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1. UVOD



Istrazivanje novih bioloski aktivnih tvari prirodna podrijetla jo§ uvijek predstavlja
vazno 1 perspektivno podrucje istrazivanja, tim viSe $to znacajan broj suvremenih lijekova
(oko 40%) potjece iz biljaka i njihove upotrebe u tradicionalnoj medicini (1). Nadalje, sve je
vise potvrda o nepovoljnim ucincima sintetskih lijekova, u smislu kancerogenih, hepatoloskih,
gastrointestinalnih i drugih poremecaja (2). Iz tog razloga, svako novo istrazivanje iz prirode
izoliranih spojeva moze doprinijeti farmaceutskoj industriji, odnosno razvoju novih lijekova

(3, 4).

Inhibicija vaznih enzima jedna je od temeljnih terapija u lije¢enju bolesti, kao §to su
Alzheimerova demencija (AD) i Diabetes mellitus (DM, Secerna bolest). Primjerice, inhibitori
kolinesteraza podizu razinu acetilkolina, a time dolazi do pobolj$anja kognitivnih sposobnosti
u pacijenata s AD (5). Inhibitori probavnih enzima, kao a-glukozidaze, su vazni u reguliranju
sadrzaja glukoze u krvi u pacijenata s DM (6). Neki sintetski inhibitori se koriste u klinickom
lijeCenju, no pokazuju ograni¢enu ucinkovitosti i nuspojave (7,8,9). 1z tih razloga se ulaze
veliki napor kako bi se otkrili i razvili novi, iz prirode izolirani, inhibitori koji ¢e biti visoko

ucinkoviti i bez $tetnih nuspojava.

Rod Centaurea L. jedan je od najvaznijih i Siroko rasprostranjenih rodova obitelji
Asteraceae, s velikim brojem vrsta, ¢ak vise od 400. U Hrvatskoj postoji oko 80 vrsta ovog
roda, od kojih je 27 endemskih (10). Kemijske studije pokazale su prisutnost velikog broja
spojeva kod ovih vrsta, uglavnom seskviterpenskih laktona, flavonoida i lignana kojima se
mogu pripisati ljekovita svojstva pojedinih vrsta roda Centaurea.
U ovom radu je istrazen kemijski 1 bioloski profil hidrolata pet biljnih vrsta roda Centaurea:
Centaurea rhenana L., Centaurea scabiosa L., Centaurea triumfettii All., Centaurea ragusina

L., Centaurea alba L.

1.1. Sekundarni biljni metaboliti

Sekundarni biljni metaboliti su tvari koje biljke sintetiziraju modificiranim sintetskim
putovima primarnih metabolita ili dijele supstrat u reakciji koji dijeli porijeklo s primarnim

metabolitom (Slika 1.).
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Slika 1. Shema sinteze sekundarnih metabolita (11)

Sekundarni metaboliti nisu esencijalni za zivot biljke, jer ne sudjeluju u procesima
rasta, razvoja 1 reprodukcije biljke, ve¢ sudjeluju u interakciji biljke i okoliSa. Utjecu na
adaptaciju biljke na okoli§ s obzirom na opasnost koja vlada. Glavna im je uloga obrana od
predatora i patogena (otrovne ili neukusne tvari, tvar s antifungalnim djelovanjem), ali mogu
sluziti 1 kao mehanicka potpora, za privlacenje zZivotinja koje oprasuju biljke 1 onih koje
rasprostranjuju sjemenke te u redukciji rasta susjednih biljaka. Povezuju se nadalje s
povecanom tolerancijom na niske temperature, teSke metale i mogu poboljsati
antioksidacijsko djelovanje. Neki imaju fotoprotektivno djelovanje, a neki biljke Stite od UV-
zracenja. Sekundarni metaboliti se dijele, s obzirom na biosintetske puteve kojima nastaju, u
tri skupine: terpeni, fenolni spojevi 1 alkaloidi. Tanini, glikozidi 1 saponini su manje

podskupine sekundarnih metabolita koji se razlikuju po strukturi.

Terpeni su nepolarne molekule ¢iji su prekursori izopentenil-difosfat ili dimetil-alil-
difosfat koji nastaju u dva biosintetska puta: u citosolu mevalonatnim putem (prekursor je
acetil-CoA), te metil-eritriol-fosfatnim putem u plastidima (prekursori su piruvat ili
gliceraldehid-3-fosfat). Terpeni su velika obitelj sekundarnih metabolita koji imaju malo
funkcionalnih 1 strukturnih sli¢nosti. Predstavnici su steroidi, karotenoidi, giberelinska

kiselina 1 mnogi drugi spojevi.



Fenolni spojevi u strukturi sadrze jednu ili vise hidroksilnih skupina na aromatskom
prstenu, a nastaju najées¢e u putu Sikimata (Sikiminski biosintetski put) pretvorbom
jednostavnih ugljikohidrata u aromatske aminomkiseline, koje se dalje derivatiziraju do

fenolnih spojeva.

Alkaloidi nastaju iz aromatskih ili nekih alifatskih aminokiselina. SadrZe jedan ili vise
atoma duSika kao dio heterociklickog prstena. Sintetizirani su iz aminokiselina, primjerice

tirozina.

Tanini su fenolni spojevi koji taloze bjelancevine. Sintetizirani su putem Sikiminske
kiseline (fenilpropanoidni put) kojim su sintetizirani i drugi spojevi: izoflavoni, kumarini,

lignini 1 aromatske aminokiseline.

Glikozidi su spojevi kojie sadrZe aglikon (ne-Secerni dio) 1 glikon (Seerni dio). Dijele
se s obzirom na vrstu aglikona 1 stoga mogu biti: fenoli, alkoholi ili spojevi sumpora. Aglikon
i glikon su povezani glikozidnim vezama kojima su monosaharidi povezani u oligosaharide ili
polisaharide koje biljke obi¢no skladiste, a aktiviraju se djelovanjem hidrolaza koje cijepaju

glikozidne veze.

Tanini su glikozidi ¢iji je aglikon terpenoidne ili steroidne strukture. Na kraju
Se¢ernog dijela molekule se nalaze lipofilni Seceri koji im daju sposobnost smanjivanja
napetosti povrsine. Zbog toga se na membranama 1 kozi stvara, za detergente karakteristi¢an,

efekt pjene (11, 12).

1.2. Fenoli i flavonoidi

Fenoli su vjerojatno najve¢a grupa sekundarnih metabolita biljaka. Po strukturi se
krecu od najjednostavnijih s jednim aromatskim prstenom do slozenih policiklickih spojeva.
Stoga fenoli ukljucuju jednostavne fenole (hidroksibenzojeve kiseline), fenolne kiseline,
hidroksicimetne kiseline 1 flavonoide (Slika 2.). Svi navedeni spojevi su bioloski aktivne tvari
s antioksidacijskim, protuupalnim, antidijabetiCkim, antivirusnim, antioksidacijskim,
citotoksi¢nim 1 drugim svojstvima.

Flavonoidi imaju zajedni¢ku C¢ — C3 — Ce strukturu sacinjenu od 3 prstena. Prsten A i
B su aromatski, a C je heterocikli¢ni prsten koji posjeduje kisikov atom (Slika 2.). Flavonoidi

se dijele u 6 podskupina: flavoni, flavanoli, flavanoni, izoflavoni, flavan-3-oli i flavanoli.



Kapacitet antioksidacijskog djelovanja flavonoida ovisi o njihovoj strukturi, primarno

polozaju slobodnih hidroksilnih skupina i ostalih supstituenata na molekuli (13, 14).

