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

A b s t r a c t - Phytochemical characterization of the Croatian ende
rnic species Centaurea ragusintt L. (Asteraceae) was carried out. The pre
sence of polyphenols ina bove ground plant parts was proven by using chemi
cal reactions ofdeveloping colored products and precipitates. lhe thin layer 
chromatography showed the presence of quercetin, rutin, and chlorogenic 
acid in the rnethanolic extract of C. ragusina. Quantitative analysis of totaf 
po61phenols (TP), tannins (T), fiavonoids (F), and phenolic acids (PA) was 
carried out using three dif.ferent spectrophotometric methods. 7he contents of 
ana61zed po6phenolic cornpounds were as follows: 3.04±0.04% (TP), 
0.36±0.04% (T), 0.25±0.00% (F), and 0.38±0.01% (PA). 7his 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 Biochemist�)', Depart
ment of Phannaceutical Analysis, A. Kovačića 1, 1 O 000 Zagreb, Croatia; 
University of Split, Faculty of Science, Department of Biology, Teslina 12, 
21 000 Split, Croatia; University of Zagreb, Faculty of Phannacy and 
Biochemistry, Department of Phannaceutical Botany, BotaniCtd garden 
»Fran Kušan«, Schrottova 39, 10 000 Zagreb, Croatia) 
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UVOD 
Hrvatska se flora odlikuje velikom raznolikošću i brojnošću vrsta. Specifičan geo

grafski položaj na razmeđi nekoliko biogeografskih regija te karakteristični ekološki, 
klimatski i geomorfološki uvjeti stvaraju širok raspon staništa. To rezultira velikim 
bogatstvom vrsta i podvrsta sa znatnim brojem endema. Endemi su svojte koje u 
svojem rasprostranjenju zauzimaju razmjerno mala i ograničena područja. Od uku
pnog broja (oko 5000) registriranih biljnih vrsta u Republici Hrvatskoj, preko 400 
čine endemične svojte. Prema odnosu biljnih vrsta i površine teritorija, Hrvatska 
spada među 3 najbogatije europske zemlje, uz Sloveniju i Albaniju (1, 2). 

Upravo endemične biljke daju najizrazitiji pečat osebujnosti hrvatske flore. Jedna 
od njih je i dubrovačka zečina, Centaurea ragusina L. (Asteraceae). S ciljem produblji
vanja i proširivanja znanstvenih spoznaja o toj biljnoj vrsti, te istraživanja njezina 
ljekovitog potencijala, u okviru ovoga rada provedena je fitokemijska karakterizacija 
biološki aktivnih polifenolnih tvari iz uzoraka dubrovačke zečine sa srednjodalmatin
skog otoka Brusnika, a dobiveni rezultati predstavljaju polazište za daljnja istraživanja 
njezine farmakološke vrijednosti. 

Rod zečina (Centaurea L) 
Rod zečina ( Centaurea) jedan je od najvećih i najkompleksnijih rodova porodice 

Asteraceae koji obuhvaća približno 500 vrsta (3). Pripadnice roda zečina su jednogodiš
nje ili višegodišnje zeljaste biljke, rjeđe patuljasti grmovi. Listovi su im cjeloviti ili 
perasto razdijeljeni. Na stabiljci je prisutna jedna ili više cvjetnih glavica koje su u sku
pinama od dvije do tri smještene na vršnim dijelovima ogranaka stabiljke. Ovoj cvjet
nih glavica cilindričan je ili okrugao, a pricvjetni listići često imaju resasti ili trnovit 
privjesak. Unutarnji cvjetovi glavice su dvospolni, a rubni neplodni. Vjenčić je cjevast 
s 5 (-8) režnjeva oboda. Plodovi zečine najčešće imaju kunadru koja u većine vrsta 
ostane na biljci, dok u manjeg broja vrsta otpadne. Kunadru čine dva ili više redova 
grubih do perastih dlaka ili ljusaka koje mogu biti jajaste do linearne. Red koji se nalazi 
u samoj unutrašnjosti je najkraći pa su ljuske ili dlake koje ga tvore često donjim dije
lom međusobno srasle i obično se razlikuju oblikom i teksturom od onih koje se nalaze 
u vanjskim redovima. Vanjski redovi dlaka (ljusaka) preklapaju jedan drugoga (4). 

