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Errata

Stoji Treba
Str. 57, 7. odozdo Chaerophyllum temulum Chaerophyllum hirsutum
Str. 74, 71 8 odozdo 2-2010, 2-2011 2-2011, 2-2010

Str. 76, 20 odozdo

ukupno trajanje analize 16,9 min zadrZzavanje 16,9 min (ukupno
trajanje analize 35 min)

Str. 98, 8. odozdo 255] [255]

Str. 102, 8. odozgo 319 [M+H-CA]" 319 [M+H-CA-2H,0]"
Str. 103, 41 5 odozdo polozaj 5 polozaj 3

Str. 129, Tabela 5.4. nedostaje jedinica mg/g

Str. 175, Prilog 8.5.

Zbog greske prilikom kopiranja iz | Treba:
Excel tabele, kolona tgz sadrzi

besmislene podatke: 4.581, 5.931, 6.356, 6.508, 7.927,
0.271, 0.300, 0.232, 0.062, 0.234, | 8.030,9.817, 11.038, 11.119,
5.240, 69.518, 0.335, 0.356, 12.288, 12.404, 12.636, 13.235,
0.647, 19.706, 0.439, 0.823, 13.284, 13.351, 13.384, 13.409,

0.244, 0.068, 0.076, 0.045, 0.053, | 14.171, 14.215, 15.968, 17.590,
0.112, 0.028, 0.034, 0.048, 0.030, | 18.663, 18.880, 19.825, 21.664,

0.056, 0.292, 0.209 24.266
Str. 251 lista stabla
Str. 321-323 CFe cks Cﬂavo

Dodatne napomene

Str. 102, 8 odozgo

Pretpostavljena je 3,5-diCQA struktura. Naknadna ispitivanja potvrdila
koeluiranje 3,5- 1 1,3-izomera (tg = 1,91 min i 1,86 min, respektivno).

Str. 103, 2-3 odozdo

Po misljenju autora, ne moze se verovati identifikacijama datim u navedenim
radovima, zbog pogresne pretpostavke o putu fragmentacije. Diskusija sa N.
Kuhnert-om potvrdila da je mehanizam predlozen u ref. 258 i 259 malo
verovatan.

Pogl. 5.2.1.2.

Poredenjem sa referentnim standardom naknadno potvrdeno da je MeLut
najverovatnije 3’-izomer, krizoeriol.

Str. 106, 12-22 odozgo

Naknadno izolovanje Cistijih spektara, poredenje sa referentnim standardima i
pseudo-MS® eksperimenti potvrdili da su u pitanju kemferol-3-O-glukozid i
kemferol-3-O-acetilheksozid.

Str. 117, 1-2 odozdo

Kasnije pretrage baza (SciFinder) potvrdile da je u pitanju do sada nepoznati
prirodni proizvod.

Str. 119, 13—14 odozdo

Kasnije pretrage baza (SciFinder) potvrdile da je u pitanju do sada nepoznati
prirodni proizvod.

Hemijski profili i ispitivanja aktivnosti ukazali su na znacajne razlike uzorka
ChHO3 u odnosu na druge ChH uzorke, a veliku sli¢nost sa ChT. Ovo je
omogucilo da se primerak ChHO3 naknadno od strane botanicara reklasifikuje
kao Chaerophyllum temulum, ChHO06.
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1. Uvod
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Familija Apiaceaec (Umbelliferae) obuhvata izmedu 3000 i 3700 vrsta podeljenih u 300-450
rodova (taan broj je predmet diskusije, posto joS uvek ne postoji definitivno prihvacena
klasifikacija ove familije). Biljke ove familije, kako samonikle tako i kultivisane, od davnina imaju
svoje mesto u ¢ovekovoj ishrani i tradicionalnoj medicini. Znac€ajni predstavnici ukljucuju jestive,
zaCinske 1 lekovite biljke: Sargarepu (Daucus carota L.), celer (Apium graveolens L.), perSun
(Petroselinum crispum), pastrnak (Pastinaca sativa L.), mirodiju (Anethum graveolens L.), morac
(Foeniculum vulgare Mill.), anis (Pimpinella anisum L.), kim (Carum carvi L.), korijander
(Coriandrum sativum L.), kumin ili indijski kim (Cuminum cyminum L.), basStensku krasuljicu
(Anthriscus cerefolium (L.) Hoffm.), andeliku (4ngelica spp.) itd. [1]. Dok su brojne vrste familije
Apiaceae fitohemijski i farmakoloSki okarakterisane, i imaju primenu u oficijelnoj medicini, o
mnogima nema podataka ili su oni veoma oskudni. Medu slabo ispitane spadaju i samonikle vrste iz
tribusa Scandiceae odabrane kao predmet istraZivanja obuhvacenog ovom tezom: Anthriscus
sylvestris (L.) Hoffm., Anthriscus cerefolium (L.) Hoffm., Chaerophyllum bulbosum L.,
Chaerophyllum hirsutum L., Chaerophyllum temulentum L. 1 Scandix pecten-veneris L. Sam tribus
Scandiceae sadrzi 70-90 vrsta, od kojih vise njih ima znacaj (doduSe, ogranicen) u ishrani ili
tradicionalnoj medicini, dok za sada nemaju primenu u oficijelnoj medicini i ne pominju se u
farmakopejama. U Evropi, najpoznatiji predstavnik je verovatno basStenska krasuljica (4.
cerefolium), koja se zahvaljujuéi intenzivnoj aromi sli¢noj anisu koristi u ishrani, narocito kao
sastojak tzv. fines herbes zaina (zajedno sa perSunom, estragonom, vlascem i ponekad majoranom,
mati¢njakom 1 kres salatom) koji je neizostavni deo franuske kuhinje [2]. Ova vrsta ima ograni¢enu
primenu i u tradicionalnoj medicini, za ¢iS¢enje krvi, u vidu maski i losiona za ¢iS¢enje koze, za
kupanje trudnica, kao digestiv, antihipertenziv, dijaforetik, diuretik i tonik. Dok A. sylvestris u
danasnje vreme u Evropi i Americi nema primenu (sem ornamentalnog ,,raven’s wing” varijeteta sa
ljubicastim listovima), 1 smatra se korovskom 1 invazivnom biljkom, na dalekom istoku (Kina,
Japan, Koreja) ova vrsta predstavlja deo tradicionalne medicine (kao antitusik, antipiretik,
analgetik, diuretik, hematinik i tonik) 1 ishrane [3—6]. Nekoliko vrsta roda Chaerophyllum takode
imaju vrlo ograni¢enu primenu u ishrani i narodnoj medicini [7, 8].

Uprkos komercijalnom znacaju, primeni i rasprostranjenosti, hemijski sastav i aktivnost
pripadnika tribusa Scandiceae slabo su poznati. Velika vecina publikacija odnosi se na
frakcionisanje 1 kvalitativau analizu ekstrakata jednog od najpoznatijih predstavnika — Anthriscus
sylvestris, u kome je identifikovan veliki broj jedinjenja sa dokazanom bioloskom aktivnoséu,
pretezno lignana, kumarina i poliacetilena [3—7, 10-15], ali bez informacija o relativnom udelu.
Savremene hromatografske tehnike veoma su retko primenjivane [5, 12], i mnogi autori se jos uvek
pozivaju na zastarele radove objavljene na japanskom jeziku [13, 16, 17]. Ovo za posledicu ima
navodenje jedinjenja diskutabilnog identiteta (kao $to je izoantricin, za koga se pretpostavlja da
zapravo predstavlja deoksipikropodofilotoksin oneciS¢en hidrolizovanim laktonom), kao i kasno
otkrivanje nekih od dominantnih komponenti (silvestrin [4]). Podaci o sastavu ekstrakata ostalih
vrsta vrlo su ogranic¢eni, i svode se na identifikaciju po nekoliko jedinjenja u Chaerophyllum
hirsutum [18, 19] i Anthriscus cerefolium [2, 20]. S druge strane, sastav volatilnih komponenti odn.
etarskih ulja detaljnije je ispitan je za brojne vrste, ukljucujuéi Anthriscus sylvestris [16, 17, 21],
Anthriscus cerefolium [22], Anthriscus nemorosa [23], Ch. aromaticum [24], Ch. aureum [1], Ch.
azoricum [25], Ch. byzantinum [26], Ch. hirsutum [1], Ch. libanoticum [7], Ch. macropodum [27] 1
Ch. temulentum [1].

Odredeni lignani, ukljucuju¢i podofilotoksin, kao 1 njihovi komercijalni semisinteticki
derivati etopozid, etofos i tenipozid, pokazali su izrazitu citotoksi¢nost i antitumorsku aktivnost.
Ova jedinjenja se trenutno izoluju iz biljaka roda Podophyllum (P. peltatum 1 P. hexandrum,
Berberidaceae) ¢ija ja ogranic¢ena dostupnost usled intenzivne eksploatacije i odsustva kultivacije,
kao 1 visoka cena totalne sinteze, dovela do potrebe za pronalazenjem alternativnih izvora. Idealni
izvor bila bi brzo rastuca biljka laka za kultivaciju, sa visokim sadrzajem lignana, po moguc¢nosti u
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herbi [5]. Alternativni pristupi — biokonverzija u celijskim kulturama sa odgovaraju¢im lignan-
sintetiSu¢im enzimima, kao i semisinteticka proizvodnja — takode su predmet skorasnjih istrazivanja
[11, 28, 29]. Ranijim istrazivanjima [4, 9-12, 14] utvrdeno je da je A. sylvestris bogat izvor
fenolnih jedinjenja iz klase lignana: angeloil-podofilotoksina i biogenetskih prekursora
podofilotoksina — jateina, deoksipodofilotoksina itd., dok je u ostalim vrstama do sada pronaden
samo mali broj ovih jedinjenja (nemerozin, deoksipodofilotoksin i jatein u Chaerophyllum aureum
[30], deoksipodofilotoksin u nekim uzorcima Anthriscus cerefolium [20], herohirzutin A i B u
Chaerophyllum hirsutum [18, 31] 1 herofilin (kerofilin) v Chaerophyllum maculatum [31, 32].
Sadrzaj lignana u vecini vrsta obuhvac¢enih ovom tezom do sada nije ispitivan, ¢emu sigurno
doprinosi i nedostupnost komercijalnih standarda.

Oskudnost informacija o hemijskom sastavu vrsta tribusa Scandiceae motivisala je prvi deo
istrazivanja obuhvaéenih ovom tezom — identifikaciju i, koliko to dostupnost referentnih standarda
dopusta, kvantifikaciju dominantnih komponenti ekstrakata odabranih vrsta koriS¢enjem tecne
hromatografije kuplovane sa UV/VIS i tandemskom masenospektrometrijskom detekcijom.
Poseban naglasak bice stavljen na jedinjenja sa potencijalnom bioloSkom aktivnoS$¢u — lignane,
flavonoide, fenolne kiseline i derivate. Ispitivanje sastava ekstrakata, kao i volatilnih komponenti
odn. etarskih ulja doprineée i1 definisanju hemotaksonomskih markera i boljem razumevanju
evolucionih odnosa unutar tribusa.

Dosadasnja istraZivanja ukazuju na znacajan potencijal vrsta tribusa Scandiceae kao izvora
niza bioaktivnih sekundarnih biomolekula. Pored uobicajenih terpenoida, flavonoida [2, 6, 19, 33—
35] 1 fenolnih kiselina [3, 9, 10, 13, 15-19, 22, 25, 30, 31], mnoge od ispitivanih vrsta bogate su
lignanima (pretezno dibenzobutirolaktonskim 1 ariltetralinskim) [4, 9-12, 14, 20, 30-32],
alifaticnim C;7-poliacetilenima [9, 10, 14, 18, 30, 31, 36], prostim kumarinima i furanokumarinima
[4, 18, 31]. Primena ovih vrsta u tradicionalnoj medicini takode ukazuje na njihovu znacajnu
biolosku aktivnost. Uprkos tome, detaljna farmakoloska in vivo ispitivanja nisu sprovodena. Svi do
sada objavljeni rezultati odnose se na in vitro ili ex vivo istrazivanja, pri ¢emu je vecina vezana za
antiproliferativno dejsvo ekstrakta Anthriscus sylvestris ili njegove najaktivnije komponente —
deoksipodofilotoksina [4, 9, 10, 14, 18, 30, 37]. Stoga, drugi deo ove teze dac¢e doprinos boljem
poznavanju bioloSkog dejstva navedenih Sest samoniklih vrsta i, koliko to bude moguce, jedinjenja
odgovornih za uo¢enu aktivnost. Istrazivanja ¢e obuhvatiti dejstvo na prezivljavanje i proliferaciju
odabranih ¢elijskih linija kancera, inhibitorno dejstvo na enzime koji ucestvuju u konverziji
arahidonske kiseline u medijatore inflamacije (bitne i u razvoju kancera) — ciklooksigenazu-1 i 12-
lipooksigenazu, kao i1 antioksidantnu aktivnost, koja ne mora biti primarni mehanizam lekovitog
dejstva ali moze pruziti dodatne pozitivne (protektivno-reparatorne) efekte po zdravlje.
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2. Cilj istrazivanja
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Ciljevi istrazivanja obuhvacenih doktorskom disertacijom su:

e Identifikacija 1 semikvantitacija volatilnih komponenti (terpenoida, fenilpropanoida i
neterpenoidnih alifati¢nih jedinjenja) odabranih vrsta tribusa Scandiceae sa teritorije Srbije,
Crne Gore 1 Bosne 1 Hercegovine, ukljucujuci:

— raspodelu jedinjenja po biljnim organima,

— kvalitativne i1 kvantitativne promene u toku razvoja, i

— znacaj pojedinacnih jedinjenja i klasa jedinjenja kao hemotaksonomskih markera.

e Identifikacija 1 semikvantitacija/kvantitacija ekstraktabilnih fenolnih komponenti (lignana,
fenolnih  kiselina,  kumarina, flavonoida)  koriS¢enjem  spektrofotometrijskih i
te€nohromatografskih metoda, sa posebnim osvrtom na:

— utvrdivanje potencijala ispitivanih biljaka kao izvora antiproliferativnih lignana,

— utvrdivanje hemotaksonomskog znacaja detektovanih fenolnih jedinjenja.

e [spitivanje biohemijske aktivnosti ekstrakata:

— in vitro odredivanje antioksidantnog potencijala, u smislu sposobnosti hvatanja
slobodnih radikala i redukcionog kapaciteta,

— ex vivo odredivanje antiinflamatorne/proinflamatorne aktivnosti, putem merenja stepena
inhibicije 12-lipooksigenaze i ciklooksigenaze-1 u trombocitima, i

— ex vivo odredivanje antiproliferativne aktivnosti prema odabranim ¢elijskim linijama
kancera 1 zdravim ¢elijama.
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3. Opsti deo
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3.1. SISTEMATSKA PRIPADNOST VRSTA TRIBUSA SCANDICEAE
3.1.1. FAMILIJA APIACEAE LINDLEY

Familija Apiaceae (Umbeliferae Juss. 1789) obuhvata oko 300 rodova i preko 3000 ve¢inom
aromaticnih vrsta, rasprostranjenih po ¢itavoj planeti. I pored gotovo kosmopolitskog
rasprostranjenja familije, vecina rodova raste u severnoj umerenoj zoni, sa posebno razvijenim
centrom diverziteta u Mediteranskom i Irano-Turanskom regionu [38—40].

Predstavnici ove familije uglavnom su jedno- ili dvogodis$nje, nesto rede viSegodiSnje zeljaste
biljke, dok se kao poluzbunovi vrlo retko javljaju. Stabljika je ve¢inom sa Supljim inernodijama,
razlicite visine (i do 3 m), precnika i do 5 cm. Listovi su uglavnom naizmeni¢no, rede naspramno
rasporedeni, obi¢no krupni, i to narocito prizemni i oni pri osnovi stabljike. Najcesce su jednom ili
viSe puta perasto deljeni na razli¢ite nacine, pa ise¢ci mogu biti razli¢itog oblika, veoma retko su
celi ili useceni. Lisna drSka ili liska pri osnovi prelaze u lisni rukavac koji obuhvata stabljiku.
Cvetovi su sitni, najée$¢e dvopolni, veéinom aktinomorfni, po obodu S§tita Cesto zigomorfni.
Grupisani su ili u proste Stitove (Stiti¢i) ili slozene Stitove (Stitovi), gde se bo¢ne grane prvog reda
zavr$avaju prostim Stitovima. Ispod glavnog Stita moze biti razvijen manji ili veéi broj priperaka,
obrazuju¢i involukrum, a ispod $titica involucelum. Cvetovi se sastoje iz 5 ¢asi¢nih i 5 kruni¢nih
listi¢a, 5 prasnika i 2 oplodna listi¢a, koji grade podcvetan plodnik. Kruniéni listi¢i su slobodni, po
obodu dvoreznjeviti ili useceni, rede celi. Plod je Sizokarpijum, koji se, kada je zreo, raspada u dva
jednosemena merikarpijuma, koji su izvesno vreme vezani za karpofor. Plodi¢i su sa unutrasnje-
ventralne strane ve¢inom spljosteni, a sa spoljasnje-dorzalne ispupceni. Na svakom plodi¢u nalazi
se obicno po 5 glavnih rebara, a Cesto se izmedu javljaju 1 sporedna. U perikarpu se izmedu glavnih
rebara u brazdama, rede i ispod glavnih rebara, a nekad i na ventralnoj strani, nalaze kanali sa
etarskim uljem. Seme Cesto prirasta za zid plodnika [39].

Intrafamilijarnom podelom prema Taktadzanu [38] jasno su definisane dve podfamilije.
Predstavnici podfamilije Saniculoideae grupisani su u dva tribusa: Saniculae i Lagoecieae.
Predstavnici tipi¢ne podfamilije, Apioideae podeljeni su u veci broj tribusa sa razli¢itim brojem
rodova: Apiae, Scandiceae, Angelicae, Peucedanae, Echinopohorae, Caucalidae, Coriandrae,
Smyrniae, Hohenackieriae, Pyramidopterae, Tordyliae i Laserpitiae. Iako su najpoznatije lekovite
biljke ove familije uglavnom svrstane u tribuse Apiae (Apium, Petroselinum, Ammi, Carum,
Pimpinella, Foeniculum), Coriandrae (Coriandrum), Angelicae (Angelica), Peucedanae (Anethum) i
Tordyliae (Pastinaca, Heracleum), 1 svi ostali rodovi, obzirom na sli¢an hemijski sastav (etarsko
ulje, flavonoidi, kumarini) mogu predstavljati znacajan potencijal za farmaceutsku industriju.
Tribus Scandiceae je jedna od grupa sa skromnijim brojem rodova, obuhvata rodove Physocaulis,
Chaerophyllum, Grammosciadium, Anthriscus, Scandix, Krasnowia, itd. [41, 42].

lako je znatan broj rodova familije Apiaceae precizno taksonomski grupisan, sistematika
odredenog broja rodova, samim tim i broja vrsta, pogotovo u tribusima Scandiceae, Caucalideae,
Smyrnieae 1 nose¢em tribusu Apieae, joS uvek je otvoreno pitanje zbog velikog broja taksona koji
su tokom proteklih godina menjali taksonomski status i infragenericku poziciju. Medu pojedinim
autorima postoje neslaganja u pogledu taksona koje tribusi obuhvataju, a i u istrazivanjima istih
autora Cesto pojedini rodovi menjaju svoj infragenericki status [42—45]. Vedina predstavnika su
polimorfne vrste, pri ¢emu polimorfizam zahvata pre svega oblik i stepen deljenosti lista, stepen
dlakavosti, karakter cveta, involukruma i involuceluma, morfologiju ploda, odnosno glavne
karaktere koji se koriste u determinaciji. Cesto su za preciznu identifikaciju ovih taksona potrebni
svi delovi biljke, a u veéini sluc¢ajeva ¢ak i delovi koji pripadaju razli¢itim fenofazama (cvet, plod),
pa je zbog toga sistematika ovih taksona vrlo slozena, a determinacija teska [38—40].

U ,Flori SR Srbije“opisana su tri roda tribusa Scandiceae, Chaerophyllum, Anthriscus i
Scandix, a svaki rod obuvata ve¢i broj veoma varijabilnih vrsta koje se dalje uglavnom dele na
odreden broj podvrsta, varijeteta ili formi [39, 46—48]. Medutim, u Flori Evrope [40, 49-51] se u
okviru rodova izdvajaju jo$ 1 grupe iz kojih se zatim izdvajaju nizi taksoni. Pored toga, u brojnoj
literaturi se pojedine vrste, ali i navedeni rodovi preklapaju, a za ve¢inu ,,nebotanickih* (hemijskih,
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biohemijskih, farmakoloskih) ispitivanja nije data jasna sistematska pripadnost ispitivanog taksona
[2,3].

3.1.2. ROD ANTRISCUS PERS. (SYN. CEREFOLIUM HALL. 1768 1 CHAEREFOLIUM HALLL.)

Rod Anthriscus obuhvata jednogodiSnje (4. cerefolium 1 A. caucalis), dvo- ili viSegodi$nje
biljke (4. sylvestris, A. nemorosa, A. nitidus 1 A. fumarioides), golog ili viSe-manje dlakavog stabla.
Medutim, stabljika mozZe biti maljava ili ¢ekinjasto dlakava i samo pri osnovi stabla (4. sylvestris,
A. nemorosa, A. nitidus) ili ispod nodusa (4. cerefolium), uglavnom je Suplja, okrugla, uzduzno
prugasta ili izbrazdana, razgranata od osnove (4. nemorosa) ili samo u gornjem delu (4. sylvestris).
Listovi su 2-3 puta perasto deljeni, goli ili potpuno prekriveni mehanickim dlakama (4. sylvestris),
a u vecini slucajeva dlakavi samo po obodu i na nali¢ju (4. cerefolium, A. nemorosa, A. caucalis, A.
nitidus, A. fumarioides). Najces¢e su gornji listovi sede¢i, a donji na kra¢im ili duzim drSkama.
Involukrum kod vecine predstavnika najceSce ne postoji (4. sylvestris, A. cerefolium, A. caucalis, A.
nitidus, A. fumarioides, A. nemorosa) ili je sastavljen iz 1-2 listi¢a (4. nemorosa). Involucelum ¢ini
2-5 (A. cerefolium 1 A. caucalis) ili ve¢inom 5 lancetastih do elipticnih listi¢a (4. sylvestris, A.
nemorosa, A. nitidus i A. fumarioides). Stitovi mogu biti sa 3-6 (4. cerefolium i A. caucalis), 8-16
(A. sylvestris, A. nitidus 1 A. fumarioides) ili 7-10 zrakova razli¢ite duzine (4. nemorosa). Cvetovi
su hermafroditni i muski, a c¢aSica je slabo izrazena. Kruni¢ni listi¢i su mali, goli, beli, zelenkasti ili
zuckasti, spoljasnji ponekad veci. Plod moze biti jajastog oblika (4. caucalis), izduzeno ili linearno
duguljast (4. sylvestris, A. nemorosa, A. cerefolium), go 1 gladak (4. sylvestris, A. cerefolium, A.
nitidus) ili dlakav (4. nemorosa, A. caucalis, A. fumarioides), na vrhu €esto suzen. Merikarpijumi
zaobljeni, sa 5 rebara uocljivih samo na vrhu, dok su brazde sa pojedinacnim, slabo izrazenim
kanalima sa etarskim uljem. Stilopodijum je kupastog oblika [39, 46—49].

