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SAZETAK

FITOKEMIJSKI | CITOGENETSKI PROFIL ODABRANIH BILJAKA RODA
CENTAUREAASTERACEAE

Ivana Carev
Kemijsko-tehnoloski fakultet
Rudera BoSkowa 35
21 000 Split

Rod Centaurea porodica Asteracea, taksonomski je vrlo sloze®) @d ukupno 400 do 700
vrsta nalazimo na podtju Republike Hrvatske. Cilj ovoga doktorskog rada je odrediti
fitokemijski i1 citogenetski profil odabranih vrsteoda Centaurea: Centaurea ragusina,
Centaurea rupestris Centaurea solstitialisFitokemijski profil, odréen kroz kemijski sastav
izoliranih hlapljivih ulja, istrazen je vezanim s$agom plinska kromatografija - masena
spektrometrija. Citogenetski profil, odien kao vellina genoma i osnovni broj kromosoma
istrazivanih vrsta, istrazivan je préteom citometrijom i standardnim karioloSkim metodama
Citogenetski profil fitokemijski pratavanih vrsta u skladu je s prethodnim istrazivaajim
¢ime je utvdena autengnost istrazivanih vrsta bez dvojbe prilikom botkei determinacije.
Dominantne su komponente hlapljivih ulja odabramibta rodaCentaureaneoksidirani i
oksidirani seskviterpenski spojevi te neterpensiseline i ugljikovodici. Germakren D,
S-kariofilen i heksadekanska kiselina identificirasu u svim protavanim eteginim uljima.
Izolirana hlapljiva ulja pokazuju slab antioksidaki potencijal i slabu sposobnost inhibicije
acetilkolinesteraze i butirilkolinesteraze kao &sjan antimikrobni potencijal.

Rad je pohranjen u Sredisnjoj kemijskoj knjiznidigrvatovac 102a, Zagreb i Nacionalnoj i
sveuilisnoj knjiznici, Hrvatske bratske zajednice 4 gfeb.

Kljuéne rijeti: biolosSka aktivnost Centaured etertno ulje / fitokemija / GC-MS / protma
citometrija / veléina genoma/
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The Centaureagenus,Asteraceaefamily, taxonomically is very complex. It contair@d
species from Croatia, of about 400 up to 700 ialtdthe aim of this doctoral thesis was to
determine the phytochemical and cytogenetic pfiE selectedCentaurea species:
Centaurea ragusinaCentaurea rupestrignd Centaurea solstitialisPhytochemical profile,
determined as chemical composition of isolated tilelail, was assesed with associated gas
chromatography-mass spectrometry. Cytogenetic lproéxpressed as genome size and
chromosome number, was assessed by flow cytomattystandard karyological methods.
Cytogenetic profile of species selected for phyewsital research, is in accordance with
previous research, which aproves authenticity efdtudied taxa. Dominant components of
volatile oils of Centaurea species are oxidized and nonoxidized sesquitegpeaad
nonterpene acids and hydrocarbons. GermacrenecBryophyllene and hexadecanoic acid
are identified in allCentaureavolatile oils. Isolated volatile oil showed weaktiaxidant
potential and inhibiton of acetylcholinesterase batyrylcholinesterase, as well as significant
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§1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Zahvaljujiei blagoj klimi, povoljnim ekoloSkim uvjetima i refi@no dobroj @uvanosti
jadranska obala i otoci vrijedni su izvori brojrbiijnih vrstacija su se medicinska svojstva
koristila stolj€ima prije razvoja moderne medicine. R@@ntaureajedan je od najueh
rodova porodicéAsteraceade sadrzi oko 400 do700 radtih biljnih vrsta rasprostranjenih
po cijelom svijetu. Ove vrste najien dijelom rastu u mediteranskom po¢jwy gdje obitava
oko 150 vrsta sistematski bota&kii rasporé@enih u 14 sekcija. U Hrvatskoj postoji oko 80

vrsta ovoga roda, otkga jesak 27 endemskih vrsta

Rod Centaureataksonomski je dosta slozen te s obzirom n&atimeli predstavlja izvrstan
model za istrazivanje vélne genoma i njegove evolucije zbog prisutnostii é&a osnovnog

broja kromosoma i ragfitih razina ploidije™?

Neka istrazivanja povezuju citogenetska istraziad|jne vrste i raztite razine ploidije sa
sastavom etamog ulja. Kako bi se ro€entaureataksonomski Sto preciznije karakterizirao,
potrebna su, pored morfoloskih, i citogenetskanniggka istraZivanja. Naime sastav etadg
ulja moze pridonijeti i biljnoj taksonomiji temethej na kemizmu biljke. Budu da biljke
proizvode svoje sekundarne metabolite ovisno aitdggenetskoj podlozi, zacekivati je da
se mogu povezati sastav etarh ulja i genetika biljke. Da bi se doSlo do sfi€¢aih gena
koji su odgovorni za sintezu proteina odgovornihpraizvodnju specitinin sekundarnih
produkata metabolizma, potrebno je utvrditi botlnii kemijsku klasifikaciju odréenih
vrsta. Danas je u tu svrhu, pored ktagh morfoloskih i kemijskih karakteristika, neophmud

odrediti i veliinu genoma i broj kromosoma ispitivanih vr&ta.

Etericna ulja sekundarni su biljni metaboliti diji sastav ulaze terpenski, fenilpropanski te
neterpenski spojevi. Neki od tih spojeva imajucajan bioloski dinak te mogu sluziti za
odreiivanje kemotaksonomske raspodjele pojedine biljledco su kod vrsta rod@entaurea
koje su do danas ispitane, kao glavne komponeagdjivih ulja identificirani seskviterpenski
spojevi: germakren Dj-kariofilen, biciklogermakren, kariofilen-oksid, &fplenol,a-kopaen

o-kadinen, a-muurolen, g-selinen, a-humulen®'®?* Kod nekih pripadnika vrst€entaurea
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identificiran je velik udio neterpenskih spojevappb karboksilnih kiselina, posebno
heksadekanske kiseling**'*?®0d velikog broja vrsta unutar rod@entaurea njih 400 do

700, samo je maniji dio kemijski istrazen, i to #akvrsta.

Dobro je poznato da su et@ra ulja izvor brojnih bioloski aktivnih spojeva.deitna se ulja u
etnomedicini koriste u razite svrhe zbog svoga antibakterijskog, antivirusrfaggicidnog,

antiparazitnog i insekticidnog djelovanja, a upbljgvaju se i u kozmetke svrhe??

DanaSnja moderna medicina razvila je brojne sikéetntibiotike na koje su se bakterije
tijekom vremena prilagodile i stvorile rezistenciju smislu usporavanja ili spf@vanja
oksidacijskih procesa kao i u smislu inhibicije iema acetilkolinesteraze (AChE), vaznog u
patogenezi Alzheimerove bolesti, dosad koriStemapt@ zbog svojih nezeljenih¢maka
imaju tendenciju zamjene supstancama prirodnogijetdr Sve su to razlozi zbog kojih se
provodi velik broj istrazivanja u smislu préavanja bioloSke aktivnosti tvari izoliranih iz

prirode, kakva su eténa ulja®®>?*

Biljne vrste rodaCentaurea porodice Asteraceaenedovoljno su istrazene u kemijskom,

citogenetskom i taksonomskom smislu.

U ovom doktorskom radu ispitivan je kemijski sasta@rinih ulja, veltina genoma (ukupna
kolicina DNA) i osnovni broj kromosoma odabranih vrstala Centaurea S obzirom na
dobivene rezultate sastava alsiln ulja, neka od njih testirana su na antioksig&cii
antimikrobni potencijal te sposobnost inhibicijeena kolinesteraze.

Kemijski sastav etetnih ulja ispitan je pom&éu spregnute tehnike plinska kromatografija -
spektrometrija masa (GC/MS). V@éha genoma ispitana je prétwmm citometrijont Broj i
izgled kromosoma oddeni su standardnom karioloSkom metodom uz pomswgetlosnog

mikroskopa.

Antioksidacijski potencijal odabranih uzoraka testi je standardnim metodama DPPH i
FRAPZ*!|nhibicija acetilkolinesteraze ispitana je metodeenEllmanu®?
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Antimikrobno djelovanje ispitano je koriStenjem w@¢ disk-difuzije i metode dilucije na

uobicajen spektar mikroorganizama iz reda bakterijgivigh.>*>°

Cilj ovoga doktorskog rada jest:

e odrediti veltinu genoma i osnovni broj kromosoma u jezgri koclwdnih biljnih
vrsta porodice Asteraceag roda Centaurea koriStenjem prottne citometrije i
standardnih karioloskih metoda

» odrediti kemijski sastav hlapljivin spojeva odabhamiljnih vrsta, rod Centaurea
koriStenjem vezanog sustava plinski kromatografisemi spektrometar

» odrediti bioloSku aktivnost hlapljivih spojeva odabih biljnih vrsta rod&entaureau
smislu antioksidacije, sposobnosti inhibicije enairkolinesteraze i antimikrobne

aktivnosti.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Biljke iz porodice Asteracea

PorodicaAsteraceagCompositag ili glavocike obuhvga oko 25.000 vrsta raspdenih u
oko 1 500 rodova. Naj¢a je porodica na svijetu kako europske tako i lsketflore te
obuhva&a 8% ukupnih vrsta cvjetnica. U Hrvatskoj se u aastove porodica nalazi 120
rodova sa 753 vrste, ukfjujuéi i 183 podvrsté.

Porodica Asteraceaevrlo je raznolika, v&inom obuhvéa zeljaste biljke trajnice (rjie
jednogodisnje i dvogodisnje), rijetko drvenastgkkil polugrmove ili lijane. Listovi su im
izmjeniéni, ponekad nasuprotni, bez palisti Cvjetovi su vé@nom hermafroditni,
visesimetréni ili jednosimetréni, grupirani u obliku cvatova — glavica koje suawsljene
ovojem ljuskavih brakteja (involukrum). Ispod pajeag cvijeta ponekad se nalaze ljuskave
brakteje,casSka je ili potpuno zakrzljala ili razvijena kaadte, ljugice, cekinjice ili malen
kozicast rub. Vjeti¢ moze biti viSesimettan (radijalne simetrije), cjevast na rubu s 4-5
zubaca ili jednosimettan (bilateralne simetrije) s kratkom cijevi, a rotu je produljen u

duguljast jeztac?’

U glavatika cjevnj&a, poput rod&entaureau glavici dolaze cjevasti i jeasti cvjetovi, a u
glavceika jeziénjaca, potpor.Cichoriaceae u glavici dolaze samo jezsti cvjetovi (Nikole
2013). Haplostemon je gtan od 5 praSnika priraslih na cijev v§gta, antere su srasle u
prasnéku cijev koja okruzuje vrat tika, Sto je u izravnoj vezi s &iaom opraSivanja.
Plodnica je podrasla, jednogradna s 1 sjemenim tkame Plod je roSka, kojdesto nosi
krunicu, a papus ponekad ima kljtin.

2.1.1. Rod Centaurea
Rod Centauregedan je od naju@h i najsloZenijih rodova porodicasteraceaeBroj se vrsta

koje obuhvaa tijekom vremena mijenjao i prema danasnjim sgmanobuhvéa oko 400—

700 vrsta. Centar distribucije ovoga roda nalazinse Mediteranu, dok su neke vrste
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rasprostranjene na planinama Euroazije koje imé&gwklimom. Neke vrste koriste se u
hortikulturi, pa su Siroko rasprostranjene, a npkeut Centaurea solstitialignvazivne su

vrste i nalaze se i u Sjevernoj Amerigi

SrediSte razvitka ovog roda je u Europi, éstomediteranskoj regiji, jugozapadnoj Aziji i
Kavkazu, a u hrvatskoj flori nalazi se viSe od 86dstavnika toga roda s vrlo varijabilnim

vrstama, koje se mdesobno i krizajuf:394042

Rod Centaureaprema trenutno vaéej botantkoj sistematici dijelimo na tri podroda:
Centaurea Cyanusi Lopholoma a ova podjela se temelji na istrazivanjima DNAvsci,

kariologije, tipova peludnih zrnaca i morfologijeablici 2.1.384344

Tablica 2.1.Klasifikacija rodaCentaureaz cirkummediteranske i eurosibirske regije

Rod Centaurea

PodrodCyanu$’
SekcijaCyanus
SekcijaPerennes
PodrodLopholomé&®
SekcijaAcrocentron
SekcijaStephanochilus
PodrodCentaureacorresponds to thiaceagroup§?
Istocnomediteranska regija (EMC)
Zapadnomediteranska regija (WMC)
Cirkummediteranska i eurosibirska regija (CMC)
Centaureabenedicta
JaceaPhrygiagroup (prethodndacealepteranthugrupa)
SekcijaJacea
SekcijaPhrygia(prethodno sekcijaepteranthuj
Centaureagrupa (prethodnécrolophuspodgrupa)
SekcijaCentaureaprethodno sekcijacrolophu$
SekcijaPhalolepis
SekcijaWillkommia

Vrste rodaCentaurea viSegodiSnje su, dvogodiSnje, rijetko jednogomiShiljke. Imaju
mnogobrojne sitne glavice na vrhovima stabljikajeksu bogato razgranjene. Invokulum je
cilindrican ili okruglast. Jedna od vaznijih odlika u moofkoj determinaciji ovojni su

listovi, brakteje koje mogu biti okruglaste, memiaste, cjelovite ili nepravilno rascijepane,
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trokutaste i pravilno trepataste s vrsnim taicem ili duljim trnom. Cvatovi su im ru&asti,

ljubicasti ili zuti>’

Prema flori Europe, tri pra@avane vrste iz roda @&@a, Centaurea pripadaju razfitim
sekcijama uablici 2.2.

Tablica 2.2.Pripadnost z8na razltitim sekcijama u okviru rod&€entaurea

Vrsta Sekcija opis sekcije
Centaurea rupestris. HYALEOLOMA biljke s involukralnim listovima glavice
Dostél okruglastim jajolikim do jajoliko

duguljastim, bez trnova, s privjescima

hijaline
Centaurea ragusind. CARDUIFORMES involukralni listovi glavice jajoliki do
(Tzvelev) Dostal okruglasti, brakteje okruglaste, privjesci

ceSljasto-resasti, uvijek s vrsnim trnom
najmanje duzine od 3 mm, Zuti, siéndi

crni, na marginama usko- i kratkosilazni.

Centaurea solstitialis. DUMULOSAE mali grmovi, grane i dijelovi lista
(Hayek) Dostal trnoviti. Involukralni listovi cilindrini,
priviesci Siljasti ili trnoviti na vrhu.

Cvijetovi roza, bijeli ili kremasti.

Rod Centaureataksonomski je vrlo sloZzen s obzirom na broj visige obuhvaa i njihovu
geografsku rasprostranjenost. MorfoloSke varijagiggsebno su izrazene kod ovog roda i
rezultat su razlika u kromosomskom broju i postpjgpoliploidije te prilagodbi ekoloSkim

uvjetima u kojima vrste obitavafuft"*®

Vecina dosad istraZzenih vrsta ovog roda u Republisiakékoj raspordena je sistematski s
obzirom na morfoloSke razlike poput izgleda biljkdlika listova, Siljaka, ahenija i &ho.
MorfoloSke razlike izméu pojedinih vrsta mogu biti minimalne i navesti pagresSnu
determinaciju, pa je stoga potrebno koristiti i giupristupe u biljnoj sistematici, kao Sto su

citogenetski i palinoloki, kako bismo sa sigutiwodeterminirali pojedinu vrstt?: >
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Svako istrazivanje organizacije wgtie genoma, broja kromosoma i kitie DNA u jezgri
predstavlja vazan alat u bot&kwj sistematici i pridonosi boljoj definiciji ovogaoda i

pripadajéih vrsta®’ 42>

Najnoviji pristupi u botariikoj sistematici osim vealine genoma ukljguju i detaljniju
karakterizaciju kromosoma, vizualizaciju spegith DNA sekvenci na kromosomima s

regijama bogatim parovima baza G-C ili A-T i DNA>®’

Potrebna su istrazivanja razlih aspekata ovoga roda kako bismo dobili Sto igreg i
jasniju podjelu méu vrstama. Podaci o morfologiji moraju se nadopupitdacima o
fitokemiji, broju i obliku kromosoma, velini genoma, tipu polenovih zrna kako bismo

postigli $to precizniju definiciju pojedinih vrst&:*°

Kemotaksonomija talder moze imati velik zrj u Kklasifikaciji vrsta rodaCentaurea a
sastav etethog ulja ovih vrsta moze dati korisne informacije nfihovoj fitokemiji.

Multivarijabilna statistika analiza, koja kombinira rezultate analiza plen&komatografije -
masene spektrometrije etarih ulja, moze biti jako korisna u kemotaksonortoga velikog

roda®1%43

Centaurea ragusind..

Centaurea ragusina.., dubrov&ka zeina, (lika 2.1) poznata je u hortikulturi diljem
Europe, no njezina prirodna staniSta obulaya srednjodalmatinske otoke, gdje su njezine
populacije dobro zastupljene. Ona je ilirsko-jadiarendem, a Zakonom o zastiti prirode
zasttena je na svim prirodnim nalaziStima od 1969 gpd&ta skupini strogo za&inih
biljaka definiranih prema ,Pravilniku o proglasayardivljin svojti zaStéenim i strogo
zastienim® (NN 99/09)3°8°°

C. ragusina biljka je koja raste na potpuno osvijetlienim ntje®, s minimalnim
temperaturama iznde 7 °C i 9 °C, teziSte je na submediteranskim staniStima shosla
bazenim ili slabo kiselim tlom te ne podnosi zaslangriPripada biljkama Zivotnog oblika
hemikriptofit to su bilke s pupovima neposredno iznad tlaekpjezivljavaju zastene

tkivom 2>°
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Slika 2.1.Centaurea ragusind., dubrovéka zeina (Autor: doc.dr.sc.Mirko RU&)

Dubrovaku zeinu tesSko je zamijeniti za bilo koju drugu vrstu¢me jer ima speciéinu
gustu snijeznobijelu, pustenastu rozetu listovkoie izlaze dugéke uspravne stabljike, koje
pri vrhu nose 1-3 sumporastoZute glavice cvjetdvatovi su perasto razdijeljeni na
odsjeke, koji opet mogu biti razdijeljeni. Ovojne ljusk&o cvata jajolike su, blijedozelene
pri vrhu s trokutastiméeSljasto trepavastim privjeskom, koji zavrSava trnom savijenim
unatrag. Cvate od svibnja do srpnja, plod joj ykasta valjkasta roSka prekrivena poleglim
svilenkastim dlgicama. RoSka nosi papus srednje duZine sastauljdnj@ih strSéih dlaka.
Rasprostranjuje se sjemenom i rijetko ima tendendjrenja populacije na druga

stanista’®1%2

Stenoendendha je vrsta rasprostranjena od sjeverne do juzhmdde, poznato je nalaziste
pored Dubrovnika, odakle joj potje ime, nalazimo je joS i na obalnom dijelu Jadrena
okolici Cavtata i Splita, kao i na sljets otocima: Vis, BiSevo, Brusnik, Svetac, Palagruza
Lastovo, Mljet, Kornati, Dugi otokCiovo, Solta, Bra, Hvar i drugi. Raste u pukotinama
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vapnenakih stijena, posebno strmaca koji se uzdizu iz nteraulkanskim stijenama otoka
Brusnika. Nalazi se u sastavu endémeizajednic€hagnalo — Centauretum ragusina’

Centaurea rupestrig..

Centaurea rupestris., kamenjarska z#na (slika 2.2 posjeduje stabljiku duzine od 5 do 50
(pa i do 70) cm, koja je jednostavna ili slabo rapgta. Listovi su blago vunenasto-dlakavi,
goli, blago hrapavi, jednostruko ili dvostruko pearazdijeljeni, rijetko cjeloviti ili lirasti;
plojka lista Sirine je do 2 mm, vrhovi plojke sujasti. Glavica 12—15 mm u promjeru;
brakteje cvata su jajolike, sa siima privjescima,éesto zavrSavaju s vrSnim trnom. Cvjetovi
su blijedozute do naraaste boje, a vanjski su cvjetovi neSto duzi od amjih cvjetova.
Roska je duZine oko 4 mm, a papus je od 1/3 daldZthe roské! 06

Slika 2.2 Centaurea rupestrikkamenjarska z@a (Autor: Ivana Carev)




§ 2. Literaturni pregled 10

Zivi na suhim kamenjarskim travnjacima submeditskay vegetacijskog podija.
Centaurea rupestriendemina je biljka koja pripada ilirsko-apeninskom flomalementu,
dok podvrstaCentaurea rupestrid.. ssp. ceratophyllaTen.) Gugler, istrazena na otoku
Bracu, pripada ilirsko-jadranskim endeimim biljkamatz‘9

Zakonom o zastiti prirode za&ina je vrsta i prema ,Pravilniku o proglaSavanjjidi svojti

zasttenim i strogo zadtenim“ (NN 99/09) kamenjarska &iea pripada zadtenim vrstama’

Centaurea solstitialid..

Centaurea solstitialid.., bodljikava zéina, (lika 2.3 za razliku od dviju prethodnih vrste,
nije endemina i¢ak pripada skupini invazivnih vrsta.

Slika 2.3.Centaurea solstitialisbodljikava zéina (Autor: Semir Maslo)
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Dvogodisnja je zelena trajnica, stabljika joj néea®d 30 do 100 cm, uspravna je, u gornjem
dijelu razgranata, obmo sivkasto-pustenasta, grane duge, okriljeneotisiu suho-koasti

i dlakavo-padinasti ili vunenasti ili sivkasto-pustenasti, dosii uvijek lirasto razdijeljeni s
trokutasto-duguljastim reznjevima, dok su gorrgidvi linearno lancetasti i zavrSavaju trnom.
Glavica cvata pojedigaa, involukrum je od 7 do 12 (pa i do 15) mm u pjenn, jajolik,
obi¢no okruglasto-jajolik, brakteje su Siroko-jajolike privjescima koji se ne spustaju, kratki
s vrsnim trnovima 10-15 (pa i do 30) mm s bazaltrimom oko 3 mm duZzine. Cvjetovi su
uvijek Zuti, nisu Zljezdasti, ujedd@ni su. RoSke su duzine oko 2,5 mm, crne, s papusim

duZine oko 5 mm. Bodljikava Zi@a zastupliena je s 3 podvrste®® ©*

Billka cvjeta u srpnju i kolovozu i raste u gustipopulacijama na suhim ostanim
pasSnjacima, kultiviranim podéima i napuStenim staniStima. Raste u pdfma s
umjerenom klimom, na sdanim i toplim staniStima niske nadmorske visineekdloSkom
smislu ova biljka pripada terofitima te pripada noguropskom flornom elementu. Kao
autohtona biljka nalazi se u mediteranskom pg&driEurope, ali naseljava i podia

Sjedinjenih Ameiikih Drzava, gdje je invazivna vrst4’

2.2. Citogenetika biljaka

Biline vrste rastu u populacijama gdje se jedink&iusobno krizaju i dalje rasprostranjuju.
Kada se neka vrsta nalazi rasprostranjena na weligeografskom pod&ju, dolazi do
nastanka populacija koje su geografski udaljenastur u drugdjim ekoloskim uvjetima.
Tijekom vremena postepeno se mijenja zaliha gemmppulacije se uslijed ekoloskih i
evolucijskih¢imbenika mogu genetski promijeniti, te mogu nastatii varijeteti, podvrste i
vrste. Ukoliko je doSlo do ograf@ne izmjene gena uslijed nastanka poliploidijengke
druge bioloske barijere, dolazi do nastanka moskilo razlika mdu populacijama koje
oteZavaju botatku sistematizaciju. U tim sbajevima citogenetika pojedinih vrsta ima
klju¢nu ulogu u preciznoj botatkoj taksonomiji pojedinih vrsta, a kemotaksononmjaze

imati znaajan doprino§?
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2.2.1. Opcenito o citogenetici biljaka

Citogenetika biljaka je znanstvena disciplina koga bavi protiavanjem strukture
kromosoma, njihova broja i ponaSanja tijekom stamidiobe u mitozi i mejozis(ika 2.4). U
posljednje vrijeme jedan od vaZznijih aspekata @tmjike odnosi se na pravanje vekine

genoma i njegova sadrzaja u parovima baza A-T i.G-C

Citogenetika biljaka naglo se gala razvijati nakon otkéa Mc Clintock, 1931, kojim je
uspjela identificirati pojedinme kromosome u metafaznoj stamj jezgri>® Od tada do
danas citogenetika je z¥tggno napredovala razvojem brojnih tehnika koje oudagaju
prowavanje starne jezgre i njezina sastava. Klas metode bojanja nukleinskih kiselina i
kromosoma, poput Feulgen-bojanja, bojanja karminomteinom i drugih, nedavno su
nadopunjene tehnikama molekularne citogenetike fpo@iode vezanja fluorokroman situ
hibridizacije, kako bi se Sto detaljnije definir&diomosomi i dijelove DNA na oddenim
kromosomima. Uvédenjem proténe citometrije u istrazivanja te drugih snaznihnikh za

identificiranje dijelova DNA razvoj biljne citogetike i dalje snaZzno napredujg’® "

Stanica

Kromosomi

A-A-A-T-T-T-T-6-C

Nukleotidne
baze

Slika 2.4.Biljka, tkivo, stanica, kromosomi, DNA, nukleotidibaze
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Velicina genoma (2C, kalina DNA) vazna je karakteristika i koristan paraaneu
vrednovanju bioraznolikosti kao i u evolucijsko-sakomskim istrazivanjim¥ ’* Unata

biolodkoj vaZnosti vetina genoma odtkena je tek za 2% ukupnih cvjetige >

2C-vrijednost ili veléina genoma, tj. sadrzaj DNA u jezgri, vazno je jeldsje pojedine vrste.
Ona odgovara velini genoma kompletnoga kromosomskog seta bez obzrarazinu
ploidije, dok 1C-vrijednost odgovara polovici 20jgdnosti i odgovara valini haploidnog
genoma kod diploidnih vrsta. 1Cx-vrijednost agnzaa veltéinu baznog genoma koji odgovara
baznom broju kromosoma. Tako je kod diploidnih &rs€-vrijednost jednaka 1C-vrijednosti
I iznosi polovicu 2C-vrijednosti, dok je kod tettajnih vrsta 1Cx vrijednost jedngetvrtini

2C-vrijednosti’> ™

Mjerna jedinica za kotinu DNA u jezgri izrazava se na visecma: kao pikogrami DNA (pg
DNA), kao broj baznih parova ili kao relativna edinost u odnosu na razinu ploidnosti.
Jezgre ljudskih stanica i stanica jegulje korigt&ao interni standardni za definiranje viele
genoma kod Zivotinja i biljaka. Prema Dolezelu, moge izraunati relativna masa
nukleotidnih parova kao slijedi: A-T = 615,3830 @G = 616,3711, imaji na umu da
stvaranje fosfodiesterske veze ukljje i gubitak jedne molekule vode. Fosfati u
nukleoditima DNA-lanca kiseli su, pa je kod fiziSkmg pH jedan Hion disociran. Ako
pretpostavimo da omjer A-T : G-C parova iznosi 1€l,ignoriramo modificirane nukleotide,
srednja relativna masa nukleotidnog para iznosj&IAL. Relativha molekularna masa moze
biti izrazena i u apsolutnoj vrijednosti koriStemgedinice atomske mase, koja iznosi 1/12
mase ugljikova izotopa'€i iznosi 1,660539x168%kg."?

Iz toga slijedi da je srednja vrijednost mase nofidog para jednaka 1.023 x %y i
jedinica za koltinu od 1 pg DNA predstavlja 0,978 x*1parova baza. Iz ovoga slijedi da je
formula za pretvaranje broja nukleotidnih parova@)(ln pikograme (pg) DNA i obrnuto
sljedea:

velicina genoma (bp) = (0,978 x H(x DNA-sadrzaj (pg)

DNA-sadrzaj (pg) = vetina genoma (bp)/(0,978 x 90
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1C-vrijednost je koliina DNA koja se nalazi u haploidnoj jezgri nerepioog seta
kromosoma, izrazava se u pikogramima (pg) i megsi@aa baza (Mbp). gdje je 1 pg = 978
Mbp. 1Cx vrijednost je monoploidna v&ha genoma i izrazava se u megaparovima baza.
Stanice u stanju mirovanja tako imaju 2C &olu DNA u nerepliciranoj jezgri i ona kod
biljaka varira izméu 0,1pg i 127,4p§.>"* &

2.2.2. Citogenetika roda Centaurea
Rod Centaureanage&e pokazuje dvije razine ploidnosti, diploid (2x)}etraploid (4x) s

osnovnim brojem kromosoma, koji moze varirati od X do x = 16. Méutim rjede se mogu

pojaviti i heksaploidi, pa i vrste s joSan razinom ploidije.

FORMIRANJE FORMIRANJE
ALOPOLIPLOIDA AUTOPOLIPLOIDA
Vrsta 1 (2x) Vrsta 2 (2x) Ista vrsta (2x)
© AA < BB O AA 3 AA
Hibrid (2x) F1 Nereducirane
AB AA gamete
A

Autotetraploid (4x)

Dupliranje kromosomske garniture Dupleasis kromosoouka

garniture
Alotetraploid (4x) Autotetraploid (4x)
AABB AAAA

Slika 2.5.Dva n&ina formiranja poliploida: alopoliploidi i autopgloidi

Poliploidne vrste mogu biti alopoliploidi ili autopploidi. Do formiranja poliploida dolazi
nakon hibridizacije izmdu dvaju razkitih taksona ili autopoliploidijom, koji nastaju gase
nakon spajanja dviju nereduciranih gameta ili sek@nh duplikacijom kromosomskog broja

u stanicama meristemskog tkiwsika 2.5).>% % 7°

Broj kromosoma koji se nalazi u gametama bez rapij& predstavlja haploidni komplement
I ozn&ava se s ,n“. Osnovni broj kromosoma o se s X" i on moze, Sto je &&) kod
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diploida, i ne mora, kao kod poliploida, biti idgf@n ,n“. Organizmi mogu imati raziitu
razinu ploidnosti i osnovnog broja kromosoma tessebzirom na to mogu tretirati kao
zasebne vrste. Ploidnost se opisuje kao broj kromekih komplementa koji moze biti
razlicit ¢ak i kod iste vrste, gdje onda govorimo o rétitn citotipovima®

Odretivanje strukture citotipa pojedine populacije dajeagahvaljujéi protocnoj citometriji
moguee i brzo te ima izravnu korist u populacijskoj loigilji multiploidnih vrsta. Korisno je
takaier i u biosistematici, istrazivanju evolucijskihlasikoje omogdavaju postojanje

paralelno vise citotipova te u istraZivanju utjecekolokih uvjeta na odtene citotipove?

3‘_’1

VI- Vil-m - VIII- I)"(-at sm
2 A\ }
N ! -‘.o LS
"
o 4
x ¢ =
10pm

Slika 2.6. Bojanje metafaznih kromosoma Feulgen bojanjem (ll&kariogram vrste

Centaurea ragusinélb). Snazno kontrahirani kromosomi navedene \(&tgoreuzeto iz’
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U posljednjih nekoliko godina pratna se citometrija u biljnoj sistematici tege koristi za
odreifivanje kolcine DNA u jezgri, bilo relativnih bilo apsolutnihriednosti. Pritom se
odreiuje razina ploidnosti i reproduktivni stadij. To lpgza, t@&na i precizna metoda, koja

omoguéava detekcijiak i vrlo malih promjena u kafini DNA. %> 64 7% 74. 78

Broj i izgled kromosoma oddeju se standardnim karioloSkim metodama, gdje senksomi

u stanici bojaju, a mikroskopski preparati pravaju svjetlosnim mikroskoponslika 2.6).

Detaljna citogenetska istrazivanjadema su na malom broju predstavnika rdentaurea
lako je porodicasteraceaalosta dobro istrazena, wghia genoma poznata je za samo 4,7%
vrsta. Tako je primjerice kalina DNA poznata samo kod 50 od 400 do 700 priznatta

rodaCentaure2” ® "’Razlike u C-vrijednosti mii cvjetnj@ama mogu biti i do 2400 puta.
66, 80

Velicina genoma kod dosad pr@vanihCentaureavrsta varira izméu 2C = 1,64 i 2C=4,30
pg 378818 Te yrijednosti svrstavaju ove vrste u kategorijowmalih (1C < 1,4) i malih
(1,4-3,5) genoma prema Klasifikaciji Leitch et @l998). Veltine genoma e od toga

povezane su s visom razinom ploidndSti.
2.2.3. Citogenetske metode
2.2.3.1. Proto¢ha citometrija

Protaina citometrija, jednostavnodeno, brzo i lako mjeri fizka i kemijska svojstva stanica

I njezinih dijelova dok u uskom tekem mlazu prolaze kroz sustav detekcije. To je vrlo
efikasna i snazna tehnika, koja koristi 6k#é svojstva pojedirimih cestica koje analiziramo,
nage&e svojstvo fluorescencije, u svrhu istovremene iaeavelikog broja pojediraih

destica uz pombzrake svjetla, nagge laserd”

Protana citometrija razvila se 60-ih godina proslog jstal, kada se koristila u
biomedicinskim istraZivanjima. Zahvalj@urazvoju proténih citometara, koji se lako i
jednostavno koriste i odrzavaju, te razvoju novdjabta se tehnika dandesto koristi u

brojnim bioloskim istraZivanjim&*
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Tehnika proténe citometrije upotrebljava u medicini, reproduktyy biologiji, evoluciji
velicine genoma, botanici, taksonomskoj identifikaciji delineaciji te studijama
poliploidnosti. Koristi se takder i za karakterizaciju stamih linija, strukture i sastava
mikrobnih zajednica te je u posljednje vrijeme Koraasprostranjena u raatim bioloSkim
istrazivanjima. Nama je zanimljivo koriStenje pr&te citometrije u svrhu preciznije biljne
sistematike, za mjerenje v@he genoma i razine ploidnositjji su podaci od kljgnog

znaaja za biosistematiku i taksonomiju ptamanih biljaka*

Mjerenjem fluorescencije koju emitira jezgra ili BNu kombinaciji s odabranom bojom,
fluorokromom, omogéava se vrlo precizno odteanje kolcine DNA i njezina sastava baza
u obliku udjela G-C- i A-T baz¥

CH;

H,

3C
-k{\'-{-

I

7

Slika 2.7.Propidijum-jodid strukturna formula i interkalarmezanje za molekulu DNA

Fluorokrom je kemijski spoj koji fluorescira, tma sposobnost apsorpcije svjetla i emitiranje
fluorescencije ili svjetlosti drugge valne duljine. Postoje tri tipa fluorokroma kage koriste

u prota@noj citometriji: interkalirajéi, kao Sto je propidijum-jodid (PI); A-T-speaihi, poput
2-(4-amidinofenil)-H-indol-6-karboksamidin ili, drugim imenom, 4,6 diamo-2-fenilindol
(DAPI) te G-C-specifini, poput mitramicina ili kromomicinasl(ika 2.7).
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DAPI se selektivno veze za ili na regije DNA bogbézama A-T, pohiuje se UV-svjetlom i
emitira plavu boju te sé&esto koristi za odrvanje razine ploidnosti dajuhistograme visoke
rezolucije. Propidijum-jodid veze se interkalarreodyostruku uzvojnicu nukleinske kiseline,
DNA, pobuiuje se plavozelenim svjetlom i emitira fluoresc@nai crvenoj boji. Moze se
vezati i na molekulu RNA, zbogega je potrebno uzorak prethodno obraditi riboradden.

