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SAZETAK

Alzheimerova bolest je jedna od najces¢ih degenerativnih bolesti mozga, a
karakterizira ju osStecenje ziv€anih stanica i propadanje kognitivnih funkcija. Pravi lijek
nije poznat, ali se naj¢es¢e primjenjuju inhibitori acetilkolinesteraze. U ovom radu kao
potencijalni inhibitori ispitana su eteri¢na ulja dumbira (Zingiber officinale Roscoe) i

celera (Apium graveolens L.).

Kako bi se utvrdila potencijalna inhibicijska sposobnost ispitivanih ulja
koriStena je modificirana spektrofotometrijska metoda po Ellmanu. Prema dobivenim
rezultatima vidljivo je da eteri¢no ulje dumbira nema inhibicijskih sposobnosti, dok
eteri¢no ulje celera pokazuje inhibicijsku aktivnost ovisno o koncentraciji ispitivane

otopine.

Ulja su takoder ispitivana i na antioksidacijsku aktivnost pomo¢u DPPH i FRAP
metoda te se prema dobivenim rezultatima moze zakljuciti da ni jedno od ispitivanih

ulja nema znacéajnu antioksidativne sposobnosti.

Sastav eteri¢nih ulja odreden je GC-MS analizom te su se kao najzastupljeniji
spojevi u etericnom ulju celera pokazali limonen, S-selinen, sedanenolid, 3-n-butilftalid,
a-selinen, dok su kod etericnog ulja dumbira to a-zingiberen, pg-seskvifelandren,

[-bisabolen te a-kurkumen.

Kljuéne rije¢i: Bumbir, Celer, Alzheimerova bolest, AChE/BChE, DPPH/FRAP,
GC-MS



SUMMARY

Alzheimer's disease is one of the most common degenerative diseases of the
brain, and it is characterized by damage to nerve cells and deterioration of cognitive
functions. The exact drug is not known, but acetylcholinesterase inhibitors are most
used. In this work, the essential oils of ginger (Zingiber officinale Roscoe) and celery

(Apium graveolens L.) are tested as potential inhibitors.

A modified Ellman spectrophotometric method was used to determine the
potential inhibitory ability of the tested oils. According to the obtained results, it is
evident that ginger essential oil has no inhibitory abilities, while celery essential oil

shows inhibitory activity depending on the concentration of the test solution.

The oils were also tested for antioxidant activity using DPPH and FRAP
methods, and according to the obtained results, it can be concluded that none of the
tested oils has significant antioxidant capacity.

The composition of essential oils was determined by GC-MS analysis, and the
most common compounds in celery essential oil were limonene, pS-selinene,
sedanenolide, 3-n-butylphthalide, a-selinene, while in ginger essential oil it was o-

zingiberene, S-sesquifelandrene, p-bisabolene and a-curcumene.

Keywords: Ginger, Celery, Alzheimer's disease, AChE/BChE, DPPH/FRAP,
GC-MS
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Enzimi ili biokatalizatori su sloZene proteinske molekule koje svojom aktivno$éu
omogucavaju izvedbu kemijskih reakcija u bioloskom sustavu koje bez enzima ne bi
bile izvedive ili bi se odvijale previ$e sporo pri normalnim tjelesnim uvjetima. Djeluju

po principu “klju¢ — brava”, a razlikujemo 6 glavnih razreda.

U skupinu kolinesteraza pripadaju acetilkolinesteraza (AChE) i butirilkolinesteraza
(BChE). AChE predstavlja jedan od najucinkovitijih enzima u prirodi te je njezina
najvaznija funkcija kontrola prijenosa zivéanih impulsa putem kolinergic¢kih sinapsa
centralnog 1 perifernog Zziv€anog sustava uslijed hidrolize Zziv€anog prijenosnika
acetilkolina (ACh) pri ¢emu nastaju molekule acetil i kolin. Za razliku od AChE, BChE
nema esencijalnu ulogu u organizmu, ali poneckad moze zamijeniti AChE jer ima

moguénost razgradnje i acetilkolina i butirilkolina.

Alzheimerova bolest je jedna od najéeséih uzroka demencije u dana$nje doba, lijek
nije poznat, ali kako bi se ublazili simptomi koriste se: prekursori ACh, inhibitori AChE
i kolinergicki agonisti. Pri ¢emu su inhibitori AChE najviSe koriteni zbog najboljeg

djelovanja.

Celer je dvogodisnja biljka iz porodici Apiaceae. Razlikujemo celer korjenas,
rebra§ 1 lista$. Nutritivno je izuzetno bogata namirnica, a zbog svojih ljekovitih

svojstava upotrebljava se u narodnoj medicini.

Pumbir je korijen iz porodice Zingiberaceae, a uzgaja se diljem Juzne i Jugoisto¢ne
Azije, Afrike, Latinske Amerike i Australije. Koristi se kao zalin, ali i kao lijek u
narodnoj medicini zbog brojnih ljekovitih svojstava. U etericnom ulje dumbira

najzastupljeniji su seskviterpenoidi, od kojih je zingiberen najzastupljeniji.

Za kvantitativno i kvalitativno odredivanje sastojaka etericnih ulja najcesce se
koristi plinska kromatografija sa spektrometrijom masa, te kako bi se utvrdila njihova
inhibicijska sposobnost na enzima koristi se Ellmanova metoda. S obzirom da se celer i
dumbir navode kao potencijalni antioksidansi ispitana je njihova antioksidacijska
aktivnost DPPH metodom i FRAP metodom.



1. OPCI DIO

1.1 CELER (Apium graveolens L.)

Celer je dvogodisnja kultivirana aromati¢na biljka koja pripada porodici
Apiaceae.! Danas se diljem svijeta koristi u prehrani ljudi te zbog svojih ljekovitih
svojstava ima svoje mjesto u narodnoj medicini. Kultivirana je u Europi, tj. pretezno u
Italiji i Francuskoj nakon &ega se progirila diljem svijeta.l”! Razlikujemo celer korjenas
(A. graveolens var. rapaceum), celer rebras (A. graveolens var. dulce) i celer listas (A.

graveolens var. secalinum).E!

Slika 1. a) celer rebras, b) celer korjenas, c)celer listast*55l

Njegovo ime Apium potjece od latinske rijeci "apis™ §to znaci "pcela”, zbog malih
bijelih cvjetova koji dosta privlace péele, dok ime "graveolens” na latinskom ima
znacenje "tezak miris". Ime "celer”, takoder latinskog podrijetla ima znaéenje "brz", jer
se smatra brzo djeluju¢im lijekom.’l Zbog svojih ljekovitih svojstava koristi se u
narodnoj medicini.?!



1.1.1 Morfoloski opis biljke

Morfoloski se biljka celera sastoji se od korijena, stabljike, lista i ploda
(sjemenki).[l Korijen je okruglog ili ovalnog oblika, moze biti Zili¢ast ili zadebljao.
Kora korijena je smede boje i dosta gruba dok mu je unutrasnjost bijele boje. Na glavi
korijena formirana je lisna rozeta koja se formira u prvoj godini uzgoja biljke te se ona
sastoji od izduzene peteljke i krupnih plojki. U drugoj godini biljka celera razvija
razgranatu cvjetnu stabljiku visoku do 1 metar i plod koji ujedno predstavlja sjeme. Na
vrhovima cvjetne stabljike nalaze se bijeli Stitasti cvjetovi. Plod tj. sjeme je smede boje,
ovalnog oblika, duzine 1,2-2 mm i Sirine 0,6 mm te je to ujedno i najmanje sjeme u

povrtnim kulturama.[ !

