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Phytochemical characterization of bioactive polyphenolic compounds
from endemic species Centaurea ragusina L. (Asteraceae)

A bstract— Phytochemical characterization of the Croatian ende-
mic species Centaurea ragusina L. (Asteraceae) was carried out. The pre-
sence of polyphenols in above ground plant parts was proven by using chemi-
cal reactions of developing colored products and precipitates. The thin layer
chromatography showed the presence of quercetin, rutin, and chlorogenic
acid in the methanolic extract of C. ragusina. Quantitative analysis of total
polyphenols (TP), tannins (1), flavonoids (F), and phenolic acids (PA) was
carried out using three different spectrophotometric methods. The contents of
analyzed polyphenolic compounds were as follows: 3.04+0.04% (1TP),
0.36+£0.04% (T), 0.25+0.00% (F), and 0.38+0.01% (PA). This phyto-
chemical characterization is a contribution to the scientific study of Croa-
tian endemic species and completes the existing knowledge about phytothe-
rapeutic potential of C. ragusina, especially in relation to the content of
bioactive polyphenolic substances.

(University of Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry, Depart-
ment of Pharmaceutical Analysis, A. Kovacica 1, 10 000 Zagreb, Croatia;
University of Split, Faculty of Science, Department of Biology, Teslina 12,
21 000 Split, Croatia; University of Zagreb, Faculty of Pharmacy and
Biochemistry, Department of Pharmaceutical Botany, Botanical garden
»Fran Kusan«, Schrottova 39, 10 000 Zagreb, Croatia)
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UvOD

Hrvatska se flora odlikuje velikom raznolikos¢u i brojnoséu vrsta. Specifi¢an geo-
grafski polozaj na razmedi nekoliko biogeografskih regija te karakeeristi¢ni ekoloski,
klimatski i geomorfoloski uvjeti stvaraju Sirok raspon stanista. To rezultira velikim
bogatstvom vrsta i podvrsta sa znatnim brojem endema. Endemi su svojte koje u
svojem rasprostranjenju zauzimaju razmjerno mala i ograni¢ena podru¢ja. Od uku-
pnog broja (oko 5000) registriranih biljnih vrsta u Republici Hrvatskoj, preko 400
¢ine endemicne svojte. Prema odnosu biljnih vrsta i povr$ine teritorija, Hrvatska
spada medu 3 najbogatije europske zemlje, uz Sloveniju i Albaniju (1, 2).

Upravo endemic¢ne biljke daju najizrazitiji pecat osebujnosti hrvatske flore. Jedna
od njih je i dubrovacka ze¢ina, Centaurea ragusina L. (Asteraceae). S ciljem produblji-
vanja i proSirivanja znanstvenih spoznaja o toj biljnoj vrsti, te istrazivanja njezina
liekovitog potencijala, u okviru ovoga rada provedena je fitokemijska karakterizacija
bioloski aktivnih polifenolnih tvari iz uzoraka dubrovacke ze¢ine sa srednjodalmatin-
skog otoka Brusnika, a dobiveni rezultati predstavljaju polazite za daljnja istrazivanja
njezine farmakoloske vrijednosti.

Rod ze¢ina (Centaurea L.)

Rod ze¢ina (Centaurea) jedan je od najvecih i najkompleksnijih rodova porodice
Asteraceae koji obuhvaca priblizno 500 vrsta (3). Pripadnice roda ze¢ina su jednogodis-
nje ili viSegodisnje zeljaste biljke, rjede patuljasti grmovi. Listovi su im cjeloviti ili
perasto razdijeljeni. Na stabiljci je prisutna jedna ili vi$e cvjetnih glavica koje su u sku-
pinama od dvije do tri smjestene na vr$nim dijelovima ogranaka stabiljke. Ovoj cvjet-
nih glavica cilindrican je ili okrugao, a pricvjetni listi¢i ¢esto imaju resasti ili trnovit
privjesak. Unutarnji cvjetovi glavice su dvospolni, a rubni neplodni. Vjendi¢ je cjevast
s 5 (-8) reznjeva oboda. Plodovi ze¢ine najées¢e imaju kunadru koja u veéine vrsta
ostane na biljci, dok u manjeg broja vrsta otpadne. Kunadru ¢ine dva ili vise redova
grubih do perastih dlaka ili ljusaka koje mogu biti jajaste do linearne. Red koji se nalazi
u samoj unutrasnjosti je najkraci pa su ljuske ili dlake koje ga tvore ¢esto donjim dije-
lom medusobno srasle i obi¢no se razlikuju oblikom i teksturom od onih koje se nalaze
u vanjskim redovima. Vanjski redovi dlaka (ljusaka) preklapaju jedan drugoga (4).

Dubrovacka ze¢ina (Centaurea ragusina L.)

Dubrovacka ze¢ina je endemicna biljna vrsta, zasti¢ena od 1969. godine na svim
svojim staniStima. Prvi je put znanstveno opisana krajem 17. stoljeca, kada je francu-
ski botanicar Joseph Pitton de Tournefort na svojoj ekspediciji po Sredozemlju ubrao
biljku u okolici Cavtata i nazvao je »Jacea epidaurica candidissima tomentosa« (»bijela
dlakava zecina iz Cavtata«). Epidaurus je anti¢ki naziv za Cavtat, koji je tijekom sred-
njeg vijeka nazvan Ragusa Vecchia, pa je zato nova biljna vrsta dobila naziv Centaurea
ragusina — dubrovacka zecina, iako ona ne raste u samom Dubrovniku i njegovoj uzoj

