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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA:

1. [Izolacija etericnog ulja iz osusenog biljnog materijala C. triumfettii metodom
hidrodestilacije, koristenjem modificirane aparature po Clavenger-u.

2. Odredivanje kemijskog sastava i sadrzaja etericnog ulja C. triumfettii, koristenjem
vezanog sustava plinske kromatografije-spektrometrije masa (GC/MS).

3. Odredivanje kemijskinh spojeva sa zmnacajnim korelacijama sa antimikrobnim
ucinkom, iz prethodno istrazenih Centaurea vrsta koristenjem informatickih alata.

4. Odredivanje prisutnosti kemijskih spojeva sa znacajnim korelacijama sa

antimikrobnim ucinkom u izoliranom ulju C. triumfettii.



SAZETAK:

Centaurea triumfettii All. (eng. Squarrose knapweed) pripada porodici Asteracea i zeljasta
je visegodisnja biljka trajnica ¢iji su cvjetovi plavo-ljubicaste boje, tamniji u disku, a svjetliji
u cvjetnim zrakama. Morfoloska karakteristika koja ju razlikuje od drugih vrsta su blijede
fimbrije duze od Sirine ruba i manje zadebljanje korijena. Biljke roda Centaurea koriste se
kao izvori prirodnih lijekova u narodnoj medicini. Cilj ovog diplomskog rada bio je izolirati
eteri¢no ulje iz osuSenog biljnog materijala C. triumfettii, iz prirodne populacije sa planine
Velebit, metodom hidrodestilacije, koristenjem modificirane aparature po Clavenger-u.
Kemijski sastav etericnog ulja C. triumfetii utvrden je instrumentnom tehnikom vezanog

sustava plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC/MS).

U etericnom ulju C. triumfettii identificirano je ukupno 30 komponenti koje ¢ine 87,2%
ukupnog ulja. Spojevi s najveé¢im prisustvom su heksadekanska kiselina (11,1%), spatulenol
(10,8%), longifolen (8,8%) i germakren D (8,4%), zatim slijede aromadendren oksid (6,0%),
linoleinska kiselina (5,3%) i a-kadinol (4,5%).

Kako bismo dobili informaciju o spojevima koji se nalaze u sastavu eteri¢énog ulja C.
triumfetii i njihovom antimikrobnom ucinku; prikupljeni su do sada istraZzeni podaci o
antimikrobnom djelovanju eteri¢nih ulja Centaurea vrsta i obradeni statisticki, koriStenjem
poznatih informatic¢kih alata za obradu podataka. Sveukupno je obuhvaceno 30 razli¢itih
eteri¢nih ulja od 27 Centaurea vrsta koja su testirana na gram-pozitivnim, gram-negativnim
bakterijama te gljivicama. Fokus naSeg istrazivanja bio je na bakterijama E. coli i S. aureus.
Dominanti kemijski spojevi iz etericnog ulja C. triumfettii, heksadekanska Kkiselina,
longifolen, aromadendren oksid i linoleinska kiselina, ne nalaze na popisu spojeva koji imaju
znacajnu korelaciju sa antimikrobnim uc¢inkom. Germakren D, spatulenol i a-kadinol se
pojavljuju sa znacajnom korelacijom na antimikrobni uc¢inak, no skup podataka iz kojih je
izaSla ova informacija je malen i dobivene rezultate treba uzeti s oprezom. Navedene
korelacije kemijskih spojeva koji se nalaze u sastavu eteri¢nih ulja Centaurea vrsta, koje se
povezuju sa antimikrobnim u¢inkom, mogu sluZiti kao smjernica u istraZivanju, te nikako ne
mozemo sa sigurnos$¢u tvrditi da su navedeni spojevi zaista odgovorni za antimikrobni u€inak

dok ne ispitamo njihovo djelovanje u obliku ¢istih spojeva.

Kljuéne rijeci: Centaurea triumfettii, eteri¢no ulje, antimikrobni ucinak, informaticki alati



SUMMARY:

Centaurea triumfettii All. (Squarrose knapweed), belong to Asteracea family, and is a
herbaceous perennial plant whose flowers are blue-purple in color, darker in disc and lighter
in floral rays. The morphological characteristic distinguishing it from other species is pale
fimbriae longer than the width of the margin and less thickening of the roots. Centaurea
plants are used as sources of herbal remedies in folk medicine.

The aim of this thesis was to isolate the essential oil from the dried plant material C.
triumfettii, from the natural population of Mount Velebit, using the hydrodistillation method,
using a modified Clavenger apparatus. Chemical composition was analyzed by coupled
system gas chromatography-mass spectrometry (GC / MS). In the C. triumfettii essential oil,
a total of 30 components were identified, being 87.2% of the total oil. The compounds with
the highest yield were hexadecanoic acid (11.1%), spathulenol (10.8%), longifolene (8.8%)
and germacrene D (8.4%), followed by aromadendrene oxide (6.0%). linoleic acid (5.3%)
and a-cadinol (4.5%).

In order to obtain information on potential antimicrobial effect of the chemical compounds
in the C. triumfetii essential oil; the data on the antimicrobial activity of Centaurea essential
oils have been investigated to date and processed statistically using common IT tools for data
processing. In total, 30 different essential oils of 27 Centaurea species have been tested for
gram-positive, gram-negative bacteria and fungi. Focus of our research was on microbes E.
coli and S. aureus. The dominant compounds of C. triumfettii essential oil, hexadecanoic
acid, longifolene, aromadendrene oxide and linoleic acid are not on the list of chemical
compounds that have a significant correlation with the antimicrobial effect. Germacrene D,
spatulenol, and a-cadinol appear to have a significant correlation to the antimicrobial effect,
but the data set from which this information was extracted is small and the results should be
taken with caution. The above correlations of the chemical compounds found in the
Centaurea species essential oils, which are associated with antimicrobial activity, can serve
as a guideline for research, and we cannot say with certainty that these compounds are indeed
responsible for the antimicrobial effect until we examine their effect in form pure
compounds.

Keywords: Centaurea triumfettii, All., essential oil, antimicrobial effect, informatics tools
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1. OPCI DIO

1.1. Porodica Asteracea

Porodica Asteracea, glavocike, predstavlja vrlo brojnu porodicu cvjetnjaca Siroko
rasprostranjenih diljem svijeta. Javlja se sa 25.000 vrsta u tropskim, suhim i polusuhim
podruc¢jima. Vecina vrsta iz porodice Asteracea su zeljaste biljke, no znacajan broj biljaka
javlja se u obliku grmova ili drveca. U Hrvatskoj se u sastavu ove porodice nalazi 120 rodova
sa 753 vrste.

Glavocike su zeljaste biljke, sa izrazito sitnim cvjetovima koji oblikuju glavi¢asti cvat (otuda
i ime glavocike). Cvatovi su cvjetoliki, pa se greskom smatraju cvjetovima.Y) Ovojni listovi
tvore okrugli, sferi¢ni ili cilindri¢ni ovoj te mogu biti duguljasti ili lancetasti. Privjesci
ovojnih listova dolaze u vise redova, preklapaju se i uglavnom su ¢vrsti. Mogu biti razlicitih
oblika, okrugli, duguljasti ili trokutasti, obli ili s oStrim zavrSetkom, s bodljom ili rjede bez

nje. Upravo su ti privjesci najvazniji za odredivanje i medusobno razlikovanje vrsta.®
Porodica glavocika se dijeli u dvije zasebne skupine:

Cjevastocvjetne glavocike (Asteraceae, Compositae tubuliflorae) u glavicama imaju
samo cjevaste cvjetove ili se na obodu nalaze i jezicasti cvjetovi. Obuhvaca oko 80
rodova: ambrozija, ¢icak, ivancica, kamilica, krizantema, neven, razlicak, runolist,
smilje.

JeziCastocvjetne glavocike (Cichoriaceae, Compositae liguliflorae) u glavici imaju
jeziCaste cvjetove. U Hrvatskoj je ova skupina zastupljena s oko 25 rodova

npr. dimak, lavlji zub, maslac¢ak, runjika, vodopija

Mnoge vrste, posebice one koje obitavaju u su$nijim krajevima, imaju dug i jak korijen.
Neke vrste imaju samo cvjetne zrake, npr. maslac¢ak (Taraxacum) dok ostali imaju samo

cvjetne plodove, npr. ¢i¢ak (Carduus) i kukuruzni orah (Centaurea cyanus) ©


https://hr.wikipedia.org/wiki/Cjevastocvjetne_glavo%C4%8Dike
https://hr.wikipedia.org/wiki/Ambrozija
https://hr.wikipedia.org/wiki/%C4%8Ci%C4%8Dak
https://hr.wikipedia.org/wiki/Ivan%C4%8Dica_(biljni_rod)
https://hr.wikipedia.org/wiki/Kamilica
https://hr.wikipedia.org/wiki/Razli%C4%8Dak
https://hr.wikipedia.org/wiki/Runolist
https://hr.wikipedia.org/wiki/Smilje
https://hr.wikipedia.org/wiki/Jezi%C4%8Dastocvjetne_glavo%C4%8Dike
https://hr.wikipedia.org/wiki/Cichoriaceae
https://hr.wikipedia.org/wiki/Dimak
https://hr.wikipedia.org/wiki/Lavlji_zub
https://hr.wikipedia.org/wiki/Masla%C4%8Dak
https://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=Runjika&action=edit&redlink=1
https://hr.wikipedia.org/wiki/Vodopija

Glavocike imaju veliku ekonomsku vrijednost, jer se Kkoriste za proizvode znacajne za
prenhrambenu, kozmeticku, farmaceutsku i ostale industrije. Njihovu Siroku primjenu im
omogucava njihova velika rasprostranjenost i hortikulturni uzgoj. Mnoge glavocike su

ljekovite poput nevena, kamilice, stolisnika i maslacka. Veliki cvatovi glavocika raznovrsnih

su boja i omiljene su ukrasne biljke, poput krizantema, dalija, nevena, tratin€ica, cinija i
kadifica. (¥

