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СПИСЪК С ИЗПОЛЗВАНИ СЪКРАЩЕНИЯ 
 
 
SEM сканираща електронна микроскопия 
LC-MS течна хроматография – мас-спектрометрия 
NADPH 
UV 

никотинамид-аденин-динуклеотид-фосфат 
улравиолетова светлина 

DPPH 1,1-дифенил-2- пикрилхидразил 
ATФ аденозинтрифософат 
GC-MS газова хроматография – мас-спектрометрия 
UPLC-MS 
UPLC-MS/MS 
 
ICP-MS 

ултра ефективна течна хроматография – мас-спектрометрия 
ултра ефективна течна хроматография – синхронизирана мас-
спектрометрия 
индуктивно свързаната плазмена мас-спектрометрия 

MS 
UPLC 

мас-спектрометрия 
ултра ефективна течна хроматография  

QC контрол на качеството     

 
 
 
ВЪВЕДЕНИЕ 
Растенията са едни от многобройните дарове на природата 

(Oluwafemi et al., 2020). Още от дълбока древност те се използват като 
източник на храна и лекарства. Според Световната здравна организация, 
приблизително 80% от хората по света използват предимно лечебни 
растения при много заболявания, поради техните целебни свойства, 
дължащи се на съдържащите се в тях биологично активни вещества 
(Elansary et al., 2019). 

Лечебните растения чрез съдържащите се в тях биологично активни 
вещества притежават антимикробни, антивирусни, противогъбични и 
антиоксидантни свойства (Oluwafemi et al., 2020). Ето защо те са широко 
използвани за проучване и са основни източници за биотехнологични и 
фармацевтични разработки (Mumtaz et al., 2017). 

Обект на дисертационния труд са видовете Marrubium 
friwaldskyanum Boiss., Marrubium peregrinum L., Marrubium vulgare L. и 
Centaurea thracica (Janka) Hayek, които са проучени за тяхната фитохимия, 
биологични активности и възможности за биотехнологично приложение.  
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ЛИТЕРАТУРЕН ОБЗОР 
Ботанична характеристика 
Marrubium friwaldskyanum е български ендемит, включен в Червената 

книга на Р. България, Том 1. Растения и гъби (Peev, 2015) под категорията 
уязвим (VU) и фигурира в Червеният списък на висшите растенията в 
България (Petrova & Vladimirov, 2009) също под категорията уязвим (VU). 
Местообитанията му в България попадат в защитените територии от 
Европейската екологична мрежа Натура 2000 (Zheljazkov et al., 2022). 
Стъблото му е единично или разклонено, четириръбесто, влакнесто, 
достигащо на височина от 20 до 60 cm. Листата са прости, разположени на 
къси дръжки с дължина 1.2–5.5 cm и широчина 0.7–3.4 cm. По форма 
листата са кръгли или елипсовиднии, равномерно назъбени. Цветовете са 
жълти до кремавожълти (Jordanov, 1989). Вирее върху плитки, сухи почви, 
по-често върху варовик. Среща се в Средните и Западните Родопи, както и 
в Тракийската низина (Meshinev, 2015). 

Marrubium vulgare има сходни морфологични белези с тези на 
Marrubium friwaldskyanum. Стъблото е високо 20-80 cm, изправено, 
разклонено. Листата са яйцевидни до заоблени, дълги до 3 cm, по ръба 
неравномерно тъпо назъбени, напластени с бели власинки. Цветовете са 
събрани по 20-50 в прешлени, с линейни прицветници. Чашката е 
звънчевидна. Венчето е бяло, двуустно, с къса тръбица, горната устна е 
изправена, до средата двуделна, дяловете са тесни, лентовидни; долната е 
извита и триделна, средният дял е заоблен; страничните са по-къси, 
ланцетни и двете устни отгоре са гъсто покрити с прости власинки. 
Тичинките са 4, двете външни – по-дълги, но не излизат извън тръбицата 
на венчето. Плодът е сух, разпадащ се на 4 елипсовидни, тръбести, голи 
орехчета. (Кузманов и кол., 2006). Marrubium vulgare е бил един от най-
продавания като билкова добавка през 2018 г. за масова употреба в САЩ 
(Smith & Sawyer, 2019). У нас видът се среща все по-рядко. 

Marrubium peregrinum L. е многогодишно растение от семейство  
Lamiaceae с четириръбесто стъбло, високо 25-105 cm, силно разклонено. 
Листата са дълги 0.2-1.4 cm, единични, ланцетни, при основатга си 
целокрайни, нагоре неравни, остро насечени до назъбени. Цветовете са 
бели. Плодът е орех (Jordanov, 1989). Обитава сухи тревисти и каменисти 
места край пътища и рудерални терени до към 1 000 м надм.в. Среща се в 
Европа и Средна Азия и принадлежи към Понтийско-Средиземноморски 
флористичен район (Diklić, 1974). 

Повечето проучвания за род Marrubium са върху видове, 
разпространени в Турция и Иран, тъй като растенията от рода са 
разпространени в Средиземноморския регион, Азия и Африка (Akgül et al., 
2008; Talebi et al., 2019). 
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Centaurea thracica е многогогодишно растение с височина 50-90 cm, 
обикновено светлозелено. Стъблото е изправено, единично или с 2 до 6 
разклонения в горната част, задебелено под съцветието, гъсто овласнено с 
разклонени трихоми. Листата гъсто разположени, покрити с разклонени 
трихоми, в основата на растението начленени, лировидни, като върховете 
са продълговати или триъгълни. Средните и горните листа са прости, 
продълговати, яйцевидно-ланцетни, заострени към върха. Листчетата, 
изграждащи инволукриумът са яйцевидни или куполовидни, от 25-35 х 20-
28 mm, разположени в няколко реда, кожести, жъто-зелени, без власинки. 
Жилките им се подават от върховете като единчни шипчета с дължина от 4 
до 8 mm. Цветовете са жълти, двуполови (Negaresh & Rahiminejad, 2015). 
Разпространена е в България, Гърция и Турция. Обитава предимно 
тревисти места и храсталаци с надморска височина от 180 до 1300 m. 
(Negaresh & Rahiminejad, 2015). 

Фитотерапевтични свойства 
Представителите от род Marrubium оказват благоприятно влияние 

върху човешкия организъм. Използват се в народната медицина по целия 
свят за лечение на различни заболявания (Yabrir, 2018). Лечебни 
субстанции от растителни видове от род Marrubium проявяват 
антиноцицептивна (De Jesus et al., 2000), антихипертензивна (El Bardai et 
al., 2004), спазмолитична (Rigano et al., 2009), антиедематогенна (Stulzer et 
al., 2006), аналгетична (Meyre-Silva et al., 2005), инсектицидна (Pavela, 
2004), противовъзпалителна (Sahpaz et al., 2002a), антимикробна (Rigano et 
al., 2007), антихеликобактерна (Ramadan & Safwat, 2009), цитопротективна 
(Martin-Nizard et al., 2003) и значителна антилевкемична активност 
(Alkhatib et al., 2010).  

Род Centaurea е привлякъл голям интерес към създаването на нови 
лекарствени форми (Zengin et al., 2018). Представители на този род имат 
диуретично и леко адстрингентно действие, използват се и като горчиви 
тоници за стомах (Al-Easa & Rizk, 1992). Прилагат се за лечение на 
ревматизъм, диабет, диария и хипертония (Sarker et al., 1997). Видовете на 
рода имат редица биологични ефекти, включително антимикробни, 
противогъбични, антиплазмодиални (Kaskoos, 2013). Проявяват 
антиулцерогенни, антиоксидантни, антивирусни, антипротозойни и 
противоракови свойства (Pires et al., 2018).  

Фитохимична характеристика 
Род Marrubium съдържат редица биологично активни вещества, но е 

с най-голямо съдържание на фенолни съединения (Kozyra et al., 2020). В 
екстракти от Marrubium vulgare и Marrubium friwaldskyanum са открити  
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свободни фенолни киселини - ферулова, р-кумарова, кафеена и 
гентизинова киселини (Kozyra et al., 2020). 

При фитохимични изследвания на M. peregrinum са изолирани 
различни групи съединения: флавони (апигенин и лутеолин) (Sahpaz et al., 
2002b), флавоноли (кемпферол) (Nagy et al., 1996), гликозилирани 
флавоноиди, производни на кафеената киселина (Gruenwald & Brendler, 
2000) и четири дитерпеноиди (перегринин, перегринол, маррубиин и 
премарубиин) (Telek et al., 1997). 

Zheljazkov et al. (2022) са разкрили наличието на 45 съединения в M. 
frivaldskyanum, които са идентифицирани като флавоноиди, фенолни 
киселини и (три)терпеноиди. 