Rod obuhvata oko 12 vrsta rasprostranjenih u Evroaziji, a na teritoriji Srbije raste Sest vrsta,
sistematizovanih u ve¢i broj nizih taksonomskih kategorija [39, 46—48]:

A. sylvestris (L.) Hoffm. 1814 (syn. Chearefolium silvestre L. 1753)

A. nemorosa (M. B.) Spreng. 1813 (syn. Chaerophyllum nemorosum M. B. 1808 1 A. vandasii Vel. 1889)
f. nemorosa
f. pilosissima (Schur) Todor 1958

A. cerefolium (L.) Hoffm. 1814 (syn. Scandix cerefolium L. 1753 i Chaerefolium cerefolium Chinz et Thell.)
var. cerefolium
var. trichospermus (Schult.) Endl. 1830 (syn. Chaerophyllum trichosperma Schult. 1814 i A. trichosperma
Spreng. 1820)

A. caucalis M. B. 1808 (syn. A. scandicina (Web.) Mansf. 1939, Caucalis scandicina Web. 1780, Scandix anthriscus L.
1753 1 Chaerefolium anthriscus (L.) Sch. Et Thell. 1926)

A. nitidus (Wahlenb.) Garcke 1865 (syn. Chaerophyllum nitidum Wahlbg. 1814 i A. alpestris Vimmer et Grab. 1827)
A. fumarioides (W. Et K.) Spreng. 1813 (syn. Scandix fumarioides W. Et K. 1808).

3.1.3. ROoD CHAEROPHYLLUM L. 1753

Chaerophyllum je rod koji obuhvata jedno- do dvogodisnje (Ch. coloratum, Ch. temulentum),
dvo- ili visegodisnje (Ch. bulbosum), odnosno visegodisnje biljke (Ch. aromaticum, Ch. aureum,
Ch. hirsutum) sa uspravnom, razgranatom okruglom stabljikom, koja moze biti prilicno duboko
izbrazdana (Ch. aromaticum) ili u donjem delu rebrasta a u gornjem prugasta (Ch. aureum). Neki
put je sa ljubicastim ili tamnocrvenim pegama ili u donjem delu ljubi¢asto obojena (Ch.
aromaticum, Ch. temulentum, Ch. bulbosum, Ch. aureum), na ¢vorovima malo ili jate naduvana,
gola ili dlakava u potpunosti, odnosno samo pri osnovi. Listovi su 2-3 (3-4) puta perasto deljeni,
mogu biti goli (Ch. hirsutum) ili pokriveni kra¢im ili duzim dlakama (Ch. aromaticum, Ch.
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temulentum, Ch. hirsutum), a neki put su gornji listovi goli a donji maljavi (Ch. aureum, Ch.
bulbosum, Ch. hirsutum). Rukavac je, ako ga ima, naj¢esée izduzen, gornji listovi su Cesto sedeéi, a
donji na kra¢im ili uzim drSkama. ReZnjevi lista mogu biti veliki, celi, po obodu testerasto
nazubljeni duzine 2-6 cm (Ch. aromaticum), perasto useceni ili perasto dvo- do trostruko deljeni
(Ch. coloratum, Ch. aureum, Ch. hirsutum, Ch. temulentum, Ch. bulbosum). Cvetovi su
hermafroditni i muski, nalaze se u slozenom Stitu. Zupci na ¢asSici su neprimetni, a krunicni listi¢i
obrnuto srcastog oblika, na vrhu uvijeni. Krunica moze biti Zute (Ch. coloratum), bele ili ruZiCaste
boje (Ch. aromaticum, Ch. hirsutum, Ch. bulbosum, Ch. aureum, Ch. temulentum), sa listi¢ima koji
su goli (Ch. aromaticum, Ch. coloratum, Ch. bulbosum, Ch. aureum, Ch. temulentum) ili dlakavi
(Ch. hirsutum). Involukrum najce$¢e ne postoji ili je sacinjen iz 1-2 listica, dok listovi
involuceluma mogu biti lancetastog ili uzano lancetastog oblika, goli, potpuno ili samo po obodu
dlakavi. Sizokarpijum je linearan ili duguljast, bo¢no spljosten, na vrhu bez iljka. Plodié¢i su sa 5
zaobljenih, jednakih rebara, a pojedinacni kanali sa etarskim uljem (5) locirani su u brazdama i sa
ventralne strane merikarpijuma (2). Stubi¢i su dugacki [39, 48, 50].

Rod obuhvata oko 40 vrsta rasprostranjenih u Evropi, Aziji i Severnoj Americi, a na teritoriji
Srbije raste Sest vrsta, sistematizovanih u veéi broj nizih taksonomskih kategorija [39, 49]:

Ch. aromaticum L. 1753 (syn. Myrrhis aromatica Spreng. 1820)

Ch. aureum L. 1762
var. aureum
f. glabriusculum Koch 1837 (syn. Ch. maculatum Willd. 1813 , Ch. aureum var. maculatum Beck
1895 i Myrrhis aurea var. maculatum Maly 1908)
var. balcanicum (Vel.) Hayek 1927 (syn. Ch. balcanicum Vel. 1893 1 Ch. elegans Vel. 1891

Ch. temulentum L. 1753

Ch. bulbosum L.1753
var. bulbosum
var. tenuissimum (Vel.) Hay. 1927 (syn. Ch. bulbosum ssp. tenuissimum Vel. 1891)

Ch. hirsutum L. 1753 (syn. Ch. cicutaria Vill. 1779, Myrrhis hirsutum Spr. 1818)
f. hirsuta
f. umbrosum (Jord.) Beauv. 1901 (syn. Ch. umbrosum Jord. 1849, Ch. hirsutum var. umbrosum Nym. 1879,
Myrrhis hirsuta var. glabra K. Maly 1904)

Ch. coloratum L. 1767 (syn. Myrrhis coloratum Spr.)

3.1.4. Rop Scanpix L. 1753

Rodu Scandix pripadaju jednogodiSnje niske biljke, uglavnom sa tankim, vretenastim
korenom. Stabljika je jednostavna ili ve¢ od osnove razgranata, uspravna ili se izdiZe, prugasta, pri
osnovi lisnih drski dlakava ili gola. Listovi su na lisnim drSkama, 2—4 puta persto deljeni, sa
dlakavim i po obodu opnastim rukavcem, goli ili proredeno dlakavi. Stitovi su uglavnom sa malim
brojem zrakova, a vr$ni Stitovi mogu imati 1-3 gola zraka. Involukruma naj¢esée nema, a listi¢i
involuceluma su elipti¢ni ili lancetasti, ¢esto dvozubi ili perasto deljeni. Cvetovi su hermafroditni 1
muski, sa belim kruni¢nim listi¢ima, koji po obodu nekada mogu biti i ve¢i. Plod je uglavnom
linerano izduzen, sa dugackim kljunom, a merikarpijumi su sa 5 zatupastih, jednakih rebara. Brazde
sa dorzalne strane su sa 1-3 kanala sa etarskim uljem, a sa ventralne strane locirana su jo$ dva
Zlezdana kanala. Stubi¢i su duZine stilopodijuma ili mnogo duzi [39, 51].

Rod obuhvata oko 15 vrsta rasprostranjenih ve¢inom u oblasti Sredozemlja, a na teritoriji
Srbije raste samo jedna vrsta — S. pecten-veneris L. 1753. Literaturni podaci ukazuju na postojanje
jos 1 podvrste S. australis L. subsp. balcanica Vierh. [39], medutim, novija istrazivanja ne ukazuju
na prisustvo ovog taksona u flori Srbije.
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3.1.5. ISPITIVANE VRSTE TRIBUSA SCANDICEAE

Anthriscus cerefolium (bastenska krbuljica, krasuljica, krbuljica, eng. garden chervil,
common chervil, french parsley, nem. Kerbel) je jednogodisnja aromati¢na biljka visine 15-70 cm,
rasprostranjena u srednjoj Evropi, Balkanskom poluostrvu, jugozapadnoj Aziji i evropskom delu
Rusije, mada se usled gajenja prosirila. Cveta u rano leto. Tipi¢no raste po zapusStenim povrsSinama,
medama, pored puteva i sl. Herba ima karakteristi¢an sladak, aromati¢an miris, izmedu perSuna i
anisa.

Tacno poreklo imena nije poznato. Gr¢ko ime ove biljke, anthriskon (avOpvoxov), anthriskos
ili anthriskion, verovatno poti¢e od antherix (stabalce), zbog tankog stabla, ili anthos (cvet) i
rhyscos (Zivica) jer se Cesto nalazi u Zivim ogradama. Cerefolium moze znaciti ,,voskoliko lis¢e” 1
ukazivati na svetlozelenu boju, ali verovatnije predstavlja greSku u transkripciji latinskog imena
cherifolium odn. grékog chairephyllon, poreklom od grékog chairein (uZivati u) i phyllon (list), §to
se odnosi na prijatnu aromu i/ili izgled lis¢a.

Koren biljke je tanak, vretenast (Slika 3.1.). Stabljika je uspravna, tanka (2-5 mm), obicno
Suplja, razgranata, gola, maljava samo ispod ¢vorova, svetlosmeda do zelena, ponekad sa purpurnim
prugama. Listovi su meki, svetlozeleni, goli (dlakavi po obodu i na nali¢ju po nervima), donji na
drskama a gornji sedeéi, 2-3 puta perasto deljeni, sa jajastim, perasto deljenim reznjevima. Stitovi
su na duzim ili kra¢im drSkama (boc¢ni su sedeci), sa 3—6 zrakova, ravni do blago konveksni,
najcesce bez involukruma, sa involucelumom sastavljenim od 1-4 linearno-lancetasta listi¢a, malim
belim cvetovima i obrnuto jajastim kruni¢nim listi¢ima. Plod je linearno-lancetast, sa izduzenim
vrhom, go ili dlakav [39, 52].

Anthriscus sylvestris (velika krbuljica, velika krasuljica, Sumska krasuljica, eng. cow parsley,
wild chervil), od lat. sylvestris ili silvestris (Sumski), je dvogodis$nja biljka visine 30-150 cm, koja
je rasprostranjena u Evropi, zapadnoj Aziji i severnoj Africi, mada je pocela da se Siri i po Americi.
Tipi¢no raste na vlaznim i1 sun¢anim mestima, livadama i Sikarama. Veoma uobicajena brzo rastuca
korovska biljka, ¢esto oznacena kao Stetna i invazivna vrsta.

Koren je repasto zadebljan (Slika 3.2.). Stabljika je Suplja, uspravna, rebrasto izbrazdana,
skoro gola (pri osnovi moze biti dlakava), razgranata uglavnom u donjem delu. Listovi su trouglasti,
2-3 puta perasto deljeni, sa izduZeno lancetastim, S§iljatim, nazubljenim ili duboko usefenim
reznjevima. Donji listovi su na drikama, a srednji i gornji sedeéi, sa maljavim rukavcem. Stitovi
imaju 8-16 zrakova jednake duzine, involukruma nema, involucelum ¢ime 5-8 lancetastih do
elipti¢nih listi¢a, kruni¢ni listi¢i obrnuto jajasti, cvetovi mali beli. Plod je gladak, izduzeno lancetast
ili linearno-lancetast, duzine 5—7 mm, prema vrhu suZen [39].

Chaerophyllum bulbosum (velika Sarena trstika, eng. turnip-rooted chervil, bulbous chervil,
parsnip chervil) je dvogodiSnja ili viSegodiSnja biljka, visine 50-200 cm, rasprostranjena u
centralnoj i jugoisto¢noj Evropi, na Kavkazu, u Maloj Aziji i Jermeniji. Raste po Sikarama, vlaznim
Sumama, pored reka i potoka, pored puteva, po njivama, vinogradima, kamenjarima.

KarakteriSe je krtolasto zadebljali koren (Slika 3.3.) Stabljika je uspravna, Suplja, razgranata
(ispod ¢vorova naduvena), pri osnovi dlakava, u donjem delu ljubicasto obojena. Listovi su 2—4
puta perasto deljeni, donji na drSkama, gornji sede¢i, goli ili dlakavi, sa izduZzenim rukavcem.
Stitovi sa 1520 zrakova razli¢ite duzine, involukrum od jednog listi¢a ili odsutan, involucelum od
5-6 lancetastih listi¢a, kruni¢ni listi¢i obrnuto jajasti. Plod duzine 5-7 mm, izbrazdan, go, linearno
izduZen ili jajasto-cilindrican, pri vrhu izduZen [39].

Chaerophyllum hirsutum (Cupava krbuljica, hrapava krbuljica, eng. hairy chervil) dostize
visinu 20—120 cm. Javlja se u srednjoj i juznoj Evropi i na Kavkazu. raste na zasenc¢enim mestima,
vlaznim livadama, obalama, pored planinskih potoka.

Rizom je dug, ¢lankovit, sa ostacima lisnih drSki na gornjem delu. Stabljika je Suplja, okrugla,
izblazdana, gola ili dlakava, uspravna ili delimi¢no poloZena, u gornjem delu razgranata (Slika
3.4.). Listovi su trouglasti, 3—4 puta perasto deljeni, donji na dugim drskama, gornji najcesce sededi,
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sa rukaveem. Stitovi imaju 10-20 zrakova, involukrum od 1-2 listi¢a ili odsutan, involucelum od 5—
10 lancetastih listi¢a, kruniéni listi¢i beli, ruzicasti ili svetlopurpurni, obrnuto jajasti. Plod je dug 6—
10 mm, izduZeno kupast ili linearan [39].

Chaerophyllum temulentum (crvenopegava trstika, otrovna krabljica, njiSuca krabljica, eng.
rough chervil, cow mumble, sheep’s parsley) je jednogodisnja ili dvogodisnja biljka visine 30—100
cm. Rasprostranjena je u Evropi, zapadnoj Aziji i sverozapadnoj Africi. Raste po njivama,
Sikarama, medama, svetlim Sumama.

Koren je vretenast (Slika 3.5.). Stabljika je uspravna, razgranata u gornjem delu, dlakava,
¢esto pokrivena tamnocrvenim ili ljubicastim pegama. Listovi su 2—-3 puta perasto deljeni, dlakavi,
bledozeleni ili sivozeleni, Cesto sa mrkocrnim mrljama, donji na drSkama, gornji sede¢i sa
izduzenim rukavcem. Stitovi sa 6-12 dlakavih zrakova, involukrum od 1-2 listi¢a ili odsutan,
involucelum od 5-8 lancetastih listia, kruni¢ni listi¢i beli, nejednaki. Plod izduzeno valjkast,
duzine 4-7 mm, gladak, Cesto ljubicast [39].

Scandix pecten-veneris (Cesljika, venerina CeSljika, zmijin CeSalj, eng. shepherd’s needle,
venus-comb) je jednogodiSnja biljka visine 15-20 cm, koja raste u Evropi po poljima, neobradenim
povrSinama i pored puteva.

Koren je tanak, vretenast (Slika 3.6.). Stabljika je jednostavna ili razgranata od osnove,
prugasta, kod lisnih drski gola ili maljava. Listovi su na dr§kama, goli ili dlakavi, 3—4 puta perasto
deljeni, sa lancetastim ili kon¢astim reznjevima poslednjeg reda. Stitovi sa 1-3 najéesce gola zraka,
bez involukruma, involucelum od veéeg broja listi¢a, oko 10 hermafroditnih i muskih cvetova, beli
kruni¢ni listi¢i. Plod su duzine 2—8 cm, sa 3—4 puta duzim kljunom [39].
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3.2. VRSTA TRIBUSA SCANDICEAE U FITOFARMACIJI
3.2.1. FARMAKOLOSKO DELOVANJE VRSTA TRIBUSA SCANDICEAE

Uprkos ¢injenici da neke od vrsta tribusa Scandiceae imaju svoje mesto u tradicionalnoj
medicini, detaljna farmakoloSka in vivo ispitivanja nisu sprovodena — svi do sada objavljeni
rezultati odnose se na in vitro ili ex vivo istrazivanja, pri ¢emu je vecina vezana za antiproliferativno
dejsvo ekstrakta Anthriscus sylvestris ili njegove najaktivnije komponente — deoksipodofilotoksina.

Antiproliferativno dejstvo

Vrsta Anthriscus sylvestris najvise paznje privlaci zbog prisustva sekundarnih biomolekula sa
antiproliferativnim svojstvima. Pocevsi od kasnih 1990-ih, objavljen je niz radova zasnovanih na
frakcionisanju vodenom aktivnos$éu (eng. activity-guided fractionation) koje je, u kombinaciji sa
spektrometrijskim metodama kao $to su '"H-NMR i C-NMR, omoguéilo identifikaciju aktivnih
principa. Ikeda i sar. [9, 10] utvrdili su prisustvo dveju potentnih antiproliferativnih komponenti u
korenu 1 herbi — ariltetralinskih lignana deoksipodofilotoksina (EDsy prema tri ¢éelijske linije
kancera 0,0005-0,0010 pg/mL) i podofilotoksina (EDsy 0,001-0,006 pg/mL). Pored njih,
identifikovan je i1 niz jedinjenja sa viSim EDsy, ali i dalje visokoaktivnih: dibenzobutirolaktoni jatein
(0,3-0,8 pg/mL) i nemerozin (0,4-0,7 pg/mL), fenilpropeni antriskusin (2,1-3,0 pg/mL),
antriscinol-metil-etar (2,4-2,9 pg/mL) i elemicin (2,0—4,5 pg/mL), 1 poliacetilen falkarindiol (3,2—
21,4 pg/mL). Na osnovu sadrzaja i vrednosti EDs, zakljuceno je da je kod herbe vrste A. sylvestris
aktivni princip deoksipodofilotoksin (antricin) [9]. Lim i sar. [14] dosli su do sli¢nih zakljucaka.
Jeong i sar. [4] dokazali su da metanolni ekstrakt 4. sylvestris stimuliSe aktivnost kaspaze-3 i
fragmentaciju DNK u ¢elijskoj liniji HL-60 (promijelocitna leukemija). Pokazano je da najaktivnija
komponenta — deoksipodofilotoksin — indukuje apoptozu ve¢ pri nanomolarnim koncentracijama.
Istovremeno, estar angeloil-podofilotoksin, 1 epimeri pikropodofilotoksin 1
deoksipikropodofilotoksin stimulisali su apoptozu pri mikromolarnim koncentracijama. Nezavisna
istrazivanja od strane Yonga i sar. [37] potvrdila su da deoksipodofilotoksin deluje putem vezivanja
za tubulin (slicno podofilotoksinu), blokiranjem c¢elije u G2/M fazi (smanjenjem ekspresije ciklina
A 1 stimulisanjem ekspresije ciklina B1, ¢ime se remeti kontrola ¢elijskog ciklusa), kao i putem
iniciranja apoptoze (aktiviranjem kaspaze-3 ili -7).

Pored A. sylvestris, jedina vrsta tribusa Scandiceae ispitana na citotoksiCnost je
Chaerophyllum hirsutum. Dall’Acqua 1 sar. [18] utvrdili su da hloroformski ekstrakt korena
pokazuje umerenu aktivnost prema LoVo/Doxo celijskoj liniji, sa EDsy od 57 pg/mL.
Frakcionisanjem je izolovano pet komponenti aktivnih prema linijama HL-60, HT-1080, LoVo i (u
nekim sluc¢ajevima) LoVo/Doxo: skopoletin, metil-kafeat, falkarindiol i lignani herohirzutin A i B.
U ve¢ini slucajeva EDs bio je reda 107 mol/L.

Antioksidantno dejstvo

S obzirom da je u vrstama tribusa Scandiceae do sada pronaden veliki broj fenolnih
jedinjenja, ne iznenaduje da je kod svih ispitivanih vrsta utvrdena 1 umerena do snazna
antioksidantna aktivnost.

Fejes 1 sar. [2, 43] ispitivali su antioksidantni potencijal ekstrakta Anthriscus cerefolium
koriSéenjem vise in vitro testova. U prvom istrazivanju [2], koriS¢eni su vodeni ekstrakti herbe i
korena. Oba ekstrakta pokazala su znaCajnu sposobnost neutralizacije DPPH i1 OH radikala,
helatacije Cu®*, redukcije Fe'™ jona i inhibicije lipidne peroksidacije, pri ¢emu je ekstrakt herbe,
bogatiji polifenolnim jedinjenjima, bio u svim testovima efikasniji od korena. U sklopu drugog
istrazivanja [43], potvrdena je sposobnost metanolnog ekstrakta herbe (dobijenog nakon prethodne
sukcesivne ekstrakcije heksanom, hloroformom i etil-acetatom) da neutraliSe OH radikale, kao 1 da
inhibira lipidnu peroksidaciju u homogenatu mozga pacova, pri ¢emu je antilipoperoksidantna
aktivnost bila vec¢a nego kod referentnog jedinjenja — luteolin-7-O-glukozida.
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Milovanovi¢ i sar. [6] odredivali su antilipoperoksidantno dejstvo ekstrakta nadzemnih delova
Anthriscus sylvestris u 70 % etanolu pomocu Schaal Oven testa i Rancimat testa. Utvrdeno je da pri
nizim koncentracijama (0,02 %) ekstrakt pokazuje antioksidantnu aktivnost, mada zna¢ajno slabiju
od referentne supstance — tokoferola. Pri vi$im koncentracijama (0,2 %), ekstrakt efikasnije inhibira
lipidnu peroksidaciju od tokoferola, i ne dolazi do stvaranja merljivih koli€ina isparljivih proizvoda
degradacije. Izolovano je nekoliko jedinjenja za koje je pretpostavljeno da su nosioci aktivnosti:
apigenin, kvercetin 1 rutin.

Istrazivanja sprovedena od strane Dall’Acqua i sar. [19] pokazala su da metanolni ekstrakt
Chaerophyllum hirsutum pokazuje slabu H-donorsku sposobnost, mereno DPPH testom, pri ¢emu
je herba aktivnija od korena (ECsy od 115 pg/mL i 220 pg/mL, respektivno, u odnosu na 4,8 pg/mL
za referentnu supstancu — rutin). Ligroinski i hloroformski ekstrakt bili su manje aktivni od
metanolnog. Frakcionisanje vodeno aktivnos¢u dalo je 6 jedinjenja odgovornih za antioksidantno
dejstvo: flavonoidi 6-metilluteolin i luteolin-7-O-B-D-glukopiranozid, fenilpropanoidi — hlorogenska
kiselina, ferulna kiselina i feruloil-6-O-B-D-glukopiranozid, i piron — maltol-B-D-glukopiranozid.

Antioksidantno dejstvo Chaerophyllum macropodum Boiss. ispitali su Coruh i sar. [54].
Izmerene 1Csy vrednosti u DPPH testu i testu lipidne peroksidacije iznosile su 0,623 mg/mL i 0,852
mg/mL, respektivno, §to ukazuje na znacano slabiju aktivnost od referentnih supstanci — kvercetina
u slu¢aju DPPH testa, sa 1Cs5,=0,0061 mg/mL, i a-tokoferola u slucaju lipidne peroksidacije, sa
IC50=0,23 mg/mL.

Dok se vec¢ina radova odnosi na aktivnost ekstrakata, Demirci i sar. [7] ispitivali su
antioksidantni potencijal etarskog ulja plodova Chaerophyllum libanoticum Boiss. et Kotschy. Ulje
je pokazivalo slabu aktivnost u testu ko-oksidacije B-karotena i linolne kiseline (aktivnost 17 %, u
odnosu na 93 % kod BHT) i zanemarljivu sposobnost neutralizacije DPPH radikala (ICs50>30
mg/mL, u odnosu na 0,078 mg/mL kod BHT), §to nije iznenadujuce, s obzirom na sastav (pretezno
monoterpeni, malo seskviterpena, tragovi fenolnih jedinjenja).