Dubrovačka zečina ( Centaurea ragusina L.) 
Dubrovačka zečina je endemična biljna vrsta, zaštićena od 1969. godine na svim 

svojim staništima. Prvi je put znanstveno opisana krajem 17. stoljeća, kada je francu
ski botaničar Joseph Pitton de Tournefort na svojoj ekspediciji po Sredozemlju ubrao 
biljku u okolici Cavtata i nazvao je »jacea epidaurica candidissima tomentosa« (»bijela 
dlakava zečina iz Cavtata«). Epidaurus je antički naziv za Cavtat, koji je tijekom sred
njeg vijeka nazvan Ragusa Vecchia, pa je zato nova biljna vrsta dobila naziv Centaurea 
ragusina - dubrovačka zečina, iako ona ne raste u samom Dubrovniku i njegovoj užoj 
okolici (5). 
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Dubrovačka zečina raste u pukotinama karbonatnih stijena koje se okomito 
izdižu iznad mora, ali i na eruptivima otočića Brusnika. Hazmofitska je, heliofilna i 
halofitska vrsta. Raste na brdu Marjan kod Splita, na otocima Šolti, Čiovu, Hvaru, Sv. 
Andriji, Brusniku, Biševu, Visu, Sušcu, Palagruži, Mljetu, na poluotoku Pelješcu te u 
okolici Cavtata. Višegodišnja 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 smeđecrnim, trokutastim, češljasto-trepavičastim privjeskom, koji završava 
oko 4 mm dugim trnom koji je svinut prema natrag. Roška je 4-5 mm duga i oko 1,5 
mm široka. Valjkasta je, pri dnu blago sužena, sivkasta, prekrivena poleglim, blago 
stršećim, svilenkastim dlačicama. Kunadra je iste dužine kao i roška, sastavljena od 
bijelih, stršećih i ukočenih dlaka (6). 

Slika 1. Dubrovačka zečina (Centaurea ragusina L.) (Foto: D. Kremer) 

Pregled istraživanja dubrovačke zečine (Centaurea ragusina L.) 
Znanstvene studije na dubrovačkoj zečini nisu brojne. Istraženi su citogenetički 

učinci osmotskog stresa na meristemske stanice korijena. Budući da je stanište dubro
vačke zečine suho, a izložena je velikim količinama soli, razvila je kseromorfne zna
čajke (7). Nadalje, istraživan je utjecaj natrijeva klorida i manitola na peroksidaznu 
aktivnost i lipidnu peroksidaciju dubrovačke zečine (8). Ispitivani su također fitoke
mijski profili hlapljivih sastavnica listova i cvjetova dubrovačke zečine te njihov anti
mikrobni učinak. Seskviterpeni su se u tom istraživanju pokazali kao najobilnija sku
pina spojeva te su hlapljiva ulja pokazala velik antibakterijski potencijal (9). U studiji 
objavljenoj 2013. godine ispitivala se tolerancija dubrovačke zečine na visoke koncen
tracije soli koja je povezana s učinkovitom osmotskom prilagodbom i povećanim 
antioksidativnim kapacitetom (1 O). Unutar roda Centaurea, na više je vrsta određivan 
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sadržaj ukupnih polifenola, trjeslovina, flavonoida i fenolnih kiselina. Većina takvih 
istraživanja provedena je u Turskoj, u kojoj raste velik broj pripadnica roda Centaurea, 
od kojih su mnoge endemične. Provedeno je određivanje sadržaja ukupnih polifenola 
i flavonoida u pet pripadnica roda Centaurea: C. kurdica, C. rigida, C. amanicola, C. 
cheirolopha i C. ptosimopappoides. Količina fenolnih spojeva određena je Folin-Ciocal
teuovom metodom i izražena u ekvivalentima galne kiseline. Dobiveni rezultati su 
bili u rasponu od 82 mg do 135 mg ekvivalenata galne kiseline po gramu ekstrakta. 
Sadržaj flavonoida određen je kolorimetrijskom metodom s aluminijevim kloridom. 
Rezultati su izraženi u ekvivalentima rutina, a bili su u rasponu od 76 mg do 245 mg 
ekvivalenata rutina po gramu ekstrakta. Istraživanje je pokazalo da vrste roda Centa
urea sadrže znatne količine polifenolnih spojeva i flavonoida što upućuje na potenci
jalnu antioksidativnu aktivnost (11). Ukupni polifenoli analizirani su Folin-Ciocalte
uovom metodom i u vrstama Centaurea patula, C. pulchella te C. tchihatcheffii. Sadržaj 
ukupnih polifenola bio je u rasponu od 22 mg do 55 mg ekvivalenata galne kiseline 
po gramu ekstrakta, što 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 botaničkom vrtu »Fran Kušan« Farmaceutsko-biokemijskog fakul
teta Sveučilišta u Zagrebu, prema dostupnim literaturnim podacima (4, 6, 13). Ana
lizirani su osušeni praškasti nadzemni dijelovi dubrovačke zečine. 