okolici (5).
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Dubrovacka ze¢ina raste u pukotinama karbonatnih stijena koje se okomito
izdizu iznad mora, ali i na eruptivima otoci¢a Brusnika. Hazmofitska je, heliofilna i
halofitska vrsta. Raste na brdu Marjan kod Splita, na otocima Solti, Ciovu, Hvaru, Sv.
Andriji, Brusniku, BiSevu, Visu, Su$cu, Palagruzi, Mljetu, na poluotoku Peljescu te u
okolici Cavtata. Visegodi$nja je bijelo pustenasta biljka. Stabljike su joj uspravne ili
pridignute, jednostavne, uglate, visine 30-60 cm, pri vrhu s 1-3 (—4) cvatne glavice,
pri dnu odrvenjele i bijelo vunaste. Prizemni listovi su na dugoj peteljci, brojni, pera-
sto razdijeljeni, sa svake strane s (4—) 5—7 (=8) segmenata. Cvatne glavice su okrugla-
ste, promjera 20—-25 mm. Ovojne ljuske su blijedozelene do bijelo pustenaste, pri
vrhu sa smedecrnim, trokutastim, celjasto-trepavicastim privjeskom, koji zavrsava
oko 4 mm dugim trnom koji je svinut prema natrag. Roska je 4~5 mm duga i oko 1,5
mm Siroka. Valjkasta je, pri dnu blago suzena, sivkasta, prekrivena poleglim, blago
str$e¢im, svilenkastim dlac¢icama. Kunadra je iste duzine kao i roska, sastavljena od
bijelih, str$ec¢ih i ukocenih dlaka (6).

Slika 1. Dubrovacka zecina (Centaurea ragusina L.) (Foto: D. Kremer)

Pregled istrazivanja'dubrovacke zecine (Centaurea ragusina L.)

Znanstvene studije na dubrovackoj ze¢ini nisu brojne. Istrazeni su citogeneti¢ki
ucinci osmotskog stresa na meristemske stanice korijena. Bududi da je staniste dubro-
vacke zecine suho, a izlozena je velikim koli¢inama soli, razvila je kseromorfne zna-
Cajke (7). Nadalje, istrazivan je utjecaj natrijeva klorida i manitola na peroksidaznu
aktivnost i lipidnu peroksidaciju dubrovacke ze¢ine (8). Ispitivani su takoder fitoke-
mijski profili hlapljivih sastavnica listova i cvjetova dubrovacke zecine te njihov anti-
mikrobni u¢inak. Seskviterpeni su se u tom istrazivanju pokazali kao najobilnija sku-
pina spojeva te su hlapljiva ulja pokazala velik antibakterijski potencijal (9). U studiji
objavljenoj 2013. godine ispitivala se tolerancijadubrovacke zec¢ine na visoke koncen-
tracije soli koja je povezana s u¢inkovitom osmotskom prilagodbom i pove¢anim
antioksidativnim kapacitetom (10). Unutar roda Centaurea, na vise je vrsta odredivan
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sadrzaj ukupnih polifenola, trjeslovina, flavonoida i fenolnih kiselina. Ve¢ina takvih
istrazivanja provedena je u Turskoj, u kojoj raste velik broj pripadnica roda Centaurea,
od kojih su mnoge endemi¢ne. Provedeno je odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola
i flavonoida u pet pripadnica roda Centaurea: C. kurdica, C. rigida, C. amanicola, C.
cheirolopha i C. ptosimopappoides. Koli¢ina fenolnih spojeva odredena je Folin-Ciocal-
teuovom metodom i izrazena u ekvivalentima galne kiseline. Dobiveni rezultati su
bili u rasponu od 82 mg do 135 mg ckvivalenata galne kiseline po gramu ekstrakea.
Sadrzaj flavonoida odreden je kolorimetrijskom metodom s aluminijevim kloridom.
Rezultati su izrazeni u ekvivalentima rutina, a bili su u rasponu od 76 mg do 245 mg
ckvivalenata rutina po gramu ekstrakta. Istrazivanje je pokazalo da vrste roda Centa-
urea sadrze znatne koli¢ine polifenolnih spojeva i flavonoida $to upucuje na potenci-
jalnu antioksidativnu aktivnost (11). Ukupni polifenoli analizirani su Folin-Ciocalte-
uovom metodom i u vrstama Centaurea patula, C. pulchella te C. tchibatcheffii. Sadriaj
ukupnih polifenola bio je u rasponu od 22 mg do 55 mg ckvivalenata galne kiseline
po gramu ekstrakea, $to svrstava analizirane biljne vrste u dobre izvore prirodnih anti-
oksidansa (12).

EKSPERIMENTALNI DIO

Biljni materijal

Biljni materijal za fitokemijske analize prikupljen je tijekom lipnja 2012. godine
na srednjodalmatinskom otoku Brusniku. Identifikacija biljnog materijala provedena
je u Farmaceutskom botani¢kom vrtu »Fran Ku$an« Farmaceutsko-biokemijskog fakul-
teta Sveudilista u Zagrebu, prema dostupnim literaturnim podacima (4, 6, 13). Ana-
lizirani su osueni praskasti nadzemni dijelovi dubrovacke zecine.

Slika 2. Dubrovacka zecina s otoka Brusnika (Foto: D. Kremer)
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Aparati i kemikalije

Za spektrofotometrijska je odredivanja koristen UV-Vis spektrofotometar Agi-
lent 8453, uz PC-HP 845x UV-Visible System te kvarcna kiveta od 1 cm (Agilent,
Njemacka).