Slika 1: Neke od vrsta glavocika koje rastu na podrudju Republike Hrvatske:
masla¢ak (Taraxacum officinale) i buha¢ (Tanacetum cinerariifolium); (Autor: Ivana
Carev)

1.2. Rod Centaurea

Najbrojniji rod porodice Astaraceae su Centaurae (ze€ine, eng ,,basketflowers®). Uglavnom
su samonikle, viSegodi$nje i medonosne biljke. Postoji preko 2000 vrsta, neke su vrlo
rasirene (C. jacea L.), dok su druge izraziti endemi (C. ragusina L.). U Hrvatskoj raste vise

endema biljaka roda Centaurea, i to uglavnom u mediteranskom djelu koji obuhvaca obalu,



otoke te planinska podruéja Biokovo, Velebit i Dinaride ®. Prema podacima FCD (Flora
Croatica Database / Hrvatska flora / Flora of Croatia) u Hrvatskoj brojimo 88 vrsta iz roda
Centaurea. Zbog dugotrajne cvatnje (obi¢no 2 — 3 mjeseca) i raznovrsnih i lijepih boja, ¢esto

se uzgajaju kao ukrasne. ©

Cvijet im se sastoji od glavica sitnih usko nabijenih cvatova. Stabljika je uspravna, visine od
25-60 cm. Glavica cvata se Cesto sastoji od dva dijela, diska u kojem cijev vijenca zavr§ava
u pet kratkih zuba, te cvjetnih zraka. Kada su prisutne obje vrste floreta, cvjetovi diska
formiraju sredinu glavice, a cvjetne zrake su rasporedene po rubu. Cvatovi mogu biti
raznolikih boja u rasponu od intenzivno plave, crvene, zute, do bilo koje mjeSavine ovih boja
te bijele. Cesto su cvjetovi diska mnogo tamniji ili svjetliji od cvjetnih zraka koji se takoder
razlikuju po morfologiji i sterilni su. Svaka glavica lezi iznad fimbrija nalik na ¢asu ili koSaru

odakle i sam naziv ,,basketflowers:.®

Slika 2. Neke od Centaurea vrsta koje rastu na podrucju Republike Hrvatske (autor:

lvana Carev)

Gledajuc¢i opcenito na morfoloske znacajke, vrste roda Centaurea mogu se opisati kao
jednogodisnje, dvogodisnje ili viSegodiSnje biljke, koje rijetko dolaze kao niski grmovi s
trnovitim granama ili grmovi s trajno zelenim listovima.Cvjetni vjenci¢ moze biti razli¢ite
boje: ruzicast, ljubicast, plav ili zut. @ Centaurea vrste su robusne biljke dugog i jakog
korijena, naro¢ito one koje obitavaju u susim krajevima. ® Listovi su im ¢esto pustenasti,
hrapavi do ostri s visestani¢nim dlakama. Cesto su izmjeniéno razdijeljeni, ali pri bazi jo$

uvijek povezani, ponekad i s uSkama. @



1.2.1. Centaurea triumfettii

Centaurea triumfettii (eng. Squarrose knapweed) je zeljasta visegodisnja biljka trajnica koja
moze narasti do 60 cm. Uspravna duga stabljika sa Siljastim dugim listovima podijeljenima
u izduzene reznjeve pri dnu koji su cjeloviti pri vrhu. Cvjetovi su plavo-ljubicaste boje,
tamniji u disku, a svjetliji u cvjetnim zrakama. Cvatovi u obliku lijevka sjede iznad gomile
ljuskastih fimbrija. Cvate od svibnja do srpnja na sunfanim stjenovitim planinskim

stanistima.

Slika 3: IstraZivana biljka Centaurea triumfettii, sa vrha Ze¢njak, Velebit, 2019.,
primjerak u prirodnom stanistu i osuseni biljni materijal u laboratoriju (Autor: lvana
Carev i Klaudia Tutek)

Autor Allioni je prvi put opisao C. triumfettii sa podru¢ja Alpi. Prema Allioniu, C. triumfettii
karakteriziraju bijele fimbrije te razgranata, ravna i kutna stabljika sa ostrim listovima.
Morfoloska karakteristika koja je razlikuje od drugih vrsta su blijede fimbrije duze od Sirine
ruba i manje zadebljanje korijena. Prema Dostal (1976) i Meusel i Jager (1992), opca
distribucija C. triumfettii subsp. triumfettii pokriva juznu i sredi$nju Europu, ukljucujuci

Francusku, Svicarsku, Italiju, Sloveniju, Hrvatsku, Bugarsku i Slovacku. ©



1.3. Eteri¢na ulja

Eteri¢na ulja su smjese kemijskih spojeva lako hlapljivih svojstava. Uglavnom se dobivaju
iz aromati¢nog bilja, voca i cvijeéa.® Nastaju u biljnoj citoplazmi kao sekundarni metaboliti
i mogu imati znacajnu ulogu u zastiti organizma od insekata, kod nedostatka vlage, hrane,
prevelikog isusivanja i sl. Eteri¢na ulja stvaraju se u listovima, cvjetovima, plodovima i

korijenu, a rjede i u stabljici i kori. ®

Svjeze izolirana ulja su bezbojne ili blijedo-Zuckaste boje, netopljiva u vodi, ali dobro
topljiva u organskim otapalima poput etera, kloroforma i pentana. Odlikuju se intenzivnim
karakteristiénim mirisima, a iz aromati¢nog se bilja izoliraju fizikalnim postupcima kao $to
su hidrodestilacija, ekstrakcija, hladno presanje, a u novije vrijeme super-kriti¢cnom fluid i
vodenom ekstrakcijom. Prisutnost glavnih kemijskih spojeva je presudan faktor za specifi¢ne
organo-lepticke karakteristike.® Eteri¢na ulja pronalaze svoju ulogu u pripravi hrane kao
zaCini i arome; parfema, te u ljekovitim pripravcima zbog farmakoloskog djelovanja ili

korekcije okusa i/ili mirisa.®?

Kozmeti¢ka industrija je najveéi potroSac eteri¢nih ulja za proizvodnju parfema i
parfimiranje kozmetickih i higijenskih proizvoda, sredstava za c¢iScenje i insekticida.
Prehrambena industrija koristi ih kao arome i za¢inska ulja, a farmaceutska kao preparate ili
sirovine za proizvodnju preparata. Farmaceutski pripravci na bazi etericnih ulja
upotrebljavaju se kao antiseptici, sedativi, sredstva za masazu i aromaterapiju. Industrija boja
i lakova upotrebljava pigmente proizvedene na bazi eteri¢nih ulja. Organska kemija i
biokemija koriste eteri¢na ulja kao materijal za znanstvena istraZzivanja, za dobivanje izolata
koji sluze kao sirovina za proizvodnju umjetnih eteri¢nih ulja, te kao otapala za smole i

voskove. 1)

1.3.1. Kemijski sastav eteri¢nih ulja

Eteri¢na ulja su sloZzene smjese kemijskih spojeva koje sadrze razlic¢ite kemijske komponente
karakteristiéne za pojedine vrste. Proces sinteze eteri¢nih ulja izvodi se u plastidima i

citoplazmi biljnih stanica putem vise metabolic¢kih procesa, najcesce iz metil- D-eritritol-4-



fosfata (MEP), mevalonske kiseline i malonske kiseline. Faktori koji kvantitativno utjecu na
sastav eteri¢nog ulja pojedine biljke jesu vrijeme cvatnje, mineralna gnojidba, mjesto branja,

klimatski uvjeti, organi iz kojih se izolira i same biljne vrste.)

Glavni kemijski spojevi koji se nalaze u sastavu eteri¢nog ulja su aromatski i alifatski spojevi,
te ugljikovodiéni terpeni (izopreni) i terpenoidi (izoprenoidi). Aromatski spojevi se javljaju
rjede od terpena.

Opcenito mozemo reci, eteri€na ulja su smjese alifatskih, cikli¢kih, acikli¢kih, zasi¢enih 1
nezasi¢enih prirodnih organskih spojeva. Prema gradi ugljikovog kostura, komponente

eteri¢nih ulja dijele se u tri glavne skupine:

e terpeni
o fenilpropanski spojevi

e ostali spojevi
1.3.1.1. Terpeni

Terpeni su glavni sastojci eteri¢nih ulja. Osnovna gradevna jedinica terpena je izopren, spoj
od 5 ugljikovih atoma. Prekursor u metabolickoj sintezi terpena je izopentil-difosfat (IPP),
dok slozeniji terpeni nastaju enzimsko kataliziranim povezivanjem izoprenskih jedinica
(Slika 4). Prvo nastaje ugljikov kostur, a razli¢ite funkcijske skupine se povezuju na razli¢ite
nacine, ovisno o klasi terpena. Tako nastaju terpeni razli¢itog broja ugljikovih atoma,

odnosno izoprenskih jedinica (Tablica 1.).

/

Slika 4: Prikaz strukturne formule izoprenske jedinice



Tablica 1: Podjela terpena s obzirom na broj izoprenskih jedinica.

VRSTA Broj C-atoma Broj izoprenskih
jedinica
semiterpeni 5 1
monoterpeni 10 2
seskviterpeni 15 3
diterpeni 20 4
triterpeni 30 6
tetraterpeni 40 8
politerpeni 5n n

1.3.1.2.Monoterpeni

Cijeli set monoterpenskih spojeva nastao je metabolickim procesima ciklizacije.

Monoterpeni nastaju ciklizacijom prekursora geranil-pirofosfata (GPP) ili njegovog cis-

izomera neril-pirofosfata (NPP). Ciklizacija se vrsi po principu ,,glava-rep®, te mogu nastati

aciklicki, monociklicki i biciklicki monoterpeni. Uobicajene fizikalne karakteristike

monoterpena su mala molekulska masa, niska viskoznost, velika hlapljivost i jake arome 2,

Neki od monoterpena identificiranih u eteri¢cnom ulju Centaurea vrsta prikazani na Slici 5.