Slika 2. Dubrovačka zečina s otoka Brusnika (Foto: D. Kremer) 
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Aparati i kemikalije 

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

U kvalitativnoj i kvantitativnoj analizi korištene su sljedeće kemikalije: aceton 
(Claro-Prom d.o.o., Zagreb, Hrvatska); aluminijev klorid heksahidrat (Kemika, Zagreb); 
B-etilaminoester difenilborne kiseline (Fluka, Buchs, Švicarska); etanol (Badel, Zagreb); 
etil acetat (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska); ferulična kiselina (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, SAD); Folin-Ciocalteuov fenolni reagens (Merck, Damstadt, Njemačka); for
maldehid (T.T.T., Sveta Nedjelja); heksametilentetramin (Zorka, Šabac, Srbija); izo
kvercitrin (Roth, Karlsruhe, Njemačka); kalijev hidroksid (Kemika, Zagreb); kavena 
kiselina (Roth, Karlsruhe); kazein (Calbiochem, Darmstadt); klorogenska kiselina 
(Fluka, Buchs); klorovodična 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 T T, 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 Haen ag. Seelze, Hanover, Njemačka); polietilenglikol 4000 
(Fluka, Buchs); rutin (Roth, Karlsruhe); ružmarinska kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis); 
vanilin (Sigma-Aldrich, St. Louis); želatina (Sigma-Aldrich, St. Louis); željezov(lll) 
amonijev sulfat (Alkaloid, Skopje); željezov(III) klorid (Sigma-Aldrich, St. Louis). 

Fitokemijska analiza polifenola 

Studija je obuhvatila kvalitativnu i kvantitativnu analizu biološki aktivnih poli
fenolnih spojeva u nadzemnim dijelovima dubrovačke zečine. 

Trjeslovine su ispitane općim reakcijama s metalnim solima i želatinom (14, 15), 
kao i razlučnom reakcijom između 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
đen je sadržaj 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 praškastog biljnog materijala ekstrahira se 1 O minuta s 20 mL 
destilirane vode, u tikvici s povratnim hladilom, u kipućoj vodenoj kupelji. Ohlađeni 
ekstrakt se profi!trira. 

0/Jće reakcije s metalnim solima i želatinom 

1. U 2 mL fi!trata dodaju se dvije kapi 5 %-tne otopine željezova(Ill) klorida. 
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2. U 2 mL filtrata dodaju se 2-3 kapi 1 %-tne otopine željezova(III) amonijeva 
sulfata. 

3. U 5 mL filtrata doda se 0,5 mL 1 O %-tne otopine olovova acetata. 
4. U 2 mL filtrata doda se 2 mL 1 %-tne otopine želatine (14, 15). 

Dokazivanje kondenziranih trjesl01Jina 

U 3 mL ekstrakta dodaju se 2 kapi otopine formaldehida i 3 kapi 1 O %-tne 
klorovodične kiseline. Sadržaj 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). 

Dokazi11anje trjeslovina koje hidroliziraju 

Filtratu koji se dobije u prethodnoj reakciji taloženja kondenziranih trjeslovina 
s formaldehidom i klorovodičnom kiselinom, doda se 1 g natrijeva acetata trihidrata 
(bez protresivanja epruvete), a zatim 1 mL 1 %-tne otopine željezova(III) amonijeva 
sulfata. U prisutnosti trjeslovina koje hidroliziraju, javlja se ljubičast 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 klorovodičnoj 
kiselini, a pozitivnu reakciju predstavlja nastanak crvenog obojenja (16). 

Tankoslojna kromatografija (TLC) flavonoida i fenolnih kiselina 
Ekstrakcija: 0,2 g praškastog biljnog materijala ekstrahira se s 5 mL metanola, 

10 minuta na vodenoj kupelji (60 °C). 