Antiinflamatorno dejstvo

Ispitivanja antiinflamatornog dejstva vrsta tribusa Scandiceae do sada nisu sprovodena,
uprkos Cinjenici da je do sada viSe istrazivanja pokazalo aktivnost deoksipodofilotoksina
izolovanog iz A. sylvestris [55, 56]. Lee 1 saradnici [56] istrazivali su uticaj deoksipodofilotoksina
(DPT) na ciklooksigenazu-1 i 2 (COX-1 i 2) u mastocitima iz kostane srzi. Utvrdeno je da DPT
inhibira konverziju arahidonske kiseline u PGD; pod dejstvom ova dva enzima, uz I1Csy vrednosti
od 65,3 umol/L 1 1,89 umol/L, respektivno. Odsustvo uticaja na ekspresiju COX-2 ukazuje na
direktnu inhibiciju ovog enzima. Dalje, iz ¢injenice da je inhibirana i sinteza leukotriena C4 (LTCy),
uz 1Csp od 0,37 pmol/L, moze se zakljuciti da DPT deluje i na 5-lipooksigenazu (5-LOX). Jin i sar.
[55] ispitivali su uticaj DPT na ekspresiju inducibilne NO sintaze (iNOS) u RAW264.7 ¢elijama
(¢elije slicne makrofagima). Pokazano je da DPT inhibira degradaciju IxBa, kao i transport p65
podjedinice NF-kB u jedro. IxBa je inaktivna forma NF-«xB, iz koje se on oslobada fosforilacijom i
degradacijom, transportuje u jedro, vezuje za DNK 1 aktivira ekspresiju proteina uklju¢enih u imuni
1 inflamatorni odgovor, ukljucuju¢i 1 iNOS. Na ovaj nacin, DPT dovodi do smanjenja koncentracije
NO i supresije inflamacije.

Antimikrobno dejstvo

Antimikrobno dejstvo utvrdeno je kod nekoliko vrsta roda Chaerophyllum. Rollinger i
saradnici [30] potvrdili su dejstvo sirovog metilen-hloridnog ekstrakta korena Chaerophyllum
aureum na Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus i Streptococcus
pyogenes. U cilju identifikacije aktivnih komponenti, primenjena je tankoslojna hromatografija
kombinovana sa bioautografijom. Pokazano je da glavna komponenta ekstrakta — falkarindiol —
inhibira rast svih ispitivanih mikroorganizama sem jednog soja E. coli, dok je falkarinol delovao
samo na Streptococcus pyogenes. In vitro ispitivanjima utvrdeno je i umereno do jako inhibitorno
dejstvo etarskog ulja Chaerophyllum byzantinum na niz glivica roda Candida: C. albicans, C.
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zeylanoides, C. parapsilosis, C. dublininensis, C. glabrata i C. tropicalis, uz minimalnu inhibitornu
koncentraciju od 0,125-1 mg/mL [26], kao i slabo do umereno dejstvo etarskog ulja Chaerophyllum
libanoticum na gljivicu Candida albicans 1 niz gram-pozitivnih 1 gram-negativnih bakterija,
ukljucujuéi Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis i Staphylococcus aureus [7].

3.2.2. PRIMENA VRSTA TRIBUSA SCANDICEAE

Vrste tribusa Scandiceae za sada nemaju primenu u oficijelnoj medicini, i ne pominju se u
farmakopejama. Medutim, niz vrsta naSao je primenu, doduse ogranicenu, u tradicionalnoj medicini
i u ishrani.

Iako je dokumentovana i primena u fitofarmaciji (kao cerefolii herba), Anthriscus cerefolium
se prvenstveno koristi za ishranu zahvaljuju¢i intenzivnoj aromi, izmedu perSuna i anisa [2]. Biljka
je narocito popularna u francuskoj kuhinji, gde je (uz perSun, estragon, vlasac i ponekad majoran,
maticnjak, kres salata) sastojak tzv. fines herbes zacina. U narodnoj medicini, koristi se za ¢is¢enje
krvi, u vidu maski i1 losiona za ciS¢enje koze, a trudnice su se kupale u infuzu. Herba je
primenjivana je i kao ekspektorans, digestiv, antihipertenziv, dijaforetik, diuretik i gorki tonik.

Koren A. sylvestris koristi se u koreanskoj tradicionalnoj medicini kao antitusik, antipiretik,
analgetik 1 diuretik [4, 56]. Pretpostavlja se da mehanizam dejstva bar delom ukljucuje dvojnu
inhibiciju COX-2 1 5-LOX od strane deoksipodofilotoksina [56]. Ista droga, pod imenom ,,E Shen*
primenjuje se u Kini kao hematinik i tonik, a pod imenom ,,Zengo* ranije je koriS¢ena i u Japanu [3,
6]. Danas se 4. sylvestris u Japanu Koristi za ishranu, u vidu natopljenog i zatim sprasenog korena 1,
rede, mladih nadzemnih delova [3, 6].

Koren Chaerophyllum bulbosum se u 19. veku intenzivno koristio kao povrée; u danaSnje
vreme, koristi se samo u francuskoj kuhinju, kao sastojak corbi i drugih kuvanih jela. U Turskoj,
Chaerophyllum macropodum ima primenu kao zacin, dok se stabljika Chaerophyllum libanoticum
koristi kao hrana [7]. Kod plemenskih zajednica na Himalajima, korenje i listovi Chaerophyllum
villosum, lokalno poznatog kao Shigu-Zera, direktno se konzumiraju u cilju le¢enja abdominalnih
bolova izazvanih nazebom. Moguce je da se aktivnost moze pripisati prisutnim terpenoidima — f3-
pinenu, 3-karenu i B-felandrenu, kao i steroidu — sitosterolu [8].
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3.3. MOLEKULSKE OSNOVE BOLESTI
3.3.1. OKSIDATIVNI STRES

Dok je kod svih aerobnih organizama kiseonik esencijalan za prezivljavanje, u slucaju
neadekvatnog metabolisanja on zahvaljujuc¢i visokoj reaktivnosti (usled biradikalske strukture)
postaje toksiCan po organizam. Kod sisara, najve¢i deo ATP sintetiSe se u mitohondrijalnom
elektron-transportnom sistemu, pri ¢emu dolazi do kontrolisane ¢etvoroelektronske redukcije O, do
H,O na citohrom-oksidazi. Medutim, u slu¢aju redukcije sa manje od 4 elektrona (Sto se deSava sa
3-5 % O3) dolazi do stvaranja razli¢itih reaktivnih oblika kiseonika (ROS) koje mogu biti Stetni po
¢eliju [57]:

02 +e — 02‘7
0,+2¢ +2H" — H,0,

Reakcijom O, sa vodonik-peroksidom u Haber-Weiss-reakciji nastaje veoma toksicni
hidroksi-radikal:
0O, +H,0, - O, + OH + «OH

Hidroksi-radikal moZe nastati i u Fentonovoj reakciji, odn. raspadanju vodonik-peroksida u
prisustvu Fe*" jona kao katalizatora:

H,0, + Fe** — OH + *OH + Fe**

Pored nepotpune redukcije kiseonika u elektron-transportnom sistemu, slobodni radikali i
drugi ROS mogu se generisati i drugim enzimskim i neenzimskim mehanizmima, ukljucujuéi
jonizujuée zraCenje (putem homolitickog raskidanja O—H veze u vodi i drugih veza), toksicne
ksenobiotike, inflamatorne procese, imuni odgovor (sinteza O, , HOCI i NO od strane fagocita),
jone prelaznih metala, aktivnost redoks-enzima (ksantin-oksidaze, NADPH oksidaze), metabolizam
membranskih lipida itd. Citohrom P450-zavisni enzimi, ukljueni u jednoelektronske redoks-
reakcije, predstavljaju jedan od glavnih izvora ,,curenja” slobodnih radikala; indukcija ovih enzima
pod dejstvom ksenobiotika (alkohol, lekovi, toksini) povecava verovatnocu slu¢ajnog generisanja i
oslobadanja ROS. Kod niza oksidaza iz peroksizoma, mitohondrija i endoplazmati¢nog retikuluma
H,0; 1 lipidni peroksidi predstavljaju glavne proizvode reakcija.

Najznac¢ajniji ROS ukljucuju radikalske vrste, kao $to su superoksid-anjon (O,"), hidroksi-
radikal (*OH), peroksi-radikale (ROQe) i alkoksi-radikale (ROe¢), kao 1 neradikalske vrste —
vodonik-peroksid (H,0,), hipohloritnu kiselinu (HOCI), singlet-kiseonik (‘O,) i ozon (O3).
Najpotentniji je hidroksi-radikal, koji je sposoban da inicira lipidnu peroksidaciju i direktno se adira
na druga jedinjenja. Superoksid-anjon je takode veoma reaktivan, ali mu je radijus dejstva zbog
slabe liposolubilnosti ograni¢en. Vodonik-peroksid ne ispoljava sam snazna oksidaciona svojstva,
ali pod dejstvom jona prelaznih metala (Fe’’, Cu') generise visokoreaktivni *OH. Zbog
liposolubilnosti lako difunduje kroz bioloSke membrane i prodire do ¢elijskih odeljaka bogatih
prelaznim metalima., kao $to su mitohondrije.

Jo§ jedna vaZna grupa toksi¢nih vrsta su reaktivni oblici azota (RNS, RNOS). U reakciji
azot(Il)-oksida (generisanog u veéim kolicinama od strane NO sintaze u toku inflamatornih
procesa) sa superoksidom nastaje peroksinitritni anjon (ONOQO"), visokoreaktivna Cestica koja lako
reaguje sa biomolekulima i dovodi do njihovog oStecenja (oksidacije tiola i tioetara, nitrovanja i
hidroksilacije aromaticnih jedinjenja ukljucuju¢i aminokiseline i azotne baze, raskidanja lanaca
DNK itd.) [58]. Ova grupa jedinjenja ukljucena je u razvoj neurodegenerativnih bolesti (kao $to je
parkinsonizam) 1 hroni¢nih inflamatornih obolenja (reumatoidni artritis).

ROS i RNS dovode do ostecenja celijskih lipida, proteina, ugljenih hidrata i DNK, sa
posledicama koje mogu varirati od smrti ¢elije do neoplazija. Jedan od najc¢escih procesa je lipidna
peroksidacija, odn. slobodnoradikalska oksidacija polinezasi¢enih masnih kiselina. Reakcija
zapocinje apstrakcijom protona sa molekula lipida, npr. pod dejstvom *OH, pri ¢emu nastaju
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slobodni ugljenik-centrirani radikali sa konjugovanim dvostrukim vezama. Slobodni kiseonik moze
reagovati sa ovakvim radikalima, grade¢i peroksi-radikale koji dalje mogu reagovati sa drugim
molekulima polinezasi¢enih masnih kiselina:

Inicijacija: RH + *«OH — R+ + H,0
Propagacija: Re + O, - ROO-
ROO-* + RH — ROOH + Re

Dekompozicija: ROOH + Me*" — RO+ + OH + M¢’”
ROOH +Me’" — ROO+ + H' + Me*"
2 ROOH — ROO-* + RO* + H,0O

Terminacija: 2R+ — neradikalske vrste
Re + ROO* — neradikalske vrste
2RO0e* — neradikalske vrste

U ovako formiranoj lancanoj reakciji, naroCito u sluc¢aju gusto pakovanih bioloskih
membrana, dolazi do oStecenja velikog broja molekula lipida [57]. Pored naruSavanja strukture i
funkcije membrane (Sto u sluc¢aju mitohondrijalne membrane moze dovesti do dalje produkcije
slobodnih radikala), aldehidi nastali u reakciji mogu dovesti do unakrsnog povezivanja molekula
proteina. Sto se proteina ti¢e, aminokiseline prolin, histidin, arginin, cistein i metionin narocito su
podlozne napadu *OH i oksidativnim oSteéenjima. Posledica je fragmentacija ili unakrsno
povezivanje, Sto dovodi do gubitka funkcije. Dejstvo ROS na DNK obuhvata promene u azotnim
bazama i raskidanje polinukleotidnih lanaca.

Implicirana je uloga ROS u preko 100 obolenja (kao primarni uzrok bolesti ili faktor koji
dovodi do komplikacija), ukljuc¢ujuéi kardiovaskularne i neurodegenerativne bolesti (ateroskleroza,
Alchajmerova bolest, Parkinsonovu bolest, Daunov sindrom), multiplu sklerozu, dijabetes, akutnu
renalna insuficijencija, kao i1 u procesu starenja. Na primer, oksidacija lipoproteina male gustine
(LDL) smatra se klju¢nim faktorom u patogenezi ateroskleroze i vaskularne disfunkcije [57].

S obzirom na stalnu izloZenost ovim potentnim oksidansima koji mogu dovesti do ozbiljnih
oStecenja tkiva, ne iznenaduje Cinjenica da organizam poseduje niz sistema za zaStitu 1 njithovu
neutralizaciju. Mehanizmi zastite obuhvataju kompartmentalizaciju proizvodnje slobodnih radikala,
zastitne enzime (kao Sto je superoksid-dizmutaza koja razara O, ), endogene 1 egzogene
antioksidanse (tokoferoli, askorbinska kiselina, karotenoidi, melatonin, urat itd), vezivanje metalnih
jona (npr. vezivanje Fe u kompleks sa feritinom), i reparacione procese. Tipi¢no lokacija razli€itih
zastitnih sistema u ¢eliji odgovara tipu i koli¢ini ROS koje se generiSu u datom odeljku. Superoksid
dizmutaza (SOD) kao primarni odbrambeni sistem prisutna je u mitohondrijama, citosolu i
ekstracelularnom prostoru. Katalaza, ¢ija je funkcija uklanjanje H,O,, prvenstveno se nalazi u
peroksizomima, dok sistem glutation/glutation peroksidaza/glutation reduktaza ima funkciju
uklanjanja H,O, formiranog van peroksizoma i oCuvanja integriteta bioloSkih membrana i prisutan
je u citosolu i mitohondrijama.

Narocito u savremenom svetu, endogeni protektivni sistemi mogu biti nedovoljni za odbranu
organizma od stresa kome je organizam izlozen, zbog Cega veliku popularnost stiCu egzogeni
antioksidansi prirodnog porekla. Najpoznatiji egzogeni antioksidansi su fenolna jedinjenja, narocito
biljni polifenoli — fenolne kiseline i flavonoidi. Zahvaljuju¢i sposobnosti doniranja atoma vodonika
u stanju su da neutraliSu nepozeljne radikalske vrste u organizmu, pri ¢emu sami prelaze u
rezonantno stabilizovanu, mnogo inertniju radikalsku formu. Neka od ovih jedinjenja deluju i
preventivno, putem kompleksiranja jona prelaznih metala [59]. Medutim, uprkos viSedecenijskom
istrazivanju, jo§ uvek nije moguce reci da li ovi polifenoli ispoljavaju in vivo antioksidantni efekat i
da li je njihov pozitivan efekat na zdravlje mozda posledica drugih mehanizama, nevezanih za
oksidativni stres [60].
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3.3.2. INFLAMATORNI PROCESI

Zapaljenje (inflamacija) je kompleksni bioloski odgovor tkiva na dejstvo Stetnih stimulusa,
ukljuujuéi patogene, toksine, oSte¢enja celija (opekotine, promrzline, jonizujuée zralenje,
mehanicke povrede), hemijske iritante itd., kao 1 na imune/autoimune reakcije, sa ciljem
neutralizacije datih agenasa, spreCavanja Sirenja infekcije, 1 iniciranja reparacije tkiva [61, 62]. U
zavisnosti od agensa, intenziteta i vremena, inflamacija moze obuhvatiti tri faze: akutnu, koju
karakteriSu povecanu permeabilnost krvnih sudova, vazodilatacija i edem, subakutnu, sa
infiltracijom leukocita, i hroni¢nu, u kojoj dolazi do degeneracije tkiva i fibroze [63]. Medutim,
hroni¢ni inflamatorni procesi, kao i inflamacija uzrokovana autoimunim reakcijama, mogu dovesti
do niza patoloSkih poremecaja usled hiperprodukcije ¢elija imunog sistema, enzima koji razaraju
tkiva i inflamatornih citokina — astme, reumatoidnog artritisa i osteoartritisa, multiple skleroze,
psorijaze i kancera [61, 62, 64].

Proces inflamacije reguliSe niz medijatora, uklju¢uju¢i lipide kao Sto su metaboliti
arahidonske kiseline i PAF (platelet-activating factors), peptide — IL (interleukins), TNF (tumor
necrosis factor), GM-CSF (granulocyte/macrophage colony stimulating factor) itd. Njihovo
kombinovano delovanje vodi leukocite do mesta delovanja i aktivira ih, stimuliSe perfuziju,
angiogenezu i reparaciju tkiva, i reguliSe imune reakcije [62, 64]. Neka od ovih jedinjenja deluju
putem stimulacije ekspresije gena aktivacijom transkripcionih faktora, kao Sto je NF-kB [63].

Jedinjenja sa antiinflamatornim svojstvima (ukljucujuéi i prirodne proizvode) mogu delovati
na razli¢itim nivoima, odn. imaju veciki broj mogucih meta delovanja, ukljucujuéi enzime (COX,
IMP dehidrogenaza), citokine i njihove receptore (interleukine, interferone, TNF), transkripcione
faktore itd. [62, 64]. Antihistaminici (koji su tipicno antagonisti H; histaminskih receptora)
smanjuju edem, vazodilataciju i druge simptome alergijskih reakcija, nesteroidni antiinflamatorni
lekovi (NSAID) inhibiraju sintezu prostaglandina, glukokortikoidi stimuliSu ekspresiju
antiinflamatornih proteina zaduzenih za terminaciju inflamatornog procesa (kao sto je lipokortin I,
inhibitor fosfolipaze A2 koja oslobada arahidonsku kiselinu iz membranskih fosfolipida) a
inhibiraju ekspresiju proinflamatornih proteina (niza hemokina, citokina, interleukina), dok druga
jedinjenja mogu modifikovati ili inhibirati sintezu receptora i medijatora, uticati na dejstvo
peptidnih medijatora, blokirati transkripcione faktore ili delovati kao hvataci slobodnih radikala koji
se generiSu u toku procesa [61,63].

Arahidonska kiselina je klju¢ni intermedijer u biosintezi niza jedinjenja koja ucestvuju u
inflamaciji prostaglandina i tromboksana (produkti COX puta, Slika 3.7.), leukotriena i 5-HETE
(proizvodi 5-LOX puta, Slika 3.8.). Zbog toga, nije iznenadujue da mmnogi lekovi (aspirin,
paracetamol, ibuprofen) i lekovite biljke svoje dejstvo zasnivaju na inhibiciji COX i/ili LOX.

Ciklooksigenaza (prostaglandin-endoperoksid sintaza, prostaglandin G/H sintaza, EC
1.14.99.1, COX) je enzim koji oksiduje arahidonsku kiselinu do odgovaraju¢eg hidroperoksi-
endoperoksida — prostaglandina G, (PGG), 1 zatim redukuje PGG; do alkohola — PGH,, koji sluzi
kao prekursor ostalih prostaglandina (PGD,, PGE,, PGF,,), prostaciklina (PGI;) i tromboksana
(TxA,) [65-67]. Poznate su dve izoforme ciklooksigenaze: COX-1 1 COX-2, a pretpostavlja se i
postojanje COX-3 (ili COX-1v). COX-1 je konstitutivni enzim, prisutan je u vecini Celija sisara, 1
sintetiSe prostaglandine koji su prekursori tromboksana u trombocitima i prostaciklina u
vaskularnom endotelu, kontroliSu agregaciju trombocita, putem vazodilatacije reguliSu protok krvi i
glomerularnu filtraciju u bubrezima, Stite Zeluda¢nu mukozu od ishemije i oStecenja [65, 68]. S
druge strane, COX-2 je u vecini normalnih tkiva prisutna samo u vrlo niskim koncentracijama ili
odsutna. Aktivnost je detektabilna tek nakon indukcije u aktiviranim makrofagima i drugim
specijalizovanim ¢elijama na mestu inflamacije [65, 68].
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Klasi¢ni lekovi zasnovani na inhibiciji COX su neselektivni, 1 deluju na sve izoforme, zbog
¢ega pored intiinflamatornog, antipiretickog, antitrombickog i analgetskog dejstva (putem inhibicije
sinteze prostaglandina i1 tromboksana) ispoljavaju i niz nezeljenih efekata, od kojih je najznacajniji
iritacija zeludacne sluznice. Naime, smanjenje koncentracije PG u Zelucu (usled inhibicije COX-1)
dovodi do pojacanog luc¢enja hlorovodoni¢ne kiseline a smanjene sekrecije HCOj5™ 1 zastitne sluzi.
Ovo je narocito izrazeno kod acetilsalicilne kiseline, koja zapravo efikasnije inhibira COX-1 nego
COX-2 [65]. Zbog toga, javlja se potreba za razvojem preparata koji ¢e selektivno inhibirati COX-
2, specificnu za tkiva pod inflamacijom, i time ispoljavati antiinflamatorno, analgetsko i
antipiretiCko dejstvo, a nece uticati na konstitutivnu COX-1. Selektivna inhibicija moguca je
zahvaljujuc¢i ¢injenici da je hidrofobni dzep u aktivnom centru COX-2 zahvaljujuéi razlici u jednoj
aminokiselini (Ile kod COX-1, Val kod COX-2) ve¢i nego kod COX-1 [67]. Medutim, treba
napomenuti da, dok selektivni COX-2 inhibitori znatno slabije iritiraju digestivni trakt, ostali
nezeljeni efekti karakteristi¢ni za nesteroidne antiinflamatorne lekove (rizik od gubitka funkcije
bubrega, tromboze itd.) i dalje su prisutni, a zabelezen je i povecan rizik od infarkta usled inhibicije
sinteze prostaciklina [61]. S druge strane, utvrdeno je da dugotrajno koriS¢enje NSAID, ukljucujuci
i selektivne COX-2 inhibitore, smanjuje incidencu malignih neoplazija [69].

Arahidonat-lipoksigenaze (EC 1.13.11, LOX) predstavljaju familiju dioksigenaza sa
nehemskim gvozdem koji katalizuju dioksigenaciju polinezasi¢enih visih masnih kiselina do
odgovarajucih hidroperoksida [65]. Najvaznije lipoksigenaze kod sisara su 12-LOX (EC 1.13.11.31,
katalizuje stvaranje 57,8Z,10F,128,14Z-12-hidroperoksieikoza-5,8,10,14-tetraenske kiseline — 12-
HPETE), 15-LOX (EC 1.13.11.33, katalizuje sintezu 5Z,87,11Z,13E,155-15-hidroperoksieikoza-
5,8,11,13-tetraenske kiseline — 15-HPETE) 1 5-LOX (EC 1.13.11.34, sintetiSe 5S-HPETE, koju dalje
konvertuje u leukotriene B4, C4, D4 1 E4ili 5-hidroksieikozatetraensku kiselinu — 5-HETE) [70].

Leukotrieni (proizvodi 5-LOX puta) su inflamatorni medijatori znacajni kod astme i
alergijskih reakcija [65]. Deluju kao hemotaksi¢ni agensi za neutrofile, bronhokonstriktori,
povecavaju permeabilnost krvnih sudova i stimulisu luc¢enje sluzi u disajnim organima. Zbog toga,
jedinjenja koja pokazuju 5-LOX-inhibitornu aktivnost imaju potencijal u tretmanu astme; $to se tice
inflamacije, psorijaze, artritisa, osteoporoze i ateroskleroze, terapeutska vrednost je zanemarljiva
[66].

S druge strane, iako bioloska uloga 12-LOX joS uvek nije razjasnjena, poznato je da 12-LOX
put ima poseban znacaj za procese razvoja tumora, angiogeneze i metastaze. Naime, istrazivanja
ukazuju da je 12(S)-HETE modulator proliferacije i apoptoze ¢elija tumora, kao i kljuéni regulator
niza parametara povezanih sa metastatickim potencijalom ¢elija. Pored toga, neki od proizvoda
LOX-katalizovane peroksidacije masnih kiselina pokazuju genotoksi¢na svojstva. Povisene
koncentracije 12(S)-HETE detektovane su u kanceru prostate, pankreasa, dojke, pluca itd. Inhibitori
12(5)-LOX dovode do apoptoze celija tumora, smanjenja pokretljivosti 1 invazivnosti, inhibicije
angiogeneze 1 proliferacije. 12(R)-izomer HETE dovodi se u vezu sa razvojem psorijaze, a 15-
HETE sa aterosklerozom [70].