COOH
+
COOH 0
C
Hidroksibenzojeva Hidroksicimetna -
liselina tiselina Flavonoidi

Slika 2. Prikaz strukturnih oblika fenolnih spojeva i flavonoida (15)

1.3. Alzheimerova demencija

Alzheimerova demencija (AD) je progresivna neurodegenerativna bolest ujedno 1
najces¢i uzrok demencije. Prema izvjeséu iz 2016. broj oboljelih diljem svijeta je visi od 46
milijuna ljudi. Starenje populacije ¢e dalje povecavati ovaj problem i dovesti do znatnog
povecanja broja oboljelih od AD. Predvideno je da ¢e se broj oboljelih udvostruciti gotovo
svakih 20 godina, $to bi znacilo da ¢e 2030. biti viSe od 74 milijuna oboljelih, a 2050. godine
viSe od 131 milijuna oboljelih. AD je postala tre¢i uzrok invaliditeta 1 smrtnosti u zreloj
zivotnoj dobi iza kardiovaskulanih ili cerebrovaskularnih bolesti i malignih tumora (16).
Bolest je klinicki karakterizirana pogorSanjem kognitivnih 1 funkcionalnih sposobnosti
pracenih razli¢itim stupnjevima pogorSanja psihijatrijskih 1 bihevioralnih simptoma
pacijenata. PogorSanje je povezano s znacajnim gubitkom neurona 1 sinapsi, kojima prethode
neurokemijske promjene u mozgu kod oboljelih. Mikroskopski gledano dvije patoloSke
promjene su zapazene u mozgu: ekstracelularni neuriticki plak i intracelularni neurofibrilarni

snopic¢i (Slika 3.).



senilni plak  peyrofibrilarni snopici

Slika 3. Prikaz patoloskih lezija karakteristicnih za Alzheimerovu demenciju: senilni plakovi -
izvanstani¢nih nakupina amiloid-f peptida (Ap) i neurofibrilarnih snopi¢a - unutarstani¢nih

nakupina hiperfosforiliranog proteinaT (17)

Obje svojstvene neuropatologije se smatraju obiljeZjem Alzheimerove bolesti, a
rezultat su abnormalog nakupljanja bjelancevina. Neuriti¢ki plak je najveéim dijelom nastao
nakupljanjem p-amiloida, koji se oslobada u ekstracelularni prostor zbog metabolic¢kih
promjena na prekursoru bjelancevine f-amiloida. Neurofibrilarni snopi¢i, koji nastaju unutar
neurona, uglavnom su sastavljeni od T bjelancevine koja je dio citoskeleta. Proces
nakupljanja je vjerojatno pokrenut abnormalnom fosforilacijom bjelancevine T . Uglavnom
prevladava misljenje da je poremecéeni metabolizam prekursorske bjelancevine f-amiloida i
nepravilno nastajanje bjelancevine f-amiloida srediSnji dogadaj u patogenezi Alzheimerove
demencije, te da odredenim putem vodi do T i neurofibrilarne patologije. Hipoteza koja

objedinjuje ove zakljucke je amiloidna kaskadna hipoteza (18).

1.4. Kolinergi¢na hipoteza Alzheimerove bolesti

Acetilkolin (ACh) je vazan neuroprijenosnik koji utjece na kolinergi¢ne neurone i
ukljucen je u kriticne psiholoske procese kao Sto su: paznja, ucenje, pamcenje, odgovor na
stres, izmjena sna i budnosti, te informacije percipirane osjetilima (19).

Kolinergi¢noj teoriji postavljeni su temelji 70-ih 1 80-ih godina 20. stoljea kad su
neuropatolozi istrazivali tkiva mozga preminulih osoba oboljelih od AD (Slika 4.). Pronaden
je specifican nedostatak kolinergicne transmisije od prednjih bazalnih ganglija do Meyertovih
bazalnih jegara, korteksa i hipokampusa. U korteksu i hipokampusu je takoder pronaden

manjak acetilkolin transferaze, enzima odgovorna za sintezu acetilkolina i pouzdanog markera



kolinergicnih neurona 1 sinapsi. Nadalje, pronadeno je 1 smanjenje depolarizacijom
induciranog otpustanja acetilkolina i unos samog prijenosnika u ziv€ane zavrSetke u tkivima

oboljelih (20).

zdravi mozak P uznapredovana AD

Slika 4. Prikaz propadanja moZdane mase kod oboljelih od Alzheimerove demencije u

uznapredovaloj fazi bolesti (21)

Kolinergi¢na hipoteza je osigurala temelje za traZenje terapijske ucinkovitosti putem
kolinergika. Do sada su prema znanstvenim istrazivanjima jedini uvjerljivi dokazi o
zadovoljavajucoj razini ucinkovitosti 1 pouzdanosti zajedno s prihvatljivim nuspojavama
pokazali inhibitori enzima acetilkolinesteraze (takrin, donepezil, rivastigmin i galantamin)

(22).

Druga kolinesteraza koja se mnalazi u srediSnjem Zi¢anom sustavu je
butirilkolinesteraza (BChE) koja ¢ini 20% ukupne kolinesterazne aktivnosti u mozgu pod
normalnim uvjetima. Butirilkolinesteraza (BChE) se naziva i pseudokolinesteraza. U
organizmu djeluje kao zastita AChE od inhibicijskih utjecaja. BChE mozZe hidrolizirati
acetilkolin u sinapsi, a osim toga ima ulogu u metabolizmu lipida, lipoproteina, te u
diferencijaciji 1 rastu zivcanog tkiva. U ve¢im koli¢inama prisutna je u centralnom i
perifernom Zziv€anom sustavu, cerebralnoj tekucini, crijevima, plu¢ima, guSteraci i jetri.
Primijeceno je da se progresijom AD povecava aktivnost BChE, §to vodi do hipoteze da je
BChE korisna meta u kasnoj fazi AD. Jo§ jedna prednost BChE nad AChE je Cinjenica da

nema utjecaj na periferiji i parasimpatickom autonomnom ziv€anom sustavu (23, 24).



1.5. Inzulinska rezistencija i inhibitori a-glukozidaze u Alzheimerovoj demenciji

Jo§ jedan degenerativni mehanizam koji postoji u mozgu je dijabetes i inzulinska
rezistencija koji takoder dovode do vece izlozenosti oksidacijskom stresu te
neurodegenerativnih promjena. Oksidacijski stres je definiran kao neravnoteza u proizvodnji
visoko reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) ili dusikovih spojeva (NOS) i1 sposobnosti stanice
da ih neutralizira antioksidacijskom obranom (25). Mozak je znatno izloZzen oksidacijskom
stresu zbog velikih energetskih zahtjeva, velikog iskoriStavanja kisika, velikoj koli¢ini
polinezasi¢enih masnih kiselina 1 relativno malog broja enzima s antioksidacijskim
djelovanjem (26). Inzulin kontrolira sinapse i neurone u mozgu te njegov manjak cesto
dovodi do istodobnog obolijevanja od AD i dijabetesa. Ovu tvrdnju dodatno potkrjepljuje
¢injenica da je hipometabolizam glukoze rani patoloski proces u prodormalnoj fazi AD.
Neurotoksi¢ni Af se nakuplja u dijelovima mozga u kojima se nakuplja i inzulin. Sam Ap
pridonosi inzulinskoj rezistenciji i tako €ini zacarani krug oksidacijskog stresa i upalnog
procesa u mozdanom tkivu (27, 28). Jedan od mehanizama lije¢enja dijabetesa je usporavanje
apsorpcije glukoze preko inhibicije a-glukozidaze u probavnom sustavu. a-Glukozidaza je
enzim koji katalizira hidrolizu a-glikozidne veze i time je klju¢an za katalizu zavr$nog koraka
katabolizma ugljikohidrata u crijevima. Supstrati enzimu su, ovisno o specifi¢nosti,
oligosaharidi 1 polisaharidi. Hidrolizom a-glikozidne veze u supstratima dolazi do
oslobadanja D-glukoze iz hrane i njene apsorpcije u krvotok. Sam enzim je Siroko
rasprostranjen u mikroorganizmima, biljkama 1 Zivotinjskim tkivima. Inhibicijom enzima
dolazi do smanjenja postprandijalnih razina glukoze u krvi nakon obroka bogatog

ugljikohidratima (29, 30, 31).

1.6. Biljke roda Centaurea

Centurea (zeCina 1ili raslicak) je rod koji pripada najrasprostranjenijoj porodici
Asteraceae (glavocike).Glavocike su jedina porodica reda Astralis i broje vise od 1000 rodova
1 preko 20000 pretezito zeljastih vrsta, rjede polugrmova 1 drveta. Cvjetovi su im najcesce
sakupljeni u glavicaste cvatove koji Cesto izgledaju kao pojedinacni cvijet, pa se stoga
nazivaju laznim cvjetovima. Cvjetovi glavocika u jednoj glavici su svi medusobno jednaki ili
se razlikuju, a po obliku sulaticnog vjencica su cjevasti ili jezicasti. Cvat moZe imati samo

jezicaste, samo cjevaste ili 1 jeziCaste 1 cjevaste cvjetove (Slika 5.). Porodici glavocika
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pripadaju mnoge jestive, ljekovite, industrijske i ukrasne biljke (npr. kamilica, stolisnik,

moravka, podbjel, pelin, cikorija, suncokret, obi¢na salata, krizanteme) (32, 33).