За Marrubium vulgare е установено съдържание на маррубиин, 
лабданов дитерпен, характерен за рода, както и сложна смес от фенолни 
съединения (Aćimović et al., 2020).  

За род Centaurea най-често срещаните съединения са 
сесквитерпенови лактони (цинаропикрин, гросгемин, репнин). Те са 
типични компоненти за растенията от семейство Asteraceae (Rustaiyan & 
Faridchehr, 2021). Установени са също флавони (апигенин, лутеолин, 
лутеин, флавоноли), кверцетин и канелени киселини (Fernandes et al., 
2019). 

Метаноловият екстракт от свежи събрани цветове на Centaurea 
scabiosa съдържа кумаран (2,3-дихидробензофуран), 5-хидроксиметил 
фурфурал, 3-хидрокси-4-метоксибензоена киселина, метилов естер и 3-
метил-кумарин. Тези компоненти представляват 80% от общия брой 
установени вещества (Sharonova et al., 2021).  

 

Биологична активност на фенолните съединения 
Фенолните съединения са продукти от вторичния метаболизъм на 

растенията. Отговорни са за пигментацията и стипчивостта, действат като 
защитни агенти срещу UV светлина, също така предпазват растенията от 
паразити и насекоми (Durazzo et al., 2019). Те са естествени биоактивни 
молекули, открити главно в растителните тъкани (Albuquerque et al., 2021). 
Приемът на антиоксиданти помага за понижаване на реактивните 
кислородни форми, така че да се предотвратят много остри и хронични 
заболявания (Neha et al., 2019). 

Флавоноидите апигенин, хризин, нарингенин, кемпферол, кверцетин, 
даидзеин и генистеин пречат на образуването на биофилм, докато 
кверцетинът, лутеолинът, мирицетинът и байкалеинът инхибират 
репликацията на бактериалната ДНК (Jucá et al., 2020).  

Растителните екстракти, получени от билки и прилагани като 
противотуморни средства имат цитотоксичен ефект спрямо туморните 
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клетки, без да засягат клетъчната жизнеспособност на здравите клетки 
(Mouhid et al., 2018). Има малко познания за противораковата активност на 
род Marrubium (Kozyra et al., 2020). 

Анализирана е цитотоксичната активност на фенолните киселини, 
включени в метанолни екстракти от култивиран Marrubium friwaldskyanum 
срещу ракови и нормални клетки. Установена е цитотоксична активност на 
нехидролизираната фракция на фенолните киселини върху клетъчна линия 
на човешки меланомен рак и не е открита активност срещу нормални 
клетки (Kozyra et al., 2020). 

 
ЦЕЛ И ЗАДАЧИ НА ДИСЕРТАЦИОННИЯ ТРУД 
Настоящият дисертационен труд има за цел чрез биологично и 

фитохимично проучване на видовете Marrubium friwaldskyanum, Marrubium 
peregrinum, Marrubium vulgare и Centaurea thracica да установи 
значимостта им за приложение в биотехнологични разработки и 
използването им като лечебни ратения. 

Във връзка с целта са поставени следните задачи:  
1. Събиране на материали от видовете Marrubium friwaldskyanum, 

Marrubium peregrinum, Marrubium vulgare и Centaurea thracica, 
разпространени в България. 

2. Анатомичен анализ на Marrubium friwaldskyanum и Marrubium 
peregrinum. 

3. Фитохимично изследване на видовете Marrubium friwaldskyanum, 
Marrubium peregrinum и Centaurea thracica. 

4. Изследване на биологичните активности на екстракти от 
Marrubium friwaldskyanum и Marrubium peregrinum. 

5. Определяне съдържанието на протеини, масленост, въглехидрати, 
съдържание на минерални вещества и на неразтворими фибри при 
Centaurea thracica. 

 
МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 
Материали 
От Marrubium friwaldskyanum Boiss. (Фривалдскиев пчелник) през 

2019-2021 г. е събрана надземната част по време на вегетационния период 
от територията на средновековната крепост Цепина - Баташката планина 
(фиг. 1). 
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От Marrubium peregrinum L. (Сусерка) през 2020-2021 г. е събрана 
надземната част по време на вегетационния период от възвишения над град 
Кричим. 

От Marrubium vulgare (Обикновен пчелник) е събрана надземната 
част по време на вегетационния период над град Куклен. 

От Centaurea thracica (Janka) Hayek (Тракийска метличина) през 2020 
и 2021 г. е събрана надземната част по време на вегетацията (цъфтеж и 
семеобразуване) в околностите на гр. Царево. Цъфтящите съцветия от 
Centaurea thracica бяха събрани през юни, а зрелите съцветия и семена 
през септември. 

Хербариини образци са депозирани в хербариума на Аграрен 
университет - Пловдив (SОА) (фиг. 2).  
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Фигура 1. Изследване и събиране на Marrubium friwaldskyanum. 

 
 

 
Фигура 2. Хербариини образци на изследваните растения: 1 - Marrubium friwaldskyanum 
(№ 063316); 2 - Marrubium peregrinum (№ 063315); 3 - Marrubium vulgare ( № 063532); 4 
- Centaurea thracica (№ 063533). 

 
Методи 
Методи използвани при изследванията на видовете от род 

Marrubium 
Микроскопският анализ на Marrubium friwaldskyanum, Marrubium 

peregrinum, Marrubium vulgare е извършен със светлинен микроскоп 
Magnum T Trinocular microscope, снабден със система за фото-
документация Si5000. Анализът на листата и стъблото е направен 
следвайки класическите методи на Metcalfe & Chalk (1950). 

Сухият прах от лиофилизираните проби от цялото растение M. 
peregrinum и от листата, стъблата и цветовете на M. friwaldskyanum беше 
подложен на екстракция и фракциониране на метаболитите, при което 
семиполярната фаза беше използвана при GC-MS и UPLC-MS анализите, а 
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неполярната – за изследване на липидите. Дериватизацията на първичните 
метаболити e извършена съгласно Lisec et al. (2006). 

Екстракцията е проведена съгласно Giavalisco et al. (2011) и Salem et 
al. (2020) с малки изменения. 

 Определянето и последващото анотиране на метаболитите бяха 
завършени с помощта на вътрешна база данни с референтни съединения, 
синхронизирана MS (MS/MS) фрагментация и метаболомика (Alseekh et 
al., 2021). 

При анотирането на метаболитите, измерени чрез GC-MS, беше 
използвана базата данни Golm Metabolome (Kopka et al., 2005). 
Анотирането на липидите беше извършено главно посредством вътрешно 
търсене основано на пълно сканиране MS1 в база данни, състояща се от 
самостоятелни стандарти, по описания от Hummel et al. (2011) метод. 

За Определяне на минералното съдържание пробите са подложени на 
микровълново смилане съгласно протокола, описан от Miller (1998). 

Данните от газовата и течната хроматография бяха подложени на 
мултивариационен анализ посредством MetaboAnalystR (Pang et al., 2022) и 
софтуер R, версия 4.3.1. 

Цитотоксичността и потенциалната антитуморна активност на 
изолатите от M. peregrinum и M. frivaldskyanum бяха анализирани in vitro с 
помощта на четири човешки клетъчни линии: A549 (ATCC CCL-185™), 
изолирана от белодробен аденокарцином; HeLa (ATCC CCL-2™) - 
цервикална аденокарцинома; HT-29 (ATCC HTB-38 HT29), получена от 
колоректален аденокарцином и HFFC - фетални фибробласти, изолирани 
от препуциум (CLS Cell Lines Service GmbH, Eppelheim, Германия).   

Проведени бяха два типа in vitro тестове за цитотоксичност: МТТ 
тест, основаващ се на редукция на 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,4-дифенил 
тетразолиев бромид (МТТ) от метаболитно активни неувредени клетки 
(Edmondson et al., 1988) и NR тест, чийто принцип е свързан с усвояване на 
неутрално червено (NR) в лизозомите на живите клетки от изследваната 
проба (Repetto et al., 2008). 

За получаване на туморни сфероиди бяха използвани HT29 клетки. 
Измервания на диаметъра на получените сфероиди след 24 и 96 часа 
култивиране бяха извършени на микроскоп Inverso (Medline Scientific, 
Chalgrove, Oxon, UK) с помощта на цифрова камера с висока разделителна 
способност Si-3000 и специализиран софтуер (Medline Scientific, Chalgrove, 
Oxon, UK). 

За да бъде изследвана антибактериалната активност на пробите от M. 
peregrinum и M. frivaldskyanum, бяха проведени дифузионни тестове с два 
вида микрооргнизми – един Грам-отрицателен /Escherichia coli (ATCC 
25922)/ и един Грам-положителен вид /Bacillus cereus (ATCC 11778)/. 
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Статистическите анализи са направени със статистическа програма 
SPSS версия 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). 