OH

Slika 5: Strukturne kemijske formule monoterpena limonena i timola

1.3.1.3.Seskviterpeni

Seskviterpeni metabolicki nastaju iz farnezil-pirofosfata koji moze izomerizirati u
odgovaraju¢i alilni izomer, nerolidil-pirofosfat. Velikoj strukturnoj raznolikosti
seskviterpena doprinosi vezanje funkcijskih skupina i supstituenata na ugljikovu kostur na

razli¢ite regio- i stereospecifi¢ne nacine.

O i By

Slika 6: Strukturne kemijske formule seskviterpena bicikloelemena, g-eudezmola i

germakrena B



1.3.2. Odredivanje kemijskog sastava eteri¢nog ulja — GC/MS

Kromatografske tehnike koriste se za odjeljivanje, te za identifikaciju i kvantitativno
odredivanje kemijskih spojeva u smjesama. Svim kromatografskim tehnikama zajednicko je
postojanje stacionarne i mobilne faze. Tijekom analize dolazi do odjeljivanja sastojaka na
temelju njihove razliite brzine kretanja kroz mobilnu fazu, te na temelju afiniteta vezanja

sastojaka za stacionarnu fazu. ©

U svrhu analize i identifikacije sastojaka smjese hlapljivih spojeva najéesce se koristi vezani
sustav plinska kromatografija — masena spektrometrija (engl. gas chromatography/mass
spectrometry; GC/MS). Tom instrumentnom tehnikom mogucée je odvojiti i identificirati
sastojke iz kompleksne smjese uzoraka. Tehnika je pogodna za identifikaciju male koli¢ine
uzoraka hlapljivih spojeva. Smjesa koja se zeli razdvojiti mora biti termicki stabilna, te se
injektira u struji plina pri povisenoj temperaturi, pri ¢emu dio isparava u plinu. Plin struji i
odnosi uzorak na kolonu gdje, kao i pri kromatografiji na stupcu dolazi do niza adsorpcija na
stacionarnu fazu 1 ponovnog isparavanja tvari u mobilnu fazu. Zbog razlicite hlapljivosti i
polarnosti pojedine komponente imaju razli¢it koeficijent razdiobe, pa razli¢itim brzinama

putuju kolonom. Na taj na¢in razdvojene &iste komponente izlaze iz kolone. ©

Nakon $to komponente napuste kromatografsku kolonu, ioniziraju se masenim
spektrometrom. lonizirane molekule zatim se ubrzavaju i razdvajaju na temelju razlicitih
omjera masa-naboj (m/z).*® Na izlazu iz kolone nalazi se detektor na kojem se dobivaju
podaci o ovisnosti koncentracije uzorka o vremenu ili volumenu dodane faze. Taj ispis
funkcije koncentracije tvari u ovisnosti o vremenu ili volumenu eluacije naziva se

kromatogram. ¥4 Shematski prikaz GC/MS analize prikazan je na Slici 7.



Injektiranje Plinnosioc
uzlurka (helij)

Kromatogram

Plinski kromatograf
i (kaplirana kolona)
Maseni spektometar
(izvor iona, ionski detektor)

Slika 7: Shematski prikaz GC/MS analize™¥

1.3.3. Bioloska aktivnost etericnih ulja

Danas je poznato vise od 3000 eteri¢nih ulja od kojih je 300 komercijalno vazno. Neka
eteri¢na ulja sadrze komponente koje mogu imati ljekovita svojstva. Istrazivanja o nafinu
bioloskog djelovanja eteri¢nih ulja omogucava napredak u njihovom koristenju u razlicite

svrhe. (9

Biljke roda Centaurea koriste se kao biljni lijekovi u narodnoj medicini zbog svog
antireumatskog, protuupalnog, diuretskog, antipireti¢nog, citotoksi¢nog te antibakterijskog
djelovanja. Koristenje eteri¢nih ulja moze imati zdravstvene pogodnosti za korisnika, jer su

oni dobar izvor fitokemikalija, ukljudujuéi fenolne spojeve i sekviterpene. 817

Polifenolni spojevi i seskviterpenski laktoni su kemijske skupine spojeva koje su izazvale
veliko zanimanje zbog svojih farmakoloskih djelovanja. Ovi spojevi su povezani s
prevencijom degenerativnih bolesti, kao $to su dijabetes, demencija i kardiovaskularne
bolesti, kao i razli¢itih vrsta tumora, gdje djeluju putem inhibicije tumorske inicijacije i
progresije, uslijed moduliranja gena uklju¢enih u kljuéne regulacijske procese. 8 Polifenoli
mogu imati povoljan ucinak na ljudsko zdravlje jer imaju antioksidativno, citotoksi¢no i
antitumorsko djelovanje. Seskviterpenski laktoni su poznati po tome Sto posjeduju znacajan
protuupalni i citotoksi¢ni u¢inak. Predlaze se da bi a-metilen-y-laktonski dio u molekuli

mogao biti odgovoran za njihov protuupalni ué¢inak.®
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1.3.3.1. Antimikrobna aktivnost

Nekoliko je ¢imbenika koji odreduju antimikrobnu aktivnost, a to su stanje bakterijske
stanice (osjetljivost i otpornost, tolerancija, upornost i biofilm), veli¢ina inokuluma,
koncentracija antibiotika, te njegovo djelovanje u serumu i interakciji s mikrobiomom crijeva
domadina. @® Osjetljivost i otpornost mjeri se najmanjom inhibicijskom koncentracijom
pojedine kemijske komponente potrebne za antimikrobni u¢inak na bakteriju (MIC). MIC je
definirana kao minimalna koncentracija antibiotika koja inhibira rast bakterija. MIC se
obi¢no odreduje izlaganjem definirane koli¢ine bakterijske populacije nizu povecanih
koncentracija antibiotika u standardiziranom mediju za rast oko 16-20 sati. Y Tolerancija je
sposobnost bakterije da ostane Ziva u brzom izlaganju antibioticima, $to se odnosi samo na
baktericidne antibiotike. ?? Vremenski ovisna otpornost bakterije opisuje svojstvo bakterije

koja ima ili duze vrijeme kasnjenja ili sporiju stopu rasta od veéine populacije. @®

1.3.3.2. Antimikrobna aktivnost eteri¢nih ulja

Eteri¢na ulja imaju gusto¢u manju od vode, te su hlapljive tekucine topljive u lipidima, rijetko
obojene i topljive u organskim otapalima. Eteri¢na ulja mogu sadrzavati oko 20-60
komponenti u razli¢itim koncentracijama gdje je nekoliko komponenti prisutno u visokim
koncentracijama u odnosu na ostale komponente prisutne u tragovima. Vazna karakteristika
eteri¢nih ulja i njihovih sastojaka je hidrofobnost, koja im omogucéuje interakciju s lipidima
u stani¢noj membrani bakterija i mitohondrija, ¢ine¢i ih propusnijima za narusavanje
stani¢nih struktura, $to na kraju rezultira smrcu bakterijske stanice uslijed istjecanja klju¢nih

molekula i iona iz bakterijske stanice u velikoj mjeri. ?¥

Uloga eteri¢nih ulja u prirodi je zaStita biljaka domacina djelovanjem antigljivi¢nih,

antibakterijskih, antivirusnih i insekticidnih svojstava, a takoder i zastita od biljojeda. ?®

Masovna upotreba antibiotika rezultirala je pojavom rezistencije, $to je jo§ jedan problem

koji utjeCe na javno zdravlje. Neke od glavnih bakterija s viSestrukom otporno$céu koje
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spadaju u kategoriju patogena su Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,

Salmonella spp, Staphylococcus, Shigella, Enterococcus sp. i Escherichia coli. ?®

Stoga je potraga za novim izvorima antimikrobnih bioloski aktivnih tvari jo§ uvijek aktualna.

1.3.3.3. Antimikrobna aktivnost eteri¢nih ulja roda Centaurea

Prethodne studije na vrstama Centaurea pokazale su da su seskviterpeni, diterpeni, masne
kiseline 1 derivati ugljikovodika glavne komponente ispitivanih eteri¢nih ulja. U mnogim
vrstama Centaurea heksadekanska kiselina je pronadena kao spoj s najveéim prisutstvom..
Osim heksadekanske kiseline isticu se kariofilen oksid, p-kariofilen, germakren D,

spatulenol, s-eudesmol, a-linolenska kiselina, y-kadinol, a-humulen, globulol. (26:27:36-42.28-
35)

Eteri¢na ulja Centaurea vrsta do sada ispitana na antimikrobni uc¢inak, uglavnom su djelovala
antimikrobno na gram-pozitivne patogene (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Bacillus aureus, Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermis). Medu gram-negativnim
patogenima isti¢u se Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa, medu gram-pozitivnim

Staphylococcus aureus, a od gljivica Candida albicanis. (26:27:36-42.28-35)