Najée&e se koristi kao fluorokrom u prateoj citometriji./*

Uzorak

9. %

oo W
Sy ©
@ oo
Loli . .
Standard :;;anjgfggéa Jezgre obojane sa
___ propidij jodidom
e E
I Standard
& -
»*® ¥ .
o Pojacavanje i 3
™ kvantificiranje 2
2 s A
8 emitiranog i ~ 0 -
o o propustenog = ERras
° svjetla .
Pobudivanje L = - =
laserom

Relativna fluorescencija

Slika 2.8. Shematski prikaz koriStenja préte citometrije u odidvanju vel€ine jezgrinog

stantnog genoma

Protani citometar sastoji se od pet osnovnih jedinieaora svjetlosti, komore za protok i
fluidnog sistema, optkog dijela s |éama, filtrima i zrcalima, zatim dijela za procesja

signala sa fotodetektorima, konverterima i kompgkem jedinicom. lzvor svjetla mogu biti
laser ili elektréna lampa. Laser stvara stabilno, usmjereno monakiskn svjetlo, a valna
duljina ovisi o plinu kojim je ispunjena plazmaesij te ne zahtijeva koriStenje filtera.

Danasnji biljni citometri koriste laserska svje#aohlatenim argonom odusg nm. Zivine
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elektricne lampe jeftin su izvor svjetla u protmm citometru icesto se koriste u biljnoj
citometriji i odretivanju razine ploidnosti. Emitiraju nemonokromatskgetlo, pa su potrebni
brojni opticki filtri da se odabere odgovargpm valna duljina, nag&e u UV-podrdju.”
(slika 2.8).

Komora za protok predstavlja centralni dio dajg i cilj joj je osigurati da se préavane
cestice kréu u jednom uskom snoptestica u tekéini te ih donijeti jednu po jednu do
fokalne t@ke za izvor svjetlosti. To se postize tzv. hidra@imicnim fokusiranjem, gdje se
uzorak injektira u mlaz tekine, koja se kr&e velikom brzinom i centrira uzorak u srediste,
nakoncega sve skupa prolazi kroz uzak prolaz u komorrzaifye prisiljavatestice uzorka da
se kréu pojeding&no i daiu do mjesta pohtivanja svjetlom. Tipina brzina iznosi 1-10m/s,

$to odgovara nekoliko tiga pojedinanih analiziranihzestica’

Opticka jedinica instrumenta omo¢ava fokusiranje, izvor je svjetlosti tzv. palmnog
snopa, omogtava odabir valne duljine, sabiranje izlaznog sajeéthjegovo dostavljanje na
detektor. Snop svjetla usmjeren je na fotodeteltoji, pretvara svjetlosni signal u elekini
impuls, prilikom ¢ega se signal moze procesirati Ewaati u obliku digitalne informacije.
Dobiveni se podaci analiziraju i izrazavaju n&in&oji zahtijeva istrazivanje, a kod biljaka
su to najieke histogrami s koeficijentima varijabilnosti. &ea citometara koristi i standarde
za prot@nu citometriju, a podaci se oldrgu i statistéki. Najvazniji parametri koje dobijemo

su srednji poloZaj u kanalu, broj procesiratgistica i koeficijent varijacijé*

Odretivanje koliine DNA u jezgri, u apsolutnim ili relativnim vriglmostima, danas je
nage&a primjena proténe citometrije u biljnoj biosistematici. Ovaj pugt omogéava brzo

odretivanje razine ploidnosti i veline genomd?

Budwi da se u prottnoj citometriji odréuje relativni intenzitet fluorescencije, da bi se
ispravno interpretirali podaci, potrebno je kotigttandard. Interni standard analizira se u isto
vrijeme kao i uzorak, dok se vanjski analizira gémo od uzorka. Standard koji se koristi
mora imati genom koji je glne veltine kao i onaj koji protavamo, no ne previSe &tie
kako ne bismo dobili preklapanje histograma. Pref@r omjer veliina ne smije prelaziti

dvostruku vekiinu genoma u odnosu na standarde prikazaablici 2.3.*
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Tablica 2.3.Standardi koji se n&&e koriste u proténoj citometriji”®

Naziv vrste Koli¢ina DNA (pg)
Petunia hybridaVilm. ‘PxPC6’ 2,85

Raphanus sativusv Saxas 1,11

Solanum lycopersicuryv Stupcke 1,96

Glycine max 2,5

Zea mays 5,72

Pisum sativunev Citrad 9,09

Secale cereale 16,19

Vicia faba 26,90

Alium cepa 34,89

Prilikom rada na protmom citometru vrijednosti za istrazivane vrste glose prodavanjem
histograma. Histogram je dvodimenzionalni graf kejualno prikazuje parametre prote
citometrije, gdje os X opisuje intenzitet registnog signala, fluorescencije, a os y broj
stantnih jezgri koji prolaze u snopu. Vrijednost kojaks®isti za opisivanje visine pikova na
histogramu izrazena u postotcima zove se koeficy@anijacije (CV). Koeficijent varijacije
ozna&ava standardnu devijaciju od srednje vrijednostiijesefluorescentnih signala i
dozvoljava usporivanje kvalitete pikova smjeStenih na raiim fluorescirajiim kanalima.
Koeficijent varijacije utjée na rezoluciju parametara préte citometrije i jako nizak prag

tolerancije, od najvise 3%, mora se postivati asdinio dobiti pouzdane rezultafé.

U biljnoj protainoj citometriji nafeXe se koristi svjeze biljno tkivo, buéiuda su susenje i
dehidracija tkiva povezane sa smanjenom kvalitat@orka i analizama protoe citometrije

loge kvalitete’> 86

2.2.3.2. KarioloSke metode
Za odréivanje broja kromosoma koriste se standardne kakal metode s klasiim

bojilima (karmin, orcein, Shiff) i pratavanje kromosoma u jezgri putem svjetlosnog

mikroskopa.
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2.3. Eteri¢na ulja

Etercna ulja, prema Farmakopeji, smjese su spojeva, nsiekoih metabolita, hlapljivih
svojstava koje uglavnom sadrze hlapljive komponefteriéno ulje uglavnom nastaje u
viSim biljkama. Prema nekim procjenama postoji vk 17.500 aromatnih biljnih vrsta,

smjeStenih ng@p&e u porodiceAsteraceagLamiaceae Lauraceae Myrtaceae Pinaceae

RosaceagRutaceagUmbeliferaei mnoge drug¥.

Kumarini
[—————
Obrana i Privlacenje i
natjecanje stimulacija
Biljojedi: o
- clankonosci g OpraSivanje
BRI c S
- kraljesnjaci x| Sirenje sjemena
-beskraljednjaci g
= TraZzenje hrane
Patogeni: O
-virusi RazmnoZavanje
-ba'l‘;le.rue Simbioza:
seiblioe - bakterije
-plijesni -gljivice i
Biljke: plijesni
-alclopatija
-
D ——————

Alkaloidi

( Abiotski stres )

Slika 2.9 Funkcija sekundarnih metabolita u biljkama; petoz prilagaeno iz®

Etericna ulja nastaju u biljnoj citoplazmi kao produkttatmlizma, odnosno kao sekundarni
metaboliti, te se izkuju u specifénim uljnim stanicama ili Supljinama smjesStenim {jrim
organima. Dugo se smatralo da su étexiulja otpadni produkti, no danas znamo da imaju
zn&ajnu ulogu u zastiti biljnog organizma od nepovibljidivotnih uvjeta poput nedostatka
hrane, isuSivanja, nepovoljnih oskudnih ekolosSkieta poput suSe i mnogih drugih. Osim
navedenog etama ulja sluze i u obrani biljaka od predatorskioiinja i priviatenju kukaca

u svrhu oprasivanja kako je prikazanostiai 2.9

Etericna ulja predstavljaju smjese biljnih sekundarnihtabelita i poznato je da joS od

davnina imaju brojne primjene korisne &vjeka. Etetna su ulja tekéi preparati dobiveni
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iz biljnih dijelova poput cvijeta, lista, sjemenlstabljike, kore, drva, korijena i plodova.
Nazivaju se joS i hlapljivim i esencijalnim uljimaage&e su rj@ga od vode, a rijetko se
nalaze u krutom obliku. Boja im varira od blagoezdio smaragdnozelene ili plave te jako

smeie

Poznato je da su etémnia ulja koriStena kao lijekovi joS od davnih vremeémnoge ih kulture
u svojim etnomedicinama koriste kao medicinske grage. U danasnje vrijeme etera ulja
prepoznata su i ztajna u znanstvenim istrazivanjima, prehrambenojzmetickoj i

farmaceutskoj industriji. Etema ulja bila su mé&u prvim biljnim produktima koji su
prowavani u kemiji zbog svoga aromatog mirisa. Zbog velikog broja razliih spojeva
koji mogu imati zn&ajnu bioloSku aktivnost, eténa su ulja zn&jna u istrazivanjima

organske kemije, biokemije i farmakologffe®

Biljke proizvode sekundarne metabolite, prirodnemligke spojevecdija je biosinteza
specifina za odréene biljne skupine. Sekundarni metaboliti imajujieozn&ajne uloge u
biljnom organizmu, a mogu biti korisni i zé&ovjeka. Danas se brojni biljni sekundarni

metaboliti koriste u medicini kao i u prehrambeimajustriji.” ** °*

Sekundarni metaboliti nastaju iz intermedijera,i lsoj dio primarnog metabolizma. Primarni
metaboliti iz osnovnih metabokih reakcija poput fotosinteze, glikolize i Krebsayciklusa
sluze kao gradivni elementi za sekundarne meta&boldko su primarni i sekundarni
metaboléki procesi slozeni, osnovnih zajedkih intermedijera, koji ulaze u slozene
metaboltke puteve primarnog i sekundarnog metabolizma xapiena samo nekoliko.
Najznaajnije gradivne molekule koje ulaze u biosintezkuselarninh metabolita Sikimatskog
puta, puta mevalonske kiseline, acetatnog putaetlil-eritrolnog puta nastaju iz zajedkog
intermedijera acetil-koenzima A (acetil-CoA). Paseb je znd&ajno kombiniranje
intermedijera iz osnovnih metab&kih puteva, Sto rezultira velikim brojem razlih

sekundarnih metabolita, kako je prikazansha 2.10% %
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Slika 2.10. Metaboliki putevi primarnog metabolizma izvor su strukthrnntermedijera

sekundarnog metabolizma. Reakcije i intermedijeémprnog metabolizma su uokvireti.
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2.3.1. Kemijski sastav etefinih ulja

Etericna ulja u svom sastavu sadrze mnostvo ¢iinli kemijskih spojeva. Klase hlapljivin
spojeva koje se nalaze u sastavu é&tdriulja mozemo svrstati u tri grupe spojeva: tage
fenolne derivate i druge spojeve. U sastav @tériulja ulaze i spojevi koji sadrze sumpor ili

dusik i mnoge drug& ** %

Sastav etetnog ulja moze se razlikovati izihe pojedine vrste ili podvrste, kao i kod iste

vrste s razliitog lokaliteta zbog utjecaja ekoloskih uvjét& 23

Etericna ulja sastoje se od lako hlapljivih komponentieksvrstavamo u skupine kako slijedi:
* terpeni
0 monoterpeni, alifatski i cikéki, oksidirani i neoksidirani
o seskviterpeni, alifatski i cikdki, oksidirani i neoksidirani
o diterpeni, alifatski i cikkki, oksidirani i neoksidirani
» fenilpropanski spojevi
» ostali spojevi
o neoksidirani ugljikovodici, alifatski i cikéiki
o oksidirani ugljikovodici

= alkoholi, aldehidi, ketoni, eteri, esteri i karboke kiseline
2.3.1.1. Terpeni: biokemijski putevi nastanka i klasifika@j

Terpeni su skupina organskih spojeva jako ras@ognih u prirodi. Mozemo ih dau
brojnim biljnim vrstama, kod algi, liSajeva, nekihsekata i mikroorganizama, a ako im
pribrojmo i skupinu steroida, onda ih nalazimo idkbivotinja. Neki od ovih terpenskih

spojeva koriste se od davnina kao mirisi, lijekidvdjila.**

Osnovna grdevna jedinica terpena je spoj izopren. lzoprentleiveen kao otpadni produkt
brojnih ciklickih spojeva, zbogega je predloZzen kao osnovnadgena jedinica tih sloZzenih

spojeva, méutim sam izopren nije uklfien u sintezu navedenih skupina spojeslikd 2.11).
93-95
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A A

izopren izoprenska jedinica

Slika 2.11.1zopren i izoprenska jedinica

BioloSki aktivan oblik izoprena, koji je stvarnigkursor u metabolizmu terpena, struktrurno

je slican 3-izopentenil-pirofosfat (IPP).

Metaboltcki put nastanka terpena nazivamo mevalonski putiduta je mevalonska kiselina

(MVA) prekursor u stvaranju terpenslika 2.12).

o)

HO
Ho/\MH

Slika 2.12.Mevalonska kiselina

Buduéi da se u ete¢him uljima vrsta rod&entaureanonoterpeni nalaze tek u tragovima, a u
velikom udjelu nalaze se seskviterpeni, opigaho detaljnije mevalonski metabii put u
kojem nastaju seskviterpeni. SeskviterpeniGu spojevi sa 15 ugljikovih atoma, sastavljeni

su od 3 izoprenske jedinice.

Pret€ée mevalonske kiseline dolaze iz acetathog putaacetil-CoA u putu mevalonske
kiseline odlazi u drugdje serije reakcija nego u acetatnom putu. Biolgskekursor u sintezi

terpena u primarnom metabolizmu je acetil-koenzifaéetil-CoA) 6lika 2.13.

O,}P/OH
]\;/\N HO,, E)\OH
E N
N OH_ OH \></U\
N~/ O\%/O\ﬁ/o - N/\/ILN/\/SI/
O 0 Ol d H
acetil-CoA

Slika 2.13.Acetil-koenzim A, prekursor u mevalonskom putu
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Tri molekule acetil-CoA potrebne su za formiranjevalonske kiseline. Mevalonska kiselina,
koja ima Sest ugljikovih atoma, pretvara se u ieopku jedinicu od pet ugljikovih atoma

brojnim sloZenim biokemijskim reakcijama uz pahemzima prikazani nslici 2.14%

(o]
)I\SCOA

acetil-koenzim A

aceto-acetil-koenzim A tiolaza

’JL\’/H\SCOA

acctoacetil-koenzim A

‘ HMG-koenzim A sintaza

QS
HO SCoA

HMG-koenzim A
J HMG-koenzim A reduktaza

MH/\
HO OH

mevalonat

‘ mevalonat-5-kinaza

/U\X/\ O
O-P‘—OH

mevalonat-5-fosfat (o)

‘ fosfomevalonat-kinaza

o)
I X8 8
HO O—Ii’—O—tID—OH
o (o)
mevalonat-pirofostat

‘ mevalonat-pirofosfat<dekarboksialaza

O
0~P-0—P—OH
(o) (o)
izopentenil-pirofosfat (IPP)

‘ izopenil-pirofosfat-izomeraza

PP
0—P—-0-P—0H

O (o)
dimetilalil-pirofosfat (DMAPP)

Slika 2.14.Mevalonski metabalki put, preuzeto i prilagteno iz*
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BioloSki aktivni oblici izoprenske jedinice su ditilalil-pirofosfat i 3-izopentenil- pirofosfat
(slika 2.15.9%

B —
)\/\OPP )\/\OPP

dimetilalil pirofosfat izopentenil pirofosfat
Slika 2.15.Bioloski aktivni oblici izoprena: dimetilalil pifosfat i izopentenil pirofosfat

Najjednostavnija jedinica, izopentenil-pirofosfatPR), nastaje fosforilacijom primarne
alkoholne skupine uz pordalva ATP-ovisna enzima, ptemu dolazi do nastanka pirofosfata
mevalonske kiseline, nakamega slijede dekarboksilacija i dehidracija. 1zoperitpirofosfat
se dalje izomerizira uz pordcenzima izomeraze u dimetilalil-pirofosfat (DMAPR)va
reakcija je reverzibilna i ravnoteZa joj je snajmonaknuta na stranu DMAPP. Dva izomera,
IPP i DMAPP, pokazuju razlike u reaktivnosti gdge IPP nukleofil, a DMAPP elektrofil.
Sudjeluju u reakcijema koje generiraju nastajanpzaih elektrofila i dobrih alkilnih agensa i

princip su po kojem nastaju svi oblici terpenskiblekula®

Kondenzacijom DMAPP i IPP uz pofi@nzima prenil-transferaze nastaje geranil-pir@osf
(GPP), prekursor u sintezi monoterpena. A¢kiliprekursori geranil-pirofosfat (GPP), neril-
pirofosfat (NPP) i linalil-pirofosfat (LPP) ishodnsu tvari za sintezu brojnih cikkih
monoterpena. N&gse ¢e iz navedenih acikikih pirofosfatnih pretéa reakcijama ciklizacije,
hidrolize, esterifikacije i drugim nastati cikki monoterpenski alkoholi, aldehidi, ketoni i

esteri.

Seskviterpeni nastaju vezivanjem izoprenske jeditid® na geranil-pirofosfatime nastaje

farnezil-pirofosfat §lika 2.16.
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)\/\OPP + \XOPP

3-izopentenil-pirofosfat dimetilalil-pirofosfat

/
)\/\)\/\’O}p

geranil-pirofosfat

l elektrofilna adicija
PP
Hs
l stereospecificni gubitak protona

N e R orpP

farnezil-pirofosfat

Slika 2.16.Nastanak farnezil-pirofosfata iz geranil-pirofdsfapreuzeto i prilagteno iz>*

Farnezil-pirofosfat je prekursor za daljnji nastarseskviterpena, a buéiuda ima vise
izoprenskih jedinica i dvostrukih veza, maégosti povezivanja, ciklizacije i nastanka mono-,
bi- 1 tricikli ¢kih struktura velike su. Dvostruka veza koja jebfiap pirofosfatu moze prige u
E- ili Z-konfiguraciju putem ionizacije, prtemu nastaje nerolidil-pirofosfat kao viSe
vjerojatni oblik iz kojeg, uz pomioenzima, mogu nastati brojni oblici kationa kaotgfe
seskviterpenima nastalih ovim putem. Standardnakcijea karbokationa predstavija
najjednostavniji oblik objasnjenja kako nastajwbkturni oblici nekih od seskviterpena kao

Sto je prikazano nslici 2.17.
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Slika 2.17.Prikaz moguih oblika seskviterpena nastalih u mevalonskom jputeuzeto i

prilagadeno iz%*
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Lavoslav Ruzika joS je 1953. godine uveo i opisao &gaa pravila u opisu i nastanku
terpena, Sto je s obzirom na malu &wmlu podataka u to vrijeme bilo briljantno dostigeu
Jedno od tih pravila navodi da svalian odréene grupe terpenoida nastaje iz jedne
.roditeljske* molekule, koja se brojnim pretvorbampeetvara u raziite oblike novonastalih
molekula. Tako su naprimjer seskviterpeni nastali2E, 6E-farnezil-pirofosfata (FPP)

reakcijama ciklizacije, dodavanja funkcionalnih g i njihove preraspodiefé.

Sve su navedene reakcije katalizirane enzimimagurse sazeti kako slijedi:
* mevalonska kiselina (MVA) prekursor je svih terpénastaje u metabolizmu acetata
« molekule ,roditelji razlgitin podskupina terpena su:
* isopentenil-pirofosfat (IPP) i 3,3 dimetil-alil-pfosfat (DMAPP) (za hemiterpene,
Cs)
* geranil-pirofosfat (GPP) (za monoterpengs)C
* 2E, 6E farnezil-pirofosfat (FPP) (za seskviterpetig)
* 2E, 6E, 10E geranilgeranil-pirofosfat (GGPP) (Zamiene, &)
* 2E, 6E, 10E, 14E geranilfarnezil-pirofosfat (GFRPR) sesterpene £}
» skvalen (za triterpene,s§}

« karotenoidi, fitoler?>

Centralni dogdaj u nastanku terpenskih molekula je vezanje IRR-@@&etnu ,roditeljsku”
molekulu nastalu iz DMAPP-E.

Terpenicine sloZzenu skupinu spojeva za koju ne postojngifiena nomenklatura. Terpenski
spojevi uglavnom kao nastavak imaju -en ili -oidpknpr. monoterpeni ili monoterpenoidi,
ilako bi se nastavak -en primarno trebao koristitozngavanje alkena. Poput ostalih slozenih
kemijskih spojeva, terpeni imaju i uébjena, trivijalna imena koja se koriste u znanstyen
struenoj terminologiji, a opisana su i u bazi podataRhemical Abstractsgdje su im

dodijeljeni i redni brojevi kao i puna imena prethd®AC- nomenklatur??

Izoprenske jedinice, formulesHs povezuju se u slozenije oblike terpena, gdje sgreanati
dio nazvan ,glava® moze vezati s razgranatim ilrazgranatim dijelom, nazvanim ,rep®,

druge izoprenske jedinice. Razlikujemo tako tricina vezivanja izoprenskih jedinica:
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glava-glava: vezanje 1-1, glava-rep: vezanje l-epirep: vezanje 4-4slika 2.18. Kod

terpena prevladava vezivanje glave na rep i taaelp jo$ naziva i Wallach-ovo pravifg:*°

"glavy\/ \/K )\/
"rep" U

1-1 veza
1-4 veza 4-4 veza

Slika 2.18.Vezanje izoprenskih jedinica

Terpenske spojeve prema drralijelimo na acikleke i ciklicke. Mogu imati funkcionalne
skupine i s obzirom na to svrstavati se u terperakehole, ketone i aldehide. Terpenski
spojevi rasprostranjeni su i raznovrsni u prirqeh, stoga Wallachovo izoprensko pravilo u

strukturi nije mogge uvijek lako uiti (slika 2.19.%

)\/\/K/\OH

geraniol
o N A .
H
farnezol
O
H
mentol karvon

Slika 2.19.Primjeri terpena i Gizoprenskih jedinica: geraniol, farnezol, menti&hrvon
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2.3.1.1.1. Monoterpeni

Monoterpeni su terpenski spojevi gemi od 10 ugljikovih atoma, koji u svojoj gliaimaju
dvije izoprenske jedinice. Predstavljaju Zajme spojeve u kemijskoj ekologiji, takepinen,
mircen, geraniol, citrali i drugi predstavljaju Za@e spolne feromone, koji su korisni
pcelama, dudovom svilcu ili sluze kao obrambeni sgok®d mrava i kornjasSa. Kamfor i
1,8-cineol monoterpeni su kojeckl posebne vrste biljaka kako bi sptije razvoj sjemenki

vrsta s kojima se natja za staniste. Mnogi monoterpeni sluZe ptietgu kukaca”

S obzirom na broj ugljikovih atoma i prisutnost dtrokih veza ti spojevi mogu imati
razlicite strukturne oblike, pa prema dgraazlikujemo acikléke i ciklicke monoterpene.

Od aciklickih monoterpena poznati su geraniol, linalool, mir¢ ocimen glika 2.20.

\)I\/\///k/K/\)\/

mircen e
/\/I\/\/k M
HO 7 F N 32
geraniol linalool

Slika 2.20.Acikli ¢ki monoterpeni, neoksidirani i oksidirani

Izoprenska jedinica moze se povezati u prsten¢gmu nastaju monociklki monoterpeni.
Tako najpoznatiji monoterpeni imaju prsten sa 6jikmlih atoma, a tipina pretvorba
aciklickog u cikliki je ciklizacija geranil-fosfata u limonen. Nekdgoznatih bicikkkih
monoterpena suu-pinen, f-pinen, citral, kamfor, timol, karvakrol, mentoljmlonen,

a-terpinen p-cimen €lika 2.27).

Za timol i karvakrol vazno je naglasiti da iako jon&nolni prsten, pripadaju monoterpenima

jer nastaju u biokemijskom putu mevalonske kiseline
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H
limonen o-terpineol
HO
OH
timol karvakrol

Slika 2.21.Monociklicki monoterpeni, neoksidirani i oksidirani

Geranil-fosfat moze pfo i dva ciklusa ciklizacije, pricemu mogu nastati bicikiki
monoterpeni poput pinenalika 2.22. Od drugih biciklékih monoterpena poznati su jos i
karen, kamfor, tujen, sabinen, kamfen, borneolaéptol drugi.

kamfen o~pinen —-pinen 3-karen

Slika 2.22.Bicikli ¢ki monoterpeni




§ 2. Literaturni pregled 34

Monoterpeni mogu imati i raziite funkcionalne skupine, pa razlikujemo monotegken
alkohole, ketone, aldehide, kiseline i estere. ji$kapini nalazimo borneol, menton, piperiton
ili eukaliptol (slika 2.23.

oo ¢

bomeol menton piperiton eukaliptol

Slika 2.23.Monoterpeni s funkcionalnim skupinama

Poznato je da se ti spojevi nalaze u sastavuceterulja nekih aromatnih biljaka kao
dominanti spojevi za koje je poznato i da su bikila&tivni te mogu imati povoljandnak na
ovjekovo zdravlje’

2.3.1.1.2. Seskviterpeni
Seskviterpeni su organski spojevi koji &&sto nalaze i u sastavu eterh ulja. Mogu imati
zn&ajan &inak u smislu okusa ili mirisa. Istrazivanja pokpzula cesto nastaju u
intercelularnim mjestima, gdje se rijetko nalazenaterpent’
Seskviterpeni su spojevi koji u svojoj dgramaju 3 izoprenske jedinice. S obzirom na

strukturu mozemo ih podijeliti na acikke, monocikléke, biciklicke, triciklicke itd. Aciklicki

seskviterpeni sd-p-farnezen E- p-farnezen glika 2.24).

AN e N

Z-(3-farnezen E-B-farnezen

Slika 2.24.Acikli ¢ki seskviterpeni Z3-farnezen i Ef-farnezen




§ 2. Literaturni pregled 35

Izoprenske la¥ane jedinice mogu se povezati u prsten, g@mu nastaju monocikiki
seskviterpeni. Neki od poznatih monoacikih seskviterpena su-zingiberen is-bisabolen
(slika 2.25.

S,

[-bisabolen o~zingiberen

Slika 2.25.Monocikli¢ki seskviterpenp-bisabolen k-zingiberen

Najpoznatiji seskviterpeni imaju Sestélami prsten ugljikovih atoma, a tima pretvorba
aciklickog u ciklicki je ciklizacija nerolidol-fosfata u farnezil-kath, od kojeg dalje nastaju
brojni cikli¢ki kationi kao prekursori seskviterpena. Osim maklogkih seskviterpena mogu

nastati i bicikleki poput kadinena j3-selinenaglika 2.26.

SeNINee

kadincn B-sclinen

Slika 2.26.Bicikli ¢ki seskviterpeni kadinen f-selinen

Neki od seskviterpena mogu imati i r&#k funkcionalne skupine, pa razlikujemo
seskviterpenske alkohole, ketone i aldehide. Ustajpini nalazimo primjerice kadinol i
bisabolol §lika 2.27).
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HO

kadinol bisabolol

Slika 2.27.0ksidirani seskviterpeni kadinol i bisabolol

U sastavu etatnih ulja mogu se r&a joS i seskviterpeni, primjerice acikki farnezol,

monociklicki humulen, bisabolen, te bicikki s-selinen ig-kariofilen>*

2.3.1.2. Fenilpropanski spojevi

Vazni sekundarni metaboliti koji nastaju od intedipgra iz acetatnog puta ukuju i
fenilpropanske spojeve. Fenilpropanski spojevi ajast kao rezultat Sikimatskoga
biokemijskog puta, koji se odvija u billkkama i nmidkwrganizmima, ali ne i Zivotinjama.
Centralni spoj u ovom biokemijskom putu je Sikinkaiselina. Sikiminska kiselina nastaje
kombinacijom intermedijera primarnih metald&ih puteva, fosfoenolpiruvata, intermedijera
glikolize, i eritroza-4-fosfata, iz puta pentozasflta. Iz Sikiminske kiseline nastaju
aromaténe aminokiseline L-fenilalanin, L-tirozin i L-tripfan, a iz njih fenilpropanski
spojevi. Fenilpropanski spojevi sadrze u svojopldtrri fenilni prsten s jednim pobnim
propanskim lancem. Fenilalanin i tirozin su prekurgza sintezu brojnih prirodnih spojeva.
Tvore fenilpropansku jedinicu &3 iz koje nastaju brojni fenilpropanski spojevi, piop
cimetne kiseline, kumarina, lignana, flavonoidékadoida. Osim slozenih prirodnih spojeva u
Sikimatskom putu nastaju i jednostavni derivati Zmave kiseline, kao §£C; fenilpropanski
spojevi. Nastali su direktno iz interemedijera wmam Sikimatskom putu ili od §Cs
fenilpropanskih spojeva. Njim pripadaju cinamaldeghanetol, eugenol, galna kiseling,
aminobenzojeva kiselina, salicilna kiselina, beazajkiselina, vanilin i brojni drugi spojevi
(slika 2.28.%
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Za fenilpropanske spojeve poznato je da imajucajaa bioloSki dinak i dobar

antioksidacijski potencijal®

CHO
F
F
OH;,
H H;0
cinamaldchid cugenol anctol
OH
COOH HO OH
HO
benzojeva kisclina galna kisclina

Slika 28. Fenilpropanski spojevi cinamaldehid, eugenol, alndienzojeva kiselina i galna

kiselina.

2.3.1.3. Ostali spojevi

Osim navedenih terpenskih i fenilpropanskih spojaveastav etefnih ulja ulaze i brojni
alifatski ugljikovodici i njihovi oksidirani deriid Tako u sastav eténih ulja ulaze i masne
kiseline, alkoholi, ketoni, aldehidi, ugljikovodiciderivati s dusikom ili sumporon€esto se
ti spojevi nalaze vezani na ugljikohidratne jed@ipa ih nazivamo glikozidima. Neka
etertna ulja sadrze stearoptene, parafinéngliugljikovodike s 15-30 ugljikovih atomslika
2.29.%
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NG T g 2T NG T
HO

heksan-1-0l
O/\/\/\

heks-2-enal acetofenon

Slika 2.29.Derivati ugljikovodika u sastavu eténih ulja

2.3.2. Kemijski sastav etefinih ulja vrsta roda Centaurea

Dosad je sastav eténog ulja istrazen kod 47 vrsta ro@entaureasabranih na podéu
Sjedinjenin Amexkikih Drzava, Turske, Alzira, Irana, &e, Bugarske, Srbije, Italije i

Republike Hrvatsk&. %% 97134

Opcenito govoréi, eterina ulja vrsta roda&Centaureakarakterizirana su velikim udjelom
seskviterpena, uglavnom neoksidiranih. d¢&ji seskviterpeni koji se nalaze u sastavu tih
etergnih ulja su germakren D, biciklogermakredhkariofilen, kariofilen-oksid, spatulenol i
a-kopaen §lika 2.30.% 1021, 97134

Monoterpeni su u \@ni vrsta rijetko prisutni i ako su prisutniine manje od 1% masenog
udjela u etetinom ulju. Iznimku od tog pravil&ine vrste Centaurea hierapolitana,
Centaurea cadmea, Centaurea calolepis, Centauregrmsis subsp.maculiceps, Centaurea
cariensis subsp. microlepis, Centaurea ensiformis, Centaurea reaner var. reuterana,
Centaurea cyanus, Centaurea depressa, Centauraallei subsp. urvillei i Centaurea
saligna iz Turske, gdje su monoterpeni prdeai u koltinama od 4.1% do 28.4% s
karvakrolom kao dominantnim spojefft:’®’ Naje&i monotepreni koji se javljaju u
etertnim uljima vrsteCentaureasu: a-pinen, f-pinen, mircenp-cimen i limonen. Zné&ajan
udio monoterpena prodan je kod vrst€entaurea zuvandi¢aydje su monoterpeaipinen i

o-terpineol prondeni u udjelima od 11,6%-21,3%"
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germakren D biciklogermakren

[-kariofilen spatulenol

Slika 2.30.Seskviterpeni identificirani u eténim uljima vrsta rod&entaurea

Od diterpenskih spojeva rtafe je prisutan alkohol fitgl> 2 15

U sastavu etafnih ulja vrsta rodaCentaureacesto se kao dominanti spojevi nalaze
neterpenski derivati poput masnih kiselina, alkahalldehida, estera i ugljikovodika, gdje

heksadekanska i linolenska kiselifestocine zn&ajan udio® 1% 197

Sastav etethog ulja dosad je ispitan samo u dvije vrste rdentaureau Republici
Hrvatskoj, kod vrsteCentaurea gloriosavar. multiflora Radt i Centaurea spinosociliata
Seenus*!® Navedene dvije vrste ne pripadaju sekcijama kojipngadaju vrste roda

Centauregprowtavane u ovom doktorskom radu.

Iz sekcijeCarduiformes kojoj pripadaC. ragusinaistrazivana u ovom doktorskom radu,

dosad nije istrazena ni jedna vrsta.