U kvalitativnoj i kvantitativnoj analizi koristene su sljede¢e kemikalije: aceton
(Claro-Prom d.o.0., Zagreb, Hrvatska); aluminijev klorid heksahidrat (Kemika, Zagreb);
B-etilaminoester difenilborne kiseline (Fluka, Buchs, Svicarska); etanol (Badel, Zagreb);
etil acetat (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska); feruli¢na kiselina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, SAD); Folin-Ciocalteuov fenolni reagens (Merck, Damstadt, Njemacka); for-
maldehid (T.T.T., Sveta Nedjelja); heksametilentetramin (Zorka, Sabac, Srbija); izo-
kvercitrin (Roth, Karlsruhe, Njemacka); kalijev hidroksid (Kemika, Zagreb); kavena
kiselina (Roth, Karlsruhe); kazein (Calbiochem, Darmstadt); klorogenska kiselina
(Fluka, Buchs); klorovodi¢na kiselina (Carlo Erba, Rodano, Italija); kvercetin (Roth,
Karlsruhe); metanol (Kemika, Zagreb); naringenin (Sigma-Aldrich, St. Louis); narin-
gin (Sigma-Aldrich, St. Louis); mravlja kiselina (T'TT, Sveta Nedjelja); natrijev acetat
trihidrat (Kemika, Zagreb); natrijev citrat (Gradska ljekarna Zagreb, Zagreb); natrijev
karbonat dekahidrat (Poch, Gliwice, Poljska); natrijev molibdat (Kemika, Zagreb);
natrijev nitrit (Kemika, Zagreb); octena kiselina, led. (Alkaloid, Skopje, Makedonija);
olovov acetat (Kiedel-de Haén ag. Seelze, Hanover, Njemacka); polietilenglikol 4000
(Fluka, Buchs); rutin (Roth, Karlsruhe); ruzmarinska kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis);
vanilin (Sigma-Aldrich, St. Louis); zelatina (Sigma-Aldrich, St. Louis); Zeljezov(I1I)
amonijev sulfat (Alkaloid, Skopje); zeljezov(III) klorid (Sigma-Aldrich, St. Louis).

Fitokemijska analiza polifenola

Studija je obuhvatila kvalitativnu i kvantitativnu analizu bioloki aktivnih poli-
fenolnih spojeva u nadzemnim dijelovima dubrovacke zecine.

Trjeslovine su ispitane opéim reakcijama s metalnim solima i zelatinom (14, 15),
kao i razlu¢nom reakcijom izmedu kondenziranih trjeslovina i onih koje hidroliziraju
(16), dok je kvalitativna analiza flavonoida i fenolnih kiselina provedena metodom tan-
koslojne kromatografije (17). Prevalidiranim spektrofotometrijskim metodama odre-
den je sadrzaj ukupnih polifenola i trjeslovina (18) te ukupnih flavonoida (19), dok je
udio fenolnih kiselina dobiven primjenom metode Europske farmakopeje (20).

Dokazivanje trjeslovina kemijskim reakcijama

Ekstrakcija: 0,2 g praskastog biljnog materijala ekstrahira se 10 minutas 20 mL
destilirane vode, u tikvici s povratnim hladilom, u kipucoj vodenoj kupelji. Ohladeni
ekstrakt se profiltrira.

Opée redkcije s metalnim solima i Zelatinom

1. U 2 mL filerata dodaju se dvije kapi 5 %-tne otopine zeljezova(Ill) klorida.
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2. U 2 mL filtrata dodaju se 2-3 kapi 1 %-tne otopine Zeljezova(Ill) amonijeva
sulfata.

3. U 5 mL filtrata doda se 0,5 mL 10 %-tne otopine olovova acetata.

4. U 2 mL filtrata doda se 2 mL 1 %-tne otopine Zelatine (14, 15).

Dokazivanje kondenziranih trjeslovina

U 3 mL ekstrakta dodaju se 2 kapi otopine formaldehida i 3 kapi 10 %-tne
klorovodi¢ne kiseline. Sadrzaj se ugrije do vrenja, ohladi, te zatim profiltrira. Potom
se filtar papir ispere s 1 mL tople vode. Dokaz kondenziranih trjeslovina predstavlja
talog na filtar papiru koji je netopljiv u toploj 5 %-tnoj otopini kalijeva hidroksida

(16).

Dokazivanje trjeslovina koje hidroliziraju

Fileratu koji se dobije u prethodnoj reakciji talozenja kondenziranih trjeslovina
s formaldehidom i klorovodi¢nom kiselinom, doda se 1 g natrijeva acetata trihidrata
(bez protresivanja epruvete), a zatim 1 mL 1 %-tne otopine Zzeljezova(III) amonijeva
sulfata. U prisutnosti trjeslovina koje hidroliziraju, javlja se ljubicast prsten na mjestu

prikladnog pH (16).

Dodatan dokaz prisutnosti trjeslovina predstavlja pozitivan vanilinski test. U 1
mL ekstrakta doda se 2 mL 1 %-tne otopine vanilina u koncentriranoj klorovodi¢noj
kiselini, a pozitivnu reakciju predstavlja nastanak crvenog obojenja (16).

Tankoslojna kromatografija (TLC) flavonoida i fenolnih kiselina

Elestralkecija: 0,2 g praskastog biljnog materijala ekstrahira se s 5 mL metanola,
10 minuta na vodenoj kupelji (60 °C). :

Ispitivanje prisutnosti flavonoida i fenolnih kiselina u pripremljenom ekstrakeu
provodi se na tankom sloju Kieselgla 60 F,s; (staklene TLC plode, 20x20 cm), uz
razvijade: etil acetat — mravlja kiselina — ledena octena kiselina — voda (100:11:11:27,
V/V) i etil acetat — mravlja kiselina — voda (8:1:1, V/V). Nakon prskanja NST/PEG
reagensom (Naturstoff-reagens, NST: 1 %-tna metanolna otopina B-etilaminoestera
difenilborne kiseline i 5 %-tna etanolna otopina polietilenglikola 4000, PEG), kro-
matogrami se promatraju-pod UV lampom na 365 nm (17).