NO sintaza (EC 1.14.13.39) je enzim koji generiSe NO oksidacijom L-arginina. Sa stanovista
inflamacije 1 imunog sistema, najznacajnija je inducibilna forma NOS (iNOS), koja se sintetiSe
nakon aktivacije odgovarajuceg gena faktorima IRF-1 ili NF-kB. Dok u niskim koncentracijama
NO ima niz bitnih funkcija (neurotransmiter, vazodilatator, komponenta imunog sistema), povisene
koncentracije zbog slobodnoradikalske structure mogu izazvati ostecenja tkiva, naro¢ito mozga. NO
je takode ukljuen i1 u rast tumora. Stoga, jedinjenja kao Sto su seskviterpenski laktoni, koja
inhibiraju inducibilnu NOS ili aktivaciju NF-kB, mogu imati terapeutsku vrednost kod razli¢itih
inflamatornih procesa i kancera [55, 71].

NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) uti¢e na ekspresiju
niza gena ukljucenih u odgovor na bakterijske i viralne antigene, citokine, slobodne radikale, UV
zracenje 1 druge stresore, 1 igra klju¢nu ulogu u regulaciji imunog odgovora i kontroli proliferacije 1
prezivljavanja celija [61, 72]. Poremecaji u regulaciji komponenata NF-kB signalnog puta, kao Sto
je konstantna aktivacija, doprinose razvoju patoloskih stanja — reumatoidnog artritisa i
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osteoartritisa, kancera, autoimunih bolesti, inflamacija i sl. [61, 62]. Stoga, inhibitori NF-xB (vrlo
Cesto sekundarni biomolekuli, kao §to su glikozidi iridoida i floroglucinola [72], rezveratrol,
kurkumin, katehini [73]) imaju terapeutski potencijal u tretmanu kancera i hroni¢nih inflamatornih
procesa. Treba imati u vidu da u odsustvu NF-kB dolazi do ozbiljnih apoptotickih osteenja tkiva,
te se ovakva jedinjenja mogu aplicirati samo topikalno ili tokom kratkog vremenskog perioda [62].

Antiinflamatorno dejstvo utvrdeno je kod brojnih primarnih i sekundarnih biomolekula.
Salicin (aktivni princip Salix alba L.) ireverzibilno inhibira COX kovalentnim modifikovanjem
(acetilovanjem), uti¢e na sintezu NO, 1 modulira signalizaciju preko NF-kB. Nezasi¢ene viSe masne
kiseline sa 18 i vise ugljenikovih atoma, ukljucujuci linolensku (postoje neslaganja u vezi oleinske
kiseline), predstavljaju potentne kompetitivne inhibitore COX-2 (ICsy reda pmol/L), i znacajno
doprinose ukupnoj aktivnosti biljaka kao Sto je Plantago major [61, 67]. COX-2 inhibitorna
aktivnost detektovana je kod priblizno 10 % od oko 500 ispitivanih biljnih ekstrakata [67].
Kurkumin iz Curcuma longa L. inhibira COX, NO sintazu (NOS) i NF-xB, dok aristolohinska
kiselina iz Aristolochia vrsta inhibira fosfolipazu A, [71]. Flavonoidi mogu delovati preko razli¢itih
mehanizama — luteolin i kvercetin u mikromolarnim koncentracijama inhibiraju oslobadanje
citokina TNF-a 1 IL-6; luteolin, kemferol i kvercetin u znacajnoj meri inhibiraju i MMP-9 i MMP-2
(metalopeptidaze matriksa, znacajne kod artritisa i metastaze tumora). Luteolin je takode i inhibitor
NF-kB-regulisane ekspresije gena, kao 1 selektivni COX-2 inhibitor (uz dodatno sniZenje ekspresije
COX-2). Utvrdeno je da je za antiinflamatornu aktivnost flavonoida neophodna planarna struktura,
dvostruka veza izmedu C-2 1 C-3, 1 hidroksilacija u polozajima 5-, 7-, i na prstenu B; glikozilovanje
smanjuje aktivnost. Sto se lignana ti¢e, antiinflamatorno dejstvo (zasnovano na inhibiciji COX, 5-
LOX, iNOS, NF-kB, TNF-a) utvrdeno je kod viSe klasa, mada tek pri viSim koncentracijama
(tipi¢no reda desetina ili stotina umol/L) [61].
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3.3.3. KARCINOGENEZA

Pod kancerom (malignom neoplazmom) podrazumeva se grupa bolesti za koje je
karakteristi¢na nekontrolisana deoba celija uz odsustvo apoptoze, invazivnost (prodiranje u okolna
tkiva i njihovo uniStavanje) i, ponekad, metastaza (Sirenje po organizmu putem krvotoka i limfotoka
i formiranje sekundarnih tumora). Nasuprot tome, rast benignih tumora (benignih neoplazmi) je
ogranicen, a invazivno ponasanje i metastaziranje su odsutni. Sam proces transformacije normalne
¢elije u cCeliju tumora (karcinogeneza ili onkogeneza) je viSefazan proces. Prva faza, inicijacija,
desava se kada genom Ccelije pretrpi promene koje ostaju nereparirane ili pogre$no reparirane.
Tipi¢no, potreban je veéi broj mutacija da bi se normalna ¢elija pretvorila u ¢éeliju kancera, §to
obi¢no zahteva duzi vremenski period. U fazi promocije, oSteena celija se deli, formirajuci pre-
maligni tumor. Pod dejstvom razli¢itih faktora tumor prelazi u poslednju, ireverzibilnu fazu —
progresiju. Dolazi do produkcije c¢elija-klonova sa povecanim proliferativnim kapacitetom,
invazivnoS¢u i sposobno$¢u metastaziranja [65, 68, 74, 75]. Postepeno dolazi do morfoloskih
promena u tkivu, odn. lezija.

Kancer nastaje kao posledica anomalija u genetskom materijalu (ta¢nije, delovima genoma
zaduzenim za kontrolu rasta i diferencijacije) jedne celije usled interakcija sa endogenim ili
egzogenim faktorima. Endogeni faktori obuhvataju genetske, hormonalne i imunoloske faktore, kao
1 hemijske kancerogene nastale normalnim metabolickim procesima (reaktivni oblici kiseonika i
azota [74]), dok egzogeni predstavljaju uticaj agenasa iz okoline (fizicki kancerogeni, kao §to su
UV 1 jonizujuce zraCenje, hemijski kancerogeni, ukljucuju¢i PAH-ove, mikotoksine, jone nekih
teSkih metala i sl., i bioloski kancerogeni — odredeni virusi, bakterije i paraziti) na genetski
materijal. Rizik znacajno povecavaju faktori koji stimuliSu deobu odn. profileraciju ¢elija, zbog
slu¢ajnih mutacija koje se mogu javiti prilikom replikacije DNK. Primeri su steroidni hormoni
(znacajni kod hormon-zavisnih tumora) i sinteticka jedinjenja kao §to je saharin [76].

Genetske anomalije odgovorne za karcinogenezu mogu obuhvatiti konverziju proto-onkogena
u onkogen, inhibiciju/brisanje tumor-supresorskih gena, inhibiciju gena koji reguliSu apoptozu,
aktivaciju ekspresije telomeraza itd. [65].

Proto-onkogeni su normalni geni koji pod odredenim uslovima (mutacija koja dovodi do
deregulacije odn. trajne aktivacije, dupliciranje gena, ekspresija u pogresnom tipu celije ili u
pogresno vreme, i sl.) mogu preci u tumor-indukujuéi onkogen. Proto-onkogeni, kojih je poznato
oko 100, Cesto imaju ulogu u transdukciji signala — kodiraju faktore rasta, receptorske tirozin
kinaze, regulatorne GTPaze, transkripcione faktore itd. Neki od tipi¢nih primera su: Ras (kodira
GTPaze; aktivacija dovodi do rasta, diferencijacije i prezivljavanja celije; najcesci je onkogen), Wnt
(ima ulogu u embriogenezi i morfoloSkom razvoju organizma), Myc (reguliSe ekspresiju brojnih
gena) i Trk (utiu na funkciju, prezivljavanje i diferencijaciju neurona).

Proteini kodirani tumor-supresorskim genima (anti-onkogenima) imaju funkciju supresora
metastaze (ucestvuju u adheziji ¢elija i sprecavaju njihovu disperziju), represije gena zaduzenih za
produzenje Celijskog ciklusa, blokiranja ¢elijskog ciklusa u slucaju detektovanog osStecenja DNK,
sve dok se DNK ne reparira, ili iniciranja apoptoze ukoliko je reparacija DNK neizvodljiva [77].
Ukoliko se javi mutacija kod nekog od ovih gena, tako da dode do smanjenja ili gubitka aktivnosti,
inhibirana je reparacija DNK, oSte¢enja se akumuliraju i povecava se verovatno¢a nekontrolisane
deobe celije.

Vecina malignih ¢elija ima sposobnost ekspresije telomeraze, enzima koji produzava telomere
na krajevima DNK lanaca. Kod normalnih ¢elija, prilikom svake mitoze ireverzibilno se gubi deo
telomera, ¢ime se efektivno ograni¢ava maksimalan broj deoba odn. Zivotni vek éelije, a u cilju
sprecavanja nakupljanja prevelikog broja mutacija. Zahvaljuju¢i telomeraznoj aktivnosti, Celije
kancera konstantno regenerisu telomere i time neogranic¢eno produzavaju svoj zivot.

Pod normalnim uslovima, IL-2 aktivirane citotoksicne ¢elije, NK (eng. natural killer) Celije i
makrofagi u stanju su da prepoznaju i uniste ¢elije kancera. Medutim, ¢elije kancera mogu se putem
lucenja imunosupresorskih supstanci zastititi od imunog sistema domacina. Utvrdeno je da mnogi
tumori luc¢e PGE,, koji inhibira lucenje citokina (ukljucujuéi IL-2) iz T-helper leukocita, ekspresiju
IL-2 receptora u T-Celijama, prezentaciju antigena, produkciju citokina i citotoksicnog NO u
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makrofagima, i citotoksi¢nost NK celija. Pretpostavlja se da dolazi do lu€enja i drugih signalnih
molekula — IL-1, TNF-a (tumor necrosis factor-o), GM-CSF (granulocyte/monocyte colony-
stimulating factor), TGF- 1 IFNy — koji dovode do aktiviranja imunosupresorskih mehanizama
[65].

Jedan od ograni¢avaju¢ih faktora rasta tumora je apoptoza. Apoptoza predstavlja
programiranu celijsku smrt, koja se (za razliku od nekroze) odvija uz aktivno ucesée celije koja
umire i stogu genetsku kontrolu, a u cilju regulacije broja ¢elija i formiranja tkiva, kao i uklanjanja
ostecenih ili defektnih ¢elija [78, 79]. Odgovaraju¢im signalnim putevima (internim ili eksternim —
preko TNF-a, FasL 1 sl.) aktiviraju se kaspaze (cistein-aspartat proteaze), koje razgraduju niz
proteina, §to dalje dovodi do razaranja ¢elijskih struktura i odgovaraju¢ih morfoloskih promena
(ukljuCujuéi raspad citoskeleta, kondenzaciju 1 raspad hromatina, deformacije plazmatske
membrane). Na kraju, Celija biva razbijena na vise vezikula koje se uklanjaju fagocitozom —
eferocitozom. Ceo proces odvija se bez inflamatornog odgovora (makrofagi u ovom slu¢aju ne luce
pro-inflamatorne medijatore) ili oSte¢enja okolnog tkiva (éelijski sadrzaj, ukljucujuci i proteoliticke
enzime, ostaje okruZzen membranom) [79]. Ovaj proces u Celijama kancera moZe zapoceti usled
iscrpljenja faktora rasta ili prezivljavanja, hipoksije, gubitka interakcija sa ekstracelularnim
matriksom, defekata u DNK, greSaka u signalnim putevima i sl. Zahvaljuju¢i ovom mehanizmu,
brzina rasta tumora je <5 % od brzine o¢ekivane na osnovu kinetike proliferacije ¢elija. Potvrdeno
je da je frekvencija apoptoze poviSena u spontano povlac¢ecim tumorima, kao i tumorima tretiranim
citotoksi¢nim agensima. Medutim, neke tumore karakteriSe poviSena ekspresija zastitnih proteina,
kao Sto su Bcl-2 (blokira apoptoticki signal), DcR3 (decoy receptor 3, vezuje FasL ¢ime sprecava
njegovu interakciju sa Fas receptorom i indukciju apoptoze) i FasL (izaziva smrt citotoksi¢nih T
¢elija koje pokuSaju da uniSte tumor), ili promene u proteinima zaduzenim za iniciranje apoptoze,
kao $to je p53 (aktivira se u slucaju nepopravljivih oste¢enja DNK). Zahvaljujuéi ¢injenici da ¢éelije
kancera zadrzavaju apoptoticku ,,maSineriju” o€uvanom, geni i proteini koji iniciraju i kontroliSu
apoptozu predstavljaju potencijalne mete dejstva antikancer lekova. Ovi lekovi mogu inhibirati
hiperaktivirane signale celijskog prezivljavanja (kao S$to su Bcl-2, NF-xB 1 sl), regenerisati pro-
apoptoticku aktivnost (p53), ciljati pro-apoptoticke receptore inaktivne kod normalnih ¢elija ili
aktivirati kaspaze [78].

Hemoterapija kancera podrazumeva primenu jedinjenja, prirodnog ili sintetickog porekla,
koja usporavaju, zaustavljaju rast celija kancera ili dovode do njihove smrti. Primenu
hemoterapeutskih agenasa u velikoj meri ogranic¢ava njihova toksi¢nost prema zdravim ¢elijama;
jedino je tolerancija prema jedinjenjima baziranim na hormonskoj aktivnosti visoka. Dalje,
utvrdeno je da je vecina humanih malignih tumora hemorezistentna. Zbog svega navedenog,
potraga za hemoterapeuticima niske toksicnosti i Sirokog spektra dejstva jos uvek je u toku [80].

Velika vecina antikancer jedinjenja predstavljaju primarne i sekundarne biomolekule, bilo u
nativnoj formi, bilo strukturno modifikovane, ukljucuju¢i flavonoide i stilbene (antioksidansi,
fitoestrogeni, inhibitori enzima faze 2, COX 1 ornitin dekarboksilaze, induceri diferencijacije),
izotiocijanate (inhibitori enzima faze 2), lignane (fitoestrogeni, mitoticki otrovi, antioksidansi,
inhibitori topoizomeraze, COX ornitin dekarboksilaze), steroide (fitoestrogeni, inhibitori enzima
faze 2), seskvi- i diterpene (induceri diferencijacije, inhibitori ornitin dekarboksilaze) itd. [68].
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3.4. HEMIJSKI SASTAV VRSTA TRIBUSA SCANDICEAE

Fitohemijska ispitivanja vrsta tribusa Scandiceae do sada su sprovedena u vrlo ograni¢enom obimu.
Velika vecina publikacija odnosi se na jednog od najpoznatijih predstavnika — Anthriscus sylvestris,
u kome je kombinacijom ekstrakcije velikih koli¢ina biljnog materijala, hromatografije na stubu i
strukturnih instrumentalnih metoda — 'H-NMR, "“C-NMR i MS — identifikovan veliki broj
jedinjenja, pretezno lignana, kumarina i poliacetilena [3, 4, 6, 9-15]. Medutim, nema podataka o
koncentraciji ili relativnom odnosu detektovanih sekundarnih biomolekula. Savremene
hromatografske tehnike veoma su retko primenjivane [5, 12], $to za posledicu ima kasno otkrivanje
nekih od dominantnih komponenti. Primer je nezasi¢eni dibenzilbutirolaktonski lignan silvestrin,
koji je u A. sylvestris detektovan tek 2007. godine [4], tri decenije nakon prvih publikovanih
rezultata fitohemijskih istrazivanja ove vrste [13]. Literaturni podaci o hemijskom sastavu ekstrakta
ostalih vrsta znatno su oskudniji i obuhvataju identifikaciju nekoliko fenolnih i poliacetilenskih
jedinjenja u Chaerophyllum hirsutum [18, 19], flavonoida i deoksipodofilotoksina u Anthriscus
cerefolium [2, 20], lignana, flavonoida, poliacetilena i fenilpropanoida u Chaerophyllum aureum
[30, 35], kao i lignana u Chaerophyllum maculatum [32].

Sastav volatilnih komponenti odn. etarskih ulja ispitan je za niz vrsta, ukljucuju¢i Anthriscus
sylvestris [16, 17, 21], Anthriscus cerefolium [22], Anthriscus nemorosa [23], kao i veliki broj
predstavnika roda Chaerophyllum: Ch. aromaticum [24], Ch. aureum [1], Ch. azoricum [25], Ch.
byzantinum [26], Ch. hirsutum [1], Ch. libanoticum [7], Ch. macropodum [27] 1 Ch. temulentum
[1]. Ulja su uglavnom tipi¢nog, terpenoidnog sastava; izuzetak je A. cerefolium, u kome dominiraju
fenilpropenske komponente.

Dosadasnja istrazivanja ukazuju na znacajan potencijal vrsta tribusa Scandiceae kao izvora niza
bioaktivnih sekundarnih biomolekula. Pored uobicajenih terpenoida, flavonoida i fenolnih kiselina,
mnoge od ispitivanih vrsta bogate su lignanima (pretezno dibenzobutirolaktonskim i
ariltetralinskim), alifatiénim C;7-poliacetilenima, prostim kumarinima i furanokumarinima.
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3.4.1. FENOLNE KISELINE I DERIVATI

Pod fenolnim kiselinama podrazumevaju se dve velike grupe jedinjenja: hidroksibenzoeve
kiseline (C¢C;), Cesto poistovecene sa terminom fenolne kiseline, i hidroksicimetne ili
fenilpropenske kiseline (C¢Cs). U prirodi se javljaju pretezno u vidu estara sa Secerima, drugim
fenolnim kiselinama, hidroksi-kiselinama itd.

Biosinteza

Dok neke od fenolnih kiselina (npr. orselinska) nastaju ciklizacijom poliketidnog niza, ve¢ina
ih potice iz Sikimatnog (Sikimat-arogenatnog) puta [81]. Biosinteticki put zapocinje kuplovanjem D-
eritroza-4-fosfata (E4P) i fosfoenolpiruvata (PEP), pri ¢emu nastaje D-arabino-heptulozonska
kiselina-7-fosfat (DAHP) (Slika 3.9.). Sekvencom reakcija (NAD'-zavisna oksidacija 4-OH,
eliminacija fosforne kiseline, redukcija 4-okso grupe i aldolna reakcija) nastaje 3-dehidrohinska
kiselina (DHQ) koja se zatim moze redukovati do hinske kiseline, ili dehidratacijom i redukcijom
prevesti u Sikimi-kiselinu. Daljom konverzijom, preko Sikimat-3-fosfata i S-enolpiruvil-Sikimat-3-
fosfata (EPSP) kao intermedijera, nastaje horizminska kiselina. Reakcijom Claisen-ovog
premestanja horizmat prelazi u prefenat.
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} Ho™" on NADT G OH

HO \\\\\ g \O E E2 E

= OH OH

OH E4P DAHP

H,0 <« £3
COOH COOH COOH COOH
Pi PEP
ATP NADH
- B ——
S E5 E4 >

pPoO™ COOH oW OH HO < OH o) < OH

OH OH OH OH
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Slika 3.9. Sikimatni put biosinteze fenolnih kiselina — od PEP i E4P do prefenata. EI1-2-dehidro-3-deoksi-fosfoheptonat
aldolaza (DAHP sintaza), E2 — 3-deoksihinat sintaza, E3 — 3-dehidrohinat dehidrataza, E4 — Sikimat-3-dehidrogenaza
(Sikimat: NADP oksidoreduktaza), E5 — Sikimat kinaza, E6 — EPSP sintaza, E7 — korizmat sintaza, E8 — korizmat mutaza

[81]

U sledec¢oj fazi, prefenat se mreZom metabolickih puteva prevodi u osnovne C¢Cs gradivne
blokove - aromati¢ne aminokiseline L-fenilalanin i L-tirozin (Slika 3.10.). Koji ¢e od nekoliko
moguc¢ih puteva (odn. redosleda reakcija dekarboksilativne aromatizacije, transaminacije i
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oksidacije) biti aktivni, zavisi od biljne vrste. Kona¢no, eliminacijom amonijaka dolazi do
formiranja E-cimetnih kiselina. Vecina biljaka nije sposobna za dezaminaciju L-tirozina; umesto
toga, p-kumarinska kiselina nastaje hidroksilacijom cimetne kiseline.

COOH COOH COOH
No NH, =
PLP, GI ﬂ?3
, Glu
—_—
E10 E11
fenilpirogroZzdana L-fenilalanin cimetna kiselina
kiselina
E9
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/1 H,0, CO, /1 H,0, CO,
E17
Hooc,, COOH Hooc,, COOH Cyt P50
PLP, Glu NH 0,
°© = 2 NADPH
= E12 =
OH OH
prefenska kiselina L-arogenska kiselina
NAD" ggD
E14 Co, E16

COOH COOH COOH

p- h1drok51fen11— L—t1r0z1n p—kumarlnska
pirogrozdana kiselina kiselina

Slika 3.10. Sikimatni put biosinteze fenolnih kiselina — od prefenata do fenilpropenskih
kiselina. E9 — prefenat dehidrataza, E10 — fenilpiruvat aminotransferaza,E11 — fenilalanin-
amonijak lijaza, E12 — prefenat aminotransferaza, E13 — arogenat dehidrataza, E14 —
prefenat dehidrogenaza, E15 — 4-hidroksipiruvat aminotransferaza, E16 — arogenat
dehidrogenaza, E17 — cinamat 4-hidroksilaza [81]

Daljim reakcijama hidroksilacije i metilacije (Slika 3.11.) nastaju razlicite fenilpropenske
kiseline sa orto-obrascem supstitucije tipicnim za Sikimatni put (za razliku od meta-supstituisanih
aromatic¢nih poliketida).

COOH COOH COOH
NADPH NADPH NADPH
—
2 po
cimetna p—kumarmska kafena ferulna 5-hidroksiferulna s1nap1nska
kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina kiselina

Slika 3.11. Biosinteza fenolnih kiselina — modifikacije na aromaticnom prstenu [81]
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Ranije se smatralo da NADPH-zavisnom redukcijom ovih kiselina (u formi tioestara sa CoA),
preko odgovarajuéih aldehida, nastaju odgovarajuéi alkoholi — monolignoli [81]. Novija istrazivanja
ukazuju na to da je ovaj biosintetski put nesto sloZeniji, uz kumaroil- i kafeoil- Sikimi- i hinsku
kiselinu kao intermedijere (Slika 3.12.) [82, 83].

CinnA —» CoumA — CaffA ——— > FerA—> 5-OH-FerA — SinA

; :

C4H Fer-CoA Sin-CoA
CinnA — CoumA e
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Slika 3.12. Biosinteza monolignold — stari i novi model. Caff — kafeoil, Cinn — cinamoil, Con — koniferil, Coum —
kumaroil, Fer — feruloil, Sin — sinapil/sinapoil, ShA — Sikimi-kiselina, QA — hinska kiselina; -A — kiselina, -Ald —
aldehid, -Alc — alkohol; 4CL — 4-hidroksicinamoil CoA ligaza, C3T — p-kumarat 3-hidroksilaza, C4H — cinamat 4-
hidroksilaza, CAD — cinamil-alkohol dehidrogenaza, CCoAMT — kafeoil-CoA O-metiltransferaza, CCR — cinamoil-
CoA reduktaza, COMT — kafena kiselina/5-hidroksikafena kiselina O-metiltransferaza, COT — hidroksicinamoil
CoA:hinat hidroksicinamoiltransferaza, CST — hidroksicinamoil CoA:Sikimat hidroksicinamoiltransferaza, F5SH —
ferulat 5-hidroksilaza, SAD — sinapil-alkohol dehidrogenaza [82]

Fenilpropeni (alilfenoli i propenilfenoli) nastaju iz odgovarajucih cinamil-alkohola, ta¢nije,
njihovih acetata (Slika 3.13.). Acetilovanje obezbeduje dobro odlaze¢u grupu; eliminacija je
dodatno potpomognuta prisustvom p-hidroksilne grupe, koja omoguéava stvaranje hinonmetidnog
intermedijera koji se dalje redukuje uz NADPH [81].
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Slika 3.13. Biosinteza fenilpropend. EI — izoeugenol sintaza I, E2 — eugenol sintaza I, E3 — eugenol O-
metiltransferaza [81]
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Sekvencom reakcija slicnom B-oksidaciji masnih kiselina iz fenilpropenskih kiselina mogu
nastati odgovarajuce supstituisane benzoeve kiseline (4-hidroksibenzoeva iz kumarinske, vanilinska
iz ferulne i sl.). Uopste, fenilpropenske kiseline predstavljaju osnovne prekursore u biosintezi
vecine fenolnih jedinjenja u biljkama.