Centaurea solstitialiglosad je najbolje istrazena od vrsta gesanih u ovom doktorskom

radu. Najzastupljenije komponente alsiin ulja C. solstitialissadrzavale su terpene svrstane
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vecim dijelom u seskviterpene i oksidirane seskvitage zatim monoterpene kao i
neterpenske spojeve, od kojih su &jai bili ugljikovodici i kiseline. Germakren D,
p-kariofilen i heksadekanska kiselina nalaze se imgwouwavanim etetinim uljima vrsta

rodaC. solstitialishilo kao dominantni spojevi bilo s manjim udjelithd®2% 97138

C. solstitialis pripada sekcijiDumulosae iz koje je dosad istrazen sastav €tevg ulja
sljedeih vrsta: C. calcitrapa, C. aeolica C. diluta. Zajedntka je svim etetinim uljima od
vrsta C. calcitrapa i C. aeolica prisutnost kariofilen-oksida (3,2% 1 4,3-7,4%) due
dominantnim spojevima3-eudezmol bio je prisutan e dominantnim spojevima samo u
etertnim uljima C.aeolitica(4,4%—26,3%), dok j@-kariofilen (5,3%) bio prisutan samo kod
vrste C. calcitrapameiu dominantnim spojevima. Germakren D nalazi se sansastavu
etertnog uljaC. calcitrapas malim udjelom od 1,2%, dok ga kod vr§a aeoliticai C.
diluta uopte nema. Spojevi kariofilen-oksifl;eudezmol iB-kariofilena nisu zabiljezeni kod
vrste C. diluta, no kod njezina etefimnog ulja zabiljezeni su kao dominantni spojevi
pentakozan (7,1%) i heksadekanska kiselina (21,BRBsadekanska kiselina nije zabiljezena
kod vrsteC. calcitrapg dok se kod vrst€. aeoliticanalazi méu dominantnim spojevima s
udjelima u rasponu od 3,6% do 24,7%. Trikozan jsuban u svim trima vrstaméaC.
calcitrapa, C. aeolica C. dilutg s udjelima od 3,8%; 1,2%-13,0% i 0,38%10% 120

Sastav etetnog ulja C. rupestrisdosad je istrazen samo na vrsti sabranoj u Itdlji
navedenom istrazivanju dominantni spojevi u sastesrtnog ulja bili su germakren D
(42,3%),B-faznezen (8,3%-kariofilen (8,0%) ia-faznezen (5,2%)"°

Iz sekcije Hyaleoloma(Akrocentron, kojoj pripadaC. rupestris dosad je istrazen sastav
etertnog ulja sljedéh vrsta: C. pseudoscabiosa C. urvilei Etercénim uljima od dosad
istrazivanih etetinih ulja C. pseudoscabiosaC. urvilei zajednéka je prisutnost germakrena
D, B-kariofilena i kariofilen-oksida u sastavu et@og ulja navedenih vrsta. Kod vrste
pseudoscabiosava tri spoja&inila su dominantne komponente u sastavu &teg ulja, a kod
iste vrste uofe nisu bili prisutni ugljikovodici i kiseline u savu etertnog ulja. Kod vrste.
urvilei germakren Dp-kariofilen i kariofilen-oksid nalazili su se u erlmalim udjelima, a
zna&ajan su udio imali karvakrol (12,4%) i kiseline kaklijede: heksadekanksa (26,4%,;
dodekanska (9,4%) i tetradekanska (4,196
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2.3.3. Kemotaksonomija

U botantkoj taksonomiji ukupne morfoloSke karakteristikeifgke razmatraju se kako bi se
biljna vrsta Sto preciznije odredila. Najvaznijitkriji u botantkoj sistematici odnose se na
opée anatomske karakteristike, embriologiju, izgledepa i citogenetiku. U \é@ni slu¢ajeva
ovi kriteriji daju jasnu sliku i precizno definitaj pojedinu biljnu vrstu, no u nekim
slucajevima ni to nije dovoljno. Stoga je potrebno uveslodatan kriterij kojim je mogie

precizno definirati pojedinu vrstu, a to je kemijskarakterizacija ili kemotaksonomf&.%*
135, 136

Vazno je réi i da su morfoloSke karakteristike vrste promjeaji- potrebno je imati cijelu
jedinku da bi se utvrdila taksonomija, dok se a@togtska istrazivanja mogu raditi samo sa
Zivim jedinkama. Stoga je kemotaksonomija u pretipesse kemijski spojevi mogu izolirati

i iz mrtvih dijelova biljaka poput kore i drvetaagmije potrebna cijela jedinka, &#&samo
dijelovi poput listova, cvjetova i korijena kako Be izolirali kemijski spojevi i utvrdio
kemotaksonomski poloZaj biljne vrste®

Kemotaksonomija biljaka moze se definirati kao ztaena disciplina koja koristi kemijske
spojeve nastale u biljkama u svrhu preciznijeg daksnskog odrdivanja pojedine biljne

vrste i njzine $to preciznije definicije u okviretanitke sistematizacije.®® ®*

Ta je disciplina nastala joS u 16 stélje a njezini su zgetnici botantari Nehemiah Grew i
James Petiver. Retkom 20. stoljéa interes za kemotaksonomiju je porastao, a raavoje
kromatografskih tehnika dobio je i &iezna&aj. A. P. de Canadoll i Greshoff predvidjeli su
zn&aj kemotaksonomije prediajuci da¢e onacovjeku omoguditi lakSu potragu za korisnim

industrijskim i medicinskim biljikama te biti zsajna u biljnoj taksonomiji budmosti®® ®*

Kemotaksonomija omogava preciznije definiranje pojedinih vrsta i dovadiblisku vezu
kemijske spojeve u biljkama te taksonomski i evipdlc polozaj vrste. Koristi se kako bi se
poboljSala postojfa botantka klasifikacija vrsta i obogatilo znanje o pojddinvrstama i

njihovoj bioloskoj povezanosir:
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S obzirom na dominantne klase spojeva biljkéeojto dijelimo na biljke s alkaloidima,
flavanoidima, ugljikohidratima, karotenoidima, ternidima i masnim kiselinama. Neki
autori kemijske spojeve u biljkama dijele na onenalom molekularnom masom, kamo
pripadaju aminokiseline, alkaloidi, masne kiseliflayanoidi i terpenoidi, te one s &@n
molekularnom masom, u koje ubrajamo proteine, slez@olisaharide, DNA i RNA

molekulu.

Kako bi kemotaksonomija imala ztggan doprinos u botatkoj taksonomiji pojedinih vrsta,
potrebno je zn&jno prosSiriti postojée znanje o biljnom metabolizmu i njegovim nastalim
produktima. Kemotaksonomija moze se temeljiti ngsigpnju kemijskih spojeva nastalih u

biljkama, ali i na definiranju metabokih puteva iz kojih ti spojevi nastafd.®* &

Budwi da je rodCentaureavrlo slozen i teSko ga je taksonomski precizndijaliti, osim
citogenetskih istrazivanja korisna su i istrazieakiemizma biljke. Poznato je da se kod
Asteraceaei kod rodaCentaureaditerpeni, prisutnost seskviterpenskih laktonaernpéna
koriste kao kriteriji u kemotaksonomiji. Tako je ppma statisttkih analiza i podataka o
sastavu etethog ulja, temeljenim na analizama plinske kromatbgr, mogue napraviti

kemotaksonomsku raspodjelu vrsta unutar toga ovdg®r 2% 4% 137:138
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2.3.4. Bioloska aktivnost etefinih ulja

Etericna ulja koriste se u brojnim kulturama Sirom swajeMnoga etetha ulja posjeduju
bioloSki winak na Ziva hia u smislu antioksidacije i antimikrobnoginka. Zbog tih

svojstavatesto se koriste u prehrambenoj, kozieyj i farmaceutskoj industrifi> 2 92 13%

140

Postoje etetha ulja koja nemaju zdajan antimikrobni tinak, no ipak se koriste u
kozmettkoj, prehrabenoj i farmaceutskoj industriji kao mak za bioloSki aktivha eténa

ulja ili kao izvor hranjivih masnih kiseling?

GodiSnje se tone hrane baci uslijed oksidacijskagikrobioloSkog oStigenja hrane. To
predstavlja goleme ekonomske gubitke i opasnoftidako zdravlje. Pravilnim postupanjem
s hranom prilikom njezine pripreme, pohranjivangistribucije takve se Stete mogu izbje
Prirodni kemijski spojevi koji imaju dobra antiolsicijska i antibakterijska svojstva mogu
uvelike pomai. Poznato je da su biljke porodioksteraceaebogate bioloSki aktivnim

spojevima, no i dalje postoji potreba za istraZjwaa i potragom za prirodnim spojevima.
92, 140

Danas poznajemo viSe od 1300 biljnih vrsta kojézsar dobrih antimikrobnih tvari, dok su
kod vise od 250 000 biljnih vrsta prateni razni bioloski vazni spojeff.

Bioloski aktivni spojevi koristili su se i zapadnoju istainoj tradicionalnoj medicini u
razlicite medicinske svrhe. Tako je poznato da su @tariulja koriStena kao baktericidi,
virucidi, fungicidi, antiparaziti, insekticidi ilu citotokséne svrhe zbog sadrzaja vrijednih

bioloski aktivnih spojeva u svom sastaiLf

Cesto se dogodi da je bioloska aktivnost étehi ulja vea i zna&ajnija od samihgistih
spojeva koji se nalaze u sastavu toga istog cetegi ulja. To je rezultat zajedikiog
djelovanja viSe bioloski aktivnin komponenti s mstibioloSkim @inkom. Takaer je
zahvaljujuei prisustnosti viSe bioloski aktivnih komponentiks@Enost eteiinog ulja cesto

manja od samikiistih komponenti, Sto se naziva i fenomenom ,burfigt ili ublazavanja. Iz
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navedenih razloga eténa se ulja se i danas koriste zackeje ili poboljSavanje nekih
medicinskih stanj&

Poznato je da se neka etea ulja u etnomedicini koriste od davnina jer jemat njihov
dobar bioloSki ginak. Tako se koriste ulja origana, #iag dusSice, lavande, bosiljka, metvice
i mnogi drugi u ljekovite svrhe kao i u prehrambgginazmetitkoj industriji 2

Vrsni dijelovi vrsta roda&Centaureakoristeni su u tradicionalnoj medicini za tretij@bolesti
poput malarije, pepinog cira, usnog herpesa, @be prehlade, dispepsije 1 nekih

gastroenteroloskih porergja® 4114

2.3.4.1. Antioksidacijski winak eteriéhih ulja

Brojne ljudske bolesti karakterizirane su oksidggin stresom unutar stanica. To je stanje u
kojem je povéana razina reaktivnih kisikovih spojeva koji moguoymraiti oStecenja

stanice, §to stanicu moZe odvesti u patoloskoesiairt® 14’

Oksidacijski metabolizam kljian je za statini rad i prezivljavanje velikog dijela zivih ¢a,
a covjeka posebno. Popratna pojava tog procesa jeasieaslobodnih radikala, koji mogu
Stetno utjecati na stanicu, njezine stari dijelove i funkcije stvarafii sloZzen fizioloSki

poremeéaj koji zovemo oksidativni stré§®

Covjekove stanice posjeduju unutradnje mehanizmanebod oksidativnog stresa u obliku
enzima, poput superoksid-dismutaze, katalaze, tgdatperoksidaze, kao i aktivnih tvari
poput vitamina C, une kiseline i serumskog albumina. Kada se dogodkgmjerno
stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva (ROS = enBleactive oxygen species), enzimi
stantne obrane od oksidativnog stresa mogu bili nedava@ ublazavanje posljedica, pa
moze ddi do oStéenja staninih makromolekula poput oksidacije membranskih digi

stanitnih proteina, DNA i enzima, $to u kafmci moZe dovesti do smrti stanice, apopttiZe.
149
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.Hipoteza antioksidansa“ kaze da se uzimanjem ksitiansa prehranom moze spiiieili
ublaziti oksidativni stres povezan s nekim obolijaj. Sinergistiki u¢inak metu razliitim
antioksidansima pritom ima veliki z&a. Brojne su studije u kojima se pt@vao nain
prehrane i pojava pojedinih oboljenja dale podmkuazenju dobrih antioksidansa koji bi se
mogli unositi hranom. U pra@avanju utjecaja antioksidansa ravjekovo zdravlje ne
smijemo zaboraviti i da postoje studije koje pokazupravo suprotandinak te da stanica

veé posjeduje unutarstalimie spojeve i enzime koji imaju ulogu starih antioksidansa’® *4°

Spojevi koji su prisutni u maloj koncentraciji Ziagno usporavaju ili zaustavljaju reakciju
oksidacije odréenog supstrata nazivamo antioksidansima. Mehaniggimova djelovanja
moze se temeljiti na razltim tipovima reakcija, no n&g&i oblici ukljucuju prijenos
elektrona:*®

Poznati dobri antioksidansi su askorbinska kisealinatamin C, butil-hidroksitoluen (BHT) i
butil-hidroksianizol (BHA) prikazani nalici 2.31

H

askorbinska kisclina butil-hidroksitoluen

Slika 2.31.Antioksidansi askorbinska kiselina i butil-hidrakduen

Etericna ulja ili njihove komponente koje imaju dobraiaksidacijska svojstva mogu se
koristiti kao antioksidansi. Brojni prirodni spojeimaju dobra antioksidacijska svojstva,
mediu kojima se posebno i&& skupina spojeva flavanoida. U njihovoj strukzmgiajan je
benzenski prsten kao i OH-skupina u blizintkonjugiranog elektrona, koji sudjeluju u
reakciji primanja elektrona, prilikorega dolazi do uklanjanja slobodnog radikala i mdsta
spoja koji nije opasan za stanicu. Osim tih spojestoje i brojni drugi koji u svom sastavu

imaju npr. metalni ion, zasluzan za dobru anticksijigku aktivnosf?14010-153
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Oksidacija moze uzrokovati ognja i u hrani, gdje kao posljedicu imamo smanjeaajiva
svojstva, svjezinu i sigurnost hrane. taraato je da se oko polovica uzgojenog svjetskog

voéa i povka baci zbog oksidacijskog o&emja tih namirnica nakon sabirarf&.

Antioksidacijska svojstva bioloSki aktivnih spojewaogu se Kkoristiti u tretiranju brojnih
bolesti gdje je oksidativni stres jedan od &fjih uzroka. Oksidativni stres smatra se
odgovornim za brojne bolesti kadvjeka kao Sto su kardiovaskularne bolesti, Alzlezmaa
bolest (AD), Parkinsonova bolest i mnoge drtfje'*’

2.3.4.2. Inhibicija enzima kolinesteraza etafnim uljima

Za Alzheimerovu bolest (AD) poznato je da su kotblegkih nalaza mozga vidljivi dokazi o

prisutnosti oksidativhog stresa u mozgu. Osim zmakpostojanja oksidativhog stresa u
mozgu oboljelih od AD-a karakterigtia je i niska razina sinapkiog neurotransmitera

acetilkolina (ACh):>31°°

Acetilkolin je ester octene kiseline i alkohola ikal. Nalazimo ga i u kraljeSnjaka i
¢lankonozacaglika 2.39. U centralnom Zi¥anom sustavu, u Zéanim sinapsama, ACh se

otpusta u sinaptku upljinu i prenosi impuls s jedne Zane stanice na drugder

O
NPt
N T N

Slika 2.32.Neurotransmiter acetilkolin

ACh ima kratak poluzivot budu da ga u sinaptkoj Supljini brzo hidrolizira enzim
acetilkolinesteraza (AChE), nakotega dolazi do ponovne polarizacije postsindeti
membrane i impuls prestaje. To je jedan od &iakovitijih enzima s konstantom brzine za
ljudsku AChE od k= 400 000 miff, 4% 146, 148, 155157

Kako se acetilkolin uklanja razgradnjom, a ne djaum iz sinaptéke pukotine, njegovom

hidrolizom AChE kontrolira prijenos Zéanih impulsa u kolinergnoj sinapsi centralnoga i
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perifernoga Zzi¥anog sustava. Razina AChE ostaje nepromijenjenasntianjena kod
pacijenata s AD-om, dok razina srodnog enzima itkdlmesteraze BChE raste. Oba enzima

vazan su terapeutski cilj u l§enju brojnih bolesti koje su uzrokovane promjenamine
ACh 28, 145, 146, 148, 153, 155-159

Prema enzimskoj nomenklaturi iz 1992. godikelinesteraze se svrstavaju u skupinu
hidrolaza, podskupinu esteraza i pod-podskupiitrolaza estera karboksilnih kiselina
(EC 3.1.1)lika 2.33 **°

OTVOR AKTIVNOG
AChE MIESTA BChE

Slika 2.33.Kristalna struktura ljudske acetilkolinestera@ZeChE) i ljudske
butirilkolinesteraze(BChE), preuzeto'f?

Kolinesteraze su gdene od 12p-nabranih pléa okruzenih i s 14-uzvojnica, Sto obje
kolinesteraze klasificira u skupinu hidrolazds-strukture. Naslici 2.33. ozn&ene su
a-uzvojnice crvenom bojom, a plavom bojgimabrane plee. Zelenom bojom oziane su
petlje, a sivom povrSina enzima koja je dostupndi.vBtrelicom je ozngn otvor aktivhog
mjesta svake od kolinesteraza koji jedgna od specifinih aminokiselind>®

lako postoji varijabilnost u gda AChE razltitih vrsta ili organizama, aminokiseline koje

odretuju aktivno mjesto visoko su konzervirane.
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Aktivno mjesto AChE i BChE veliko je oko 20 x 5Asadrzicetiri domene koje imaju
specifenu funkciju, a to su:
» Kkataliticko mjesto kojecini kataliticka trijada aminokiselina serin (Ser), glutaminska
kiselina (Glu) i histidin (His): Ser-His-Glu s oksiionskom Supljinom
» kolinsko mjesto koje je vazno za stabilizaciju piomio nabijenog kvaternog dijela
acetilkolina
» acilni dZep u koji se smjesta acilni dio supstrata

« periferno mjesto smjesteno na rubu Zdrijelika 2.34.**°

Acctilkolin

G|U334H'5447 Ser203

?,H—

I \ MJCS(O
\‘/ koft n
o G

>‘° Oksianionska
Supljina
Acilni
dzcp
Kataliticka
trijada

Slika 2.34 Shematski prikaz aktivnog mjesta acetilkolinesterza razgradnju supstrata

acetilkolina

Zahvaljujii razlikama u aktivnom mjestu AChE i BChE ta dvaziema imaju razBitu
kataliticku aktivnost i specifinost vezanja supstrata, liganada kao i inhibitdeko AChE
ima visoku specifinost za acetilkolin, ali ne mozZe katalizirati supst veée od
propionilkolina, dok BChE katalizira ¢ebroj estera poput propionilkolina i benzoilkolina
Unata razlikama u strukturi aktivnog mjesta mehanizardrdlize supstrata kod oba je
enzima jednak i odvija se u viSe reakcijskih stepaj koji ukljiuju nastajanje Michaelisova
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kompleksa, aciliranje enzima i njegovo deacilirangelom, nakortega moze nastupiti nova

kataliza acetilkolina.

Zbog drugaije graie aktivhog mjesta afinitet pojedinih inhibitora @aa enzima nije jednak,
pa se stoga istrazuju potencijalni inhibitori kég imati selektivnost u odnosu na jedan od
enzima u svrhu koriStenja u terapijama bolesti.idindri kolinesteraza mogu se vezati
ireverzibilno kovalentnim vezama za serin kati trijade ili reverzibilno nekovalentnim

vezama unutar aktivnog mjests.

Dosad poznati lijekovi koji se koriste u enju AD-bolesti izolirani su iz biljnih dijelova i
koriste se kao terapeutski lijekovi koji inhibiraggwlinesteraze. U tu skupinu ulaze alkaloidi
huperzin, solanin i solanidin, zatim flavonoid gadan, karbamat fizostigmin ili, drugim
imenom, eserin, amin galantamin i drugi. Od sikibtenhibitora u lijg&enju AD-a koriste se

takrin, eserin i rivastigmin prikazani séici 2.35"> *°°

®/\/\/\/\/\/N
2 %
N ® \
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takrin eserin galantamin

Slika 2.35 Struktura spojeva koji se koriste kao inhibitkslinesteraza: dekametonij, takrin,

eserin i galantamin

Buduwi da vetina danasnjih komercijalnih lijekova koji se koest lijetenju AD-a ima uzak
terapeutski &inak, kratak poluzivot, snazne nuspojave i tékisiucinak, potraga za
lijekovima prirodnog podrijetla kojte imati smanjenu tok&nost, a povéan farmakoloski
ucinak i dalje traje. Biljke su i dosad bile vazawar bioloski aktivnih tvari te je daljnje

istraZivanje potencijalnih inhibitora kolinesterdzailjaka nuzng>* *6%162
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Neki od bioloSki aktivnih spojeva iz etémnih ulja pokazali su dobru inhibiciju kolinesteraza
poput eserina ilia-pinena?®1°31%% 138. 163. 18451 |ipofine molekule, poput hlapljivih
komponenti iz eteénih ulja, lako mogu pr@ kroz barijeru krv-mozak, te su stoga zanimljive

u smislu istraZivanja potencijala inhibicije kolsteraz&®

Zbog povezanosti AD-a s oksidacijskim stresom bil@naajno pronai prirodni kemijski

spoj koji ima dobar antioksidacijski potencijalatatu inhibiciju kolinesteraza.

Osim u tretiranju bolesti kod ljudi AChE je vazn&ao ciljani enzim u borbi protiv Stetnih
insekata. Poznato je i da billke posjeduju kemijd@mponente koje mogu biti dobri
insekticidi®® 1°° ¢ 1%5Tako se recimo karbaril, inhibitor AChE, koristd insekticid zbog

svoje niske tokshosti za sisavcE?

Budwi da se vrste rod&€entaureaoprasuju kukcima, sastav eterg ulja moze imati veze s
procesom oprasSivanja i omagul kemijski utjecaj na kukce u svrhu smanjivanj@té u
poljoprivredi koju mogu prouztiti neke od invazivnih vrst&Centaurea Stoga je vazno
odrediti i sadrzaj etefhog ulja vrsteCentaured njegov utjecaj na AChE® ¥’

BioloSka aktivhost prirodnih spojeva iz etah ulja kao potencijalnih inhibitora
acetilkolinesteraze i potencijalno dobrih insektecipotakla je brojna istrazivanja prirodnih
spojeva u posljednje vrijemt&’ U literaturnim nalazima zabilieZeno je samo jedno
istrazivanje inhibicije AChE i BChE eténim uljima vrsta rodaCentaurea Centaurea

lycopifolia, Centaurea balsamicaCentaurea iberica®’
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2.3.4.3. Antimikrobni uéinak eteriénih ulja

Rezistencija mikroorganizama na brojne trenutrekdye koji se koriste postala je globalni
svjetski zdravstveni problem. Mnoge su je baktarjgkom vremena razvile kao odgovor na
neselektivno koriStenje antibiotika i stvorile otpost na viSe razlitih vrsta terapeutika.
Neke Gram-negativne bakterije pokazuju rezisten¢glt i na modernu antibakterijsku
kemoterapiju. Stoga postoje velik interes i potjazza novim lijekovima protiv patogenih
mikroorganizama kojte se mai Koristiti zbog svojih antimikrobnih svojstava ijesiti taj

globalni problem. Bioloski aktivni spojevi izoliraiz biljaka mogu biti dio toga rjesenfa.
168, 169

Etericna ulja su smjese bioloski aktivnih spojeva koji gnoimati dobar antibakterijski,
antivirusni, antifungalni i insekticidni dinak. Brojne studije pokazale su da etea ulja

mogu imati povoljan inhibitorni ¢inak na patogene u hrani kao i na brojne &ézikee bolesti

kod ljudi?? %9

U sastavu etetnih ulja nalaze se brojne komponente u i udjelima,ve&im, manjim ili
u tragovima. Oliino se komponente koje se nalaze Gimekolicinama u sastavu eténih
ulja promatraju kao najzasluznije za dobru antiwikiu aktivnost, poput mono- i

seskviterpena, ugljikohidrata, fenola, alkoholarat aldehida i ketor&: %

Etericna ulja koja u svom sastavu imaju aldehidne ilofae komponente, poput karvakrola,
citrala, eugenola, timola i cinnamaldehida, pokazugjbolji antimikrobni dginak. Eteréna
ulja s velikim udjelom ketona ili estera, pogistiricena,a-tujona ili geranil-acetata, imaju
slabiji antimikrobni @inak od gore navedenifi.**

Osim navedenog poznato je i da masne kiseline, bpos@ne neza&ne, mogu imati
zn&ajan antimikrobni ginak. lako mogu imati slabiji dinak od kemijskih antimikotika,
koriStenje masnih kiselina u te svrhe ima ekolg3ésijedice s kojima se lakSe nositi. Vazno
je takaier znati da se masne kiseline koriste u preradieniada patogene gljivice tesko

razvijaju otpornost njiti®°
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Opcéenito govoréi, mehanizam reakcije eténog ulja na mikroorganizme je skup vise
slozenih reakcija koje se odvijaju na bakterijskatantnom zidu i time uzrokuju

baktericidnu ili bakteriostatsku aktivndét.

Sinergijski &inak je pojam koji objasnjava biolosko djelovanj8evspojeva koji imaju isti
ucinak i istovremenim djelovanjem imaju bolji bioloSkicinak od onog kada djeluju
samostalno. To se datmstoga Sto viSe raziiih kemijskih spojeva iz etefinog ulja djeluje

na razna ciljna mjesta i putem r&#ih mehanizama djelovanj&me se postiZze viSestruk i

bolji uginak nego ukoliko djelujemo samo s jednom kemijskamponentong? %% 189

Poznato je da su eténia ulja nekih vrsta biljaka rod@entaureaispitivana na potencijalnu
antimikrobnu aktivnost buaduda mogu biti izvor spojeva sa Sirokim rasponortinaikrobnih
ucinaka. Eterina ulja nekih biljaka rod&€entaureapokazala su antibakterijskicimak na
odabrane Gram-pozitivne bakterije, Gram-negativaterge i gljivice u rasponu od slabog

preko umjerenog do snaznby’’r 18 3% 102,103, 124,138

Antimikrobna aktivnost i antioksidacijski potendifdapljivih spojeva na odabrane bakterije i
gljivice istrazivan je samo kod jedne vrs@entaurea gloriosavar. multiflora Radt sabrane

na podrdju Republike Hrvatské!®

2.3.5. Metode izolacije etethih ulja

Svim procesima odjeljivanja smjesa zajé#tai je raspodjela sastojaka smjese idmdviju
faza koje je nakon toga magiodvojiti. Budéi da su etetina ulja smjese organskih i lako
hlapljivih spojeva, koji se javljaju u malim udjeda i razltito se otapaju u vodi i organskim
otapalima, mogée ih je izolirati poznatim metodama odjeljivanja.

Metode izolacije etetnog ulja zna&ajno utj€u na kemijski sastav smjese etang ulja.
Budwi da se radi o spojevima koji su lako hlapljividtofobni i malih relativnih molekulskih
masa, kljgno je odrediti néin na koji¢emo ih odvojiti od vodenog dijela biljnog matergal
Postoji nekoliko néna ekstrakcije koji se koriste u tu svrhu, popuddnog preSanja,

destilacije vodenom parom, ekstrakcije organskiapalom i drugé*
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Najce&e koriStene metode izolacije eterdg ulja su metoda destilacije vodnom parom i

ekstrakcija organskim otapalima.
2.3.5.1. Destilacija vodenom parom

Destilacija je metoda izolacije koja omdagwa odjeljivanje sastojaka smje&ig se omijeri
raspodjele u parnoj fazi i otopini bitno razlikujukoliko jedna komponenta ima visok omjer
raspodjele u usporedbi s drugim sastojcima smjesk, je odjeljivanje pontol destilacije

jednostavan proceg?
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Slika 2.36.Aparatura za hidrodestilaciju: 1) kalota, 2) tiéavis okruglim dnom, 3) aparat po
Clavengeru, 4) hladilo po Allihnu.

Taj se oblik odvajanja koristi za komponente kajdako hlapljive. Biljni uzorak koji sadrzi
etertno ulje u kontaktu je s vodom koja se zagrijavagbmosferskom tlaku do temperature
isparavanja. Vodene pare nose hlapljive komponenteka, koje se prolaskom kroz hladilo

hlade i kondenziraju, a hlapljive se komponentei@teg ulja hvataju u takozvanu ,klopku*
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organskih otapala. Nedostatak te metode je nastapajeva koji izvorno ne postoje u
etercnom ulju, tzv. artefakata, ¥enastaju naknadnom hidrolizom u postupku destéacij
Unata tome ta je metoda izolacije jednostavna, bréesio se koristi za dobivanje eterog

ulja u laboratorijimd.’? "3

U standardnoj aparaturi za destilaciju organskmts@alo destilira, kondenzira i i@ na
neprekinut prolaz kroz vodeni sloj. Jedna od stedrdh aparatura za destilaciju eterog

ulja je aparatura po Claevengeru prikazanoglica2. 36

2.3.6. Metode odréivanja kemijskog sastava etémih ulja

2.3.6.1. Kromatografija

Etericna ulja su smjese organskih spojeva koje se razjiva u sastavu mogu imati r&#ke
funkcionalne skupine, zbagega je ponekad prije njihove analize potrebna mphabrada, a s
ciliem njihove lakSe i bolje analize i identifikgei U svrhu analize i identifikacije sastojaka
smjese etethih ulja nafeXe se koristi vezani sustav plinska kromatografijanasena
spektrometrija (enghas chromatography/mass spectrome®¢/MS)

Kromatografske tehnike sluze prije svega za odplje, a ponekad se koriste i za
identifikaciju i1 kvantitativno odréivanje pojedinih sastojaka u smjesama. Svim
kromatografskim tehnikama zajedkd je postojanje stacionarne i mobilne faze. Roilik
analiza dolazi do odjeljivanja sastojaka na temaealjinove razléite brzine kretanja kroz
mobilnu fazu, koja moZe biti plinovita ili teka, te na temelju razita afiniteta vezanja
sastojaka smjese za stacionarnu fazu. Sposobngsljivachja sastojaka smjese ovisi o
brzinama istjecanja sastojaka izkromatografske neloTe se brzine mogu odrediti i
(Rt) ozn&ava vrijeme koje je komponenti iz smjese potrebastijne do detektora nakon to

je nanesena na kolon(t

Kromatogram je ispis bilo koje funkcije koncentfactvari koju smo analizirali, ovisan o

vremenu ili volumenu elucije, tj. ispiranjalika 2.37). Ukoliko na izlaz iz kolone postavimo
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detektor, moZzemo dobiti podatke o ovisnosti kon@ane uzorka o vremenu ili volumenu
dodane faze. Kromatogram je koristan za kvantiativ kvalitativnu analizu praiavane

smjese i poloZaj pika na grafu moZze posluziti zmtifikaciju i kvantificiranje sastojakd:

y
R

I
-~

signal detektora

vrijeme
Slika 2.37.Tipi¢ni kromatogram smjese koja sadrzi dva sastojkge tvrijeme zadrzavanja

pokretne fazegtje vrijeme zadrZzavanja kemijskog spoja u smjesi

Odjeljivanje kromatografijom moZe se optimiziratakb da promijenimo neke od
eksperimentalnih uvjetatime postizemo brze i efikasnije odjeljivanje. Optimanje se
postize mijenjanjem brzina gibanja sastojaka i §erdem Sirenja zona ispranog sastdjka.

Kromatografske analize mogu biti kvalitativne i kti#ativne. Kod kvalitativhe utdujemo o
kojim se spojevima radi u sastavu smjese, gdje &tografija nudi samo jedan podatak o
pojedingnom spoju, a to je vrijeme zadrzavanja na kolondg®& je za smjese nepoznata
sastava potrebno imati na GC povezan i masenispeé&tar kako bi se precizno identificirao
kemijski spoj. Kvantitativne vrijednosti u kromatadjji odnose se na visinu pika ili povrSinu
ispod pikacime se moze utvrditi sadrzaj pojedinog spoja u smfevantitativno odrdivanje
moze ukljgivati i koriStenje standarda, spoja poznate masgeincijskog vremend&jme se

postize kvantifikacija sastojaka smjéée.

Plinska kromatografija je kromatografija na stup@d koje je mobilna faza plin, dok je
stacionarna faz&vrsta tvar ili tekidgina. Kod plinske adsorpcijske kromatofrafijersta tvar je
velike speciféne povrSine, na kojoj se adsorbiraju analizirargt@ai. Sastojci uzorka se

odjeljuju zbog razlika u polozaju ravnoteze kojauspostavlja izmiu plinovitog sastojka
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uzorka icvrste povrsSine stacionarne faze. sl kad je stacionarna faza téka, nanesena

je na povrsinvrstog noséa adsorpcijom ili kemijskim vezanjemlika 2.39.*"

Mjerac protoka

s mjchuricem
sapunice
Razdjelnik Ajckor
protoka / Detektor
\\ 7 / Referentni detektor
Monometar ‘:{)__: = i Pojacalo
Dovod ? — ;
plina 3
nositelja UJ
* Regulator Mjerac
tlaka
protoka P

Kromatografska kolona -

Termostatirani prostor

Slika 2.38. Shema plinskog kromatografa

Helij, inertni plin, nage&e je upotrebljavana mobilna faza u plinskoj krongeadiji, a izbor
plina ovisi o detektoru koji se koristi. Stacionafiaza u plinskoj adsorpcijskoj kromatografiji
¢vrsta je tvar velike specéine povrSine, na kojoj se adsorbiraju kemijski spioie smjese.
Pri dovodu plina postavljaju se regulatori tlakentili, mjerai protoka kao i molekularna
sita, koja sluze za uklanjanje vode i¢iséoca, a brzina protoka nadzire se regulatorima

tlakal’t

Plinska kromatografija koristi se u analizi smjédapljivin spojeva, kakva su i eténa ulja.
Uzorak se unosi u kromatograf pofmomikroStrcaljke na vrh kolone, koja se grije na
temperaturi viSoj od temperature isparavanja najendrapljive komponente u smijesi.
Volumen injektiranog uzorka obio iznosi nekoliko desetina mikrolitatd.
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Za precizan rad kolone potrebno je da ona radptermnim uvjetima, gdje su odstupanja u
temperaturi u granicama nekoliko desetinki stuprijetektori u plinskoj kromatografiji

moraju imati brzi odziv na male promjene koncerijeac*

Povezane ili spregnute tehnike povezuju sposobodgljivanja pomoéu kromatografije i
kvalitativnhog i kvantitativnog odrivanja smjese spojeva. Plinska se kromatografif® ta
cesto povezuje sa spektroskopijotime dobivamo velike modmosti u smislu odjeljivanja,

identifikacije i kvantifikacije sastojaka smjeSe.

Osim masenog spektrometra (MS) na GC moze biti zaove drugi oblik detektora poput
detektora termalne provodljivosti (enghermal conductivity detectprTCD); detektora s
plamenim ionizatorom (engflame ionization detectorFID); fotoionizacijskoga detektora
(engl.photoionization detectoiPID); detektora koji radi na principu hvatanjalgtona (engl.

electron capture detectpECD); detektora atomske emisije (ergfiomic emission detector

AED) i infracrvenog spektroskopa (engburier transform infrared spectrosopyTIR). "

2.3.6.2. Spektrometrija masa

Spektrometrija masa je analka metoda u kojoj se molekule ioniziraju, a potoenieni
razdvajaju prema njihovoj masi i naboju. Ovom metadodreuju se relativne molekulske
mase, molekulske formule, a mogu se dobiti i podastrukturi molekule. Postupak ukdjuje

dva procesa, a to su ionizacija te potom razdvejeogiretivanje iona-’*

Molekula uzorka u plinovitom stanju bombardira $& je kljwno, pri visokom vakuumu,
snopom elektrona visoke energije, pemu se iz te molekule izbacuju elektroni. Nastaju
pozitivni molekulski kationi (M+), koji seteke koriste u analizama nego Sto se koristi
nastajanje negativnih iona. Molekularni su ioniokis aktivirani, imaju viSak energije, koja
dovodi do kidanja veza unutar molekule, te dolazifédhgmentiranja u manje ionéjjom
analizom mozemo a@odo informacija o strukturi praiavane molekule. Osim bombardiranja

elektronima postoji jo$ i kemijska ionizacija i bbardiranje brzim atomim¥?
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Razdvajanje i oddivanje iona vrSi se pon¢da instrumenata s magnetskim sektorom ili u
danasnje vrileme kvadrupolnim analizatorom masai hastali ionizacijom ubrzavaju se u
magnetskom dijelu instrumenta, prolaze kroz madmwetpolje i dobivaju otklon wu
magnetskom polju upravo razmjeran njihovoj brzmaboju i masi. Ukoliko pojednostavnimo
prikaz i kazemo da svi ioni imaju jednak nabojdneku brzinu, mozemo ¢eda ¢e otklon u

magnetskom polju biti obrnuto proporcionalan masijienata molekufe?

T . Osnovni pik
_ (100 %)

Relativni

intenzitet (%) -

1]

Slika 2.39.Maseni spektar

Spektrometar masa s magnetskim sektorom u analizatasa snima i prikazuje omjer mase
(m) i naboja (z) s obzirom na relativan intenzpgejedinog fragmentasiika 2.39. Najvisi i
najintenzivniji signal naziva se osnovni signalrégstavlja standard, kojemu se dogovorno
pripisuje vrijednost intenziteta 100. Prema staddae odréuju udjeli drugih fragmenata te

molekule!’

Nakon Sto prdu kroz analizator masa, ioni ulaze u sakuplgdje se odiduju te se putem
elektricnog multiplikatora zabiljeZzeni signal pogva i biljezi na detektoru. Podaci se
prikazuju u obliku elektrogkog signala na kompjuteru kao maseni spektar zacavanu
molekulu. Maseni spektar prikazuje intenzitet &oke iona u ovisnosti o vrsti kationa m/e i

karakteristtan je za pojedinu molekufd?