Ispitivanje prisutnosti flavonoida i fenolnih kiselina u pripremljenom ekstraktu 
provodi se na tankom sloju Kieselgla 60 F254 (staklene TLC ploče, 20x20 cm), uz 
razvi jače: eri! acetat - mravlja kiselina -ledena octena kiselina - voda (100: 11: 11 :27, 
V/V) i etil acetat - mravlja kiselina - voda (8:1:l, V/V). Nakon prskanja NST/PEG 
reagensom (Naturstoff-reagens, NST: 1 %-tna metanolna otopina P-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) sljedećih flavonoida i fenolnih kiselina: izokvercitrina, kverce
tina, naringenina, naringina, rutina, te ferulične, kavene, klorogenske i ružmarinske 
kiseline. 

Spektrofotometrijska određivanje polifenola i trjeslovina 
Količina ukupnih polifenola u nadzemnim dijelovima dubrovačke zečine odre

đena je spektrofotometrijski (18). 
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Ekstrakcija. Fino usitnjeni nadzemni biljni dijelovi dubrovačke zečine (0,25 g) 
ekstrahiraju se s 80 mL 30 %-mog metanola u tikvici s povratnim hladilom, zagrija
vanjem na kipućoj vodenoj kupelji oko 15 minuta. Iscrpina se nakon hlađenja profil
trira u odmjernu tikvicu od 100,0 mL, nadopuni do oznake 30 %-tnim metanolom 
te upotrijebi za daljnju analizu. 

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

Po I ,O mL otopine 1 i otopine 2 pomiješa se odvojeno u odmjernim tikvicama od 
I 0,0 mL s po 0,5 mL Folin-Ciocalteuova fenolnog reagensa i nadopuni do oznake s 
33 %-mom 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 količini ukupnih polife
nola, dok razlika vrijednosti dobivenih za otopinu 1 i otopinu 2 odgovara količini 
trjeslovina vezanih na kazein. 

Za izražavanje sadržaja 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 sadržaj UP), odnosno razlika apsor
bancija otopine I i otopine 2 (za sadržaj T). 

Spektrofotometrijsko određivanje flavonoida 

Količina ukupnih flavonoida u nadzemnim dijelovima dubrovačke zečine odre
đena je spektrofotometrijskom metodom (I 9). 

Ekstrakcija. Praškasto usitnjeni biljni dijelovi (0,2 g) ekstrahiraju se 30 minuta 
s 20 mL acetona, 2 mL 25 %-tne klorovodične kiseline i I 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 I O minuta, ekstrakt propusti kroz vatu te na isti 
način još dva puta ponovi ekstrakcija. Sjedinjeni filtrati dopune se acetonom do I 00,0 
mL i upotrijebe za daljnju analizu. 

Priprema otopina za analizu. Pomiješa 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 1 O 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 natrijeva citrata. U jednu se 
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tikvicu još doda i 2 mL otopine aluminijeva klorida (2 %-ma otopina A!Cl3, 6H20 
u 5 %-moj metanolnoj otopini octene kiseline). Potom se obje tikvice dopune do 
25,0 mL 5 %-mom 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 AlCL,. 

Maseni udio Aavonoida izračuna se kao kvercetin, prema izrazu: 

% = A x 0,772 I b 

A = izmjerena apsorbancija; b = masa biljnog materijala izražena u g 

Spektrofotometrijsko određivanje fenolnih kiselina 
Količina fenolnih kiselina (derivati hidroksicimetne kiseline) u nadzemnim dije

lovima dubrovačke zečine određena je spektrofotometrijskom metodom prema 
monografiji Rosmarini folium iz Europske farmakopeje (20)· 

Ekstrakcija. 0,200 g praškasto usitnjenih nadzemnih biljnih dijelova ekstrahira 
se s 80 mL 50 %-mog etanola ( V/V) u tikvi ci s povratnim hladilom na kipućoj vode
noj kupelji 30 minuta. Nakon hlađenja se ekstrakt profiltrira u odmjernu tikvicu od 
100,0 mL, koja se potom nadopuni do oznake 50 <Yo-tnim etanolom. 