Rasprostranjenost

Fenilpropenske kiseline univerzalno su prisutne u biljkama, pri ¢emu je najceSca kafena, za
kojom slede p-kumarinska, ferulna i sinapinska [84]. Isto vazi i za benzoeve kiseline, od kojih su
najzastupljenije one sa bar jednom slobodnom hidroksilnom grupom: p-hidroksibenzoeva,
protokatehinska, vanilinska, galna i siringinska. Permetilovana jedinjenja, kao Sto je veratrinska
(3,4-dimetoksibenzoeva) kiselina, i jedinjenja sa neuobicajenim obrascem supstitucije, kao
gentizinska kiselina (2,5-dihidroksibenzoeva), mnogo su reda [85].

Hidroksicimetne kiseline se retko deponuju u slobodnoj formi u biljnim celijama.
Najuobicajeniji, univerzalno prisutni derivati su hlorogenske kiseline — estri sa hinskom kiselinom:
mono-estri (kaefoil-, kumaroil- i1 feruloilhinske kiseline), di-, tri- i tetrakafeoilhinske kiseline,
mesoviti di-estri (kafeoilferuloilhinske kiseline, kafeoilsinapoilhinske kiseline), i1 di-, tri- i
tetrakafeoilhinske kiseline acilovane (na hinskoj ili kafenoj kiselini) raznim dikarboksilnim
kiselinama (glutarna, oksalna, sukcinatna, malonatna). Poznati su i estri sa organskim hidroksi-
kiselinama (jabucna, vinska...), etri 1 estri sa Se¢erima (monosaharidi, polisaharidi ¢elijskog zida,
Secerni alkoholi, glikozidi antocijana i flavonola), amidi sa aromati¢nim aminokiselinama, holinom
1 sl. 1 estri sa viSim masnim kiselinama i alkoholima [57, 84, 86].

Mnogo se manje zna o derivatima benzoevih kiselina; mada se mogu naci u slobodnom obliku
[87], najCeS¢e su konjugovani sa SeCerima, u vidu estara [85]. Vanilinska, p-hidroksibenzoeva,
siringinska i protokatehinska kiselina poti¢u (bar delom) od degradacije lignina [87].

Fenilpropeni su najceSée prisutni kao glikozidi ili estri polifunkcionalnih karboksilnih
kiselina; prilikom oStecenja ili obrade biljnog materijala, dolazi do hemijske ili enzimatske hidrolize
1 oslobadanja isparljivih slobodnih fenilpropena.

Sto se ti¢e familije Apiaceae, distribucija fenilpropenskih kiselina tipi¢na je za napredne
familije cvetnica: kafena kiselina je univerzalna, ferulna, sinapinska i p-kumarinska su takode
redovno prisutne. Najzastupljeniji estri su 5-O-kafeoilhinska (hlorogenska) kiselina, kao i druge
izomerne kafeoilhinske i1 dikafeoilhinske kiseline. Nisu detektovani prosti estri p-kumarinske
kiseline, nego samo konjugati sa mono- i seskviterpenima (kao S$to je p-kumaroil-fenhon).
Detektovan je i znatan broj fenilpropena, Cesto odgovornih za karakteristicna organolepticka
svojstva (i primenu datih biljaka kao zac¢ina). Najces¢i fenilpropen je miristicin, koji je naden u
etarskom ulju mnogih gajenih vrsta, kao Sto su celer, morac, perSun, Sargarepa i pastrnak. Pored
miristicina, pronadeni su i anetol (najjednostavniji fenilpropen), metileugenol, asaron, krokaton itd.
[36].

U ekstraktima i etarskom ulju vrste Anthriscus sylvestris identifikovan je kombinacijom
frakcionisanja i1 spektrometrijskih metoda veliki broj derivata fenolnih kiselina, alilfenolnog,
propenilfenolnog i propilfenolnog skeleta (Slika 3.14.). Pored uobicajenih 3,4- i 3,4,5-obrazaca
supstitucije: 3-metoksi-4-hidroksi- (gvajacil-tip), 3,4-dimetoksi- (veratril), 3,4-metilendioksi-
(piperonil), 3-metoksi-4,5-metilendioksi- i 3,4,5-trimetoksi-, javlja se i retki 2,4,5-raspored u vidu
2-metoksi-4,5-metilendioksi-supstitucije kod antriscinola i njegovog metil-etra. Fenilpropeni i
fenilpropani detektovani su u slobodnoj formi i u vidu estara sa 2-metil-2-butenskom kiselinama
(angelika- 1 tiglinskom kiselinom) [3, 9, 10, 13, 15-17, 31]. Za sada nema podataka o
kvantitativnom udelu ovih jedinjenja u biljnom materijalu. Ostale vrste tribusa Scandiceae nisu
toliko detaljno ispitane. U etarskom ulju Chaerophyllum azoricum identifikovan je miristicin [25],
dok su u ekstraktu Chaerophyllum aureum pronadeni hidroksilovani derivat miristicina, kao i
njegov estar sa angelika kiselinom [30]. U ekstraktima Chaerophyllum hirsutum pronaden je niz
derivata kafene i ferulne kiseline [18, 19, 31]. Etarsko ulje i ekstrakt Anthriscus cerefolium sadrzi
kao dominantne komponente estragol (metil-havikol) i 1-alil-2,4-dimetoksibenzen [22].
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Slika 3.14. Strukture fenolnih kiseline i derivata detektovanih u vrstama tribusa Scandiceae (AnS — A. sylvestris,
AnC — A. cerefolium, ChH — Ch. hirsutum, ChAz — Ch. azoricum, ChAu — Ch. aureum)

BioloSki znacaj

Primarna bioloska funkcija fenolnih kiselina je zastita od stresa — patogena, mehanickih
povreda 1 Stetnih supstanci iz zZivotne sredine (O3, SO;) [86]. PoSto su uglavnom konstitutivho
prisutne u biljnim tkivima, i imaju relativno nisku toksi¢nost, ¢ine deo pasivne, preventivne zastite
od manje agresivnih patogena, odn. predstavljaju fitoanticipine [83, 88]. 5-O-kafeoilhinska
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(hlorogenska) kiselina i druge orto-dihidroksi-kiseline pri oste¢enju tkiva pod dejstvom insekata
dolaze u kontakt sa polifenol oksidazama, grade¢i toksi¢ne hinone, koji napadaju —SH 1 —NH,; grupe
proteina 1 umrezavaju ih [83, 89]. Patogen-indukovana nekroza tkiva dovodi do aktivacije
fenilalanin-amonijak lijaze (PAL), klju¢nog enzima u sintezi salicilne kiseline. Salicilna kiselina
predstavlja signalni molekul 1 putem aktivacije niza proteina (tzv. pathogenesis-related proteins)
dovodi do indukcije sistemskog steCenog imuniteta u celoj biljci (sinteza fitoaleksina) [86, 90].
Galoil- 1 elagoil-estri Secera (hidrolizabilni tanini) ¢esto su ekstremno astringentni, ¢ine biljku
nejestivom (denaturisu digestivne enzime) i tako je $tite od herbivora. Cest je slu¢aj da nezreli
plodovi sadrze vrlo visoke koncentracije tanina, koje pri sazrevanju opadaju, ¢ime se obezbeduje da
plodovi ne budu pojedeni pre nego Sto je seme potpuno razvijeno [91].

Neki od eksperimenata ukazuju na mogucu ulogu hidroksibenzoevih i1 hidroksicimetnih
kiselina kao alelopatskih agenasa [86]. Jo§ uvek nije poznato da li fenolne kiseline imaju dodatnu,
regulatornu funkciju u razvoju i metabolizmu biljaka [86]. Iako veéina fenola ne predstavljaju
hormone, moguce je da utiu na rast biljke putem interakcije sa auksinima i drugim grupama
hormona. Na primer, utvrdeno je da 5-O-kafeilhinska kiselina §titi auksin indol-3-sir¢etnu kiselinu
(IAA) od oksidacije pod dejstvom IAA oksidaze, stimuliSu¢i tako rast [92]. Uopste,
dihidroksifenolne kiseline predstavljaju inhibitore a monohidroksifenolne kiseline stimulatore
oksidacije TAA [86]. Drugi hormon na koga fenolne kiseline uti¢u je eten, koji ima ulogu u
regulaciji rasta celija i nihovog oblika, odn. definiciji oblika biljke u celini. Dok kumarinska
kiselina predstavlja neophodni kofaktor enzima koji sintetiSe eten, kafena kiselina deluje kao njegov
inhibitor; dakle, podeSavanjem odnosa ove dve fenilpropenske kiseline moguée je precizno
regulisati sintezu etena [86].

Apsorpcija i metabolizam

Slobodne fenilpropenske kiseline se brzo resorbuju Zzelucu i tankom crevu pomocu
transportera monokarboksilnih kiselina (koji je mozda zapravo Na/glukoza kotransporter SGLT1), 1
zatim prevode u glukuronate i sulfate [84, 91]. Utvrdeno je da se estri mnogo slabije resorbuju [93];
sam mehanizam apsorpcije nije jasan, buduci da se slobodne kiseline ubrzo nakon oralnog unosa
estara pojavljuju u krvotoku, a odgovarajuca esterazna aktivnost u gastrointestinalnom traktu i jetri
nije detektovana. Pretpostavlja se da do hidrolize i delimi¢nog metabolisanja neresorbovanih estara
zapravo dolazi u debelom crevu pod dejstvom intestinalne mikroflore [84, 91]. Metabolicke
transformacije kojima podlezu fenilpropenske kiseline obuhvataju metilovanje hidroksilne grupe u
polozaju 3 pod dejstvom katehol O-metiltransferaze, B-oksidaciju bo¢nog niza do benzoevih
kiselina, dehidroksilaciju, hidrogenizaciju, i konjugaciju sa glicinom, sulfatom ili glukuronskom
kiselinom [57, 94]. Metaboliti detektovani u krvi 1 urinu po unosu kafene ili 5-O-kafeoilhinske
kiseline su pretezno konjugati kafene, ferulne 1 izoferulne kiseline, kao i metaboliti mikrobialnog
porekla: m-kumarinska kiselina-glukuronid, 3-hidroksifenil- i1 3,4-dihidroksifenilpropanska kiselina,
hipurne kiseline i vanilinska kiselina [57, 84, 91, 95].

Metabolicke transformacije kojima podlezu hidroksibenzoeve kiseline obuhvataju konjugaciju
sa sulfatom, glukuronatom 1 glicinom, metilovanje, demetilovanje, dehidroksilacija i (kod 4-
hidroksi-kiselina) dekarboksilacija. U urinu su tipicno prisutne slobodne kiseline, glukukonidi i
sulfati [87]. Za galnu kiselinu utvrdeno je da se odli¢no resorbuje u poredenju sa ostalim fenolnim
jedinjenjima. Glavni metaboliti u krvotoku su glukuronidi galne i 4-O-metilgalne kiseline. U
slucaju elagne kiseline, u krvotoku (ali ne i u urinu) je prisutna slobodna forma, dok su u urinu
detektovani proizvodi mikrobialnog metabolizma — urolitin A i B [91].

BioloSka aktivnost

In vitro, in vivo 1 epidemioloske studije pokazuju da fenolne kiseline u voéu, povréu, kafi i
¢aju imaju potencijalno blagotvoran efekat na zdravlje, u smislu antioksidantnog, hipoglikemijskog,
antiviralnog 1 hepatoprotektivnog dejstva. Smatra se da su ova jedinjenja aktivne komponente
mnogih lekovitih biljaka.
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Antioksidantna aktivnost

Brojni in vitro testovi pokazali su da su fenolne kiseline odli¢ni hvata¢i slobodnih radikala
(eng. radical scavengers), ukljucujuéi superoksid radikal-anjon, hidroksil-radikal i peroksil-radikal,
sa ve¢im kapacitetom i reaktivnos$¢éu od troloksa, vodorastvornog derivata tokoferola [57, 96, 97].
Utvrdena je 1 sposobnost inhibicije reaktivnih oblika azota, ¢ime doprinose zaStiti od mutageneze 1
karcinogeneze [57]. Sem direktne reakcije sa slobodnim radikalima, 5-O-kafeoilhinska i kafena
kiselina u stanju su da grade helate sa jonima Fe’" ili ih redukuju, i time inhibiraju generisanje
hidroksil-radikala Fentonovom reakcijom (mada je utvrdeno da pri odredenim uslovima zapravo
mogu 1 stimulisati navedenu reakciju) [57, 98]. Potvrden je sinergizam kafene, p-kumarinske i
hlorogenskih kiselina sa a-tokoferolom i askorbinskom kiselinom [100].

Antikancer aktivnost

In vivo ogledi i epidemioloske studije pokazali su da unos umerenih koli¢ina 5-O-
kafeoilhinske kiseline (npr. preko kafe) u kombinaciji sa antioksidantnim vitaminima pruza
delimi¢nu zastitu od genotoksi¢nih supstanci; pored ostalog, utvrdeno je da smanjuje rizik od raka
debelog creva [84]. Kafena, ferulna 1 5-O-kafeoilhinska kiselina in vivo inhibiraju mutageno
delovanje benzopirena. Za galnu kiselinu takode je u in vitro uslovima utvrdeno da ispoljava
citotoksi¢nost prema vise ¢elijskih linija kancera, putem indukcije apoptoze, sa ICso u opsegu 5-13
ng/mL (koncentracije koje se teSko mogu ocekivati in vivo) [101, 102].

Antiinflamatorno dejstvo, uticaj na imuni sistem

Kafena i1 5-O-kafeilhinska kiselina inhibiraju oslobadanje histamina iz mastocita pri
koncentracijama 25-50 pmol/L, kao i hijaluronidazu, §to ukazuje na potencijal u tretmanu alergija,
astme 1 inflamatornih procesa [57, 103]. Kafena, kafeoilhinske i dikafeoilhinske kiseline
poboljSavaju mobilnost makrofaga, koji su u veéini tkiva prva linija odbrane od infekcija [104].
Kafena i dikafeoilhinske kiseline, ali ne i hlorogenska kiselina, inhibiraju sintezu LTB4 u
leukocitima [105]. LTB4 je jedan od molekula koji indukuju adheziju leukocita za endotelijum, fazu
koja prethodi dijapedezi, a istovremeno deluje i kao hemoatraktant za neutrofile.

Antiviralno dejstvo

Kafeoil-jabucna i neke od dikafeoilhinskih kiselina (ali ne i monokafeoilhinske i slobodna
kafena kiselina) ometaju razvoj HIV-1 u ¢elijskim kulturama; medutim, poSto se ovi estri pre
resorpcije najveéim delom hidrolizuju, terapeutska vrednost je zanemarljiva [84, 106]. Za kafenu i
hlorogensku kiselinu utvrdeno je da znacajno inhibiraju herpes simpleks virus HSV-1, otporan na
aciklovir, bez ispoljavanja citotoksi¢nih efekata [107].

Ostale aktivnosti

Veruje se da 1,3-dikafeoilhinska kiselina (cinarin) iz ekstrakta articoke pokazuje blago
hipoholesterolemic¢no dejstvo; ekvivalentne doze 1,5-izomera (iz kafe) nisu pokazale aktivnost [84].
Galna i elagna kiselina pokazale su hepatoprotektivno dejstvo, ali tek pri koncentracijama daleko
ve¢im od onih koje se mogu ocekivati iz normalne ishrane [108]. Hepatoprotektivno dejstvo
zabelezeno je 1 kod 5-O-kafeoilhinske kiseline. Miristicin u ve¢im koncentracijama ima
halucinogeno dejstvo.

38



Doktorska disertacija Dejan Orci¢

3.4.2. KUMARINI
Kumarini predstavljaju laktonske derivate cis-o- N X
hidroksi-fenilpropenskih kiselina, sa 5,6-benzo-2-pironskim l@l} L
skeletom (Slika 3.15.). e N0 No

Slika 3.15. Struktura kumarina.
Biosinteza

Biogenetski prekursori kumarina su fenilpropenske kiseline hidroksilovane u polozaju 2 (sa,
za fenilpropanoide neuobicajenim, meta-odnosom kiseoni¢nih supstituenata) [81]. [zomerizacijom
dvostruke veze u bocnom nizu karboksilna i fenolna hidroksilna grupa dovode se u povoljan poloza;j
za reakciju intramolekulske esterifikacije (Slika 3.16.). lako je E—Z izomerizacija najcesce
nepovoljan proces, u ovom slucaju odigrava se lako zahvaljuju¢i Cinjenici da je dvostruka veza
oslabljena delokalizacijom (odnosno energija potrebna za n-n* prelaz je znacajno manja nego kod
izolovane dvostruke veze). U toku reakcije izomerizacije 1 laktonizacije, karboksilna grupa je
estarski vezana za glukozu. Nastali kumarin (u slu¢aju cimetne kiseline) i umbeliferon (u slucaju p-
kumarinske kiseline) podlezu daljim strukturnim modifikacijama — hidroksilaciji 1 metilovanju OH-
grupa (dodatni kiseoni¢ni supstituenti poti€¢u od ovih, naknadnih reakcija, a ne od polaznih
fenilpropenskih kiselina). Aromati¢ni prsten umbeliferona aktiviran je u orto-polozaju i podlozan je
napadu alkiluju¢ih agenasa, kao §to je DMAPP (poreklom iz mevalonatnog puta). Prenilovani
kumarini podlezu daljoj ciklizaciji, uz formiranje linearnih i1 angularnih furanokumarina i
piranokumarina (Slika 3.17.).

COOH COOH

p-kumarmska E-2,4-d1h1dr0ks101metna 7-2,4-dihidroksicimetna
kiselina kiselina kiselina
X X X
—_—
X
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umbeliferon demetilsuberozin
O AN O
X \
GlIcO (0] O HO (0] O HO O
skopolin skopoletin eskuletin marmezin
X
N
(0] (0]
bergapten bergaptol psoralen

Slika 3.16. Biosinteza kumarina [81]
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/ X
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linearni furanokumarini  linearni piranokumarini angularni furanokumarini angularni piranokumarini
(psoralenski tip) (ksantiletinski tip) (angelicinski tip) (sezelinski tip)

Slika 3.17. Struktura furano- i piranokumarina
Rasprostranjenost

Kumarini (u slobodnoj, acilovanoj i glikozilovanoj formi) su u biljkama, bakterijama i
gljivama Siroko rasprostranjeni, sa preko 1300 predstavnika, dok su u zivotinjama veoma retki.
Uobicajeni su u familijama Apiaceae 1 Rutaceae, kao 1 Leguminosae i Asteraceac. Mogu biti
prisutni u svim delovima biljke, mada su najviSe koncentracije detektovane u plodovima, zatim
korenu, stablu i lis¢u [81, 109].

Kumarini su pronadeni u preko 410 vrsta (iz 87 rodova) iz familije Apiaceae. Prosti kumarini,
sem umbeliferona, relativno su retki. Furanokumarini (praceni dihidrofuranokumarinima) su
uobicajeni, ali se nalaze samo u evoluciono razvijenijim rodovima. Angularni furanokumarini
prisutni su uglavnom u rodovima Heracleum, Pastinaca i Pimpinella, dok su retki u Angelica,
Peucedanum, Prangos 1 Seseli. S druge strane, linearni furanokumarini su zastupljeni u rodovima
Angelica, Peucedanum 1 Prangos. Dok su angularni piranokumarini, kao S$to je sezelin,
identifikovani, linearni analozi do sada nisu pronadeni u familiji Apiaceae (sem u redukovanoj
formi) [36, 109].

U vrstama tribusa Scandiceae do sada su identifikovana dva prosta kumarina — skopoletin i
izoskopoletin, linearni furanokumarin bergapten 1 angularni dihidrofuranokumarin apterin
(vaginidiol-1"-O-glukozid) [4, 18, 31] (Slika 3.18.).

:©fj\ :©foj\o (ﬁfoj\o GlcO

NN
0" o

apterin [AnS]
OH

skopoletin [AnS, ChH] izoskopoletin [AnS] bergapten [AnS]
Slika 3.18. Strukture kumarina detektovanih u vrstama tribusa Scandiceae (AnS — A. sylvestris, ChH — Ch.
hirsutum)

BioloSki znacaj

Istrazivanja su pokazala da kumarini predstavljaju inducibilnu antifungalnu zastitu
(fitoaleksine), odn. biljke 1 neke gljive ih sintetiSu kao odgovor na gljivicne infekcije. Primeri su
umbeliferon, skopoletin, eskuletin 1 skopolin kod slatkog krompira, furanokumarini kod celera 1
pastrnka itd. U nekim slucajevima, detektovani su i na povrsini listova, gde predstavljaju
odbrambenu barijeru protiv patogena [109, 110].

Apsorpcija i metabolizam
Kod ¢oveka, kumarin se metaboliSe u jetri pod dejstvom citohrom P450 izoforme CYP2AS6,
pri ¢emu dolazi do hidroksilacije u polozaju 7. Cak 1 pri visokim koncentracijama, hepatotoksi¢nost

je niska. Nasuprot tome, kod pacova je aktivan CYP2A-5 koji generiSe 3-hidroksikumarin i
produkte otvaranja heterocikli¢nog prstena, rezultuju¢i visokom hepatotoksicnoscu [109].
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BioloSka aktivnost

Kao i veéina sekundarnih biomolekula, i kumarini pokazuju Sirok spektar bioloskih
aktivnosti, ukljucuju¢i  fotosenzibilizatorsku, antikoagulantnu, estrogenu, antimikrobnu,
vazodilatatorsku, antiaritmijsku, antioksidantnu, holereticku, imunosupresivnu, antiinflamatornu,
moluskacidalnu, antihelminticku, adrenergi¢nu, sedativnu, hipnoticku i analgetsku aktivnost. U
nekim slucajevima (aflatoksini) zabelezena je i izrazita hepatotoksi¢nost i kancerogenost, dejstvo na
vitalne ¢elijske procese (inhibicija glikolize 1 oksidativne fosforilacije) i fotokonjugacija sa DNK
[109, 111].

Fotosenzibilizacija

Linearni furanokumarini (psoraleni) poznati su fotosenzibilizatori, koji lako apsorbuju UV
zraCenje 1 prenose energiju na druge molekule. Takode, nakon UV-aktivacije ova jedinjenja mogu
se vezivati za pirimidinske baze u DNK, ¢ime inhibiraju replikaciju i transkripciju. Ove pojave
koriste se ve¢ viSe od 3000 godina kod lecenja koznih bolesti kao §to su psorijaza i vitiligo.
Zahvaljujuéi Cinjenici da apsorbuju samo Stetno kratkotalasno zracenje (280-315 nm), dok
propustaju UV zrake duzih talasnih duzina (315—400 nm), koriste se kod preparata za potamnjivanje
koze. Medutim, treba imati u vidu fotokancerogenost ove grupe jedinjenja, usled generisanja
slobodnih radikala koji dalje mogu interagovati sa DNK [81, 109]. Fotosenzibilizacija takode moze
biti uzrok crvenila, hiperpigmentacije i formiranja plikova pri izlaganju suncevoj svetlosti nakon
kontakta sa biljkama koje sadrZze furanokumarine (perSun, paStrnak, celer, smokve) [112]. Sam
psoralen je najaktivnije jedinjenje u grupi; hidroksilovani derivati, kao i 3,4- 1 2°,3’-dihidro-derivati
inaktivni su. Angularni (7,8-) furanokumarini ne pokazuju ovu aktivnost, ili je ona mnogo slabija
[109].