1.1.2 Kemijski i fitokemijski sastav sjemenki celera

Celer zbog svog visokog sadrzaja masti ima dosta visoku kalorijsku vrijednost, a
smatra se jako dobrim izvorom vitamina C (udio 15,87-18,28%), mineralima poput
kalcija, kalija, magnezija.["% Ulje celera sadrzi isparljiva ulja, proteine, sirova vlakna,
Skrob, pepeo, vlagu, biljna ulja te ugljikohidrate. Isparljiva ulja sjemenki celera su
najznacajnija za mirisne i okusne arome, a spojevi koji doprinose tome su sedanenolid
(3-n-butil-4, 5-dihidroftalid), sedanolid i 3-n-butilftalid. U biljnom ulju celera prisutne
su masne kiseline poput oleinske, palmitinske, linolne, linolenske i stearinske kiseline.
Eteri¢no ulje sastoji se od seskviterpena, limonena i karakteristicnih aroma, a bogato je
folnom kiselinom, S-karotenom, natrijem, kalijem, vlaknima i klorofilima.l”! Najveéa

koncentracija ulja je prisutna u sjemenkama starosti 5 tjedana.!!

Fitokemijski spojevi koje se mogu pronac¢i u ekstraktu biljke su glikozidi,
steroidi, ugljikohidrati i flavonoidi. Glavne komponente pronadene u sjemenkama

celera su selinen (10-15%), furokumarin, furokumarin flavonoidi, glikozidi i limonen.[®



1.1.3 Upotreba celera i njegova farmakoloska aktivnost

Celer je biljka s jako raSirenim spektrom djelovanja te mu se pripisuje
antitumorsko, antimikrobno, protuupalno, antioksidativnho djelovanje. Uz nabrojana
pozitivna djelovanja, celer pomaze u prevenciji kardiovaskularnih oboljenja te kod
snizavanja krvnog $ecera i serumskih lipida.[d U narodnoj medicini celer se primjenjuje
kod Zelucanih problema, koristi se kao laksativ, diuretik i sedativ, za smanjenje krvnog
tlaka i kod problema sa zglobovima.l! Ujedno se sjemenke celera koriste kod lijeenja

artritisa, bubreznih oboljenja, a mogu se koristiti i za poboljianje sna i opustanje.[*”]

Protuupalne komponente prisutne u ulju celera su apigenin, kafeinska kiselina,
kumarin, feruli¢na kiselina, luteolin, timol, ksantotoksin, a-pinen, askorbinska kiselina,
eugenol, linonenska kiselina, magnezij, miristinska kiselina i mnogi drugi. Njegovo
protuupalno djelovanje se najceS¢e koristi kod artritisa 1 za odrzavanje zdravih

zglobova, tj. za smanjenje oticanja i boli u zglobovima.[’!

Antitumorsko djelovanje u ulju celera dolazi od komponenti ftalida koje
dokazano imaju blagotvorno djelovanje na razinu kolesterola, visoki krvni tlak i na
tumor. Sedanolid je najaktivniji spoj ftalida te je upravo on zasluZzan za smanjenje
tumorskih stanica. Uz sedanolid, 3-n-butilftalid predstavlja najaktivnije komponente
koje su prisutne u ulju sjemenki celera pri ¢emu je njihova glavna uloga u poticanju
detoksikacije enzima glutation-S-transferaze u ciljanom tumorskom tkivu. Kumarin u
celeru omogucéava smanjenje mutacije u stanicama zbog uklanjanja slobodnih radikala u
Stetnim stanicama pri ¢emu se smanjuje mogucnost modificiranja zdrave stanice u

tumorsku stanicu.!”]

Za antioksidativno djelovanje zasluzne su fenolne komponente koje su u znatno
veé¢em udjelu prisutne u metanolnom ekstraktu celera u odnosu na etanolnom ekstraktu.
Povecanjem koncentracije biljnog ekstrakta povecava se i redukcijska sposobnost. Pa je
tako svako antioksidativno djelovanje bioaktivnih sastojaka povezano s mogucénoséu

davanja elektrona slobodnim radikalima.[”



1.2 DUMBIR (Zingiber officinale Roscoe)

DPumbir predstavlja korijen iz porodice Zingiberaceae. U prirodi ne raste
samostalno zbog ¢ega mu je pravo podrijetlo nepoznato, ali se pretpostavlja da su to
Indija i Kina.'l Kao kultura se uzgaja diljem Juzne i Jugoistodne Azije, Afrike,
Latinske Amerike 1 Australije. Stolje¢ima se koristi kao zacin, ali 1 kao lijek u narodnoj
medicini §to potvrduju stari zapisi Iranske tradicionalne medicine.*23%4 Njegovo ime
potjeCe iz jezika Sanskrt, a rije¢ koju su koristili je “srngaveram” Cije je doslovno
znadenje “korijen rog” zbog svog izgleda.l'>151 Stolje¢ima se koristio u svrhu novca, a u
Rimskom carstvu koristili su ga u medicinske svrhe. Tijekom Srednjeg vijeka kraljica
Elizabeta I ga je uvozila 1 koristila kao slatki§ pa je tako nastao boZi¢ni kola¢ od

dumbira.[1115]

Slika 2. Pumbir (podanak, stapka i cvijet)[*e]



1.2.1 Bioaktivne komponente dumbira

Najmanje 115 razlicitih spojeva je pronadeno u svjezem i osuSenom dumbiru.
NajzapaZeniji i najznacajniji je skupina gingerola u svjezem dumbiru, ali suSenjem
gingeroli prelaze u Sogaole pa je tako njihova koncentracija puno veca u suhom
dumbiru.M! Uz ove skupine zastupljeni su i zingeroni, a sve ove skupine su zasluzne za
karakteristian miris i okus dumbira. Eteri¢no ulje dumbira se moZe dobiti u udjelu od
3% te su u njemu najzastupljeniji sastojci seskviterpenoidi, a zingiberen kao glavni
sastojak istoga. Ostale prisutne komponente su p-bisabolen, a-farnesen, cineol,

zingiberenol, limonen i drugi.l*”]

a-zingiberen f-bisabolen

Slika 3. Kemijska struktura spojeva zingiberena i bisabolenal]



1.2.2 Upotreba i djelovanje dumbira

Podanak, odnosno horizontalna stabljika iz koje rastu korijenja je glavni dio
dumbira za konzumaciju. Moze se koristiti svjez ili preraden. Ovisno o upotrebi
razli¢ito je vrijeme berbe dumbira jer njegovim starenjem koncentracija eteri¢nih ulja,
koja su zasluzna za istanCan miris i okus, raste. Pa se tako dumbir kojem je primarna
uloga za dobivanje eteri¢nog ulja bere najprije s 9 mjeseci starosti podanka, ali bolje je
ukoliko se taj period Sto viSe produzi. Podanak dumbira koji je 9 mjeseci star ima ¢vrstu
koru koja se prije konzumacije mora ukloniti, a najvise ¢e se koristiti za izradu zacina.
Pumbir koji je star manje od 5 mjeseci ima vrlo tanku koru te je vrlo blagog okusa pa je
kao takav pogodan za konzumaciju u svjezem stanju.!* Osim u jelima dumbir se koristi
1 u narodnoj medicini pa se tako svjezi dumbir moZe prokuhati u svrhu dobivanja
obloga za kroni¢ne bolove uzrokovane artritisom.[*¥l Osim ublazavanja bolova, dumbir
se koristi kod ublazavanja muénina i vrtoglavica te kao diuretik.*>! Pripisuje mu se
antimikrobno  djelovanje, antitumorsko djelovanje, protuupalno djelovanje,

antioksidativno djelovanje te djeluje kao analgetik.[*"

Dumbir je jak antioksidans te je u korijenu dumbira uoc¢ena koncentracija od
3,85 mmol/100g ukupnih antioksidansa, a toliku ili visu koncentraciju imaju samo $ipak
I neke vrste bobiCastog voca. Zbog velike razine antioksidansa smanjuje markere
oksidativnog stresa koji su povezani s dobi, pa je u istrazivanju na Stakorima koji su bili
tretirani etanolom S§titio od hepatoksicnosti etanola suzbijanjem oksidativnih

posljedica.ltl

Antitumorsko  djelovanje  ispitivano je na prociS¢enim  ekstraktima
seskviterpenskih spojeva, ponajvise na 6-gingerolu, 6-Sogaolu i zerumbonu. Ispitivanja
su se provodila na razliitim vrstama tumora, kao $to su rak dojke, tumor koze, rak
mjehura 1 jetre. Pretpostavlja se da dumbir antitumorsko djelovanje ima preko
antioksidativne aktivnosti i sposobnosti induciranja apoptoze, a smanjenja proliferacije

sto dovodi do zaustavljanja stani¢nog ciklusa.™*!]