Slika 5. Porodica Asteraceae (glavocike), 1. glavica s cjevastim i jeziastim cvjetovima, 2.
glavica sa samim jeziCastim cvjetovima, 3. cjevasti cvijet, 4. jeziCasti cvijet, 5. razliCite roSke

(34)

Rod zecina (Centaurea) jedan je od najvecih 1 najkompleksnijih rodova porodice
Asteraceae koji obuhvaca oko 400 vrsta diljem svijeta. Vrste roda ze€ina uglavnom su
jednogodisnje ili visegodisnje trave, rjede patuljasti grmovi. Listovi su im cjeloviti ili perasto
razdijeljeni. Na stabljici je prisutna jedna ili viSe cvjetnih glavica u skupinama od dvije do tri
smjeStene na vrSnim ograncima stabljike 1 ¢ine cvat. Ovoj je cvjetnih glavica cilindric¢an ili
okrugao, a pricvjetni listi¢i ¢esto imaju resasti ili trnovit privjesak. Unutarnji cvjetovi glavice
su dvospolni, a rubni neplodni. Plodovi zecine najcesce imaju papus koji u veéine vrsta ostane
na biljci, dok u manjeg broja vrsta otpadne. Papus ¢ine dva ili vise redova grubih do perastih
dlaka ili ljusaka koje mogu biti ovalne do linearne. Red koji se nalazi u samoj unutra$njosti
najkraci je, te su ljuske ili dlake koje ga tvore ¢esto donjim dijelom medusobno srasle i obi¢no
se razlikuju oblikom i teksturom od onih koje se nalaze u vanjskim redovima. Vanjski redovi

dlaka (Ijusaka) preklapaju jedan drugog (35).

Farmakoloska i fitokemijska ispitivanja velikog broja vrsta roda Centaurea su
pokazala njihovo  antioksidacijsko, anitimikrobno 1 antipireticko djelovanje. Fenoli,
flavonoidi 1 drugi spojevi prisutni u biljkama su otkriveni kao potencijalni antioksidansi,

antikarcinogeni 1 protuupalni spojevi (36, 37).



1.7. Metode kvalitativnih odredivanja

Fitokemijski pregled kojim se detektira prisutnost pojedinih klasa spojeva u
ekstraktima biljnih vrsta koristi se jednostavnim taloznim ili obojenim reakcijama.
Reakcijama se kvalitativno mogu dokazati sekundarni biljni metaboliti: fenolni spojevi,

flavonoidi, alkaloidi, tanini, steroidi, terpenoidi, glikozidi i saponini (38).

1.8. Metode kvantitativnih odredivanja

Za odredivanje sadrzaja pojedinih sekundarnih metabolita biljaka, kao fenola,

flavonoida, tanina i dr. koriste se spektrofotemetrijske tehnike.

1.8.1. Metoda odredivanja sadrZaja ukupnih fenola, Folin-Ciocalteu metoda

Folin- Ciocalteu metoda je najCeS¢e koriStena in vitro kolorimetrijska metoda
odredivanja koncentracije ukupnih fenola u razli€itim uzorcima. Reakcijom Folin- Ciocalteu
reagensa i fenola dolazi do stvaranja relativno stabilnog plavo obojenog kompleksa Cija se
apsorbancija mjeri spektrofotometrijki pri 4 =760 nm. Sam reagens je smjesa fosfovolframove
1 fosfomolibdenske kiseline koja u blago alkalnom mediju s fenolima tvori plavo obojeni

kompleks (39).

1.8.2. Metoda odredivanja sadrzaja ukupnih flavonoida, metoda s aluminijevim(III)
kloridom

Metoda odredivanja ukupnog sadrzaja flavonoida aluminijevim(Ill) kloridom je
kolorimetrijska metoda odredivanja. Aluminijev(IIl) klorid tvori kompleks s flavonoidima
ukoliko su prisutni. AICI3 u kiselom mediju tvori stabilne komplekse s C-4 keto skupinom, C-
3 ili C-5 hidroksilnom skupinom flavona ili flavanola. Nadalje, AICI3 moze, u kiselom
mediju, tvorit labilne komplekse s hidroksilnim skupinama A ili B pstena flavonoida. Ukoliko
se stvori kompleks reakcijska smjesa poprima Zutu boju 1 mjeri se apsorbancija pri A =415 nm

(40).
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1.9. Metode ispitivanja bioloskih potencijala biljnih ekstrakata

1.9.1. Metoda odredivanja sposobnosti inhibicije enzima kolinesteraza, metoda po
Ellmanu

Sposobnost neke Ciste tvari ili smjese da inhibira kolinesteraze, acetilkolinesterazu
(AChE) 1 butirilkolinesterazu (BChE), najcesce se ispituje spektrofotometrijski, metodom po
Ellmanu. Enzimska aktivnost mjeri se prate¢i povecanje koncentracije zutog obojenja

nastalog tiokolina koji stupa u reakciju s tionitrobezoat ionom (DTNB).

enzim

Acetilkolin — Tiokolin + Acetat

Tiokolin + Ditiobisnitrobenzoat - Zuto obojenje

Ellmanov reagens 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzojeva kiselina (DTNB) se koristi za odredivanje
broja ili koncentracije tiolnih skupina u uzorku. Tioli reagiraju s DTNB-om i nastaje 2-nitro-5
merkaptobenzojeva kiselina (TNB), koja zatim u vodi ionizira u TNB- ion kod neutralnog ili
alkalnog pH. Oslobodeni TNB- ion je intenzivno zute boje. Koli¢ina oslobodenog TNB- se

mjeri pri 4 =412 nm.
Sposobnost inhibicije iskazuje se:

Ak - Au

% inhibicije = (=) x 100 ,

Gdje je Ax— apsorbancija kontrolnog uzorka; A,— apsorbancija ispitivanog uzorka (41).

1.9.2. Metoda odredivanja sposobnosti inhibicije enzima a-glukozidaze, metoda po
Sigma-Aldrichu

Sigma-Aldrich je bioloska metoda odredivanja inhibicije a-glukozidaze. Enzim koji se
koristi je a-glukozidaza koja hidrolizira supstrat (4-nitrofenil-a-D-glukopiranozid (pNGP)) 1
prilokom te reakcije se oslobada p-nitrofenol. Koli¢ina oslobodenog p-nitrofenola se detektira

pri =412 nm (42).
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2.0. Spektrofotometrijske metode

Spektrometrijske metode su one kojima se mjeri sposobnost tvari da apsorbira,
reflektira i emitira zracenje. Prilikom prolaska elektromagnetskog zracenja kroz uzorak dolazi
do apsorpcije ili emisije zracenja, ovisno o samoj strukturi tvari kroz koju zracenje prolazi kao
1 0 njegovoj frekvenciji. Iz toga proizlazi da energija elektromagnetskog zracenja apsorpcijom
moze dati energiju molekuli koja je apsorbira. Jedan od najceS¢e koriStenih
spektrofotometrijskih instrumenata je spektrofotometar. Spektrofotometar mjeri koli¢inu
svjetla koju molekula apsorbira, mjereci intenzitet svjetla koje prolazi kroz uzorak smjese. Uz

pomo¢ ovog uredaja moguce je odrediti koncentraciju proucavanih tvari (41).

Kod spektrofotometrijskih mjerenja vazna su dva pojma kojima se opisuju svojstva
tvari, a to su transmitacija (T) i apsorbancija (A). Transmitacija otopine (T) definira se kao dio

upadnog zracenja koji je proSao kroz otopinu:
T=P/Poy
gdje je Py - ulazna snaga zracenja,
P - snaga zraCenja nakon apsorpcije.