1.3.3.3.1. Staphylococcus aureus
Stafilokoki su bakterije ¢ije ime opisuje njihov okrugli oblik (lat. cocci) grupiran u nakupine
nalik grozdovima (gr¢. staphyle). Ova skupina bakterija moze zivjeti na kozi ljudi i u okolisu
i ne uzrokovati nikakve bolesti, dok ostale vrste ovih bakterija mogu izazivati ozbiljne
infekcije. Staphylococcus aureus je najopasniji oblik bakterije stafilokoka. Kozne infekcije
su najcesce bolesti izazvane ovom bakterijom, a takoder ¢esto uzrokuje upale pluca, infekcije
sréanih zalistaka i infekcije kostiju. Infekcije ovim bakterijama su lije¢ene mnogim vrstama
antibiotika, te su mnoge vrste postale otporne na sve, osim na najjace antibiotike. Stafilokok
koji se ne moze lijeciti jednom skupinom uobicajenih antibiotika naziva se MRSA
(methicillin-resistant Staphylococcus aureus). MRSA i druge otporne vrste stafilokoka
postaju sve ¢esée i sve ih je teZe lijeciti. *® Potrebno je razlikovati kolonizaciju od infekcije

izazvane sa MRSA.
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Kolonizacija je stanje kada bolesnik ima na svom tijelu MRSA, ali nema klini¢ke znakove
ili simptome bolesti. Osoba kolonizirana s MRSA moze biti privremeni ili stalni kliconosa.
Infekcija se dogada kada MRSA ude u tkivo i tu se umnozava, §to dovodi do pojave simptoma
bolesti. To se obi¢no manifestira vru¢icom, poveéanim brojem bijelih krvnih stanica, te

pojavom gnoja u rani ili tjelesnim $upljinama. ¢4

1.3.3.3.2. Escherichia Coli
Escherichia coli je vrsta bakterije iz porodice Enterobacteriaceae i $iroko je rasprostranjena
u prirodi. Pripada grupi bakterija koje su uobi¢ajeni stanovnici crijeva mnogih Zivotinja i
ljudi, gdje pomazu u probavi hrane. Ubraja se u grupu tzv. koliformnih bakterija tj. bakterija
koje se redovito ili vrlo ¢esto nalaze u ljudskoj stolici 1 koje pri sanitarnim pregledima vode
i namirnica sluze kao indikatori fekalne kontaminacije tj. zagadenja. To je Stapicasta gram-
negativna bakterija, neki sojevi imaju kapsulu, dok vecina na povrsini ima izdanke (flagele),
pa su pokretne. Aerobna je i fakultativno anaerobna bakterija (Sto znac¢i da moze rasti bez
kisika, ali ga moze iskoristiti ako je prisutan) te dobro uspijeva u laboratorijskim uvjetima.
Pripada prilicno otpornim bakterijama: mjesecima moze zivjeti u vodi i zemlji, a dugo na

raznim predmetima. Toplina od 60°C ubija je nakon 15 min. 9

Slika 8: Stanice bakterija Staphylococcus aureus “® i Escherichia Coli 47
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1.4. Informaticki alati za obradu podataka

Microsoft Excel je program za tabli¢no ra¢unanje, proizvod kompanije Microsoft, sastavni je
dio programskog paketa Microsoft Office. Microsoft Excel uglavnom sluzi za rjeSavanje
problema matematickog tipa pomocu tablica 1 polja koje je moguce povezivati razli¢itim
formulama. MozZe posluziti i za izradu jednostavnijih baza podataka. Na temelju unesenih
podataka, lako iz tablica mozZe stvarati grafikone. Takoder omogucuje dodavanje razlicitih
objekata: tablica, slika, grafikona. “® Uvritavanjem velikog skupa podataka moguce je
izraditi jednostavnu bazu podataka, kako bismo podatke obradili statisticki 1 interpretirali u
svrthu znanstvenog istrazivanja. Jedan od nacina izrazavanja meduovisnosti varijabli u
jednostavnoj bazi podataka je koeficijent korelacije. Statisticki znacaj vrijednosti korelacije
govori da je vjerojatnost izmedu dvije korelacije manja od 0.05, te rezultat upucuje na
postojanje uzro¢no-posljedi¢ne veze. Ovaj koeficijent se moze izraunati koriStenjem
informati¢kog alata Excel u Microsoft office paketu. “® Koeficijent korealacije govori o tome
koliko su dvije varijable u meduovisnosti jedna o drugoj. Koeficijent korelacije nalazi se

izmedu vrijednosti -1 i +1. “®
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Biljni materijal
Biljni materijal prikupljen je planini Velebit, vrh Ze¢njak, u lipnju 2019. godine. Za

istrazivanje su koriSteni cvjetovi, stabljike i listovi C. triumfetti prethodno osuseni na sobnoj

temperaturi, na svjezem zraku kroz dva dana, u laboratoriju Zavoda za biokemiju Kemijsko-
tehnoloskog fakulteta (Slika 9.).

-

Slika 9. Osuseni biljni materijal C. triumfettii
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2.2. Izolacija eteri¢nog ulja

Izolacija eteri¢nog ulja radena je u srpnju 2019. godine. Za izolaciju eteri¢nog ulja iz biljnog
materijala C. triumfetti koristena je metoda hidrodestilacije u modificiranoj aparaturi po
Clavenger-u (Slika 10). Biljni uzorak koji sadrzi eteri¢no ulje bio je u direktnom kontaktu s
kipu¢om vodom pri atmosferskom tlaku. Eteri¢no ulje destiliralo se zajedno s vodom, vodene
pare nosile su uzorak kroz hladilo koje omogucava kondenzaciju, a eteri¢no ulje hvatano je

u tzv. ,.klopku* organskih otapala dietiletera i pentana. Nedostatak ove metode je stvaranje

artefakata zbog utjecaja vode i/ili visoke temperature. Unato¢ tome, ova metoda izolacije
(49)

eteri¢nih ulja je brza, jednostavna i ¢esto koriStena.

Slika 10: Aparatura za hidrodestilaciju, aparat po Clavenger-u i klopka organskih

otapala pentana i dietiletera
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2.3. GC/MS

Mjerenja su vr$ena koriste¢i plinski kromatograf model 3900 (tvrtke Varian Inc., LakeForest,
CA, SAD) sa spektrometrom masa (MS), Varian Inc., model 2100T (slika 10). Za analize je
koristena nepolarna kapilarna kolona VF-SMS duzine 30mx0,25mm debljine stacionarne
faze 0,25mm. Temperaturni program za VF-5MS kolonu bio je kroz 3 minute izoterman na
60°C, zatim se povisio na 246°C stopom od 3°C min™ i zadrzao izotermno kroz 25 min na toj
temperaturi. Nosa¢ plina bio je helij, sa stopom protoka ImL min™, temperaturom injektora
od 250°C, injekcijskim volumenom od 1 pL; omjerom raspodjele od 1:20. lonizacijska
voltaza masenog spektrometra bila je 70 eV, raspon skeniranja masa: 40-350 masenih

jedinica i temperatura izvora iona od 200°C.

Slika 11: Vezani sustav plinska kromatografija — spektrometrija masa (GC/MS)
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3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1. Kemijski sastav eteri¢nog ulja C. triumfetii

Eteri¢no ulje iz prethodno osuSenih cvjetova i zelenih dijelova biljne vrste C. triumfettii

izolirano je destilacijom vodenom parom uz pomo¢ modificirane aparature po Clavenger-u.

Kemijska analiza napravljena je vezanim sustavom plinska kromatografija - spektrometrija
masa (GC/MS) uz koristenje VF-5MS kromatografske kolone. Identifikacija pojedinih
spojeva izvrSena je na osnovi vremena zadrzavanja pojedinih spojeva na koloni, tj.
retencijskih vremena (Rt) 1 iz njih izracunatih Kovacevih indeksa (KI). Usporedbom KI sa
poznatim literaturnim vrijednostima za svaku pojedinu komponentu, te usporedbom spektra
masa dobivenih spojeva sa spektrima masa spojeva u Wiley i NIST bazama podataka,

identificirani su kemijski spojevi.

Na slici 12. prikazan je kromatogram ukupne ionske struje istrazenog etericnog ulja, a u
tablici 2. prikazan je kemijski sastav eteri¢énog ulja, maseni udjeli pojedinih komponenti, Kl
vrijednosti i nacin identifikacije. Maseni udio pojedine komponente izraZen je postotkom i
predstavlja udio povrSine pika toga sastojka u ukupnoj povrsini pikova svih kemijskih

spojeva u sastavu istrazivanog etericnog ulja.

U eteri¢cnom ulju C. triumfettii identificirano je ukupno 30 komponenti koje ¢ine 87,2%

ukupnog ulja.

Spojevi s najve¢im prisustvom su heksadekanska kiselina (11,1%), spatulenol (10,8%),
longifolen (8,8%) i germakren D (8,4%), zatim slijede aromadendren oksid (6,0%),
linoleinska kiselina (5,3%) i a-kadinol (4,5%).
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Tablica 2: Kemijski sastav i sadrzaj hlapljivih spojeva eteri¢nog ulja C. triumfettii

Naziv komponente %,w Kl Nacin

identifikacije

Terpenski spojevi

Oksidirani monoterpeni

1. linalool 0,5 1090 KI, MS
2. a-terpineol 0,6 1112 KI, MS
3. y-terpineol 0,7 1195 Kl, MS
Neoksidirani seskviterpeni

4 bicikloelemen 0,9 1305 Kl, MS
5 [-ilangen 0,2 1351 KI, MS
6. a-kopaen 0,3 1374 KI, MS
7 longifolen 8,8 1395 KI, MS
8 aromadendren 1,4 1420 KI, MS
9.  p-kariofilen 2,3 1444 KI, MS
10. germakren D 8,4 1467 Kl, MS
11. paculen 2,3 1490 Kl, MS
Oksidirani seskviterpeni

12.  o-kadinol 1,0 1540 Kl, MS
13. spatuletnol 10,8 1565 KI, MS
14. Kariofilen oksid 2,1 1589 Kl, MS
15. z-kadinol 2,3 1642 Kl, MS
16. a-kadinol 4,5 1668 Kl, MS
17. aromadendren oksid 6,0 1694 Kl, MS

Oksidirani diterpeni

18. fitol 2,9 2077 KI, MS




Neterpenski spojevi

Aldehidi

19. benzaldehid 4,9 953 Kl, MS
20. benzacetaldehid 1,2 1048 Kl, MS
Kiseline

21. heksadekanska kiselina 111 1983 Kl, MS
22. linolenska kiselina 5,2 2143 Kl, MS
23. oleinska kiselina 1,6 2244 Kl, MS
Ugljikovodici

24. trikozan 0,7 2300 Kl, MS
25. tetrakozan 0,5 2400 Kl, MS
26. pentakozan 1,7 2500 KI, MS
27. heksakozan 1,8 2600 Kl, MS
28. heptakozan 0,6 2700 Kl, MS
29. oktakozan 1,6 2800 Kl, MS
30. nonakozan 0,3 2900 Kl, MS
TOTAL 87,2

Medu dominantnim spojevima, heksadekanska kiselina (Slika 13.) pronadena je kod velikog
broja Centaurea vrsta Cija su eteri¢na ulja testirana na antimikrobnu aktivnost i predstavlja
jedan od najudestalijih spojeva u sastavu eteri¢nog ulja ovih vrsta. ©+363842 Qg
ugljikovodi¢nih spojeva, linoleinska kiselina se takoder nalazi medu dominantnim spojevima
etericnog ulja C. triumfetii. Ova kiselina takoder je ¢esta medu dominantnim spojevima u

sastavu eteri¢nih ulja Centaurea vrsta testiranih na antimikrobni u¢inak. ¢13%42)
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Slika 13: Heksadekanska kiselina i linoleinska kiselina