1.3 ETERICNA ULJA | NJIHOVO DOBIVANJE

Eteri¢na ulja su slozene mjeSavine lipofilnih organskih spojeva male molekulske
mase. Veéinom su u tekuéem stanju, vrlo slabo su topljiva u vodi te ih karakterizira
izrazito jak miris lako hlapljivih sastavnica. Sastavnice eteri¢nih ulja su primarno mono-
i seskviterpeni te fenilpropanoidni spojevi, od kojih su najzastupljeniji upravo

terpeni.[él

Prema Medunarodnoj organizaciji za standarde (engl. International Standards
Organization, ISO) eteri¢na ulja su ulja dobivena isklju¢ivo putem destilacije biljnog
materijala vodom ili vodenom parom, odnosno kod citrusa suhom destilacijom epikarpa
voc¢ke ili pomocu mehanickih postupaka. Prema ovom standardu eteri¢na ulja mogu
proc¢i dodatne obrade (npr. aeracija ili dodatna destilacija) ukoliko ne dolazi do znacajne

promjene u njihovom sastavu.**]

Povijest eteri¢nih ulja je izuzetno duga te datira i do 3000. godina prije nove ere, a
prvi poznati zapisi potjeCu iz Mezopotamije. Znanstvenici pretpostavljaju da stare
civilizacije destilaciju nisu koristile za dobivanje Cistih eteri¢nih ulja kakve mi danas
poznajemo, ve¢ su ona zapravo bila ekstrakti destilirane vodice dobivene s takvim
postupkom, a mirisom su podsjecala na miris biljke od koje je dobivena. Oprema za
destilaciju napredovala je stolje¢ima, ali tek se od sredine 18. stolje¢a odnosno 19.
stolje¢a moze poceti govoriti o pravoj hidrodestilaciji koja je kao rezultat imala ulja

puno bolje kvalitete.[**]

Eteri¢na ulja se pronalaze u gotovo svim dijelovima biljke pa ih tako ima u
cvijecu, lis¢u, stabljikama, kori drveta, sjemenu (npr. celer) ili u podanku (npr. dumbir).
ZaSto ona postoje ne moze se sa potpunom sigurnoscu tvrditi, ali poznata je ¢injenica da
kod biljaka djeluju protumikrobno te kao repelenti nezeljenih insekata. Neka eteri¢na
ulja mogu sluziti i za privladenje kukaca zbog oprasivanja same biljke.l**?" Sama
koli¢ina eteri¢nog ulja prisutna u biljci ovisi 0 mnogim faktorima pa je tako potrebno
voditi racuna o vrsti tla na kojem se biljka uzgaja, klimi i vremenskim prilikama,
periodu branja 1 nacinu branja biljke, njezinom skladistenju i1 pripremi biomase koja ide

u proces destilacije.?"!



1.3.1 Vodeno-parna destilacija

Vodeno-parna destilacija predstavlja najcesc¢e koriStenu metodu za ekstrakciju
eteri¢nih ulja. Sam izraz dolazi od latinske rijeci "distillare™ $to u prijevodu ima
znacenje "kapati prema dolje". U postupku destilacije s vodenom parom eteri¢na ulja se
iz stanica ulja oslobadaju pucanjem stijenki stanica zbog povecanog tlaka koji dovodi

do ekspanzije stanica. Para dalje djeluje kao nositelj molekula eteri¢nog ulja.[*%]

Postupak destilacije se odvija na nacin da se vodena para generira u odvojenom
kotlu te se takva para dovodi u kotao u kojem se na perforiranim mrezicama nalazi
biljni materijal. Kao Sto je prije objaSnjeno dolazi do pucanja stanica u kojima se nalazi
etericno ulje, para skuplja to etericno ulje 1 zajedno odlaze u kondenzator pri ¢emu
dolazi do kondenzacije i naknadnog odvajanja ulja od vode, voda ponovno odlazi u
generator pare i koristi se dalje za destilaciju (Slika 4). U ovakvom procesu vrlo je
vazno smanjiti gubitak tvari u destiliranoj vodi, posebno se odnosi na fenole koji su u

odredenoj mjeri topivi.[?%

Para + Ulje
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=
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Povratak v generator pare

Florentinska tilovica

- Voda

Slika 4. Prikaz aparature za vodeno-parnu destilacijul*’!



Prednosti ovakvog postupka su:

e Puno vedi prinos etericnog ulja u odnosu na vodenu destilaciju
e Postupak je puno brzi i ucinkovitiji
e Komponente etericnog ulja nisu toliko osjetljive na polimerizaciju i hidrolizu

e Kyvaliteta ulja je puno veéa.l?"

Nedostaci vodeno-parne destilacije:

e Tlak pare je dosta nizak pa ulja koja imaju znatno viSu tocku kljucanja
zahtijevaju i vecu koli¢inu pare
e Ovakvim se postupkom biljni materijal vlazi te se na taj nain usporava

destilacija jer para mora ispariti i kondenziranu vodu na biljnom materijalu.?%!

1.4 ENZIMI

Enzimi su sloZzene proteinske molekule koje se vrlo c¢esto nazivaju i
biokatalizatorima. Izolirani su iz zivih stanica te su pokazale aktivnost i u in vitro
uvjetima. Vrlo su specifi¢ni za pojedine kemijske reakcije 1 supstrate s kojima reagiraju.
Takoder ih uz visoku specifi¢nost odlikuje i velika kataliticka mo¢.[??2 Postoji jako
velik broj poznatih enzima, a prema Medunarodnom savezu biokemije razvijen je
sustav nomenklature enzima. Prema takvoj nomenklaturi svaki enzim ima svoje ime i
kodni broj koji se dobiva ovisno o vrsti kataliticke reakcije. Enzimi se mogu podijeliti u

6 glavnih razreda: transferaze, oksidoreduktaze, hidrolaze, liaze, izomeraze i

]ﬁﬁ‘.

Supstrat Enzim- supstrat Produkt
kompleks

ligaze.[?>%

Aktivno mjesto

) 'y

Enzim

Slika 5. Medudjelovanje enzima i supstratal?’
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Pojedini enzim predstavlja katalizator jedne vrste reakcije te on djeluje na
supstrat koji se veze na aktivnho mjesto enzima po principu klju¢-brava pri ¢emu se
stvara enzim supstrat kompleks iz kojeg nastaje produkt i enzim. Na samu aktivnost
enzima, tj. brzinu njegovog djelovanja mogu utjecati inhibitori i aktivatori koji, ukoliko

se dodaju, ¢e usporiti ili ubrzati reakciju.[?224

1.41 KOLINESTERAZE

Kolinesteraze su hidrolaze karboksilnih estera koje cijepaju estere kolina.
Najpoznatiji medu njima su acetilkolinesteraza (engl. acetylcholinesterase, AChE) i
butirilkolinesteraza (engl. butyrylcholinesterase, BChE).[?®l Rasprostranjene su u
biljnom i zivotinjskom svijetu te imaju vrlo bitnu biolosku ulogu. Pripadaju skupini
hidrolaza, podskupini esteraza te potpodskupini hidrolaza estera karboksilnih

kiselina.[?®!