Методи използвани при изследванията на Centaurea thracica 
- Метод за определяне на общ азот и общ протеин (Association of 

Official Analytical Chemist, 2016). 
- Определяне масленото съдържание с апарат на Соксле (ISO 

659:2009). 
- Определяне на общото съдържание на въглехидрати (Food and 

Agriculture Organization of the United Nations, 2003). 
- Определяне на неразтворимите фибри (БДС EN ISO 6865:2001). 
- Определяне на пепелното съдържание (БДС 13491:1976). 
- Определяне съдържанието на влага и летливи вещества (БДС ISO 

711:1997). 
- Определяне на енергийна стойност (Food and Agriculture 

Organization of the United Nations, 2003). 
- Определяне на индивидуалния мастнокиселинен състав на 

глицеридното масло (ISO 12966-1:2014, ISO 12966-2:2017). 
- Определяне на йодно число (American Oil Chemists Society, 2022). 
- Определяне на токоферолов състав (ISO 9936:2016). 
- Изолиране на фосфолипиди и определяне на индивидуалния 

фосфолипиден състав (Folch et al., 1957, ISO 10540-1:2014). 
- Атерогенният индекс се изчислява въз основа на 

мастнокиселинния състав на маслото (Ulbricht & Southgate, 1991). 
- Тромбогенният индекс се определя като съотношение между про-

тромбогенните и анти-тромбогенните киселини (Ulbricht & 
Southgate, 1991). 

- Статистическият анализ е проведен чрез използване на 
статистическа функция на Microsoft Office Excel. 

 

РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ 
Резултати получени при изследванията на видовете от род 

Marrubium 
Анатомичен анализ на Marrubium friwaldskyanum и 

Marrubium peregrinum  
При анализа на листната повърхност се установи, че основните 

клетки и при двата вида са със зигзаговидно извити клетъчни стени и 
различни размери, което е в съответствие с класификацията на Aneli (1975) 
и проучванията на Mladenova et al. (2019). И при двата таксона 
преобладаващите устица са от диацитен тип, като на места се открива и 
аномоцитен тип устичен апарат (фиг. 3). 
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Фигура 3. Диацитен и аномоцитен тип устичен апарат при Marrubium friwaldskyanum 
(A) и Marrubium peregrinum (B). 

 

Индументума при Marrubium friwaldskyanum e представен от два 
типа трихоми – покривни и жлезисти. Покривните трихоми биват 
едноклетъчни линейни и многоклетъчни силно разклонени (фиг. 4A,B). 
Жлезистите трихоми по своята структура са приседнали щитовидни (фиг. 
4C), с къса едноклетъчна дръжка (фиг. 4D,E)  или двуклетъчна структура 
(фиг. 4F). 

 
Фигура 4. Типове трихоми при Marrubium friwaldskyanum. A – едноклетъчни линейни 
покривни трихоми; B – многоклетъчна разклонена покривна трихома; C – жлезиста 
щитовидна трихома; D, E – жлезиста трихома с едноклетъчна дръжка; F – жлезиста 
трихома с двуклетъчна дръжка. 
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Установените при Marrubium peregrinum трихоми са представени на 
фигура 5. 

 

Фигура 5. Типове трихоми при Marrubium peregrinum. A – многоклетъчни разклонени 
покривни трихоми; B – жлезиста щитовидна трихома; C – жлезиста трихома с 
едноклетъчна дръжка; D – жлезиста трихома с едноклетъчна дръжка и две излъчващи 
клетки. 

 

Напречният пререз на листната пластинка при двата вида показа 
бифациална структура. При Marrubium friwaldskyanum се различават горен 
и долен епидермис с мезофил съставен от 1 ред палисадна тъкан към 
горната повърхност и гъбчести клетки към долната (фиг. 6A). При 
Marrubium peregrinum към двете повърхности се срещат стълбчести клетки 
(фиг. 6B). Централната жилка на листата и при двата вида е представена от 
затворени колатерални проводящи снопчета (фиг. 6C, D). 

 

 
Фигура 6. Напречен пререз на листна пластинка. A – Marrubium friwaldskyanum; B – 
Marrubium peregrinum; C – колатерално снопче при Marrubium friwaldskyanum; D – 
колатерално снопче при Marrubium peregrinum. (pt – палисадна тъкан, st – гъбчеста 
тъкан). 

 

При напречния пререз на стъблото ясно разграничими са кора и 
сърцевина. В кората присъстват главно паренхимни клетки, като в ъглите 
се наблюдават няколко слоя коленхим. Проводящите тъкани са с 
неснопчесто устройство (фиг. 7). 
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Фигура 7. Напречен пререз на стъбло. А – Marrubium friwaldskyanum; B – Marrubium 
peregrinum. (co – коленхим, c – кора, ca – камбий, p - сърцевина). 

 

По стъблената повърхност при Marrubium friwaldskyanum се срещат 
както едноклетъчни линейни така и многоклетъчни разклонени покривни 
трихоми (Фигура 8A,B). Жлезистите трихоми при този вид са два типа: с 
едноклетъчна дръжка и едноклетъчна излъчваща клетка и с двуклетъчна 
дръжка и две излъчващи клетки (фиг. 8 C, D). 

 
 
 
 
 
 
 
 
Фигура 8. Типове трихоми при Marrubium friwaldskyanum. А – едноклетъчни линейни 
покривни трихоми; B – многоклетъчни разклонени покривни трихоми; C – жлезиста 
трихома с едноклетъчна дръжка и една излъчваща клетка; D – жлезиста трихома с 
двуклетъчна дръжка и две излъчващи клетки. 

 

При Marrubium peregrinum покривните трихоми са многоклетъчни 
разклонени, а жлезистите трихоми са съставени от двуклетъчна дръжка и 
две излъчващи клетки (фиг. 9). 
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Фигура 9. Типове трихоми при Marrubium peregrinum. A – многоклетъчна покривна 
трихома; B – жлезиста трихома с двуклетъчна дръжка и две излъчващи клетки. 

 

GC-MS анализ на първични метаболити 
Идентифицирани бяха общо 80 метаболомни маркера (пикове), 

класифицирани като аминокиселини, органични киселини, захари и 
захарни алкохоли.  

Анализът на главните компоненти (фиг. 10) обяснява приблизително 
70.5% от вариацията в пробите, като първият главен компонент (PC1) 
обяснява 53.5% от вариацията, а вторият главен компонент (PC2) – 17% от 
нея. 

 

 
Фигура 10. PCA резултати въз основа на GC-MS анализ, използвайки алгоритъма за 
клъстър на Ward. Четирите проби са представени, както следва: цветове на Marrubium 
friwaldskyanum — червени кръгове, листа на Marrubium friwaldskyanum — зелени 
триъгълници, стъбло на Marrubium friwaldskyanum — синьо-зелени квадрати и 
Marrubium peregrinum — лилави кръстове. 
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Ясно се разграничават четирите групи проби разделени в три 
отделни клъстери: цветове на M. friwaldskyanum, стъбло на M.  
friwaldskyanum и листа на M. friwaldskyanum и M. peregrinum. Това показва, 
че съставът на първичните метаболити на листата на M. friwaldskyanum не 
се различава значително от тези на M. рeregrinum. 

Йерархичният клъстерен анализ (Hierarchical Clustering Analysis – 
HCA) (фиг. 11) показва подобно групиране, тъй като разпознава листата на 
M. peregrinum и M. friwaldskyanum като по-сходни от листата и стъблaта за 
съответните видове. 
 

 
Фигура 11. Йерархичен клъстерен анализ (HCA), базиран на CG-MS анализ, 
използвайки алгоритъма за групиране на Ward. 

 

Анализите за VIP (важност на променливата в проекцията) бяха 
проведени за първите 20 метаболита, за да се разграничат най-важните 
маркери измежду всички групи проби (фиг. 12). 

Уникалното съединение от избраните топ 20 съединения, което се 
отличава по отношение на своите дискретни нива, е захарният алкохол 
галактинол, много често свързан със защитата на растителните клетки от 
окислително увреждане и представен в най-високи концентрации в 
пробите от M. peregrinum (фиг. 12). Първите 20 метаболита за всяка от 
групите проби (Фигура 13A–D) са специално обозначени. 
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Фигура 12. VIP резултати показват възможните маркери измежду четирите групи 
проби. 

Резултатите показват, че цветовете на M. friwaldskyanum са ясно 
разграничими от останалите проби главно поради високото натрупване на 
аминокиселини. Левцин, β-аланин, хомосерин, тирозин, ацетил-О-серин, 
валин, аспарагин, изолевцин и фенилаланин са сред аминокиселините, 
силно представени в цветовете на M. friwaldskyanum и допринасят като 
важни променливи в сравнение с останалите проби. 