Ispitivana otopina. 1,0 mL dobivenog ekstrakta prenese se u odmjernu tikvicu 
od 10,0 mL te se dodaju redom sljedeći reagensi: 2,0 mL 0,5 M klorovodične kise
line, zatim 2,0 mL nitrit-molibdat reagensa (1 O g natrijeva ni tri ta i 1 O g natrijeva 
molibdata otopi se u 100,0 mL destilirane vode) te 2,0 mL 8,5 %-me otopine natri
jeva hidroksida. Sadržaj tikvice se nadopuni destiliranom vodom do oznake. 

Kompezacijska otopina. I ,O mL ekstrakta razrijedi se destiliranom vodom u 
odmjernoj tikvici do 10,0 mL. 

Maseni udio ukupnih derivata hidroksicimetne kiseline, izražen kao ružmarin
ska kiselina, izračuna se prema sljedećem izrazu: 

% hidroksicimetnih derivata = A x 2,5 / m 

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

REZULTATI I RASPRAVA 

Rezultati kvalitativne analize trjeslovina 
Potvrđena je prisutnost polifenola i trjeslovina u vodenim ekstraktima dubro

vačke začine, primjenom kemijskih reakcija stvaranja obojenih produkata i/ili taloga: 
sa željezovim(III) kloridom i željezovim(III) amonijevim sulfatom nastalo je vrlo 
intenzivno zelenoplavo obojenje, s olovovim acetatom razvilo se intenzivno pahulja
sto zamućenje narančastosmeđe boje, a sa želatinom je dobiveno nježno blijedožuto 
zamućenje. Reakcijom s natrijevim acetatom i željezovim(III) amonijevim sulfatom u 
ekstraktima dubrovačke zečine dokazane su trjeslovine koje hidroliziraju (ljubičasti 
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prsten li području prikladnog pH), dok je prisutnost kondenziranih trjeslovina potvr
đena razlučnom reakcijom (formaldehid i 1 O %-tna klorovodična kiselina; talog 
netopljiv u toploj 5 %-mom kalijevu hidroksidu). Dodatan pozitivan test na trjeslo
vine dobiven je s 1 %-tnom otopinom vanilina u koncentriranoj klorovodičnoj kise
lini (crveno obojenje). 

Rezultati tankoslojne kromatografije flavonoida i fcnolnih kiselina 

Na tanki sloj Kieselgela 60 F254 nanesene su standardne otopine flavonoida (narin
genina, naringina, izokvercitrina, kvercetina i rutina) te fenolnih kiselina (kavena, 
ferulična, ružmarinska i klorogenska), kao i metanolni ekstrakt droge. Analiza se pro
vodila uz dva različita razvijača: 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 čega Sli kromatogrami 
vizualizirani na UV-365 nm. 

Na kromatogramima su uočene narančaste fluorescirajuće zone karakteristične 
za flavonoide kvercetinskog aglikona i plavozelene zone fenolnih kiselina. Uočeno je 
pet kromatografakih zona, a na temelju njihove boje i RF vrijednosti, te usporedbom 
s primijenjenim standardnim tvarima, sa sigurnošću je potvrđena prisutnost kverce
tina, rutina i klorogenske kiselina u metanolnom ekstraktu dubrovačke zečine. Od 
dviju primijenjenih mobilnih faza, nešto bolje odjeljivanje postignllto je li razvijaču 
etil acetat - mravlja kiselina - voda, 8: 1: 1 (slika 3.). 

-
- • • � 

- � <llil!> 

• • 

• • • 

@ 
• • • 

• •  • 

1 2 3 4 s 6 7 8 9 10 11 

Slika 3. Kromatogram standardnih otopina flavonoida i fenolnih kiselina te metanolnog ekstrakta 
dubrovačke zečine u razvijač u etil acetat - mravlja kiselina - voda (8: 1 :  1 ,  V/V). 

Adsorbens: Kieselgel 60 F254 ; 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 - kave na kiselina. 9 - ferulična kiselina. 1 O - ružmarinska kiselina, 1 1  - klorogenska kiselina 
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Rezultati spektrofotometrijskog određivanja 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 taloženje 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 spektrofotometrijska određivanje polifenola i 
trjeslovina. Za svaki od uzoraka tri je puta izmjerena apsorbancija. 

Rezultati spektrofotometrijskog određivanja ukupnih polifenola i trjeslovina 
prikazani su tablicama 1. i 2. , a primjer spektra dobivenog mjerenjem apsorbancije 
ukupnih polifenola u ekstraktu nadzemnih dijelova dubrovačke zečine donosi slika 4. 
Sadržaj ukupnih polifenola iznosio je 3,04±0,04 %, a sadržaj trjeslovina 0,36±0,04 %. 