Kod identifikacije nepoznatog spoja masenom spekdtojom Kkoristi se usporedba
dobivenih podataka s poznatim standardima i spmja@vunutar postoggh velikih baza

podataka. 1z spektra masa i elementarne analizeemmmzdoznati molekulsku formulu i
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relativnu molekulsku masu, a mozemo pretpostavibraj i vrstu funkcionalnih skupina.
Zbog svoje visoke osijetljivosti i brojnih podatakaje daje o pojedirgom spoju, masena
spektrometrija vrlo je mma icesto koriStena metoda u identifikaciji komponemtjese, pa

tako i sastava eténog ulja.

2.3.6.3. Vezani sustav plinski kromatograf - maseni spektretar (GC/MS)

Vezani sustav plinski kromatograf i maseni speke&tan (GC/MS) predstavlja vrlo miou
tehniku za razdvajanje i identifikaciju komponesthjese kakva su i eténa ulja. Plinski
kromatograf sluzi za razdvajanje sastojaka smjasepektrometar masa za identifikaciju
pojedinog sastojka. Udej radi s vrlo malim koliinama uzorka i moze identificirati vrlo
niske koline sastojka smjese, i to ¥8-10%°g sastojka u smjesi. Uzorak se u GC/MS unosi
mikrostrcaljkom kao vréi upareni uzorak ili kao hladan, oldlen uzorak na getak kolone.

Cilj je unijeti &to prije i $to manju odgovarajukolicinu uzorka:™

2.3.6.4. Spektroskopija i spektrofotometrija

Pojam spektroskopija odnosi se na an#d@éi metode koje praavaju meudjelovanje
elektromagnetskog ztanja i tvari koju protiavamo. Svaka tvar ima sposobnost apsorpcije,
transmisije ili refleksije elektromagnetskog &mja u Sirokom spektru valnih duljina.
Spektroskopijom se mijeri sposobnost @auvane tvari da apsorbira, reflektira ili emitira
zraenje. Spektroskopija koristi instrumente koji rade razltitim spektrom
elektromagnetskog zfanja i analiziraju svojstva molekule te njezinu enalkciju sa
zratenjem. Vidljivi dio spektra elektromagnetskogdmaja nazivamo svjetlom, a instrumente
koji se koriste u spektroskopijesto zajedrikim imenom zovemo opiki instrumenti iako ne
prouavaju samo vidljivi dio spektre* "

Elektromagnetsko zéanje opisuje se pomo frekvencije ¢) i valne duljine ) Brzina

svjetlosti (c) dovodi u vezu ta dva pojma, pa sergia zr&enja izrazava kao:
E=h=h(ch)

iz cega slijedi da energija Zt@nja ovisi o frekvenciji i valnoj duljini na @ da se zréenje

poveava porastom frekvencije, a smanjuje porastom vdulgne. Pregled koji prikazuje

odnose vrijednosti frekvencija i valnih duljina naamo elektromagnetskim spektrom i on je
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podijelien u podrgja prema njihovoj primjeni u spektroskopiji. Vidlji dio spektra je
podruje zraenja na koje je osjetljivo ljudsko oko, obuligavalne duljine od 400 do 800 nm
vecim valnim duljinama i nizom energijom z®nja, zatim ultraljuldiasti (UV), s nizim
valnim duljinama i viSim energijom zfanja, zatim podrije radiovalova koje se koristi u
nuklearnoj magnetskoj rezonanci (NMR) i ima nizergiju od vidljivog i IR-zr&enja, te

X-zratenje, koje ima niske valne duljine i jako visokemgiju zraenjal™

Prolaskom elektromagnetskog &eaja kroz neku molekulu dolazi do apsorpcije ili
propustanja, emisije zraka, Sto ovisi 0 struktudrit kroz koju to zréenje prolazi kao i o
njegovoj frekvenciji. Energija elektromagnetskogcenja moze apsorpcijom dati energiju
molekuli koja je apsorbira. Tako naprimjer organskbjevi apsorbiraju energiju u UV i
vidljivom dijelu spektra, a valne duljine pri kojandolazi do apsorpcije ovise o jakosti veza

unutar molekulé’*

Osnovni dijelovi analitikih instrumenata za sve oblike spektroskopije, popuisijske,
apsorpcijske i fluorescencijske, dusobno skini su i u funkciji i u izvedbi, pa se stoga

zajednékim imenom nazivaju optki instrumenti.

“a & B
. <

[zvor syjetla Leca Manokromator Uzorak Dctektor Digitalni displcj sa
(prizma) apsor ancuo?n

Slika 2.40. Spektrofotometar

Spektroskopski udaji graieni su od pet osnovnih dijelova, koji ukijyu stabilni izvor
energije zréenja, poput zagrijane povrSine, plamena, iskreelgktricnog luka, zatim
selektora valnih duljina, koji omoguje izdvajanje dijela spektra koji nam je potreban,
nazivamo ga joS i monokromatalika 2.40. Uraiaj ima i jedan ili viSe spremnika za uzorke,
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detektor zr&enja ili pretvornik energije ztanja u mijerljiv signal poput elektnog te
procesor signala i ud@ja za njegovo @tanje. Kod emisijskih uraja izvor svjetla i uzorak
nalaze se zajedno, dok se kod apsorpcijskih i dsencijskih uréaja uzorak i izvor svjetla
nalaze na udaljenosti jedan od drugoga. Navedgglodi mogu biti sklopljeni na raalite

na’ine s obzirom na primjenu i ekonanbst koristenja instrument&’

U spektrofotometrijskim mjerenjima koristimo dvanosna termina kojima opisujemo
svojstva protiavane tvari, a to su transmitacija (T) i apsorban@).
Transmitacija ozngva koltinu neapsorbiranog z¥anja, a izréunava se prema izrazu:
T=P/IR
gdje se u odnos stavljaju upadnocerge (P) i zréenje koje je proSlo kroz otopinu 4P
Apsorbancija je funkcija kaline svjetla i koncentracije tvari koja apsorbirakéfomagnetsko
zra&enje i to je veliina bez dimenzije te se izrazava kao negativniricga od transmitacije:
A=-1ogl0T=-log (P/PO)=1log (PO/P).
Te je fizikalne vekline mogue opisati Lambert—Beerovim zakonom, koji stavljumokcijski
odnos kvantitetu apsorpcije i koncentraciju vrstgakapsorbira elektromagnetsko &aaje
prema jednadzbi:
A=log(PO/P)=abc
gdje ,a“ ozn#&ava apsorptivnost i predstavlja apsorpcijski kogfit, ,b“ je Sirina
apsorpcijskog medija, a ,,c* koncentracija apsoijoita vrste.
Budwi da u laboratorijskim mjerenjima dolazi do pogresk izrazavanju apsorbancije i
transmitacije zbog interakcije svjetla s posudicambkojima se nalazi uzorak, potrebno je
izvrSiti korekciju formule kojom se izrazava apsambija. Zbog navedenog se usjje
shaga snopa koji je propusten kroz mjernu posusiimiopinom koju mjerimo i snaga snopa u
istoj posudici s otapalom. Ta je korekcija u skladuambert—Beerovim zakonom i definira se
jednadzbom:
A = log (Potapaid P otoping
Spektrofotometar j€esto koriSten spektroskopski deg koji mjeri intenzitet svjetla nakon
Sto svjetlo prde kroz uzorak. Kvantitativno mjeri kdélnu svjetla koje kemijska molekula
apsorbira, emitira ili reflektira, mjefeintenzitet svjetla koje prolazi kroz uzorak snges
Moze mijeriti intenzitet kao funkciju boje ili valnduljine. Uz pomé spektrofotometra

mogute je odrediti koncentraciju préavane smjes¥?
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Spektrofotometar se sastoji od izvoracerga, monokromatora ili selektora valnih duljina,
dva spremnika — jedan za uzorak, drugi za slijeq@by — te detektora ztanja i uréaja za
ocitavanje rezultata mjerenja. Kontinuirani izvor etlq moze biti vodikova ili deuterijeva
lampa, gdje elekihi luk nastaje elektnim pobutivanjem deuterija ili vodika pri niskom
tlaku izmetu niti zarulje premazane oksidom i metalne eleldroDeuterijeva i vodikova
Zarulja proizvode kontinuirani spektar u pogwod 160 do 375 nm, ptiemu je intenzitet

deuterijeve Zarulje i od vodikove, zbogega se te&e koristil"*

Svjetlost iz lampe prolazi kroz utaj koji suzava mjereno ztanje na usku vrpcu koju uzorak
apsorbira ili emitira. Postoje dva osnovna tipeelsielra za stvaranje uskih vrpca, a to su
monokromator i filtri. Monokromator se r@ge koristi u spektrofotometriji. On propusta
odreienu valnu duljinu svjetlosti iz kontinuiranog spekkroz pukotinu &vrséenu u Zarisnoj
ravnini. Svjetlost prolazi kroz préavanu smjesu i nakon prolaska kroz tvar mjeri se
intenzitet svjetla pomi fotodiode ili drugoga svjetlosnog senzora te aligpretvara u
kvantitativni oblik uz pomé fotopretvornika signala. Spremnici za uzorke jeplu probu
zovu se kivete. Trebaju biti prozirni i izhaju se od raztitih materijala koji propustaju
odraien raspon valnih duljina. Qino silikatno staklo rabi se u wdi&ima za primjenu u
vidljivom spektru, izméu 375 i 2000 nm. Taljeni silicijev dioksid i kvakoriste se iznad
3000 nm i ispod 350 nii*
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2.3.7. Metode za odr@ivanje bioloSke aktivnosti eteriog ulja

BioloSku aktivnosti prirodnog spoja koji préavamo mozemo promatrati kroz aspekt njegova
djelovanja na hranu ili na Zivi organizam, d&fe nacovjeka. Kod bioloSkog djelovanja
aktivnog spoja u hrani aktivna tvar zaustavljaudiporava oksidacijutime Stiti hranu od
kvarenja. Kod bioloSkog djelovanja aktivhog spojautar ljudskog organizma govorimo o
antioksidacijskom djelovanju ili usporavanju i umaanju posljedica oksidativhog stresa,
zatim inhibicijskom djelovanju bioloski aktivnih gj@va na kljgne enzime unutaiovjekova
organizma kao i antimikrobnomc¢imku bioloSki aktivnih spojeva iz eténih ulja na

mikroorganizme kao uztoike bolesti kod ljudi i higijenskih promjena naahi?*4®

2.3.7.1. Metode odrdivanja antioksidacijskog potencijala

Antioksidacijska aktivnost nekog bioloski aktivnegoja ne moze se mjeriti direktno,évee
mjeri posljedica antioksidacijskogéinka toga bioloSki aktivnog spoja. Metode kojima se
mjeri antioksidacijska aktivnost raznolike su i jme@ Kod razmatranja kojgtemo metodu
koristiti za odrdivanje antioksidacijske aktivnosti bioloski aktitinispojeva valja voditi
racuna o izvoru reaktivnih spojeva i ciljanom supstradsim promjene uvjeta, poput pH,
temperature i koncentracije supstrata, na antiakggki kapacitet nekog bioloski aktivhog
spoja utjecaté¢e izbor metode i medij u kojem se metoda testitwg& je u mjerenja
antioksidacijskog potencijala potrebno ukljui neke poznato dobre antioksidanse kako bi se

dobiveni rezultati mogli usporeditf®

Metode koje mjere antioksidacijski potencijal pdnih spojevacesto se dijele na dvije
skupine:
- metode kojima se mjeri sposobnost hvatanja sloihachdikala

- metode kojima se mjeri sposobnost inhibicije dasijskog proces#>"

U ovom doktorskom radu koriStene su mjerenja reijghkay potencijala antioksidansa (engl.
Ferric Reducing Antioxidant Power FRAP) i metoda koja uklfuje mjerenje sposobnosti
uklanjanja slobodnog radikala difenilpikrilhidrazi(engl. 22-diphenyl-1-picrylhydrazyl
radical; DPPH) iz smjes&?® 48 177
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2.3.7.1.1. FRAP-metoda

FRAP-metoda je jednostavna spektrofotometrijskaoneetu kojoj se mijeri redukcijski
potencijal ispitivanog antioksidansa. Antioksidgsi ovom sldaju reducens koji sudjeluje u
redoks-reakciji i oduzima elektrone Zeljezu kojensd¢azi u reakcijskoj smjesi. Reakcija se
odvija pri niskom pH, prilikontega Fe-ion u sastavu soli R¢(TPTZ),Cls (2,4,6-tripiridil-s-
triazin, TPTZ) u prisutnosti antioksidansa prelazrovalentnog u dvovalentni oblik. Pritom
dolazi do promjene obojenja iz blago Zutog u plajjose intenzitet mjeri kodsgs (slika
2.4]).177

2N
“Fe (I11) AntlokSIdans =N
- N NP reducens Fe (“)
N ’ | N N N g
N N\ N ’

J NS

== N _~

Slika 2.41.Strukturni prikaz promjena TPTZ-a u FRAP-metodi

Intenzitet plavog obojenja uspdige se s poznatom keéihom Zeljezovih iona u otopini i

time odreuje redukcijski potencijalu prisutnog antioksidansa

Reakciju mozemo prikazati kako slijedi:
FE-TPTZ ----> Fé*-TPTZ

Zuto obojenje plavo obojenje

Metodu su razvili Benzie i Strani (1996) kako bienilj redukcijski potencijal krvne plazme.
Metoda se kasnije razvila i primjenjiva je za migeei u drugim medijima, poput hrane,

biljnih ekstrakata, sokova i ving®
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2.3.7.1.2. DPPH-metoda

DPPH-metoda jednostavna je spektrofotometrijskabdeekoja odréuje sposobnost
antioksidansa da ukloni slobodni radikal koji séamau reakcijskoj smjesi. MoZzemocieda
mjeri antiradikalnu efikasnost antioksidansa. Rgalse temelji na hvatanju slobodnog
radikala difenilpikrilhidrazil (DPPH) antioksidanso Alkoholna otopina slobodnih radikala,
koja je ljubtaste boje, djelovanjem antioksidansa pretvararssadikalni oblik, koji je Zute

boje i apsorbira nas;; (slika 2.42.1"

O,N

NO,
Slika 2.42.Slobodni radikal 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, DRHB.

Slobodan se radikal DPPHe u reakciji s antioksi#tans prevodi u neradikalni oblik
DPPH-H:
DPPHe + AH --> DPPH-H + As
DPPHs + Re --> DPPH-R

2.3.7.2. Metode odrdivanja inhibicije kolinesteraza

Za odreivanje inhibicije kolinesteraza koristi se Ellmamowmetoda (1961). Ona se temelji na
hidrolizi acetiltiokolina (ATCh) uz pomioenzima AChE ili BChE, préemu nastaje tiokolin
(TCh). On dalje reagira s tiolnim reagensom DTNB;gm ¢emu nhastaje anion 5-tio-2-
nitrobenzojeve kiseline (TNB-), koji daje zuto obje, ¢ija se promjena intenziteta mjeri
spektrofotometrijski koda:o(slika 2.43.%
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)l\s > \H AChE/BChE £ IL/
+ 2H+
ATCh octcna kisclina tiokolin
%:_\; TNB anion
/\/ + +
HS I
Sg~N
tiokolin N
0 =0
Hd
DTNB

Slika 2.43.Reakcija na kojoj se bazira Ellmanova metoda

2.3.7.3. Metode odrdivanja antimikrobnog winka

Jedinstvena metoda za odir@anje antimikrobnog &inka eterénih ulja i biljnih ekstrakata ne
postoji, pa se koriste neke od poznatih metodacedsg se, zbog svoje jednostavnosti i
brzine, u odrédivanju antimikrobnog &inka eterénih ulja koriste dvije metode:

* metoda disk-difuzije, koja daje kvalitativhe podatk

* metoda dilucije u tekiem mediju, koja daje kvantitativne podatke.

Metoda disk-difuzije temelji se na primjeni oddene koncentracije antimikrobne tvari na
papirnati disk koji se stavi na agar-podlogu s mikganizmom i inkubira. Nakon inkubacije
i djelovanja antimikrobne tvari oko diska se pojaeme bez rasta mikroorganizma. Promjer
zone inhibicije (ZI) ovisi o osjetljivosti mikrooegnizma na pratavanu antimikrobnu tvar.
Sto je veéi ZI, veca je osjetljivost mikroorganizma na pg@vanu antimikrobnu tvar tvar
(slika 2.44.
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Slika 2.44.Metoda odréivanja antimikrobnog tinka disk-difuzijom; preuzeto i prilageno
88

iz
Metoda dilucije u tekiweem mediju moze biti makrodilucijska i mikrodiludis, ovisno o
volumenu tekdeg medija u kojem se testiraju bakterije. d¢&je je koriStena mikrodilucijska
metoda, gdje se u mikrotitar giloama s 96 jazica inokuliraju bakterijske kulturgalumenu
od 0,1ml. Na isti bakterijski se soj tako istovremoetestira spektar serijskih raztgnja
odreienoga etetnog ulja. Nakon inkubacije ¢da se vrijednost minimalne inhibitorne
koncentracije (MIK), koja je definirana kao najnikancentracija etefhog ulja kod koje
nema vidljivog zaméenja jazice, tj. vidljivoga bakterijskog rasta. miaMIK znaci bolji
antimikrobni «&inak testiranog ulja. Osim ZI- i MIK-vrijednosti pekad se antimikrobna
aktivnost izrazava i kao minimalna baktericidna d@mracija (MBCY®
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije

Za izradu ovoga doktorskog rada koriStene su kelijgkanalitickog stupnja.

Od tvrtke Sigma-Aldrich Steinheim, Njemika, koriSteni su acetilkolinesteraza Tip V-S
(E.C. 3.1.1.7, iz elektrofora elektnie jegulje); acetiltiokolin-jodid; butirilkolinestaza (E. C.
3.1.1.8, iz konjskog seruma); butiriltiokolin-jodlidserin 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazin; 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil; Fast Blue Bsol (cinkova diazo-sol); naftil-acetat; 5,5'-dhis(2-

nitrobenzojeva kiselina) i takrin.

Od tvrtke Merck Darmstadt, Njemka, koriStene su kemikalije: albumin frakcija ¥z

goveieg seruma); amonijev karbonat i TRIS-hidroksilamiedan.

Od tvrtke Kemika Zagreb, Hrvatska, koristeni su: amonijev hidrdgebonat; bezvodni
natrijev sulfat; EDTA; etanol 96%; etil-acetat detier; kalijev jodat; kloridna kiselina;
ledena octena kiselina; malonska kiselina; rmang sulfat monohidrat; natrijev acetat
trihidrat; pentan; petroleter (40-60 °C); sulfatn&iselina; Skrob; vodikov peroksid,

Zeljezov(lll) klorid heksahidrat i Zeljezov(ll) dat.

Od tvrtkeAlfa Aesar(A Johnson Matthey Compgn@mbH & Co., KG (Njemeka), koriSten
je pirogalol, 98%; a od tvrtkd.T.T. d.o.0. (Sveta Nedjelja, Hrvatska) koriStena j&)L(

askorbinska kiselina.

Od tvrtke GRAM-MOLd.o0.0. (Zagreb, Hrvatska) koriSteni su 96%-tnneta klorovodina
kiselina. Za neke metode koriStenalgonizirana voda.
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3.2. Biljni materijal

Bilini materijal prikupljen je s prirodnih populgai u ljeto 2010. i 2013. godine na

lokalitetima navedenim tablici 3.1.

Tablica 3.1.Lokaliteti na kojima je sakupljen biljni materijal

Vrsta Lokalitet (Broj Herbarijska oznaka
populacije)
C. ragusinalL. (Carduiforme$ Marjan, Split C_rag_2010
otok Palagruza(l) Cent_1/2013
otok Vis(2) Cent_2/2013
Split, Marjan (19) Cent_19/2013
C. solstitialis L. (Dumulosag Split, Marjan (17) Cent_17/2013
C. rupestrisL. (Acrocentron Kozjak, Mal&ka (6) Cent_6/2013

Kozjak, Malaka (7) Cent_7/2013
Kozjak, Malaka (8) Cent_8/2013

Vrdovo (9) Cent_9/2013

otok Krk (14) Cent_14/2013
otok Bra: (26) Cent_26/2013
Mu¢ (28) Cent_28/2013
otok Bra: (29) Cent_29/2013
otok Brat (32) Cent_32/2013

Sve biljne vrste odrene su botatkim metodama identifikacije putem morfologije, no
konana potvrda o auterosti vrsta dobivena je citogenetskim istrazivaajim

Listovi i sjemenke koriStene su za citogenetskazstanja, dok su vrsni dijelovi prosusenih
biljaka koriSteni za ekstrakciju et&niog ulja. Listovi za citometriju sabrani su s nékol
jedinki iste vrste. Nakon branja listovi za citonjet skladiSteni su u plaste vreice sa
silikagelom i pohranjeni u frizider do mjerenjaeBjenke su pohranjene u papirnate&ete

odijeljene od insekata kako bi ostaléwszane.

Vrsni dijelovi biljaka, uglavnom cvjetovi i listoyinakon branja su prosuSeni na sobnoj
temperaturi i koriSteni za ekstrakciju eteivg ulja. Herbarski primjerci pohranjeni su u
laboratoriju Zavodu za biokemiju Kemijsko-tehnolo§kfakulteta, pod brojevima navedenim
u tablici 3.
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3.3. Odredivanje veli¢ine genoma biljnog materijala protatnom
citometrijom

Odretivanje veltine genoma ili kolline DNA raieno je iz svjezih listov&€entaureavrsta.
Listovi ispitivanih jedinki isjeckani su oStrim 2iiom zajedno sa standardom u Petrijevoj
zdjelici i pomijeSani u 60@L hladnog Galbraithovog pufera i 1%-tnim poliviriiglidinom
10,000 i 50ug/mL RNAze A Sigma Chemical C. St. LuiSAD)!®

Priprema uzorka

7 standard

Y Petwnia hybrida
| (Hook) Vim. cv.
B PxPC6 (2C=2.85pg)

Filtriranje “
pore: 48 - 75 um

Veli¢ina epruvetice: ~700ul

T =

{

Bojanje uz pomo¢ fluorokroma:
Propidijum jodid, 30-100 ug
Partec CyFlow

Histogram

w2
Intenzitet fluorescencije na 605nm

Slika 3.1.Prikaz odrdivanja veltine genoma kod biljaka koriStenjem préte citometrije

Jezgre su filtrirane kroz najlonsko sito ¥ele pora od 5Qum u svrhu uklanjanja &
dijelova tkiva i tkivnih fragmenata. Bojanje je erto s propidijum-jodidom, koncentracije 50
ug/mL, pripremljenim otapanjem u destiliranoj vofilitriranim kroz 0,22 ul filter icuvanim
na -20 °C. Kao unutradnji standard koriStenBgeunia hybrida(Hook) Vilm. cv. PxPC6 (2C
= 2,85 pg). Prottna citometrija rdena je na protmom citometruCyFlow SL3 Partec,
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Munster, Njemé&ka, sa zelenim laserom (532 nm 10 n@bolt Samba Lasgr(slika 3.1).
Najmanje 5 jedinki koriSteno je za mjerenja kakosbi dobila srednja vrijednost kohe
DNA. Najmanje 5000 do 10000 jezgri analizirano je pojedingnom uzorku. 2C
DNA-vrijednost izr&unata je koriStenjem linearne ovisnosti izilmepoznatog standarda i
fluorescentnog signala obojanih jezgri pfavane vrste. Apsolutna vrijednost imaata je
prema sljedéoj formuli, koju su zadali Dolezel i Barto$ 2005:

2C DNA = srednja vrijednost 2C pika uzorka x RNA standarda
srednja vrijednost 2C pika standarda

2C vrijednost DNA content od internog standarda (standaRisum sativum‘Kleine

Rheinlanderin’) iznosi 8.84 pg.

3.4. Metoda odredivanja broja i izgleda kromosoma u jezgri

Odretivanje broja kromosoma, karioloSka analizalersa je na stanicama korijenskih vrSaka
nastalih klijanjem sjemenki vrst@entaurea VrSci korjergica pretretirani su s 0,002 M 8-
hidroksikvinolinom kroz 3h na 16 °C, zatim fiksitan3:1 (v/v) etanol-octenom kiselinom na
4 °C kroz najmanje 24-48 h. Kromosomski preparati rprigieni su tradicionalnim
karioloSkim metodama gnjenja s octenom karmin bojom nakon hidrolize od i@.rs 1N

HCIl na 60 °C i bojanja Schiffovim reagensom.

Mikroskopska analiza kromosomadema je poméu epifulorescentnog mikroskopaeiss
Axiophot KoriStena je visokoosjetljiva CCD-kameRETIGA 2000R; Princeton Instruments
Every, France) i analizator slikeMgetavue Every France). Broj kromosoma oden je
prouwavanjem metafaznih kromosoma od minimalno 20 sj&ir@mpopulaciji.
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3.5. Metode izolacije hlapljivih spojeva iz biljnog mateijala

Etericno ulje iz prodavanih biljaka izolirano je hidrodestilacijom uzmpot aparature tipa
Claevengerglika 3.2. U okruglu tikvicu dodano je oko 100 g prosuSenggubo usitnjenog
bijnog materijala i 1 litra destilirane vode zggne na temperaturu vrenja. Isparljive
komponente etefhog ulja zajedno s vodenim parama iz tikvice prelgmostrarinim
cijevima aparature, kroz Leibigovo hladilo, hladeiskondenziraju u hladilu izég@nom po
Allihnu. U srediSnjoj cijevi ovog hladila nalazi semjesa organskih otapala pentana i
dietiletera u omjeru 1:3, tzv. ,klopka“ ili ,trap‘U tim organskim otapalima sastojci se ulja
zadrzavaju, dok voda pada na dno i reciklira sikwicu, gdje se nastavlja hidrodestilacija.
Nakon 150 minuta hidrodestilacije smjesa €tesg ulja i organskih otapala iz klopke u
centralnoj cijevi prebaci se u suhuc¢hu. Dodatkom bezvodnog natrijevog-sulfata, koji se
ukloni dekantiranjem, uklonimo ostatke vode iz etewg ulja. Nakon suSenja smjesu
prebacimo u suhu, izvaganudiu u kojoj ulje hermetiki zatvorenotuvamo u zamrziva

na -20°C do upotrebe za daljnje analize.

Slika 3.2 Aparatura po Clevengeru

Za mjerenje bioloSke aktivnosti et&bg ulja svako pojedigao eteréno ulje otopljeno je u

etanolu i odréena mu je p&etna masena koncentracija.
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3.6. Metode analize hlapljivih spojeva iz eteinih ulja vezanim sustavom
plinska kromatografija - masena spektrometrija (GCMS)

Kvalitativna i kvantitativna analiza eténih ulja napravljena je metodom plinske
kromatografije te uz pontoveznog sustava plinska kromatografija - masen&tspaetrija
(GC i GC/MS). Urdaj koristen za analize bio Marian Inc. Lake ForestCA, USA), plinski
kromatograf (GC), model 3900, opremljenim detektoromasa, masenim spektrometrom
(MS) model 2100T, te tanalom €lika 3.3).

Za analize je koriStena nepolarna kapilarna koMRé&MS duzine 30 m x 0,25 mm i debljine
stacionarne faze 0,25 mm. Temperaturni program E&MS-kolonu bio je kroz 3 minute
izoterman na 60C, zatim se povisio na 24& stopom od 3C min:* i zadrZao izotermno

kroz 25 min. na toj temperaturi.

Nosa plina bio je helij, sa stopom protoka 1 ml rfintemperaturom injektora od 25@,
injekcijskim volumenom od LL, omjerom raspodijele od 1:20. lonizacijska voltaiasenog
spektrometra bila je 70 eV, raspon skeniranja mé8a350 masenih jedinica i temperatura
izvora iona od 206C.

Slika 3.3.Vezni sustav plinski kromatograf maseni spektr@an@sC/MS)
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Identifikacija kemijskih spojeva u sastavu eilrdg ulja temeljena je na usporedbi Kdsaih
indeksa sa serijom alkana;-C4o, s literaturnim podacima za Kaleve indekse u bazi
NIST2002 (ational Institute od Standards and Technolo@aithersburg, MD, USA) i
usporedbom masenih spektara spojeva iz baza ped@téley 7 Library— Wiley, New York,
NY, USA i NIST 2002)**® Kori$tena je i interna biblioteka spojeva, nastatathodnim
analizama i usporedbom¢sstim spojevima, analiziranim i koriStenim u labangu Zavoda
za biokemiju Kemijsko-tehnoloskog fakulteta. Ud@mstjaka u smjesi spojeva iZunat je
kao srednja vrijednost povrSine GC-pikova.

3.7. Metode odralivanja bioloSkog potencijala hlapljivih spojeva

3.7.1. Metode odrdivanja antioksidacijskog potencijala etemih ulja

Za mjerenje antioksidacijske sposobnosti éteni ulja odabranih vrsta rod&€entaurea
odabrane su dvij@ vitro metode: FRAP-metoda i DPPH-metoda. U tu svrhusSkemi su
citac mikrotitarskih pl@ica ,Sunrise” Tecan GmbH Austrija) i UV-Vis Perkin-Elmer
Lambda EZ 205pektrofotometars(ika 3.4).

Slika 3.4. Visekanalni spektrofotometarskita¢ mikrotitarskih pld@ica ,Sunrise” Tecan
GmbH Austria).
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Svaki uzorak testiran je najmanje triput,¢ptme osnovne koncentracije 1 g/L. Obrada
rezultata i grafiki prikazi rezultata izrdeni su poméu odgovarajtih racunalnih statistikih

paketaMicrosoft Excel

FRAP-metoda

Redukcijski potencijal etemnih ulja biljaka roda Centaurea odrelen je pomou
FRAP-metode (Benzie i Strain, 1996). Qtivanje se temelji na reducirajoj sposobnosti
etercnog ulja i njezinoj usporedbi s rezultatima dobimenza mjerenje s poznatim

koncentracijama Fé&iona (standardna krivuljalika 3.5).

Reakcijska smjesa sastojala se od gRFRAP-reagensa, koji se dobije mijeSanjem 25 mL
acetatnog pufera s 2,5 mL otopine TPTZ-reagengam® otopine FeGlu Sto je dodano 7,5

uL otopine uzorka etemog ulja.

Reagensi potrebni za pripremu FRAP-reagensa smOl& acetatnoga pufera pH = 3,6; 40
mmol/L klorovodine kiseline (HCI); 10 mmol/L otopine TPTZ u 40 muoHCI i 20

mmol/L otopine FeGl

Bazdarna krivulja za FRAP

€07 A
=

o 0,6

2 &

S_ 7

.S 04
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S 02 —— Linear (Series1)
a /

< 0,1 ’/‘,
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y =0,0007x

Slika 3.5.Bazdarna krivulja za FRAP
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Svjeze pripremljeni zuti FRAP-reagens ulije se ziga mikrotitarske pléice, doda mu se
uzorak s potencijalnim antioksidansanji redukcijski potencija zelimo izmijeriti. Mjeries
intenzitet plavog obojenja kaksg, U viemenu, t = 0, | g@tnu apsorbanciju oztiano s A.
Reagensu se nakon toga dodaje uzorakcatagiulja kao potencijalni antioksidans i mjeri se
promjena apsorbancije koja se dogodi nakon 4 minozed&ena s A. Da bismo dobili
apsorbanciju ¢istog uzorka, oduzimamo apsorbanciju izmjerenucetvrtoj minuti |
apsorbanciju na getku (As- Ag) i dobivenu vrijednost uspatajemo s bazdarnom krivuljom
(slika 3.5. Otopina poznate koncentracije Zeljezovih ion& {F izrazava se mmol/L
ekvivalenata F&/L. Koncentracije otopine Fegkoristene za izradu baZdarne krivulje i$le su
od 0 do 1250 mmol/L. Otopine za izradu bazdarneuke testiraju se istim gore navedenim

postupkom. Krivulja je izridena koriStenjem tainalnog paketdicrosoft Office Excel
DPPH-metoda

Antioksidacijski kapacitet uklanjanja slobodnogikath DPPHe etetinim uljem biljaka roda
Centaureaodraiivan je spektrofotometrijskom DPPH-metodom (Brandlligns, 1995).
Metoda je visoko reproducibilna i pogodna za rathaim kolicinama uzorka. Mjerenje
intenziteta Zutog obojenja radi se psiz. DPPH-radikal otopljen je u 96%-tnom etanolu, koji
je koristen i za podeSavanje nult&ke aparata. Reakcijska smjesa sastojala se od 1 mL
DPPH-radikala koncentracije 0,04 g/L i pbD otopine uzorka etamog ulja u etanolu. Nakon

60 minuta ditana je apsorbancija reakcijskih smjesa i darat % inhibicije uklanjanja

radikala DPPHe prema formuli:
% |nh|b|C|Je = ((A) - Auzorka)/AO) X 100
gdje Ay predstavlja apsorbanciju otopine DPPH bez uzorkerene na peetku, kada je

vrijeme t = 0 min., a Avorka Predstavlja apsorbanciju uzorka eteag ulja mjerenu nakon t =

60 min.
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3.7.2. Metoda odrdivanja sposobnosti inhibicije enzima kolinesteraze

Ellmanova metoda koriStena je za ativanje sposobnosti inhibicije enzima kolinesteraze.
Mjerenje je rdeno na viSekanalno@itacu mikrotitarskih pl@ica ,Sunrise” Tecan GmbiH
Austria @lika 3.4) pri valnoj duljini od 409 nm, s automatskim magegem i snimanjem
podataka na tainalo. Mjerenja su tBena na temperaturi od 25 °C uz acetiltiokolin (A)Ch
kao supstrat i DTNB kao reagens. Intenzitet Zutertog produkta mjeren je k@doo buditi

da ureaj posjeduje filter koji propusta svjetlost naveeleralne duljine, a koja je najbliza
412, propisanoj u metodMjerenja aktivnosti kolinesteraze provedena swjetima stalne

koli¢ine supstrata.

Reakcijska smjesa sadrzavala je 1800,1 mol/L fosfatnog pufera pH = 8; 10L 5,5'-ditio-
bisa (2-nitrobenzojeve kiseline) — DTNB; 1 acetilkolinesteraze — AChE iz elektrofora
elektricne jegulje; 10uL acetiltiokolin-jodida — ATChIl; i 10uL uzoraka odréene
koncentracije otopljenog u etanolu ili samog etan@bontrolno mjerenje). Ukupan volumen

reakcijske smjese iznosio je 2gD.

Koncentracija DTNB-a u smjesi iznosila je 0,3 mrapl paetna otopina pripremljena je u
0,1 mol/L fosfatnom puferu pH = 7, s dodatkom Or8l/L natrijevog-hidrogenkarbonata.
DTNB je stabilniji ukoliko se otopi u piferu pH 5 fiego u puferu pH =&

Koncentracija AChE u smjesi iznosila je 0,03 U/mLY enzima hidrolizira Jumol supstrata
u minuti pri pH = 8 i temperaturi od 37 °C). Kontercija ATChl u smjesi iznosila je 0,5
mmol/L, a p@etne otopine za AChE i ATChI pripremljene su kaisD,1 mol/L fosfatni
pufer pH = 8.

Mjerenja su provedena s po tri ponavljanja u tjajad 6 min., a postotak inhibicije AChE

etertnim uljem r&una se prema izrazu:

% inhibicije AChE = (((A - Bg) - (Au - By))/(AeBg)) X 100
gdje je A= oznaka za apsorbanciju otopine enzima bez uzaotkhitora, dok je B oznaka za

slijepu probu otopine enzima u kojoj se ne nalaps$rat; A je oznaka za apsorbanciju
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otopine enzima s uzorkom/inhibitorom, g Bznaka za slijepu probu otopine enzima u kojoj

se ne nalazi uzorak/inhibitor.