Беше установено наличието на ябълчена киселина и нейните 
производни, в качеството им на членове на класа на органичните киселини, 
както и на някои захари и захарни алкохоли като рамноза, рафиноза-
подобна захар, галактинол и еритритол, но главното разграничение бе въз 
основата на аминокиселинния състав. 

В допълнение високи нива на орнитин, хомосерин, тирозин, аргинин, 
глутамин, пироглутаминова киселина, глицин, глицерол и изопропил 
малат бяха открити в цветовете на M. friwaldskyanum (фиг. 13А). 

В сравнение с цветовете, където несходството в рамките на групите 
се дължи главно на съдържанието на аминокиселини (почти 80% от силно 
застъпените маркери са аминокиселини), разпределението на най-първите 
20 метаболита от листата включва различия от приблизително 45% в 
захарите и захарните алкохоли и почти същия процент смеси от амино- и 
органични киселини (фиг. 13B). 

За стъблата на Marrubium friwaldskyanum вариацията в захарите 
показва тенденция на леко повишение в сравнение с листата и достига 
50%, но съдържанието на аминокиселини е силно понижено, което 
обуславя по-голямата застъпеност на органичните киселини (фиг. 13C). 

Marrubium peregrinum образува клъстер с проби от листата на M. 
friwaldskyanum и въз основа на 20-те най-важни метаболита, открити в M. 
peregrinum, можем да потвърдим наличието на сходна пропорция на 
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вариации на органични киселини и съдържание на захари като това, 
установено за листата на M. friwaldskyanum. 

 

 
Фигура 13. Тъканното разпределение на първите 20 основни метаболита в цветове на 
Marrubium friwaldskyanum - A; B - листа; C - стъбло; и D - Marrubium peregrinum. 
Четирите проби са представени както следва: цветове на Marrubium friwaldskyanum – 
червен цвят, листа на Marrubium friwaldskyanum – зелен цвят, стъбла на Marrubium 
friwaldskyanum – синьо-зелено и Marrubium peregrinum – лилав цвят. Горната част на 
фигурата представя променливото количество (RA) на първите 20 първични метаболита 
в съответните проби, а долната част показва тяхното съотношение и разпределение. 

 
UPLC-MS/MS анализ на вторични метаболити 
Беше оценен общ набор, състоящ се от близо 400 метаболита, 

включително различни класове съединения. От тези 400, ние анотирахме 
предполагаемо 320 съединения, 80 от тях бяха означени като неизвестни. 

PCA анализът ясно идентифицира четири различни класа проби, 
коeто показва техния уникален биохимичен състав (фиг. 14).  
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Фигура 14. Диаграми на PCA резултати на базата на UPLC-MS/MS анализ: цветове на 
Marrubium friwaldskyanum - червени кръгове, листа на Marrubium friwaldskyanum - 
зелени триъгълници, стъбла на Marrubium friwaldskyanum - синьо-зелени квадрати и 
Marrubium  peregrinum - лилави кръстове. 

 

Интересното е, че докато по основния си метаболитен състав листата 
на M. friwaldskyanum и M. peregrinum са идентични и групирани заедно, по 
отношение на техния вторичен метаболом, те се различават много и това 
лесно се вижда на фигури 15 и 16, където са показани първите 20 
метаболита с най-голям принос към PC1 и PC2. Разликата между пробите 
се дължи главно на флавоноидните производни. 

 

 
Фигура 15. Топ 20 метаболита с най-голям принос към PC1. 
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Фигура 16. Топ 20 метаболита с най-голям принос към PC2. Използвани съкращения за 
съединенията: Q3G7G-кверцетин-3-О-(2″-О-апиозил-6-О″-рамнозил)глюкозидаза; Fer 
Hex-ферулоил-хексозид; Is3G6R7G-изорамнетин-3-О-(6″-О-рамнозил)глюкозид;Is3G2-
изорамнетин-3-О-(2″-О-апиозил)глюкозид; KGRApCou-кемпферол-3-O-Glc-2″-O-Api-
6″-O-Rha pCou-7-O-G. 

 

Успоредно с PCA анализа беше изготвен анализ на тъканно-
специфичното разпределение на метаболитите (фиг. 17).  

Резултатите ясно подчертават разликите между комплексните 
биохимични мрежи, възникващи в растителните клетки на тъканно ниво, 
които могат да бъдат свързани с тъканно-специфичния синтез на 
определени вторични метаболити. 

Метаболитното профилиране е способно да генерира полезни набори 
от данни, покриващи широк спектър от различни класове съединения и в 
същото време да определи биохимични маркери за редица биологични 
процеси. В случая с пробите от Marrubium трябва да се обърне внимание и 
на съединенията с по-широка застъпеност. 
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Фигура 17. Тъканно-специфично разпределение на вторичните метаболити в M. 
friwaldskyanum: A-цветове; B-листа; C-стъбло; D-M peregrinum. Четирите проби 
са представени както следва: цветове на M.friwaldskyanum–червен цвят, листа на 
M. friwaldskyanum–зелен цвят, стъбла на M. friwaldskyanum–синьо-зелен цвят и M. 
peregrinum–лилав цвят. Горната част на фигурата представя относителното 
изобилие (RA) на първите 20 вторични метаболита в съответните проби, а 
долната част показва тяхното разпределение в четирите типа проби, където 1 е 
сумата от сигналите от четирите проби. 



22 
 

Химическото профилиране на неполярната фракция разкри липидния 
състав и на двата вида. Идентифицирани са 175 липидни съединения, 
класифицирани в 10 липидни класа. Резултатите ясно показват, че 
основните липидни дялове принадлежат само на два типа липиди: 
триацилглицероли (TAGs) и сфинголипиди (SPs). Цветовете на M. 
friwaldskyanum съдържат почти 90% TAGs, следвани от листата, в които 
съотношението на TAGs:SPs е 74:22%. В стъблото на M. friwaldskyanum, 
двата класа са представени почти в равни дялове и един допълнителен 
малък дял от 15%, представляващ лизофосфолипиди (LPL). Останалите 
липидни видовете представляват малка част в диапазона 1–7% (фиг. 18). 

 

 
Фигура 18. Липидно съдържание в тъканни проби от Marrubium friwaldskyanum. 

 
Много сходни резултати бяха наблюдавани в пробите от M. 

peregrinum, къдетоTAGs:SPs съотношението бе същото като това в листа на 
M. friwaldskyanum leaves-66:26% (фиг. 19). 

 
 

 
 
 
 
 
 
Фигура 19. Липидно съдържание в Marrubium peregrinum. Името на групата „други“ 
включва следните липидни класове, представени по-малко от 1%: Диацилглицероли, 
Лизомоногалактозилдиацилглицероли, Лизодигалактозилдиацилглицероли, Фосфати-
дилхолин. 
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Съдържание на минерали 
Пробите от изсушени растения бяха първоначално изследвани за 

наличието на 19 елемента. Средните стойности за три повторения за три 
независимо подготвени проби са дадени в таблица 1. 

Видно от таблица 1, Ca, K и Mg са основните минерални компоненти 
в анализирани проби, като концентрациите нарастват по следния начин Ca 
< Mg < K. Концентрациите от основните микроелементи могат да бъдат 
подредени както следва: Cu < Mn < Fe < Zn. Средното съдържание на Zn в 
цветовете на M. friwaldskyanum достига 581.3 ± 2.4 mg/kg, което е над 
средното съдържание на Zn за растителна тъкан (Kumar et al., 2016). 

Таблица 1. Концентрации (в mg/kg) на елементи в анализирани проби от 
Marrubium. Средни стойности (n = 3) с относително стандартно отклонение (RSD) в 
скоби. 