Za dobivanje referentnih kromatograma, pripremljene su metanolne otopine
standarda (1 mg/mL) sljedecih flavonoida i fenolnih kiselina: izokvercitrina, kverce-
tina, naringenina, naringina, rutina, te feruli¢ne, kavene, klorogenske i ruzmarinske
kiseline.

Spektrofotomettijsko odredivanje polifenola i trjeslovina
Koli¢ina ukupnih polifenola u nadzemnim dijelovima dubrovacke ze¢ine odre-
dena je spektrofotometrijski (18).
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Ekstrakcija. Fino usitnjeni nadzemni biljni dijelovi dubrovacke zecine (0,25 g)
ckstrahiraju se s 80 mL 30 %-tnog metanola u tikvici s povratnim hladilom, zagrija-
vanjem na kipucoj vodenoj kupelji oko 15 minuta. Iscrpina se nakon hladenja profil-
trira u odmjernu tikvicu od 100,0 mL, nadopuni do oznake 30 %-tnim metanolom
te upotrijebi za daljnju analizu.

Priprema otopina za analizu. Oropina 1: 2,0 mL filtrata iz prethodne ekstrak-
cije pomijesa se s 8 mL destilirane vode i 10 mL otopine natrijeva acetata (1,92 g
natrijeva acetata trihidrata i 0,34 mL octene kiseline pomijesa se i nadopuni destilira-
nom vodom do 100,0 mL). Otopina 2: 10,0 mL otopine 1 mucka se 45 minuta (mué-
kalica) s 50 mg kazeina te potom profiltrira.

Po 1,0 mL otopine 1i otopine 2 pomijesa se odvojeno u odmjernim tikvicama od
10,0 mL s po 0,5 mL Folin-Ciocalteuova fenolnog reagensa i nadopuni do oznake s
33 %-tnom otopinom natrijeva karbonata dekahidrata. Apsorbancije dobivenih pla-
vih otopina mjere se na 720 nm, uz destiliranu vodu kao slijepi pokus, a izraze u
odnosu na tanin. Vrijednost koju daje otopina 1 odgovara koli¢ini ukupnih polife-
nola, dok razlika vrijednosti dobivenih za otopinu 1 i otopinu 2 odgovara koli¢ini
trjeslovina vezanih na kazein.

Za izrazavanje sadrzaja ukupnih polifenola (UP), odnosno trjeslovina (T) u
100,0 g suhog biljnog materijala, vrijedi izraz (iz kalibracijskog pravca za tanin):

% polifenola = 40A

A = izmjerena apsorbancija otopine 1 (za sadrzaj UP), odnosno razlika apsor-
bancija otopine 1 i otopine 2 (za sadrzaj T).

Spektrofotometrijsko odredivanje flavonoida

Koli¢ina ukupnih flavonoida u nadzemnim dijelovima dubrovacke zecine odre-
dena je spektrofotometrijskom metodom (19).

Elestrakcija. Praskasto usitnjeni biljni dijelovi (0,2 g) ekstrahiraju se 30 minuta
s 20 mL acetona, 2 mL 25 %-tne klorovodi¢ne kiseline i 1 mL 0,5 %-tne otopine
heksametilentetramina, zagrijavanjem do vrenja na vodenoj kupelji uz povratno hla-
dilo. Hidrolizat se propusti kroz vatu, a ostatci droge na vati ponovo se ekstrahiraju s
20 mL acetona, grijanjem do vrenja 10 minuta, ekstrakt propusti kroz vatu te na isti
nacin jo$ dva puta ponovi ekstrakeija. Sjedinjeni filtrati dopune se acetonom do 100,0
mL i upotrijebe za daljnju analizu.

Priprema otopina za analizu. Pomijesa se 20,0 mL prethodno dobivenog
hidrolizata s 20 mL vode te ekstrahira u lijevku za odjeljivanje najprije s 15 mL, a
zatim tri puta s po 10 mL etil acetata. Sjedinjene etilacetatne faze isperu se dva puta s
po 40 mL vode, propuste kroz vatu i dopune etil acetatom do 50,0 mL.

Po 10,0 mL etilacetatnog ekstrakta prenese se u dvije odmjerne tikvice od 25,0
mL. U svaku se tikvicu doda 0,5 mL 0,5 %-tne otopine natrijevacitrata. U jednu se

575



R. Jurisi¢ Grubesic, I. Domitrovic, M. Rusci¢, J. Vukovi¢ Rodriguez, D. Kremer: Fitokemijska karakterizacija bioaktivnih
polifenolnih spojeva endemicne vrste Centaurea ragusina L. {Asteraceae), Farmaceutskiglasnik 72, 9/2016

tikvicu jo$ doda i 2 mL otopine aluminijeva klorida (2 %-tna otopina AlCl;, 6H,O
u 5 %-tnoj metanolnoj otopini octene kiseline). Potom se obje tikvice dopune do
25,0 mL 5 %-tnom metanolnom otopinom octene kiseline. Nakon 45 minuta
izmjere se apsorbancije otopina s aluminijevim kloridom, u sloju debljine 1 cm, na
425 nm. Slijepi pokus predstavlja prethodno pripremljena otopina bez AICl;.