Kod odrelivanja inhibicijske sposobnosti etémih ulja na BChE kao supstrat se koristi
sintetski butiriltiokolin-jodid (BTChl) koncentrgei 0,5 mmol/L u smjesi i BChE iz konjskog
serumacija koncentracija u smjesi iznosi 0,03 U/mL.c¢Btme otopine BTChl-a i BChE
pripremljene su u 0,1 mol/L fosfathom puferu pH =@stali sastojci reakcijske smjese i

mehanizam reakcije identii su kao kod testiranja AChE.

3.7.3. Metode odrédivanja antimikrobnog djelovanja eteriih ulja

Za odrdivanje antimikrobnog djelovanja etémiog ulja biljaka roda&CentaureakoriStene su
metoda disk-difuzije i metoda agar-dilucije. Qilvanje antimikrobnog &inka raieno je u

Laboratoriju za mikrobiologiju Prirodoslovno-matetitkog fakulteta SvatiliSta u Splitu.

Antimikrobna aktivnost etethog ulja vrsteC. ragusinatestirana je na Sirok panel patogenih
mikroorganizama:
» Gram-pozitivne bakterije:
o Bacillus cereugsoj ATCC 11778)
o0 Enterococcus faecalisoj ATCC 29212)
o Staphylococcus aureysoj ATCC 25923)
0 Clostridium perfringengsoj FNSST 4999)
* Gram-negativne bakterije:
o Escherichia col(soj FNSST 982)
o Klebsiella pneumoniaésoj FNSST 011)
o Chronobacter sakazakjsoj FNSST 062)
0 Pseudomonas aeruginogsoj FNSST 014)
e gljivice:
0 Penicillium funiculosunfsoj FNSST 3724)
0 Saccharomyceserevisiag(soj FNSST 901)
o Candida albicangsoj ATCC 10231)
o Aspergillus fumigatugsoj FNSST 38334*°
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Kultura mikroba

Etericno ulje

Inkubacija 24h na 37C

Slika 3.6.Shematski prikaz testiranja antimikrobnog djelgaan

Metoda disk-dilucije koristi diskove od filter-papipromjera 6 mm, koji se postave na kruta
hraniliSta na kojima su prethodno inokuliragiste kulture bakterija i gljivica priblizne
koncentracije 18-1/mL. Nasaivanje mikrobnih kultura eno je s 20 mL Mueller—
Hintonovog hranjivog agara u Petrijevim zdjelicap@mjera 11 cm. Na svako hraniliSte
postavljena su po tri diska s po 5 pL uzorka &bedg ulja i inkubirana 24 sata na 3.
Nakon inkubacije &itane su zone inhibicije rasta i izrazene su umetrima. Uz uzorke su, u

svrhu usporedbe, inkubirani i standardni antibioli¢ungicidi (slika 3.6).

Volumen eteknog ulja od 5QuL, nanesen na disk, odgovara koncentraciji 500 igkud Za
usporedbu &inkovitosti antimikrobnog djelovanja spomenutih reteih ulja sojevi
mikrorganizama testirani su na anitbiotike koji s&bicajeno koriste u klirikoj praksi za
lijecenje infekcija Gram-pozitivnim i Gram-negativnim Kberijama, poput ampicilina,
gentamicina i cefotaksima, te na antimikotik aniicia B. Ampicillin (Amp) koriSten je u
kolic¢ini od 30ug po disku; gentamicin (Gen) u k&ihi od 15ug po disku; cefotaksim (Cef) u
koli¢ini od 30pug po disku i poznato dobar antimikotik amfoteri@nAmf B) u koli¢ini od
10 ug po disku.
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Metoda agar-dilucije u tekem mediju koristi mikrotitarske péce s 96 jazica, u koje se
inokuliraju bakterijske kulture u volumenu od 0,1. nNa isti se bakterijski soj tako
istovremeno testira spektar serijskih radejgja odrdenog etetinog ulja. U svaku se jaZicu
prvo dodaje 50 pl tekieg Mueller-Hintonova medijaBecton DickensgnUSA) te u prvi
stupac jazica etemo ulje odrdene koncentracije ukupnog volumena 100 pl. ZatirbGg|
suspenzije iz prve jazice prebacuje ucidue dobro resuspendira, iz te se jazice wudu
prebaci 50 pl suspenzije i tako se nastavi do @osjg jaZice u nizu, stvardjuserijska
razrjeienja etekinog ulja, pricemu je u svakoj idioj jazici koncentracija etemog ulja upola
manja. Jedino se u posljednju jazicu ne stavljaicete ulje, vé samo Mueller-Hintonov
medij jer sluzi kao kontrola. Nakon toga se 50 pdkpn@&ne kulture bakterija u tekem
Mueller-Hintonovu mediju inokulira u svaku jazicGust&a inokuluma mora biti 0,5 Mc
Farlanda, Sto iznosi 1 x 106 CFU/ml za bakterifjexi104 CFU/ml za gljivice.

Mikrotitar-plocice pokriju se sterilnom folijom ili poklopcem tenkubiraju 18 sati u
termostatu na 37 °C za bakterije te na 25 °C naaglj Nakon inkubacije @ta se vrijednost
minimalne inhibitorne koncentracije (MIK-a). MIK jdefiniran kao najniza koncentracija
eternog ulja kod koje nema vidljiva zaréenja jaZice, tj. vidljiva bakterijskog rasta. $¢o
manji MIK, bolja je antimikrobna aktivnost testi@mulja.
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8 4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Citogenetski profil biljaka roda Centaurea

Citogenetski profil odabranih biljaka rod@entaureaistrazivanih u ovom doktorskom radu
odnosi se na oddezanje veltine genoma, koriStenjem metode ptote citometrije, te broja i
izgleda kromosoma, koriStenjem standardnih kariolometoda.

Kriterij za izbor vrsta bio je r@n njihove rasprostranjenosti, pa je tako izabr@msendem
koji raste na vrlo ogradénom podrtju — Centaurea ragusina zatim endem Sireg
rasprostranjenja, kao Sto j€entaurea rupestris kozmopolit, Sirom svijeta rasprostranjena
vrsta Centaurea solstitialiskoja je ujedno i invazivna vrsta. Odabrane visibrane su sa
staniSta gdje vladaju raziii ekoloSki uvjeti te s razditih nadmorskih visina. Citogenetski su
prowavane vrst€€entaurea ragusing otoka Palagruze, Visa i s brda Marjan u Sphatim
Centaurea solstitialiss brda Marjan u Splitu Centaurea rupestris brda Kozjak, s dvaju
lokaliteta na Mal&koj, iz mjesta Md i Vrdovo te s otoka Bka i Krka. Izabrane vrste
pripadaju i botarki taksonomski raztitim sekcijama, pa je stoga zanimljivo ptitusastav

etertnog ulja i s tog aspekta.

Vrste rodaCentaureadosad su dobro istrazene u morfoloskom smisla aetik dio vrsta

poznat je i broj kromosoma, no kod malog brojaavistrazena je velina genoma i detaljan
izgled kromosoma. Vrste rodzentaureadosSle su u fokus istrazivanja zbog svoijih ljekibwvit
svojstava kao i zbog invazivnih vrsta koje pripaddpm rodu, a uzrokuju Stetu u

poljoprivrednim nasadim®.

Kako bi prezentirani rezultati fitokemije bili neofbeno vezani za vrste koje smo istrazivali,
bilo je potrebno utvrditi auterdnost ispitivanoga biljnog materijala. Poznato jamafoloske
razlike melu vrstama mogu biti nedovoljno jasno definiraneptegu dovesti do pogreSna
botantkog odreivanja istraZivane vrste. Stoga je, uz morfoloSkakterizaciju istrazivanih

vrsta koju je napravio botafar doc. dr. sc. Mirko Ré&, sa Zavoda za biologiju
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Prirodoslovno-matematkog fakulteta u Splitu, bilo potrebno napraviti itogenetska

istrazivanja kako bi se sa sigurootvrdila autentinost istrazivanih vrsta.

Citogenetski su praavane vrsté€Centaurea ragusing otoka Palagruze, otoka Visa i s brda
Marjan u SplituCentaurea solstitialis brda Marjan u SplituGentaurea rupestris lokaliteta
Malacka na brdu Kozjak, iz mjesta Mu Vrdovo te s otoka Krka i Bta. Citogenetska
istrazivanja u ovom doktorskom radu vodila su sevagm broju populacija za sve ftri
spomenute vrste kako bi se utvrdilo da su dobiveaultati veltine genoma u skladu s

botantkom morfoloSkom determinacijom odabranih vrsta rGeataurea

Broj kromosoma i koliina DNA u prijasnjim objavljenim istrazivanjima aeni su za vrste
C. ragusinassp.ragusinaes otoka Mrkana i Hvara, t€. ragusinassp.lungensiss Dugog

Otoka kao i z&. rupestriss planine Biokovd.

VrstaC. solstitialiscitogenetski dosad nije istrazena u Republici k.

Petunia

o

C. rupestris
- Petunia

©o

C. solstitialis Petunia

w C. ragusina

Slika 4.1.Histogramski prikaz valine genoma praiavanih vrsta rod&entaurea

Brojcane vrijednosti vetine genoma pratavanih vrsta ekstrapolirane su iz histogramskih

prikaza rezultata protoe citometrije za praiavane vrsta rod@entaureaslika 4.1).

Broj kromosoma za odabrane vrste ro@antaurea veli¢ina genoma izrazena kao 2C
DNA-vrijednost u pikogramima i kao 1Cx-vrijednost, monoploidna veliina genoma, u
megaparovima baza, s koeficijentom varijacije (€dgbivenim u istrazivanju u okviru ovoga
doktorskog rada kao i literaturnim podacima za 2izanosti navedenih vrsta iz prethodno
objavljenih istrazivanja za proéavane vrste prikazani suablici 4.1.
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Tablica 4.1.Broj kromosoma, sadrzaj DNA u jezgri i prethodadpci vrijednosti 2C DNA
za progavane vrste rod@entaurea

Takson (Sekcija)  Lokalitet 2n 2C DNA u CV 1Cxu Interni Prethodni
populacije pg (%) Mbp standard podaci
(interna oznaka (SDY ’ 2C u pg
populacije) (SD)

C. ragusina L. otok Palagruza 20 3,61(0,08) 2,01 1766 Petunia  3,31(0,01)

(Carduiforme} (1) 3,43(0,03)

otok Vis (2) 20 3,34(0,02) 0,68 1633 Petunia
Split, Marjan 20 3,37 (0,03) 0,73 1648 Petunia

(19)
C. rupestris L. Kozjak, 20 3,60 (0,09) 2,63 1760 Solanum 2,33(0,04)
(Acrocentron Malacka (6) 3,50(0,02)

3,53(0,06)

suhi listovi Kozjak, 20 3,54 (0,10) 2,91 1731 Petunia

Malacka (7)
suhi listovi Kozjak, 20 3,59 (0,07) 1,92 1756 Petunia

Malacka (8)

Vrdovo (9) 20 3,64 (0,05) 1,40 1780 Solanum
suhi listovi otok Krk (14) 20 3,62 (0,08) 2,22 1770 Solanum

otok Brat (26) 20 3,48(0,02) 0,60 1702 Petunia

Mu¢ (28) 20 3,50 (0,02) 0,59 1712 Petunia

otok Bra (29) 20 3,43 (0,04) 1,17 1677 Petunia

otok Bra (32) 20 3,50(0,02) 0,63 1712 Petunia
C. solstitialis L. 17 Split, 16 1,95 (0,07) 3,69 954 Petunia 1,74(0,033

(Dumulosag Marjan

*SD = standardna devijacija; **CV = koeficijent vjacije; ***1 pg = 978 Mbp

Broj kromosoma jedan je od kinih kriterija u botanikoj sistematici, pa je stoga pored
morfoloSke botartke determinacije koriSten kao kriterij za wwanje vrsta i u ovom
doktorskom radu.

Broj kromosoma za vrst@G. ragusinaprezentiran u ovom doktorskom radu iznosio je 2Z20=
i bio je u skladu s rezultatima prijasnjih istraija’® Velicina genoma kretala se u rasponu
od 3,34 (x 0,02) do 3,61 (x 0,08) pg.

Velicina genoma kod vrst€. ragusinas otoka Visa i Marjana (Split) u suglasju je satbs
dobivenim podacima od Siljak-Yakovlev i sur. (20@8)navedenu vrstu s Dugog Otoka. Kod
C. ragusinas otoka Palagruze dolazi do odstupanja wiwvelgenoma u usporedbi s ostalim
populacijma s razlikom od 7%. Buduwa su koltine DNA ovih vrsta citometrijski mjerene

istim uvjetima, ta razlika moze biti temelj za dgtiga citogenetska istrazivanja kako bi se
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utvrdilo radi li se o drugoj podvrsti ili zasebnejsti. Botantkom identifikacijom vrste s
otoka Palagruze utéeno da se nedvojbeno radi o endemskoj @stiagusina pa stoga ova
razlika odstupanja za veéinu genoma moze upivati na postojanje podvrste koju je potrebno
detaljnije istraziti i potvrditi. Odstupanje u w@hi genoma kod populacije s otoka Palagruze
moze se povezati i s geoloskim poloZzajem toga otekapeciftnim mikroklimatskim
uvjetima na njemu. Zbog odstupanja u citogenetskinazivanjimaC. ragusinas Palagruze

nije uzeta na razmatranje, u fitokemijskom smisloyom doktorskom radu.
Poznato je da uslijed utjecaja réitlh ekoloSkih¢imbenika moze do do promjena unutar

genoma. Ukoliko se velina genoma razlikuje iznde prowavanih vrsta za 3-5%, tada se

mozZe razmatrati mognost pojave podvrste ili neke druge vr&té?

Yol R Y
/ \!\ \ R4

% \\

P 10 um ,

.
st nitnnonn
m m sm sm m m sm m m

Slika 4.2.Metafazni kromosomi vrst€entaurea rupestris

Rezultati dosadasnjih istrazivanja vr&erupestrispokazali su da je broj kromosoma iznosio
2n = 20'® Broj kromosoma za vrstC. rupestrisprezentiran u ovom doktorskom radu
iznosio je 2n = 20 i bio je u skladu s rezultatipngasnjih istraZivanjadlika 4.2). Kromosomi

C. rupestrisiz Republike Hrvatske detaljno su opisani po put. Kariotip se sastojao od
sedam parova metacestih (1, 2, 3, 6, 7, 9 i 10) i trijju parova submetairicnih
kromosoma (4, 51 8), od kojih jtvrti par imao sateliteslika 4.2).
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Jedinke vrsteCentaurea rupestrismogu jako morfoloski varirati, Sto moze dovesti do
pogreski prilikom botatke determinacije. Tako su Conti i sur. (2011) opisekoliko vrsta
unutar grupe kojoj pripad&. rupestriss brojnim morfoloskim razlikama i zajedkim
brojem kromosoma 2n = 20. Te razlike u morfologista su pojava u ovom rodu i
najvjerovatnije su posljedica ragtih ekoloskih uvjeta u kojima populacije radfeDetaljnija
citogenetska istrazivanja ove vrste stoga su o#tavéhksonomskog i fitokemijskog ztega jr

na temelju njih mozemo sa sigurdo&utvrditi da se radi o autetitioj vrsti ¢iji fitokemijski

profil Zelimo istrazivati.

Veli¢ina dosad istrazena i literaturno prikazana genpaarstuC. rupestrisiznosila je 2C =
2,33 (+ 0,4) pg za vrstu s Biokova) drugom istraZivanju i literaturnom nalazu koceowrste
istraZzivane na Biokovu velna genoma iznosila je 2C = 3,53(x 0,2) pg, dokqgd vrste iz
Livanjskog polja iznosila 2C = 3,50 (+ 0,2) pY.

Velicina genoma dobivena u istrazivanjima u ovom doktmrs radu zaC. rupestriss ¢ak 9
lokaliteta nalazila se u rasponu od 3,43 (£ 0,@13@4 (x 0,05) pg. Dobiveni podaci u skladu
su s dvama prijasnjim nalazima za ovu vrstu, nglagu se s nalazom od 2C = 2,33 (= 0,4)
pg. S obzirom na velik broj istrazivanih populacarupestrisistrazenih u ovom doktorskom
radu i uskldenost rezultata s dvama prijasnjim nalazima mozemeelikom sigurno&
tvrditi da se velline genoma z&. rupestrisnalaze u okviru raspona dobivenih u ovom

doktorskom radu.

Uocavamo kako postoje i blaga odstupanja unutar doihiverijednosti za vetine genoma

C. rupestrisu ovom doktorskom radu, pa je tako zanimljivo pyatiti da populacijama s
otoka Bra&a pripadaju nesSto niZze vrijednosti walie genoma. Navedena blaga odstupanja i
nize vrijednosti zaC. rupestris mogu biti djeloméino objasSnjeni razitim internim
standardom koji je koriSten prilikom prdétee citometrije. Osim toga odstupanja se mogu
objasniti i utjecajem ekoloskih uvjeta i tla kodsta s otoka Bika buddi da je poznato kako

na veltinu genoma mogu utjecati ekolodki uvjeti i geolopkaloga na kojoj vrste rastt.




§ 4. Rezultati i rasprava 86

Centaurea solstitialispripada Hymenocentron-Mesocentrgmupi zapadne mediteranske

regije, gdje je klasifikacija unutar sekcije jaleska zbogeste interspecijske hibridizacifé
52,53, 77

U ovom doktorskom radu broj kromosor@a solstitialisiznosio je 2n = 16gjika 4.3), Sto je
u skladu s prijasnjim rezultatinfa'®?*®*U prethodnim istraZivanjim&. solstitialisimala je
diploidan broj kromosoma, gdje je vrijednost 2n&>1*> 7" 182 181equtim u istraZivanju te
vrste iz Alzira dobivena je vrijednost za broj kresoma od 2n = 18* *** Budwi da se
najveli broj istrazivanja odnosi na 2n = 16, moZe se satiada kod istrazenih vrsta s 2n = 18

postoje dva dodatna B-kromosoma (2n = 16 + 2B).

< o
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Slika 4.3.Metafazni kromosomi i kariogram vrsBentaurea solstitialis

KomosomiC. solstitialisiz Republike Hrvatske po prvi put su detaljno apis Kariotip se
sastojao odtetiriju paraova metacentnih (1, 2, 3 i 5), dvaju parova submetacemih (6 i
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8) i dvaju parova akrocentnih kromosoma (4 i 7), od kojih su sedmi i osmi jpaali satelite
(slika 4.3).

Veli¢ina genomeC. solstitialisizrazena kao 2C-vrijednost, iznosila je 1,95 £/0p@. Ta je
2C-vrijednost smjeSta nda vrste s vrlo malim genomom (1€1,4 pg) prema Leitch et al.
(1998).

Bancheva i Greilhuber (2006) te Garcia i sur. (30dd@edili su za istu vrstu vrijednosti 2C =
1,74 pg i 2C = 1,64 pg. Ta razlika u rezultatimazemse povezati s raglim tehnikama
odreiivanja veltine genoma (Feulgenova mikrodenzitometrija i pto&o citometrija) ili s

drugaijim internim standardima koji su koristeni u timdovima.

Vrsta C. solstitialis imala je najmanji osnovni broj kromosoma, 2n = ifokazala je
najmanju vekinu genoma od 1,95 + 0,07 pg. Ovakav nalaz u sklgds prijasSnjim

istraZivanjima u kojima vrste s malim brojem kromws imaju i malu vetinu genomd: *°

Mali osnovni broj kromosoma poput onog k&l solstitialis, x = 8, karakteristika je
,53,77

jednogodisnjih vrsta iz rod@entaureakoje imaju brzi zivotni ciklus od trajnica.
Pregledom baze podataka za vrijednosti ¢irel genoma kod dosad istrazenih vrsta iz
porodice Asteraceag(GSAD) u@avamo da varijacije u 2C-vrijednostima za vrstestem
brojem kromosoma mogu biti i do 2000 puta.duiém te su varijacije mnogo manje kada se
promatraju vrijednosti unutar uzih sistematskihek@airija kao Sto su naprimjer sekcije ili

rodovi.

Sve tri prodavane vrste pripadaju ragtim sekcijama, pa su stoga i razlike u vl
genoma bile &ekivane, budéi da je poznato kako su razlike u vali genoma méu vrstama

iz razliitih sekcija znaajne?

U prijasnjim istrazivanjima u botatkoj taksonomiji najpouzdaniji podaci prilikom
odrefivanja i raspodijele vrsta bili su broj kromosonizgled peludnih zrnachDanas znamo
da je veltina genoma jedna od kfjnih vrijednosti u botarkoj sistematici i odréivanju

Vrsta.l' 3,49, 67,68, 79
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Danas je poznata veélha genoma za samo 50 od 400 do @@htaureavrsta, Sto govori o
velikom zn&aju svakoga novog podatka o v&li genoma®

Veligcina genoma vrsta rod@entaureanalazi se u rasponu od 1,64 do 4,30 pg. %% 8284
Zbog toga vrste rod@entaureaprema Leitch i sur. (1998), pripadaju skupini &rstmalom

ili vrlo malom velcinom genoma.

Dobiveni citogenetski rezultati u ovom doktorskoaduw u skladu su s prijasnjim rezultatima
kako za veliinu genoma tako i za broj kromosoma pfavanih vrsta. Vrijednost je podataka
iz ovog rada tim vé&a Sto su se istrazivanja vodila n&em broju populacija i Sto su dobiveni
rezultati uvijek bili u skladu s morfoloSkom detenacijom taksona. Time je poti&no da su
vrste koje Zelimo istrazivati i u fitokemijskom sshi, C. ragusina, C. rupestris C.
solstitialis, autenttne. Nakon citogenetske potvrde rezultati istrazaditokemije mdi ¢e se
promatrati kao auterni podaci za navedene vrste, atkee bez dvojbi prilikom botatke

determinacije.

U ovom radu prikazani su prvi podaci o Rahi jezgrine DNA kod populacija i odabranih
vrsta rodaCentaureas jadranskog podéa, meiu kojima je bilo i endemskih i zadénih
vrsta. Dobiveni su rezultati prvi citogenetski podaa populacije vrsta. ragusina, C.
rupestrisi C. solstitialisu RH s navedenih lokaliteta. Time se pridonosi dabju ukupnih
informacija o citogenetici tih vrsta i proSirenjnformacija u globalnoj bazi podataka o

veli¢ini njihovih genoma.
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4.2. Fitokemijski profil billaka roda Centaurea

Fitokemijski su protiavane vrste&Centaurea ragusing brda Marjan u Splitu i s otoka Visa,
Centaurea solstitialiss brda Marjan u SplituCentaurea rupestris lokaliteta Maléka na
brdu Kozjak i s otoka Krka. Fitokemijski su pt@vane vrsteija je autenitnost potvdena
citogenetskim analizama. Destilacijom vodenom pauwanpom@ aparature po Clavengeru iz
nadzemnih dijelova biljaka izolirana su etea ulja iz navedenih vrsta. Ulja su bila prozirna,

blagozukaste boje i karakterigtia mirisa.

Sastav hlapljivih komponenti eténih ulja odréen je vezanim sustavom plinska
kromatografija - spektrometrija masa (GC/MS). Spogu identificirani prema vremenima
zadrzavanja na kromatografskoj koloni VF-5MS te pama masenog spektrometra.
Prikazani su kromatogrami ukupne ionske strujaistanih etetinih ulja, a u tablicama su
prikazani maseni udjeli pojedinih komponenti. Masedio pojedine komponente izrazen je

postotkom i predstavlja udio povrSine pika togagka u ukupnoj povrsini svih pikova.

Kemijski sastav hlapljivih spojeva etémih ulja odabranih vrsta rodaentauregprikazan je u
tablici 4.2. za Centaurea ragusina lokaliteta Marjan, Split i Vis, @ablici 4.3. za vrstu
Centaurea rupestris dvaju lokaliteta: Makke na Kozjaku i otoka Krka, a tablici 4.4.

prikazan je sastav eténiog uljaCentaurea solstitialis Marjana kod Splita.

Etericna ulja istrazena u ovom doktorskom radu prva sadivanja etetinog ulja vrstaC.
ragusing C. solstitialisi C. rupestrissabranih na pod&u Republike Hrvatske. Istrazivanja

eternog ulja endendne vrsteC. ragusinaprvo je i jedino istrazivanje ove vrste.

Kemijski sastav i sadrzaj hlapljivih spojeva etarh ulja biljaka roda Centaurea

Etericno ulje vrsteCentaurea ragusinaMarjan, Split, ubrane u 2009. godini u sklopu
preliminarnih istrazivanja, izolirano je iz listovacvjetova navedene vrste i njegov sastav
prikazan je uablici 4.2. U istoj je tablici prikazan i sastav ulja iste ters lokaliteta na otoku
Visu, a naslikama 4.4. - 4.6 prikazani su kromatogrami ukupne ionske strujei@ii ulja

C. ragusinasa svih triju navedenih lokaliteta.
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Slika 4.4. Kromatogrami ukupne ionske struje etang ulja izoliranog iz cvjetoveC.

ragusing Marjan, Split
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Slika 4.5. Kromatogrami ukupne ionske struje etang ulja izoliranog iz listov&. ragusina
Marjan, Split
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Slika 4.6.Kromatogrami ukupne ionske struje etang ulja izoliranog iZC. ragusina Vis

U etertnim uljimaCentaurea ragusinaentificirano je ukupno 109 komponenti, &eha je u
etercnom ulju izoliranom iz cvjetovaC. ragusina Marjan, Split, identificirano 70
komponenti, u etetfnom ulju izoliranom iz listovaC. ragusina Marjan, Split, 75
komponenti, dok su u etériom uljuC. ragusina Vis, identificirane ukupno 34 komponente
(tablica 4.2).
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Tablica 4.2.Kemijski sastav i sadrzaj hlapljivih spojeva eatsiin uljaCentaurea ragusina

C. C. C. Kl N&gin
ragusina ragusina ragusina identifi
cvjetovi  listovi otok Vis kacije
Marjan  Marjan [%,w]

[%, W] [%.w]
Naziv komponente
Terpenski spojevi 69,9 41,0 16,0
Neoksidirani Monoterpeni tr tr -
1. p-cimen tr tr - 1030 KI, MS
2. Limonen tr tr - 1033 KI, MS
Oksidirani monoterpeni - 1,1 -
3. translinalool oksid - 0,2 - 1089 KI, MS
4. Linalool - 0,3 - 1002 KI, MS
5. p-cimen-8-ol - 0,1 - 1189 KI, MS
6. a-terpineol - 0,3 - 1193 KI, MS
7.  Geraniol - 0,1 - 1258 KI, MS
8. Timol - 0,1 - 1299 KI, MS
Neoksidirani Seskviterpeni 47,9 23,4 9,6

9. Bicikloelemen - - 3,6 1325 KI, MS
10. o-elemen 2,0 3,0 - 1337 KI, MS
11. p-ilangen 0,1 0,1 - 1370 KI, MS
12. [¥kubenen - - 0,3 1381 KI, MS
13. [burbonen - 0,1 0,2 1387 KI, MS
14. Longifolen - - 0,7 1408 KI, MS
15. a-cedren 0,2 - - 1417 KI, MS
16. R-kariofilen 6,6 1,0 1,0 1420 KI, MS
17. [Xkopaen - - 0,2 1431 KI, MS
18. transa-bergamoten 3,0 2,7 - 1436 KI, MS
19. a-humulen 0,5 tr 0,5 1456 KlI, MS
20. (E) -R-farnezen - - 0,3 1442 KI, MS
21. (2)-R-farnezen 3,5 1,4 - 1460 KI, MS
22. [santalen 0,6 0,4 - 1463 KI, MS
23. [R-akoradien 0,1 - - 1468 KI, MS
24. y-muurolen 9,1 3,2 - 1474 KI, MS
25. germakren D 17,1 4,3 2,8 1484 Kl, MS
26. [¥selinen 0,1 50 - 1488 KI, MS
27. Biciklogermakren - 0,4 - 1490 KI, MS
28. germakren A 0,2 tr - 1492 KIl, MS
29. q-selinen 0,2 - - 1495 KI, MS
30. Eremofilen - 0,2 - 1498 KI, MS
31. ag-muurolen 0,1 - - 1501 KI, MS
32. qg-farnezen 0,1 tr - 1507 KI, MS
33. [bisabolen tr - - 1508 KI, MS
34. pkadinen 0,2 - - 1517 KI, MS
35. okadinen 0,5 0,9 - 1527 KI, MS
36. [Rseskvifelandren 2,7 - - 1531 KI, MS
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37. germakren B 0,7 - 1558 KI, MS
Oksidirani seskviterpeni 15,2 6,4
38. kariofilen-oksid 2,2 - 1584 KI, MS
39. dihidro-cis-a-kopaen-8-ol 0,3 - 1631 - ,MS
40. lzospatulenol 7,6 4,4 1639 KI, MS
41. kariofilenol Il 0,7 - 1644 KI, MS
42. r-kadinol 0,8 - 1646 KI, MS
43. z-muurolol 1,7 - 1643 KI, MS
44. (eudezmol 0,2 2,0 1653 KIl, MS
45. 7-epi-a-eudezmol 0,4 - 1659 KI, MS
46. a-bisabolol 1,3 - 1687 KIl, MS
Oksidirani diterpeni 0,2 -
47. Fitol 0,2 - 2119 KI, MS
Neterpenski spojevi 48,2 74,7
Fenilpropanski spojevi 2,1 -
48. 4-etil-2-metoksifenol 1,0 - 1316 KIl, MS
49. eugenol 0,3 - 1360 KI, MS
50. metil eugenol 0,8 - 1404 KI, MS
Ugljikovodici 21,3 20,0
51. mksilen tr - 872 -, MS
52. nonan tr - 900 KI, MS
53. tetradeken 0,4 - 1393 KI, MS
54. tetradekan 0,1 - 1400 KI, MS
55. pentadeken 0,5 - 1493 KI, MS
56. pentadekan tr 1,1 1500 KI, MS
57. heksadeken 1,0 - 1592 KIl, MS
58. heksadek-3-en 0,1 - 1595 KI, MS
59. heksadekan 0,2 - 1600 KIl, MS
60. ciklookta-1,3-dien 13,6 - 1666 - ,MS
61. heptadeken 0,6 - 1692 KI, MS
62. oktadeken 1,2 - 1792 KIl, MS
63. oktadekan 0,1 - 1800 KI, MS
64. ikosan 1,1 - 2000 KI, MS
65. henikosan - - 2100 KI, MS
66. nonadekan tr - 1900 KIl, MS
67. dokosan 0,8 - 2200 KI, MS
68. trikos-9-en - - 2295 KI, MS
69. trikosan - 0,3 2300 KI, MS
70. tetrakosan - 0,1 2400 KI, MS
71. pentakosan 1,6 0,6 2500 KI, MS
72. heksakosan - 0,3 2600 KiI, MS
73. heptakosan - 11,7 2700 KI, MS
74. oktakosan - 0,4 2800 KI, MS
75. nonakosan - 55 2900 KI, MS
Aldehidi 3,1 12,0
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76. heksen-2-al - - 2,9 860 KI, MS
77. benzaldehid - 0,2 - 967 KI, MS
78. 2-fenilacetaldehid 0,2 0,2 0,9 1052 KIl, MS
79. okten-2-al 0,3 - - 1064 KlI, -
80. nonanal 0,3 0,1 2,8 1105 KI, MS
81. dekanal 0,4 0,1 1,4 1207 KIl, MS
82. undekanal 0,2 0,5 2,7 1305 KI, MS
83. 4-hidroksi-3- 2,2 - - 1397 Kl, -

metoksibenzaldehid
84. dodekanal - tr - 1405 KIl, MS
85. pentadekanal 0,3 2,0 1 1707 KI, MS
86. 2-heksil-cinamaldehid - tr - 1743 KIl, MS
87. heksadekanal 0,1 - 0,3 1807 KI, MS
88. heptadekanal tr - - 1920 KI, MS
89. oktadekanal 0,1 - - 2020 KI, MS
Ketoni 1,8 10,3 9,5
90. okt-1-en-3-on - tr - 980 KI, MS
91. acetofenon 0,4 10,3 9,5 1069 KIl, MS
92. tridekan-2-on 0,2 - - 1497 KIl, MS
93. pentadekan-2-on 0,2 - - 1698 KI, MS
94. heksahidro farnezil aceton 1,0 tr - 1841 KIl, MS
Alkoholi tr 0,5 -
95. heks-3-en-1-ol - tr - 857 - ,MS
96. heksan-1-ol - 0,1 - 867 - ,MS
97. heksadekan-1-ol tr 0,3 - 1885 KI, MS
98. (2)-oktadek-9-en-1-ol tr 0,1 - 2062 KI, MS
Kiseline 1,3 11,5 28,8
99. tetradekanska kiselina 0,2 0,6 5,7 1770 KI, MS
100. pentadekanska kiselina - - 19 1887 KI, MS
101. heksadekanska kiselina 0,8 0,3 17,7 1958 KI, MS
102. oktadek-9-enska kiselina 0,3 10,6 - 2145 KI, MS
103. «-linolenska kiselina - - 3,5 2161 KI, MS
Esteri 0,4 0,2 4,1
104. metil-dodekanoat - - 0,7 1528 KI, MS
105. etil-dodekanoat - - 3,4 1598 KI, MS
106. benzil-benzoat 0,1 0,1 - 1765 KI, MS
107. isopropil-miristat 0,3 0,1 - 1821 KI, MS
Ostali spojevi - tr 0,3
108. 2-pentilfuran - - 0,3 985 KI, MS
109. 2,3-dihidro-1- benzofuran - tr - 1238 KI, MS
UKUPNO 89,6 88,9 90,7

KI = Kovagev indeks, odrden na HP-5MS koloni koristenjem homologne seamiggkana; tr = tragovi< 0,1%);

MS = identifikacija poméu komercijalne baze masenih spektdt&§T02i Wiley 7.

U etertnom ulju izoliranom iz cvijetovaC. ragusina Marjan, Split, terpenski su spojevi

najzastupljenije klase spojeva, s udjelom od 69,8%k su kod etetnog ulja listovaC.
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ragusing Marjan, Split, i eteting ulja izoliranom izC. ragusina Vis, zastupljeni u udjelima
od 41,0% i 16,0% i nisu dominanta skupina spojeva.

Medu terpenskim spojevima neoksidirani seskviterpejzastupljeniji su u ulju cvjetova.
ragusing Marjan, Split, listoveC. ragusina Marjan, Split, i etetinog uljaC. ragusina Vis, s
udjelima od 47,9%; 23,4% i 9,6%, dok su oksidira@skviterpeni zastupljeni s udjelima od
21,7%, 15,2% i 6,4%.

Monoterpeni se u eténom ulju cvjetovaC. ragusina Marjan, Split, iC. ragusina Vis,
nalaze u tragovima, dok su kod etang ulja listovaC. ragusina Marjan, Split, zastupljeni
udjelom od 1,1% sa spojevimaanslinalool-oksid, linalool, p-cimen-8-ol, a-terpineol,

geraniol i timol.

U etercnom ulju izoliranom iz cvjetovaC. ragusinga Marjan, Split, najzastupljeniji
seskviterpen je germakren D, s udjelom od 17,1%;muurolen, s 9,1%, dok su od
oksidiranih seskviterpena u navedenom &benin ulju najzastupljeniji izospatulenol a-
bisabolol, s udjelima od 4,8% i 3,6%.