Antikoagulantno dejstvo

Jedno od najvaznijih farmakoloSkih dejstava kumarina je antikoagulantno dejstvo (prvo
uoceno kod trovanja domacih Zivotinja dikumarolom iz deteline kontaminirane gljivicama).
Prilikom koagulacije, Glu ostaci niza proteina (faktori II, VII, IX, X, protein S) karboksiluju se u
prisustvu redukovanog vitamina K, koji pritom prelazi u epoksid, i regeneriSe se naknadno pod
dejstvom enzima vitamin K-epoksid reduktaze. Neki od kumarina poznati su po tome da inhibiraju
ovaj enzim, ¢ime izazivaju deficijencije vitamina K i nemoguénosti koagulacije krvi, §to moze
dovesti do fatalnih unutras$njih krvaranja. Prirodni i sinteticki kumarinski derivati (dikumarol,
varfarin) nasli su primenu kao oralni antikoagulansi u tretmanu kriticnih tromboza, i kao sredstva za
deratizaciju [81, 109, 112].

Antibakterijsko i antifungalno dejstvo

Neki od kumarina, ukljuujué¢i umbeliferon, skopoletin i1 furanokumarine, inhibiraju
germinaciju spora i rast plesni (Aspergillus, Penicillium, Rhizopus itd.) 1 kvasaca, tj. pokazuju
fungistatsko dejstvo (ali ne i fungicidno), mada se vremenom razvija rezistencija. Treba pomenuti
da kod nekih gljiva, kumarini izazivaju suprotan efekat, odn. znacajno stimuliSu germinaciju 1 rast.
Eskuletin i skopoletin pokazuju fungicidno dejsvo. Aktivnost pokazuju samo aglikoni, dok su
glikozidi inaktivni [109, 112]. 4-hidroksikumarini takode su inaktivni. Dikumarol je veoma
efikasan protiv razli¢itih Bacillus, Streptococcus 1 Staphylococcus bakterija, pri cemu je dejstvo
posledica inhibicije enzima DNK giraze [109].
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Antikancer aktivnost

Kumarin 1 derivati, ukljucujuéi 4-hidroksikumarine i furanokumarine, inhibiraju mitozu i
pokazali su obecavajuée rezultate u in vivo testiranjima hemoterapije melanoma, uz odsustvo
neZeljenih efekata. Antiproliferativni efekat ispoljava se u ranoj G1 fazi [109, 113]. Mehanizam
dejstva jo$ uvek nije poznat, ali se pretpostavlja da ukljucuje inhibiciju proliferacije tumorskih
¢elija, prevenciju metastaze modulacijom imunog odgovora, antimutagene efekte, i (u nekim
slu¢ajevima) indukciju apoptoze.

3.4.3. FLAVONOIDI

Flavonoidi su najveca grupa fenolnih jedinjenja, sa N
zajedni¢kom CeC3Cg¢ strukturom izvedenom od flavona (2- s o 1\3\
fenilhromen-4-ona, 2-fenil-1,4-benzopirona) ili flavana (2- 7@10\2/ V2
fenilbenzopirana) (Slika 3.19.). Prema stepenu oksidacije i N
supstituciji na prstenu C, mogu se podeliti na flavone, flavonole, \C\)
flavanone, dihidroflavonole (flavanonole), flavan-3,4-diole o
(leukoantocijanidine), flavan-3-ole (katehine), flavan-4-ole 1 & o 1‘;
antocijanidine. U ovu grupu jos spadaju i auroni, jedinjenja bez C 7@IC o
prstena — halkoni, dihidrohalkoni 1 retrohalkoni, zatim N o
izoflavonoidi (izoflavoni, kumestani, pterokarpani, rotenoidi...) i Sjikq 3.19. Struktura i numeracija
oligo- i polimeri flavanola (proantocijanidini) [81, 94, 114, 115]. flavona i flavana.
Biosinteza

Flavonoidi su meSovitog biogenetskog porekla — fenilpropenske kiseline (proizvodi

Sikimatnog puta), u vidu tioestara sa CoA, ukljucuju se u acetatni put, pri ¢emu dolazi do elongacije
boc¢nog niza pomocu 3 aktivirane C,-jedinice (malonil-CoA). Nastali poliketidni niz dalje podleze
Claisen-ovoj reakciji, uz formiranje aromaticnog prstena A. Nastali halkon prekursor je za sve
ostale klase flavonoida. Nukleofilnim napadom fenolne hidroksilne grupe na o,-nezasiceni keton u
reakciji Michael-ovog tipa dolazi do stereospecificnog zatvaranja prstena C i gradenja flavanona.
Daljim reakcijama oksidacije i redukcije formiraju se ostale klase flavonoida (Slika 3.20.) [81].
Razlic¢ito biogenetsko poreklo prstenova A 1 B ogleda se i u obrascima oksigenacije — kod prstena
A, tipi¢no su supstituisane pozicije 5 i 7 (meta-supstitucija, karakteristicna za acetogenine), a kod
prstetna B — 3, 4> 1 5° (karakteristicno za fenilpropanoide). U stadijumu flavanona i
dihidroflavonola moze do¢i do dodatnih hidroksilacija aromati¢nih prstenova.

Rasprostranjenost

Do sada je otkriveno bar 6850 flavonoida, uglavnom u formi glikozida [116]. Prisutni su u
svim familijama 1 skoro svim vrstama visih biljaka, ukljucujuéi i jestive i lekovite biljke, dok su u
gljivama veoma retki [115, 117]. Tri najrasprostranjenije klase su flavonoli, flavoni i flavan-3-oli
(katehini).

Flavoni su veoma zastupljeni u prirodi. Iako je uobifajen samo mali broj osnovnih,
glikozidi, koji se uglavnom izvode od kemferola, kvercetina, miricetina i ramnetina, takode su
brojni [117]. Ova jedinjenja su u biljkama obicno prisutna u vidu O-glikozida, mada flavoni grade 1
C-glikozide. Poznato je bar 80 Secera koji ulaze u sastav glikozida (10 monosaharida, 39 disaharida,
30 trisaharida i1 1 tetrasaharid), pri ¢emu je najceS¢a D-glukoza, za kojom slede D-galaktoza, L-
ramnoza, L-arabinoza, D-ksiloza, D-apioza i D-glukuronska kiselina [115, 118, 119]. Glikozilacija je
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najcesc¢e u poziciji 3, rede 7, i samo retko 3°, 4’ 1 5 kod flavonola, odn. u poziciji 7 kod flavona
[118].

Flavanoni i1 halkoni su relativno slabo zastupljeni. Flavanoni su uobi¢ajeni samo u citrusima
[117]. Javljaju se kao glikozidi, najcesc¢e 7-O-rutinozidi (6-O-o-L-ramnozil-D-glukozidi)
neohesperidozidi  (2-O-a-L-ramnozil-D-glukozidi) [120]. U nekoliko familija (Moraceae,

Leguminosae, Asteraceae, Cannabinaceae) detektovan je niz C-prenilovanih aglikona flavanona i
halkona [120].
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Slika 3.20. Biosinteza flavonoida. E1 — 4-kumarat—CoA ligaza (EC 6.2.1.12), E2 — naringenin-halkon sintaza
(flavanon sintaza, EC 2.3.1.74), E3 — halkon izomeraza (EC 5.5.1.6), E4 — flavanon dioksigenaza (EC
1.14.11.9), E5 — flavon sintaza (EC 1.14.11.22), E6 — flavonol sintaza (EC 1.14.11.23), E7 — dihidrokemferol 4-

reduktaza (EC 1.1.1.219), E8 — leukoantocijanidin reduktaza (EC 1.17.1.3), E8 — leukocijanidin oksigenaza (EC
1.14.11.19) [81]

Za razliku od ostalih klasa, flavan-3-oli uglavnom su prisutni u vidu aglikona [91].
Rajrasprostranjeniji pripadnici su (+)-katehin, (-)-epikatehin, (+)-galokatehin i (-)-apigalokatehin,
kao 1 estri: (—)-epikatehin-galat 1 (—)-epigalokatehin-galat [118]. Narocito su zastupljeni u familiji
Asteraceae, mada su pronadeni u jo$ 26 familija visih biljaka [115].
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Izoflavoni (glavni predstavnici su genistein i daidzein) se pretezno javljaju u vrstama familije
Fabaceae, kao Sto je soja, mada su pronadeni u jo§ 19 familija cvetnica, kao i u nekim
golosemenicama i mahovinama [115, 117]. KarakteriSe ih B-prsten vezan u poziciji C-3 umesto C-
2.

Antocijanidini i antocijani predstavljaju najveéu 1 najznacajniju grupu vodorastvornih
pigmenata. Strukture se izvode od 19 osnovnih antocijanidina, od kojih su naj¢es¢i pelargonidin,
cijanidin, delfinidin, petunidin i malvidin [115]. Siroko su rasprostranjeni u cvetnicama i
golosemenicama, sem u redu Caryophyllales (¢iji pripadnici koriste betalaine kao pigmente) [115].
Narocito su zastupljeni u intenzivno obojenim plodovima (bobicama) [117]. U zavisnosti od
strukture, pH vrednosti i prisustva kopigmenata, mogu biti crveni, ljubicasti ili plavi. Najve¢im
delom prisutni su u obliku glikozida — antocijana, sem u slucaju neuobicajenih 3-deoksi struktura.
Najuobicajeniji Seceri koji ulaze u sastav antocijana su glukoza, galaktoza, ramnoza i arabinoza.
Seéerna komponenta &esto je acilovana fenilpropenskim kiselinama (kafena, p-kumarinska, ferulna,
sinapinska) i drugim organskim kiselinama (siréetna, jabu¢na, malonska, oksalna, ¢ilibarna) [121].

Sto se ti¢e familije Apiaceae, tri najvaznija aglikona su kemferol, kvercetin i luteolin, $to je
obrazac uobiCajen za pretezno zeljaste biljke [36]. Identifikovano je bar pet O-metilovanih
flavonoida: krizoeriol (3'-O-metilluteolin), diosmetin (4'-O-metilluteolin), akacetin (4’-O-
metilapigenin), izoramnetin (3'-O-metilkvercetin) i hesperitin. Glikozidi kao Se¢ernu komponentu
sadrze tipicno glukozu, rutinozu, glukuronsku kiselinu, arabinozu ili ramnozu, kao i neuobicajeni
monosaharid apiozu. Flavoni su najcesée glikozilovani u poziciji C-7 (luteolin-7-O-glukozid je
najrasprostranjeniji flavonski glikozid u familiji), dok se C-5 i C-4’ derivati retko javljaju. Kod
flavonola Secerna komponenta vezana je u polozaju C-3. Svi pronadeni antocijani izvode se od
najjednostavnijeg aglikona — antocijanidina. Generalno, za familiju je karakteristicno odsustvo jarke
koloracije cvetova — latice su najcesc¢e bele, ponekad zute ili bledoruzicaste. Umesto toga, antocijani
se, kada su prisutni, koncentriSu u stablu (primeri: Heracleum, Conium, Chaerophyllum), listu ili
korenu.

Podaci o flavonoidima u vrstama tribusa Scandiceae (Slika 3.21.) vrlo su ograniCeni, i
uglavnom se odnose na Anthriscus sylvestris, u kome su identifikovani apigenin, luteolin i
kvercetin, kao 1 njithovi glikozidi (glukozidi i rutinozidi) [6, 33]. U Chaerophyllum hirsutum
pronadeni su glukozidi kvercetina i luteolina [19, 33], kao i neuobicajeni aglikon 6-C-metilluteolin
[19]. Treba jo§ pomenuti apiin (karakteristican za familiju Apiaceae) iz Anthriscus cerefolium [2],
luteolin-diglukozid iz Chaerophyllum bulbosum i Chaerophyllum aureum [35], i neidentifikovani
cijanidin-3,5-dimonozid (crveni pigment iz lista Anthriscus caucalis) [34].

Bioloski znacaj

Flavonoidi predstavljaju grupu sekundarnih biomolekula sa najvise razli¢itih uloga u rastu,
razvoju i opstanku biljke. Neke od ovih funkcija kriticne su za prezivljavanje: privlacenje
opraSivaca, stimulacija azotofiksiraju¢ih bakterija, stimulacija rasta polenske cevi, resorpcija
minerala iz odumiruceg lis¢a. Druge obezbeduju kompetitivnost biljke u suboptimalnom okruzenju:
povecanje tolerancije prema abiotickim faktorima stresa, odbranu od herbivora i patogena, kao i
alelopatsku komunikaciju. Intenzivirana biosinteza pod dejstvom biotickih i1 abiotickih stresora
(patogeni, herbivore, povrede, ekstremne temperature, UV zracenje, disbalans mineralnih
nutrijenata, susa, anoksija, ozon...) ukazuje na funkciju flavonoida u odgovoru na stres, odn. ulogu u
adaptaciji [94].

Smatra se da su bezbojni flavonoidi prvenstveno ukljuceni u zastitu ¢elija od kratkotalasnog
UV zraCenja, koje dovodi do osSte¢enja DNK, kao i do poremecaja u razliCitim fizioloskim
procesima usled generisanja slobodnih radikala. Flavoni i flavonoli akumuliraju se u ¢elijama
epidermisa, filtriraju Stetno UV-A 1 UV-B zracenje i Stite dublje slojeve tkiva [94, 122]. Pod
dejstvom stresa, potencira se sinteza flavonoida sa veé¢im stepenom hidroksilacije (kvercetin
nasuprot kemferolu) odn. ve¢im antioksidantnim potencijalom.
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Antioksidantna svojstva karakteristicna su za sve polifenole, pa 1 flavonoide. Snazni su
hvata¢i reaktivnih oblika kiseonika (OH-, O, , H,0;), pri ¢emu aktivnost raste sa uvodenjem
dodatnih orto-hidroksilnih grupa u prstenu B. Najveci deo lociran je u vakuolama, $to je idealna
pozicija za UV protektora ali nepovoljna za antioksidantnu funkciju. Medutim, izvesne koli¢ine su
detektovane i u citoplazmi, gde mogu reagovati sa reaktivnim oblicima kiseonika; pri neutralnoj pH
vrednosti aktivnost flavonoida daleko je vec¢a nego u kiseloj sredini u vakuolama [94, 123].

Flavoni

6-metilluteolin

[ChH]

OH OH Apigenin-7-O-[B-D-apiofuranozil-

(1—2)-B-D-glukopiranozid]
(apiin) [AnC]

apigenin
[AnS]

luteolin
[AnS]

o—

OH

luteolin-7-O-B-D-glukopiranozid
(cinarozid) [AnS,ChH]

Flavonoli

HO

OH O

kvercetin [AnS
[ ] kvercetin-3-rutinozid

(rutin) [AnS,ChB]

kvercetin-3-O-B-D-glukopiranozid
(izokvercitrin) [ChH]

Antocijani

cijanidin-3-O-[glukozil-(1—6)- cijanidin-3-O-[(6-feruloilglukozil)-
{ksilozil-(1—2)-galaktozid}] (1—6)-{ksilozil-(1—>2)-galaktozid}] [AnS]
[AnS]

Slika 3.21. Strukture flavonoida detektovanih u vrstama tribusa Scandiceae (AnS — A. sylvestris, AnC — A.
cerefolium, ChH — Ch. hirsutum, ChB — Ch. bulbosum)
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Antocijani (i, u nekim slu¢ajevima, halkoni, auroni i flavonoli) najéesée daju glavni doprinos
boji cveta 1 ploda. U mnogim slu€ajevima, uticaj flavonoida na izgled cveta nije ograni¢en samo na
vidljivi spektar — u UV podrucju uocljive su dodatne Sare usled apsorpcije ili fluorescencije. Smatra
se da je funkcija jarko obojenih latica privlaenje polinatora — insekata i ptica, a obojenih plodova —
privlacenje zZivotinja koje jedu plod i transportuju seme [94, 124]. Implicirano je (mada jos uvek ne
postoje ¢vrsti dokazi) da antocijani u liS¢u 1 ostalim vegetativnim tkivima imaju zastitnu ulogu, odn.
da sluze kao aposematicki koloranti (signali upozorenja za predatore) i antifungalni agensi.
Utvrdeno je da insekti izbegavaju crveno obojene biljke; pretpostavlja se da antocijani maskiraju
boje koje privlace herbivorne insekte — zutu i zelenu. Druga mogucnost je da crvena, smeda ili crna
koloracija kod biljojeda ostavlja utisak nejestivog, osuSenog lis¢a [94].

Pretpostavlja se da antocijani imaju i fotoprotektivnu ulogu, odn. pri prejakom osvetljenju
apsorbuju deo svetlosti neiskoriS¢ene za fotosintezu, spreavajuci time nekontrolisano generisanje
slobodnih radikala u ¢eliji i oStecenje hloroplasta [94].

Apsorpcija i metabolizam

Procenjuje se da je dnevni unos flavonoida putem hrane 0,025-1 g/dan [125]. Apsorpciji
flavonoida u tankom crevu obavezno prethodi hidroliza, odn. uklanjanje Secerne komponente pod
dejstvom B-glukozidaza. Poznato je viSe enzima Siroke specificnosti za koje se pretpostavlja da
mogu da hidrolizuju flavonoidne glikozide, ukljucujuéi laktazu floridin hidrolazu (na povrsini
epitelnih celija tankog creva; oslobodeni aglikoni zatim difunduju u ¢éelije) i citosolnu f3-
glukozidazu (koja zahteva prethodni transport glikozida u epitelne celije, mozda pomocu
Na'/glukoza kotransportera) [91, 94, 119, 126, 127]. Od tipa $eéera zavisi gde se hidroliza vrsi, kao
1 stepen apsorpcije. Neapsorbovani flavonoidi (kao $to su neohesperidozidi i1 rutinozidi) stizu do
debelog creva, gde ih metaboliSu mikrobialne ramnozidaze i B-glukozidaze; deo aglikona biva
pritom degradiran, ponekad (npr. kod izoflavona) do aktivnijeg proizvoda. Neki od proizvoda
degradacije flavonoida su prosti fenoli (rezorcinol, pirogalol, floroglucinol), fenolne kiseline (4-
hidroksibenzoeva, 2,4,6-hidroksibenzoeva, 4-hidroksifenilsiréetna...) i1 2,4-dihidroksiacetofenon
[120]. Flavan-3-oli, koji nisu glikozilovani, apsorbuju se putem difuzije ve¢ u tankom crevu. U toku
apsorpcije, u intestinalnom zidu dolazi do konjugacije flavonoida i gradenja B-glukuronida i sulfata,
kao 1 do metilacije katehola. C-glikozidi ne podlezu konjugaciji. Deo konjugata prelazi u krvotok,
dok se (kod nekih flavonoida) deo vraca u lumen creva. Dalje strukturne modifikacije odigravaju se
u jetri, i obuhvataju metilovanje, gradenje sulfatnih estara, hidrolizu glukuronida, re-
glukuronidaciju itd. [91].

Antocijani se brzo resorbuju i ulaze u cirkulaciju (maksimalna koncentracija postize se posle
30 min), dok je apsorpcija antocijanidina mnogo sporija. lako se u krvotoku antocijani nalaze u
obliku glikozida, pretpostavlja se da u toku apsorpcije i oni hidrolizuju [91, 125]. U in vivo
uslovima, antocijanidini su nestabilni i nakon otcepljenja Se¢erne komponente brzo se konvertuju u
protokatehinsku kiselinu. Protokatehinska kiselina, koja predstavlja proizvod metabolizma mnogih
flavonoida, takode pokazuje antioksidantna 1 citotoksi¢na svojstva, ali tek pri visokim
koncentracijama [125]. Treba napomenuti da, iako antocijani ¢ine oko 50 % ukupnih polifenola,
njihova biodostupnost je slaba. Neapsorbovani deo izluCuje se nepromenjen putem fecesa;
intestinalna mikroflora nije u stanju da metaboliSe antocijane [121].

Biolo$ka aktivnost

Flavonoidi ve¢ duze vreme privlace paznju zbog antioksidantne aktivnosti, kao i moguce
uloge u prevenciji kancera, osteoporoze, kardiovaskularnih, neurodegenerativnih i1 zaraznih bolesti
[114]. Epidemioloske studije ukazale su na povoljan uticaj hrane biljnog porekla na zdravlje, sto je
pripisivano visokom sadrzaju fenolnih jedinjenja, narocito flavonoida. Medutim, novija istrazivanja
pokazuju da je uloga flavonoida uglavnom precenjena, i uoceni efekti mogu poticati od prisustva
drugih klasa primarnih 1 sekundarnih biomolekula u biljnoj hrani (polinezasi¢ene masne kiseline,
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jedinjenja sumpora i selena, poliacetileni, terpeni) [94, 128]. Dok je neosporno da u in vitro
uslovima flavonoidi zaista pokazuju Sirok spektar aktivnosti (ukljucujuc¢i dejstvo na CNS,
kardiotoni¢nost, snizenje nivoa lipida, antiulcer, hepatoprotektivno, fitoestrogeno, antioksidantno,
antiinflamatorno, antineoplasti¢no, vazodilatatorsko, antiagregatorno i antimikrobno dejstvo [114]),
zbog kompleksnosti odnosa ishrane i1 zdravlja, moguénosti sinergistickog ili kompetitivnog odnosa
razli¢itih biomolekula, kao i viSestrukih mehanizama dejstva, prava vrednost flavonoida tek treba da
bude utvrdena.

Antioksidantna aktivnost

Flavonoidi pokazuju antioksidantnu aktivnost tipi¢nu za polifenolna jedinjenja, zahvaljujuci
moguénosti doniranja atoma vodonika uz formiranje rezonantno stabilizovanog radikala, kao i
mogucnosti helatacije jona prelaznih metala. Sposobnost neutralizacije slobodnih radikala u
vodenom rastvoru uporediva je ili nekoliko puta bolja od askorbinske kiseline i tokoferola [117].
Medutim, brojna istrazivanja pokazuju da se po svemu sudeci antioksidantni kapacitet plazme ne
menja bitno pri unosu flavonoida putem hrane, ili je efekat slab i kratkotrajan [94, 129-132].
Efikasnost je neSto veca kod lekovitog bilja, tipicno znatno bogatijeg flavonoidima i drugim
polifenolima. Moze se pretpostaviti da, ukoliko povoljni efekti voc¢a i povréa na zdravlje poticu bar
delom od flavonoida, u pitanju su mehanizmi razli€iti od antioksidantnog delovanja [94].

Dok je pri odredenim in vivo eksperimentalnim uslovima utvrdeno i potencijalno pro-
oksidantno 1 mutageno dejstvo, ono nije verovatno pri umerenim dozama i in vivo uslovima.
Medutim, dokazano je da kvercetin, zahvaljujuéi visokoj redoks-aktivnosti i lakoj autooksidaciji,
moze potencirati dejstvo nekih kancerogenih supstanci [133].

Estrogena i antiestrogena aktivnost

Kod viSe klasa flavonoida — flavona, flavonola, izoflavona — detektovana je fitoestrogena
aktivnost, odn. sposobnost kompetitivnog vezivanja za estrogene receptore u celijskom jedru.
Aktivnost je kod izoflavona priblizno 10x izraZenija nego kod ostalih grupa, mada i dalje znacajno
slabija od samih estrogenih hormona [117, 134]. Zahvaljujuéi ¢injenici da mogu posti¢i mnogo vise
koncentracije u plazmi od endogenih hormona, kod osoba sa niskim nivoom estrogena (Zene u
postmenopauzi) mogu znacajno ispoljiti estrogeni efekat ve¢ pri unosu umerenih doza [135]. Moglo
bi se ocekivati da ¢e kod osoba sa visokim nivoom estrogena u plazmi izoflavoni delovati
antiestrogeno, putem competitivne inhibicije receptora. Rezultati su jo§ uvek nejasni, mada se ¢ini
da unos putem hrane (soje) zapravo dovodi do slabog/zanemarljivog proestrogenog efekta [136].
Uprkos tome, epidemioloSka ispitivanja potvrduju znacajno smanjenje incidence kancera dojke i
endometrijuma kod Zena [137], 1 kancera prostate kod musSkaraca koje redovno konzumiraju soju
[138]. To moze ukazivati na prisustvo drugog tipa estrogenskih receptora, prema kojima
izoflavonoidi pokazuju vec¢i afinitet, ili dodatnih aktivnih komponenti u soji.