Rezultati spektrofotometrijskog određivanja flavonoida 

Određivanje sadržaja flavonoida u nadzemnim dijelovima dubrovačke zečine 
provedeno je spektrofotometrijskom metodom koja se temelji na stvaranju kom
pleksa flavonoidnih aglikona s Al3+ (19). Tvorbi kompleksa prethodi kisela hidroliza 
flavonoidnih heterozida kako bi se omogućilo oslobađanje aglikona. 

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

uzorak I 

Ekstrakt I 

uzorak 2 

Ukupni polifenoli Sadržaj ukupnih polifenola 

A720 nm 
otopine 1 

0,073 
0,070 

Srednja vrijednost 

A120 nm ot. 1 ± sd 

0,07 1 ±0,00 1 

% 

2,92 
2,80 

0,070 2,80 

Srednja vrijednost 
% ± sd 

2,84±0,05 

----------·----··--·--- -- -· -- - --

0,075 3,00 
0,072 0,073±0,002 2,88 2,9 1 ±0,06 
0,071 2,84 

·--------·--�·--·-----·-··-·· ---·�----------·· 

0,074 2,96 
uzorak l 0,072 0,073±0,00 1 2,88 2,93±0,04 

Ekstrakt 2 
0,074 2,96 
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. Sadržaj trjeslovina u ekstraktima nadzemnih dijelova vrste Centaurea ragusina L. 

Polifenoli 

nevezani na kazein 

Trjeslovine Sadržaj trjeslovina 

Ano nm Srednja 

otopine vrijednost 

2 Ano nm ot2±sd 
-------·----- -·-··· 

0,062 

uzorak 1 0,064 0,062±0,00 1 

vezane na kazein 
---·----- --··-·--

Srednja 

A1-A2 vrijednost 

(A1-A2) ± sd 

0 ,0 1 1 

0,006 0,009±0,002 

0,009 0,06 1 
Ekstrakt 1 --··-·-·----

0,065 

·--------- ··-·----· 

uzorak 2 0,065 0,065±0,000 

0,065 

0,066 

0,0 1 0  

0,007 0,008±0,002 

0,006 

0,008 

vezanih na kazein 
--- ----·-·-··-·· 

% 

0,44 

0,24 

0,36 

0,40 

Srednja 

vrijednost 

%±sd 

0,35±0,07 

0,28 0,3 1 ±0,06 

0,24 

0,32 

uzorak l 0,065 0,066±0,000 0,007 0,008±0,000 0,28 0,3 1 ±0,02 

0,066 0,008 0,32 
Ekstrakt 2 -- ··-·-·----·-········--·-··-- ·-·------ ·-··------·--·-······-····--·-·--

0,075 0,0 1 2  0,48 

uzorak 2 0,075 0,075±0,000 0,0 1 1 0,0 1 2±0,000 0,44 0,47±0,02 

0,075 0,0 1 2  0,48 
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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 izražen kao kvercetin. Slijepe su uzorke predstavljale prethodno 
pripremljene otopine bez aluminijeva klorida. 
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Pripremljena su dva ekstrakta te je za svaki ekstrakt po dva puta uziman uzorak 
za spektrofotometrijsko određivanje flavonoida. Za svaki je uzorak po tri puta izmje
rena apsorbancija. Rezultati spektrofotometrijskog određivanja flavonoida u ekstrak
tima nadzemnih dijelova dubrovačke zečine prikazani su u tablici 3. , a udio flavonoida 

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

Masa 
uzorka (g) 

--·- - -----·----

Ekstrakt I 0,2000 

Ekstrakt 2 0,2005 

Method f i l e  

I n forma tion 
Data File 
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A42s nm±sd flavonoida %±sd 

0,063 0,24 

uzorak 1 0,063 0,063±0,000 0,24 0,24±0,00 

0,062 0,24 
----- ---

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 I 0,067 0,067±0,000 0,26 0,26±0,00 

0,067 0,26 
--------- -----

0,064 0,25 

uzorak 2 0,064 0,064±0,000 0,25 0,25±0,00 

0,063 0,24 
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Slika 5. Primjer spektra dobivenog mjerenjem apsorbancije flavonoida u ekstraktu nadzemnih dijelova vrste 
Centaurea ragusina L. 
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iznosio je prosječno 0,25 %. Slika 5. donosi primjer spektra dobivenog mjerenjem 
apsorbancije flavonoida u ekstraktu nadzemnih dijelova dubrovačke zečine. 