Apsorbancija otopine (A) definira se kao logaritamski odnos zracenja koje je proslo

kroz otopinu (Po) i upadnog zracenja (P):
A =log (Po/P)

Lambert-Beerov zakon predstavlja funkcijski odnos kvantiteta apsorbancije 1

koncentracije vrste koja apsorbira elektromagentsko zracenje:
A = abc

gdje je a - apsorptivnost (apsorpcijski koeficijent), b - duljina puta zrac¢enja kroz uzorak, c -

koncentracija apsorbirajuce vrste (43).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti kemijski i1 bioloski profil hidrolata biljaka roda
Centaurea: C. rhenana, C. scabiosa, C. triumfettii, C. ragusina i C. alba. Kemijski profil
hidrolata odrediti ¢e se kvalitativnim dokazivanjem prisutnosti pojedinih sekundarnih
metabolita te kvantitativnim odredivanjem sadrzaja ukupnih fenolnih i ukupnih flavonoidnih
komponenti hidrolata. Kvalitativno dokazivanje sekundarnih metabolita odrediti ¢e se prema
protokolu Guettafa i1 suradnika, sadrzaj ukupnih fenola odrediti ¢e se metodom po Folin-
Ciocalteu, dok ¢e se sadrzaj ukupnih flavonoidnih spojeva odrediti metodom s
aluminijevim(IIl) kloridom. Bioloski potencijal hidrolata biljaka roda Centaurea ispitati ¢e se
u smislu inhibicije enzima acetilkolinesteraze (AChE), butirilkolinesteraze (BChE) i a-
glukozidaze, enzima vaznih u tretmanu Alzheimerove demencije i Se¢erne bolesti. Sposobnost
hidrolata da inhibiraju enzim AChE i BChE ispitati ¢e se metodom po Ellmanu, dok ¢e se

njihova sposobnost da inhibiraju enzim a-glukozidazu ispitati metodom po Sigma-Aldrichu.
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. Biljni materijal

3.1.1. Centaurea rhenana L.

C. Rhenana (rajnska zecCina) je kratkotrajna viSegodis$nja vrsta jako ¢vrstog korijena,
dlakave stabljike ili paucinstih dlaka dok je mlada. Stabljika naraste od 20 do 150 cm (Slika
6.). Raste uz rijeke, jezera, na ravnicama ili uz ceste.

Porijeklom je iz jugoistocne Europe, ali zbog spomenutog jakog korijena se lako
rasprostranila na sjever. Brzo zauzme novo staniste i istiskuje druge vrste na barem tri nacina:
1) njen korijen upija vodu brze od ostalih biljaka;

2) brzo se rasprostranjuje zbog brze proizvodnje sjemena;
3) manja je vjerojatnost da ¢e biti hrana za biljojede pored ostalih vrsta.
Takoder se predvida da istiskuje druge vrste na stanistu, jer ispusta toksine iz korijena

koji zaustavljaju rast susjednih biljaka (44).

Slika 6. Centaurea rhenana (45)
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3.1.2. Centaurea scabiosa L.

C. scabiosa (velika zeCina) je trajna zeljasta biljka. Stabljika je uspravna, uglasta,
izbrazdano hrapava, u gornjem dijelu razgranata. Raste u visinu od 30 do 150 cm. Podanak je
snazan 1 skoro odrvenio. Listovi su s obje strane, perasto razdijeljeni na lancetaste reznjeve
(Slika 7.). Cvjetovi su purpurni i1 skupljeni u glavice na vrhu stabljika u promjeru od 3 do 5

cm. Cvate u srpnju i kolovozu.

Rasprostranjena je u Europi, a raste na suhim livadama i pasnjacima na rahlom tlu do

pretplaninskog pojasa (46).

Slika 7. Centaurea scabiosa (47)
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3.1.3. Centaurea triumfettii All.

C. triumfettii (gorska zeCina) je zeljasta viSegodi$nja biljka. Stabljika naraste od 30 do
60 cm. Listovi su nepodijeljeni i lancelasti. Cvjetovi su ljubicaste boje u unutrasnjosti i azurno
plave do svjetlo ljubicaste izvana (Slika 8.). C. triumfettii cvate u razdoblju od svibnja do

kolovoza.

Rasprostranjena je u juznoj 1 srednjoj Europi. StaniSte koje preferira su osuncana
podrucja u listopadnim grmovima na subalpskim travnjacima i livadama. Vrsta uspijeva na

staniStima i do 2000 m nadmorske visine (48).

Slika 8. Centaurea triumfettii (49)
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3.1.4. Centaurea ragusina L.

C. ragusina (dubrovacka ze€ina) je od 1969. godine zasti¢ena kao endemska vrsta na
svim staniStima. Stabljika je upravna ili pridignuta i uglata. Naraste od 30 do 60 cm u visinu,
te pri vrhu stabljike ima jednu do tri cvjetne glavice koje su pri dnu odrvenjele 1 bijelo
vunaste. Cvjetovi su Zute boje, a listovi su perasto razdijeljeni. Glavice su okruglaste 1
promjera od 20 do 25 mm. Plod je roska duga 4-5 mm i oko 1,5 mm Siroka. Valjkasta je,

sivkasta, prekrivena poleglim, svilenkastim dlac¢icama (Slika 9.).

Raste u pukotinama karbonatnih stijena koje se okomito izdizu iznad mora (50).

Slika 9. Centaurea ragusina (51)
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3.1.5. Centaurea alba L.

C. alba (bijela zec¢ina) je dvogodiSnja zeljasta biljka. Stabljika se metlicasto grana od sredine i
raste do 60 cm u visinu. Listovi su zeleni s malo dlaka i perasto podijeljeni u lancetaste
reznjeve. Cvjetovi su cjevasti bijele 1 ruZiCaste boje. SrediSnji cvjetovi su dvospolni, dok su
rubni sterilni. Cvat je promjera od 11 do 12 mm 1 jajastog je oblika (Slika 10.). Vrijeme

cvatnje je od lipnja do kolovoza.

Staniste na koje C. alba zauzima je susno, kamenjarsko podrucje, te podrucja uz ceste

diljem Europe (52).

Slika 10. Centaurea alba (53)
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3.2. Priprema uzorka

U ovom radu koriSteni su hidrolati biljaka roda Centaurea: C. rhenana (Pasjaca,
Konavli), C. scabiosa (Biokovo, Vosac), C. triumfettii (Tijarica, Doci), C. ragusina (Marjan,
Split) 1 C. alba (Medugorje) koje su sabrane na podruc¢ju Splitsko-dalmatinske Zupanije 1

Bosne 1 Hercegovine u proljece 2018. godine.

Hidrolati su dobiveni kao ekstrakti zaostali nakon hidrodestilacije (metoda po
Clevengeru, slika 10.) eteri¢nih ulja navedenih biljnih vrsta. Hidrolati su profiltrirani 1
liofilizirani u aparturi za liofilizaciju. Iz liofiliziranih hidrolata su pripremljene vodene

otopine uzoraka biljaka roda Centaurea koncentracije 1 mg/mL.

Slika 11. Hidrodestilacija uzorka, aparatura po Clevengeru
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3.3. Kvalitativno dokazivanje pojedinih klasa spojeva ekstrakata

Izolirani hidrolati biljaka roda Centaurea kvalitativno su ispitani na prisutnost

alkaloidnih, taninskih, steroidnih, terpenoidnih, glikozidnih i saponinskih sastojaka smjese.