Maseni udio flavonoida izracuna se kao kvercetin, prema izrazu:
% =Ax0,7721b

A = izmjerena apsorbancija; b = masa biljnog materijala izrazenau g

Spektrofotometrijsko odredivanje fenolnih kiselina

Koli¢ina fenolnih kiselina (derivati hidroksicimetne kiseline) u nadzemnim dije-
lovima dubrovacke ze¢ine odredena je spektrofotometrijskom metodom prema
monografiji Rosmarini folium iz Europske farmakopeje (20)

Elestrakcija. 0,200 g praskasto usitnjenih nadzemnih biljnih dijelova ekstrahira
se s 80 mL 50 %-tnog etanola (V/V) u tikvici s povratnim hladilom na kipuc¢oj vode-
noj kupelji 30 minuta. Nakon hladenja se ekstrake profiltrira u odmjernu tikvicu od
100,0 mL, koja se potom nadopuni do oznake 50 %-tnim etanolom.

Ispitivana otopina. 1,0 mL dobivenog ekstrakta prenese se u odmjernu tikvicu
od 10,0 mL te se dodaju redom sljede¢i reagensi: 2,0 mL 0,5 M klorovodi¢ne kise-
line, zatim 2,0 mL nitrit-molibdat reagensa (10 g natrijeva nitrita i 10 g natrijeva
molibdata otopi se u 100,0 mL destilirane vode) te 2,0 mL 8,5 %-tne otopine natri-
jeva hidroksida. Sadrzaj tikvice se nadopuni destiliranom vodom do oznake.

Kompezacijska otopina. 1,0 mL ekstrakea razrijedi se destiliranom vodom u
odmjernoj tikvici do 10,0 mL.

Maseni udio ukupnih derivata hidroksicimetne kiseline, izrazen kao ruzmarin-
ska kiselina, izra¢una se prema sljede¢em izrazu:

% hidroksicimetnih derivata = A x 2,5/ m

A = izmjerena apsorbancija na 505 nm; m = masa biljnog materijala (g)

REZULTATI T RASPRAVA

Rezultati kvalitativne analize trjeslovina

Potvrdena je prisutnost polifenola i trjeslovina u vodenim ekstraktima dubro-
vacke zadine, primjenom kemijskih reakcija stvaranja obojenih produkata i/ili taloga:
sa zeljezovim(III) kloridom i Zeljezovim(III) amonijevim sulfatom nastalo je vrlo
intenzivno zelenoplavo obojenje, s olovovim acetatom razvilo se intenzivno pahulja-
sto zamudenje naranéastosmede boje, a sa zelatinom je dobiveno njezno blijedozuto
zamudenje. Reakcijom s natrijevim acetatom i zeljezovim(III) amonijevim sulfatom u
ekstraktima dubrovacke ze¢ine dokazane su trjeslovine koje hidroliziraju (ljubicasti
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prsten u podrudju prikladnog pH), dok je prisutnost kondenziranih trjeslovina potvr-
dena razlu¢nom reakcijom (formaldehid i 10 %-tna klorovodi¢na kiselina; talog
netopljiv u toploj 5 %-tnom kalijevu hidroksidu). Dodatan pozitivan test na trjeslo-
vine dobiven je s 1 %-tnom otopinom vanilina u koncentriranoj klorovodi¢noj kise-
lini (crveno obojenje).

Rezultati tankoslojne kromatografije flavonoida i fenolnih kiselina

Na tanki sloj Kieselgela 60 F;s4 nanesene su standardne otopine flavonoida (narin-
genina, naringina, izokvercitrina, kvercetina i rutina) te fenolnih kiselina (kavena,
feruli¢na, ruzmarinska i klorogenska), kao i metanolni ekstrakt droge. Analiza se pro-
vodila uz dva razli¢ita razvijada: etil acetat — mravlja kiselina — ledena octena kiselina
—voda (100:11:11:27, V/V) i etil acetat — mravlja kiselina — voda (8:1:1, V/V). Detek-
cija je provedena prskanjem s NST/PEG reagensom, nakon ¢ega su kromatogrami
vizualizirani na UV-365 nm.

Na kromatogramima su uoc¢ene narancaste fluorescirajuée zone karakeeristi¢ne
za flavonoide kvercetinskog aglikona i plavozelene zone fenolnih kiselina. Uoceno je
pet kromatografskih zona, a na temelju njihove boje i Ry: vrijednosti, te usporedbom
s primijenjenim standardnim tvarima, sa sigurno$¢u je potvrdena prisutnost kverce-
tina, rutina i klorogenske kiselina u metanolnom ekstraktu dubrovacke ze¢ine. Od
dviju primijenjenih mobilnih faza, nesto bolje odjeljivanje postignuto je u razvijaéu
etil acetat — mravlja kiselina — voda, 8:1:1 (slika 3.).

©
@ ©

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Slika 3. Kromatogram standardnih otopina flavonoida i fenalnih kiselina te metanolnog ekstrakta
dubrovacke ze€ine u razvijacu etil acetat — mravlja kiselina — voda (8:1:1, V/V).
Adsorbens: Kieselgel 60 Fy5; Detekcija: NST/PEG i UV-365 nm.
Legenda: 1 - naringenin, 2 — naringin, 3 — izokvercitrin, 4 — kvercetin, 5 — rutin, 6 i 7 — metanolni ekstrakt
droge, 8 — kavena kiselina, 8 — ferulicna kiselina, 10 — ruzmarinska kiselina, 11 — klorogenska kiselina
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Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih polifenola i

trjeslovina

Kvantitativna analiza ukupnih polifenola i trjeslovina u nadzemnim dijelovima
biljne vrste Centaurea ragusina provedena je spektrofotometrijskom metodom koja se
temelji na reakciji polifenolnih spojeva s Folin-Ciocalteuovim fenolnim reagensom
(FCR), kojoj prethodi talozenje trjeslovina s kazeinom (18). Nakon dodatka FCR,
izmjerene su apsorbancije dobivenih plavih otopina na 720 nm, uz destiliranu vodu
(slijepi pokus).