1.4.1.1 Acetilkolinesteraza (AChE)

AChE ima vrlo vaznu fiziolosku ulogu u organizmu te predstavlja jedan od
najucinkovitijih enzima u prirodi. U ljudskom organizmu nalazi se u vrlo visokim
koncentracijama u mozgu, miSi¢ima te je vezana za membrane eritrocita, ali prava uloga
u eritrocitima jo$ nije potpuno poznata. Njezina primarna funkcija je kontrola prijenosa
ziv€anih impulsa putem kolinergi¢kih sinapsi centralnog i perifernog zivéanog sustava
uslijed hidrolize Ziv€éanog prijenosnika acetilkolina (ACh). Brzina hidrolize ACh je vrlo
velika, te u ljudskom organizmu iznosi 400 000 min?, pri ¢emu je brzina hidrolize
ograniCena brzinom difuzije ACh u aktivno mjesto AChE. ACh se iz sinaptickog
mjehuri¢a ispusSta u sinapticku pukotinu Uslijed ziv€anog podrazaja te se veze za
kolinergicke receptore koji pokrecu niz procesa koji kao rezultat imaju depolarizaciju
membrane. AChE dovodi do brze razgradnje ACh u sinapti¢koj pukotini uslijed ¢ega
dolazi do prestanka prijenosa impulsa i ponovnog uspostavljanja polarizacije

postsinapticke membrane.[?¢!
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Slika 6. Prikaz sinteze i hidrolize neurotransmitera acetilkolinal?®!

AChE u organizmu nema ograni¢enu ulogu samo na njenu hidroliticku funkciju,
takoder je potvrdena njezina uloga u neuritogenezi, adheziji, tj. interakciji izmedu
stanica, aktivaciji dopaminskih neurona, stvaranju amiloidnih vlakana koji su
karakteristi¢ni za Alzheimerovu bolest. Takoder su se povezuje s bolestima mreZnice te

se smatra da ima ulogu u razvoju fotoreceptora.[?¢]

1.4.1.2 Butirilkolinesteraza (BChE)

BChE pronalazimo u centralnom 1 perifernom Ziv€anom sustavu, jetri,
crijevima, srcu, gusteraci, bubrezima, plu¢ima i plazmi. U organizmu uloga BChE nije
toliko esencijalna poput AChE, ali svejedno ima bioloSku vaznost. U neurotransmisiji
nema toliko izrazenu ulogu, ali u odredenim situacijama moze zamijeniti AChE u
hidrolizi ACh. Poznata je uloga u metabolizmu lipida i lipoproteina, regulaciji razine
ACh u glatkim misi¢ima te diferencijaciji zivcanog tkiva. Poznato je 65 razlicitih vrsta

BChE u ljudskom organizmu koje nemaju jednaku enzimsku aktivnost.!2!
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Slika 7. Trodimenzionalna struktura BChE[?"]

1.4.1.3 Inhibicija kolinesteraza

Aktivnost enzima se moze inhibirati vezivanjem malih iona ili molekula. Pri
¢emu nam sama inhibicija moze pruziti uvid u mehanizam djelovanja enzima. Prema
dosadasnjim saznanjima inhibicija AChE dovodi do nakupljanja ACh §to ¢e dovesti do
poremecaja u prijenosu zivcéanog impulsa koji se u konac¢nici manifestira kolinergickom
krizom. Ovakva kriza dovodi do pojave mu¢nina, paralize diSnog sustava, a u kona¢nici
moze nastupiti i smrt. Prema navedenom inhibicija AChE je vrlo opasna, dok prema
dosadasnjim saznanjima inhibicija BChE ne utjeCe na vitalne funkcije organizma.

Inhibicija se moZe podijeliti na reverzibilnu i ireverzibilnu.[282°

U ireverzibilne inhibitorne se ubrajaju karbamati i organofosforni spojevi. Oni
djeluju na nacin da se kovalentno veZzu na serin kataliti¢ke trijade te je prvi poznati
inhibitor karbamat fizostigmin. Primjenjuje se u lijeCenju Alzheimerove bolesti i kod
glaukoma. Ireverzibilni inhibitori osim u svrhu lijeenja bolesti mogu se koristiti i kao
neurotoksi¢ni bojni otrovi, a to su organofosforni spojevi npr. tabun, soman. U

medicinske svrhe moze se koristiti inhibitor AChE zbog nedostatka ACh.B%

13



Reverzibilni inhibitori uglavnom su prirodnog podrijetla te se dobivaju izolacijom
iz pojedinih biljaka. Najznacajniji su alkaloidi i flavonoidi (galangin), a uz njih provode

se istrazivanja na kumarinu, terpenima i njinovim derivatima.*%

1.5 ALZHEIMEROVA BOLEST

Alzheimerova bolest ( engl. Alzheimer's disease, AD) je najces¢i uzrok demencije
u danasnje doba te prema dosadasnjim saznanjima lijek nije poznat. OCcituje se
progresivnim propadanjem kognitivnih funkcija te pojavom senilnih plakova, depozita
S—amiloida i stvaranjem neurofibrilarnih petlji u subkortikalnoj sivoj tvari i u kori
mozga, ove pojave su karakteristicne za sve oboljele. U postotku vec¢ina oboljelih su
upravo zene pri ¢emu udio oboljelih izmedu 65 i 74 godina je 4%, a taj udio rapidno
raste za one preko 85 godina i iznosi 30%. Bolest moze biti sporadi¢na ili nasljedna.
Kod osoba kojima je dijagnosticiran AD prije 65. godine Zivota smatra se da je bolest
nasljedna te se zbog toga ovaj oblik naziva i rani oblik AD. Sporadi¢ni oblik AD

nastupa nakon 65 godine Zivota te je najéeséi oblik AD.[31:32

1.5.1 Lijecenje Alzheimerove bolesti

U proslosti su se za lijeCenje Alzheimerove bolesti upotrjebljavali
psihostimulansi, ergoloidi i nootropici, ali prema novijim istraZivanjima kognitivni
simptomi AD su posljedica nedostatka kolinergicke neurotransmisije. Kako bi se
povecala koli¢ina Kolinergickih neuroprijenosnika koriste se: prekursori ACh, inhibitori
AChE 1 kolinergicki agonisti (muskarinski i nikotinski). Prekursori ACh se nisu
dokazali kao ucinkoviti te je takav nacin lijeCenja napusten, ali inhibitori AChE se i
danas koriste. Neki od inhibitora su: takrin, donepezil, rivastigmin, galantamin. lako svi
navedeni lijekovi imaju odredene nuspojave takrin se prestao Koristiti zbog ozbiljnih
nuspojava tijekom primjene. Kao najcesce nuspojave koje se pojavljuju kod donepezila,
rivastigmina i galantamina su vrtoglavica, umor te glavobolja.l®? 3
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1.6 PLINSKA KROMATOGRAFIJA /SPEKTROMETRIJA MASA

Plinska kromatografija je tehnika koja sluzi za separaciju smjese na njene
sastavnice. U sprezi s razli¢itim detektorima moguce je i kvalitativno i kvantitativno
odredivanje sastojaka pojedine smjese. S obzirom da su etericna ulja uglavnom
hlapljive smjese za njihovu analizu koristi se plinska kromatografija u sprezi sa

spektrometrom masa.[3+35:36]

Injektor
P
/ [ Kolona Dlaszeno selektivii
NAVAYAYAYA analizator UmnoZavanje
Tlaz za U 'I|- 'I-. I| I=ver iona slaktrona
plin nosioc | | ] ] |
lt[rJl | e | Obrada
e N
Kolonska pec A
Folusirajuie lace

Slika 8. Shematski prikaz plinskog kromatografa u sprezi sa spektrometrom masal®’]

Uzorak se u plinski kromatograf uvodi pomocu mikrolitarske Strcaljke putem
injektora koji je zagrijan, pri ¢emu je potrebno voditi ra¢una da je temperatura barem
50 °C visa od temperature vrelista najmanje hlapljivih sastojaka u ispitivanom uzorku.
Samo odvajanje sastojaka se dogada na kapilarnoj koloni koja predstavlja nepokretnu
fazu, dok je pokretna faza plin nosilac koji mora biti inertan, to su najcesce helij, dusik,
argon i vodik. Brzina razdvajanja sastojaka ovisi o ravnotezi izmedu nepokretne i
pokretne faze te vremenu zadrzavanja sastojaka u nepokretnoj fazi, odnosno njegovoj
brzini eluiranja. Nakon prolaska kroz kolonu eluirani spojevi ulaze u spektrometar

masa.

