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Uticaj geraniola i citrala
na inhibiciju �-amilaze

U ovom radu ispitivan je uticaj geraniola i
citrala na inhibiciju pljuvaène �-amilaze. Po-
kazan je inhibitorni efekat citrala veæ pri niskim
koncentracijama, dok geraniol, i pored velike
strukturne sliènosti sa citralom, nije pokazao
inhibitorni efekat na aktivnost �-amilaze.
Moguæi mehanizam inhibicije najverovatnije
ukljuèuje formiranje Šifove baze izmeðu alde-
hidne grupe citrala i amino grupa u aktivnom
centru enzima. Jedinjenja koja inhibiraju �-ami-
lazu razmatraju se kao potencijalni terapeutici
za dijabetes tipa 2, buduæi da inhibicijom raz-
gradnje slo�enih šeæera dovode do smanjenja
relativne koncentracije glukoze u krvi. Dalja ist-
ra�ivanja koja bi rasvetlila taèan mehanizam in-
hibicije znaèajno bi doprinela pronalasku ade-
kvatnih inhibitora.

Uvod

Diabetes mellitus tip 2 je hronièna bolest koja
nastaje zbog toga što æelije egzokrinog pankreasa
ne proizvode dovoljno insulina ili zbog neoset-
ljivosti ciljnih æelija na insulin (WHO 1999). U
2014. je zabele�no da je broj obolelih od dijabe-
tesa na svetu oko 422 miliona. Od ukupnog broja
obolelih, 90% je obolelo od dijabetesa tipa 2,
ostalih 10% èine oboleli od dijabetesa tipa 1 i od
gestacijskog dijabetesa (WHO 2016). Postoji
nekoliko grupa lekova koji se koriste u terapiji
dijabetesa tipa 2. Meðu njima su i lekovi koji in-
hibiraju pankreasnu �-amilazu.

Alfa amilaza je enzim koji hidrolizuje 1-4
glikozidne veze, odnosno enzim koji razgraðuje

polisaharide, poput skroba i glikogena, na disa-
haride. U našem organizmu postoje dve izoforme
�-amilaze. Jednu luèe pljuvaène �lezde, dok
drugu luèi egzokrini pankreas. Aktivno mesto
�-amilaze saèinjavaju ostaci tri amino kiseline:
glutamat 233, aspartat 197 i aspartat 300, koje su
sve negativno naelektrisane (MacGregor et al.
2001). Inhibicijom ovog enzima se usporava va-
renje skroba i posledièno se smanjuje koncen-
tracija glukoze u krvotoku. Problem kod lekova
ovog tipa, koji su trenutno u upotrebi, su njihova
mnogobrojna ne�eljena dejstva i ogranièena
dostupnost (Lebovitz 1997).

Sve je veæi broj radova koji se bave uticajem
etarskih ulja na �-amilazu. U jednom od radova
(Jelenkoviæ et al. 2014) ispitivan je uticaj odre-
ðenih terpena iz etarskih ulja na inhibiciju �-ami-
laze, od kojih je najveæu inhibiciju pokazao
citral. Citral (lemonal) je organsko jedinjenje iz
grupe aldehida koje poseduje dva izomera; E i Z.
E izomer je poznatiji kao geranial ili citral A
(slika 1a), a Z izomer kao neral ili citral B (slika
1b). Nalaze se u etarskim uljima razlièitih bi-
ljaka, a neke od njih su: Melissa officinalis, Eu-
calyptus staigeriana, Citrus limon, Backhousia
citriodora, Ocimum gratissimum, Aloysia citro-
dora i dr.

Pokazano je da ekstrakti biljaka Rosa damas-
cena, Rosa centifolia, Cymbopogon martinii i
Cymbopogon citratus, bogatih citrakima, sadr�e
komponente koje inhibiraju �-amilazu (Conforti
et al. 2007; Tundis et al. 2016). U tim ekstrak-
tima se pored ostalih jedinjenja nalazi i geraniol
(slika 1c), meðutim, nije ispitivan uticaj samog
geraniola na inhibiciju �-amilaze. Geraniol je
alkohol, strukturno slièan citralu, te se smatra
njegovim funkcionalnim izomerom. Stoga je cilj
ovog rada ispitivanje inhibitornih svojstava ge-
raniola na enzim �-amilazu, kao i utvrðivanje
mehanizma inhibicije, poreðenjem sa citralom
kao veæ poznatim inhibitorom �-amilaze.
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Materijal i metode

Hemikalije. Geraniol i citral su nabavljeni
kao komercijalni preparati (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA).

