych podgatun-
kéw jemioly wyizolowano, oprocz znanych juz f-amyryny i lupeolu, alko-
hol X (C30H;00,), ktéry jest prawdopodobnie lorantholem. Chromatogra-
ficznie wykazano obecno$¢ w badanych podgatunkach octanéw tych alko-
holi jak tez obecnos¢ innych jeszcze polaczen estrowych (tab. 4).

Od dawna znana byla des¢ wysoka (0,8%) zawartos¢ wolnego kwasu
oleanolowego w jemiole pochodzgcej z drzew lisciastych (Winter-
stein, Hammerle 1931). Obecnie wyizolowano go z subsp. austria-
cum (Wiesb.) Vollm i subsp abietis (Wiesb.) Abrom. Zawartos¢ kwasu
oleanolowego w zaleznoéci od zywiciela waha sie od 0,294 do 1,052% su-
chej masy ziela. Z frakcji kwasoéw terpenowych wyizolowano ponadto
w stanie czystym kwas betulinowy (0,029—0,083%), dotychczas nie noto-
wany w jemiole (Karrer 1958, Hegnauer 1966), a w rodzinie
Loranthaceae wykazany dotad tylko w Nuytsia floribunda (Labill.) R.Br.
(Hegnauer lc.). Otrzymano réwniez kwas ursolowy, zanieczyszczony
kwasem oleanolowym i betulinowym. Chromatograficznie wykazano obec-
nos¢ kwasu ursulowego we wszystkich badanych podgatunkach.

Po raz pierwszy stwierdzono w podgatunkach Viscum album L. obec-
no$¢ trzech kwaséw zywicznych (tab. 2), ktérych wystepowanie wydaje
sie zaleze¢ od podgatunku i zywiciela. W subsp. abietis (Wiesb.) Abrom.
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i w subsp. album pasozytujgcej na Malus domestica Borb. i Acer negundo
L. wystepujg trzy kwasy (Az, Bz, Cz), u okazoéw z innych zywicieli (Salix
fragilis L., Tilia cordata Mill.) brak ich zupelnie lub wystepuje tylko jeden
(z Pyrus communis L. — Cz), podczas gdy w subsp. austriacum (Wiesb.)
Vollm. — tylko dwa (Az, Bz). Ze wzgledu na wydzielenie tych kwaséw
w niewielkiej ilosci nie udalo sie ich rozdzieli¢ i zidentyfikowac.
Zawartos¢ steroli w podgatunkach Viscum album L. jest niewielka,
zalezna od zywiciela (0,045—0,265%). Udalo sie wydzieli¢ jeden w postaci
octanu — jest to dwuhydro-f-sitcsterol. Obecno$¢ innych zwigkoéw stero-
lowych stwierdzono tylko chromatograficznie (tab. 3) we wszystkich ba-
danych okazach jemioly (f8-sitosterol, stigmasterol, sterol A). Ponadto
ergosterol znaleziono w subsp. album z Salix fragilis L. i Populus nigra L.,
a wiegc tylko w jemiole pasozytujgcej na drzewach z rodziny Salicaceae.
Najbardziej zmmienna w zielu jemioly jest ilosé kauczuku (0,24—2,05%).
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PE3SIOME

WccnenoBaniock cojiepxaHue M DPACHpPOCTPAHEHME M30IMEHTAHOBBIX COeXMHeHMIt
B nozaeupax Viscum album L. ObnapymeHa 3aBUCUMOCTb MEXKIY XMMUYECKMM CO-
CTaBOM OMeJibl ¥ X03aMHOM. OcobeHHO OTYETNMBBI KOJMYECTBEHHbIEe pasuunb! (rab. 1).
CyulecTBeHHBIX DPa3HMI[ B COJEPKAHUM MIOMNEHTAHOBLIX COEAMHEHMII B M3ydaeMblx
NOJBUJAX He YCTaHOBJIEHO.

W3 TpaBbl BCeX M3ydaeMbIX IpPEeJCTaBUTEJEel oMenbl (He3aBUCUMO OT ee X03AMHAa
¥ NOABMUZA) KPOMe y2Ke M3BEeCTHbIX [J-aMupuHa, JyIleojia, OJIeMHOBOM KUCAOThHI U Kay-
4yyKa, ObIIM BBIJENEHbl TPUTEPIEHOBbI crupT (CyH;0,), OGeryimnosas KucJoTa,
ABYOKCH-3-CUTOCTEPUH M (PPaKIMA CMOJAHBLIX KUCJIOT. IIpy IOMOILIM TOHKOCJOMHOM
xpomaTorpamuy Ha CUJIMKarejle, MMIIDErHMPOBAHHOM a30THOKUCIBIM cepebpomM, 6blio
ofHapyKeHO IIpUCYTCTBMe aleTaToB [-amupuua, nayneosa u crupta (CyHje0,),
a Takke JAPYIMX STePUdUUMPOBAHHBIX COEIMHEHMIT 3TUX CIMPTOB; NTOBCEMECTHO CO-
AepRaHUe ypPCOJIeBOIl KMCJIOTHI, $-CMTOCTEepMHA, CTUIMacTepuHa, crepuHa A. Bo ¢pak-
1LIMM CMOJSIHBIX KUCJIOT OBy 0OHApYIKEHbI TPU HEMAEHTM(PUUIMPOBAHHLIX COCHNUHEHUA.,
DprocTepuH COREPKUTCA B OMese, napasutupyrowei na Salix fragilis L. u Populus
nigra L.

SUMMARY .

Research has been carried out on the occurrence and prevalence of isopentane
compounds in the sub-species of Viscum album L. A dependence between the
chemical composition of mistletoe and host has been determined. The differences
in the leaves are especially distinct (Table 1). A lack of significant differences
between the sub-species has been ascertained in the field of investigated compounds.

From the greenery of the investigated mistletoe specimens, irrespective of the
host and sub-species, apart from the already known p-amyryn, the following were
isolated; lupeose, oleanol acid caoutchoue, triterapene alcohol, betulin acid ,di-
hydro-B-sitosterol and fractions of resinous acids. Using thin layer chromato-
graphy on siliceous gel impregnated with silver nitrate, the presence of f-amyryn,
lupeose and (C30H5002) alcohol and other ester combinations of these alcohols were
revealed and the common occurrence of urselic acid, f3-sistosterole, stigmasterol
and sterol A. In the fraction of resinous acids three unidentified compounds were
ascertained; ergosterol occurs in mistletoe which parasitize on Salix fragilis L. and
Populus nigra L.