Antikancer aktivnost

Sprovedena su brojna in vitro 1 in vivo ispitivanja antikancer aktivnosti razli¢itih klasa
flavonoida. Utvrdeno je da flavoni (apigenin, luteolin) inhibiraju proliferaciju niza ¢elijskih linija
kancera pri koncentracijama od tipi¢no 1-50 umol/L, dok je dejstvo na zdrave ¢elije slabo [117,
139]. Sli¢ni rezultati dobijeni su i za flavonol — kvercetin [117, 140, 141]. Rezultati klinickih
testiranja takode pokazuju da flavonoidi imaju znacajan potencijal u terapiji karcinoma, i to bez
nezeljenih efekata [142]. Ispitivanja odnosa struktura-aktivnost pokazala su da su kod flavona i
flavanona za aktivnost znaGajni A’ dvostruka veza i orto-dihidroksilacija na prstenu B. Kod
polimetoksilovanih derivata, za aktivnost su esencijalne 3-OH i 8-OMe grupa [139]. Sto se tice
antocijanidina, dokazano je in vivo antiproliferativno dejstvo na celije kancera zeluca i debelog
creva, uz ICsg vrednosti reda 10 umol/L, 2—6 puta potentnije od drugih klasa flavonoida. Dejstvo je
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neselektivno — pri istim koncentracijama, citotoksicnost je ispoljena i prema zdravim celijama
fibroblasta [117].

Dok su neka istrazivanja pokazala pro-proliferativno dejstvo  genisteina, daidzeina i
ekstrakata soje na estrogen-zavisne ¢elije kancera, kod veéine je doslo do inhibicije Sirokog spektra
¢elijskih linija kancera [117, 143]. Cini se da je aktivnost bifazna — pri koncentracijama reda 0,001—
1 pumol/L, dejstvo je stimulatorno, a pri viSim koncentracijama (1-100 umol/L) je snazno
antiproliferativno (inhibitorni mehanizmi aktivni pri visokim koncentracijama nadvladavaju
stimulatorne). Prisustvo estrogena dodatno modulira aktivnost.

Kardiovaskularno dejstvo

Epidemioloske studije pokazuju potvrduju da unos flavonoida (npr. preko vina) smanjuje
incidencu kardiovaskularnih bolesti (ateroskleroze). Ova aktivnost tradicionalno je povezivana sa
spreCavanjem oksidacije lipoproteina male gustine (LDL); noviji rezultati pokazuju da u in vivo
uslovima flavonoidi u uobicajenim koncentracijama ne dovode do znacajne inhibicije oksidacije
LDL, i da protektivni mehanizmi nemaju veze sa antioksidantnom aktivnoséu. Jedno od moguéih
objasnjenja je modulacija signalnih puteva (koji ukljucuju proinflamatorne medijatore TNF-a i IL-
1B) koji stimuliSu ekspresiju adhezionih molekula na povrsini éelija endotela. Time se spreCava
klju¢ni korak u aterogenezi — adhezija monocita za zid arterije i njihov prolazak u subendotelni
prostor [94, 144]. Drugi mehanizam vazoprotekcije je modulacija endotelijalne NO sintaze (eNOS).
Utvrdeno je da neki flavonoidi (luteolin, luteolin-7-glukozid, cijanidin-3-glukozid, genistein...)
pojacavaju ekspresiju 1 aktivnost eNOS, i time produkciju NO, koji je potentni vazodilatator [94,
145]. Za niz flavonoida dokazano je i da smanjuju fragilnost kapilara, pri ¢emu najjace dejstvo
ispoljavaju hesperitin, rutin i kvercetin. Kvercein, (+)-katehol, fizetin i jo§ nekoliko flavonoida
pokazali su i antitrombogeno dejstvo (inhibiciju agregacije trombocita) [114].

3.4.4. LIGNANI
Podela
Lignani predstavljaju grupu N N
sekundarnih biomolekula formiranih f3,/3’- J;Oi f|s

kuplovanjem dve C¢C; (propilbenzenske) X7 o N\
jedinice [146], 1 mogu se smatrati !

derivatima ugljovodonika lignana (Slika 6 2

3.22)) [147]. Sira definicija obuhvata i W)L

D : . Mg

jedinjenja nastala kuplovanjem u drugim

pozicijama — neolignane. Slika 3.22. Struktura i numeracija maticnog

ugljovodonika — lignana (IUPAC preporuka [147])

Prema jednoj od podela, lignanske strukture mogu se razvrstati u 10 podklasa (A-J) (Slika
3.23.) koje se dalje mogu grupisati u 5 klasa [148]:

e  Prosti lignani

A — dibenzilbutani (8,8’-veza)
e Lignanolidi (sa laktonskom funkcijom)

B — dibenzilbutirolaktoni (8,8’ +9-0-9’) ili 9,9’-lignanolidi
e  Monoepoksilignani

C — furani (8,8’ + 7-O-7")

D - tetrahidrofurani: D(a) - 2,5-bisariltetrahidrofurani (8,8 + 7-0-7°), D(b) - 34-
bisbenziltetrahidrofurani (8,8” + 7-0-9) i D(¢) — 2-aril-3-metil-4-benziltetrahidrofuran (8,8 + 9-0-9”)
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e Ciklolignani

E — arilnaftaleni (8,8” + 2,7”) ili 2,7 -ciklolignani: ,,donji* laktoni (laktoni naftalen-2-karboksilne kiseline),
»gornji laktoni (laktoni naftalen-3-karboksilne kiseline) i nelaktonski naftaleni

F — arildihidronaftaleni (8,8 + 2,7) ili 2,7’-ciklolignani: 1,2-dihidro-1-arilnaftaleni (a-apo), 1,4-dihidro-
l-arilnaftaleni (f-apo) i 3,4-dihidro-1-arilnaftaleni (y-apo)

G — ariltetralini (8,8” + 2,7”) ili 2,7’-ciklolignani

I — dibenzociklooktadieni (8,8 + 2,2) ili 2,2’-ciklolignani

J — diarilciklobutani (7,7° + 8,8”)

e Bisepoksilignani
H — tetrahidrofurofurani (8,8’ + 7-0-9’ + 7°-0-9) ili 7,9:7° ,9-diepoksilignani

Za aromati¢ne prstenove u lignanskoj strukturi tipi€no su vezane 1-4 razliCite kiseoni¢ne
grupe (hidroksi, metoksi, metilendioksi, alkilkarboniloksi), koje mogu poticati od polaznog
monolignola ili se formirati naknadnim modifikacijama u toku biosinteze. Sem nekoliko izuzetaka,
svi imaju kiseoni¢ni supstituent u p-polozaju. U redim slucCajevima, prisutne su i strukture tipa
ketona, ketala 1 karboksilnih kiselina [28, 148].

Neolignani predstavljaju dimere monolignola sa kuplovanjem razli¢itim od 5,6’ (8,8’). Ova
jedinjenja pokazuju vecu raznovrsnost strukturnih tipova, ali sa manje predstavnika. Primeri
neolignanskih skeleta dati su na Slici 3.24.

U skorije vreme otkriven je znacajan broj oligomernih struktura — seskvilignana (sa 3
cinamatne jedinice) i dilignana (4 cinamatne jedinice), kao i hibridnih lignana — flavonolignana,
kumarinolignana, stilbenolignana, ksantolignana, makrocikli¢nih derivata, konjugata sa terpenima
itd. [31]. Za sada nije poznato da li su lignani intermedijeri u biosintezi polimera — lignina.

[ J
Slika 3.23. Klasifikacija lignana
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00700

Slika 3.24. Primeri neolignanskih skeleta

Biosinteza

Lignani se formiraju fenolnim oksidativnim kuplovanjem hidroksicimetnih alkohola
(monolignola) [81]. Monomeri variraju u zavisnosti od biljne vrste, ali su naj¢es¢i p-kumaril-
alkohol, koniferil-alkohol i sinapil-alkohol (Slika 3.25).

o)
HO HO HO

p-kumaril-alkohol koniferil-alkohol sinapil-alkohol

/O
Slika 3.25. Najznacajniji monolignoli.

Monolignoli nastaju redukcijom derivata cimetne kiseline (oslobodenih iz skladiSne forme —
glukozida — dejstvom glukozidaza) odgovaraju¢im dehidrogenazama. Pod dejstvom selektivnih
peroksidaza dolazi do jednoelektronske oksidacije fenolne hidroksilne grupe monolignola,
formiraju¢i radikal sa nesparenim elektronom delokalizovanim preko benzenovog prstena
(povecana gustina spina u o- i p-polozaju u odnosu na hidroksilnu grupu) i bo¢nog niza (Slika
3.26.). Radikalskim kuplovanjem dveju jedinica nastaju razli¢ite klase jedinjenja — f-ariletri
fenolnih kiselina, fenilkumarani, neolignani i (u slucaju p,f’-kuplovanja) lignani. Nastali
hinonmetidi podlezu intramolekulskoj nukleofilnoj supstituciji, uz formiranje furanofurana
(pinorezinola u slucaju koniferil-alkohola kao polaznog monolignola).

Utvrdeno je da enzim (+)-pinorezinol sintazu zapravo ¢ine dva proteina. Prvi, bakar-zavisni
enzim lakaza (EC 1.10.3.2), katalizuje jednoelektronsku oksidaciju fenola, ukljuc¢ujuéi monolignole,
pri ¢emu se dobija racemska smeSa proizvoda. Druga komponenta, tzv. dirigentni protein (DIR),
nema oksidoreduktaznu aktivnost, nego prihvata generisane slobodne radikale i omogucava njihovo
stereoselektivno si-si kuplovanje, pri cemu se formira proizvod koji je opticki Cist, ili je jedan od
enantiomera prisutan u velikom visku (Slika 3.27.). Odredeni dirigentni protein je specifi¢an za dati
radikal monolignola — p-kumaril- ili sinapil-alkohol kuplovac¢e se racemski ¢ak i1 u prisustvu
pinoreznol-fomirajuceg dirigentnog proteina (eng. pinoresinol synthesizing dirigent protein, psd)
[149-151].

Daljim ciklizacijama 1 strukturnim modifikacijama formiraju se razli¢ite klase lignana.
Stereoselektivnim reduktivnim otvaranjem furanskih prstenova pinorezinola nastaje dibenzilbutan
(-)-sekoizolaricirezinol, koji podleze oksidaciji do laktola i zatim dibenzobutirolaktona — (-)-
matairezinola (Slika 3.28.). U daljim reakcijama dolazi do modifikacije supstituenata na
aromaticnim  prstenovima  (preko  tujaplikatina,  5-O-metiltujaplikatina 1 4,5-0,0-
dimetiltujaplikatina) i formiranja jateina [29]. Pokazano je da odredeni obrasci supstitucije, tipa
trimetoksi-, ne poticu od polaznih monolignola, nego se formiraju nakon kuplovanja [152].
Matairezinol predstavlja tacku grananja za 3'4'5'-trimetoksi- 1 4'-hidroksi-3',5'-dimetoksi-
supstituisane lignane — u kasnijim fazama, ne moze do¢i do konverzije 4’-demetil-lignana u 4’-
metoksi-analoge [153, 154]. Poslednja faza je ciklizacija u ariltetralin — deoksipodofilotoksin i
hidroksilacija do podofilotoksina (Slika 3.29.) [153, 155, 156].
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Slika 3.28. Biosinteza lignana — formiranje razlicitih klasa. E2 — pinorezinol-laricirezinol reduktaza (PLR),
E3 — sekoizolaricirezinol dehidrogenaza (SIRD).
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Slika 3.29. Biosinteza lignana — sinteza ariltetralina. E4 — deoksipodofilotoksin 7-hidroksilaza, E5 —
deoksipodofilotoksin 6-hidroksilaza

Rasprostranjenost

Evoluciono, lignani se rano pojavljuju u biljnom svetu. Odsutni su u algama, ali se javljaju
ve¢ u ranim kopnenim biljkama kao §to su Pteridophyta (paprati) i Hepatophyta. Lignani niZih
biljaka derivati su kafene kiseline ili koniferil alkohola, mada se javljaju i neuobicajeni derivati
sinapil-alkohola (za koje se obi¢no smatra da se evoluciono javljaju kasnije, kod cvetnica). Sa
razvojem gimnospermi, dolazi do naglog porasta raznovrsnosti lignanskih struktura, predominantno
8,8’-dimera koniferil-alkohola, ali i struktura sa 8-5°, 8-O-4’ vezama. Razvoj cvetnica dovodi do
dalje diverzifikacije lignana. Iako su 8,8’-strukture i dalje najzastupljenije, pojavljuju se i 8-1°, 8-5°,
5-5°,7-1°, 8-7°, 1-5°, 8-0O-4’, 2-0-3’ 1 3-0-4’ [150]. Danas je poznato preko 900 lignana i oko 500
neolignana, prisutnih u oko 70 biljnih familija.

U prirodi, lignani se uglavnom javljaju slobodni, mnogo rede kao glikozidi. Mogu biti prisutni
u svim organima, u zavisnosti od biljne vrste, ali najceS¢e u koncentracijama nedovoljnim za
industrijsku proizvodnju. Izuzetak su smole koje odredene drvenaste vrste luce nakon povreda,
sr¢ika [157] i ¢vorovi drveta [158], koji mogu sadrzati i do 24 % lignana. Izolovani su iz vecéine
biljaka bogatih vlaknima, ukljucujuéi i brojne kultivisane vrste.
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Sto se tribusa Scandiceae ti¢e, dosadasnja istraZivanja pretezno su se fokusirala na sastav
ekstrakta Anthriscus sylvestris, u kome je postupkom hromatografije na stubu i kombinacije 'H-
NMR, C-NMR i GC-MS identifikovan veéi broj lignanskih struktura [4, 9—12, 14]. Najveéi broj
jedinjenja, uklju¢ujué¢i i dominantne komponente (deoksipodofilotoksin, jatein, nemerozin,
silvestrin 1 podofilotoksin), pripadaju dvema klasama — dibenzobutirolaktonima i ariltetralinima. U
ostalim vrstama do sada je identifikovan relativno mali broj lignana: nemerozin,
deoksipodofilotoksin 1 jatein u Chaerophyllum aureum [30], deoksipodofilotoksin u Anthriscus
cerefolium (pronaden od strane Fejes i sar. [20], ali ne 1 Koulmana [5]), herohirzutin A i B u
Chaerophyllum hirsutum [18, 31] 1 herofilin (kerofilin) u Chaerophyllum maculatum [31, 32] (Slike
3.30.-3.32.). Tipi¢ni obrasci supstitucije na aromati¢nim prstenovima su metilendioksi- (piperonil-
tip supstitucije) i trimetoksi, 1 neSto rede dimetoksi (veratril) i hidroksi-metoksi (gvajacil).
Neolignani do sada nisu detektovani.

Dibenzobutirolaktoni (nezasiéeni)

anhidropodorizol silvestrin [AnS] *S: jatrofan (suhilakton) [AnS] herofilin [ChM]
(nemerozin) [AnS,ChAu] *R: izosuhilakton [AnS]

Dibenzobutirolaktoni (zasi¢eni)

(-)-jatein hinokinin [AnS] pluviatolid [AnS] burzehernin [AnS]
(deoksipodorizon) [AnS, ChAu]

4,5-dimetiltujaplikatin [AnS] 5-metiltujaplikatin [AnS] arktigenin [AnS] matairezinol [AnS]

Slika 3.30. Strukture dibenzobutirolaktonskih lignana detektovanih u vrstama tribusa Scandiceae (AnS — A.
sylvestris, ChM — Ch. maculatum, ChAu — Ch. aureum)
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Slika 3.31. Strukture ariltetralinskih lignana detektovanih u vrstama tribusa Scandiceae (AnS — A. sylvestris, AnC —
A. cerefolium, ChAu — Ch. aureum)

HOOC

OH OH
sekoizolaricirezinol [AnS] laricirezinol [AnS] herohirzutin A [ChH] herohirzutin B [ChH]

O—_

0o 7-epi-jangambin [AnS]* filigenin [AnS]

—

Slika 3.32. Strukture lignana iz ostalih klasa, detektovanih u vrstama tribusa Scandiceae (AnS — A. sylvestris, ChM —
Ch. maculatum, ChA — Ch. aureum)
* sumnjiva indirektna referenca kod Young i sar. [37]
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Bioloski znacaj

Bioloska funkcija lignana u biljkama jo§ uvek nije poznata, mada se na osnovu visoke
antimikrobne, antifungalne, antiviralne, antioksidantne, insekticidne i antifidant aktivnosti vecine
moze zakljuciti da igraju ulogu u zastiti biljke od predatora, parazita i patogena. Lignani i
neolignani Cesto se sintetiSu i skladiSte i znacajnim koli¢inama u srciki drveta (eng. heartwood),
verovatno u cilju sprecavanja degradacije lignina i truljenja pod dejstvom gljivicnih enzima [28§],
¢ime se delimi¢no objasnjava dugovecnost drvenastih biljaka u odnosu na zeljaste. Neka od ovih
jedinjenja (ukljucujuéi ariltetraline deoksipodofilotoksin [4] 1 metil-etar B-peltatina A) toksi¢na su
za herbivorne insekte ili njihove larve, inhibiraju¢i enzime zaduZene za transformaciju biljnih
metabolita, a neka sinergisticki deluju sa drugim antifidantima (kao $to su piretroidi). Druga (npr.
matairezinol, burzehernin) inhibiraju izleganje nematoda. Znacajno visi nivo ekspresije u perifernim
1 izloZzenim tkivima (kora, vrhovi grana, cvetovi, plodovi) takode ukazuje na protektivnu funkciju
[159, 160]. Pokazano je [160] da je ekspresija gena koji kodiraju dirigentne proteine intenzivirana u
ostecenim tkivima i tkivima napadnutim od strane insekata, Sto ukazuje na funkciju u odgovoru na
stres. Pored ovoga, implicirana je i uloga u rastu i razvoju [157], kao i alelopatska funkcija [63].

Apsorpcija i metabolizam

Pod dejstvom crevne mikroflore lignani iz hrane konvertuju se reakcijama meta-
demetilovanja, para-hidroksilacija itd. u lignane sisara (eng. mammalian lignans) — enterodiol i
enterolakton (Slika 3.33.), koji nakon apsorpcije podlezu konjugaciji sa glukuronskom kiselinom ili
sulfatom. U slucaju glikozida, ovim reakcijama prethodi hidroliza pod dejstvom Zeludacnog sekreta
i B-glukozidaza iz hrane i crevne mikroflore [63, 94].

(-)-sekoizolaricirezinol enterodiol enterolakton matairezinol

Slika 3.33. Katabolizam lignana [81]

Nakon resorpcije u tankom crevu, lignani se u jetri konjuguju i zatim u bubrezima eliminisu
putem mokrace a u jetri putem Zuci. Lignani u zuci ulaze u enterohepati¢ku cirkulaciju i nakon
hidrolize pod dejstvom bakterija reapsorbuju se [63]. Laktonski lignani mogu podle¢i metaboli¢koj
inaktivaciji usled otvaranja laktonskog prstena (D) 1 konverzije u hidroksi-kiseline [161]. In vitro
ispitivanja [162] pokazala su da se deoksipodofilotoksin, jedan od glavnih lignana iz Anthriscus
sylvestris, u mikrozomima jetre transformise reakcijama hidroksilacije, demetilacije, 1 otvaranja
dioksolanskog prstena (Slika 3.34.).

BioloSka aktivnost

Kao posledica velike raznovrsnosti u strukturama, lignani kao grupa poseduju Sirok spektar
bioloskih  aktivnosti:  citotoksi¢nost, inhibicija  agregacije = trombocita, fitoestrogeno,
antiinflamatorno,  antiviralno, antibakterijsko, antifungalno, paraziticidno, insekticidno,
hepatoprotektivno 1 kardiovaskularno dejstvo [63]. Kod deoksipodofilotoksina, najvaznijeg lignana
iz A. sylvestris, potvrdena je antitumorska, antiproliferativna, antiinflamatorna (5-LOX/COX-2
inhibitorna), antiastmaticka, antiviralna 1 hepatoprotektivna aktivnost, inhibicija agregacije
trombocita, pasivne kutane anafilakticke reakcije, kao i Siroko insekticidno dejstvo [4, 55].
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Slika 3.34. Katabolizam deoksipodofilotoksina u mikrozomima jetre [31]
Citotoksicnost

Juniperus sabina je vrsta sa najduzom istorijom uspeSne primene u tretmanu tumora — veé¢ u
prvom veku n.e. ulje iglica, bogato deoksipodofilotoksinom i podofilotoksinom, kori§¢eno je za
leCenje karcinoma uterusa, polipa i1 genitalnih bradavica. U ,,The Leechbook of Bald”,
staroengleskom medicinskom tekstu iz IX veka, pominje se upotreba ekstrakta korena Anthriscus
sylvestris za leCenje kancera. Od 1820. godine droga podofilin, dobijena iz vrsta roda Podophyllum,
ukljucena je u Farmakopeju SAD, a nesto kasnije 1 u evropske farmakopeje. Medutim, tek sredinom
XX veka poc€inje sistematsko ispitivanje lignanskih droga. Potvrdeno je da podofilin inhibira rast
tumora kod eksperimentalnih Zivotinja [163], ali 1 da odredene komponente (podofilotoksin, 4’-
demetilpodofilotoksin, a- i B-peltatin, i njihovi glikozidi) dovode do znacajnih neZeljenih efekata u
slucaju oralne aplikacije [164, 165], Sto ograni¢ava klinicku primenu.

Antimitoticko dejstvo podofilotoksina, peltatind i drugih srodnih lignana poti¢e od vezivanja
za protein tubulin u mitotickom vretenu, $§to dovodi do sprecavanja polimerizacije i formiranja
mikrotubula, ¢ime se onemoguéava razdvajanje hromozoma [161]. Celijski ciklus biva blokiran u
metafazi.

U cilju smanjenja neZeljenih o N o
efekata, razvijeni su derivati 4’- o%&/ \ d o%&/
demetilpodofilotoksin-glukozida — Ho 1 Ho g
etopozid 1 tenipozid (Slika 3.35.). 0 0
Etopozid (najpotentniji poznati < Y < Y
lignan) i njegova vodorastvorna
forma etofos (etopozid-4’-fosfat)
nasli su klinicku primenu u terapiji

i
—X

i
—X

karcinoma pluca, testisa, o o o o~
glioblastoma, limfoma, Ewing- OH OH

ovog sarkoma 1 nekih vrsta Etopozid Tenipozid
leukemije, a tenipozid u leCenju

neuroblastoma. Slika 3.35. Strukture sintetskih analoga podofilotoksina.
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Treba pomenuti da se mehanizam dejstva 4’-demetilepipodofilotoksina (DMEP) i srodnih
terapeutski znacajnih lignana (ukljucujuéi etopozid i tenipozid) razlikuje od dejstva podofilotoksina.
Umesto vezivanja za tubulin i zaustavljanja celije u metafazi, oni deluju preko inhibicije enzima
topoizomeraze II (EC 5.99.1.3), ¢ime spreCavaju replikaciju DNK i potpuno spre¢avaju mitozu
(¢elija biva blokirana u kasnoj S ili G, fazi ciklusa). Topoizomeraza II ima funkciju odmotavanja
lanca i regulisanja trodimenzionalne strukture (superheliksa) DNK, S$to postize kontrolisanim
raskidanjima i spajanjima oba DNK lanca. Veruje se da etopozid stabilizuje DNK-topo II kompleks
u formi koja katalizuje raskidanje lanca, pretvarajuéi tako topoizomerazu II u potentni ¢elijski otrov
koji dovodi do razaranja DNK 1 ¢elijske smrti [161, 166]. Generalno, topo II inhibitori pokazuju
manje nezeljenih efekata od antimikrotubulnih agenasa, zbog ¢ega imaju veci klini¢ki znacaj [161].