 Ca K Mg Na B Al 

Marrubium  
friwaldskyanum 
flowers 

187.7 (1.8) 9974.6 (1.9) 1726.3 (1.1) 12.4 (3.4) 3.9 (1.2) 12.6 (0.3) 

Marrubium  
friwaldskyanum leaves 

304.1 (1.2) 8212.9 (0.8) 2576.7 (0.8) 8.9 (1.1) 3.1 (0.6) 27.4 (0.1) 

Marrubium  
friwaldskyanum stems 

98.1 (1.0) 8945.9 (0.6) 824.3 (0.9) 6.9 (2.3) 4.1 (2.5) 4.7 (0.8) 

Marrubium peregrinum 247.6 (1.5) 8787.8 (1.2) 1548.6 (2.1) 14.1 (2.4) 7.5 (3.7) 29.0 (1.0) 
 Mn Fe Cu Zn Sr Ba 
Marrubium  
friwaldskyanum 
flowers 

16.3 (0.8) 32.1 (0.7) 4.4 (2.2) 581.3 (2.4) 9.0 (1.8) 11.1 (0.7) 

Marrubium  
friwaldskyanum leaves 

26.3 (2.4) 73.9 (1.8) 2.7 (0.8) 559.8 (1.0) 9.4 (1.8) 10.4 (0.5) 

Marrubium  
friwaldskyanum stems 

9.1 (2.7) 9.4 (0.3) 2.3 (1.5) 472.9 (1.5) 7.8 (3.8) 14.3 (2.5) 

Marrubium peregrinum 9.7 (1.5) 57.3 (1.8) 2.0 (1.7) 475.7 (3.7) 3.6 (3.4) 2.2 (1.1) 

 

Други такива изследвания (Rezgui et al., 2021) показват, че видовете 
от род Marrubium имат способността да натрупват Zn, Fe, Cu, Cd, Pb и Bi. 
Съдържанието на тежки метали в анализираните проби показва, че Fe 
присъства в най-високо количество (73.9 mg/kg) в листните проби от M. 
friwaldskyanum. Cu се натрупва главно в цветните тъкани на растенията M. 
friwaldskyanum (4.4 mg/kg), като малки количества се натрупва в листата и 
стъблата. Всички те бяха в рамките на разрешените граници съгласно 
регулаторните стандарти на ФАО/СЗО [ФАО/СЗО], които прави растенията 
безопасни за по-сетнешна преработка и употреба. 

 

Цитотоксичност и антитуморен потенциал 
Екстрактите от Marrubium peregrinum и Marrubium frivaldskyanum 

бяха анализирани чрез in vitro тестове, отчитащи ефект върху клетъчния 
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метаболизъм (основно митохондриална активност) и виталност (МТТ 
тест), както и лизозомална функционалност и клетъчна виталност (NR 
тест). Беше използван панел от четири клетъчни линии – три с карциномен 
произход (HeLa, A549, НТ29) и една нормална фибробластна линия 
(HFFC). 

Тези изследвания предоставят възможност да бъде дефиниран както 
общ цитотоксичен ефект на изследваните проби, така и антитуморен 
потенциал спрямо различни типове ракови клетки. Получените резултати 
показаха цитотоксични ефекти, зависещи от времето за третиране и 
приложената концентрация на тест-проба. Най-висока чувствителност към 
всички тествани проби проявиха HeLa и НТ29 клетките, която бе ясно 
отчетлива след по-продължителен период на третиране – 72 часа. За този 
тест-период бяха изчислени IC50 стойности (посочени в таблица 2), 
използвайки данните от проведените NR тестове. 

По отношение на HeLa клетките най-силен токсичен ефект прояви 
пробата от цвят на M. frivaldskyanum, докато НТ29 клетките показаха по-
висока чувствителност, което се доказва от по-ниските IC50 стойности. 
Заедно с това, всички четири тест-проби от Marrubium предизвикаха 
значителен инхибиращ ефект спрямо НТ29 линията след третиране за 72 
часа. Тези резултати (таблица 2) показват, че антитуморният ефект на 
екстрактите от M. peregrinum и M. frivaldskyanum е специфичен спрямо 
карциномни клетки, изолирани от маточна шийка и дебело черво. 

Таблица 2. Средни IC50 стойности, определени чрез NR тест след 72-часово третиране с 
екстракти от Marrubium. 

Екстракт IC50 (µg/mL) 
 А549 HeLa НТ29 HFFC 

Marrubium peregrinum - - 221.1 - 
Marrubium frivaldskyanum (цвят) - 390.1 272.7 - 
Marrubium frivaldskyanum (стъбло) - - 303.4 - 
Marrubium frivaldskyanum (лист) - - 202.2 - 
Митомицин С 58.4 15.6 90.5 < 10 

При всички изследвани клетъчни линии по-силен токсичен ефект на 
пробите от Marrubium бе отчетен чрез Неутрал ред тест, което 
свидетелства за механизъм на действие, специфичен спрямо клетъчните 
лизозоми (фиг. 20-23). 

Клетъчна линия А549, получена от карцином на белия дроб, не 
показа висока чувствителност спрямо четирите тествани екстракти дори и 
след по-продължително третиране (фиг. 20). Най-високо ниво на 
инхибиране бе отчетено за пробата от цвят на Marrubium frivaldskyanum, 
което обаче не надхвърляше 50%. Слаб токсичен ефект (между 5 и 20 % 
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инхибиране) бе отчетен и за останалите проби след 48- (при NR тест) и 72-
часово третиране. 
 

 
 

Фигура 20. Цитотоксичност на Marrubium спрямо А549 клетки. Графики А, C, E 
представят процент инхибиране на метаболитната активност, отчетени чрез МТТ 
тестове. B, D, F – ефекти на тест-пробите върху клетъчната виталност и лизозомна 
активност, определени чрез NR тестове. Резултатите са представени като ± standard 
error of the mean (± SEM) и сравнени с ефекта на контролата за цитотоксичен ефект 
(митомицин С).  

 

Получените резултати за HeLa клетъчната линия показват, че 
екстрактът от цвят на Marrubium frivaldskyanum има най-силен 
цитотоксичен ефект, тъй като предизвиква повече от 50% инхибиране на 
развитието на културите от HeLa клетки при концентрация около 500 
µg/mL още на 48-часовия период на третиране, докато при НТ29 линията 
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високо ниво на инхибиране бе отчетено на по-късен етап – 72 часа 
третиране с екстрактите (фиг. 22). НТ29 клетките реагираха спрямо всички 
тест-проби от Marrubium след 48-часово третиране като този ефект 
значително нарастна след 72 часа. Най-висок процент инхибиране бе 
отчетен след третиране с проби от цвят и лист на M. frivaldskyanum. 
Подобна тенденция бе налице при HeLa клетките, както и HFFC 
фибробласти (изразено със значително по-нисък процент ихибиране в 
сравнение с раковите клетъчни линии). 

 

 
Фигура 21. Цитотоксичност на изолати от Marrubium, анализирана при HeLa клетки. А, 
C, E представят данни от МТТ тестове. B, D, F – ефекти на тест-пробите, отчетени на 
база усвояване на NR. Резултатите са представени като ± SEM и сравнени с ефекта на 
контролата за цитотоксичен ефект (митомицин С). 
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Фигура 22. Цитотоксичност на изолати от Marrubium, анализирана при НТ29 клетки. А, 
C, E представят процент инхибиране, определен чрез МТТ тестове. B, D, F – резултати 
от NR тестове. Резултатите са представени като ± SEM и сравнени с ефекта на 
контролата за цитотоксичен ефект (митомицин С). 

 
Високият цитотоксичен ефект на пробите от Marrubium спрямо HeLa 

и НТ29 клетъчните линии е показател за антитуморна активност, тъй като 
при нормалните клетки (HFFC, фиг. 23) бе отчетен съществено по-слаб 
цитотоксичен ефект на тестваните екстракти. 

При HFFC клетъчната линия ясно изразен токсичен ефект бе 
индуциран единствено от екстракта от цвят на Marrubium frivaldskyanum.  

Заедно с това обаче, данните за HFFC фибробластите показват 
максимално ниво на инхибиращ ефект на 48 час след третиране с тест-
пробите, което е последвано от редукция на 72 час, свидетелстващо за 
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възможност за възстановяване/преодоляване на токсичното действие при 
неракови клетки. Подобен отговор не е налице при туморните клетъчни 
линии, за които най-високо ниво на инхибиране бе отчетено на 72 час. 

 

 
Фигура 23. Влияние на екстракти от Marrubium върху виталността и метаболитната 
активност на HFFC фибробласти. А, C, E представят процент инхибиране на 
метаболитната активност, отчетени чрез МТТ тестове. B, D, F – ефекти на тест-пробите 
върху клетъчната виталност и лизозомна активност, определени чрез NR тестове. 
Резултатите са представени като ± SEM и сравнени с ефекта на контролата за 
цитотоксичен ефект (митомицин С). 

 

Потенциалният антитуморен ефект на пробите от Marrubium бе 
анализиран също с туморни сфероиди, формирани от НТ29 клетки. Те 
представляват подобрен in vitro модел за анализ на антитуморна активност, 
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тъй като дават възможност за оценка на антитуморен ефект на ниво 3D 
многоклетъчна структура от ракови клетки. При тези изследвания беше 
отчетена редукция на средния диаметър на сфероидите, третирани с проба 
от цвят или лист на M. frivaldskyanum както след 24 часа, така и след 96-
часово третиране. При по-продължително третиране (96 часа) тези ефекти 
бяха по-силно изразени (фиг. 24). 