U etertnom ulju izoliranom iz listovaC. ragusina Marjan, Split, najzastupljeniji
seskviterpen je germakren D, s udjelom od 4,3%selinen, s 5,0%, dok su od oksidiranih

seskviterpena najzastupljeniji izospatulenol i &flien-oksid, s udjelima od 7,6% i 2,2%.

Etericno ulje izolirano iz C. ragusina Vis, kao najzastupljeniji seskviterpen ima
bicikloelemen (3,6%) i germakren D (2,8%), dok sd oksidiranih seskviterpena

najzastupljeniji izospatulenoffreudezmol, s udjelima od 4,4% i 2,0%.

Diterpenski alkohol fitol identificiran je u etériom ulju izoliranom iz cvjetova i listova&.
ragusing Marjan, Split, s udjelima od 0,3% i 0,2%, doktergnom uljuC. ragusina Vis,

nije identificiran.

Kod eterénog ulja izoliranom iz listovaC. ragusina Marjan, Split, i etetinom ulju

izoliranom iz C. ragusina Vis, dominantnu skupinu spojeva predstavljajuermnski
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spojevi, s udjelima od 48,2% i 74,4%, dok su kodri&hog ulja cvjetovaC. ragusina,

Marjan, Split, neterpenski spojevi zastupljeni gelaim od 19,7%.

U etertnom ulju izoliranom iz cvjetovaC. ragusina Marjan, Split, najzastupljeniji
identificirani neterpenski spojevi su ugljikovodi¢l2,2%). Slijede aldehidi (4,1%), ketoni
(1,8%), kiseline (1,3%) i esteri (0,4%). Od ugljaalika su najzastupljeniji tetrakozan (4,9%)
i ciklookta-1,3-dien (4,6%); od aldehida je najzgieniji 4-hidroksi-3-metoksibenzaldehid
(2,2%); od ketona hidroksi-farnezil aceton (1,0%;kiselina heksadekanska kiselina (0,8%)

i od estera isopropil-miristat (0,3%). Alkoholi glentificirani tek u tragovima.
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Slika 4.7.1dentifikacija acetofenona poréio spektra masa

U etertnom ulju izoliranom iz listovaC. ragusina Marjan, Split, kao najzastupljeniji
neterpenski spojevi identificirani su ugljikovodi@1,3%), kiseline (11,5%), ketoni (10,3%),
aldehidi (3,1%), alkoholi (0,5%) i esteri (0,2%).d Qugljikovodika su najzastupljeniji
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ciklookta-1,3-dien (13,6%) i pentakozan (1,6%);addehida je najzastupljeniji pentadekanal
(2,0%); od ketona acetofenon (10,3%); od alkohodékshdekanol (0,3%); od kiselina
oktadek-9-enska kiselina (10,6%) i od estera igoiprairistat i benzil-benzoat s jednakim
udjelom od 0,1%dlika 4.7).

Etericno ulje izolirano izC. ragusina Vis, sadrzi kiseline kao najzastupljenije netegie

spojeve (28,8%), slijede ugljikovodici (20,0%), imataldehidi (12,0%), ketoni (9,5%) i esteri
(4,1%). Od kiselina su najzastupljenije heksadekanil7,7%) i tetradekanska kiselina
(5,7%); od ugljikovodika su najzastupljeniji heptakn (11,7%) i nonakozan (5,5%); od
aldehida E)-2-heksenal (2,9%); od ketona acetofenon (9,5%} iestera etil-dodekanoat

(3,4%), dok alkoholi nisu identificirani.

Od ostalih spojeva u sastavu atedg ulja cvjetova i listovaC. ragusina Marjan, Split,
identificirani su fenilpropanski spojevi, s udjednod 0,1% i 2,1%, dok u eté&nom uljuC.

ragusing Vis, nisu identificirani.

Germakren D (17,1%)y-muurolen (17,9%), tetrakozan (4,9%), izospatule(B%) i
ciklookta-1,3-dien (4,6%) najzastupljenije su komeote etetinog ulja cvjetovaC.
ragusing Marjan, Split §lika 4.8).

Ciklookta-1,3-dien (13,6%), oktadek-9-enska kis#li10,6%), acetofenon (10,3%),
izospatulenol (7,6%);-selinen (5,0%) i germakren D (4,3%) najzastupjgeeau komponente
eternog ulja listovaC. ragusina Marjan, Split.

Heksadekanska kiselina (17,7%), heptakozan (11,&4gtofenon (9,5%) i tetradekanska
kiselina (5,7%) najzastupljenije su komponentei&eg uljaC. ragusina Vis.
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Slika 4.8. Neki od seskviterpenskih spojeva identificiraninetercnom ulju Centaurea

ragusina
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Slika 4.9. Kromatogram ukupne ionske struje etedg ulja izoliranog izC. solstitialis
Marjan, Split

U etertnom ulju izoliranom izZCentaurea solstitiai, Marjan, Split, identificirano je ukupno
25 komponenti. Kemijski profil i maseni udjeli pdjeih komponentu u et&mom ulju vrste
C. solstitialis predstavljeni su tiablici 4.3, a kromatogram ukupne ionske struje €terg

ulja slikom 4.9
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Tablica 4.3. Kemijski sastav i sadrzaj hlapljivih spojeva atrog uljaCentaurea solstitialis

Naziv komponente (%, w) Kl Nan identifikacije
Terpenski spojevi 28,8
Neoksidirani Seskviterpeni 23,8
1. Dbicikloelemen 0,4 1328 Kl, MS
2. [Z-ilangen 0,6 1362 Kl, MS
3. akopaen 0,5 1372 Kl, MS
4, -elemen Tr 1391 Kl, MS
5. longifolen 3,6 1411 Kl, MS
6. 3-kariofilen 1,6 1416 Kl, MS
7.  y-elemen 0,5 1437 Kl, MS
8. kalaren 0,5 1451 Kl, MS
9. germakren D 15,3 1482 Kl, MS
10. biciklogermakren 0,8 1495 Kl, MS
Oksidirani seskviterpeni 15
11. aromadendren-oksid 1,5 1671 Kl, MS
Oksidirani diterpen 3,5
12. fitol 3,5 2115 Kl, MS
Neterpenski spojevi 66,1
Fenilpropanski spojevi 0,3
13. p-vinil-gvajakol 0,3 1316 Kl, MS
Ugljikovodici 19,1
14. trikosan 2,3 2300 Kl, MS
15. tetrakosan 0,4 2400 Kl, MS
16. pentakosan 2,0 2500 Kl, MS
17. heksakosan 0,4 2600 Kl, MS
18. heptakosan 8,1 2700 Kl, MS
19. oktakosan 0,1 2800 Kl, MS
20. nonakosan 5,8 2900 Kl, MS
Aldehidi 2,7
21. nonanal 0,3 1102 Kl, MS
22. dekanal 0,3 1203 Kl, MS
23. tetradekanal 2,1 1609 Kl, MS
Kiseline 44,0
24. heksadekanska kiselina 26,1 1982 Kl, MS
25. o-linolenska kiselina 17,9 2169 Kl, MS
UKUPNO 94.9

KI = Kovacev indeks, odrgen na HP-5MS koloni koriStenjem homologne sawipdkana; tr = tragovi{ 0,1 %);

MS = identifikacija poméu komercijalne baze masenih spektdt&T02i Wiley 7.

Etericno ulje izolirano izCentaureasolstitialis Marjan, Split, sadrzi 66,1% neterpenskih
spojeva i 28,8% terpenskih spojeva.ddderpenskim spojevima seskviterpeni su dominantni,

s udjelom od 23,8%, dok je od oksidiranih seskpiea identificirana samo jedna
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komponenta: aromadendren-oksid, prisutan s udjeddiml,5% ¢lika 4.10. Diterpeni su
takader zastupljeni s jednom komponentom, diterpenskikohelom fitolom, s udjelom od

3,5%. Monoterpeni nisu identificirani u sastavu ga@tertnog ulja.

Search |Spectrum 1A i
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Slika 4.10.ldentifikacija germakrena D poréw spektra masa

Medu neoksidiranim seskviterpenima germakren D dontiteaje komponenta ovog ulja
(15,3%), a slijede longifolen (3,6%) fi-kariofilen (1,6%), od oksidiranih seskivterpena
prisutan je samo aromadendren-oksid (11,5814 4.17).
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aromadendren oksid longifolen

Slika 4.11. Neki od seskviterpenskih spojeva identificiranihetertnom ulju Centaurea

solstitialis

Neterpenski spojevi kao dominantno zastupljene esfgojsadrze kiseline (44,5%); slijede
ugljikovodici (19,1%) i aldehidi (2,7%).

Od kiselina u ovom eteémom ulju najzastupljenija je alifatska masna kiszlheksadekanska
kiselina (26,1%), a slijedi-linolenska kiselina (17,9%). Od aldehida su pnsutri spoja, od
kojih je najzastupljeniji tetradekanal (2,7%). Odgljikovodika najzastupljeniji je
heptakozanom (8,1%), a slijede ga nonakozan (5,8#)zan (2,3%) i pentakozan (2,0%).

Etericno ulje izolirano izCentaureasolstitialis Marjan, Split, od fenil-propanskih spojeva

sadrzip-vinil gvajakol, s udjelom od 0,3%.

Heksadekanska kiselina (26,1%)linolenska kiselina (17,9%), germakren D (15,3%) i
heptakozan (8,1%) te nonakosan (5,8%) najzastujgljesn komponente etériog ulja C.

solstitialis, Marjan, Split.
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Relativnii -
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Slika 4.12. Kromatogrami ukupne ionske struje etanog ulja izoliranog izC. rupestris
Kozjak, Malaka (6)
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Relativnii z
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Slika 4.13. Kromatogrami ukupne ionske struje etanog ulja izoliranog izC. rupestris
Kozjak, Malaka (8)
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Slika 4.14.Kromatogrami ukupne ionske struje etang ulja izoliranog iZL. rupestris Krk

Sastav etetnih ulja izoliranih iz vrsteCentaurea rupestris triju lokaliteta — Maléke (6) i
(8) na Kozjaku te s otoka Krka — prikazan jéablici 7. Kromatogram ukupne ionske struje

etertnog uljaC. rupestrissa svih triju lokaliteta prikazan je shkama 4.12-4.14

Na lokalitetu Malgka na Kozjaku sabrane su dvije populacije viGterupestris ozn&ene
brojem 6 i 8. Vrste u ovim populacijama morfoloski se razlikovale, pa su stoga napravljena
citogenetska i fitokemijska istrazivanja kako bismtvrdili radi li se zaista o dvjema
razlicitim vrstma. Citogenetskim je metodama demo da se ne radi o dvjema raitim

vrstama, vé o istoj vrsti, a razlike u sastavu eteog ulja prikazane sutablici 4.4.
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Tablica 4.4.Kemijski sastav i sadrzaj hlapljivih spojeva etadg uljaCentaurea rupestris
C. C.

rupestris  rupestris

. N&cin
Naziv komponente ~ Kozjak,  Kozjak,  rypestris Kl identifik
Malatka  Malacka  Otok Krk acije
(6) (8)
Terpenski spojevi 55,1% 70,3% 29,3%
Neoksidirani
Monoterpeni i i tr
1. a-pinen - - tr 930 KI, MS
Oksidirani monoterpeni - 0,9 -
2. linalool - 0,7 - 1004 KI, MS
3. a-terpineol - 0,2 - 1209 KI, MS
Neoksidirani 36,4 47,8 16,2
Seskviterpeni
4 bicikloelemen 0,6 1,7 0,6 1328 KI, MS
5. o-elemen - 0,9 - 1340 KI, MS
6. [Zilangen - - 0,3 1362 KI, MS
7 3-elemen - 0,5 0,4 1391 KI, MS
8 [&-kariofilen 5,0 8,9 4,1 1416 KI, MS
9. a-kalaren - - 1.1 1426 KI, MS
10. ¥kopaen 1,4 2,6 - 1429 KI, MS
11. y-elemen - - 0,4 1437 Kl, MS
12. cis3farnezen 0,6 0,9 0,5 1442 KIl, MS
13. p-kalaren 1,3 3,3 1,5 1451 KI, MS
14. a-humulen 1,8 0,5 - 1456 Kl, MS
15. trans(¥farnezen - - - 1478 KI, MS
16. y-muurolen 0,1 - - 1475 KI, MS
17. germakren D 24,3 27,6 5,4 1482 KI, MS
18. p&ulen - - 0,5 1488 KI, MS
19. biciklogermakren 0,6 0,2 0,9 1495 KIl, MS
20. germakren A 0,3 0,4 - 1507 KI, MS
21. y-kadinen 0,4 0,3 0,5 1519 KI, MS
Oksidirani 12,0 12,6 10,5
seskviterpeni
22. spatulenol 2,8 4,5 3,9 1568 Kl, MS
23. humulen-epoksid Il 0,4 0,8 - 1608 KIl, MS
24. izospatulenol 11 0,5 - 1635 KI, MS
25.  -muurolol 0,6 - - 1652 Kl, MS
26. 7-epra-eudezmol 1,8 2,1 - 1660 KI, MS
27. aromadendren-oksid 1,1 0,5 2,5 1671 KI, MS

28. o-bisabolol 3,2 3 4,1 1684 KI, MS
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29. a-ciperon 1 1,2 - 1762 KI, MS
Oksidirani diterpeni 6,7 9,0 2,6
30. fitol 6,7 9,0 2,6 2115 KI, MS
Neterpenski spojevi 40,0% 27,7% 63,5%
Ugljikovodici 30,1 9,0 28,0
31. heptadekan - 0,5 - 1700 KI, MS
32. oktadekan 0,4 - - 1800 KI, MS
33. trikosan 2,0 1,2 1,1 2300 KIl, MS
34. tetrakosan 1,7 0,5 1 2400 KIl, MS
35. pentakosan 4,5 1,4 2,5 2500 KI, MS
36. heksakosan 2,4 0,4 0,9 2600 KlI, MS
37. heptakosan 14,4 3,4 13,8 2700 Kl, MS
38. oktakosan 0,6 tr 0,9 2800 Kl, MS
39. nonakosan 41 1,6 7,8 2900 KI, MS
Alkoholi tr 1,9 -
40. oktanol tr 1,9 - 1068 KI, MS
Aldehidi tr tr 0,6
41. heksen-2-al - tr - 868 KI, MS
42. 2-fenilacetaldehid tr tr 0,3 1045 KI, MS
43. nonanal - - 0,3 1102 KI, MS
Ketoni 4.6 6,4 3,3
44. 3-okso-B3-lonon - 2,1 1,4 1671 KI, MS
45 6,10,14-trimetil 2- i 0.7 i 1850  KI, MS
pentadekanon
Kiseline 5,3 10,4 31,6
46. heksadekanska kiselina 3,2 8,8 18,7 1982 KI, MS
47. a-linolenska kiselina 1,7 1,6 11,8 2169 KIl, MS
48. oktadekanska kiselina 0,4 - 1,1 2198 Kl, MS
Esteri - - - Kl, MS
49. 2-heksenil-benzoat 0,4 - 1587 KI, MS
50. metil-tetradekanoat 1,7 - - 1727 KIl, MS
51. benzil-benzoat 2,9 3,2 1,9 1765 KI, MS
UKUPNO 95,1 98,0 97,8

KI = Kovacev indeks, odrden na HP-5MS koloni koriStenjem homologne sawipdkana; tr = tragovi{ 0,1 %);

MS = identifikacija poméu komercijalne baze masenih spektdt&T02i Wiley 7.

U etertnim uljima izoliranim iz Centaurea rupestrisdentificirana je ukupno 51 razita
komponenta, u etémom uljuC. rupestris,Kozjak, Mal&ka (6), identificiraa su 32 spoja, u
etercnom ulju C. rupestris,Kozjak, Mala&ka (8), identificirano je 38 spojeva, u et@om
ulju C. rupestris Krk, 36 spojeva.
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Terpenski spojevi dominantni su spojevi, s udjelioth55,1% i 70,3% za eténa uljaC.
rupestris Kozjak, Mal@ka (6) i (8), dok su kod etenog uljaC. rupestris Krk, zastupljeni s
udjelom od 29,3% i nisu dominantna skupina spojeva.

U etercnom uljuC. rupestris Kozjak, Mal&ka (6), monoterpenski spojevi nisu identificirani,
kod eterénog uljaC. rupestris Krk, nalaze se u tragovima, dok se Kodrupestris Kozjak,
Malatka (8), nalaze u ukupnom udjelu od 0,9% s oksithnamonoterpenima linaloolom i

o-terpineolom.

Medu terpenskim spojevimalika 4.15 neoksidirani seskviterpeni najzastupljeniji ssmim
trima istrazivanim ete¢him uljima, s udjelima od 36,4%, 47,8% i 16,2%, dunkoksidirani
seskviterpeni zastupljeni s udjelima od 12,0%, %2,8.0,5%.

- / P
H OH
oa—ciperon a—bisabolol
B-kopaen spatulenol

Slika 4.15. Neki od seskviterpenskih spojeva identificiranihetertnom ulju Centaurea

rupestris

Germakren D dominantan je seskviterpen é&bdni ulja vrsta sa svih triju lokaliteta, s
udjelima od 24,3%; 27,6% i 4,3%, te je u eteim uljimaC. rupestris Kozjak, Mal&ka (6) i
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(8), predstavljao i najzastupljeniju komponentuje8i ga p-kariofilen, s udjelima od 5%,
8,9% i 4,1%.

Od oksidiranih seskviterpena u svim trima istragenuljima kao najzastupljeniji je
identificiran a-bisabolol, s udjelima od 3,2%, 3,0% i 4,1%. S ae$tanjim udjelima, od
2,8%, 4,5% i 3,9%, zastupljen je spatulerstik@ 4.16. Diterpeni su u svim trima navedenim

etercnim uljima zastupljeni samo s alkoholom fitolonydjelima od 6,7% 9,0% i 2,6%.
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Slika 4.16.ldentifikacija spatulenola ponio spektra masa

Kod eterénog ulja izoliranog iZ. rupestris Kozjak, Mal&ka (6) i (8), neterpenski su spojevi
zastupljeni s udjelima od 40,0% i 27,7%, dok koerienog ulja C. rupestris Krk,

predstavljaju dominantnu skupinu spojeva, s udjetan®3,5%.
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U etertnom ulju izoliranom izC. rupestris Kozjak, Mal&ka (6), najzastupljeniji su
neterpenski spojevi ugljikovodici (30,1%), slijetteseline (5,3%) i ketoni (4,6%), dok su
alkoholi i aldehidi prisutni samo u tragovima, d@eeisnisu identificirani. Od ugljikovodika su
najzastupljeniji heptakosan (14,4%) i pentakosab%}, od ketona je najzastupljeniji benzil-

benzoat (2,9%), a od kiselina je najzastupljengksladekansa kiselina (3,2%).

U etercnom ulju izoliranom izC. rupestris Kozjak, Mal&ka (8), najzastupljeniji su
neterpenski spojevi kiseline (10,4%), slijede wglyiodici (9,0%), ketoni (6,4%) i alkoholi
(1,9%), dok su aldehidi prisutni samo u tragovimasteri nisu identificirani. Od kiselina je
najzastupljenija heksadekansa kiselina (8,8%), agljikavodika su najzastupljeniji
heptakosan (3,4%) i nonakosan (1,6%), od ketomajgastupljeniji benzil-benzoat (3,2%), a

od alkohola je prisutan samo oktanol (1,9%).

U etertnom ulju izoliranom izC. rupestris, Krk, najzastupljeniji su neterpenski spojevi
kiseline (31,6%), slijede ugljikovodici (28,0%),dehidi (4,0%), ketoni (3,7%), dok esteri i
alkoholi nisu identificirani. Od kiselina je najzapljenija heksadekansa kiselina (18,7%) dok
je a-linolenska kiselina bila zastupljena s udjelom @d,8%. Od ugljikovodika su
najzastupljeniji heptakosan (13,8%) i nonakosar8%j, od aldehida je najzastupljeniji
tetradekanal (1,9%), a od ketona je najzastupijbanzil-benzoat (1,9%).

Germakren D (24,3%), heptakozan (14,4%), fitol ¥6),7p-kariofilen (5,0%), pentakosan
(4,5%) i nonakosan (4,1%) najzastupljenije su konembe etetinog ulja C. rupestris
Kozjak, Malaka (6).

Germakren D (27,6%), fitol (9,0%)-kariofilen (8,9%), heksadekanska kiselina (8,8%) i
spatulenol (4,5%) najzastupljenije su komponentericetog ulja C. rupestris Kozjak,
Malacka (8).

Heksadekanska kiselina (18,7%), heptakozan (13,824nolenska kiselina (11,8%) i
nonakosan (7,8%%), germakren D (5,4);kariofilen (4,1%) i a-bisabolol (4,1%)
najzastupljenije su komponente etang uljaC. rupestrisKrk (slika 4.15.
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Kao dominantne komponente ptawanih ulja udavaju se neoksidirani seskviterpeni
oksidirani seskviterpeni te neterpenske kiselingljikovodici (tablica 4.5).

Tablica 4.5.Pregled dominantnih komponenti eteih ulja odabranih vrsta rodaentaurea

C. C. C. C. C. C. C.
ragusina ragusina ragusina solstitialis  rupestris rupestris rupestris
Marjan, Marjan, otok Vis Marjan, Kozjak, Kozjak, otok Krk
Split Split Split Malacka Malacka

cvjetovi listovi (6) (8)

Terpenski spojevi

Seskviterpeni
germakren D 17,1% 4,3% 2,8% 15,3% 24,3% 27,6% 5,4%
y-muurolen 17.9% 3,2% - - 0,1% - -
S-kariofilen 6,6% 1,0% 1,0% 1,6% 5,0% 8,9% 4,1%
Oksidirani seskviterpeni
izospatulenol 4,8% 7,6% 4,4% - 1,1% 0,5% -
a-bisabolol 3,6% 1,3% - - 3,2% 3,0% 4,1%
kariofilen-oksid  3,4% 2,2% - - - - -
spatulenol - - - - 2,8% 4.5% 3,9%

Neterpenski spojevi

Ugljikovodici
tetrakosan 4,9% - 0,1% 0,4% 1,7% 0,5% 1,0%
heptakosan - - 11,7% 8,1% 14,4% 3,4% 13,8%
nonakosan - - 5,5% 5,8% 4,1% 1,6% 7,8%
ciklookta-1,3- 4,6% 13,6% - - - - -
dien
Kiseline
oktadek-9- 0,3% 10,6% - - - - -
enska kiselina
heksadekanska 0,8% 0,3% 17,7% 26,1% 3,2% 8,8% 18,7%
kiselina
tetradekanska 0,2% 0,6% 57% - - - -
kiselina
a-linolenska - - 3,5% 17,9% 1,7% 1,6% 11,8%
kiselina
Ketoni
acetofenon 0,4% 10,3% 9,5% - - - -

Na temelju prikazanih rezultata vidljivo je da swadtertno uljeC. solstititalisima drugéiju
111kombinaciju i udjele dominantnih spojeva, k@i mzlikuju i izmeéu eterénih ulja iste

vrste sabrane na drugom lokalitetu kao i idmeterénih ulja razltitih vrsta.
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U prowavanim etetinim uljima odabranih vrstra rod@entaureamonoterpeni nisu bili
prisutni ili su se nalazili u udjelima manjim od 1%to je karakteristho za véinu eterénih

ulja vrsta rod&Centaured’

Od diterpena u \@ni etercnih ulja prisutan je diterpenski alkohol fitol. lidiciran je s
udjelima od 0,2% do 9,0%. U eté&mom ulju izoliranom izZC. ragusina Vis, nije identificiran.

Zanimljivo je uaiti da su seskviterpeni germakren Pkariofilen te heksadekanska kiselina
identificirani u svim protiavanim eteginim uljima vrsta rod&entaureabilo kao dominantni

spojevi bilo kao spojevi s manjim udjelima.

Germakren D dominantan je spoj u sastavu @&teg ulja izoliranog iz cvjetov€. ragusina,

Marjan, Split;C. solstitalis Marjan, Split;C. rupestriss lokaliteta Kozjak, Mal&ka (6) i (8).

pS-kariofilen dominantna je komoponenta u sastavudtd ulja izoliranih izC. rupestriss
lokaliteta Kozjak, Maléka (6) i (8).

Heksadekanska kiselina dominantna je komponentastaai eteénih ulja izoliranih izC.
ragusing Vis; C. solstitalis,Marjan, Split;C. rupestris,Kozjak, Mala&ka (8) i C. rupestris,
Krk.

Heptakozan je identificiran u pet od sedam pawanih etetinih ulja. U veini etericnih ulja
u kojima je pronden predstavlja dominantnu komponentu, a to suceiuilja izoliran izC.
ragusing Vis; C. solstitalis,Marjan, Split;C. rupestris,Kozjak, Malaka (6), iC. rupestris
Krk. Nije pronaien u dvama eteamim uljima izoliranim iz cvjetova i listov&. ragusina

Marjan, Split.

Ciklookta-1,3-dien, oktadek-9-enska kiselina i afston prisutni su samo u sastavu
etertnog ulja izoliranog izC. ragusina Marjan, Split, te u etefhom ulju izoliranom iz

listova predstavljaju dominantne komponente.
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Acetofenon je prethodno identificiran kao jedna gldvnih komponentiC. tchihatcheffii
Fisch. i Mey., takder endeminom vrstom iz Turské"?

Etericna ulja endendne vrsteC. ragusinaimala su jedinstvenu kombinaciju dominantnih
spojeva u sastavu etémog ulja. Oktadeka-9-enska kiselina prethodno gntificirana u
etercnom ulju C. pannonicai C. jacea gdje je takder predstavljala jednu od glavnih

komponenti:*®

Znxajna je karakteristika eténog ulja C. ragusinai prisutnost ciklookta-1,3-diena u
etertnom ulja izoliranom iz cvijéa i lis¢a. Ovo je prvi put da je ova komponenta

identifiirana u etetinom ulja vrste rod&€entaurea

Buduwi da je etedno ulje vrsteC. ragusinajedino dosa istrazeno od vrsta iz sekcije
Carduiformes sastav toga eténog ulja nije bilo mogée usporediti sa sastavom eteng
ulja vrsta iz iste sekcije. Rezultati prikazani wom doktorskom radu objavljeni su i

predstavljaju prvo i jedino istraZivanje sastawerisnog ulja te vrsté®

Od progavanih vrsta u ovom doktorskom radu najbolje jeaisna vrsteC. solstitialis.
Razlozi tome njezina su kozmopolitska rasprostraoge i Stete koje kao invazivna vrsta
uzrokuje u poljoprivredi Sjedinjenih Ameékih DrZava te njezina ljekovitost i koriStenje

njezinih pripravaka u etnomedicini.

Prethodno pratavana etetha ulja izolirana iz C. solstitialis kao najzastupljenije
komponente sadrzavala su terpene svrstardemveéijelom u seskviterpene i oksidirane
seskviterpene te monoterpene, kao i neterpenskgevepood kojih su zrjni bili

ugljikovodici i kiseline {ablica 4.6).
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Tablica 4.6. Sadrzaj dominantnih komponenti do danas istrazet@ttnih uljaC. solstitialis
I ulja iz ovoga doktorskog rada

Literaturni izvori

C.
1986 1990 2006 2008 2013 2013 solstitialis
Buttery Binder Esmaeilii Senatore Kili¢ Lograda Marjan,
sur. i sur. i sur. Split
pup cvijet  list
Terpenski spojevi
Monoterpeni
1,8cineol - - - - 9,6% - - - -
Seskviterpeni
a-kopaen 0,3% 1,1% 25% 0,4% 0,4% - - 0,4% 0,5%
ciklosativen - 0,6% 2,1% - - 0,1% - - -

germakren D 61,0 11,6% 5,6% 12,7% 2,4% 17% 6,3% 1,7% 15,3%
%

biciklogermakren 7,2% 0,8% 0,3% 1,5% - - 14,4% - 0,8%
S-kariofilen 4,3% 1,1% 1,4% 0,6% 6,2% 1,2% 5,3% 0,4% 1,6%
B-farnezen 0,6%  0,1% 0,2% 0,7% - - 0,9% - -

Oksidirani

seskviterpeni
spatulenol - - - - 1,1% - 11,3% - -

kariofilen-oksid - - - - 252% 1,5% 5,2% 5,0% -
S-eudezmol - - - - - 0,4% 155% 2,5% -

Neterpenski spojevi
Ugljikovodici
pentadeken 4,9% 4,9% 1,6% 0,2% - - - - -
trikosan - - - - - 2,9% 0,4% 105% 2,3%
pentakosan - - - - - 5,2% 0,3% 5,6% 2,0%
heptakosan - - - - - 7,7% - - 8,1%
nonacosan - - - - - 5,6% 0,5% - 5,8%
heikozan - - - - - - 17,3% -

Kiseline

heksadekanska - - - - 30,8% 29,4% 4,1% 12,8% 26,1%
kiselina

a-linolenska - - - - - - - - 17,9%
kiselina

(Z, Z2)-oktadeka- - - - - - 4,9% - - -
9,12-dienska

kiselina

U prvim godinama istrazivanja etémih ulja C. solstitialiss podrdja Sjedinjenih Ametikih
Drzava kao dominantne identificirane su seskvitesge komponente, od koji je germakren
D bio najzastupljenij” ® Eteriino ulje izolirano iz C. solstitialiskoje je progavao Buttery
(1986) kao dominantne komponente sadrzavalo je @aen D (61,0%), biciklogermakren
(7,2%), pentadeken (4,9%pkariofilen (4,3%).
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Binder (1990) protavao je sastav eténog uljaC. solstitialisizoliranog iz pupa, cvijeta i

lista. Sva tri etetina ulja imala su raziitu kombinaciju i udjele dominantnih spojeva. U
etertnom ulju izoliranom iz pupa dominantne komponente germakren D (11,6%),

pentadeken (4,9%), nepoznati seskviterpen (4,48ekapaen (1,1%). U ulju izoliranom iz
cvijeta dominantne komponente su germakren D (5,684opaen (2,5%), ciklosativen
(2,1%) ip-kariofilen (1,4%). U etetnom ulju izoliranom iz lista dominantne komponersie

germakren D (12,7%), biciklogermakren (1,5%Jfarnezen (0,7%) g-kariofilen (0,6%).

Etericno ulje izolirano izC. solstitialisiz Irana sadrzi podjednako zastupljene seskvitexpe
neterpenske spojeve, a kao dominantne komponedt2i $eeksadekansku kiselinu (30,8%),
kariofilen-oksid (25,2%)p-kariofilen (6,2%) i 1,8-cineol (9,694¥.

Etericno ulje te vrste iz ltalije sadrzi nagien udijelom zastupljene neterpenske spojeve,
ugljikovodike i kiseline, a kao dominantne kompoteersadrzi heksadekansku kiselinu
(29,4%), heptakosan (7,7%), nonakosan (5,6%) 4,2) (oktadeka-9,12-diensku kiselinu

(4,9%)1°

Kili¢ (2013) je u sastavu etémog ulja ove vrste iz Turske kao dominantne spojeve
identificirao seskviterpenekse spojevg:eudezmol (15,5%), biciklogermakren (11,3%),
spatulenol (11,3%) i germakren D (6,3%).

Lograda i sur. (2013) u eténom su ulju te vrste iz Alzira s nagimn udijelom identificirali
neterpenske ugljikovodike i kiseline, i to s hei&oem (17,3%), heksadekanskom kiselinom

(12,8%), trikosanom (10,5%) i pentakosanom (5,68&@ #ominantnim komponentama.

Germakren D identificiran je u svim dosad pravanim etetinim uljim C. solstitialis a kao
dominantna komponenta nalazi se sastavucetagi uljaC. solstitialisiz ovoga doktorskog

rada (15,3%) i u v@ni dosad istrazivanih ulja te vrste.
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[S-kariofilen takater je prisutan u svim dosad istazivanim €m@m uljimaC. solstitialis i to u
rasponima od 0,6% do 6,2% te je wimeistrazivanih ulja ove vrste bio rde dominantnim

komponentama.

U sastavu etetnih ulja vrsta rod&€entaureameiu dominantnim komponentamaidentificirani
su neterpenski spojevi, ugljikovodici i masne kisel koji ina&e cine glavne konstituente

epikutikularnih voskova®

U novim istrazivanjima sastava etatog ulja te vrste neterpenski ugljikovodici i kisel,
identificirani su kao dominantne komponente. EtaiuljaC. solstitialiskoja su protavali
Esmaeili i sur. (2006), Senatore i sur. (2008)agrada i sur. (2013) kao dominantne spojeve
sadrZze neterpenske spojeve. U trimacetiriju istrazivanja kao dominantan spoj u sastavu
etertnog uljaC. solstitialisidentificirana je heksadekanska kiselina s udjelod 30,8% kod
Esmaeili i sur. (2006), 29,4% kod Senatore i sS2008) i 12,8% u istrazivanju od Lograda i
sur. (2013). U ovom doktorskom radu heksadekanskakigelina méu dominantnim

spojevoma (26,1%).

Usporedbom kemijskog sastava i sadrzaja pojediaihdonenti etethog uljaC. solstitialis
uocava se prisutnost germakrena D i heksadekanskelinkiseaneiu dominantnim
komponentama svih ulja. Zanimljivo je &ith da su seskviterpeni germakren Pkariofilen

te heksadekanska kiselina identificirani u svimydavanim etetinim uljima vrsta rodeC.
solstitialisbilo kao dominantni spojevi bilo s manjim udjelin&vi navedeni spojevi nalaze se
I u sastavu etamog uljaC. solstitialisistrazivanog u ovom doktorskom radu.

Dosad je objavljeno jedno istrazivanje sa sastagt@rcnog uljaC. rupestrisiz Italije (Tava,
2010). Dominantni spojevi u sastavu tog e€t®og ulja bili su germakren D (42,3%)5t
kariofilen (8,0%), koji su prisutni i nd@ dominantnim spojevima eténih ulja C. rupestris
istrazivanih u ovom doktorskom radu. Osim tih spajedominantne komponente &ve
istrazenog etethog ulja C. rupestrissu p-faznezen (8,3%) u-farnezen (5,2%), koji nisu
identificirani u sastavu eténih ulja istrazivanih u ovom doktorskom radu. Zaljivo je
uociti da ugljikovodici i kiseline u vé istrazenom etefhom ulju C. rupestrisnisu bili

prisutni, a ako jesu, udjeli su bili vrlo mali, 6¢2% do 0,6%.
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Prowavanjem sastava eté&mih ulja na primjeruC. ragusinauateno je da v& udio
seskviterpenskih spojeva imaju etea ulja izolirana iz cvjetova, dok et&ma ulja izolirana

iz listova imaju véi udio ugljikovodika i kiselina. Sino zapazanje nalazimo i kod sastava
eteritnog uljaC. aeoliticai C. tchihatcheffit® ° *21To je vjerojatno objasnjenje sastava
etericnog uljaC. rupestriss otoka Krka, s obzirom na to da se sakupljenenjat sastojao od

vrlo malog udjela cvjetova.