Seskviterpeni spatulenol i germakren D, pronadeni kao dominantni spojevi u etericnom ulju
C. triumfetii (Slika 14.), iznimno su ¢esti spojevi u sastavu eteri¢nih ulja Centaurea vrsta

testiranih na antimikrobni u¢inak, (¢7:29:41:42.50,

51,30-33,35,36,38.40) 7animljivo je uoéiti da vrste C.
aladagensis i C. behen ¢ija su eteri¢na ulja testirana na antimikrobni u¢inak, u sastavu svojih

eteri¢nih ulja nemaju navedena dva spoja. 739

Slika 14: Germakren D, spatulenol i longifolen

Oksidirani seskviterpen longifolen (Slika 14.) se medu dominantnim spojevima, do sada
javio samo kod vrste C. haussknetchii (0,1%) i C. solstitialis (3,6%) cije je eteri¢no ulje
testirano na antimikrobnu aktivnost, i to u vrlo malom udjelu, dok je u etericnom ulju C.

triumfetii bio zastupljen znacajnije.
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Aromadendren oksid (Slika 15.) se medu dominantnim spojevima, do sada javio samo kod
vrste C. damascena (0,4%) cije je eteri¢no ulje testirano na antimikrobnu aktivnost, i to u

vrlo malom udjelu, dok je u eteriénom ulju C. triumfetii bio zastupljen znacajnije. ¢

Oksidirani seskviterpen a-kadinol (Slika 15.) takoder je spoj koji nije ¢esto zastupljen kod
Centaurea vrsta ¢ija su eteri¢na ulja testirana na antimikrobni u¢inak i pronaden je kod C.
pullata (0,7%), C. pulcherrima (5,8%) i C. affinis (1,7%) u sastavu eteri¢nog ulja gdje nije
bio dominantan spoj 5341 U sastavu eteriénog ulja C. triumfetii nalazi se u znaéajnijem

udjelu.

HO 0

Slika 15: Aromadendren oksid i a-kadinol

3.2. Sastav eteri¢nih ulja vrsta roda Centaurea testiranih na

antimikrobni u¢inak

Kako bismo dobili informaciju o potencijalnom antimikrobnom uc¢inku pojedina¢nih spojeva
iz etericnog ulja C. triumfetii; prikupljeni su do sada istrazeni podaci o antimikrobnom
djelovanju eteri¢nih ulja Centaurea vrsta, sloZeni u jednostavnu bazu podataka i obradeni
statisticki U svrhu ovog znanstvenog istrazivanja. Za obradu jednostavne baze podataka
koriSten je poznati informaticki alat za obradu podataka Excel u radnom paketu Microsoft
office. Meduovisnosti varijabli udjela pojedine kemijske komponente i njenog doprinosa u
antimikrobnom ucinku, u jednostavnoj bazi podataka izrazena je koeficijentom korelacije

koji se kretao u rasponu od -1 do +1.
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Prilikom izrade ovog diplomskog rada, za statisticku obradu prikupljeni su do sada istrazeni
podaci o antimikrobnom djelovanju etericnih ulja Centaurea vrsta. Sveukupno je
obuhvaéeno 30 razlicitih eteri¢nih ulja Centaurea vrsta: C. rupestris, C. solstitialis, C.
ragusina, C. sessilis, C. armena, C. nicaensis, C. parlatoris, C. amanicole, C. consaguinea,
C. rosimopappa, C. appendicigera, C. helenoides, C. pannonica, C. jacea, C. pullata, C.
grisebachii spp. grisebachii, C. afinis, C. pulcherrima var. pulcherrima, C. behen, C.
cinerarria ssp. umbrosa, C. napifolia, C. aladagensis, C. damascena, C. haussknetchii, C.

tomantella, C. lycopifolia, C. cheriolopha (37:28,38-42,51,52,29-33,35-37)

Gotovo sva navedena eteriCna ulja testirana su na set gram-pozitivnih, gram-negativnih
bakterija, a dio njih i na gljivice. Statisticki gledano, eteri¢na ulja su uglavnom djelovala
antimikrobno na gram-pozitivne patogene (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Bacillus aureus, Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermis). Medu gram-negativnim
bakterijama, koje su pokazale osjetljivost na antimikrobni u¢inak eteri¢nih ulja, istiu se
Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa, a od gljivica Candida albicanis. Vecina

eteri¢nih ulja testirana je na Escherichia coli i Staphylococcus aureus (27:28:38-42,51,52,26-33,35-37)

Podaci o kemijskom sastavu eteri¢nih ulja Centaurea vrsta, testiranih na antimikrobni
ucinak, iz objavljenih znanstvenih radova, koji su koriSteni za obradu podataka, prikupljeni
su u Excel tablicu. Prilikom obrade podataka, koristeni su znanstveni radovi koji su prilikom
testiranja antimikrobnog ucinka eteri¢nih ulja Centaurea vrsta Kkoristili istu metodu
ispitivanja i nacin izraZzavanja antimikrobnog uc¢inka na bakterije. Tako su prilikom obrade
podataka grupirana eteri¢na ulja Centaurea vrsta testirana na antimikrobni ucinak, ¢ija je
antimikrobna aktivnost izrazena preko MIC vrijednosti, dok su u drugoj skupini bila eteri¢na
ulja ¢ija je antimikrobna aktivnost izrazena preko zona inhibicije (ZI). Ovakav nacin
grupiranja podataka je pokusaj standardizacije podataka kako bi njihova interpretacija bila

Sto kvalitetnija i tocnija.

Budu¢i da od 16 znanstvenih radova, koja ukljucuju 30 Centaurea vrsta, nisu sva eteri¢na
ulja testirana na sve i iste vrste mikroorganizama, kako bi podatke mogli usporediti, uzeli
smo u obradu eteri¢na ulja Centaurea vrsta testirana na gram-negativnu bakteriju E. coli i

gram-pozitivnu bakteriju S. aureus. Navedene bakterije iznimno su vazne za istrazivanja
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antimikrobnog ucinka zbog svoje znaCajne patogenosti, te je potraga za novim izvorom

antibiotika na navedene bakterije od iznimne vaznosti.

Nakon grupiranja podataka za sastav eteri¢nog ulja Centaurea vrsta prema koristenoj metodi
za ispitivanje antimikrobnog ucinka, in silico istrazivanjem, koristenjem informatickih alata
i statistickom obradom podataka, dobivene su kemijske komponente koje se nalaze u sastavu
etericnog ulja, a mogu se povezati sa antibakterijskim u¢inkom eteri¢nih ulja Centaurea vrsta
na bakterije E. coli i S. aureus. Koristenjem koeficijenata korelacije, stavljeni su u
meduovisnost kemijski sastav etericnog ulja Centaurea vrsta i antimikrobni u¢inak eteri¢nih

ulja Centaurea vrsta na bakterijske vrste E. coli i S. aureus.

Antimikrobno djelovanje eteri¢nih ulja razli¢itih vrsta Centaurea posljedica je njihovog
kemijskog sastava. Razli¢ito antimikrobno djelovanje Cesto se povezuje sa dominantnim
spojevima eteri¢nih ulja, stoga ja cilj ovog diplomskog rada bio utvrditi to¢nost ove tvrdnje.
Takoder je cilj bio utvrditi koji spojevi iz prethodno istrazivanih eteri¢nih ulja imaju snaznu
meduovisnost sa antimikrobnom aktivnosti, te mogu biti povezani sa istom. Sljedec¢i korak

bio je utvrdivanje tih spojeva u sastavu istrazivanog eteri¢nog ulja C. triumfetii.

Obradom prikupljenih literaturnih podataka o utjecaju eteri¢nih ulja Centaurea vrsta na E.
coli, izrazenim preko MIC vrijednosti, 11 eteri¢nih ulja od 8 Centaurea vrsta pokazalo je
antimikrobni u¢inak. Centaurea vrste Ciji je antibakterijski u¢inak na E. coli izrazen preko
MIC vrijednosti u rasponu od 50 - 500 pl/ml su: C. rupestris, C. solstitialis, C. ragusina, C.
amanicola, C. consanguinea, C. grisebachii, C. pullata, C. affinis, C. aladagensis te su u

Tablici 3. prikazane korelacije znacajnih kemijskih spojeva. (¢7-29:32:35.39)

Obradom podataka za kemijski sastav devet eteri¢nih ulja Centaurea vrsta testiranih na E.
coli, gdje je antimikrobni u¢inak izrazen preko MIC vrijednosti, uo¢eno je nekoliko statisticki
znacajnih apsolutnih korelacija izmedu spojeva u sastavu eteri€nog ulja i toksi¢nosti na
bakterije. Spojevi y-kadinen, benzil benzoat i fitol nalazili su se u sastavu eteri¢nih ulja
Centaurea vrsta koje su pokazale snaznu korelaciju sa antimikrobnim u¢inkom na E. coli.
Osim njih, jo§ nekoliko u manjem udjelu zastupljenih spojeva pokazalo je snaznu korelaciju
sa antimikrobnim u¢inkom: pentadekanska kiselina, fenilacetaldehid, naftalen, a-kopaen,
germakren B i heksahidrofarnezil aceton. Iz dobivenih podataka, s obzirom na iznose

korelacija, moze se zakljuciti da pentadekanska kiselina ima najznacajniju korelaciju sa
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antimikrobnim uc¢inkom eteri¢nog ulja i ona je znacajan spoj za daljnja istraZivanja na E.

coli. Pentadekanska kiselina nije pronadena u sastavu eteri¢nog ulja istrazivane C. triumfettii.