3.3.1. Kvalitativno dokazivanje alkaloida u ekstraktu

Za odredivanje sadrzaja alkaloidnih komponenti ispitanih hidrolata, u epruvetu u koju
je dodano 3 mL heksana dodaje se 0,2 g uzorka. Smjesa je dobro promuckana i filtrirana.
Zatim je dodano 5 mL 2% HCI. Nakon zagrijavanja epruvete dodano je par kapi pikrinske

kiseline. Na dnu epruvete se stvorio zuti talog koji dokazuje prisutnost alkaloida.
3.3.2. Kvalitativno dokazivanje tanina u ekstraktu
Za odredivanje prisutnosti tanina u smjesi pomijeSan je 1 mL uzorka s 10 mL

destilirane vode. Dodane su nadalje 3 kapljice reagensa zeljezova(lll) klorida. Pojava

tamnoplavog do crnog ili zelenog taloga ukazuje na prisutnost tanina u smjesi.
3.3.3. Kvalitativno dokazivanje steroida u ekstraktu
Za odredivanje pristunosti steroida u smjesi koli¢ini od 0,5 g hidrolata je dodano 1 M

anhidrid octane kiseline u dva obroka i zatim H>SO4. Ukoliko su prisutni steroidi boja otopine

se mijenja iz ljubicaste u plavu ili zelenu.
3.3.4. Kvalitativno dokazivanje terpenoida u ekstraktu
Za odredivanje prisutnosti terpenoida u smjesi otopini uzorka (5 mL) doda se 2 mL

kloroforma te pazljivo 3 mL koncentrirane H>SO4 da nastane sloj na povrSini. Pojava

crvenkasto- smedeg obojenja medu slojevima dokazuje prisutnost terpenoida.
3.3.5. Kvalitativno dokazivanje glikozida u ekstraktu

Za dokazivanje prisutnosti glikozida u smjesi pomijesa se 4 mL vodene otopine uzorka
1 5 mL otopine Fehlingovog reagensa. Epruveta s otopinom se stavi u vrué¢u vodenu kupelj i

ostavi 5 minuta. Pojava crvenog taloga zbog nastalog bakrovog oksida dokazuje prisutnost

Secera.
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3.3.6. Kvalitativno dokazivanje saponina u ekstraktu

Za dokazivanje prisutnosti saponina u smjesi 5 mL vodene otopine uzorka se snazno
trese 2 minuta. Nastala pjena na vrhu otopine uzorka mora biti postojana barem 15 minuta da

bi mogli potvrditi postojanje saponina u smjesi.

3.4. Kvantitativna odredivanja pojedinih klasa spojeva ekstrakta

U izoliranim hidrolatima biljaka roda Cenftaurea kvantitativno je odreden sadrZaj

ukupnih fenolnih te sadrzaj ukupnih flavanoidnih komponenti.

3.4.1. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenolnih komponenti u hidrolatima je odreden metodom po Folin-
Ciocalteu. U odmjerne tikvice od 25 mL otpipetirano je po 0,25 mL ekstrakta, te je dodano po
15 mL destilirane vode i 1,25 mL Folin-Ciocalteu reagensa prethodno razrijedenog s vodom u
omjeru 1:2. Pripravljene otopine su dobro promijesane, a potom je u vremenskom intervalu od
3-8 minuta dodano po 3,75 mL 20% otopine NaxCOs;. Odmjerne tikvice su dopunjene do
oznake s destiliranom vodom i inkubirane na sobnoj temperaturi 2 sata. Nakon toga je oCitana

apsorbancija pri valnoj duljini od 765 nm.

Za izradu krivulje umjeravanja pripravljene su otopine galne kiseline kao standarda u
sljede¢im koncentracijama: 50, 100, 150, 250 1 500 mg/L. Na temelju krivulje umjeravanja
o€itane su vrijednosti ukupnih fenola u uzorcima, izraZzene kao mg ekvivalenta galne kiseline

(GAE) po 1 g ekstrakta.
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Slika 12. Pripremljeni uzorci galne kiseline (gorni red) i uzoraka (donji red)

3.4.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Ukupni flavonoidi odredeni su metodom s aluminijevim kloridom. U odmjernu tikvicu
od 5 mL stavljeno je 0,5 mL otopine uzorka. Dodano je 1,5 mL etanola, 0,1 mL 10% AICI5 i
0,1 mL 1 M CH3COOK. Smjesi je dodano destilirane vode do 5 mL. Usporedno s pripremom
otopina uzorka, pripremljene su i kontrole. Postupak pripreme kontrole je isti osim dodavanja
vode umjesto 0,1 mL 10% AICl;. Nakon inkubacije otopina (30 minuta na sobnoj
temperaturi) izmjerene su apsorbancije otopina pri valnoj duljini od 415 nm na
spektrofotometru. Kao standard za izradu krivulje umjeravanja koriSten je kvercetin u
koncentracijama: 50, 75, 100 i 200 mg/L. Na temelju krivulje umjeravanja su ocitane
vrijednosti ukupnih flavonoida u uzorcima, koje su izraZene kao mg ekvivalenta kvercetina

(QE) po 1 g ekstrakta.

3.5. Ispitivanje bioloskih potencijala uzoraka

Izolirani hidrolati biljaka roda Centaurea ispitani su na sposobnost inhibicije enzima

acetilkolinesteraze (AChE), butirilkolinesteraze (BChE) te a-glukozidaze.
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3.5.1. Odredivanje sposobnosti inhibicije kolinesteraza, acetilkolinesteraze (AChE),
butirilkolinesteraze (BChE)

Za ispitivanje sposobnosti inhibicije enzima acetilkolinesteraze (AChE) hidrolatima
biljaka roda Centaurea koriSten je enzim izoliran iz elektrofora elektri¢ne jegulje (Tip V-S).

Supstrat enzimu je acetiltiolkolin jodid (ATChI).

Za ispitivanje sposobnosti inhibicije enzima butirilkolinesteraza (BChE) hidrolatima
biljaka roda Centaurea koriSten je enzim izoliran iz seruma konja, a kao supstrat je koristen

butiriltiokolin jodid (BTChI).
Za mjerenje sposobnosti inhibicije AChE / BChE pripremljene su sljedece otopine:

. DTNB kona¢ne koncentracije 0,3 mM otapanjem 13,079 mg DTNB u 5 mL pufera
pH=7 50,12 M NaHCO3

. ATChI konaéne koncentracije 0,5 mM otapanjem 15,9 mg ATChl u 5 mL pufera
pH=8.
. AChE konac¢ne koncentracije 0,03 U/mL 6,6 pL pocetne otopine enzima (500 U/mL

AChE u puferu pH=8) u 5 mL pufera, pH=8.

. BuTChlI konaé¢ne koncentracije 0,5 mM otapanjem 17,45 mg BuTChl u 5 mL pufera
pH=8.
. BChE konac¢ne koncentracije 0,03 U/mL 14 pL pocetne otopine enzima (240 U/mL

BChE u puferu pH=8) u 5 mL pufera pH=8.

Tablica 1. Shema eksperimenta

180 190 190 180 190
10 10 10 10 10
10H0 10H0 10 H20 10 10
10 / 10 10 /
10 10 / 10 10

Kontrola = umjesto uzorka dodana je voda u istom volumenu; BL1 BL2 = slijepa proba s

obzirom na kontrolu, Uzorak BL = slijepa proba s obzirom na uzorak
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Sposobnost inhibicije iskazana je kao:

Ak - Au )
Ak

% inhibicije = ( x 100,

Gdje je Ax— apsorbancija kontrolnog uzorka; A,— apsorbancija ispitivanog uzorka

3.5.2. Sposobnost inhibicije enzima a-glukozidaze

Za ispitivanje sposobnosti hidrolata biljaka roda Centaurea da inhibiraju enzim o-
glikozidazu koriSten je enzim izoliran iz kvasca Saccharomyces cerevisiae tipa 1. Za supstrat

je koriSten 4-nitrofenil-a-D-glukopiranozid (pNGP).
Za mjerenje sposobnosti inhibicije enzima a-glukozidaze koristene su sljedece otopine:

. Fosfatni pufer; pH =7 (0,11 0,01 M)

. Enzim a-glukozidaza; 0,1 U/mL (Pripremljena je otopina konc. 1 mg/mL (10 U/mL) u
fosfatnom puferu (0,01 M), te razrijedena u istom puferu na 0, 1 U/mL (uz dodatak BSA
konc. 1 mg/mL)

. 4-nitrofenil-a-D-glukopiranozid (pNGP); 0,5 mM (Otopljeno je 0, 1506 g u 100 mL
0,1 M fosfatnog pufera)

. Natrijev karbonat; 0,2 M (Otopljeno je 2,12 g bezvodnog natrijevog karbonata u 100
mL dest. vode)

. 1,2,3,4,6,-penta-O-galloyl-f-D-glucose; 0,5 mg/mL (Otopljeno je 0,5 mg krutine u 1
mL 0,1 M fosfatnog pufera)

Eksperiment je voden na nacin da su sve otopine u potrebnom volumenu pomijeSane,
inkubirane 30 min/37°C, dodana je otopina Na,COs3 1 mjerena je promjena apsorbancije.
Enzimatska hidroliza supstrata pracena je koli¢inom p-nitrofenola koji se oslobada i1 detektira
pri valnoj duljini od 412 nm. Za mjerenje je koriSten cCita¢ mikrotitarskih plocica (engl.

multiplate reader).
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Tablica 2. Shema eksperimenta

Pufer 60 uL 85 uL 50 uL
Uzorak / / 10 uL
a-glikozidaza 25 uL / 25 uL
PNGP 25 uL 25 uL 25 uL
Na:COs 100 uL 100 uL 100 uL

(nakon 30 min!)