Seskviterpenski ugljikovodik germakren d&sto je dominantna komponenta eteifi ulja
Centaureavrsta, $to se pokazalo i ovim doktorskim rad8>

Germakren Dp-kariofilen te heksadekanska kiselina identificiran u svim protiavanim
etercnim uljima vrsta rodaCentaureabilo kao dominantni spojevi bilo s manjim udjelima
Prisutnost ovoga spoja vazna je u batkoji kemotaksonomiji i kod dvojbenih vrsta moze

imati kljunu ulogu u taksonomskom odieanju? *°

Sastav istrazenih eténih ulja moze pridonijeti boljoj taksonomiji navede vrsta ili drugih
vrsta za koje postoji dvojba kojim taksonomskim regrma pripadaju. lako se sastav
etercnog ulja kod pojedine vrste razlikuje s obziromlakalitet na kojem su sakupljene, ipak
je zajedniko prisustvo karakteristnih spojeva koje prilikom oddévanja pripadnosti vrste
pojedinoj sekciji moZze imati kljtnu ulogu® Primjer za to je statitka analiza rezultata
plinske kromatografije nekolik&€entaureavrsta prilikom koje je potviena pripadnoscC.
iconiensisrodu Raphonticoides, za koju je postojala taksasi@rdvojba koju je bilo teSko
razrijeSiti temeljem dostupnih botatkih kriterija. Prisustnost germakrena [B-kariofilena

imala je pri tom vaznu ulgd.

Osim boljoj klasifikaciji dobiveni podaci pridonosganiranju i provedbi mjera zaStite i
ocuvanja tih vrsta, prilikon¢ega je potrebno voditi é&ana i o njihovu evolucijskom putu kao

i njihovim genetskim odlikama.
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4.3. Bioloski potencijal hlapljivih spojeva biljaka roda Centaurea

Bioloski potencijal etetinih ulja rodaCentaureau ovom doktorskom radu ispitan je u smislu
odreaiivanja antioksidacijskog potencijala, inhibicijelikesteraza i antimikrobnog djelovanja.
BioloSka aktivnost oddena je za etefna ulja vrsteCentaurea ragusina otoka Visa,
Centaurea solstitialis brda Marjan u SplituCentaurea rupestris lokaliteta Mal&ka (6) na
brdu Kozjak.

KoriStene antioksidacijske metode bile su FRAP iPBIRP a rezultati antioksidacijskog
potencijala usporeni su s poznato dobrim antioksidansima poput vitanC i BHA te

poznatim antibioticima i antimikoticima.

Za testiranje inhibicije enzima AChE i BChE hlayilin spojevima biljaka rod&entaurea
koriStena je metoda po Ellmanu, a rezultati inhjeith enzima etetnim uljima usporéeni

su s poznato dobrim inhibitorima kolinesterazaitakn i eserinom.

Antimikrobni winak odréen je metodom disk-dilucije i metodom odireanja minimalne
inhibitorne koncentracije. Rezultati antimikrobndgelovanja etetinih ulja usporéeni su s

poznato dobrim antibioticima gentamicinom i cefaiakom te antimikotikom amfotericinom.
4.3.1. Antioksidacijski potencijal hlapljivih spojeva laika roda Centaurea

Antioksidacijski potencijal hlapljivin spojeva lalka rodaCentaureaispitan je metodama

mjerenja redukcijskog potencijala uzoraka (FRAPeada} i uklanjanja slobodnog radikala
(DPPH), a obje su metode opisane u poglavlju 3eézuRati dobiveni mjerenjem aktivnosti

uzorka etetinog ulja koncentracije 1 g/L uz pothh&RAP-metode izrazeni su kao ekv. mmol
Fe?*/L, dok su za DPPH-metodu izraZeni kao postotalbinlie DPPH-radikala.

Rezultati dobiveni testiranjem antioksidacijskogtgmzijala etetinin ulja odabranih vrsta
rodaCentaurea odgovarajudih poznato dobrih antioksidansa prikazani gahlici 4.7.
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Tablica 4.7. Antioksidacijski potencijal hlapljivih spojeva f@ka rodaCentaurea

FRAP DPPH

(ekv. mmol Fe&*/L) (% inhibicije)
Centaurea ragusinatok Vis 26,2 12,1
Centaurea solstitialisMarjan, Split 38,7 11,9
Centaurea rupestri&ozjak, Malaka (6) 26,2 8,1
BHA 4864,6 95,1
vitamin C 4863,9 96,4

*testirana masena konc. iznosila je 1g/L

Etericna ulja izolirana iz vrsta rod@€entaureapccetne koncentracije 1 g/L (0,033 g/L u
reakcijskom sustavu), testirana FRAP-metodom, palkasu redukcijski potencijal kako
slijedi: zaC. ragusina Vis, 26,2 ekv. mmol F&/L; C. solstitalis Marjan, Split, 38,6 ekv.

mmol FE'/L i C. rupestrisKozjak, Malaka (6), 26,2 ekv. mmol B&L. Otopine poznato

dobrih antioksidansa BHA i vitamina C u istoj kontaciji pokazale su redukcijski
potencijal od 4864,6 ekv. mmol £4..

Etericna ulja izolirana iz vrsta rod@€entaureapcocetne koncentracije 1 g/L (0,048 g/L u
reakcijskom sistemu), testirana DPPH-metodom, palkazsu potencijal uklanjanja
DPPH-radikala izrazen kao postotak inhibicije DPRBEko slijedi:C. ragusina Vis, 12,11%;
C. solstitalis Marjan, Split, 11,9% C. rupestrisKozjak, Malaka (6), 8,6%.

Otopine poznato dobrog antioksidansa BHA i vitamau istoj testiranoj koncentraciji
pokazale su potencijal uklanjanja DPPH izrazen pastotak inhibicije kako slijedi: BHA
95,1% i vitamin C 96,4%.

Rezultati antioksidacijskog potencijala eterh ulja, dobiveni metodama FRAP i DPPH,
mogli bi se kategorizirati kao slaba antioksidd@jsktivnost.

Poznato je da dobru antioksidacijsku aktivnost umignolni spojevi koji imaju hidroksilnu
skupinu vezanu na benzenski prsten. Primjer zaetoantioksidans BHA, koriSten u
istrazivanjima u ovom doktorskom radu. BHA ima dolantioksidacijsku aktivnost, Sto se
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pripisuje hidroksilnoj skupini vezanoj na aromatgksten. Na aromatskom prstenu vezana
tert-butilna skupina dodatno pridonosi antioksidacislsvojstvima glika 4.17).
OH

Slika 4.17.Antioksidans butil-hidroksianizol

U reakciji BHA sa slobodnim radikalima odcjepljige proton iz hidroksilne skupine i dolazi
do nastanka fenoksil-radikala, koji su stabilniasmjani. Njihova postojanost proizlazi iz
¢injenice da u benzenskom prstenu posjeduju delokatie elektrone te stéke smetnje u
obliku tert-butilne skupine, a BHA posjeduje i dobro odkazemetoksi-skupinu, koja

pridonosi antioksidacijskoj aktivnosti’

Kod odrelivanja antioksidacijske aktivnosti koriStenjem DPRRidtode poznato je da
aktivnost antioksidansa moZze ovisiti 0 ponaSanjioksidansa u reakciji s DPPH-radikalima.
Razlikujemo antioksidanse s brzom reakcijskom kwoet, poput vitamina C, i one sa
srednjom reakcijskom kinetikom te sporom reakcipkkinetikom, poput BHA. Razlike se
o¢ituju u vremenu koje je potrebno da antioksidanstvare stacionarno stanje s
DPPH-radikalima. Na kinetiku tih reakcija utje strukturne karakteristike antioksidansa,
odnosno broj funkcionalnih hidroksilnih skupinapalzivih za reakciju doniranja protona.
Spojevi s dvjema hidroksilnim skupinama, poputmitaa C, reagiraju brze, dok je kod BHA
uz hidroksilnu skupinu, koja moze donirati vodikrisptan i stekki utjecaj alkilnih

skupinat’’

Poznati spojevi koji dolaze u sastavu éh ulja, a posjeduju dobru antioksidacijsju
aktivnost su timol, karvakrol, eugenol i drugi. Bo spojevi koji u svojoj gra imaju
benzenski prsten s hidroksilnim skupinama, kojezasluzne za dobru antioksidacijsku
aktivnost ovih spojeva. Ti i takvi spojevi nisu @entirani ili se nalaze u tragovima kao
komponente u sastavu pt@vanih etefinih ulja istrazivanih vrsta rod@entaureau ovom
doktorskom radu, Sto je vjerojatan razlog slabdicksidacijskoj aktivnosti njihovih etemih

ulja.
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4.3.2. Sposobnost inhibicije enzima kolinesteraza hlaipfjispojevima iz biljaka
roda Centaurea

Od velikog interesa je protiaprirodne spojeve koji dobro inhibiraju acetilkodisteraze i
imaju dobra antioksidacijska svojstva u svrhu ¢kjga bolesti poput Alzheimerove
demencije. Budéi da eteréna ulja sadrzavaju lipofilne molekule, a male lipgg molekule
lako mogu préi krvno-mozdanu barijeru, eténa ulja mogu biti dobar izvor inhibitora

kolinesteraza.

Sposobnost inhibicije enzima kolinesteraza (ACHEChE) eterénim uljima odabranih vrsta
roda Centaureatestirana je Ellmanovom metodom, opisanom u pdglia®.7. Dobiveni
rezultati za etetha ulja péetne koncentracija 1 g/L uspdeni su s poznato dobrim

inhibitorima takrinom i eserinom, iste testiranekentracije.

Sposobnost inhibicije acetilkolinesteraze €mm uljima odabranih vrsta rod@entaurea
prikazana je nalici 4.18 a sposobnost inhibicije butirilkolinesteraze i odabranih vrsta

rodaCentaureanaslici 4.19

Etericna ulja biljaka roda&Centaureapocetne koncentracije 1 g/L (0,045 g/L u reakcijskom
sustavu) pokazala su inhibiciju acetilkolinester&ao slijedi: C. ragusinas otoka Visa
25,3%;C. solstitalisMarjan, Split, 25,6% C. rupestrisKozjak, Mal&ka (6), 29,4%.

Poznato dobar inhibitor takrin pokazao je inhihicjd 99,3%, a eserin 92,9% inhibicije pri
istoj koncentraciji od 1 g/L (0,045 g/L u reakcijgk sistemu).

Sva ispitivana etefha ulja pokazala su slabu inhibiciju acetilkolieaze u usporedbi s
poznato dobrim inhibitorima takrinom i eserinonteigestirane koncentracije.

Etericna ulja biljaka rodaCentaureapccetne koncentracije 1 g/L, testirana Ellmanovom
metodom, pokazala su inhibiciju butirilkolinestezazrazenu kao postotak kako slijedi:
ragusina s otoka Visa 22,5%¢(. solstitalis Marjan, Split, 11,2% iC. rupestris Kozjak,
Malatka (6), 25,2%.

Inhibitor takrin pokazao je 88,6%, a eserin 77,9¥ibicije.
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Sposobnost inhibicije AChE eteri¢nim uljima odabranih vrsta roda Centaurea
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Slika 4.18.Sposobnost inhibicije enzima acetilkolinesteraeei@im uljima odabranih vrsta
rodaCentaurea

Sposobnost inhibicije BChE etericnim uljima odabranih vrsta roda Centaurea
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Slika 4.19.Sposobnost inhibicije enzima butirilkolinesterazericnim uljima odabranih vrsta
rodaCentaurea
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Sva ispitivana etetna ulja pokazala su slabu inhibiciju butirilkolinesaze u usporedbi s

poznato dobrim inhibitorima takrinom i eserinonteigestirane koncentracijslika 4.20.

Eserin ili fizostigmin bio je prvi prorieni, a kasnije i sintetizirani inhibitor kolinestea koji

se prodavao u svrhu lijgenja Alzheimerove bolesti. To je karbamat koji poliran iz
sjemenki biljkePhysostigma venenosuireverzibilni je inhibitor koji karboamilira kaliti cki
serin AChE, ali spontana je dekarbamoilacija retaiibrza reakcija. Ima snazan terapeutski
uc¢inak, no zbog neugodnih nuspojava umjesto njegalases koriste drugi terapeutici s

blaZim nuspojavam&®*%*

Takrin se je prvi komercijalni lijek koji se korish lije¢enju Alzheimerove bolesti. Djeluje
kao reverzibilni inhibitor acetilkolinesteraze. Insmazan terapeutskicimak i na AChE i
BChE, zbogcega je i njegova tok&most velika, te se danas zamjenjuje inhibitorima

kolinesteraza koji imaju blaze nuspojave **

HEE NG
RS 0
N/ -

Takrin Escrin

Slika 4.20.Inhibitori kolinesteraza takrin i eserin

Inhibitori kolinesteraza mogu se podijeliti na ieexibilne i reverzibilne, dakle one koji se
vezu na katalittko mjesto ili unutar aktivnog mjesta nekovalentngakcijama. Reverzibilni
inhibitori veZzu se nekovalentnim interakcijama, dwkireverzibilni veZu kovalentno za serin
u katalitikoj trijadi. 1> 1°°

Aktivno mjesto obaju enzima kolinesteraza, AChEQHE, dugako je 20A i Siroko 5A, to
utjece na vekkinu bioloski aktivnih spojeva koji se mogu vezadi aktivno mjesto tih dvaju
enzima. Inhibicija enzima moZze biti posljedica: kdnformacijske promjene enzima
uzrokovane vezanjem inhibitora, b) elektrostatsiktbrakcija pozitivno nabijenih inhibitora s

kationskim dijelom supstrata tijekom katalke reakcije ili c) stetkih i/ili elektrostatskih
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smetnja ulasku supstrata u aktivni centar enzinagpBred aminokiselina u aktivnom mjestu

utjete na selektivnost inhibicije enzima AChE i BCHE: ¥’

Prisutnost pozitivnog naboja i/ili aromatskih ilidnofobnih supstituenata koji olakSavaju
ulazak i smjeStanje inhibitora u aktivno mjestoeraicka je karakteristika svih dobrih
inhibitora kolinesteraza. Postoje i dobri inhibifokod kojih manji dio molekule koji je
pozitivno nabijen i moZedi u aktivno mjesto, poput fascikulina, aé¢velio molekule zbog
sterckih smetnji ne mozedi u aktivno mjesto. Inhibitori koji se mogu vezaa dva mjesta
na enzimu u svojoj strukturi amo imaju dva aromatska prstena i dvije pozitivhbijeae
molekule udaljene dovoljno da se jedna veze nangkdi, druga na periferno mjesto, poput

dekametonija>®

Butirilkolinesteraza moze hidrolizirati neutralnga cak i neke negativho nabijene ligande
poput aspirina, budiida njezino kolinsko mjesto nije speéiio samo za pozitivno nabijene
ligande. BChE manje je selektivha prema inhibit@rimd AChE, pa stoga djeluje kao
prirodnocistilo od spojeva koji inhibiraju AChE i time jeistod inhibicije. Potvideno je i da

male lipofilne molekule imaju & tendenciju da inhibiraju AChE od BCHE®:'%°

Od dosad pratenih iz prirode izoliranih inhibitora kolinesteramajzn&ajniji su alkaloidi i
oni se najeke reverzibilno vezu na aktivho mjesto. Posjedujzifpono nabijen duSikov
atom, koji se stabilizira u kolinskom veznom mjesisim duSika imaju joS i dio molekule
koji je lipofilnim dijelom odvojen od pozitivhog haja i stvara vodikove veze sa serinskim i

histidinskim ostacima oksianionske Supljiie.

Etericna ulja mogu sadrzavati lipofilne molekule kojedawoljno male da mogu lako piio
krvno-mozdanu barijeru te se inhaliranjem mogu brzednostavno unijeti do ciljanog
terapeutskog mjesta, zaobildzeritom probavni sustav, u kojem bi mogloédao njihove

28, 184, 185

degradacije i gubitka aktivnih inhibicijskih svasa

Prisutnost razéitin bioloski aktivnih molekula u sastavu etgmog ulja moze dovesti do
pojave antagonizma i sinergizma duepojedinim konstituentima eténiog ulja, sto moze

imati pojaavaji ili umanjujwéi inhibicijski efekt etetnog ulja na kolinesteraze. Molekule u
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sastavu etetnog ulja mogu dinaniki utjecati na dostupnost aktivnog mjesta za irtbibie

mogu imati stetiki utjecaj na aktivho mjesto.

Zbog prisutnosti razitih molekula u sastavu eténih ulja mogude je donijeti vrlo malo
opcenitih zakljiwtaka o inhibiciji etednog ulja na kolinesteraze. Iz istog je razloga dedti |
prijedlog o potencijalnim inhibitorima koji se nakau sastavu eténog ulja.

Kao prvi potencijalno dobri inhibitori kolinestermiz sastava eténih ulja pokazali su se
monoterpenski spojevi. Eténo ulje kadulje u svom sastavu ima &mgan udio monoterpena.
Tako su 1,8-cineol a-pinen pokazali dobru inhibicijsku aktivnost na AER 1Gy= 0,67 mM
i ICs0 = 0,63 mM. U nekim istraZivanjima ta su dva monpésra pokazala ztajan

sinergistéki ucinak, 1> 184 186. 188

Osim njih su citral, 3-karen i karvon pokazali ajiju inhibiciju, dok su se 2-karen, kamfor

i bornil-acetat pokazali kao slabi inhibitdrf

U istrazivanju Politeo i sur. (2011) na inhibiciAiIChE testirane su smjese enantiomera
monoterpenaz-pinena if-pinena te su uspatene sa smjesom et&rbg ulja crnog bora
Pinus nigra u ¢ijem sastavu dominiraju dva navedena monoterpeteaic&o ulje pokazalo je
zna&ajniju inhibiciju AChE u odnosu na smijesistih spojeva, dok je smjesa enantiomera
¢istih spojevax-pinena iB-pinena u omjeru 3 : 2 pokazala najvisi potenaijalbicije, veti od

samihgistih spojeva’

Monoterpeni timol (IGo = 0,74) i karvakrol (IGy = 0,063) pokazali su zfajniju inhibiciju
AChE, pricemu je inhibicijska aktivhost karvakrola bila depata véa od njegova izomera
timola. To upduje na pretpostavku da polozaj hidroksilne skugioe tih dvaju spojeva ima
znasajnu ulogu u njihovoj aktivnosti i inhibiciji AChE®

Fenilpropanski spojevi, gdam slini monoterpenima karvakrolu i timolu, taler su
prowavani s obzirom na inhibiciju kolinesteraza. Kademaijalni inhibitori kolinesteraza
pokazali su se i sljede spojevi: skopoletin, skopolin, ftalidi, lingustdl ksantotoksin i

izopimpinelin®’
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Osim njih su s obzirom na inhibiciju BChE istrazivasu i galangin, apigenin, kemferol,
kvercetin, miricetin, fisetin, luteolin i rutin. Razali su se kao reverzibilni inhibitori te je na
bolju inhibiciju BChE utjecao broj hidroksilnin sgina vezanih na fenolni prsten.
Hidroksilne skupine mogu stvarati vodikove vezektivaom mjestu enzima. Spoj koji ima
manje hidroksilnih skupina bio je bolji inhibitgra je tako galangin bio znatno bolji inhibitor
od rutina. Mé@u navedenim spojevima postojala je selektivnosthibiciji izmeiu BChE i
AChE, posebno zrtajna kod galangingak 12 puta véa u korist BChE®’

Opc¢enito govoreéi, monoterpenski spojevi pokazali su se kao pojaima dobri inhibitori
kolinesteraza. Ketonski monoterpeni pokazali sukae bolji inhibitori kolinesteraza od
alkoholnih monoterpena i ugljikovodika. U studijankaje uzimaju u obzir strukturu i
aktivnost spojeva kod monoterpena koji u svojojlduri sadrze karanski ili pinenski prsten
na bolju inhibiciju kolinesteraza utje polozaj dvostruke veze. Dihidrofuran je bio akijivu
odnosu na furan zbog viSe flesksibilnosti prilikomezanja na aktivho mjesto enzima.
Policiklicki spojevi koji svojim prstenom moguciuu aromatsku petlju aktivnog mjesta
kolinesteraz&ine to na n&n da ulazi najprije prsten koji ili ima ¢ehidrofobni karakter ili

poveanu elektropozitivnost>

U literaturnim nalazima zabiljezeno je samo jedstrazivanje inhibicije AChE i BChE
etertnim uljima vrsta rodaCentaurea Centaurea lycopifolia Centaurea balsamica

Centaurea ibericd?’

Inhibicije AChE za navedena ulja koncentracije p@@mL bila su redom kako slijedi: 63,4 +
0,2%; 44,9 £ 0,31 49,6 + 0,1%, dok je inhibicij&BE za ista ulja iste koncentracije iznosila
65,8 £ 0,7%; 51,6 + 0,3% i 58,9 £ 0,6%. Eteo ulje C. lycopifolia kao dominantne
komponente sadrzavalo je kariofilen-oksid (9,7%gtalenol (7,3%), vidrol (4,3%)d-pinen
(4,0%). Eterino ulje C. balsamitakao dominantne komponente sadrzavaloaigelinen
(8,5%), heksatriakontan (8,3%), 2,5 tdrt-oktil-p-benzokinon (7,4%) i tetrakosan (6,0%).
Etericno ulje C. iberica kao dominantne komponente sadrzavalo je arahidoksielinu
(25,3%), heksadekansku kiselinu (5,9%), kolnu kise{5,5%) i izononan (5,097’
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Seskviterpenski spojevi, zastupljeni u sastavui@tér ulja vrsta rodaCentaurea vrlo su
slabo istrazeni na inhibiciju kolinesteraza. Odjepa koji se mogu & u sastavu etefnih
ulja, a dosad su ispitani na inhibiciju acetilkelsteraze, u sastavu etarh ulja odabranih

vrsta rodaCentaureau zn&ajnijim udjelima nalaze se sanfiekariofilen i kariofilen-oksid.

Germakren D, seskviterpen koji je 2amo zastupljen u eténim uljima Centaurea nije
komercijalno dostupan, pa stoga dosad nema lit@natuzvora o njegovoj inhibicijskoj

aktivnosti na kolinesteraze.

[S-kariofilen se pokazao kao bolji inhibitor AChE m@eBChE, dok za kariofilen-oksid postoje
samo literaturni podaci za inhibiciju BChE-kariofilen zastupljen je u eténom ulju C.
rupestris Kozjak, Mal@&ka (6), i to etetino ulje pokazuje nesto bolju inhibiciju AChE nego
BChE.

Opc¢enito mozZzemo r@ da su sva ispitana etéma ulja odabranih vrsta rodzentaureau ovom
doktorskom radu pokazala slab inhibicijski potealciali nesto bolji na AChE nego na BChE.
Budui da se méu glavnim sastojcima ispitivanih eté&mih ulja biljaka rodaCentaureane
nalaze dosad objavljeni poznati inhibitori kolirexsiza, njihova slaba inhibicija ispitivanim
eteritnim uljima bila je @ekivana™® lako se u véini istraZivanja smjesa spojeva, kao $to su
eterina ulja, potencijalno dobra inhibicijska aktivnésiinesteraza povezuje s dominantnim
komponentama, mogda je da je za inhibicijsku aktivnost kolinesterazsluzan spoj koji u

sastavu ulja dolazi tek s manjim udjelom.
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4.3.3. Antimikrobni winak hlapljivih spojeva biljaka roda Centaurea

Etericna ulja odabranih biljaka rodaentaureaestirana su na antimikrobnéinak metodama
disk-difuzije i metodom dilucije, kako je opisangoaglavlju 3.8.3. Nakon inkubacije od 24
sata na temperaturi od 8 citani su rezultati nastali metodom disk-difuzijehbliku zona
inhibicije rasta, izraZzeni u milimetrima. Rezultatietode dilucije, &tani nakon 24 sata
inkubacije na temperaturi od 3T, izrazeni su kao minimalna inhibitorna koncerifeac
pug/mL. Sva etetina ulja otopljena su u 96%-tnom etanolu i pripremdj u koncentraciji 20
g/L.

Za ispitivanje antimikrobnogdinka odabrana su eténia ulja dobivena iz cvjetova i listova
biljke C. ragusina Marjan, Split, etetino ulje C. solstitialiss Marjana, Split, i etefno ulje
C. rupestriss lokaliteta Kozjak, Malska (6).

Testiranje je provedeno na sojevima Gram-pozitivelkterija: Bacillus cereuqsoj ATCC
11778),Enterococcus faecalisoj ATCC 29212)Staphylococcus aurelfsoj ATCC 25923),
Clostridium perfringengsoj FNSST 4999); Gram-negativnih bakterfzscherichia coli(soj
FNSST 982)Klebsiella pneumonia¢soj FNSST 011)Chronobacter sakazak{soj FNSST
062), Pseudomonas aeruginogaoj FNSST 014); gljivicaiPenicillium funiculosum(soj
FNSST 3724)Saccharomyceserevisiae(soj FNSST 901)Candida albicans(soj ATCC
10231) iAspergillus fumigatuésoj FNSST 3833).

Istrazivanje antimikrobnog ¢inka hlapljivin spojeva iz etemih ulja istrazenih u ovom
doktorskom radu predstavlja prvo ovakvo istrazieaajerénog ulja vrstaC. ragusina C.
solstitialisi C. rupestrissabranih na podéu Republike Hrvatske. Istrazivanje eterog ulja
endeméne vrsteC. ragusinai C. rupestrigprvo je i jedino istrazivanje ove vrste.

Rezultati testiranja antimikrobnogc¢inka hlapljivih spojeva etemih ulja vrsta roda

Centauregprikazani suablicama 4.8-4.10.




8§ 4. Rezultati i rasprava 130

Tablica 4.8. Antimikrobni winak hlapljivih spojeva eteinog ulja izoliranog iz cvjetova i
listovaCentaurea ragusinaMarjan, Split, testirana metodama disk-difuziggar-dilucije

Eteriéno ulje Antibiotici
Mikroorganizmi Cvjetovi Listovi Amp Gen
500* 500*

ZI MIK ZI MIK  ZI MIK ZI MK

Gram-pozitivhe bakterije

Bacillus cereus 28,8 16,0 19,8 128 26,0 05 18,2 4,0
Clostridium perfringens 214 640 214 64 250 0,2 215 0,5
Enterococcus faecalis 274 320 236 64 230 06 110 4,0

Staphylococcus aureus 275 320 214 64 260 0,2 18,3 1,2

Gram-negativne baterije

Chronobacter sakazakii 27,1 32,0 185 128 24,0 64,0 24,0 8,0
Escherichia coli 18,7 1280 204 64 6,8 32,0 22,0 16,0
Klebsiella pneumoniae 253 640 215 64 6,2 640 18,0 8,0
Pseudomonas aeruginosa 16,2 128,0 19,1 128 6,2 32,0 17,0 32,0
Gljivice Amf B

Candida albicans 26,2 320 228 64 216 1,0

Penicillium funiculosum 19,8 128,0 19,2 128 17,3 4,0
Saccharomyceserevisiae 27,2 320 21,3 64 192 20

*testirane kokéine (ng/disk); ZI = promjer inhibicijske zone (mnilIK = minimalna inhibitorna koncentracija,

pa/mL; Amp = ampicilin; Gen = gentamicin; Amf B méotericin B.

Etericno ulje izolirano izcvjetova i listovaCentaurea ragusinaMarjan, Split,pokazalo je
opcenito dobre, ali raziite razine anitmikrobnog potencijala na testirankraorganizme, s
promjerima inhibicije u rasponu od 16,2 mm do 28®. Eteréno ulje izolirano iz cvjetova
C. ragusina Marjan, Split, pokazalo je snazniji antimikrohgiinak, s promjerima inhibicije
u rasponu od 16,2 mm do 28,8 mm u usporedbi Seteriuljem izoliranim iz listova, koje je
imalo promjere inhibicijskih zona u rasponu od 18% do 23,6 mm. G§enito bismo mogli
re¢i da su, testirana metodom disk-difuzije, oba ramla ulja pokazala promjere inhibicije
vece ili vrlo bliske promjerima inhibicije antibiotik&oriStenih za usporedbu, &ga bi se
mogao izvii zakljutak da oba etetna ulja pokazuju zrgajan antimikrobni éinak na véinu
testiranih patogena. Posebno treba izdvojiti daresaultati disk-difuzije pokazali upravo
najveti antimikrobni winak eterénog ulja izoliranog iz cvjetov&. ragusina Marjan, Split,
na Gram-negativne bakterije, i to na sojeve opdstitkih patogenih bakterijd&.coli, K.
pneumoniae P. aerugionsana koje antibiotik ampicilin nije pokazao djelotmost. Po istom
kriteriju kod Gram-pozitivnih bakterija cinak eterénog ulja izoliranog iz cvjetoveC.

ragusing Marjan, Split, bio je naju@ u usporedbi s gentamicinom.
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Usporetuju¢i promjere zona inhibicije eténih ulja i koriStenih antibiotika, naj¢a zonu
inhibicije pokazalo je etefmo ulje izolirano iz cvjetoveC. ragusina Marjan, Split, na
Gram-pozitivhu bakterijBacillus cereugZl = 28,8 mm), Sto je bio bolji antimikrobn&mak

u odnosu na oba koriStena antibiotika, ampicilih£26,0 mm) i gentamicin (ZI = 18,2 mm).

Eteriéno ulje izolirano iz listov&entaurea ragusinaMarjan, Split, pokazalo je najie zonu

inhibicije na Gram-pozitivhu bakterijignterococcus faecali&l = 23,5 mm), Sto je bio bolji
antimikrobni «&inak u odnosu na oba koriStena antibiotika, ampidEZl = 23,0 mm) |

gentamicin (ZI = 11,0 mm).

Najznaajniji antimikrobni &inak u odnosu na koriStene antibiotike pokazaletggitno ulje
izolirano iz cvjetovaC. ragusina Marjan, Split, u odnosu na Gram-negativnu baketri
Klebsiella pneumonigegdje je za etetho ulje ZI = 25,3 mm, a za antibiotike ampicilin i
gentamicin ZI = 6,0 mm i ZI = 18,0 mm. Isto et@o ulje pokazalo je z@ajan &inak na
Gram-negativne bakterifgscherichia coli(Zl = 18,7 mm) iPseudomonas aeruginogal =1
6,2 mm) u odnosu na ampicilin (ZI = 6,0 mm). U osimma gentamicin (ZI = 22,0 mm)
etereno ulje iz cvjetovaC. ragusina Marjan, Split, nije se pokazalocinkovitije na
Gram-negativnu bakterijiescherichia coli(Zl = 18,7 mm), dok je antimikrobna aktivnost
istoga etetinog ulja naPseudomonoas aeruginogal = 16,2 mm) bila vrlo bliska aktivnosti

gentamicina (ZI = 17,0 mm).

Etericno ulje izolirano iz listoveC. ragusina Marjan, Split, pokazalo je loSiji antimikrobni
ucinak na Gram-pozitivne bakterije u usporedbi s aiiipom, dok je u usporedbi s

gentamicinom pokazalo znatno bolji antimikrobrinak na sve testirane Gram-pozitivhe
bakterije, pricemu se najviSe iste patogerEnterococcus faecalikod kojeg je ZI = 23,6 mm

bio bitno vé&i od gentamicina, ZI = 11,0 mm.

Kod gljivica su oba etefha ulja izolirana iz cvjetova i listov@. ragusina Marjan, Split,
pokazala vée zone inhibicije na sva tri testirana patogenamosu na koriSteni antimikotik,
pri cemu je etetino ulje izolirano iz cvjetova. ragusina Marjan, Split, pokazalo bolji

antimikrobni &inak u odnosu na ono izolirano iz listova.
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Minimalna inhibitorna koncentracija za oba testaagteréna ulja varirala je s obzirom na
vrstu mikroorganizma na koji je testirana, u ragpod 16 pg/mL do 128 pg/mL. Eténo
ulje izolirano iz cvijeta pokazuje nesto bolji anikrobni potencijal, s MIK-vrijednostima u
rasponu od 16 pg/mL do 128 pg/mL u odnosu na omdirano iz lista, koje ima
MIK-vrijednosti u rasponu od 64 pg/mL do 128 pg/n@iram-pozitivne bakterijéije su se
MIK-vrijednosti kretale u rasponu od 16 pg/mL do8l@g/mL bile su osjetljivije na oba
uzorka etetinog ulja u odnosu n@ram-negativne bakterij@je su se MIK-vrijednosti kretale

u rasponu od 32 pg/mL do 128 pg/mL.

Najbolji antimikrobni @inak pokazalo je etemo ulje izolirano iz cvjetova. ragusina
Marjan, Split, na Gram-pozitivhu bakterijBacillus cereus (MIK = 16 pg/mL) i
Gram-negativnu bakterij€hronobacter sakazakiOba etetina ulja pokazala su z&gnu
inhibiciju rasta Pseudomonas aerugingsaodeéega bolntkog patogena rezistentnog na
brojne antibiotike, gdje je MIK-vrijednost za obtemna ulja bila 128 pg/mL. Zrajan
antimikrobni &inak imala su oba eténa ulja u odnosu na gljivice, s MIK-vrijednostima u
rasponu od MIK = 32 pg/mL do MIK = 128 pg/mL. Dobne vrijednosti minimalne
inhibitorne koncnetracije ukazuju na d@mito dobar antimikrobni potencijal testiranih

eternih ulja.
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Tablica 13. Antimikrobni winak hlapljivih spojeva etamog ulja izoliranog izCentaurea

solstitialis Marjan, Split, testirana metodama disk-difuziggar-dilucije

Eteriéno ulje Antibiotici
Mikroorganizmi 500* Cef Gent

ZI MIK ZI MIK ZI MIK
Gram-pozitivhe bakterije
Bacillus cereus 19,6 62,5 26,8 0,5 18,2 4,0
Clostridium perfringens 18,6 62,5 27,5 02 213 05
Enterococcus faecalis 20,8 125,0 23,5 0,1 146 4,0
Staphylococcus aureus 15,5 125,0 21,7 02 232 1.2
Gram-negativne baterije
Chronobacter sakazakii 17,1 62,5 18,1 625 240 8,0
Escherichia coli 22,9 62,5 21,8 31,3 11,5 16,0
Klebsiella pneumoniae 18,4 125,0 21,0 62,5 182 8,0
Pseudomonas aeruginosa 18,4 62,5 10,4 31,3 9,2 320
Gljivice Amf B
Candida albicans 23,2 1,9 21,6 1,0
Penicillium funiculosum 23,4 7,8 18,3 4,0
Apergillus fumigatus 25,3 1,9 19,2 2,0

*testirane kokéine (ng/disk); ZI = promjer inhibicijske zone (mnilIK = minimalna inhibitorna koncentracija,

pa/mL; Cef = cefotaksim; Gen = gentamicin; Amf Eamfotericin B.

Antimikrobna aktivnost etefhog ulja vrsteCentaurea solstitaliglo danas je testirama vivo
metodama disk-difuzije i mikrodilucije na Sirok pas patogena. U ovom doktorskom radu
prvi put je testirana aktivnost etémbg ulja izolirana iZC. solstitialisiz Republike Hrvatske.
Takaier je prvi put testiran antimikrobnicimak etertnog ulja te vrste na patogene
Clostridium perfringens Klebsiella pneumonige Chronobacter sakazakii Penicillium
funiculosumandAspergillus fumigatusRezultati testiranja prikazani suablici 4.5.

Eteriéno ulje izolirano izZCentaurea solstitialisMarjan, Split, u koncentraciji od 5Q@/disk,
testirano metodom disk-difuzije, pokazalo je ankimbnu aktivhost na vnu testiranih
patogena, s promjerima zona inhibicije u rasponZbd 15,5 mm do ZI = 25,3 mm. To je
etertno ulje pokazalo promjere inhibicije &e ili vrlo bliske promjerima inhibicije
antibiotika koriStenih za usporedbu, dega bi se mogao izvuzakljucak da etetino ulje
pokazuje zn&jan antimikrobni &inak na véinu testiranih patogena. Gram-negativne
bakterije bile su ofenito osjetljivije na istrazivano eténo ulje u odnosu na Gram-pozitivhe

bakterije.
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Medu Gram-negativhim baterijama etgro ulje C. solstitialis testirano metodom
disk-difuzije, pokazalo je najbolju inhibitornu akiost na patogeRseudomonas aeruginosa
sa ZI = 18,4 mm, Sto je bilo dvostruko viSe negonmer inhibicijske zone kod koriStenog
antibiotika cefotaksima, ZI = 10,4 mm i gentamici@a = 9,2 mm. Zn&ajnu antimikrobnu
aktivnost to je ulje pokazalo na Gram-negativnutéajk Escherichia colisa ZI = 22,9 mm,
Sto je vrlo blisko ili dvostruko W@ u usporedbi s antibioticima cefotaksimom, ZI 3:82hm |

gentamicinom, ZI = 11,5 mm.