 

 
 

Фигура 24. Сравнение на размерите на сфероиди от НТ29 клетки, третирани с 
200µg/mL изолати от Marrubium за 24 часа (лява графика) и 96 часа (дясна графика). 1- 
M. peregrinum, 2- M. frivaldskyanum (цвят), 3- M. peregrinum и M. frivaldskyanum 
(стъбло), 4- M. frivaldskyanum (лист), Control – нетретирани сфероиди, култивирани при 
стандартни условия. 

 

Получените резултати потвърждават установената антитуморна 
активност на пробите от цвят и лист на Marrubium frivaldskyanum и 
показват потенциалът им за инхибиране развитието на многоклетъчен 
агрегат от ракови клетки.  

 
Антибактериална активност 
Проведените тестове за антибактериална активност отличиха 

пробите от M. peregrinum и цвят на M. frivaldskyanum (таблица 3 и 4), които 
показаха инхибиращ ефект върху развитието както на Грам-положителни 
(Bacillus cereus), така и на Грам-отрицателни (Escherichia coli) бактерии. 
Заедно с това, за екстрактът от лист на M. frivaldskyanum бе отчетена 
антибактериална активност, но само спрямо B. cereus.  

Резултатите представят среден размер на зоната на инхибиране (± 
стандартна грешка). 

 
 
 



30 
 

Таблица 3. Антибактериална активност на изолатите от Marrubium peregrinum и 
Marrubium frivaldskyanum. 

 
Тест-проби 

Зона на инхибране /диаметър (mm) 
Bacillus cereus Escherichia coli 

Marrubium peregrinum 7.67 (± 0.33) 7.9 (± 0.33) 
Marrubium frivaldskyanum (цвят) 8.25 (±0.45) 8.67 (±0.5) 
Marrubium frivaldskyanum (стъбло) - - 
Marrubium frivaldskyanum (лист) 7.8 (± 0.45) - 
Контрола (пеницилин+стрептомицин) 23.8 (± 0.6) 25.5 (± 0.7) 

 

Таблица 4. Минимални ихибираща и бактерицидна концентрации на пробите от 
Marrubium peregrinum и Marrubium frivaldskyanum, определени спрямо Bacillus cereus и 
Escherichia coli. 

 
Тест-проби 

Минимална инхибираща 
концентрация (µg/mL) 

Минимална бактерицидна 
концентрация (µg/mL) 

B. cereus E. coli B. cereus E. coli 
Marrubium peregrinum 500 1000 1000 >1000 
Marrubium frivaldskyanum 
(цвят) 

1000 1000 >1000 >1000 

Marrubium frivaldskyanum 
(стъбло) 

1000 >1000 >1000 >1000 

Marrubium frivaldskyanum 
(лист) 

500 1000 >1000 >1000 

Контрола (цефтрианксон) 7.5 7.5 30 15-30 
 
Минимална инхибираща концентрация бе дефинирана за Marrubium 

peregrinum, цвят и лист на Marrubium frivaldskyanum спрямо двата 
тествани бактериални вида, както и стъбло на M. frivaldskyanum спрямо B. 
cereus. Минимална бактерицидна концентрация бе определена само за 
пробата от M. peregrinum спрямо B. cereus. За останалите екстракти МБК 
надвишава 1 mg/mL.  

Получените резултати показват, че екстрактите от M. peregrinum и 
цвят на M. frivaldskyanum проявяват инхибиращ ефект както спрямо Грам-
отрицателни, така и спрямо Грам-положителни бактерии, докато пробата 
от лист на M. frivaldskyanum има селективна активност срещу Грам-
положителни бактерии (B. cereus). 
 

Резелтати получени при изследванията на Centaurea thracica 
Химичен състав на плодовете 
Съдържанието на основните компоненти в състава на неузрели и 

узрели плодове от Centaurea thracica са представени в таблица 5. 
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Узрелите плодове на C. thracica са с по-високо съдържание на 
въглехидрати и с по-ниско на протеини и на глицеридно масло, което 
обуславя нарастването на енергийната стойност в сравнение с неузрелите 
плодове (от 342 kcal/100g (1445 kJ/100g) до 354 kcal/100g (1503 kJ/100g)). 

Таблица 5. Промени в общия химичен състав на плодове от Centaurea thracica. 

Показатели неузрял плод узрял плод 

Протеини, % 8.7 ± 0.1 7.4± 0.2 

Масленост, % 2.0 ± 0.1 1.7± 0.1 

Въглехидрати 72.3 77.2 

» фибри, % 28.7 ± 0.4 35.8± 0.3 

Пепел, % 4.5± 0.1 4.2 ± 0.1 

Влага, % 12.5 ± 0.1 9.5 ± 0.1 

Енергийна стойност, kJ/100g (kcal/100g) 1445 (342) 1503 (354) 

 

Липиден състав на маслото, изолирано от плодовете и 
семената 

Изследван е липидния състав на глицеридно масло, изолирано от 
плодове и семена oт C. thracica, т. е. мастнокиселинен състав на 
глицеридното масло, съдържание на токофероли, съдържание и състав на 
фосфолипидната фракция.  

На фигура 25 е показана хроматограма на метилови естери на 
мастните киселини на глицеридното масло от семена на C. thracica. 

 

 
Фигура 25. Хроматограма на метилови естери на мастни киселини от масло на семена 
от Centaurea thracica. 
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В таблица 6 е представен мастнокиселинния състав на глицеридно 
масло, изолирано от плодовете и семената на C. thracica. 
 
Таблица 6. Мастнокиселинен състав на масла, изолирани от Centaurea thracica. 

Мастни киселини, % от неузрели 
плодове 

от узрели 
плодове 

от семена 

С 4:0 маслена 3.4 ± 0.2 * - 
С 6:0 капронова 3.1 ± 0.1 0.7 ± 0.2 - 
С 8:0 каприлова - 0.1 ± 0.0 0.2 ± 0.02 
С 10:0 капринова - 0.2 ± 0.05 0.1 ± 0.0 
С 12:0 лауринова 2.9 ± 0.2 1.1 ± 0.1 0.1 ± 0.0 
С 14:0 миристинова 2.5 ± 0.1 2.5 ± 0.15 0.2 ± 0.05 
С 14:1 миристолеинова 0.5 ± 0.1 0.8 ± 0.2 0.1 ± 0.0 
С 15:0 пентадеканова 1.0 ± 0.2 0.4 ± 0.1 0.2 ± 0.05 
С 15:1 пентадеценова 0.5 ± 0.1 0.1 ± 0.0 - 
С 16:0 палмитинова 32.6 ± 0.5 21.6 ± 0.6 36.2 ± 0.2 
С 16:1 палмитолеинова 3.8 ± 0.1 11.7 ± 0.2 - 
С 17:0 маргаринова 0.9 ± 0.1 0.5 ± 0.06 0.3 ± 0.05 
С 17:1 хептадеценова 0.8 ± 0.1 0.5 ± 0.1 0.3 ± 0.0 
С 18:0 стеаринова 4.9 ± 0.3 4.5 ± 0.2 3.7 ± 0.4 
С 18:1 олеинова 13.7 ± 0.5 30,9 ± 0.7 53.0 ± 0.5 
С 18:2  

(ω-6) 
линолова 13.8 ± 0.4 20.3 ± 0.3 1.4 ± 0.2 

С 18:3 

(ω-3) 
линоленова 3.6 ± 0.3 0.7 ± 0.1 1.1 ± 0.1 

С 20:0 арахинова 3.5 ± 0.5 0.2 ± 0.05 - 
С 20:1 гадолеинова 0.4 ± 0.1 0.1 ± 0.0 - 
С 20:2 

(ω-6) 
ейкозадиенова 0.5 ± 0.2 0.2 ± 0.05 0.4 ± 0.1 

С 22:0 бехенова 2.9 ± 0.3 1.5 ± 0.1 0.5 ± 0.1 
С 22:1 докозенова 0.3 ± 0.1 - - 
С 22:2 

(ω-6) 
докозадиенова - - 0.7 ± 0.1 

С 20:5 

(ω-3) 
ейкозапентаенова - - 0.1 ± 0.0 

С 23:0 трикозанова 1.0 ± 0.2 0.4 ± 0.1 - 
С 24:0 лигноцеринова 2.8 ± 0.4 1.0 ± 0.2 0.2 ± 0.1 
С 24:1 нервонова  - - 0.2 ± 0.05 
С 22:6 

(ω-3) 
докозахексаенова 0.6 ± 0.1 0,1 ± 0.0 1.0 ± 0.2 

Наситени МК 61.5 34.6 41.7 
Ненаситени МК 38.5 65,4 58.3 
Мононенаситени МК 20.0 44.1 53.6 
Полиненаситени МК 18.5 21.3 4.7 
Σ ω-6 14.3 20.5 2.5 
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* - не е идентифицирано 

В състава на маслото от плодовете на C. thracica се съдържат 23 вида 
мастни киселини, а от семената – 20 вида мастни киселини. 