75 uL
25 uL
/

10 uL
100 pL

kontrola = umjesto uzorka dodana je voda u istom volumenu; BL= slijepa proba s obziroma

na kontrolu; uzorak BL = slijepa proba s obzirom na uzorak

Sposobnost inhibicije iskazana je kao:

Ak - Au

% inhibicije = (2222 ) x 100,

Ak

Gdje je Ax— apsorbancija kontrolnog uzorka; A, — apsorbancija ispitivanog uzorka
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4. REZULTATI
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Kemijski 1 bioloski profil biljaka roda Centaurea (C. rhenana, C. scabiosa,
C.triumfettii, C. ragusina, C. alba) odreden je na nacin da su u prethodno izoliranim
hidrolatima navedenih biljaka kvalitativno i kvantitativno dokazane pojedine klase spojeva, te
je ispitana sposobnost inhibicije enzima acetilkolinesteraze (AChE), butirilkolinesteraze
(BChE) te a-glukozidaze navedenim hidrolatima. Kvalitativno dokazivanje pojedinih klasa
spojeva u hidrolatima biljaka provedeno je prema protokolu Guettafa i suradnika (54).
Kvantitativno je u hidrolatima dokazan ukupni sadrzaj fenolnih spojeva, metodom po Folin-
Ciocalteu (55) te flavonoidnih komponenti, metodom s aluminijevim(IIl) kloridom (56).
Sposobnost inhibicije enzima kolinesteraza, AChE i BChE, ispitana je metodom po Ellmanu
(57), dok je sposobnost inhibicije enzima a-glukozidaze ispitana Sigma-Aldrich metodom

(58).

4.1. Kvalitativna odredivanja pojedinih klasa spojeva u hidrolatima biljaka roda
Centaurea

U hidrolatima biljaka roda Centaurea kvalitativno je dokazana prisutnost sljedecih
klasa spojeva: alkaloida, tanina, steroida, terpenoida, glikozida i saponina. Rezultati su

prikazani Tablicom 3.

Tablica 3. Postojanje pojedinih klasa spojeva u hidrolatima biljaka roda Centaurea

- - - - + +
C. rhenana
C. scabiosa - - - - + +
C. triumfettii - - - - + +
C. ragusina - - - - + T
C. alba - - - - n n
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4.2. Kvantitativna odredivanja

U hidrolatima biljaka roda Centaurea odreden je ukupni sadrzaj fenolnih i ukupni

sadrzaj flavonoidnih komponenti.

4.2.1. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Ukupan sadrzaj fenola u hidrolatima biljaka roda Centaurea odreden je Folin-
Ciocalteu metodom. Pocetne koncentracije hidrolata bile su 1 mg/mL, a kao strandard
koristena je otopina galne kiseline (GA). Sadrzaj ukupnih fenolnih komponenti u uzorcima
hidrolata odreden je spektrofotometrijski kod valne duzine 4 = 765 nm. Rezultati su iskazani
kao mg ekvivalenta galne kiseline (GAE) po 1 g ekstrakta. Rezultati su prikazani u Tablicama

415.1Slikom 13..

Tablica 4. Vrijednosti apsorbancije za pripadajuce koncentracije galne kiseline (potrebno za

izradu krivulje umjeravanja).

50 0,066
100 0,120
150 0,170
250 0,284
500 0,529
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Slika 13. Krivulja umjeravanja za odredivanje sadrzaja ukupnih fenola u uzorku

Tablica S. Ukupan sadrzaj fenola u hidrolatima biljaka roda Centaurea

Apsorbancija mg GAE / g hidrolata
A)
C. rhenana 0,052 34,5
C. scabiosa 0,063 45,5
C. triumfettii 0,078 60,5
C. ragusina 0,072 54,5
C. alba 0,101 83,5
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4.2.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Ukupan sadrzaj flavonoida u hidrolatima biljaka roda Centaurea odreden je metodom
s aluminijevim(Ill) kloridom. Pocetne koncentracije hidrolata bile su 1 mg/mL, a kao
strandard koriStena je otopina kvercetina. Sadrzaj ukupnih flavonoidnih komponenti u
uzorcima hidrolata odreden je spektrofotometrijski kod valne duzine 4 = 415 nm. Rezultati su
iskazani kao mg ekvivalenta kvercetina (QE) po 1 g ekstrakta. Rezultati su prikazani

Tablicom 6.1 7. i Slikom 14..

Tablica 6. Vrijednosti apsorbancije za pripadajuc¢e koncentracije kvercetina (potrebno za

izradu krivulje umjeravanja).

Kvercetin Apsorbancija
y(mg/L) (A)
50 0,050
75 0,083
100 0,104
200 0,241
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Slika 14. Krivulja umjeravanja za odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida u uzorku

Tablica 7. Ukupan sadrzaj flavonoida u hidrolatima biljaka roda Centaurea

Uzorak Apsorpcija mg QE / g hidrolata
(A)
C. rhenana 0,07 65,0
C. scabiosa 0,172 143,5
C. triumfettii 0,182 94,2
C. ragusina 0,095 84,2
C. alba 0,066 61,9
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4.3. Ispitivanje bioloskog potencijala hidrolata biljaka roda Centaurea

Izolirani hidrolati biljaka roda Centaurea ispitani su na sposobnost inhibicije enzima
acetilkolinesteraze (AChE), butirilkolinesteraze (BChE) te a-glukozidaze. Sposobnost
inhibicije enzima acetilkolinesteraze (AChE) 1 butirilkolinesteraze (BChE) ispitana je
metodom po Ellmanu, dok je sposobnost inhibicije enzima a-glukozidaze ispitana Sigma-
Aldrich metodom. Za ispitivanje su koriSteni uzorci koncentracije osnovne otopine 1 mg/mL.
Koncentracije uzoraka u reakcijskom sustavu bile su 22 (inhibicija AChE) ili 23 (inhibicija a-

glukozidaze) puta nize. Rezultati su prikazani Tablicom 8. i Slikom 15.

Tablica 8. Sposobnost inhibicije enzima acetilkolinesteraze (AChE), butirilkolinesteraze

(BChE) 1 a-glikozidaze hidrolatima biljaka roda Centaurea

C. rhenana* 28,9 % 3,1% 6,7%
C. scabiosa* 36,6 % 2,9% 20,6%
C. triumfettii* 3,2% - -

C. ragusina* 9,7 % - -

C. alba* - 11,1% -
Galantamin** 78,56%, 40,87%. /
Akarboza* / / 44,16 %

*Ispitane koncentracije osnovnih otopina 1 mg/mL; ispitane koncentracije u
reakcijskom sustavu 45,45 pg/mL (inhibicija ChE) 1 43,47 pg/mL.
**Koncentracija 5 pg/mL

- = ne pokazuje inhibiciju
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Slika 15. Histogramski prikaz sposobnosti inhibicije enzima AChE, BChE i a-glukozidaze

hidrolatima biljaka roda Centaurea.
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5. RASPRAVA
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Sekundarni biljni metaboliti imaju vazne funkcije, a osobito fenolni spojevi s
dokazanim brojnim aktivnostima, kao antioksidacijska, antikancerogena i antiinflamatorna.
(59). 1z razloga brojnih potencijalno terapijskih primjena biljaka veoma je vazno istraziti
njihov kemijski sastav te istraziti bioloski potencijal. Osobito je vazno kvantificirati sadrzaj
fenolnih komponenti pojedinih metabolita te procijeniti njihov doprinos inhibicijskom

djelovanju enzima.

Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti kemijski i1 bioloski profil hidrolata biljaka roda
Centaurea: C. rhenana, C. scabiosa, C. triumfettii, C. ragusina i C. alba. Kemijski profil
hidrolata odreden je kroz kvalitativno dokazivanje prisutnosti pojedinih sekundarnih
metabolita te kroz kvantitativno odredivanje sadrzaja ukupni fenolnih i ukupnih flavonoidnih
komponenti hidrolata. Bioloski potencijal hidrolata biljaka roda Centaurea ispitan je u smislu

inhibicije enzima acetilkolinesteraze (AChE), butirilkolinesteraze (BChE) i a-glukozidaze.

U hidrolatima biljaka roda Centaurea: C. rhenana, C. scabiosa, C. triumfettii, C.
ragusina i C. alba jednostavnim analitickim metodama kvalitativno je dokazana prisutnost
glikozida 1 saponina, dok nije dokazana prisutnost alkaloida, tanina, steroida i terpenoida.

Rezultati su prikazani Tablicom 3.

U hidrolatima biljaka roda Centaurea odreden je ukupni sadrzaj fenolnih i ukupni
sadrzaj flavonoidnih komponenti Tablicama 4.-7. te Slikama 13 1 14.. Rezultati su pokazali da
svi uzorci sadrZe relativno mali sadrzaj fenolnih spojeva u hidrolatima; 34,5 - 83,5 mg GAE/g
ekstrakta. Najvec¢i sadrZzaj fenolnih spojeva sadrzan je u hidrolatu biljke C. alba, dok je
najmanji sadrZaj sadrzan u hidrolatu biljke C. rhenana. Jednako, rezultati su pokazali da
ispitani hidrolati sadrze relativno mali sadrzaj flavanoidnih komponenti, 61,9 - 143,5 mg
QE/g ekstrakta. Najveci sadrzaj flavonoida je sadrzan u hidrolatu biljke C. scabiosa, dok je

najmanji u onom biljke C. alba.

Ove vrijednosti su sliéne onim za prethodno objavljene vrijednosti ukupnih fenola za
ekstrakte drugih vrsta roda Centaurea, kao C. depressa, C. drabifolia subsp. detonsa, C.
kotschyi var. persica, C. patula, C. pulchella, C. tchihacheffii, C. triumfettii i C. urvilleisubsp.
hayekiana (60). Etil-acetatni ekstrakt biljke C. triumfetti sadrzi 90,29 mg GAE/g ekstrakta,
dok ostali etil-acetatni ekstrakti ovih biljaka sadrze 48,07 - 100,22 mg GAE/g ekstrakta.
Kloroformni ekstrakt biljke C. triumfetti sadrzi 49,19 mg GAE/g ekstrakta, dok ostali
kloroformni ekstrakti ovih biljaka sadrze 27,36 - 119,23 mg GAE/g ekstrakta. Jednako, ove

vrijednosti dobivene za sadrzaj ukupnih flavonoidnih komponenti hidrolata ispitanih biljaka
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slicne su s onim za prethodno objavljene vrijednosti ukupnih flavonoida za vrste roda
Centaurea (C. depressa, C. drabifolia subsp. Detonsa, C. kotschyi var. Persica, C. patula, C.
pulchella, C. tchihacheffii, C. triumfettii i C. urvillei subsp. Hayekiana) ispitane od strane
Zengin 1 sur. (60). Tako, u etil-acetatnom ekstraktu biljke C. triumfettii nisu detektirani ovi
spojevi, dok etil-acetatni ekstrakti ostalih vrsta ili nemaju ovih spojeva ili su sadrzani u
koncentraciji 3,06 - 25,57 mg rutin equivalent (RE)/g ekstrakta. Kloroformni ekstrakt biljke
C. triumfetti sadrzi 6,33 mg RE/g ekstrakta, dok ostali kloroformni ekstrakti sadrze 1,48 -
18,92 mg RE/g ekstrakta.

Sli¢ni sadrzaj fenolnih (23,38 - 174,30 ug protokatehin ekvivalent PE/mg ekstrakta) i
nizi sadrzaj flavanoidnih komponenti (1,89 - 41,43 ng QE/mg ekstrakta) sadrzan je i u
ekstraktima (petrol-eterski, acetonski i metanolni) biljaka C. balsamita, C. depressa i C.
lycopifolia.(61). Jednako je i u ekstraktima (etil-acetatni, metanolni i vodeni) biljke C.
pterocaula (sadrZzaj ukupnih fenola je iznosio 15,77 mg GAE/g ekstrakta, dok je sadrzaj
ukupnih flavonoida iznosio 0,67 mg RE/g ekstrakta) (62). Zengin i suradnici su odredili
sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida kloroformnog i etanolnog ekstrakta osam vrsta roda
Centaurea 1 zakljucili da najvisi sadrzaj ukupnih fenola sadrzi kloroformni ekstrakt C.

pulchella (119 mg GAE/g ekstrakta) (63).

Izolirani hidrolati biljaka roda Centaurea ispitani su na sposobnost inhibicije enzima
acetilkolinesteraze (AChE), butirilkolinesteraze (BChE), te a-glukozidaze. Svi ispitani uzorci
bili su koncentracije osnovnih otopina 1 mg/mL; ispitane koncentracije u reakcijskom sustavu

45,45 pg/mL (inhibicija ChE) 143,47 pg/mL, Tablica 8 1 Slika 15.

Rezultati su pokazali da uzorci hidrolata C. scabiosa 1 C. rhenana srednje inhibiraju
enzim AChE (36,6 1 28,9%), dok uzorak C. alba ne inhibira AChE, Tablica 8., Slika 15.
Ostali hidrolati, C. triumfettii 1 C. ragusina, slabo inhibiraju AChE (3,2 1 9,7%). Uzorci
hidrolata C. alba, C. rhenana 1 C. scabiosa slabo inhibiraju BChE (11,1, 3,1 1 2,9%), dok
uzorci hidrolata C. triumfettii 1 C. ragusina ne inhibiraju ovaj enzim, Tablica 8., Slika 15. Za
procjenu sposobnosti inhibicije AChE i BChE uzet je poznato dobar inhibitor ovih dvaju
enzima, galantamin, koji u bitno niZoj koncentraciji od 5 pg/mL AChE inhibira s 78,56%, dok
BChE inhibira s 40,87%. (63)

Etil-acetatni i kloroformni ekstrakti biljaka roda Centaurea radeni od strane Zengina i
suradnika, 2016, pokazali su da ekstrakti Centaurea (C. depressa, C. drabifolia subsp.
Detonsa, C. kotschyi var. Persica, C. patula, C. pulchella, C. tchihacheffii, C. triumfettiii C.
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urvillei subsp. Hayekiana) pokazuju dosta bolju sposobnost inhibicije ovih enzima kod
ispitane koncentracije od 2 mg/mL (63). Etil-acetatni ekstrakt biljke C. triumfettii inhibira
AChE s 70,15%, dok kloroformni ekstrakt iste biljke inhibira AChE s 60,04%. Etil-acetatni
ekstrakti drugih vrsta Centaurea inhibiraju AChE s 66,53 do 76,08%, dok kloroformni
ekstrakti inhibiraju AChE s 67,27 do 95,93%. Etil-acetatni ekstrakt biljke C. triumfettii
inhibira pak BChE s 50,11 %, dok kloroformni ekstrakt iste biljke inhibira BChE s 63,37%.
Etil-acetatni ekstrakti drugih vrsta Centaurea inhibiraju BChE s 46,70 do 85,23%, dok
kloroformni ekstrakti inhibiraju BChE s 43,94 do 95,69%.

Uzorak hidrolata biljke C. scabiosa, ispitan ovim radom, zamjetnom sposobnosti
inhibira enzim a-glukozidazu (20,6%), uzorak hidrolata biljke C. rhenana slabo inhibira
enzim a-glukozidazu (6,7%), dok uzorci ostalih ispitanih hidrolata ne inhibiraju ovaj enzim,
Tablica 8., Slika 15. Za procjenu sposobnosti inhibicije ovog enzima uzet je poznato dobar
inhibitor a-glukozidaze, akarboza, kao referentna tvar, koji u istoj ispitanoj koncentraciji od 1

mg/mL inhibira enzim s 44,16 % (63).