Sve testirane gljivice bile su osjetljivije na djeéinje etetinog ulja izoliranog izZCentaurea
solstitialis Marjan, Split, u usporedbi sa standardnim fumgim amfotericinom. Promjer
inhibicijske zone z#&enicillium funiculosunbio je ZI = 23,4 mm, a za amfotericin ZI = 21,6
mm; zaAspergillus fumigatuZl = 25,3 mm, a amfotericin ZI = 18,3 mm te €andida

albicansZl = 23,2 mm, a amfotericin ZI = 19,2 mm.

Minimalne inhibitorne koncentracije etémog ulja izoliranog izCentaurea solstitialis
Marjan, Split, na testirane patogene metodom atjaci@ kretale su se u rasponu od MIK =
1,9 ug/mL do MIK = 125,0ug/mL. Bitno je istaknuti da su Gram-negativne bejde
pokazale neSto nizu minimalnu inhibitornu koncetijtai bile osjetljivije na istrazivano
eterino ulje od Gram-pozitivnih bakterija testiranih wom istrazivanju. Najbolju inhibitornu
aktivnost pokazalo je eténo ulje naChronobacter sakazakiiMIK = 62,5 pug/mL u

usporedbi sa standardnim antibiotikom cefotaksimigiti = 62,5 pg/mL.

Etericno ulje izolirano izC. solstitialis Marjan, Split, pokazalo je ztajnu antifungalnu
aktivnost, s MIK-vrijednostima u rasponu od MIK s9fig/mL do MIK = 7,8 pg/mL.
Najbolju antifungalnu aktivnost to je et&mo ulje pokazalo na gljivicAspergillus fumigatus,
MIK = 1,9 nug/mL, nesto manje u odnosu na fungiaff@ericin B, MIK = 2,0 pg/mL. Za
patogenCandida albicans/rijednost MIK = 1,9 pg/mL bila je blizu vrijednbsza standardni
fungicid amfotericin B, MIK = 1,0 ug/mL, Sto ukazupa dobru antifungalnu aktivnost i na
taj patogen. Umjerenu antifungalnu aktivnost taufe imalo naPenicillium funiculosum

MIK = 7,8 nug/mL, u usporedbi s amfotericinom B, M#<4,0ug/mL.
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Tablica 14. Antimikrobna aktivnost etefnog uljaCentaurea rupestris lokaliteta Malaka

(6), testirana metodama disk-difuzije i agar-dikeici

Eteri¢no ulje Antibiotici

Mikroorganizmi 500* Cef Gen
Zl MIK VA MIK Zl MIK

Gram-pozitivhe bakterije
Bacillus cereus 7,0 500 26,8 0,48 18,2 4,0
Clostridium perfringens 7,0 500 27,5 0,24 21,3 0,5
Enterococcus faecalis 9,0 200 23,5 0,12 14,6 4,0
Staphylococcus aureus 7,0 500 21,7 0,24 23,2 1,2
Gram-negativne baterije
Chronobacter sakazakii 7,0 500 18,1 62,50 24,0 8,0
Escherichia coli 7,0 500 21,8 31,25 115 16,0
Klebsiella pneumoniae 7,0 500 21,0 62,50 18,2 8,0
Pseudomonas aeruginosa 7,0 500 10,4 31,25 9,2 32,0
Gljivice Amf B
Candida albicans 8,0 500 21,6 1,0
Saccharomyces cerevisiae 7,0 500 19,2 2,0
Penicillium funiculosum 8,0 500 18,3 4,0
Apergillus fumigatus 8,0 500 19,2 2,0

*testirane kokéine (ng/disk); ZI = promjer inhibicijske zone (mnilIK = minimalna inhibitorna koncentracija,

pag/mL; Cef = cefotaksim; Gen = gentamicin; Amf Bamfotericin B.

Provedeno istrazivanje antimikrobnoginka eterénog ulja izoliranog iz vrste&Centaurea
rupestris Kozjak, Mal&ka (6), testiranaa sve navedene mikroorganizme predstavlja prvo
ovakvo istraZzivanje te vrste u Republici Hrvatskeyijetu, a rezultati su prikazanitablici

4.6.

Etericno ulje izolirano iz vrste&. rupestris Kozjak, Mal&ka (6), pokazalo je promjere zona
inhibicije u rasponu od ZI = 7,0 mm do ZI = 9,0 mm¢ega zakljgujemo da nije postojala

zna&ajna razlika u inhibiciji rasta tim eténim uljem kod Gram-negativnih i Gram-pozitivnih
bakterija. U usporedbi s koristenim antibioticimafataksimom i gentamicionm zone
inhibicije koje je pokazalo eténo ulje bile su ofenito znatno manje, odnosno antimikrobni

ucinak na tesitrane patogene bio je znatno slabiji.

Usporetujuéi promjere zona inhibicije, najbolji je antimikrobucinak to eteno ulje imalo
na patogerPseudomonas aerugingsal = 7,0 mm, Sto je vrlo blizu promjera zona inikije

za koriStene poznato dobre antibiotike cefotakgins 10,4 mm i gentamicin, ZI = 9,2 mm.
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Znaajniju inhibiciju u odnosu na ostale patogene tetgrtno ulje naEnterococcus faecalis
Z1 = 9,0 mm, méutim ono je i dalje slabijegdinka u odnosu na antibiotik gentamicin, ZI =

14,6 mm i cefotaksim, ZI = 23,5 mm.

Utvrdeno je da je za sve testirane patogene, &ljidi Gram-pozitivne i Gram-negativne
bakterije te gljivice, minimalna inhibitorna kondeacija eteinog bila 500 pg/mL, osim u
slweaju patogendnterococcus faecaligydje je etetino ulje pokazalo najbolji antimikrobni

potencijal, MIK = 200 pg/mL.

Za usporedbu aktivnosti etémih ulja odabranih vrsta rodaentaureau ovom doktorskom
radu uzeti su literaturni izvori prijadnjih istra@nja. Cesto se prilikom uspodesanja
antimikrobnih ¢inaka eteiinih ulja dobivenih iz raztitih studija autori os\iu na ogenite
zakljucke o antimikrobnom ¢inku na Gram-pozitivne i Gram-negativne baktergegtjivice.
Vazno je naglasiti da je rezultate doerazlitim studijama mogée usporediti ako su
istrazivanja rdena u istim uvjetima i s istim sojevima patogenaogMe je usporediti
rezultate studija s razltim vrstama rodaCentaureai sojevima koriStenim u istrazivanjima
antimikrobnog djelovanja ukoliko se vodictma o tome da se uspdugu rezultati rdeni u

istim uvjetima i na istim sojevima.

Antimikrobno djelovanje etethog ulja dosad je ispitano kod nekoliko vrsta r@imtaurea
C. cineraria subsp.umbrosa(Lacaita) Pign.C. napifolia L., C. amanicolaHub.-Mor., C.
consanguineaDC., C. ptosimopappaHayek, C. nicaeensisAll.,, C. parlatoris Helder, C.
solstitialis L. ssp.schouwii(DC.), C. sessilisC. armenaC. aladagensisC. appendicigera
C. helenioides C. pannonica C. jacea C. pullata C. grisebachii(Nyman) Heldr. ssp.

grisebachij C. affinis C. pulcherrimawilld. var. pulcherrima C. solstitialisi C. behen®* "

18, 35, 101, 102, 114, 123, 137

Prema dosadasnjim literaturnim podacima eéteriulja izolirana iz vrst&. ragusinai C.
rupestris nisu testirana na antimikrobnicinak, dok je C. solstitialis istrazena u dvama

literaturnim nalazima s razitim rezultatima.
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Antimikrobni winak eterénog uljaC. solstitialisistrazivan je u dvjema studijama, kod kojih
se antimikrobna aktivnost et&mih ulja navedene vrste razlikuje. U objema naveden
studijama koriSteni su ragiti patogeni, od kojih v&na nije koriStena u ovom doktorskom
radu (Senatore, 2008; Lograda, 2013). U istrafiv&enatore i sur. (2008) koriSteni su samo
patogeni Enterococcus faecaligsoj ATCC 29212) iStaphylococcus aureugsoj ATCC
25923), kao i u ovom doktorskom radu. U istrazivalnopgrada i sur. (2013) koristen je samo

patogernStaphylococcus aurelfsoj ATCC 25923), kao u ovom doktorskom radu.

U istrazivanju antimikrobne aktivnosti et@rog uljaC. solstitialisL. ssp.schouwii(DC.) nije
uopte bilo antimikrobnog &inka na testirane patogene. U sastavu tog ceiagi ulja

dominantna komponenta bila je heksadekanska kisi9,4%)-%°

U istrazivanju Lograda i sur. (2013) antimikrobrdiinak eterénog uljaC. solstitialisbio je
umjeren na sve testirane patogene. Naamgu antimikrobnu aktivnost to je eténo ulje
pokazalo na patogenEschericihia coli(soj ATCC 13047) iStaphylococcus aureu&oj
ATCC 25923), gdje su dobivene zone inhibicije €tewg ulja bile znatno ¥& od zona
dobivenih djelovanjem antibiotika. Dominantne komente toga etefnog ulja bile su:
heksadekanska kiselina (12,8%), heneikosan (17,8%9san (10,5%), pentakosan (5,6%) i
kariofilen-oksid (5,0%)%

Zbog prisutnosti raztitih komponenti u sastavu eté&mih ulja teSko je zaklgiti o
potencijalnim komponentama koje su odgovorne zadahtimikrobni dinak, a nalaze se u
sastavu etetnog ulja. Poznato je i da viSe biolosSki aktivnimkamonenti moze imati drugga
cilijna mjesta svoje aktivnosttime mogu imati sinergijski antimikrobnicunak. Kemijski
spojevi sléne strukture mogu pokazati sinergijski efekitme se djelovanje jednog spoja
multiplicira u prisutnosti drugoga bioloski vaznggoja. Prisutnost vise raalih bioloski
aktivnih komponenti u sastavu eterog ulja moze dovesti do pojave antagonizma ili

sinergizma méu pojedinim komponentama et@rog ulja.35' 189

Unata: tome Sto je teSko sa siguridasvrditi koji su spojevi iz smjese spojeva u eteom
ulju odgovorni za antimikrobnidnak, ipakéemo se osvrnuti na glavne komponente sastava

etertnog ulja prodavanih vrsta roda&Centaureakoje su dosad istrazene u literaturnim
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izvorima i njihov antimikrobni tinak. Takaler ¢emo pokuSati powvi korelaciju izmeu
dominantnih komponenti u sastavu eteitn ulja ispitivanih u ovom doktorskom radu i
antimikrobnog dinka. lako je mogée da bilo koja komponenta u sastavu éterg ulja, bez
obzira na njezin udio, moZe imati potencijalno dolatimikrobni @inak, ob&no se u

Istrazivanjima smjese spojeva kao Sto je &teriulje razmatraju dominantne komponente.

Budwi da su sva navedena testiranja antimikrobn®igka u ovom doktorskom radudena
u istim uvjetima, s istim koncentracijama etang ulja, na istim sojevima i s istim otapalima,
mogute je usporediti antimikrobnidinak eterénih ulja odabranih vrsta rod&entaurea

prowavanih u ovom doktorskom radu.

Iz prezentiranih rezultata é6@nito moZzemo r@ da su sva ispitana eté&ma ulja imala
antimikrobni «&inak. Najzndajniji antimikrobni &inak na sve testirane patogene imalo je
etertno ulje izolirano iz cvjetov&. ragusina Marjan, Split, nakon njega ono izolirano iz
listova C. ragusina Marjan, Split, zatim etefno ulje C. solstitialis Marjan, Split, i

naposijetkuC. rupestris Kozjak, Mal&ka (6).

U sastavu etefnog ulja izoliranog iz cvjetov€&. ragusina Marjan, Split, dominantni spojevi
bili su seskviterpeni te oksidirani seskviterpediedu njima su najzastupljenij-muurolen
(17,9%) i germakren D (17,1%), dok su kiseline ljilkgvidici bili zastupljeniji u eterinom

ulju izoliranom iz listovaC. ragusina Marjan, Split.

U istrazivanju u ovom doktorskom radu eten ulje izolirano izC. solstitialis Marjan, Split,
pokazalo je antimikrobanc¢inak na sve testirane patogene, a na Gram-negabighteriju
Echericihia colipokazalo je zn@mjan antimikrobni tinak, kao Sto je bio stiaj i s uljem iste
vrste u istrazivanju Lograde i sur. (2013). U sastéoga etetinog ulja izoliranog izC.

solstitialis najzastupljenije komponente bile su: heksadekaksiadina (26,1%)gq-linolenska
kiselina (17,9%), germakren D (15,3%) i heptako@h%)'*

Senatore i sur. (2008) testirali su antimikrobndivaost etertnog ulja C. solstitialis na
vecinu mikroba testiranih u istrazivanju u ovom doktam radu, no etemo ulje u

ispitivanoj koncentraciji nije pokazalo nikakvu smikrobnu aktivnost. Sastav etémog ulja
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Senatorea i sur. (2008) vrlo je¢sln sastavu et€mog ulja ovog istrazivanja i kao dominantu
komponentu sadrzi heksadekansku kiselinu (29,4%ptakosan (7,7%),Z( 2 oktadeka-
9,12-diensku kiselinu (4,9%) i pentakosan (5,2%zlRa izmeu toga etetinog uljaC.
solstitialis i etertnog ulja C. solstitialis prowwavanog u ovom doktorskom radu vidi se u
udjelu germakrena D. U istrazivanju u ovom doktorakradu germakren D bio je jedan od 4
glavna sastojka eténog uljaC. solstitialis s udjelom od 15,3%, dok je u et@rom ulju
Senatorea (2008) bio prisutan u udjelu od samo Ol#8kavajti ovu razliku moglo bi se
zakljwiti da dobra antimikrobna aktivhost etarog ulja testiranog u istrazivanju u ovom

doktorskom radu moze imati veze s velikim udjeloenngakrena D.

Povezanost antimikrobnogiinka i kemijskog sastava etémih ulja u@ena je u prijasnjim
istrazivanjima djelovanja eténog ulja Centaureai ukazuje na to da dobar antimikrobni
ucinak ima veze sa sadrzajem germakrena D. Tako qaethistrazena eténa ulja vrsta
rodaCentaureakoja imaju dobru antimikrobnu aktivnost imaju 2agn udio germakrena D i
on &ni jednu od glavnih komponenti tih etamih ulja.'®%° Isto tako etetina ulja vrsta roda
Centaureakoja su pokazala nisku ili beztfggnu antimikrobnu aktivnost nisu sadrzavala

znatajan udio germakrena B 17 101 105,114,123

Germakren D trenutno nije komercijalno dostupan &at spoj, te nije mogte napraviti
njegovo testiranje antimikrobnogioka, iako se u mnogim radovima navodi kao komptaen

etertnog ulja koja bi mogla biti zasluzna za dobru aikisbnu aktivnost?

Dobro je poznata i antimikrobna aktivnost masnibekna. Povezuje se s dugalanim
masnim kiselinama i n&g&e ukljuiuje oleinsku kiselinu, linoleinsku kiselinwilinolensku
kiselinu, koja je u etethom ulju izoliranom izC. solstitialis Marjan, Split, prisutna u
zna&ajnom udjelu (17,9%). Najvazniji cilj djelovanjehtkiselina kod antifungalne aktivnosti
je stankna membrana budu da masne kiseline pof@vaju fluidnost membranegiime

uzrokuju staninu smrt 6% 1%

U etertnom ulju izoliranom izC. solstitialis Marjan, Split, masne se kiseline nalaze u
velikom udjelu, poput heksadekanske (26,X%4inolenske (17,9%). No u sastavu etar

ulja izoliranih iz cvjetova i listoveC. ragusina Marjan, Split, koji su pokazivali dobar
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antimikrobni @&inak, kiseline openito nisu bile zn&jno zastupljene. U eténom ulju
izoliranom izC. rupestris Kozjak, Mal&ka (6), sa slabim antimikrobnintimkom, kiseline

su zastupljene velikim udjelom.

Takaier je poznata dobra antimikrobna aktivnost fitola 8irok raspon patogenih
mikroorganizam, kao i ketona acetofenona->

Budwi da svako od pratavanih ulja ima raztit sastav i sadrzaj dominantnih komponenti,
nije mogue precizno definirati koji spoj je zasluzan za dadwatimikrobni @ginak. Mogiée je

da je za dobar antimikrobntimak zasluzan i sinergigi ucinak komponenti etethog ulja.
lako smo se osvrnuli na dominante komponente wasasstrazivanih etefnih ulja i njihov
antimikrobni &inak, za antimikrobni &inak moZze biti zasluZzna bioloSki aktivna komponenta
koja se nalazi u malom udjelu u sastavu &teqg ulja. Svakako bi u svrhu preciznijeg
odretivanja antimikrobnog tinka spojeva iz etefnog ulja trebalo testiratiiste komponente

iz etertnog ulja, Sto predstavlja sljedekorak u istrazivanjima koja&e proiz&i iz ovoga

doktroskog rada.
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§ 5. ZAKLJU CAK

e Za istrazivanja u ovom radu odabrane su: stenoerdentaurea ragusinaendem
Sireg rasprostranjenj&entaurea rupestris kozmopolit Centaurea solstitialiss

razlicitih lokaliteta.

» Citogenetski profil odréen je veléinom genoma te brojem i izgledom kromosoma uz

poma metode proténe citometrije i standardnih karioloskih metoda.

* Broj kromosoma z&. ragusinai C. rupestrisiznosi 2n = 20, dok z&. solstitialis

iznosi 2n = 16 i u skladu je s rezultatima prij@$imgtrazivanja.

« Velicine genoma su sljede: zaC. ragusina3,34 (+ 0,02) do 3,61 (x 0,08)pg, za C.
rupestris 3,43 (x 0,04) do 3,64 (+ 0,05)pg i za@stitialis 1,95 + 0,07 pg.

» Kariotip C. rupestrisi C. solstitialisiz Republike Hrvatske opisani su prvi put. Za
rupestris sastoji se od sedam parova metacemitri (1, 2, 3, 6, 7, 9 i 10) i tri para
submetacenttnih kromosoma (4, 5 i 8), od kojitetvrti par ima satelite, a z@.
solstitialis od ¢etiri para metacentmih (1, 2, 3 i 5), dva para submetacemit (6 i 8)

i dva para akrocentmih kromosoma (4 i 7), od kojih sedmi i osmi paajmsatelite.

« Fitokemijski su protavane vrstecija je autentinost potvidena citogenetskim

analizama.

» Etericno ulje iz cvjetovaC. ragusina Marjan, Split, kao najzastupljenije sadrzi
terpenske spojeve s germakrenom D kao najzastiyphenkomponentom, dok

etertno ulje iz listova sadrzi terpenske i neterpensk@ponente sa shim udjelom.
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Najzastupljenije komponente tog ulja su ciklookid-dien, oktadek-9-enska kiselina
I acetofenon. Etetno ulje C. ragusina Vis, najvéim dijelom sadrzi neterpenske
spojeve. Najzastupljenije komponente tog ulja skedekanska kiselina, heptakosan

i acetofenon.

* Eteréno ulje C. solstitialis Marjan, Split, sadrzi uglavhom neterpenskespojeve.
Najzastupljenije u tom ulju su heksadekanska kseli-linolenska kiselina i
germakren D.

e Etericno uljeC. rupestriss lokaliteta Mal&ka (6) sadrzi nesto zastupljenije terpenske
od neterpenskih spojeva. Najzastupljenije kompanéog ulja su germakren D i
heptakosan. Etemo ulje C. rupestriss lokaliteta Maléka (8) sadrzi zastupljenije
terpenske spojeve od neterpenskih. Najzastuplj&nijaponenta tog ulja je germakren
D. Etercno ulje C. rupestriss otoka Krka kao zastupljenije sadrzi neterpenske
donosu naterpenske spojeve. Najzastupljenije koementog ulja su heksadekanska

kiselina, heptakosarvilinolenska kiselina.

« Kao dominantne komponente svih pfauanih etetinih ulja u@&avaju se neoksidirani
I oksidirani seskviterpenski spojevi te izdoe neterpenskih spojeva karboksilne

kiseline i ugljikovodici.

» Seskviterpeni germakren [F-kariofilen te heksadekanska kiselina identificiran
svim progavanim etetinim uljima vrsta rod&entaureabilo kao dominantni spojevi

bilo s manjim udjelima.

» Bioloski winak hlapljivih spojeva odabranih vrsta odnosio ree antioksidacijski
potencijal, inhibicijska svojstva na enzime acdiikesterazu (AChE) i

butirilkolinesterazu (BuChE) te antimikrobntinak.
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» lzolirana hlapljiva ulja pokazuju slab antioksidaki potencijal u usporedbi s poznato

dobrim antioksidansima, kakvi su BHA i vitamin C.

* lzolirana hlapljiva ulja pokazuju slabu sposobnosibicije enzima AChE i BChE u
usporedbi s poznato dobrim inhibitorima, kakvi skrin i eserin, no djelovanje je
nesto bolje na AChE nego na BChE.

* Sva ispitana etafma ulja pokazala su z&gan antimikrobni ginak. Najznaajniji
ucinak na sve testirane patogene imalo je &teriulje izolirano iz cvjetoveC.
ragusing Marjan, Split, nakon njega ono izolirano iz I&0C. ragusina Marjan,
Split, zatim etetdno ulje C. solstitialis Marjan, Split, i naposljetkiC. rupestris
Kozjak, Malaka (6).
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A

AChE
ACh

acetil CoA
AD

Asn

A-T

ATCh
ATChl
BHA

BHT

BCh

BChE
BTChl
CMC

Cs

Cio

Cis

Cao

Cas

Cso

DAPI
DMAPP
DNA
DPPH
DTNB

E
E.C.3.1.1.7
E.C.3.1.1.8

apsorbancija
enzim acetilkolinesteraza
acetilkolin
acetil-koenzim A
Alzheimerova bolest
asparaginska kiselina
bazni par adenin-timin
acetiltiokolin
acetiltiokolin-jodid
butil-hidroksianizol
butil-hidroksitoluen
butirilkolin
butirilkolinesteraza
butiriltiokolin-jodid
cirkummediteranska i eurosibirska regija
hemiterpeni
monoterpeni
seskviterpeni
diterpeni
sesterpeni
triterpeni
4,6 diamino-2-fenilindol
3,3 dimetil-alil-pirofosfat
engl deoxyribonucleic acid
engl.2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
5,5'-ditiobis(2-nitrobenzojeva) kiselina
enzim
numeika klasifikacija za acetilkolinesterazu

numeika klasifikacija za butirilkolinesterazu
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EMC
FPP
FRAP
GSAD
GC
G-C
GC-MS
Glu
GFPP
GGPP
GPP
His
HMG-CoA
IPP

IR
IUPAC
Keat
Leu
[M+]
MBC
Mbp
MIK
MS
MVA
m/z
NN
NMR
Pl
rDNA
RNA
RNS
RKS

ist&tnomediteranska regija

2E, 6E farnezil-pirofosfat

engl.Ferric Reducing Antioxidant Potential
baza podataka o w@hi genoma vrsta u porodigisteraceae
plinska kromatografija

bazni par gvanin i citozin

plinska kromatografija-masena spektrometrija
glutaminska kiselina

2E, 6E, 10E, 14E geranilfarnezil-pirofosfat
2E, 6E, 10E geranilgeranil-pirofosfat
geranil-pirofosfat

histidin

S-hidroksif-metil-glutaril koenzim A
isopentenil-pirofosfat

engl.infrared - infracrveni spektar

engl International Union of Pure and Applied Chemistry

okretni broj enzima

leucin

molekulski ion

minimalna baktericidna koncentracija

mega parovi baza

minimalna inhibitorna koncentracija

masena spektrometrija

mevalonska kiselina

omjer masa kroz naboj

Narodne novine

nuklearna magnetska rezonanca
propidijum-jodid

ribosomska DNA

engl.ribonucleic acid; ribonukleinska kiselina

engl.Reactive nitrogen species; reaktivni kisikovi g

reaktivni kisikovi spojevi
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S
SAD
Ser
SOD

TNB
TPTZ
Thr

uv
UVIVIS

aktivnost enzima u prisutnosti uzorka koji getige
Sjedinjene Ametke Drzave

serin

superoksid-dismutaza

transmitacija

2-nitro-5-merkaptobenzojeva kiselina
2,4,6-tripiridil-s-triazin

treonin

Unit - 1 U acetilkolinesteraze hidroliziraunol acetilkolina, na kolin i
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veltina genoma, katinu DNA u nerepliciranoj jezgri

polovica vrijednosti valine genoma, katina DNA koja se nalazi u
haploidnoj jezgri nerepliciranog seta kromosomazava se u pikogramima
(P9)
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djecu — projekt odgoja i obrazovanja za prirodukot$», financiran od Ministarstva znanosti,
obrazovanja i Sporta i Zagrelk@ banke; kstrazivanje vidre u Dalmachi, financiran od
Drzavnog zavoda za zaStitu prirod€)d<nuznog zla do korisnog dobra»llfinanciran od
Minstarstva zastite okoliSa, prostornogdemja i graditeljstva; Centar znanjg financiran
od Splitsko — dalmatinske Zupanijdmportant Plant Area — Pantan (Podia vazna za floru
— Pantana)y financiran od Prirodoslovno — matentibg fakulteta u Zagrebu kao pilot

projekta ,IPA Hrvatska®).
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USAVRSAVANJA | DODATNO OBRAZOVANJE:

Ljetna &kola: 10 summer school ,Mass Spectrometry in Biotechnolaayd
Medicine* (MSBM), Dubrovnik, Hrvatska, 2016.

Program edukacije MBSDr: Managerial/Business Skéwvelopment for Researchers
(Razvojmenadzerskih/poslovnih vjestina za istraZe)a koji se provodio u Centre of
Excellence for Biosensors, Instrumentation and &®sdontrol, COBIK, u Sloveniji
u sklopu PACINNO projekta, 2014—-2015.

Instrumentalia&Waters Analytical Solutions worksBopFrom preparation to LC-
MS/MS analysis®; New trends in LC i LC-MS/MS Analys2013-2015.

Radionice ,Self-Management"; ,Career-Building"; ,ad@ership" and ,Professional
Effectiveness”; kao dio projekta "The modernizatdmoctoral education through the
implementation of the Croatian Qualifications Framek (MODOC)" financiranog

od Europske komisije, 2014.

Radionica o intelektualnom vlasniStvu i pravimagedlrza transfer tehnologije Split i
European IPR Helpdesk, 2013.

STIPENDIJE, NAGRADAE | PRIZNANJA:

Stipendija Francuskog drustva biokemije i molelngabiologije za sudjelovanje FEBS-
EMBOkonferenciji u Parizu, 2014.

Stipendija Francuske Vlade za znanstvenaistruisavrSavanje u Francuskoj, 2013.

Diplomirala s najvéom ocjenom uz pohvalu (110, cum laude) naumarodnom studiju
»Science and Technology of the Environment andtdeyt

Stipendija grada KasStela 1999-2005.

CLANSTVA:

Hrvatsko drusStvo za biokemiju i molekularnu biologiZzagreb¢lanica

Hrvatsko kemijsko drustvo, Zagreb i Spéitanica

Alumi Kemijsko-tehnoloskog fakulteta, Splidanica PredsjedniStva

Udruga za prirodu okolis i odrzivi razvoj Sunceli§aktivhaclanica

Klub trudnica i roditelja Split, volonterka, savjgta za dojenje

Hrvatsko planinarsko drustvo ,Ante Bedalov®, KasSkambelovactlanica IzvrSnog

odbora
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VJESTINE:

engleski jezik (aktivho u pismu i govoru), talij&ngezik (paietnica)

vozaka dozvola, B kategorija

organizacijske vjestine

zavrsen té&aj fotografije

zavrSena planinarska Skola, predawa u planinarskim Skolama

savjetnica za dojenje, voditeljica edukacije zajetaice za dojenje, volonterka na

projektu ,Znanjem do poroda bez straha“.

RADOVI | PUBLIKACIJE:

Izvorni znanstveni i pregledni radovicasopisima koje citira Current Content

1. Politeo, Olivera; Sk&ibusi, Mirjana; Carev, lvana; Burcul, Franko; Jerkovi lgor;

Sarolé, Mladenka; Milos, Mladen. Phytochemical Profilels\(latile Constituents
from Centaurea ragusind_eaves and Flowers and their Antimicrobial Effeadfs
Natural product communications. 7 (2012) , 8; 10®B0. ¢lanak, znanstveni).

Politeo, Olivera; Sk&busic, Mirjana; Butul, Franko; Maravi, Ana; Carev, lvana;

Rugi¢, Mirko; Milos, Mladen. Campanula portenschlagian&oem. et Schult.:
Chemical and Antimicrobial Activities//Chemistry&®iiversity 10 (2013), 6; 1072—
1080 ¢lanak, znanstveni).

Carev, Ivana; Rugi¢, Mirko, Skaibusi, Mirjana, Marawt, Ana, Siljak-Yakovlev,

Sonja; Politeo, Olivera: Phytochemical and cytogiensharacterization o€entaurea
solstitialis L. (Asteraceae) from Croatia//Chemistry&Biodivéysi(2016) ¢lanak,

znanstveniy postupku recenzije

Izvorni znanstveni i pregledni radovi u Sciencefidin Index bazi podataka

4. Jukic, Mila; Buréul, Franko; Carev, Ivana  Politeo, Olivera; Milos, Mladen.

Screening for acetylcholinesterase inhibition antioxidant activity of selected plants
from Croatia//Natural product research 26 (20128; 11703-1707. danak,
znanstveni).

Politeo, Olivera; Botica, Irena; Bilu§i Tea; Juki, Mila; Carev, Ilvana; Burcul,

Franko; Milos, Mladen. Chemical composition andlestion of acetylcholinesterase
inhibition and antioxidant activity of essential fiom Dalmatian endemic species
Pinus nigra Arnold ssp. dalmatica (Vis.) Franco//Journal of Medicinal Plants
Research. 5 (2011) , 30; 6590-658@riak, znanstveni).
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KONGRESNA PRIOPCENJA (SAZECI) U CC-CASOPISU:

1.

Carev, lvana; Rugi¢, Mirko; Politeo, Olivera; Brown, Spencer C; Silialakovlev,

Sonja Genome size and chromosome number in soeméaurea(Asteraceagfrom
Croatia //The FEBS Journak81 (2014) 252-252// FEBS-EMBO 2014 Conference
Paris, Francuska, 2014.

Stankovic, M. S., Jukj M., Burul, F., Milos, M., Politeo, O.Carev, 1., 2011,
Biological effects and phenolic content of feltyg@nder (Teucrium polium L. subsp
polium). Planta Med. 77, 1397-1397.

SAZECI U ZBORNICIMA SKUPOVA:

1.

Ivana _Carev, Ana Maravic, Mirko Ruscic, Mirjana Skocibusic, i@ra Politeo.
Chemical composition and antimicrobial potential @éntaurea solstitialisvolatile
compounds. 16th Rugka days Today Science — tomorrow Industry, Vuko2éx,6.
(poster, sazetak, znanstveni).

Mejra BektaSew, lvana Carev, Franko Buéul, Mila Radan, Olivera Politeo.
Endemsk&satureja subspicata. — kemijski profil i bioloSka aktivnost etériog ulja.
16th Ruztka days Today Science — tomorrow Industry, Vuko\Z016. (poster,
sazetak, znanstveni).

Ivana Carev, Mirko Rugi¢, Sonja Siljak-Yakovlev, Olivera Politeo. "Cytogéice
and phytochemical characterizationG#ntaurea solstitialit.. from Croatia", kongres
Hrvatskog druStva za biokemiju i molekularnu biogjog— HDBMB 2016, Split
(poster, sazetak, znanstveni).

Ivana Carev, Mejra BektaSev, Sonja Siljak Yakovlev, Olivera Politdatokemijski i
citogenetski profil biljke Centaurea solstitalisL., Simpozij doktorski studenata
PMF-a, 2016. Zagreb (poster, sazetak, znanstveni).

Politeo, Olivera; Ivana, Brahayi lvana, Carev "Superoxide radical scavenging

properties of volatile compounds from plants@éntaureagenus”. Skup hrvatskih
kemicara i kemijskih inZenjera, Zagreb, 2015. (postezetak, znanstveni).

Politeo, Olivera;Carev, Ivana Buréul, Franko; Ru&¢, Mirko; MiloS, Mladen.

Campanula portenschlagianRoem et Schult.: kemijski i bioloski profil hlapih
frakcija eterénog ulja//2013.Hrvatski botandki kongres Split, Hrvatska (poster,

doma&a recenzija, sazetak).
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7. Burdul, Franko:Carev, lvana Jukic, Mila; Politeo, Olivera; MlioS, Mladen; DraZi

Antonia. Acetylcholinesterase inhibitory effectstioé essential oil of Nigella sativa L.
seeds and its selected components//13th dRaZzidlays Today Science — tomorrow
Industry, Book of Abstracts/SubéyiDrago (ur.). Osijek, 2010. 11-11 (predavanije,
medunarodna recenzija, sazetak, znanstveni).

8. Carev, Ilvana, Ferhatow, Lejla; Politeo, Olivera; Buul, Franko; Juld, Mila; Milos,

Mladen. Biological activity of extracts from seledtAsteraceaeplant species//13th
Ruzicka days Today Science — tomorrow Industry, Boolklo$tracts/Subadj Drago
(ur.), Osijek: Hrvatsko drustvo kemijskih inzenjeratehnologa, 2010. 102-102.
(poster, méunarodna recenzija, sazetak, znanstveni).

9. Carev, lvana;, Skroza, Danijela; Generdlilvana; Butul, Franko; Mustra, Jelena.

Antioksidacijski profil galne kiseline//VIl. susrenladih kemijskih inZzenjera 2010,
Knjiga saZetaka/Bolf, Nenad ; SéljJerbé, lvana (ur.). Zagreb : Fakultet kemijskog
inzenjerstva i tehnologije Své&liSta u Zagrebuu, 2010. 22-22. (predavanje,d@ma
recenzija,sazetak,znanstveni).

10.Politeo, Olivera;Carev, Ivana; Burcul, Franko; Juli, Mila; Ajdukovi¢, Petra;

Tadijana, Vrdoljak; MiloS, Mladen. Screening of iacetylcholineesterase and
antioxidant activity of extracts from selected Graa plants //2010. (poster, sazetak).
11.Politeo, Olivera;Carev, Ivana; Burcul, Franko; Juld, Mila; BiluSi¢, Tea; Milos,

Mladen. Evaluation of antiacetylcholinesterase antloxidant activities of essential
oil from Dalmatian endemic specidlinus nigra Arnold ssp. dalmatica (Vis.)
Franco//Programme  and  Abstracts:  10th  Internationdlleeting  on

Cholinesterases/Kovarik, Zrinka (ur.). Zagreb: ITi€kara, 2009. 132-133. (poster,

sazetak, znanstveni).