Spektrometrija masa je analiticka tehnika koja omogucéava karakterizaciju
pojedinih tvari u uzorku te pomocu nje mozemo saznati to¢nu atomsku ili molekularnu
masu sastojaka prisutnin u smjesi. Plinska kromatografija sama za sebe nema

mogucnost identifikacije pojedinih komponenti u smjesi te se zbog toga ista kombinira
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sa spektrometrijom masa kako bi se omogucila identifikacija nepoznatih komponenata

te njihov udio.839

Spektrometar masa se nalazi pod vakuumom, zagrijani spojevi iz plinskog
kromatografa ulaze u isti te prolaze tri glavna dijela: ionizaciju, selektivni analizator
masa i detektor iona. Procesom ionizacije dolazi do ionizacije spojeva bilo
elektronskom ionizacijom ili kemijskom ionizacijom. lonizirani ioni dalje dolaze do
elektronickih leca koje omogucavaju ubrzavanje i usmjeravanje u svrhu povecanja
kineti¢ke energije iona. Tako ubrzani ioni dolaze na selektivni analizator masa koji ione
razlikuje prema njihovom omjeru mase i naboja. loni potom dolaze na detektor koji

mjeri omjer mase i naboja te prikazuje rezultate u obliku spektra masa.7-%
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2. EKSPERIMENTALNIDIO

2.1 KORISTENA ULJA

U ovom radu koriStena su eteri¢nih ulja dumbira 1 celera proizvodaca Panarom,
dobivena postupkom vodeno parne destilacije sjemenki celera i podanka dumbira. Kao
zemlja podrijetla za dumbir se navodi Madagaskar dok je za celer Indija. Prema
deklaraciji najzastupljeniji spojevi u etericnom ulju dumbira navedeni su zingiberen te

bisabolen, dok su kod celera najzastupljeniji spojevi limonen i selinen.

PRANAROM

Slika 9. Etericna ulja celera i dumbira (Panarom)

Za analizu koriStene su otopine ulja u 96% etanolu razli¢itih masenih
koncentracija. Prvotne otopine koncentracija dumbira i celera (5 i 2,5 mg/L, redom)
nisu koriStene u daljnjem radu zbog nepotpunog otapanja ulja i vidnog zamudenja.
Pripravljene su nove otopine pocetnih koncentracija prikazanih u tablici 2.1. Dok su

konaéne koncentracije koriStene u pojedinim metodama prikazane u tablici 2.2.
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Tablica 2.1. Pocetne koncentracije otopina ulja dumbira i celera

Pocetne koncentracije

(mg/mL)

Pumbir Celer
2,500 1,250
1,250 0,938
0,625 0,625
0,313 /

Tablica 2.2 Konacne koncentracije otopina ulja celera i dumbira u koristenim

metodama
Konacéne
koncentracije Inhibicija enzima
DPPH FRAP
(ng/mL) AChE /BChE

/ 87 83,0
/ 43 42,0

Pumbir
28 22 21,0
14 11 10,0
57 43 420
Celer 43 32 31,0
28 22 21,0
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2.2 ISPITIVANJE SPOSOBNOSTI INHIBICIJE ENZIMA AChE i BChE
METODOM PO ELLMANU

Metoda po Ellmanu predstavlja jednostavnu spektrofotometrijsku metodu,
primjenjivu na vrlo malim koncentracijama enzima zbog svoje izuzetne osjetljivosti.
Koristi se za ispitivanje aktivnosti AChE i BChE. Metoda se temelji na brzini stvaranja
tiokolina uslijed hidrolize acetiltiokolina. Da bi dosSlo do toga potrebna je kontinuirana
reakcija izmedu tiola i Ellmanovog reagensa DTNB (5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzojeva)
kiselina) pri ¢emu je produkt ove reakcije 2-nitro-5-tiobenzojeva kiselina (TNB). TNB
u vodi u alkalijskom i neutralnom pH ionizira u TNB" anion te daje intenzivno zuto
obojenje. Valna duljina pri kojoj se o€itava apsorpcijski maksimum TNB~ iznosi 412
nm, a sama reakcija se odvija vrlo brzo pri ¢emu ne dolazi do ogranicenja mjerenja i u

koristenim koncentracijama nec¢e dovesti do inhibicije hidrolize enzima.[*%!

NO,
NO,
HS COOH
S COOH INB
RSH + e
S COOH NO,
S
NO, R S COOH
Tiol DTNB Disulfid

Slika 10. Mehanizam reakcije Ellmanovog reagensa i tiolne skupinel*°l
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Reakcije na slici 11. prikazuju postupak nastanka obojenog aniona iz acetiltiokolina.

+ AChE +
(CH3):NCH,CH,SCOCH; + Hy0 —— (CH3)sNCH,CH,S™ + CH,COO™ + 2H*
+ +
(CH3);NCH,CH,S™ + RSSR— RS" (obojeni kompleks) + (CH3);NCH,CH,SSR
NO,

S COOH

Slika 11. Kemijske reakcije dobivanja obojenog kompleksa iz acetiltiokolinal*’]
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2.2.1 Odredivanje inhibicijske sposobnosti nha enzim AChE

Odredivanje inhibicijske sposobnosti eteri¢nih ulja na enzim AChE provedeno je
metodom po Ellmanu. Kod ove metode kao tiolni reagens upotrjebljen je DTNB, enzim
AChE izoliran je iz elektrofora elektri¢ne jegulje (Tip V-S) te je kao supstrat enzima
koristen acetiltiokolin jodid (ATChI).

U tablici 2.3 je prikazana priprema kemikalija za rad.

Tablica 2.3. Priprema kemikalija

Volumen .
Kemikalije Osnovna otopina (ul) kolrfcgel:lif‘gzlija
Pufer 190 0,1 mmol/L
DTNB rﬁi%l:?gr; (F’pa?’% 10 0,3 mmol/L
ATChI rﬁi?)l;?gr; (6p’|140§) 10 0,5 mmol/L
AChE E?inrLa‘z ;Hn?g% 10 0,03 U/mL
Uzorak/EtOH 10 RaZ“gié% /Okonc'/

Postupak rada se odvijao prema shemi u Tablica 2.4 na nacin da se potrebne
kemikalije otpipetiraju u jaZice pri ¢emu se supstrat acetiltiokolin (ATChI) dodaje
neposredno prije pocetka mjerenja iz razloga sto njegovim dodatkom reakcija odmah
zapocinje. Ukupni volumen u jazicama je iznosio 220 pL te je ne-enzimska hidroliza

pracena tzv. "blank™ mjerenjima, tj. slijepim probama.
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Tablica 2.4. Shema otopina u eksperimentu

Kontrola BL Kontrola BL Uzorak BL
H20 H20 EtOH EtOH Uzorak
Pufer 190 200 180 190 180 190
DTNB 10 10 10 10 10 10
(ggﬂg) 10 / 10 / 10 /
Uéfé?ﬂk/ / / 0/10 0/10 10/0 10/0
(’;‘182:) 10 10 10 10 10 10

BL- slijepa proba; sve vrijednosti su izrazene u uL

Mjerenje se provodi pomocu visekanalnog citaca mikrotitarskih plocica
"Sunrise" (Tecan GmbH, Austria, Slika 12.) pri valnoj duljini od 405 nm uz automatsko

mijeSanje 1 pohranjivanje podataka u racunalu.

o |
i 1
1. 1
I Bl
| K|
| B
[ B
L B

Slika 12. Visekanalni c¢itac¢ mikrotitarskih plocica "Sunrise" (Tecan, GmbH, Austrija)
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Kako bismo izracunali inhibicijsku sposobnost enzima (postotak inhibicije)
koristimo formulu:

A — A
% inhibicije AChE (BChE) = (KA—A) %100
K

Ak = apsorbancija test otopine

Ana= apsorbancija kontrolnog uzorka.