Rezultati spektrofotometrijskog određivanja fenolnih kiselina 
Kvantitativna analiza fenolnih kiselina u nadzemnim dijelovima dubrovačke 

zečine provedena je spektrofotometrijskom metodom prema Europskoj farmakopeji 
(20). Određivanje se temelji na prisutnosti o-dihidroksifenolne skupine u strukturi 
hidroksicimetnih derivata, koja s nitrit-molibdat reagensom daje Žuto obojene kom
plekse, a zaluživanjem otopine boja prelazi u narančastocrvenu (21). Apsorbancija se 
mjeri na 505 nm, a sadržaj ukupnih hidroksicimetnih derivata, izražen kao ružmarin
ska kiselina, izračuna se pomoću specifične apsorbancije koja za ružmarinsku kiselinu 
iznosi 400. 

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

Rezultati spektrofotometrijskog određivanja fenolnih kiselina u nadzemnim 
dijelovima dubrovačke zečine prikazani su u tablici 4., a primjer spektra dobivenog 
mjerenjem apsorbancije fenolnih kiselina donosi slika 6. Sadržaj ukupnih hidroksici
metnih derivata u nadzemnim dijelovima dubrovačke zečine, izražen kao ružmarin
ska kiselina, iznosio je 0,38±0,01 %. 

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

Masa Asos nm Srednja vrijednost % fenolnih Srednja vrijednost 
uzorka (g) Asosnm±sd kiselina %±sd 

0,03 1 0,39 

uzorak I 0,03 1 0,03 1 ±0,000 0,39 0 ,39±0,0 1 

Ekstrakt 1 
0,030 0,38 

0, 1 999 
0,029 0,36 

uzorak 2 0,029 0,029±0,000 0,36 0,36±0,00 

0,029 0,36 --------· ··--·---· 

0,03 1 0,39 

uzorak 1 0,028 0,029±0,00 1 0,35 0 ,37±0,0 1 

Ekstrakt 2 O, 1 996 
0,029 0,36 

--·--··----

0,033 0,4 1 

uzorak 2 0,029 0,030±0,002 0,36 0,38±0,02 

0,029 0,36 
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Slika 6. Primjer spektra dobivenog mjerenjem apsorbancije fenolnih kiselina u ekstraktu nadzemnih dijelova 
vrste Centaurea ragusina L. 

ZAKLJUČAK 
U okviru ovoga rada provedena je fitokemijska karakterizacija endemične vrste 

Centaurea ragusina L. (dubrovačka zečina), koja je obuhvatila kvalitativnu i kvantita
tivnu analizu bioaktivnih polifenolnih spojeva. Potvrđena je prisutnost trjeslovina u 
ispitanim biljnim ekstraktima primjenom kemijskih reakcija stvaranja obojenih pro
dukata i/ili taloga. Također je ispitana prisutnost flavonoida i fenolih kiselina primje
nom tankoslojne kromatografije, a na temelju Rr, vrijednosti i boje detektiranih kro
matografakih zona potrđena je prisutnost kvercetina, rutina i klorogenske kiseline u 
metanolnom ekstraktu dubrovačke zečine. Količina polifenolnih spojeva u analizira
nim ekstraktima nadzemnih dijelova dubrovačke zečine određena je spektrofotome
trijskim metodama. Sadržaj ukupnih polifenola iznosio je 3,04±0,04 %, udio trjeslo
vina je bio 0,36±0,04 %, flavonoidi su određeni u količini od 0,25%±0,00 %, dok je 
kvantitativna analiza fenolnih kiselina pokazala da je njihov sadržaj u ispitanim 
ekstraktima iznosio 0,38±0,01 %. Unatoč tome što izmjerene količine polifenolnih 
tvari u nadzemnim dijelovima dubrovačke zečine nisu visoke kao u trjeslovinskih 
droga (primjerice, turičina zelen - Agrimoniae berba, 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 istraživanju hrvatskih endema i upotpunjuje dosa
dašnje spoznaje o fitoterapijskom potencijalu dubrovačke zečine, posebice u odnosu 
na sadržaj fenolnih tvari dokazanih bioloških učinaka. 
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