Установено е, че съотношението ω-6/ω-3 варира в доста широки 
граници от 1.14 до 26.6. Високото съотношение при маслото от узрелите 
плодове се дължи на високото съдържание на линолова киселина (20.3%) и 
на незначителното количество на линоленовата киселина (0.7%). 

На фигура 26 е представено съотношението на наситени, ненаситени 
и в това число на мононенаситени и полиненаситени мастни киселини в 
маслото, изолирано от от плодовете в различна степен на вегетация и 
семената на Centaurea thracica. 

 

 
Фигура 26. Съдържание на наситени (НМК), ненаситени (ННМК), мононенаситени 
(МННМК) и полиненаситени (ПННМК) мастни киселини в масло, изолирано от 
неузрели, узрели плодчета и от семена на Centaurea thracica. 

 

От фигурата се вижда, че количеството на наситените мастни 
киселини преобладават в маслото, изолирано от неузрелите плодове 
(61.5%), докато в маслата, изолирани от узрелите плодове и от семената в 
най- голямо количество са ненаситените мастни киселини, съответно 
65.4% и 58.3%. Основният представител на наситените мастни киселини е 
палмитиновата киселина (21.6 – 36.2%), следвана от стеариновата (3.7–
4.9%). Количествата на мононенаситените мастни киселини при маслата от 
узрелите плодове (44.1%) и от семената (53.6%) са значително по-високи 
от тези на полиненаситените мастни киселини, съответно 21.3% и 4.7%, 

Σ ω-3 4.2 0.8 2.2 
Съотношение ω-6/ω-3 3.4 26.6 1.14 
Йодно число, gI2/100g 47.2 66.5 53.2 
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докато при маслото от неузрели плодове съотношението на 
мононенаситените (20.0%) към полиненаситените (18.5%) мастни 
киселини е почти 1:1. Основният представител на мононенаситените 
мастни киселини е олеиновата киселина (13.7 – 53.0%), а на полинена-
ситените са линоловата (1.4 – 20.3%) и линоленовата (0.7 – 3.6%) киселина. 

Йодното число, което е показател за степента на ненаситеност на 
мастните киселини в маслата, е относително ниско (47.2 – 66.5 gI2/100g) и 
това е вследствие на голямото съдържание на наситени мастни киселини в 
изследваните масла. Йодното число на изследваните масла е близко до 
това на масло тип палм-олеин (≥56 gI2/100g) (CODEX STAN 210-1999). 
Това дава основание изследваните масла да се причислят към несъхливите, 
които се характеризират с йодно число между 50-100 gI2/100g.  

Въз основа на получените данни за мастнокиселинния състав на 
маслата, изолирани от плодовете и семената на Centaurea thracica за първи 
път са определени показатели, свързани с оценката на ползите от маслото 
за здравето на човека и които са критерии за терапевтичния им ефект: 
съотношение между полиненаситени и наситени мастни киселини, 
атерогенен и тромбогенен индекс.  

В таблица 7 са представени данни за съотношението между 
полиненаситени и наситени мастни киселини, атерогенния и тромбогенния 
индекс при плодове и семена от Centaurea thracica. 
 

Таблица 7. Съотношение между полиненаситени и наситени мастни киселини 
(ПННМК/НМК), атерогенен и тромбогенен индекс на масла от плодове и семена на 
Centaurea thracica. 
 
Вид масло ПННМК/НМК Атерогенен 

индекс 
Тромбогенен 

индекс 

от неузрели плодове 0.30±0.05 1.20±0.2 1.33±0.05 

от узрели плодове 0.62±0.02 0.50±0.1 0.82±0.02 

от семена 0.11±0.01 0.64±0.1 1.13±0.03 

 

Съотношението полиненаситени и наситени мастни киселини играе 
важна роля за определяне на различните свойства на клетъчните мембрани, 
които спомагат за поддържане на нормалния метаболизъм в клетките. 
Препоръчителното минимално съотношение полиненаситени и наситени 
мастни киселини е 0.45 като за оптимално съотношение, което води до 
намаляване на риска от сърдечно-съдови заболявания е 1.0 – 1.5 (Kang et 
al., 2005). 

Съотношението ПННМК/НМК на изследваните масла от плодове и 
семена на Centaurea thracica е много по-ниско от същото съотношение на 
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соево масло (4.39), царевично масло (4.10), сусамово масло (2.94) и е по-
близко до това на палмовото масло (0.18) (Kang et al., 2005). 

Атерогенният индекс показва връзката между сумата от основните 
наситени мастни киселини, които се считат за про-атерогенни и основните 
ненаситени мастни киселини, притежаващи анти-атерогенен ефект (Cottin 
et al., 2011). Маслото от неузрелите плодове е с два пъти по-висок 
атерогенен индекс (1.20) от маслата, изолирани от узрелите плодове и 
семената (0.50 и 0.64). Анти-атерогенните липиди инхибират натрупването 
на плака и намаляват нивата на естерифицирани мастни киселини и 
холестерол, като по този начин предотвратяват появата на микро- и 
макрокоронарни заболявания (Hooper et al., 2006).  

Тромбогенния индекс определя тенденцията към тромбогенеза в 
кръвоносните съдове. Стойностите на този индекс за изследваните масла 
варират от 0.82 до 1.33. 

Индексите на атерогенност и тромбогенност на маслата от плодове и 
семена на Centaurea thracica са значително по-високи от тези на зехтина 
(съответно 0.1250 и 0.3230), аргановото масло (0.1577 и 0.4498) и 
сусамовото масло (0.1235 и 0.3623), (Alvites Misajel, 2017). 

Счита се, че стойности за атерогенния и тромбогенния индекс под 
1.0 са показател за по-добри антиатерогенни и антитромбогенни свойства 
на липидите (Ulbricht & Southgate, 1991). Стойностите на тези индекси за 
маслото, изолирано от узрелите плодове са по-ниски от 1, докато на 
другите две изследвани масла са над 1, но под 1.5.  

 

Съдържание на токофероли 
Токоферолите са от съществено значение за защитата на 

полиненаситените мастни киселини (ПННМК) в растенията и животните 
срещу окисляване. Те проявяват своя антиоксидантен ефект чрез 
множество биохимични и биофизични механизми, включително 
поглъщане на активни кислородни видове и свободни радикали (Kamal-
Eldin & Appelqvist, 1996). Съдържанието на токофероли и индивидуалният 
им състав е определен директно в маслото, като получените резултати са 
представени в таблица 8. 

В изследваните масла от плодове и семена на Centaurea thracica е 
установено наличието само на един представител на токоферолите - α- 
токоферол. 
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Таблица 8. Съдържание на токофероли и индивидуален токоферолов състав на масла от 
плодове и семена на Centaurea thracica. 
 

Показатели от неузрели плодове от узрели плодове от семена 

Токофероли, mg/kg 58 ± 5 110 ± 5 260 ± 10 

Индивидуален токоферолов състав 
α – токоферол, % 100 ± 0.0 100 ± 0.0 100 ± 0.0 

 
Токофероловият състав съвпада с този на масла, изолирани от 

Centaurea albonitens и Centaurea balsamita, при които α-токоферолът също 
е преобладаващ. Индивидуалният токоферолов състав на маслото от 
плодове и семена на C. thracica е близък до състава на слънчогледово и 
сафлорово масло, в които се съдържа предимно α- токоферол (CODEX 
STAN 210-1999). Химически α-токоферолът е по-ефективен от γ-
токоферолът. Премахва свободните радикали, но има недостатъка да 
действа като "прооксидант" при определени условия (Kamal&Eldin & 
Andersson, 1997). В растенията α-токоферолът се биосинтезира чрез 
посредничество на β- или γ-токоферол (Furuya et al., 1987). 

Fernandes et al. (2019) са установили, че по време на развитието на 
цвета на растения от род Centaurea съдържанието на токофероли в 
изолираното масло намалява от 3.0 до 2.4 mg/100g dw и индивидуалният 
токоферолов състав е различен от този на изследваните от нас масла, 
маслата им съдържат и 4-те основни представителя на токоферолите (α-, β-
γ- и δ-токоферол), като преобладаващ е α- токоферола (Fernandes et al., 
2019).  

 
 
Съдържание на фосфолипиди и индивидуален фосфолипиден 

състав  
Резултатите относно съдържанието на фосфолипиди в липидите, 

изолирани от плодовете и семената на C. thracica са показани на таблица 9. 
Съдържанието на фосфолипиди в маслото от неузрели плодове е подобно 
на това в слънчогледовото, лененото, царевичното масло, соевото и 
рапичното масло (0.7 – 1.0%) (Попов и Илинов, 1986). 