Napravljene su dvije ekstrakcije prema spomenutom propisu (18) te su od sva-
kog ekstrakta uzeta po dva uzorka za spektrofotometrijsko odredivanje polifenola i
trjeslovina. Za svaki od uzoraka tri je puta izmjerena apsorbancija.

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih polifenola i trjeslovina
prikazani su tablicama 1. i 2., a primjer spektra dobivenog mjerenjem apsorbancije
ukupnih polifenola u ekstraktu nadzemnih dijelova dubrovacke ze¢ine donosi slika 4.
Sadrzaj ukupnih polifenola iznosio je 3,04+0,04 %, a sadrzaj trjeslovina 0,36+0,04 %.

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja flavonoida

Odredivanje sadrzaja flavonoida u nadzemnim dijelovima dubrovacke zeine
provedeno je spektrofotometrijskom metodom koja se temelji na stvaranju kom-
pleksa flavonoidnih aglikona s APP* (19). Tvorbi kompleksa prethodi kisela hidroliza
flavonoidnih heterozida kako bi se omogudéilo oslobadanje aglikona.

Tablica 1. SadrZaj ukupnih polifenola u ekstraktima nadzemnih dijelova vrste Centaurea ragusina L.

Ukupni polifenoli Sadrzaj ukupnih polifencla
A750 am Srednja vrijednost % Srednja vrijednost
otopine 1 A;20 4 Ot. 1sd ° % *sd
0,073 2,92
uzorak 1 0,070 0,071+0,001 2,80 2,84+0,05
. 0,070 2,80
Ekstrake 1
0,075 3,00
uzorak 2 0,072 0,073+0,002 2,88 2,91+0,06
0,071 2,84
0,074 2,96
uzorak 1 0,072 0,073+0,001 2,88 2,93+0,04
. 0,074 2,96
Ekstrakt 2
0,087 3,48
uzorak 2 0,086 0,087+0,000 3,44 3,47+0,02
0,087 3,48
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Tablica 2. Sadréaj trieslovina u ekstraktima nadzemnih dijelova vrste Centaurea ragusina L.

Polifenoli Trijeslovine Sadrzaj trjeslovina
nevezani na kazein vezane na kazein vezanih na kazein
A720 0m Srednja Srednja Srednja
otopine  vrijednost A1-A2  vrijednost % vrijednost
2 Ajgan,0t2xsd (A1-A2)£sd %=+sd
0,062 0,011 0,44
uzorak 1 0,064 0,062+0,001 0,006 0,009+0,002 0,24 0,35£0,07
. 0,061 0,009 0,36
Ekstrake 1 —
0,065 0,010 0,40
uzorak 2 0,065 0,065+0,000 0,007 0,008+0,002 0,28 0,31+0,06
0,065 0,006 0,24
0,066 0,008 0,32
uzorak 1 0,065 0,066+0,000 0,007 0,008+0,000 0,28 0,31+0,02
. 0,066 0,008 0,32
Ekstrake 2 -
0,075 0,012 0,48
uzorak 2 0,075 0,075£0,000 0,011 0,012+£0,000 0,44 0,47+0,02
0,075 0,012 0,48
Method file : POLIFEN.M ( modified } Last update: Date 4/29/15 Time
11:15:3% AM .
Information : Default Method
Data File : C:\IVADOM~1\U220TOP1 .SD Created : 4/27/15 12:08:04

Overlaid Spectra:

o
B
a3

009 |
0.085 . e TE h

Absorbance (AU)
o
o
<
4

550 600 650 700 70 8% 850 Wavelenath (nm
# Name Abs<720nm> Abs<745nm>
1 8.6646E-2 8.8360E-2
2 8.5608E-2 8.7620E-2
3 $.6562E-2 8.8598E~2

Slika 4. Primjer spektra dobivenog mjerenjem apsorbancije ukupnih polifenola u ekstraktu nadzemnih dijelova
vrste Centaurea ragusina L.

Apsorbancije nastalih kompleksa izmjerene su na valnoj duljini od 425 nm, a

udio flavonoida je izrazen kao kvercetin. Slijepe su uzorke predstavljale prethodno
pripremljene otopine bez aluminijeva klorida.
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Pripremljena su dva ekstrakra te je za svaki ekstrakt po dva puta uziman uzorak
za spektrofotometrijsko odredivanje flavonoida. Za svaki je uzorak po tri puta izmje-
rena apsorbancija. Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja flavonoida u ekstrak-
tima nadzemnih dijelova dubrovacke zedine prikazani su u tablici 3., a udio flavonoida

Tablica 3. SadrZaj flavonoida u ekstraktima nadzemnih dijelova vrste Centaurea ragusina L.

Masa A Srednja vrijednost % Srednja vrijednost
uzorka (g) 425 om Agzs amtsd flavonoida %+sd
0,063 0,24
uzorak 1 0,063 0,063+0,000 0,24 0,24+0,00
. 0,062 0,24
Ekstrake 10,2000
0,066 0,26
uzorak 2 0,065 0,066+0,000 0,26 0,26+0,00
0,066 0,26
0,067 0,26
uzorak 1 0,067 0,067+0,000 0,26 0,26+0,00
. 0,067 0,26
Ekstrakt 20,2005
0,064 0,25
uzorak 2 0,064 0,064+0,000 0,25 0,25+0,00
0,063 0,24
Method file : FLAVON.M ( modified ) Last update: Date 4/29/15 Time
11:03:46 AM . .
Information : Default Method
Data File  : C:\TVADOM~1\FLAV20T2.SD Created : 4/28/15 14:24:48
Overlaid Spectra:
0.06 //M\\
;3(: 004 ’// \
g 002 »_/// \\\\_
002 | e
320 340 360 - 380 400 420 a0 460 Wayelength (nm)
# Name Abs<422nm> Abs<425nm>
LT T 6.7398E-2  6.5711E-2
2 6.7132E-2 6.5382E-2
3 6.7385E-2 6.5981E-2 -

Slika 5. Primjer spektra dobivenog mjerenjem apsorbancije flavonoida u ekstraktu nadzemnih dijelova vrste
Centaurea ragusina L.
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iznosio je prosje¢no 0,25 %. Slika 5. donosi primjer spektra dobivenog mjerenjem
apsorbancije flavonoida u ekstraktu nadzemnih dijelova dubrovacke zecine.