Izolacija i preèišæavanje �-amilaze. Kao iz-
vor �-amilaze korišæena je humana saliva. Uzor-
ci salive prikupljeni su od polaznika i saradnika
Istra�ivaèke stanice Petnica, u periodima pre
obroka, nakon temeljnog ispiranja usne duplje
vodom. Prikupljeno je 156 mL salive, koja je
zatim centrifugirana 35 minuta na 3000 rpm na
4°C. Supernatant je dekantovan i èuvan u fri�i-
deru na 4°C, kao i talog. Iz supernatanta je vršeno
preèišæavanje enzima amonijum-sulfatnom pre-
cipitacijom, do 80% zasiæenja. Zatim je vršeno
centrifugiranje 10 minuta na 3000 rpm na 4°C,
nakon èega se enzim nalazio u talogu. Po zavr-
šetku centrifugiranja supernatant je odliven i sa-
èuvan u fri�ideru na 4°C.

Izrada kalibracione krive sa D-glukozom
za odreðivanje koncentracije redukujuæih še-
æera. Napravljen je štok 20 mM D-glukoze, a
zatim razbla�en puferom do odgovarajuæih kon-
centracija (10, 8, 6, 4, 2 i 1 mM). U mikrotube je
dodato 500 μL DNS (3,5-dinitrosalicilna kise-

lina) reagensa i inkubirane su na 60°C. Nakon
inkubiranja na 60°C, rastvori su presuti u epru-
vete i razbla�eni sa 4 mL fosfatnog pufera. DNS
metoda se koristi za odreðivanje koncentracije
šeæera u rastvoru. DNS reagens reaguje sa slobo-
dnom aldehidnom grupom redukujuæih šeæera,
pri èemu ona prelazi u karboksilnu, a 3,5-dinitro-
salicilna kiselina prelazi u 3-amino-5-nitro-
salicilnu kiselinu sa maksimumom apsorpcije na
540 nm, te se na osnovu absorbance mo�e pratiti
nastajanje 3-amino-5-nitrosalicilne kiseline koje
je proporcionalno koncentraciji šeæera.

Odreðivanje aktivnosti resuspendovanog
taloga. Pomoæu DNS metode odreðena je en-
zimska aktivnost resuspendovanog taloga dobi-
jenog amonijum-sulfatnom precipitacijom. Iz
reakcione smeše (2 mL pufera i 2 mL 2% skroba
u koje je dodato 1 mL resuspendovanog taloga i
tada je ukljuèena štoperica) u prvom, treæem, pe-
tom, sedmom i 10. minutu uzimano je po 500 μL
i sipano u mikrotube u koje je veæ prethodno
sipano 500 μL DNS-a. Sve mikrotube su inku-
birane u termošejkeru 15 minuta na 60°C na
250 rpm. Apsorbanca je merena spektrofoto-
metrijski na 540 nm. Na osnovu apsorbance je
izraèunata je aktivnost �-amilaze i izra�ena u en-
zimskim jedinicama po mililitru (U/mL). Jedna
enzimska jedinica (U) predstavlja kolièinu en-
zima koja katalizuje 1 μmol supstrata u minuti.

Odreðivanje inhibitornog dejstva citrala
na enzim �-amilazu. U mikrotube je unapred
sipan DNS. U epruvetama su pripremljene rea-
kcione smeše (2 mL 2% rastvora skroba, 1 mL
50 mM fosfatnog pufera i 1 mL odgovarajuæe ko-
centracije inhibitora). Korišæene su koncentraci-
je inhibitora: 0.25, 0.5, 1, 1.25, 2.5 i 3.75 mM.
Potom je u epruvetu sa najni�om koncentracijom
dodato 500 μL rastvora enzima. Postupak je po-
novljen sa svim epruvetama. Po završetku, sve
mikrotube su inkubirane u termošejkeru 15 mi-
nuta na 60°C na 250 rpm. Apsorbanca je merena
spektrofotometrijski na 540 nm.

Odreðivanje inhibitornog dejstva gerani-
ola na enzim �-amilazu. Inhibicija geraniolom
je raðena po istom principu kao i inhibicija citra-
lom. Koncentracije inhibitora koje su korišæene
su sledeæe: 0.25, 0.5, 1, 1.25, 2.5 i 3.75 mM. Po
završetku, sve mikrotube su inkubirane u termo-
šejkeru, 15 minuta na 60°C na 250 rpm. Apsor-
banca je merena na 540 nm na spektrofotometru.