2.2.2 Odredivanje inhibicijske sposobnosti na enzim BChE

Za odredivanje inhibicijske sposobnosti eteri¢nih ulja na BChE takoder se
koristila metoda po Ellmanu te se postupak rada takoder odvijao prema Tablica 2.4. Kao
supstrat se koristio sintetski butiriltiokolin-jodid (BTChl), koristeni enzim je BChE dok
su ostale koriStene kemikalije identi¢ne. Sam postupak pripreme potrebnih kemikalija

prikazan je u tablici 2.5.

Tablica 2.5. Priprema kemikalija

Volumen .
Kemikalije Osnovna otopina (L) kolrfgmigsija
Pufer 190 0,1 mmol/L
DTNB nﬁﬁ‘;ﬂg; (5p’|ﬂ2% 10 0,3 mmol/L
BTChI nﬁﬁ;ﬂg; (%g“g) 10 0,5 mmol/L
BChE gﬂfgﬁpﬁ% 10 0,03 U/mL
Uzorak/EtOH 10 Razliche kone./
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2.3 ODREPIVANJE KEMIJSKOG SASTAVA ETERICNIH ULJA POMOCU
PLINSKE KROMATOGRAFIJE-SPEKTROMETRIJE MASA (GC-MS)

Kvalitativna i kvantitativna analiza eteri¢nih ulja se odvila pomo¢u GC-MS-a. Pri
analizi je koristen kromatograf model 8890 i maseni spektrometar (MS) model 5977E
(Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, SAD). Za razdvajanje spojeva koristena je
nepolarna kolona HP-5MS Ul (((5% fenil)-metilpolisiloksan; 30 m x 250 um x 0,25
um) kojoj je pocetna temperatura postavljena na 70 °C pri ¢emu ta temperatura ostaje
jednaka 2 minute nakon Cega se povecava do 200 °C brzinom od 3 C/min. Pri
postizanju temperature od 200 °C temperatura se izotermno odrzala 18 minuta. Kao plin
nositelj koristen je helij, mjesto injekcije je bilo zagrijano na 250 °C, brzina protoka je
iznosila 1 mL/min, u "split" na¢inu rada 1:50, volumen analiziranog uzorka je iznosio 1
uL. "Transfer line" je odrzavana na konstantnoj temperaturi od 280 °C. U spektrometru
masa vladali su sljede¢i uvjeti: temperatura ionskog izvora iznosila je 230 °C,
ionizacijski potencijal je iznosio 70 eV, a raspon masa za pretrazivanje je iznosio

30 — 350 masenih jedinica.

Slika 13. Vezani sustav GC-MS
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Kako bi se odredili pojedini pikovi usporedivali smo vrijeme njihovog
zadrzavanja u odnosu na standardnu seriju n-alkana Co-C19 za koristenu kolonu s onim
iz "kuéne" baze podataka, literaturom ili s vremenom zadrzavanja komercijalnih
standarda. Pojedini pikovi odnosno njihovi maseni spektri su usporedeni s
komercijalnim bazama podataka: Wiley 9 MS (Wiley, New York, SAD) i NIST 14
(Gaithersburg, MD, SAD), literaturom te "ku¢nom" bazom podataka.

"Kuéna" baza podataka vremena zadrzavanja i spektara masa nacinjena je
koriStenjem komercijalnih standarda cistih spojeva i od glavnih spojeva mnogih
eteri¢nih ulja iz prija$njih istrazivanja. Kvantitativni sastav pojedinog sastojka je

izracunat kao srednja vrijednost povrSine ispod pika tri analize.

2.4 ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI VEZIVANJEM
SLOBODNOG RADIKALA DPPH METODOM

Metoda DPPH (engl. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) predstavlja vrlo
jednostavnu, brzu i ponajprije jeftinu metodu za testiranje antioksidativnog kapaciteta
pojedinih sastojaka hrane ili eteriénog ulja. Metoda se temelji na reduciranju stabilnog
slobodnog radikala DPPH- s vodikovim atomom prisutnog antioksidansa pri ¢emu
nastaje DPPHH.[ 1]

DPPH - +AH < DPPHH + A 1]
A:- ulazi u daljnje reakcije gdje se na kraju neutralizira.

Maksimalna apsorpcija slobodnog radikala DPPH-: uocava se pri 517 nm
(Ijubicasto obojenje), spajanjem radikala s vodikovim atomom Se maksimalna

apsorpcija smanjuje te obojenje prelazi iz intenzivno ljubiastog u Zuto obojenje.14?1
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“.’ \
N° NH
Antioksidans
O,N NO, » OoN NO,
NO» NO,
DPPH* DPPH-H

Amax = 517 nm

Slika 14. Reakcija nastanka DPPH-H uslijed djelovanja antioksidansal!

Kao kontrola antioksidansa moze se upotrijebiti askorbinska kiselina te ona
predstavlja pozitivnu kontrolu, dok je reakcijska smjesa koja sadrzi 50% vodenog

metanola umjesto uzorka negativna kontrola.! !

Reakcijska smjesa sastoji se od: 290 uL DPPH radikala koncentracije 0,04 g/L
otopljenog u 96% etanolu i 10 uL otopine uzorka. Samo mjerenje se provodi pomocu
visekanalnog ¢ita¢a mikrotitarskih plocica "Sunrise" (Tecan GmbH, Austria) pri valnoj
duljini od 517 nm, s automatskim mijeSanjem i snimanjem podataka na racunalo.
Reaktante se otpipetiralo u mikrotitarske ploCice te mu se apsorbancija ocitala nakon 60
minuta. Postotak inhibicije radikala se ra¢una prema izrazu :

% inhibicije DPPH - = {Ac@=440) 100

Ac(o)

Pri ¢emu:

e Ac() predstavlja apsorbanciju kontrole (otopina DPPHe radikala) kod t = 0 min,

e Axq predstavlja apsorbanciju reakcijske smjese nakon t = 60 min.
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2.5 ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI FRAP METODOM

FRAP metoda (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) omogucava mjerenje
ukupnog redukcijskog potencijala na vrlo brz i jednostavan nacin. U prisutnosti
antioksidansa dolazi do redukcije Fe®* iona (Zzuto obojenje) u Fe?* ione koji u prisutnosti
2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ reagens) tvori stabilan kompleks. Kompleks daje plavo
obojenje te apsorbira pri 593 nm, a sama reakcija se odvija u kiselom mediju
(pH = 316)_[45,46]

NT X
I/ |

N + ‘.n[IL‘lk\Id'lll\ N \

IL(][I)
N7 SN

N/I\E NP
U/Lb |
F

Zuto plavo

Slika 15. Mehanizam FRAP reakcijel*’]

Koristene kemikalije za pripravu FRAP reagensa:

e 0,3 mol/L acetatni pufer pH = 3,6;

e 40 mmol/L klorovodi¢na kiselina (HCI)

e 10 mmol/L otopina TPTZ u 40 mmol/L HCI
e 20 mmol/L otopina FeCl3

Radni FRAP reagens se dobiva mijeSanjem 25 mL acetatnog pufera, 2,5 mL otopine
TPTZ reagensa i 2,5 mL otopine FeCls. Reakcijska smjesa se sastoji od 300 plL
reagensa i 10 pL otopine uzorka. Kako bi se odredila antioksidacijska aktivnost, svjeze
pripremljeni FRAP reagens se stavlja u mikrotitarske plocice nakon ¢ega mu se myjeri

apsorbancija pri 592 nm (Ao), nakon mjerenja u reagens se dodaje otopina uzorka pri
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¢emu se apsorbancija ponovno mjeri nakon 4 min (As). Kako bi se dobila trazena
vrijednost apsorbanciju ¢istog reagensa potrebno je oduzeti od apsorbancije reagensa s
uzorkom (A4-Ao ), dobivenu vrijednost usporeduje se S vrijednostima za otopinu

standarda.