Tablica 3. Korelacija za zna¢ajne spojeve iz eteri¢nih ulja Centaurea vrsta, testiranih

na antimikrobni u¢inak na E. coli izrazen preko MIC

2 g £ g g Z EE 5 o B s
g B £ §F 2y 2 = £ £ £ B 8
s 5 2 g2 €3 & ©°5 & 2 ® g 2
y y > . s g o 3 o G N
(@] O (@) (@] O 18} S G G
heksadekanska 32 187 261 08 03 @15 142 15 ‘ 0 ‘ 0 393 0.091266
kiselina
spatulenol 28 39 0 0 0 05 0 06 122 14 0 0,09361
longifolen 0 0 36 0 0 0 0 0o 0 o0 0  -031785
germakren D 243 54 153 171 43 | 0 0 03 O 0 0 | 0,102776
aromadendren 0 0 0 0 0 0 0 0 ‘ 0 ‘ 0 0 0
oksid
linoleinska 1,7 118 179 0 0 52 57 0 0 1 0 -0,17171
kiselina
a-kadinol 0 0 0 0 0 0 0 07 0 17 0 | 0,346362
y-kadinen 04 04 0 02 O 0 0 0 08 03 0 0,66701
benzil benzoat 29 19 0 01 01 O 0 0 0 o0 0 | 0,607602
fitol 67 26 35 03 02 0 0 0 0 01 4 | 0531952
naftalen 0 0 0 0 0o 03 16 0 0 O 0 | -040315
germakren B 0 0 0 16 07 0 8,3 0 0 0 0 -0,40846
fenilacetaldehi 0 0 0 0 0 33 11 0 ‘ 0 ‘ 0 0 -0,44241
d
heksahidrofar | 0 0 0 0 0 6 135 O 0 0 0 -0,46519
nezil aceton
a-Kopaen 0 0 0,5 0 0 1,7 13 0 02 07 0 -0,47538
pentadekanska = 0 0 0 0 0 03 03 0 0 0 0 -0,5055
kiselina

Od navedenih kemijskih spojeva u sastavu eteri¢nih ulja Centaurea vrsta, koji pokazuju
korelaciju s antimikrobnim uéinkom eteri¢nih ulja, kemijski spojevi fitol i a-kopaen
pronadeni su i U sastavu eteri¢nog ulja C. triumfettii istrazivanog u ovom diplomskom radu.
Fitol je prethodno identificiran u sastavu 7 eteri¢nih ulja izoliranih iz 5 Centaurea vrsta: C.
rupestris, C. solstitialis, C. ragusina, C. affinis i C. aladagensis. ?"-2%%:39 Udio fitola u
sastavu prethodno prou€avanih eteri¢nih ulja znacajan je i ¢ini dominantan spoj samo kod
vrste C. rupestris.®” Kod vrste C. triumfettii, istraZivane u ovom diplomskom radu, fitol je
prisutan sa udjelom od 2,9%. Kemijski spoj a-kopaen, nalazi se u pet eteri¢na ulja Centaurea

vrsta: C. solstitalis, C. amanicola, C. consanguinea, C. pullata i C. affinis. 233552
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U etericnom ulju C. triumfettii istrazivanom u ovom diplomskom radu, a-kopaen je

identificiran sa udjelom od 0,3%.

Od spojeva koji su dominantni u sastavu eteri¢nog ulja C. triumfetii ve¢ina ih nije pokazala
nikakve znacajne korelacije sa antimikrobnim ucinkom na E. coli izrazenim preko MIC
vrijednosti, dok su longifolen (8,8%) i posebno istaknuti a-kadinol (4,5%) pokazali blagu

korelaciju.

Obradom prikupljenih literaturnih podataka o utjecaju eteri¢nih ulja Centaurea vrsta na E.
coli, izrazenim preko ZI vrijednosti, 3 eteri¢na ulja od 3 Centaurea vrsta pokazalo je
antimikrobni u¢inak. Centaurea vrste Ciji je antibakterijski uc¢inak na E. coli izrazen preko
Z1 vrijednosti u rasponu od 5-7 mm su: C. sessilis, C. armena i C. solstitialis te su u Tablici

4. prikazane korelacije njihovih znagajnih kemijskih spojeva. G031

Tablica 4. Korelacija za zna¢ajne spojeve iz eteri¢nih ulja Centaurea vrsta, testiranih

na antimikrobni u¢inak na E. coli izraZzen preko ZI

C. sessilis C. armena C. solstitialis Korelacije
heksadekanska 0 0 12,8 1
kiselina
germakren D 0 3,3 1,7 0,017493
longifolen 0 0 0 0
aromadendren 0 0 0 0
oksid
linoleinska kiselina 0 0 0 0
a-kadinol 0 0 0 0
spatulenol 49 3,9 0 -0,98118
kariofilen oksid 10 4,7 5 -0,45573
p-kariofilen 1,3 5,4 0,4 -0,63904
benzaldehid 0,3 1,1 0 -0,71074
fitol 6,4 2 0 -0,74061
cis-geranil aceton 1,1 2,2 0 -0,86603
farnesil aceton 0,7 1,2 0 -0,90993
p-eudezmol 12,4 19,3 2,5 -0,91274
a-kopaen 0.7 3,2 0,4 -

Obradom podataka za kemijski sastav eteri¢nih ulja tri Centaurea vrste testirane na E. coli
gdje je antimikrobni ucinak izraZen preko ZI vrijednosti, UoCene su korelacije vaZnijih
spojeva poput a-kopaena, spatulenola, g-kariofilena, f-eudezmola i benzaldehida koji su
pokazali znacajnu korelaciju sa antibakterijskim ucinkom eteriénih ulja proucavanih

Centaurea vrsta. Seskviterpen a-kopaen pokazao je najsnazniju korelaciju sa antimikrobnim
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ucinkom ispitivanih Centaurea vrsta, gdje je u do sada ispitanim eteri¢nim uljima imao manje
udjele. Udio a-kopaena u ispitivanom eteri¢cnom ulju C. triumfetii je u vrlo malom udjelu od
0,3%.

Vazno je istaknuti da je sljede¢i spoj koji je pokazao iznimno snaznu Korelaciju sa
antimikrobnim uc¢inkom prethodno testiranih Centaurea vrsta bio seskviterpen spatulenol. U
kemijskom sastavu istrazivanog etericnog ulja C. triumfettii, spatulenol se nalazi medu

dominantnim spojevima sa znacajnim udjelom od 10,8%.

Od ostalih spojeva koji su dominantni u sastavu etericnog ulja C. triumfetii veéina ih nije
pokazala nikakve znacajne korelacije sa antimikrobnim uc¢inkom na E. coli izrazenim preko

Z1 vrijednosti.

U kemijskom sastavu istrazivanog eteri¢nog ulja C. triumfettii, od spojeva koji su pokazali
znacajniju korelaciju sa antimikrobnim uc¢inkom na E. coli izraZzenim preko ZI vrijednosti,

nalaze se jos p-kariofilen (2,3%) i benzaldehid (4,9%).

Kariofilen oksid, spoj koji se ¢esto nalazi medu dominantnim spojevima u sastavu eteri¢nog
ulja Centaurea vrsta, pokazao je blazu korelaciju, te mozemo reci da je i on u nekoj mjeri

pridonio antibakterijskom djelovanju.

Vazno je napomenuti da smo dobivene podatke dobili obradivanjem malog skupa podataka,
te ih ne mozemo sa sigurnos¢u uzeti kao relevantne. U jednom radu nisu navedene toc¢ne
vrijednosti zona inhibicije ve¢ raspon Sto otezava usporedivanje. Stoga nam navedene
korelacije mogu sluziti kao smjernica u istrazivanju, te nikako ne mozemo sa sigurnos¢u
tvrditi da su navedeni spojevi zaista odgovorni za antimikrobni u¢inak dok ne ispitamo

njihovo djelovanje u obliku ¢istih spojeva.

Obradom prikupljenih literaturnih podataka o utjecaju eteri¢nih ulja Centaurea vrsta na S.
aureus, izrazenim preko MIC vrijednosti, 7 eteri¢na ulja od 5 Centaurea vrsta pokazalo je
antimikrobni uc¢inak. Centaurea vrste ¢iji je antibakterijski u¢inak na S. aureus izrazen preko
MIC vrijednosti u rasponu od 32-400 pl/ml su: C. rupestris, C. solstitialis, C. ragusina, C.
amanicola i C. aladagensis te su u Tablici 5. prikazane korelacije znacajnih kemijskih

spojeva, (27-293952)
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Tablica 5. Korelacija za zna¢ajne spojeve iz eteri¢nih ulja Centaurea vrsta, testiranih

na antimikrobni u¢inak na S. aureus izrazen preko MIC

C.rupestris C. C. C. C. C. C. Korelacije
6 rupestris  solstitialis  ragusina ragusina amanicola aladagensis
14 17 Flower Leaf

spatulenol 2,8 3,9 0 0 0 05 0 0,881511
germakrenD 24,3 5,4 15,3 17,1 43 0 0 0,261411
heksadekanska ‘ ‘
kiselina 3,2 18,7 26,1 0,8 0,3 15 39,3 0,170455
linoleinska
kiselina 1,7 11,8 17,9 0 0 5,2 0 0,169564
aromadendren 0 0 0 0 0 ‘ 0 ‘ 0 0
oksid
a-kadinol 0 0 0 0 0 0 0 0
longifolen 0 0 3,6 0 0 0 0 -0,16381
p-elemen 0 0,4 0 0 0 0 0 0,594214
p-ilangen 0 0,3 0,6 0 0 0 0 0,128065
kariofilen 0 0 0 3,4 2,2 12 6,6 -0,50294
oksid
y-muurolene 0,1 0 0 91 3,2 0 0 -0,52994
izopropil 0 0 0 0,3 0,1 0 0 -0,53082
miristat
d-kadinen 0 0 0 0,5 0,9 0 0 -0,53341
trans-- 0 0 0 3,5 1,4 0 0 -0,54572
farnezen
z-kadinol 0 0 0 0,5 0,8 0 0 -0,5468
germakren B 0 0 0 1,6 0,7 0 0 -0,55294
o-elemen 0 0 0 2 3 0 0 -0,55363
dihidro-cis-y- 0 0 0 0,5 0,3 0 0 -0,57504
kopaen-8-ol
p-santalen 0 0 0 0,6 0,4 0 0 -0,58023
oktadekan 0 0 0 0,3 0,2 0 0 -0,58023
heksadekan 0 0 0 0,2 0,2 0 0 -0,58259
trans-a- 0 0 0 3 2,7 0 0 -0,58505
bergamoten
dekanal 0 0 0,3 0,4 0,1 0,6 0 -0,75059