Slika 1. a – Geranial (citral A); b – Neral (citral B);
c – Geraniol.

Figure 1. a – Geranial (citral A); b – Neral (citral B);
c – Geraniol.



Rezultati i diskusija
Na osnovu izmerenih apsorbanci rastvora po-

znate koncentracije, napravljena je kalibraciona
kriva i odreðena je jednaèina prave. Parametri
prave su dalje korišæeni za odreðivanje koncen-
tracije redukujuæih šeæera nakon zaustavljanja
reakcije. Na osnovu tih podataka, pravljeni su
grafici zavisnosti koncentracije redukujuæih še-
æera od vremena i izraèunata je aktivnost �-ami-
laze bez inhibitora, kao i njena aktivnost pri
svakoj od koncetracija inhibitora koje smo ko-
ristili.

Odreðivanje aktivnosti
resuspendovanog taloga

Nakon merenja apsorbance za svaki od ras-
tvora zaustavljene reakcione smeše u razlièitim
vremenima, bez prisustva inhibitora, na osnovu
jednaèine prave dobijene preko kalibracione
krive, izraèunata je koncentracija redukujuæih
šeæera u izabranim vremenima. Izraèunate kon-
centracije smo koristili za izradu grafika i izraèu-
navanje aktivnosti �-amilaze (slika 2). Dobijenu
vrednost aktivnosti koristili smo za poreðenje sa
aktivnošæu �-amilaze pri prisustvu razlièitih
koncentracija izabranih inhibitora.

Odreðivanje inhibitornog dejstva
citrala na enzim �-amilazu

Aktivnost �-amilaze u prisustvu razlièitih
koncentracija citrala kao inhibitora izraèunata je
na isti naèin kao i aktivnost �-amilaze bez prisus-
tva inhibitora. Citral je pokazao najveæu sposob-
nost inhibicije �-amilaze pri koncentracijama od
0.25 i 0.5 mM (slika 3).
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Slika 2. Promena koncentracije redukujuæih šeæera sa
vremenom bez prisustva inhibitora

Figure 2. Change in the concentration of reducing
sugars without inhibitors

Slika 3. Promena koncentracije redukujuæih šeæera sa
vremenom u prisustvu citrala kao inhibitora –
koncentracija citrala 0.25 mM (gore) i koncentracija
citrala 0.5 mM (dole)

Figure 3. Change in the concentration of reducing
sugars in the presence of citral as an inhibitor –
0.25 mM citral (above) and 0.5 mM citral (below)
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Odreðivanje inhibitornog dejstva
geraniola na enzim �-amilazu

Aktivnost �-amilaze u prisustvu razlièitih
koncentracija geraniola kao inhibitora izraèunata
je na isti naèin kao i aktivnost �-amilaze bez
prisustva inhibitora, kao i u prisustvu citrala kao
inhibitora. Geraniol je pokazao najveæu sposob-
nost inhibicije �-amilaze pri 0.25 i 2.5 mM kon-
centraciji (slika 4).

Diskusija

Imajuæi u vidu strukturu aktivnog mesta
�-amilaze, koje èine ostaci tri negativno naelek-
trisane amino kiseline (glutamat 233, aspartat
197 i aspartat 300), pretpostavljen je mehanizam
delovanja inhibitora.

Inhibitori �-amilaze kao što je akarboza inhi-
biraju enzim tako što kiseonik iz karboksilne
grupe ostataka aminokiselina (glutamat 233 i
aspartat 300) nagradi vodoniène veze sa „gliko-
zidnom” NH grupom akarviozinske grupe (Qian
et al. 1994).

Kod inhibitora kao što su citral ili geraniol
nije ispitan mehanizam inhibicije. S obzirom na
to da je citral jedinjenje iz grupe aldehida, pret-
postavljeno je da æe se parcijalno pozitivni uglje-
nik kovalentno vezati za parcijalno negativni
kiseonik na aktivnom mestu amilaze i ostvariti
ireverzibilnu inhibiciju. Imajuæi u vidu reaktiv-
nost aldehidne grupe citrala, mo�emo pretpo-
staviti da æe doæi do formiranja Šifove baze sa
enzimom. Šifova baza nastaje u reakciji karbo-
nilnog ugljenika i amino grupe, koja je u našem
sluèaju amino grupa enzima.