Etil-acetatni 1 kloroformni ekstrakti biljaka roda Centaurea radeni od strane Zengina 1
sur. (63), pokazali su da etil-acetatni i kloroformni ekstrakti Centaurea (C. depressa, C.
drabifolia subsp. detonsa, C. kotschyi var. persica, C. patula, C. pulchella, C. tchihacheffii,
C. triumfettii 1 C. urvillei subsp. hayekiana) pokazuju dosta bolju sposobnost inhibicije a-
glukozidaze kod ispitane koncentracije od 2 mg/mL. Tako etil-acetatni ekstrakt biljke C.
triumfettii inhibira a-glukozidazu s 69,88%, dok kloroformni ekstrakt iste biljke inhibira a-
glukozidazu s 41,12%. Etil-acetatni ekstrakti drugih vrsta Cenfaurea inhibiraju a-glukozidazu

s 35,59 do 67,66%, dok kloroformni ekstrakti inhibiraju a-glukozidazu s 36,03 do 60,31%.
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6. ZAKLJUCAK
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Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti kemijski i bioloski profil hidrolata biljaka roda

Centaurea: C. rhenana, C. scabiosa, C.triumfettii, C. ragusina 1 C. alba.. Kemijski profil

hidrolata odreden je kroz kvalitativno dokazivanje prisutnosti pojedinih sekundarnih

metabolita te kroz kvantitativno odredivanje sadrzaja ukupni fenolnih i ukupnih flavonoidnih

komponenti hidrolata. BioloSki potencijal hidrolata biljaka roda Centaurea ispitan je u smislu

inhibicije enzima acetilkolinesteraze (AChE), butirilkolinesteraze (BChE) i a~glukozidaze.

1.

U hidrolatima biljaka roda Centaurea kvalitativno je dokazana prisutnost glikozida i
saponina, dok nije dokazana prisutnost alkaloida, tanina, steroida i terpenoida.

Svi uzorci hidrolata biljaka roda Centaurea sadrze relativno mali sadrzaj fenolnih
spojeva u hidrolatima; 34,5 - 83,5 mg GAE/g ekstrakta. Najveci sadrzaj fenolnih
spojeva sadrZan je u hidrolatu biljke C. alba, dok je najmanji sadrzaj sadrZzan u
hidrolatu biljke C. rhenana.

Svi uzorci hidrolata sadrze i relativno mali sadrzaj flavanoidnih komponenti, 61,9 -
143,5 mg QE/g ekstrakta. Najveci sadrzaj flavonoida je sadrzan u hidrolatu biljke C.

scabiosa, dok je najmanji u onom biljke C. alba.

Ove vrijednosti su slicne onim za prethodno objavljene vrijednosti ukupnih fenola i

flavonoida za ekstrakte drugih vrsta roda Centaurea.

Uzorci hidrolata C. scabiosa 1 C. rhenana u koncentraciji osnovne otopine od 1
mg/mL srednje inhibiraju enzim AChE (36,6 1 28,9%), dok uzorak C. alba ne inhibira
AChE. Hidrolati biljaka C. triumfettii 1 C. ragusina slabo inhibiraju AChE (3,2 i
9,7%). Za procjenu sposobnosti inhibicije ovog enzima uzet je poznato dobar inhibitor
galantamin koji u koncentraciji od 5 pg/mL AChE inhibira s 78,56%.

Uzoreci hidrolata C. alba, C. rhenana i C. scabiosa u koncentraciji osnovne otopine od
1 mg/mL slabo inhibiraju BChE (11,1, 3,1 1 2,9%), dok uzorci hidrolata C. triumfettii 1
C. ragusina ne inhibiraju ovaj enzim. Za procjenu sposobnosti inhibicije ovog enzima
uzet je poznato dobar inhibitor galantamin koji u koncentraciji od 5 pg/mL BChE
inhibira s 40,87%.

Uzorak hidrolata biljke C. scabiosa u koncentraciji osnovne otopine od 1 mg/mL
zamjetnom sposobnosti inhibira enzim a~glukozidazu (20,6%), uzorak hidrolata biljke
C. rhenana slabo inhibira enzim o-glukozidazu (6,7%), dok uzorci ostalih ispitanih

hidrolata ne inhibiraju ovaj enzim. Za procjenu sposobnosti inhibicije ovog enzima

41



uzet je poznato dobar inhibitor a-glukozidaze, akarboza, kao referentna tvar, koji u

istoj ispitanoj koncentraciji inhibira enzim s 44,16 %.
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8. SAZETAK
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Istrazivanje novih bioloski aktivnih supstanci prirodna podrijetla vazno je i
perspektivno podrucje istrazivanja iz razloga sve veceg broja potvrda o nepovoljnim u¢incima
sintetskih lijekova. 1z tog razloga, svako novo istrazivanje iz prirode izoliranih spojeva moze
doprinijeti farmaceutskoj industriji, odnosno razvoju novih lijekova. Inhibicija vaznih enzima
jedan je od temeljnih terapija u lijeCenju bolesti, kao Sto su Alzheimerova demencija (AD) i
Diabetes mellitus (DM). Rod Centaurea L. jedan je od najvaznijih rodova obitelji Asteraceae,

s velikim brojem vrsta. U Hrvatskoj dolazi oko 80 vrsta ovog roda, od kojih je 27 endemskih.

U ovom radu odreden je kemijski i bioloski profil hidrolata pet biljaka roda
Centaurea. Kemijski profil hidrolata odreden je kroz kvalitativno dokazivanje pojedinih
sekundarnih metabolita te kroz kvantitativno odredivanje sadrzaja ukupnih fenolnih i
flavonoidnih komponenti hidrolata. Bioloski potencijal ispitan je u smislu inhibicije enzima

acetilkolinesteraze (AChE), butirilkolinesteraze (BChE) i1 a-glukozidaze.

Kwvalitativno su u hidrolatima biljaka dokazani glikozidi i saponini, dok nisu dokazani
alkaloidi, tanini, steroidi i terpenoidi. Rezultati su pokazali da svi uzorci hidrolata biljaka roda
Centaurea sadrzZe relativno mali sadrzaj fenolnih i flavonoidnih spojeva. Uzorci hidrolata C.
scabiosa 1 C. rhenana srednje inhibiraju enzim AChE, C. triumfetti i C. ragusina slabo
inhibiraju AChE, dok C. alba ne inhibira AChE. Uzorci hidrolata C. alba, C. rhenana i C.
scabiosa slabo inhibiraju BChE, dok C. triumfettii 1 C. ragusina ne inhibiraju ovaj enzim.
Uzorak hidrolata C. scabiosa zamjetnom sposobnosti inhibira enzim a-glukozidazu, uzorak

C. rhenana slabo inhibira enzim a-glukozidazu, dok ostali hidrolati ne inhibiraju ovaj enzim.
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9. SUMMARY
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Research on new biological active substances of natural origin is also a significant
field of research, due to the growing number of adverse effects of synthetic drugs. For this
reason, any new research on the from nature isolated compounds can contribute to the
pharmaceutical industry, or the development of new drugs. Inhibition of important enzymes is
one of the fundamental therapies for treating diseases such as Alzheimer's dementia (AD) and
Diabetes mellitus (DM). Genus Centaurea L. is one of the most important families of the
Asteraceae family, with a large number of species. In Croatia there are around 80 species of

this genus, of which 27 are endemic.

In this study, the chemical and biological profile of the hydrolysates of five plants of
the genus Centaurea was determined. The chemical profile of the hydrolysates was
determined by qualitatively proving some secondary metabolites and quantitatively
determining the content of the total phenol and flavonoid components of the hydrolates.
Biological potential was investigated in terms of the inhibition of acetylcholinesterase

(AChE), butyrylcholinesterase (BChE) and a-glucosidase enzymes.

Glycosides and saponins have been shown to be beneficial in plant hydrolytes, while
alkaloids, tandines, steroids and terpenoids have not been proven. The results show that all
samples of the Centaurea plant hydrolysates contain a relatively low content of phenolic and
flavonoid compounds. C. scabiosa and C. rhenana hydrolytes inhibit AChE, C. triumfetti and
C. ragusina show low inhibiting of AChE, whereas C. alba does not inhibit AChE. C. alba,
C. rhenana and C. scabiosa samples are poorly inhibiting BChE, while C. triumfettii and C.
ragusina do not inhibit this enzyme. C. scabiosa inhibits the enzyme o-glucosidase
noticeably, C. rhenana sample weakly inhibits the o-glucosidase enzyme while the other

hydrolysates do not inhibit this enzyme.
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