Za konstrukciju bazdarne krivulje koriStena je otopina FeClz u rasponu koncentracija

0 — 40 mg/L, mjerenje se provodi prema opisanom postupku.

Bazdarna krivulja za FRAP
0,09

0,08 y= O,OOF;EIZTIO,OOZEI_.

e g
[=J =]
o~

2
[=]
[l

0,04

0,03

Apsorbanicija pri 592 nm

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Koncentracija (mg Fe2/L)

Slika 16. Bazdarna krivulja za FRAP
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3. REZULTATI

3.1 REZULTATI ODREDIVANJA INHIBICIJSKE SPOSOBNOSTI NA
ENZIM AChE

U tablici 3.1 su prikazani rezultati inhibicijska sposobnost eteri¢nih ulja celera i

dumbira na enzim AChE.

Tablica 3.1. Inhibicijska sposobnost na enzim AChE

. Sposobnost inhibicije
Uzorak Koncentracija AChE
(ug/mL) (%)
57 61,55
43
Celer 13,60
28 .
ni
| 28 9,60
Pumbir " _

ni- nema inhibicije
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3.2 REZULTATI ODREDIVANJA

ENZIM BChE

INHIBICIJSKE SPOSOBNOSTI

NA

U tablici 3.2 su prikazani rezultati inhibicijska sposobnost eteri¢nih ulja celera i

dumbira na enzim BChE.

Tablica 3.2. Inhibicijska sposobnost na enzim BChE

Sposobnost inhibicije

Uzorak Koncentracija BChE
(ng/mL) (%)
57 21,00
43
Celer 16,20
28 10,60
_ 28 1,70
Pumbir 7 _

ni- nema inhibicije
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3.3 REZULTATI ODREDIVANJA ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI

3.3.1 Rezultati antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

U tablici 3.3 prikazani su rezultati mjerenje antioksidacijske aktivnosti eteri¢nih

ulja dumbira i celera nakon 60 minuta.

Tablica 3.3. Inhibicija DPPH radikala nakon 60 minuta

Uzorak Koncentracija Inhibicija DPPH radikala
(ng/mL) (%)
87 13,18
43 16,60
Pumbir ” 1028
1 7,69
43 12,59
Celer 32 7,84
29 20,96
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3.3.2 Rezultati antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

Rezultati redukcijske sposobnosti uzoraka odredenih FRAP metodom prikazani

su u tablici 3.4.

Tablica 3.4. Redukcijska sposobnost uzoraka

Uzorak Koncentracija ~ FRAP
(ng/mL) (mg ekvivalentima Fe?*/L)

83 34,818

42 13,773

Pumbir ’1 6.955
10 1,273

42 13,318

Celer 31 5,045
21 4,136
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3.4 REZULTATI GC-MS ANALIZE

3.4.1 Eteri¢no ulje celera

Na slici 17 prikazan je dobiveni kromatogram eteri¢nog ulja celera.

mmmmm
.........

444444

2600074

200074

et

rrrrrrrr

1500 i B El) =m who 500 sl

Slika 17. Kromatogram etericnog ulja celera
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ulju.

U tablici 3.5 prikazani su identificirani spojevi te njihovi udjeli u analiziranom

Tablica 3.5. Sastav i maseni udjeli spojeva prisutnih u etericnom ulju celera

Redr_n R_e_tencusk(_) % Kl Naziv spoja Nid
broj | vrijeme/min
1. 5,1 0,1 939 a-pinen MS, KI, St
2. 6,1 1,0 982 S-pinen MS, KI, St
3. 6,4 0,7 993 S-mircen MS, KI
4, 7,8 34,2 1038 limonen MS, KI, St
5. 10,0 0,1 1101 linalol MS, K, St
6. 12,3 2,1 1161 pentil-benzen MS, KI
7 12,3 22 | 1162 5""*”“'“5:;’23‘(53'1'3' MS, KI
8. 13,9 0,1 1198 trans-dihidrokarvon MS, KI
9. 14,7 0,3 1221 cis-karveol MS
10. 15,2 0,2 1233 trans-karveol MS
11. 15,8 0,3 1247 karvon MS, KI
12. 18,2 0,2 1301 cis-pinen-3-ol MS
13. 19,7 0,2 1341 trans-karveil acetat MS, KI
14. 20,5 2,4 1359 1-fenil-1-pentanon MS, KI
15. 21,9 0,1 1393 (E)-S-elemen MS, K, St
16. 23,1 1,5 1421 t-kariofilen MS, K, St
17. 24,4 0,2 1456 humulen MS, KI
19. 25,9 26,7 1491 f-selinen MS, KI
20. 26,7 5.2 1497 a-selinen MS, KI

(4aR,80.S)-4a-metil-1-
21. 27,7 0,1 1537 metilen-7-(propan-2- MS
iliden)dekahidronaftalen
23. 27,9 0,1 1544 selina-3,7(11)-dien MS, KI
24, 29,5 0,5 1584 kariofilen-oksid MS, KI, St
25. 31,9 0,7 1652 pS-eudesmol MS, KI
26. 32,2 6,9 1656 3-n-butilftalid MS, KI
27. 32,8 0,1 1673 3-butilidenftalid MS, KI
28. 34,7 10,1 1726 sedanenolid MS, KI
29. 34,8 0,7 1729 trans-sedanolid MS, Kl
Ukupno: 97,0

Nid - nacin identifikacije; KI - Kovatsev indeks; % - maseni udio u etericnom ulju; Nacin identifikacije (Nid): RI - identifikacija

preko literature (Adams) i/ili "kuéne" baze podataka; MS - identifikacija pomocu komercijalne baze masenih spektara NISTI14 i

Wiley 9; St - identifikacija potvrdena komercijalnim standardom.
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Na slijede¢im slikama prikazani
butilftalida.
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Slika 18. Spektar masa sedanenolida i njegova struktura
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Slika 19. Spektar masa 3-n-butilftalida i njegova struktura
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Strukture najzastupljenijih spojeva prisutnih u analiziranom ulju prikazane su na

slici 20 te su poredane po njihovim masenim udjelima.

@] h
/!
h-’
= S ,,’-‘L{
e - \
o) /L 0O
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\\:/ ~
\
\‘ ——
-
4
\
‘L—_
limonen sedanenolid 3-n-butilftalid
f-selinen a-selinen

Slika 20. Strukture najzastupljenijih spojeva u etericnom ulju celera
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3.4.2 Eteri¢no ulje dumbira

Na slici 21 je prikazan kromatogram eteri¢énog ulja dumbira te su u tablici 3.6

prikazani identificirani spojevi s njihovim udjelima u analiziranom ulju.