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja fenolnih kiselina

Kvantitativna analiza fenolnih kiselina u nadzemnim dijelovima dubrovacke
zeCine provedena je spektrofotometrijskom metodom prema Europskoj farmakopeji
(20). Odredivanje se temelji na prisutnosti o-dihidroksifenolne skupine u strukeuri
hidroksicimetnih derivata, koja s nitric-molibdat reagensom daje Zuto obojene kom-
plekse, a zaluzivanjem otopine boja prelazi u narancastocrvenu (21). Apsorbancija se
mjeri na 505 nm, a sadrzaj ukupnih hidroksicimetnih derivata, izrazen kao ruzmarin-

ska kiselina, izra¢una se pomocu specifi¢ne apsorbancije koja za ruzmarinsku kiselinu
iznosi 400.

Dva je puta ponovljena ekstrakcija nadzemnih biljnih dijelova te su od svakog
od dobivenih ekstrakata uzeta po dva uzorka za spektrofotometrijsko odredivanje
fenolnih kiselina. Apsorbancija je izmjerena tri puta za svaki uzorak.

Rezultati spektrofotometrijskog odredivanja fenolnih kiselina u nadzemnim
dijelovima dubrovacke ze¢ine prikazani su u tablici 4., a primjer spektra dobivenog
mjerenjem apsorbancije fenolnih kiselina donosi slika 6. Sadrzaj ukupnih hidroksici-
metnih derivata u nadzemnim dijelovima dubrovacke zedine, izrazen kao ruzmarin-
ska kiselina, iznosio je 0,38+0,01 %.

Tablica 4. Sadrzaj fenolnih kiselina u ekstraktima nadzemnih dijelova vrste Centaurea ragusina L.

Masa A5075 am  Srednja vrijednost % fenolnih  Srednja vrijednost
uzorka (g) AsgsamEsd kiselina %=+sd
0,031 0,39
uzorak 1 0,031 0,031+0,000 0,39 0,39+0,01
) 0,030 0,38
Ekstrakt 10,1999
0,029 0,36
uzorak 2 0,029 0,029+0,000 0,36 0,36+0,00
0,029 0,36
0,031 0,39
uzorak 1 0,028 0,029+0,001 0,35 0,37+0,01
) 0,029 0,36
Ekstrakt 20,1996
0,033 0,41
uzorak 2 0,029 0,030+0,002 0,36 0,38+0,02
0,029 0,36
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Method file : FENKIS.M { modified } Last update: Date 4/29/15 Time

. 11:11:53 AM
Information : . Default Method
Data File : C:\IVADOM~1\PAU230T3.SD Created : 4/27/15 14:35:22
Overlaidvsy'pectra:

003

0025
=)
< 0.02
Q
Q
£ 0015
2
5 |
§ 0.01 c,/ﬂ

0.005 : v

|
420 440 460 480 500 520 540 560 Wavelength {nm

t Name Abs<505nm> # Name Abs<505nm>
1 2.8425E~2 3 2.7305E-~2
2 2.7760E~-2

Slika 6. Primjer spektra dobivenog mjerenjem apsorbancije fenolnih kiselina u ekstraktu nadzemnih dijelova
vrste Centaurea ragusina L.

ZAKLJUCAK

U okviru ovoga rada provedena je fitokemijska karakterizacija endemicne vrste
Centaurea ragusina L. (dubrovacka zecina), koja je obuhvatila kvalitativnu i kvantita-
tivhu analizu bioaktivnih polifenolnih spojeva. Potvrdena je prisutnost trjeslovina u
ispitanim biljnim ekstraktima primjenom kemijskih reakcija stvaranja obojenih pro-
dukata i/ili taloga. Takoder je ispitana prisutnost flavonoida i fenolih kiselina primje-
nom tankoslojne kromatografije, a na temelju Ry vrijednosti i boje detektiranih kro-
matografskih zona potrdena je prisutnost kvercetina, rutina i klorogenske kiseline u
metanolnom ekstraktu dubrovacke zecine. Koli¢ina polifenolnih spojeva u analizira-
nim ekstraktima nadzemnih dijelova dubrovacke ze¢ine odredena je spektrofotome-
trijskim metodama. Sadrzaj ukupnih polifenola iznosio je 3,04+0,04 %, udio trjeslo-
vina je bio 0,36+0,04 %, flavonoidi su odredeni u koli¢ini od 0,25%+0,00 %, dok je
kvantitativna analiza fenolnih kiselina pokazala da je njihov sadrzaj u ispitanim
ckstraktima iznosio 0,38+0,01 %. Unato¢ tome $to izmjerene koli¢ine polifenolnih
tvari u nadzemnim dijelovima dubrovacke ze¢ine nisu visoke kao u trjeslovinskih
droga (primjerice, turi¢ina zelen — Agrimoniae herba, s 4-10 % trjeslovina), niti kao
u flavonoidnih droga (npr. glogov list i cvijet — Crategi folium cum flore, s 1-2 %
flvonoida kvercetinskog aglikona) (22), provedena fitokemijska karakterizacija pred-
stavlja znatan prilog znanstvenom istrazivanju hrvatskih endema i upotpunjuje dosa-
dasnje spoznaje o fitoterapijskom potencijalu dubrovacke zecine, posebice u odnosu
na sadrzaj fenolnih tvari dokazanih bioloskih uéinaka.