Индивидуалният фосфолипиден състав е определен 
спектрофотометрично, след разделяне на компонентите с помощта на 
двупосочна тънкослойна хроматография (фиг. 27). 
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Таблица 9. Индивидуален фосфолипиден състав на липиди, изолирани от плодове и 
семена на Centaurea thracica. 
 

Фосфолипиди, % от неузрели 
плодове 

от узрели 
плодове 

от семена 

Фосфатидилхолин 6.6 ± 0.2 23.9 ± 0.5 9.1 ± 0.5 
Фосфатидилинозитол 14.6 ± 0.3 10.4 ± 0.4 25.0 ± 1.5 
Фосфатидилетаноламин 6.9 ± 0.5 13.9 ± 0.4 31.8 ± 1.1 
Сфингомиелин 7.3 ± 0.1 7.6 ± 0.5 11.3 ± 1.1 
Фосфатидилсерин 12.5 ± 0.4 4.7 ± 0.1 7.0 ± 1.0 
Лизофосфатидилхолин 6.1 ± 0.1 9.4 ± 0.4 2.8 ± 0.4 
Лизофосфатидилетаноламин 2.5 ± 0.3 2.0 ± 0.2 2.5 ± 0.6 
Монофосфатидилглицерол * 1.0 ± 0.1 5.6 ± 0.5 
Дифосфатидилглицерол 21.4 ± 0.4 7.3 ± 0.3 4.9 ± 0.2 
Фосфатидни киселини 22.1 ± 0.1 19.8 ± 0.4 - 
Общо количество на 
фосфолипидите, % 

0.70 ± 0.10 0.35 ± 0.05 0.30 ± 0.04 

* - не са идентифицирани 

 

 
Фигура 27. Тънкослойна хроматограма на индивидуални фосфолипиди: 1–
Фосфатидилинозитол, 2–Фосфатидилхолин, 3–Фосфатидилетаноламин, 4–
Дифосфатидилглицерол, 5–Фосфатидни киселини. 

 
Във фосфолипидната фракция на липидите от плодовете и семена на 

C. thracica са идентифицирани почти всички основни класове 
фосфолипиди. 

Установено е, че основните представители на фосфолипидите, 
изолирани от семената са фосфатидилетаноламин (31.8%) и 
фосфатидилинозитол (25.0%). Във фосфолипидите от семената не са 
идентифицирани фосфатидни киселини.  
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ИЗВОДИ 
Изводи от проучванията на видовете Marrubium friwaldskyanum и 

Marrubium peregrinum 
В резултат от проведените изследвания върху видовете Marrubium 

friwaldskyanum и Marrubium peregrinum могат да се направят следните 
изводи: 

1.  Анатомичното проучване на видовете Marrubium friwaldskyanum и 
Marrubium peregrinum, срещащи се в България, обогатява информацията 
относно биологията на рода.  

2. Сравнителноанатомичният анализ на белезите при Marrubium 
friwaldskyanum и Marrubium peregrinum доказва:  

- амфистоматична структура на листата с диацитен и аномицитен 
тип устица; 

- диференциация на хлоренхима на палисаден и гъбчест; 
- едноклетъчни и многоклетъчни покривни трихоми с линейна и 

разклонена структура; 
- приседнали щитовидни, едноклетъчни и двуклетъчни жлезисти 

трихоми, покриващи листната и стъблена повърхност. 
3. Установени са в големи количества флавоноидите апигенин, 

кверцетин, рутин и техните деривати. 
4. Установени са в големи количества фенилетаноидни и 

фенилпропаноидни гликозиди като форситозид, калцеолариозид и 
кафеоилхинови киселини. 

5. Идентифицирани са 175 липидни съединения, класифицирани в 10 
липидни класа (диацилглицероли, дигалактозил диацилглицероли, 
лизомоногалактозил диацилглицероли, лизодигалактозил диацилглицеро-
ли, моногалактозил диацилглицероли, фосфатидилхолин, фосфолипиди, 
сфинголипиди, триацилглицероли). 

6. Установен и количествено определен е елементния състав на 
растенията, като с най-голяма концентрация са важните за човешкото 
здраве микроелементи К, Mg, Ca и Zn. 

7. Екстрактите от Marrubium peregrinum и от цвят на Marrubium 
frivaldskyanum проявяват инхибиращ ефект както спрямо Грам-
отрицателни, така и спрямо Грам-положителни бактерии. 

8. Екстрактът от листа на Marrubium frivaldskyanum има селективна 
активност срещу Грам-положителната бактерия Bacillus cereus. 

9. Екстрактите от Marrubium peregrinum и Marrubium frivaldskyanum 
са със специфичен антитуморен ефект спрямо карциномни клетки, 
изолирани от маточна шийка и дебело черво. Като най-висока 
чувствителност към всички тествани проби проявиха HeLa и НТ29 
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клетките. 
10. Антитуморна активност на пробите от цвят и лист на 

Marrubium frivaldskyanum са с потенциал за инхибиране развитието на 
многоклетъчен агрегат от ракови клетки.  

 
Изводи от проучванията върху Centaurea thracica: 
1. Определен е общия химичен състав на неузрели и узрели плодове 

от Centaurea thracica. Получените резултати за общия химичен състав на 
плодовете показват по-високо съдържание на въглехидрати в узрелите 
плодове и по-ниско на протеини и на глицеридно масло, което обуславя 
нарастването на енергийната стойност при узрелите плодове (от 342 
kcal/100g (1445 kJ/100g) до 354 kcal/100g (1503 kJ/100g)). 

2. Установен е мастнокиселинния състав на глицеридните масла, 
изолирани от плодове и семена на Centaurea thracica. В състава на маслото 
изолирано от неузрелите плодове преобладават наситените мастни 
киселини (61.5%), докато в маслата, изолирани от узрелите плодове и от 
семената в най-голямо количество са ненаситените мастни киселини, 
съответно 65.4% и 58.3%. Основните представители на наситените мастни 
киселини са палмитиновата (21.6 – 36.2%) и стеариновата (3.7 – 4.9%) 
киселина. Основният представител на мононенаситените мастни киселини 
е олеиновата киселина (13.7 – 53.0%), а на полиненаситените са 
линоловата (1.4 – 20.3%) и линоленовата (0.7 – 3.6%) киселини.  

3. Стойностите на индексите на атерогенност и тромбогенност 
описват добри антиатерогенни и антитромбогенни свойства на 
изследваните масла, както и стойностите на съотношението ПННМК/НМК 
потвърждават хранителната стойност на маслото.  

4. Определен е индивидуалния състав на токофероловата и за първи 
път на фосфолипидната фракция на липидите от плодове и семена на 
Centaurea thracica.  

- При изследване на токофероловия състав е установено, че 
основният компонент е α - токоферола.  

- Във фосфолипидите изолирани от неузрелите плодове 
преобладават фосфатидните киселини (22.1%) и дифосфатидилглицерола 
(21.4%), а при узрелите плодове - фосфатидилхолин (23.9%) и 
фосфатидните киселини (19.8%). Основните представители във 
фосфолипидната фракция на изследваните семена на Centaurea thracica са 
фосфатидилетаноламин (31.8%) и фосфатидилинозитол (25.0%).  

5. Високото съдържание на мононенаситени мастни киселини и на 
другите биологичноактивни вещества, като токофероли (58–260 mg/kg) и 
фосфолипиди (0.3–0.7%) определят хранителната и биологична стойност 
на маслата, изолирани от плодове и семена на Centaurea thracica и могат да 
служат като суровина за разработване на хранителни добавки и 
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фармацевтични продукти за превенция развитието на редица хронични 
заболявания. 
 
 

ПРИНОСИ 
Оригинални научни приноси 

1. За първи път у нас са проведени детайлни изследвания върху 
химичния, в това число и на липидния състав на плодове и семена от 
Centaurea thracica. 

 
Научни приноси с приложен характер 

1. Различията получени в резултат на статистическата обработка на 
данните за белезите при Marrubium friwaldskyanum и Marrubium 
peregrinum: ширина на епидермалните клетки на стъблото, дебелина на 
кората и дебелина на ксилема и флоема могат да бъдат полезни за бъдещи 
таксономични проучвания в рамките на род Marrubium. 

2. Marrubium friwaldskyanum и Marrubium peregrinum имат богат 
метаболитен състав с множество вторични метаболити и микроелементи, 
важни за човешкото здраве. Този фитохимичният състав е с доказани 
антиоксидантни, антибактериални, антиракови и други биоактивни ефекти, 
което прави двата вида ценни източници за биотехнологични 
производства. 

3. Уникалните тъканно-специфични съединения с важни 
биоактивности прави Marrubium friwaldskyanum и Marrubium peregrinum 
подходящи за екстракция и последващо приложение във 
фармацевтичната област. 
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