Obradom podataka za kemijski sastav sedam eteri¢nih ulja Centaurea vrsta testiranih na S.
aureus, gdje je antimikrobni ucinak izrazen preko MIC vrijednosti, uoceno je nekoliko
statisticki znacajnih korelacija izmedu spojeva u sastavu eteri€nog ulja i1 toksicnosti na
bakterije. Korelacije dobivene za antimikrobni u¢inak eteri¢nih ulja Centaurea vrsta na S.
aureus puno su znacajnije od onih za E. Coli. Od zastupljenih spojeva dekanal je pokazao
najsnazniju povezanost sa antimikrobnim u¢inkom eteri¢nih ulja, dok manju korelaciju ima
i kariofilen oksid. Niz kemijskih spojeva koji su manje zastupljeni u eteri¢nim uljima
istrazenih Centaurea vrsta znacajno koreliraju sa antimikrobnim u¢inkom eteri¢nog ulja, a

to su: o-elemen, p-ilangen, p-elemen, trans-a-bergamoten, p-santalen, y-muurolen, trans-3-
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farnezen, o-kadinen, germakren B, kariofilen oksid, heksadekan, dihidro-cis-y-kopaen-8-ol,
r-kadinol, oktadekan, izopropil miristat. 1z dobivenih podataka dekanal ima najznacajniju

korelaciju sa antimikrobnim uéinkom eteri¢nog ulja.

Dekanal se ne nalazi u sastavu istrazivanog eteri¢nog ulja C. triumfetii. Od kemijskih spojeva
koji pokazuju znacajnu korelaciju sa antimikrobnim ucinkom, u sastavu eteri¢nog ulja
istrazivane C. triumfettii identificirani su g-ilangen (0,2%), r-kadinol (2,3%) i kariofilen
oksid (2,1%). Osim spatulenola, svi ostali kemijski spojevi koji se nalaze sa dominantnim
udjelima u sastavu eteri¢nog ulja istrazivane C. triumphetii nisu pokazali znacajnu korelaciju

sa antimikrobnim uc¢inkom.

Obradom prikupljenih literaturnih podataka o utjecaju eteri¢nih ulja Centaurea vrsta na S.
aureus, izrazenim preko ZI vrijednosti, 5 eteri¢nih ulja od 4 Centaurea vrste pokazalo je
antimikrobni u¢inak. Centaurea vrste ¢iji je antibakterijski uc¢inak na S. aureus izrazen preko
Z1 vrijednosti u rasponu od 8-11 mm su: C. sessilis, C. armena, C. pulcherrima i C. napifolia

te su u Tablici 6. prikazane korelacije znacajnih kemijskih spojeva. (30,36,38)

Tablica 6. Korelacija za zna¢ajne spojeve iz eteri¢nih ulja Centaurea vrsta, testiranih

na antimikrobni u¢inak na S. aureus izrazen preko ZI

C. C. C. C. C. Korelacije

sessilis armena pulcherrima  pulcherrima  napifolia
heksadekanska
kiselina 0 0 515 0,2 14,7 0,785706
aromadendren 0 0 0 0 0 0
oksid
longifolen 0 0 0 0 0 0
spatulenol 49 3,9 0 0 0 -0,23822
linoleinska kiselina

0 0 2,2 0 0 -0,51605
a-kadinol 0 0 5,8 4,4 0,4 -0,52611
germakren D 0 3,3 17,8 23,2 0,2 -0,53228
heksahidrofarnezil | 0 0 0,5 0,4 0 -0,56935
aceton
d-kadinen 0 0 1,6 1,1 0 -0,58109
a-kadinen 0 0 0,2 0,1 0 -0,58977

Obradom podataka za kemijski sastav eteri¢nih ulja ¢etiri Centaurea vrste testirane na S.

aureus gdje je antimikrobni u¢inak izraZen preko ZI vrijednosti, uocene su korelacije vaznijih

spojeva poput germakrena D, a-kadinena i d-kadinena koji su pokazali snaznu korelaciju
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sa antibakterijskim u¢inkom eteri¢nih ulja proucavanih Centaurea vrsta. Seskviterpen a-

kadinen kao ni J-kadinen nisu prisutni u sastavu eteri¢nog ulja istrazivane C. triumfetii.

Od spojeva koji su pokazali znacajnu korelaciju sa antibakterijskim uc¢inkom u sastavu
eteri¢nog ulja C. triumfetii, sa zna¢ajnim udjelom nalaze se germakren D (8,4%), a-kadinol
(4,5%), linoleinska kiselina (5,3%) i spatulenol (10,8%).

Vazno je istaknuti da je viSe spojeva medu dominantnim spojevima pokazalo znacajne
korelacije sa antimikrobnim ucinkom kod S. aureus nego kod E. coli. lako je uoceno vise
korelacija izmedu sastava eteri¢nog ulja Centaurea vrsta i antimikrobnog ucinka pojedinih
kemijskih spojeva, kao i kod proucavanih eteri¢nih ulja za E. coli, vazno je napomenuti da
smo dobivene podatke dobili obradivanjem malog skupa podataka, te ih ne moZzemo sa
sigurnoS¢u uzeti kao relevantne. U jednom radu nisu navedene to¢ne vrijednosti zona
inhibicije ve¢ raspon §to otezava usporedivanje podataka, stoga nam navedene korelacije
mogu sluziti kao smjernica u istraZivanju, te nikako ne mozemo Sa sigurnoscu tvrditi da su
navedeni spojevi zaista odgovorni za antimikrobni u¢inak dok ne ispitamo njihovo djelovanje

u obliku cistih spojeva.

Kada smo utvrdili koji spojevi iz prethodno istrazivanih Centaurea eteri¢nih ulja imaju
snaznu meduovisnost sa antimikrobnom aktivnosti, sljedeci korak bio je utvrdivanje tih
spojeva u sastavu istrazivanog eteri¢nog ulja C. triumfetii (Tablica 7). Tablica sadrzi udjele
svih spojeva u sastavu eteri¢nog ulja C. triumfetii i njihove korelacije sa antimikrobnim
ucinkom s obzirom na bakterije E. coli i S. aureus i na¢in izrazavanja antimikrobnog

ucinka bilo preko MIC ili ZI.

Koeficijent korelacije kod pojedinih spojeva kod kojih je testiranjem eteri¢nih ulja Centaurea
antimikrobna aktivnost na obje bakterije izrazena preko ZI, nedostajao je zbog malog skupa
podataka koji su bili na raspolaganju prilikom izrade baze podataka. Relevantniji i potpuniji
podaci dobiveni su obradom podataka i raCunanjem koeficijenata korelacije za kemijske
spojeve u sastavu eteri¢nih ulja Centaurea vrsta gdje je testirana antimikrobna aktivnost na

obje bakterije, izrazena preko MIC vrijednosti.
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Tablica 7. Spojevi iz eteri¢nog ulja C. triumfettii i njihove korelacije dobivene
testiranjem Centaurea vrsta na antimikrobni u¢inak E. coli i S. aureus izraZen preko
MIC i ZI vrijednosti

Naziv komponente Udio u etericnom  E.coli, MIC  S.aureus, E.coli, ZI  S.aureus,
ulju C.triumfettii MIC Zl

benzaldehid 4,9 0,077202 -0,40521  -0,71074 -0,01449
benzacetaldehid 1,2 0,255813 / -0,5 -0,64731
linalool 0,5 -0,12643 -0,33196  -0,5 -0,57864
a-terpineol 0,6 -0,12643 -0,33196 / -0,56212
y-terpineol 0,7 / / [/ /
bicikloelemen 0,9 0,454852 0,83596 / -0,44395
p-ilangen 0,2 -0,09788 0,128065  / /
a-kopaen 0,3 -0,47538 -0,42116 -1 -0,47849
longifolen 8,8 -0,31785 -0,16381  / /
p-kariofilen 1,4 -0,02319 0,005908 -0,63904 -0,4281
aromadendren 2,3 -0,3391 -0,37055  / /
germakren D 8,4 0,102776 0,261411 0,017493 -0,53228
paculen 2,3 0,425788 0594214 | /
J-kadinol 1,0 / / / /
spatulenol 10,8 0,09361 0,881511  -0,98118 -0,23822
kariofilen oksid 2,1 0,092398 -0,50294 -0,45573 -0,21828
z-kadinol 2,3 -0,395 -0,5468 |/ /
a-kadinol 4,5 0,346362 / / -0,52611
aromadendren oksid 6,0 0,371519 / I /
heksadekanska kiselina 11,1 0,091266 0,170455 1 0,785706
fitol 2,9 0,531952 0,781357  -0,74061 -0,07881
a-linoleinska kiselina 5,3 -0,17171 0,169564 / -0,51605
oleinska kiselina 1,6 / / [/ /
trikozan 0,7 0,283276 0,539017 1 0,955053
tetrakozan 0,5 0,225551 -0,11068  / 0,808791
pentakozan 1,7 0,421857 0,69766 1 0,955038
heksakozan 1,8 0,514738 0,803099  / /
heptakozan 0,6 0,449393 0,854689 / 0,958373
oktakozan 1,6 0,59454 0,897669  / /
nonakozan 0,3 0,265527 0,693139 / /

Kemijski spojevi koji se nalaze u sastavu eteri¢nog ulja istrazivane C. triumfettii, pokazuju
razlicite korelacije s obzirom na nacine kako je izraZzen antimikrobni u¢inak, kao i u odnosu
na obje proucavane bakterije E. coli i S. aureus. Najvece razlike u iznosu korelacija uocavaju
se promatranjem podataka za istu bakteriju gdje je antimikrobni u¢inak izrazen na razlicite
nacine, preko MIC i ZI.
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Proucavanjem svim kemijskih spojeva, uoCava se da je a-kopaen pokazao znacajnu
korelaciju sa antimikrobnim u¢inkom, kod obje bakterije, gdje je antimikrobni u€inak izrazen

na oba nacina.