Kod geraniola, koji je jedinjenje iz grupe
alkohola, pretpostavljeno je da æe parcijalno po-
zitivni vodonik nagraditi vodoniène veze sa ne-
gativno naelektrisanim kiseonikom na aktivnom
mestu amilaze i ostvariti kompetitivnu inhibiciju.

Najveæi inhibitorni potencijal citral je poka-
zao u koncentracijama 0.25 i 0.5 mM. Ovaj
rezultat je u skladu sa prethodnim rezultatima
(Jelenkoviæ et al. 2014). Taèan mehanizam inhi-
bicije i dalje nije poznat, te bi dalja istra�ivanja
podrazumevala ispitivanja kinetièkih parame-
tara, utvrðivanje tipa inhibicije i taènog meha-
nizma inhibicije.

Geraniol, za razliku od citrala, nije pokazao
inhibiciju ili je ona pri odreðenim koncentra-
cijama bila zanemarljiva (slika 5). Iz ovoga bi se
moglo zakljuèiti da do inhibicije ne dolazi u od-
sustvu aldehidne grupe prisutne kod citrala.
Stoga, uprkos velikoj strukturnoj sliènosti citrala
i geraniola, geraniol ne poseduje znaèajna inhibi-
torna svojstva pri delovanju na �-amilazu. Ovaj
podatak mo�e biti od znaèaja u usmeravanju
daljih istra�ivanja na pronala�enje inhibitora
�-amilaze meðu onim jedinjenjima koja pose-
duju aldehidnu grupu.

Slika 4. Promena koncentracije redukujuæh šeæera sa
vremenom u prisustvu geraniola kao inhibitora –
koncentracija geraniola 0.25 mM (gore) i
koncentracija geraniola 2.5 mM (dole)

Figure 4. Change in the concentration of reducing
sugars in the presence of geraniol as an inhibitor –
0.25 mM geraniol (above) and 2.5 mM geraniol
(below)



Dalja ispitivanja potentnosti amilaznih inhi-
bitora trebalo bi da ukljuèuju odreðivanje kine-
tièkih parametara i tipa inhibicije, kako bi se
definitivno potvrdila pretpostavka da citral do-
vodi do ireverzibilne inhibicije. Takoðe, kon-
centracije citrala treba uporediti sa nekim od
komercijalno dostupnih lekova koji se koriste u
terapiji dijabetes melitusa tipa 2, kako bi se sa
sigurnošæu znalo da li se citral mo�e koristiti u
terapiji ove široko rasprostranjene bolesti.

Zakljuèak

Rezultati ovog istra�ivanja potvrdili su pret-
hodna saznanja da citral inhibira �-amilazu i
doprineli razumevanju do sada nepoznatog me-
hanizma inhibicije. Naime, jedina strukturna raz-
lika izmeðu geraniola i citrala je alkoholna,
odnosno aldehidna grupa na istoj poziciji. Gera-
niol, za razliku od citrala, uprkos velikoj struk-
turnoj sliènosti ne pokazuje inhibitorna svojstva,
èime je potvrðen znaèaj prisustva aldehidne
grupe citrala za inhibiciju aktivnosti �-amilaze.
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Slika 5. Relativna aktivnost �-amilaze pri
koncentracijama inhibitora koje pokazuju potentnost
u inhibiciji:
c0.25 – citral u koncentraciji 0.25 mM
c0.5 – citral u koncentraciju 0.5 mM
g0.25 – geraniol u koncentraciji 0.25 mM
g2.5 – geraniol u koncentraciji 2.5 mM
Aktivnost je izra�ena u odnosu na aktivnost
�-amilaze bez inhibitora (K) koja je uzeta za
jedinicu.

Figure 5. Relative activity of �-amylase at inhibitor
concentrations which show significant inhibition:
c.025 – 0.25 mM citral
c0.5 – 0.5 mM citral
g0.25 – 0.25 mM geraniol
g2.5 – 2.5 mM geraniol
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Dragica Kalaba

Influence of Geraniol and Citral on
the Inhibition of �-Amylase

In this paper geraniol and citral were tested
for inhibitory effects on �-Amylase. Our results
show that citral inhibits the enzyme even at lower
concentrations, while geraniol showed no in-
hibitory effect. The mechanism of inhibition
probably involves the formation of a Shiff base
between citral’s aldehyde group and the en-
zyme’s amino groups. �-Amylase inhibitors are
important for the supplementary therapy of dia-
betes, so there is a need for the discovery of novel
inhibitors. Further research is necessary to deter-
mine the exact mechanism by which citral inhib-
its �-Amylase.