Redative
intanitat]
27007}
26ee]74

25007

23607,
22007}
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15007}
1ot
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700000,
saneooo |
5000000,
IAJI]'.[IJJ—3

3000000}

20000004

L JHJJ o ,A,il,J,,,.ril, Il el WYL L,W_w"“\ o,
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500 1000 1500 Moo /00 0o 50 5000 500 0 (Ve (o)

Slika 21. Kromatogram etericnog ulja dumbira
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Tablica 3.6. Sastav i maseni udjeli spojeva prisutnih u etericnom ulju dumbira

Redr_n R_e_tencusk(_) % Kl Naziv spoja Nid
broj | vrijeme/min
1. 51 1,9 939 a-pinen MS, KI, St
2. 54 54 953 kamfen MS, KI
3. 6,1 0,2 982 S-pinen MS, KI, St
4. 6,3 0,6 986 6-metil-5-hepten-2-on MS
5. 6,4 0,5 993 S-mircen MS, KI
6. 6,8 0,2 1006 a-felandren MS, KI
7. 7,6 3,9 1033 p-felandren MS, KI
8. 7,7 2,7 1035 1,8-cineol MS, KI, St
9. 10,0 0,3 1101 linalol MS, KI, St
10. 12,6 0,8 1169 borneol MS, KI, St
11. 13,6 0,5 1192 a-terpineol MS, KI, St
12. 15,7 0,8 1244 neral MS, KI
13. 16,9 1,2 1273 citral MS, KI
14, 20,8 0,3 1368 ciklosativen MS
15. 21,3 0,6 1378 a-kopaen MS, KI
16. 21,9 0,7 1393 (E)-S-elemene MS, K, St
17. 22,5 0,3 1407 7-epi-seskvitujen MS
18. 23,1 0,1 1421 t-kariofilen MS, KI, St
19. 24,6 0,4 1460 (E)-p-farnesen MS, KI
20 24,7 0,3 1463 aloaromadendren MS, KI
21. 25,3 0,5 1477 4,11-selinadien MS
23. 25,4 0,3 1479 y-murolen MS, KI
24. 25,5 1,2 1483 germakren D MS, KI
25. 25,7 79 1485 a-kurkumen MS, KI
26. 26.0 1,5 1494 valencen MS, KI
217. 26,2 33,5 1499 a-zingiberen MS, KI
28. 26,7 11,9 1510 p-bisabolen MS, KI
29. 26,8 0,3 1513 S-kurkumen MS
30. 26,9 0,2 1516 y-kadinen MS, KI
31. 27,0 0,4 1520 7-epi-a-selinen MS
32. 27,3 12,8 1527 f-seskvifelandren MS, KI
33. 27,6 0,4 1535 y-bisabolen MS
34. 28,2 0,4 1552 elemol MS
35. 28,5 0,6 1559 germakren B MS, Kl
36. 28,8 0,4 1566 (E)-nerolidol MS, KI, St
37. 31,3 0,5 1632 y-eudesmol MS
38. 31,9 1,0 1652 S-eudesmol MS
39. 32,1 1,3 1654 valerianol MS
40. 32.3 0,6 1659 7-epi-a-eudesmol MS

Ukupno: 97,6

Nid - nacin identifikacije; KI - Kovatsev indeks; % - maseni udio u etericnom ulju; Nacin identifikacije
(Nid): RI - identifikacija preko literature (Adams) i/ili "kucne" baze podataka; MS - identifikacija pomocu
komercijalne baze masenih spektara NIST14 i Wiley 9; St - identifikacija potvrdena komercijalnim
standardom
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Na sljede¢im slikama prikazani su spektri masa najzastupljenijih spojeva u

eteri¢nom ulju dumbira.
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Slika 22. Spektar masa a-zingiberena
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Slika 23. Spektar masa p-seskvifelandrena
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Slika 24. Spektar masa p-bisabolena
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Slika 25. Spektar masa a-kurkumena

Strukture najzastupljenijih spojeva prisutnih u analiziranom ulju prikazane su na

slici 26 te su poredane po njihovim masenim udjelima.

Slika 26. Strukture najzastupljenijih spojeva prisutnih u etericnom ulju dumbira.

o-zingiberen

[-seskvifelandren

OO,

[f-bisabolen

a-kurkumen

1591
casag, ||, 1531 | 1501711 1780 1871 452 || 2080



4. RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je utvrditi kvantitativni i kvalitativni sastav eteri¢nih ulja
dumbira i celera te ispitati njihova antioksidacijska svojstva i sposobnost inhibicije
enzima AChE i BChE.

Inhibicijska sposobnost AChE odredena metodom po Ellmanu pokazuje odredenu
inhibiciju eteri¢nog ulja celera dok kod etericnog ulja dumbira to nije slucaj, tj.
inhibicija eteriénog ulja dumbira je izuzetno mala. Ovisno o koncentracijama ispitivanih
otopina razlikuje se i sposobnost inhibicije enzima AChE pa je tako najveca inhibicija
od 61,55% eteri¢nog ulja celera postignuta pri koncentraciji od 57 pg/mL, smanjenjem

koncentracije otopine smanjuje se i sposobnost inhibicije enzima.

Osim inhibicijske sposobnosti enzima AChE metodom po Ellmanu odredena je i
inhibicijska sposobnost otopina na enzim BChE. Prema rezultatima prikazanima u
tablica 3.2 i celer i dumbir su pokazali inhibiciju enzima, ali u vrlo malom postotku
(21%; 1,7%; redom). Takoder sposobnost inhibicije BChE je opadala smanjenjem

koncentracije eteri¢nog ulja.

Antioksidacijska aktivnost odredena metodom vezanja DPPH radikala nije izrazito
znacajna ni za jedno eteri¢no ulje. No najvecu antioksidacijsku aktivnost postiglo je ulje
celera konac¢ne koncentracije 22 pug/mL te je ona iznosila 20,96%, dok je najveci
postotak antioksidacijske aktivnosti kod dumbira postignut pri kona¢noj koncentraciji
43 ug/mL te on iznosi 16,60%.

Redukeijski potencijal otopina eteri¢nih ulja odreden je pomo¢u FRAP metode. Ni
jedan od ispitivanih uzoraka nije pokazao znacajni redukcijski potencijal. Najveci
redukcijski potencijal kod ulja dumbira je postignut pri konac¢noj koncentraciji od
83 ug/mL te on iznosi 34,818 mg Fe?'/L, dok je kod celera najveéi redukcijski
potencijal postignut pri konacnoj koncentraciji od 42 pg/mL te on iznosi 13,318 mg
Fe?*/L. Redukcijski potencijal otopina je proporcionalan koncentraciji otopina te se

smanjenjem koncentracije otopine smanjuje i redukcijski potencijal otopine.

Plinska kromatografija u sprezi sa spektrometrom masa nam omogucava
kvantitativno 1 kvalitativno analiziranja uzoraka te smo za etericno ulje celera
identificirali 29 spojeva od kojih su najzastupljeniji limonen, f-selinen, sedanenolid,
3-n-butilftalid, o-selinen (udjeli redom: 34,2%; 26,7%; 10,1%; 6,9%; 5,2%). Pri
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analiziranju etericnog ulja dumbira identificirano je 40 spojeva od kojih su
najzastupljeniji a-zingiberen, f-seskvifelandren, p-bisabolen te a-kurkumen. (udjeli
redom: 33,5%; 12,8%; 11,9%; 7,9%; 5,4%).
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5.

ZAKLJUCAK

Dobiveni rezultati ispitivanja inhibicijskog djelovanja eteri¢nih ulja dumbira i
celera na enzim BChE ne pokazuju sposobnost inhibicije bez obzira na testiranu
koncentraciju otopine. Dok je za enzim AChE eteri¢no ulje celera pokazalo

prosjecnu inhibiciju, za eteri¢no ulje dumbira to nije zabiljezeno.

Metodama DPPH i FRAP nije utvrdena antioksidacijska sposobnost ispitivanih

ulja neovisno o koncentracijama.

Sveukupni rezultati pokazuju da etericna ulja celera i dumbira nisu dobri
antioksidansi te takoder pokazuju na slabu, odnosno prosje¢nu sposobnost
inhibicije enzima AChE i BChE.

GC-MS analizom potvrdena su prijasnja istrazivanja koja u najzastupljenije
spojeve etericnog ulja celera svrstavaju limonen, pg-selinen, sedanenolid,
3-n-butilftalid, a-selinen. Te je na identi¢an nacin potvrdena najveca
zastupljenost a-zingiberena, f-seskvifelandrena, S-bisabolena te a-kurkumena u

etericnom ulju dumbira.
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