Od ostalih spojeva prisutnih u etericnom ulju C. triumfettii, najznacajniju korelaciju sa
antimikrobnim ucinkom, kod obje bakterije istiCu se z-kadinol (2,2%) i aromadendren

(0,3%), no samo u slu¢aju kada je antimikrobni ucinak izrazen preko MIC.

Prethodni literaturni podaci, sugerirali su da su za antimikrobnu aktivnost odgovorni
dominanti spojevi u sastavu eteri¢nih ulja, no naSe istrazivanje i usporedba sastava etericnih
ulja 30 Centaurea vrsta, pokazala je da znaCajnu korelaciju sa antimikrobnim ucinkom
uglavnom ne pokazuju dominantni spojevi, uz pojedine iznimke. Tako je uoceno da se
dominanti spojevi C. triumfettii heksadekanska kiselina, longifolen, aromadendren oksid,
linoleinska kiselina ne nalaze na popisu spojeva koji imaju znacajan antimikrobni uéinak.
Ova indikacija, osim §to je i statisticki potvrdena u ovom diplomskom radu, intuitivna je,
buduéi da vec¢ina Centaurea vrsta sadrzi u sastavu eteri¢énog ulja karakteristicne dominante
spojeve, iz ¢ega bi proizaSlo da sva ili vecina etericnih ulja imaju dobru antimikrobnu
aktivnost ukoliko bi za antimikrobni uc¢inak bili zasluzni dominantni spojevi. Iz
eksperimentalnih podataka znamo da samo neka eteri¢na ulja Centaurea vrsta imaju dobru
antimikrobnu aktivnost, stoga je bilo potrebno utvrditi zajednicke spojeve koje posjeduju
eteri¢na ulja koja posjeduju antimikrobnu aktivnost kako bi se priblizili skupu podataka sa

spojevima koji imaju utjecaj na ovaj ucinak.

Spojevi germakren D i a-kadinol koji se nalaze u sastavu eteri¢nog ulja C. triumfetii mogu
se dovesti u korelaciju sa antimikrobnim ucinkom, no skup podataka koji je obraden jako je

mali, te se ne moze sa sigurnos$¢u uzeti kao relevantan.

Osim navedenog, vazno je voditi racuna o sinergistickom djelovanju pojedinih komponenti
U sastavu etericnog ulja, te interakciji pojedinih komponenti koje se nadu u ovoj smjesi

spojeva.

Navedene korelacije kemijskih spojeva koji se nalaze u sastavu eteri¢nih ulja Centaurea

vrsta, koje se povezuju sa antimikrobnim u¢inkom, mogu sluziti kao smjernica u istrazivanju,
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te nikako ne mozemo sa sigurnosc¢u tvrditi da su navedeni spojevi zaista odgovorni za
antimikrobni ucinak dok ne ispitamo njihovo djelovanje u obliku ¢istih spojeva. Neki od
spojeva sa zna¢ajnim antimikrobnim uc¢inkom nalaze se u sastavu ispitivanog etericnog ulja

C. triumfetii, no u manjem udjelu od dominantnih spojeva.

Od istaknutih spojeva koji se dovode u korelaciju sa antimikrobnim u¢inkom, pentadekanska
kiselina, dekanal, a-kopaen, a-kadinen, germakren D i a-kadinol, ni jedan nije istrazen na

antimikrobni ucinka kao Cisti spoj.

Stoga bi buduca istrazivanja mogla ukljuditi istraZivanje pojedinacnih spojeva koji su
pokazali dobru korelaciju sa antimikrobnim uc¢inkom, a potom ispitivanje etericnog ulja C.
triumfetii sa ciljem usporedivanja antimikrobnog ucinka smjese spojeva i Cistih spojeva, kao

1 usporedbu sa ve¢ postoje¢im literaturnim podacima.

Prilikom obrade podataka i1 slaganja baze podataka za eteri¢na ulja s antimikrobnim u¢inkom,
javljale su se poteskoce prilikom obrade podataka budu¢i da su razlicita etericna ulja
koristena za ispitivanje antimikrobnog uc¢inka na razli¢ite bakterije. Kada bi skup podataka
sadrzavao vise etericnih ulja od onih trenutno dostupnih, kao i1 da je antimikrobni u¢inak
izraZzen na oba nacina, preko MIC 1 ZI, obrada podataka bila bi relevantnija. Stoga su nove
informacije o sastavu eteri¢nih ulja Centaurea vrsta, kao i njihov antimikrobni ucinak,

znacajni za buduca istrazivanja.
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4. ZAKLJUCAK

Znanstvenim istrazivanjem u ovom diplomskom radu ispitivan je kemijski sastav eteri¢nog
ulja C. triumfettii s ciljem pronalazenja kemijskih spojeva koji bi mogli imati potencijalno

dobar antimikrobni u¢inak.

Eteri¢no ulje izolirano je iz prethodno sasusenog biljnog materijala, sabranog na Velebitu, u
ljeto 2019. godine, metodom hidrodestilacije koristenjem modificirane aparature po

Clavenger-u.

Sastav eteri¢nog ulja odreden je vezanim sustavom plinska kromatografija — masena

spektrometrija (engl. gas chromatography/mass spectrometry; GC/MS).

U sastavu eteri¢nog ulja C. triumfettii nalaze se heksadekanska kiselina (11,1%), spatulenol
(10,8%), longifolen (8,8%), germakren D (8,4%), aromadendren oksid (6,0%), linoleinska
kiselina (5,3%) i a-kadinol (4,5%).

Kako bismo dobili informaciju o potencijalnom antimikrobnom ucinku pojedina¢nih spojeva
iz etericnog ulja C. triumfetii; prikupljeni su do sada istrazeni podaci o antimikrobnom
djelovanju na bakterije E. coli i S. aureus eteri¢nih ulja 30 Centaurea vrsta: C. rupestris, C.
solstitialis, C. ragusina, C. sessilis, C. armena, C. nicaensis, C. parlatoris, C. amanicole, C.
consaguinea, C. rosimopappa, C. appendicigera, C. helenoides, C. pannonica, C. jacea, C.
pullata, C. grisebachii spp. grisebachii, C. afinis, C. pulcherrima var. pulcherrima, C. behen,
C. cinerarria ssp. umbrosa, C. napifolia, C. aladagensis, C. damascena, C. haussknetchii, C.
tomantella, C. lycopifolia, C. cheriolopha. Podaci prethodnih istrazivanja sloZeni su u
jednostavnu bazu podataka i obradeni statisti¢ki, in silico istrazivanjem, KoriStenjem

poznatog informati¢kog alata za obradu podataka Excel u radnom paketu Microsoft office.

Obradom podataka za kemijski sastav devet eteri¢nih ulja Centaurea vrsta testiranih na E.
coli, gdje je antimikrobni uéinak izrazen preko MIC vrijednosti, uoceno je da jedino
pentadekanska kiselina ima znacajniju korelaciju sa antimikrobnim u¢inkom eteri¢nog ulja i

ona se ne nalazi u istrazivanom eteri¢nom ulju C. triumfetii.

Obradom podataka za kemijski sastav devet etericnih ulja Centaurea vrsta testiranih na S.

aureus, gdje je antimikrobni u¢inak izrazen preko MIC vrijednosti, uoceno je da dekanal
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ima znacajniju korelaciju sa antimikrobnim ucinkom etericnog ulja i on se ne nalazi u

istrazivanom etericnom ulju C. triumfetii.

Obradom podataka za kemijski sastav devet eteri¢nih ulja Centaurea vrsta testiranih na E.
coli, gdje je antimikrobni uéinak izrazen preko ZI vrijednosti, uoceno je da a-kopaen ima
znacajniju korelaciju sa antimikrobnim u¢inkom eteri¢nog ulja i on se nalazi u istrazivanom

eteriénom ulju C. triumfetii.

Obradom podataka za kemijski sastav devet eteri¢nih ulja Centaurea vrsta testiranih na S.
aureus, gdje je antimikrobni u¢inak izrazen preko ZI vrijednosti, uo¢eno je da a-kadinen ima
znaCajniju korelaciju sa antimikrobnim uc¢inkom eteri¢nog ulja i on ne se nalazi u

istrazivanom eteri¢cnom ulju C. triumfetii.

Od istrazenih spojeva podaci za spojeve kod istrazivanih eteri¢nih ulja gdje je antimikrobni
ucinak izraZen preko MIC vrijednosti relevantniji su 1 pouzdaniji od podataka izraZenih preko

Z1 zbog veceg skupa podataka.

Dominanti spojevi C. triumfettii, heksadekanska kiselina, longifolen, aromadendren oksid,
linoleinska kiselina ne nalaze na popisu spojeva koji imaju znaajnu korelaciju sa
antimikrobnim u¢inkom. Germakren D i a-kadinol se pojavljuju sa znacajnom korelacijom
na antimikrobni ucinak, no skup podataka iz kojih je izaSla ova informacija je malen i
dobivene rezultate treba uzeti s oprezom. Neki od spojeva sa zna¢ajnom Kkorelacijom sa
antimikrobnim u¢inkom nalaze se u sastavu ispitivanog eteri¢nog ulja C. triumfetii, no u

manjem udjelu od dominantnih spojeva.

Navedene korelacije kemijskih spojeva koji se nalaze u sastavu eteri¢nih ulja Centaurea
vrsta, koje se povezuju sa antimikrobnim u¢inkom, mogu sluziti kao smjernica u istrazivanju,
te nikako ne mozemo sa sigurno$¢u tvrditi da su navedeni spojevi zaista odgovorni za
antimikrobni u¢inak dok ne ispitamo njihovo djelovanje u obliku cistih spojeva. Od
istaknutih spojeva koji se dovode u korelaciju sa antimikrobnim u¢inkom, pentadekanska
kiselina, dekanal, a-kopaen, a-kadinen, germakren D i a-kadinol, ni jedan nije istrazen na

antimikrobni u¢inka kao €isti spoj.
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