582



R. Jurisi¢ Grubesic, |. Domitrovi¢, M. Ruscic, J. Vukovic Rodriguez, D. Kremer: Fitokemijska karakterizacija bioaktivnih

polifenolnih spujeva endemicne vrste Centaurea ragusina L. (Asteraceae), Farmaceutski glasnik 72, 9/2016

173
9
=
(9
g

o
L
@
|
E
g
-

10.

1.

12.

13.
14,
15.
16.

17.

19.

20.

. Nikoli¢'T, Milovi¢ M, Bogdanovi¢ S, Jasprica N. Endemi u hrvatskoj flori. Zagreb: Alfa,

2015.

. Nikoli¢ T (ur.). Flora Croatica Databasc. Zavod za botaniku, Prirodoslovno-matematicki

fakultet Sveucilista u Zagrebu; heep://hirc.botanic.hr/fed, datum pristupa: 2.3.2016.
Erhardt W, Gotz E, Bodeker N, Seybold S. Zander-Handwérterbuch der Pflanzen-
namen. 17. Aufl. Stuttgart: Eugen Ulmer GmbH und Co., 2002.

Tutin TG, Heywood VH, Burges NA, Moore DM, Valentine DH, Walters SM, Webb
DA. Flora Europaca, Vol. 4, Plantaginaccae to Compositac (and Rubiaceae). Cam-
l)ndgc -L ondon New Yoxk—Mclbournc Cqmbl idge Univer sxty Plcss, 1976

lima, d"lrum pristupa: 2 3. 20]6

. Sili¢ C. Endemicne biljke. Sarajevo: Svjetlost, 1990.
. Radi¢ S, Proli¢ M, Pavlica M, Pevalek-Kozlina B. Cytogenetic effects of osmotic stress

on the root meristem cells of Centaurea ragusina L. Environ Exp Bot. 2005; 54:213—
218.

. Radi¢ S, Radi¢-Stojkovié¢ M, Pevalek-Kozlina B. Influence of NaCl and mannitol on

peroxidase activity and lipid peroxidation in Centaurea ragusina 1.. roots and shoots. |
Plant Physiol. 2005; 163:1284-1292.

. Politeo O, Skocibusic M, Carev 1, Burcul F Jerkovic I, Sarolic M, Milos M. Phyto-

chemical profiles of volatile constituents from Centaurea ragusina leaves and flowers and
their antimicrobial effects. Nat Prod Commun. 2012; 7:1087-1090.

Radi¢ S, Pcharec Stefani¢ P Lepedu$ H, Roje V, Pevalek-Kozlina B. Salt tolerance of
Centaurea mgusina L. is associated with efficient osmotic adjustment and increased anti-
oxidative capacity. Environ Exp Bot. 2013; 87:39-48.

Aktumsek A, Zengin G, Guler GO, Cakmak YS, Duran A. Screening for in vitro anti-
oxidant properties and fatty acid profiles of five Centaurea 1.. species from Turkey flora.
Food Chem Toxicol. 2011; 49:2914-2920.

Zengin G, Cakmak YS, Guler GO, Aktumsek A. In vitro antioxidant capacities and
fatty acid compositions of three Centaurea species collected from Central Anatolia region
of Turkey. Food Chem Toxicol. 2010; 48:2638-2641.

Domac R. Flora Hrvatske. Zagreb: Skolska knjiga, 1994.

Fischer R, Kartnig Th. Drogenanalyse. Wien-New York: Springer Verlag, 1978.
Luckner M. Priifung von Drogen. Jena: VEB Gustav Fischer Verlag, 1966.
Vladimir-Knezevi¢ S, Blazekovi¢ B. Praktikum iz Farmakognozije 1, Interna skripta.
Zagreb: Sveudiliste u Zagrebu, Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Zavod za farmako-
gnoziju, 2008.

Wagner H, Bladt S, Zgainski EM. Drogenanalyse. Berlin-Heidelberg-New York:
Springer Verlag, 1983.

. Jurisi¢ Grubesi¢ R, Vukovi¢ J., Kremer D., Vladimir-KneZevi¢ S. Spectrophotometric

method for polyphenols analysis: prevalidation and application on Plantago L. species.
J Pharm Biomed Anal. 2005; 39:837-842.

Jurisi¢ Grubesi¢ R, Vukovi¢ J., Kremer D., Vladimir-Knezevi¢ S. Flavonoid content
assay: Prevalidation and application on Plantago L. species. Acta Chim Slov. 2007;
54:397-406.

European Pharmacopocia, Sixth Edition, Vol. 2, Strasbourg: Councile of Europe, 2007.

583



R. Jurisi¢ Grubesic, I. Domitrovic, M. Rusgi¢, J. Vukovi¢ Rodriguez, D. Kremer: Fitokemijska karakterizacija bioaktivnih
polifenolnih spojeva endemicne vrste Centaurea ragusina L. (Asteraceae), Farmaceutski glasnik 72, 9/2016

RS AN

584

21. Vladimir-Knezevi¢ S. Farmakognozija I, Prirodni fenolni spojevi. Farmaceutsko-bioke-
mijski fakultet Sveucilidta u Zagrebu, Zagreb, 2008.

22. Kustrak D. Farmakognozija — Fitofarmacija. Zagreb: Golden marketing — Tehni¢ka
knjiga, 2005.

Primbjeno 7. ozujka 2016.