Utvrdeno je da aktivnost derivata podofilotoksina kao otrova topoizomeraze II zavisi od
prisustva trans-vezanog petoclanog laktonskog prstena, i da izomerizacija u stabilniji cis-oblik sa
manjim naponom, do koje dolazi ve¢ u blago alkalnoj sredini, dovodi do skoro potpunog gubitka
aktivnosti [81, 161]. Za aktivnost G,-otrova odgovorni su OH-grupa u polozaju C-4’ (odn. 4’-
demetilacija), epimerizacija u poloZzaju C-7 i prisustvo glukozida (ili drugog voluminoznog
supstituenta) na C-7 [161, 165]. Na Slici 3.36. prikazani su sumarno strukturni elementi neophodni
za antineoplasti¢nu aktivnost derivata podofilotoksina.

a-konfiguracija:
prihvatljivi razni antimikrotubulni agensi
supstituenti\> R -konfiguracija:
dioksolanski ./ topo Il inhibitori

prsten
optimalan 0
O otvaranje prstena vodi
’//N/K\

0] gubitku aktivnosti;

jé 0 neki alternativni prstenovi
obavezna slobodpg z su prihvatljivi
rotacija
o o~

za topo Il inhibitore,
OR' neophodna -OH
X (esterifikacija je prihvatljiva)

Slika 3.36. Strukturni elementi neophodni za antineoplasticnu aktivnost derivata podofilotoksina

Pored ovog mehanizma, etepozid i tenipozid (i uopSte epipodofilotoksini) pod dejstvom
peroksidaza ili citohroma P450 generiSu katehole, o-hinone i fenoksi-radikale, koji se mogu
kovalentno vezati za DNK 1 dovesti do daljih oSte¢enja [167]. Prisustvo jona prelaznih metala
(Cu**, F&’.) ili UV zratenja dovodi do dodatnog raskidanja lanaca DNK. Etopozid i
deoksipodofilotoksin dodatno iniciraju apoptozu putem aktivacije kaspaze-3 1 -7 [37], a etopozid 1
tenipozid deluju i kao inhibitori ¢elijske respiracije.

Sto se ti¢e lignana izolovanih iz vrsta tribusa Scandiceae, potvrdena je in vitro
antiproliferativna aktivnost prema nizu Celijskih linija kancera. Za antricin (deoksipodofilotoksin),
deoksipodorizon, nemerozin, hinokinin, morelensin 1 jatein, izolovane iz Anthriscus sylvestris, EDs
iznose 0,0005-0,001 pg/mL, 0,3-0,8 pg/mL, 0,4-0,7 pg/mL, 1,67-2,72 pg/mL, 0,053-0,087
ug/mL 1 0,025-0,050 pg/mL respektivno [9, 10, 37, 168]. Niz jedinjenja sa citotoksicnom
aktivno$cu identifikovan je i u Chaerophyllum temulum [18].

Fitoestrogeno dejstvo

Fitoestrogeni predstavljaju biljne fenole koji se vezuju za estrogen-receptore (ER), aktiviraju
odgovarajuc¢e gene i dovode do fizioloskog odgovora sli¢nog endogenim estrogenim hormonima.
Najvazniji fizioloski efekti obuhvataju: uticaj na polne hormone (i, samim tim, na polnu
diferencijaciju, plodnost, sintezu i dostupnost estrogena, i uticaj na rast estrogen-zavisnih ¢éelija),
diferencijaciju tumorskih ¢elija 1 mitogenezu, angiogenezu i1 antioksidantnu aktivnost. Uti€u na
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hormon-zavisne patoloSke procese, kao $to su osteoporoza, kancer polnih organa, kardiovaskularne
bolesti (smanjuju nivo LDL holesterola a povecavaju nivo HDL), simptome vezani za menopauzu
itd. Konzumiranje hrane bogate fitoestrogenima (kao Sto su lignani iz lana) povezano je sa
smanjenom incidencom estrogen-zavisnih kancera [63].

Utvrdeno je da veliki broj lignana ima umeren do visok afinitet prema SHBG (eng. sex
hormon binding globulin), glavnom transporteru androgenih i estrogenih hormona. Oni istiskuju
hormone iz kompleksa sa SHBG', ¢ime uti¢u na njihovu koncentraciju u krvi, interakciju sa
receptorima, i klirens [63, 169, 170], $to moze imati pozitivne efekte kod stanja kao Sto je
hiperplazija prostate. U ovom pogledu, naroCito su aktivni lignani sa 4-hidroksi-3-metoksi-
supstitucijom [63, 169]. Dalje, kompetitivno vezivanje za estrogene receptore dovodi do
poremecaja estrogen-kontrolisanih procesa [170]. Za niz lignana, ukljucuju¢i enterolakton,
dokazano je takode da predstavljaju umerene kompetitivne inhibitore estrogen sintetaze
(aromataze), Cime se delimi¢no moze objasniti uticaj ishrane bogate ovim jedinjenjima na
smanjenje incidence estrogen-zavisnih bolesti [63, 169]. Potvrdeno je i in vitro i ex vivo inhibitorno
dejstvo endogenih lignana prema Sa-reduktazi 1 178-hidroksisteroid dehidrogenazi.

Antiinflamatorno dejstvo

Antiinflamatorna aktivnost lignana slabo je ispitana. Dok su neke klase pokazale znacajnu
aktivnost (naftaleni su potentni i selektivni inhibitori 5-LOX, Cesto i pri nanomolarnim
koncentracijama, a neolignani inhibiraju formaciju granuloma), tetrahidrofurani i furofurani
poseduju samo relativno slabu 5-LOX i COX inhibitornu sposobnost [63]. Sto se ariltetralina tice,
dokazano je da deoksipodofilotoksin inhibira aktivnost COX-2 (inducibilne COX, odgovorne za
sintezu prostaglandina kod inflamatornih procesa) i 5-LOX, uz ICs vrednosti od 1,89 umol/L 1 0,37
umol/L, respektivno. U isto vreme, inhibicija konstitutivne COX-1, ukljucene u normalne fizioloske
procese, kao i PLA,, bila je znacajno slabija (ICsy = 65,3 umol/L i >50 pumol/L, respektivno).
Zahvaljuju¢i dvojnoj inhibiciji COX-2/5-LOX, uz odsustvo dejstva na konstitutivne enzime (koje
tipicno vodi formiranju gastrointestinalnih ulcera i1 disfunkciji bubrega), deoksipodofilotoksin
pokazuje znacajan potencijal kao nesteroidni antiinflamatorni lek (NSAID). Inhibitorno dejstvo
prema 5-LOX, odgovornoj za sintezu leukotriena, smatra se idealnim i za tretman alergija i astme
[56].

Antioksidantna aktivnost

Antioksidantna aktivnost pretezno je ispitana za furofuranske, benzofuranske 1
dibenzociklooktadienske lignane. In vitro i in vivo testovima utvrdeno je da mnogi znacajno
inhibiraju proces lipidne peroksidacije i produkcije MDA, u nekim slu€ajevim znatno efikasnije od
tokoferold. Ostali efekti obuhvataju zastitu Celijske membrane i mitohondrija od ishemijsko-
reperfuzionih oSte¢enja hvatanje slobodnih radikala, kao i inhibiciju kiseoni¢ne eksplozije kod
neutrofila putem supresie NADPH oksidaze i smanjenja koncentracije Ca’" oslobodenog iz
intracelularnih depoa [63].

Treba napomenuti je vec¢ina lignana pronadenih u vrstama tribusa Scandiceae, sem nekoliko
minornih komponenti (matairezinol, arktigenin, laricirezinol, herohirzutini, sekoizolaricirezinol...),
potpuno metilovana, te se ne moze ocekivati da ova klasa jedinjenja znacajno doprinosi
antioksidantnoj aktivnosti.

" Veza SHBG i kancera jo§ uvek nije dovoljno razjasnjena. Dosadasnji eksperimenti dali su opre¢ne rezultate [76].
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Kardiovaskularna aktivnost

Istrazivanja pokazuju da konzumiranje hrane bogate lignanima moze sniziti rizik od
kadriovaskularnih bolesti. Aktivnost se ogleda u dejstvu na cAMP fosfodiesterazu, Ca*"-kanale,
hipertenziju, faktor aktivacije trombocita, endotelin, hipoholesterolemijsku, antioksidantnu i
vazorelaksantnu aktivnost.

Potvrdeno je da neki od lignana (ukljucujué¢i matairezinol i arktigenin, prisutne u vrstama
tribusa Scandiceae, kao i endogeni 2,3-dibenzilbutan-1,4-diol) pokazuju znacajno antagonisticko
dejstvo prema Ca”" kanalima pri koncentracijama reda 10—100 nmol/L. Oni inhibiraju Ca*" influks
ali ne i Ca*” oslobadanje iz unutaréelijskih depoa, i poveéavaju koncentraciju cGMP, ¢ime indukuju
relaksaciju glatkih miSi¢a krvnih sudova. Neki od endogenih lignana pokazuju i aktivnost sli¢nu
digoksinu, u smislu inhibicije Na'/K"-ATPazne pumpe nekompetitivnim vezivanjem za ouabainske
receptore. Pinorezinol, matairezinol i arktigenin snazno inhibiraju cAMP fosfodiesteraze (enzima
koji cAMP prevodi u 5’-AMP), dovode¢i do porasta nivoa cAMP, §to rezultuje stimulacijom
kontraktilnosti srca, vazodilatacijom, smanjenjem otpora u krvnim sudovima i snizenjem arterijskog
pritiska, kao i bronhodilatacijom [63]. Istazivanja su ukazala i na anti-arteroskleroti¢no dejstvo
deoksipodofilotoksina, jednog od glavnih konstituenata ekstrakta Anthriscus sylvestris [171].

Kod pojedinih furanofuranskih i butirolaktonskih lignana (ali ne i tetrahidrofuranskih),
naroc€ito onih sa 3,4-dimetoksilovanim benzenovim prstenom, utvrdeno je antagonisticko dejstvo
prema faktoru aktivacije trombocita (eng. platelet activating factor, PAF). PAF je fosfolipid koga
oslobadaju aktivirani bazofilni leukociti, a koji indukuje agregaciju trombocita. Ukljucen je u
procese kao Sto su astma, alergije, inflamacija, koagulacija krvi, imuni odgovor... Lignani su
antagonisti PAF-receptora na trombocitima, ali ne utiCu na agregaciju indukovanu kolagenom,
trombinom ili ADP-om, kao ni PAF-indukovanu hemotaksu neutrofila. Zbog svega navedenog,
lignani pokazuju potencijal u lecenju PAF-zavisnih bolesti, kao $to su astma, alergije, dermatitis i
drugi inflamatorni procesi [63, 172].

Antiviralno dejstvo

Dugo je poznato dejstvo smole podofilina protiv genitalnih bradavica, izazvanih papiloma
virusom. Plodovi Sizandre sadrze dibenzooktadienske lignane koji su efikasni protiv hroni¢nog
virusnog hepatitisa i dodatno Stite jetru od hepatotoksina. Antiviralna aktivnost do sada je utvrdena
kod predstavnika brojnih lignana iz klasa ariltetralina, arilnaftalena, dibenzociklooktadiena i
dibenzilbutana. Najznacajnija je, najdetaljnije ispitana i najpotentnija prva klasa, sa pojedinim
predstavnicima (podofilotoksini, peltatini) aktivnim ve¢ pri koncentracijama reda nmol/L. Utvrdena
je aktivnost protiv niza virusa, uklju¢ujuéi herpes simpleks virus (HSV), virus boginja, virus
vezikularnog stomatitisa (VSV), humani papiloma virus (HPV) i virus humane imunodeficijencije
(HIV). Medutim, kod vecine lignana (sem podofilotoksina, koji se topikalno koristi za leCenje
bradavica izazvanih HPV) aktivnost previse slaba za klinicku primenu. Treba pomenuti da je
ustanovljeno da je u nekim slu¢ajevima usled sinergizma aktivnost smesSe lignana znacajno veca od
aktivnosti pojedina¢nih jedinjenja. Sam mehanizam dejstva nije detaljno ispitan, i pretpostavlja se
da ukljucuje vezivanje za tubulin (u slucaju podofilotoksind), inhibiciju reverzne transkriptaze
(nezavisna od strukture lignana), inhibiciju integraze (¢ime se sprecaja integracija proviralne DNK
u genom domacina) i inhibiciju topoizomeraze [63, 173].

3.4.5. POLIACETILENI
Poliacetileni predstavljaju klasu sekundarnih biomolekula koju karakteriSe prisustvo relativno

neuobicajene trostruke veze. Sam naziv je donekle neodgovarajudi, jer klasa obuhvata i jedinjenja
sa samo jednom C=C vezom.
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Biosinteza

Vecina acetilenskih prirodnih proizvoda izvode se od tri viSe masne kiseline: krepeninske (Z-
oktadec-9-en-12-inska kiselina, eng. crepenynic acid), stearolne (oktadec-9-inska kiselina, eng.
stearolic acid) i taririnske kiseline (oktadec-6-inska kiselina, eng. tariric acid).

Zasi¢ene masne kiseline kod zelenih biljaka sintetiSu se u stromi plastida iz acetil-CoA i
malonil-CoA pod dejstvom B-ketoacil sintaza I, II 1 III (kod ve¢ine drugih eukariota reakcija se
odvija u citosolu pod dejstvom multifunkcionalne sintaze masnih kiselina). Rastvorna stearoil-ACP
desaturaza regiospecifi¢no oksiduje nastale Cj¢ 1 C;g kiseline, dajuci A’-masne kiseline. Oleinska
kiselina koja se koristi za biosintezu acetilend mobiliSe se iz membrane endoplazmati¢nog
retikuluma. Sem oleinske kiseline, i proizvodi katabolizma masnih kiselina (npr. 3-hidroksioleinska
kiselina) mogu sluziti kao prekursori acetilend. U metabolickoj mrezi reakcija dehidrogenizacije i
skrac¢ivanja niza nastaju kiseline sa 8-18 C-atoma 1 do tri konjugovane C=C veze. Tacan tok, kao i
krajnji proizvodi, zavise od biljne familije. U slucaju familije Apiaceae, nastala krepeninska
kiselina odmah se reakcijama hidroksilacije 1 dekarboksilacije prevodi u falkarinon, falkarinol i
falkarindiol (Slika 3.37). Detaljan mehanizam ovih reakcija nije poznat; pretpostavlja se da su u
mnogim fazama intermedijeri vezani u vidu acilglicerolipida. Acetileni iz ove familije
karakteristicni su po redukovanom, metil-terminusu nastalom dekarboksilacijom. Kod nekih
familija, nastali acetileni mogu podleé¢i daljim modifikacijama u vidu ciklizacija (do benzena,
furana, tiofena, kumarina, pirana, sulfoksida, sulfona,...), o-oksidacija, skracenja niza J3-
oksidacijama, oksidacija, konverzije u amide, uvodenja atoma sumpora itd. [36, 81, 91, 174].

acetil-CoA + 8 malonil-CoA
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o

M o
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A° desaturaza l

0 18:1
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o)

T 7 scoapc linolenska kiselina
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o] .49c,12a
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Slika 3.37. Krepeninatni put biosinteze poliacetilena. Samo putevi i proizvodi relevantni za tribus Scandiceae su
prikazani. [174]
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Rasprostranjenost

Poliacetileni su S$iroko rasprostranjeni — pronadeni su u viSim biljkama (gde su
najzastupljeniji), mahovinama, liSajevima, gljivama, algama, sunderima i drugim morskim
beski¢menjacima, insektima, zabama i (u tragovima) coveku. Prvo jedinjenje iz ove klase —
dehidromatrikaria estar — otkriven je jo§ pocetkom XIX veka. Medutim, zbog izrazene nestabilnosti
(lako podlezu oksidativnoj, fotoliti¢koj i kiselobaznoj razgradnji), tek u poslednjim decenijama XX
veka zapocinje sistematsko izolovanje i ispitivanje ovih jedinjenja. Danas je poznato preko 2000
predstavnika. Sto se ti¢e visih biljaka, redovno se javljaju u familijama Asteraceae (preko 1100
identifikovanih jedinjenja), Apiaceae, Araliaceae, Campanulaceae, Olacaceae, Pittosporaceae i
Santalaceae, a sporadi¢no joS$ u 14 familija [91, 175]. Prisutni su u velikom broju jestivih 1 lekovitih
biljaka, ukljucujuéi celer, kim, Sargarepu, mora¢, persun, kamilicu, ehinaceu, paradajz, patlidzan,
socivo itd. [91].

Familije Apiaceae i Araliaceae karakteriSe prisustvo alifaticnih C,7-poliacetilena sa zasi¢enim
terminusom (tzv. acetileni tipa falkarinola), ukljucuju¢i falkarinol (panaksinol), falkarindiol i
falkarinon. Ova jedinjenja nadena su i vrstama tribusa Scandiceae (Slika 3.38.) [9, 10, 14, 18, 30,
31, 36]. Posto veliki broj vrsta nije ispitan, hemosistematski znacaj ovih jedinjenja u familiji
Apiaceae jo$ uvek nije utvrden [36].

falkarinon [ChT, ChB]

HO —

falkarinol [AnS, AnC, ChH, ChB, ChAu]

HO

— OH
falkarindiol [AnS, AnC, ChH, ChAu]

Slika 3.38. Strukture acetilena detektovanih u vrstama tribusa Scandiceae (AnS — A. sylvestris, AnC — A.
cerefolium, ChT — Ch. temulentum, ChH — Ch. hirsutum, ChB — Ch. bulbosum, ChAu — Ch. aureum)

Bioloski znacaj

Bioloska i ekoloska funkcija poliacetilena relativno slabo je ispitana. Pretpostavlja se da, kao 1
vecina prirodnih proizvoda, igraju ulogu u prezivljavanju. Konstitutivno prisustvo u spoljasnjim
slojevima tkiva (npr. falkarinol i falkarindiol u uljanim kanalima periderma Sargarepe, Daucus
carota) ukazuje na verovatnu ulogu u preventivnoj antifungalnoj zastiti mladog korena, mada u
slucaju infekcije dolazi do izvesnog povecanja koncentracije [91, 176]. Indukovana biosinteza kod
vrsta koje ih konstitutivno ne sadrze (npr. kod familija Solanaceae i Apiaceae) pod dejstvom stresa
implicira fitoaleksinsku funkciju. Pojedini acetileni deluju i alelopatski (inhibiraju klijanje 1 rast
korena drugih vrsta), alomonski (signalni molekuli izmedu razliitih vrsta) ili insekticidno [174,
175].

Bioloska aktivnost

Malo je raspolozivih podataka o aktivnosti poliacetilena, buduéi da je veéina istrazivanja
fokusirana na skrining antikancer agenasa. Ve¢ i minimalne razlike u strukturi (npr. uvodenje —OH
grupe) dovodi do ekstremnih promena u tipu 1/ili intenzitetu dejstva.
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Ranije je smatrano da je prisustvo ovih jedinjenja u jestivim biljkama nepozeljno, zbog
potencijalno toksi¢nih svojstava pri visokim koncentracijama (neki od njih su potentni
senzibilizatori koze ili neurotoksini). Medutim, skoraSnja istrazivanja pokazuju da svakodnevni
unos malih koli¢ina zapravo moze delimi¢no objasnjavati pozitivne efekte konzumiranje odredenog
voca i povréa [175,177].

Alergeno dejstvo

Mnoge biljke koje sadrze alifati¢ne C,7-poliacetilene izazivaju alergijski kontaktni dermatitis i
iritacije koze. Za vecinu efekata kod familija Apiaceae i Araliaceae (kao $to su vrste roda Hedera)
odgovoran je falkarinol. Pretpostavlja se da dolazi do gradenja rezonantno stabilizovanog
karbokatjona po Sy1-slicnom mehanizmu, koji je veoma jak alkiluju¢i agens i dalje reaguje sa —SH
1 —NH;, grupama proteina daju¢i antigene konjugate (hapten-protein komplekse). Falkarinon,
falkarindiol i drugi uobicajeni acetileni pokazuju znatno slabije ili nedetektabilno antigeno
delovanje. Ovim mehanizmom mozZda se moZe objasniti i uo¢eno antibakterijsko i antiinflamatorno
delovanje. Dermatitis uzrokovan uobicajenim jestivim biljkama iz familije Apiaceae redak je, Sto se
moze objasniti nizim koncentracijama u odnosu na ukrasne i samonikle biljke, ili desenzitizacijom
usled konstantnog oralnog unosa [91, 174, 175].

Citotoksicnost i antikancer aktivnost

U vrstama familije Apiaceae i Araliaceae detektovan je veéi broj acetilena koji ispoljavaju
antiproliferativnu aktivnost ili potenciraju dejstvo drugih antikancer lekova, ukljucujuéi falkarinol,
falkarindiol i njegove etre, panaksinol itd. [174, 178, 179]. Potvrdena je visoka in vitro
citotoksi¢nost  falkarinola, panaksidiola 1 panaksitriola prema humanom gastricnom
adenokarcinomu, i znatno slabija (EDsy 20 puta veéa) prema zdravim celijama [175, 178].
Falkarindiol je u in vitro testovima takode ispoljio citotoksicno i antimutageno dejstvo, ali slabije.
Poliacetileni iz drugih bioloskih izvora pokazuju selektivnost prema drugim celijskim linijama
kancera [180]. Moguce je da se paradoksalno ponasanje B-karotena, odn. Cinjenica da njegovo
pretpostavljeno protektivno dejstvo zavisi od izvora (da li je unet preko Sargarepe ili u vidu aditiva
— neka istrazivanja pokazuju da Cist karoten nema protektivno dejstvo, ili ¢ak povecéava rizik od
kancera), moze objasniti falkarinolom i srodnim jedinjenjima kao stvarnim aktivnim principima
Sargarepe. Pretpostavlja se da falkarinol indukuje apoptozu, ¢ime usporava rast tumora [181], a
utvrdeno je i da inhibira sintezu DNK, RNK i proteina [182]. Moguce je da i oStecenje bioloskih
membrana takode doprinosti citotoksi¢nom delovanju [182]. Treba napomenuti da neka istrazivanja
pokazuju da je dejstvo falkarinola bifazno (genotoksi¢no/ genoprotektivno) — pri niskim
koncentracijama (0,5-10 pmol/L) zapravo deluje pro-proliferativno (inhibira ekspresiju kaspaze-3 i
raskidanje lanaca DNK), pri srednjim dolazi do izrazaja raskidanje lanaca DNK ali bez znacajnog
uticaja na Celijsku vijabilnost, a tek pri >20 umol/L dolazi do pojacane ekspresije kaspaze-3 odn.
apoptoze [175, 177, 183]. Takode je utvrdeno da kuvanje i skladiStenje znacajno smanjuje sadrzaj
poliacetilena u hrani [177]. Sumarno, iako poliacetileni iz familije Apiaceae definitivno uticu na
prezivljavanje Celija i pokazuju potencijal kao antiproliferativni agensi, bi¢e neophodno ispitati
njihovu biodostupnost, stabilnost, metaboli¢ku sudbinu, mehanizme dejstva, kao i sporedne efekte
[174, 183]. Dok se zbog izraZzene nestabilnosti 1 alergenog delovanja ne moze oc€ekivati terapeutska
primena Cistih poliacetilena, konzumiranje hrane bogate ovim jedinjenjima moze imati
hemopreventivni znacaj (a unos prekomernih, toksi¢nih doza je malo verovatan zbog gorkog
ukusa).

Antiinflamatorna aktivnost, inhibicija agregacije trombocita

Istrazivanja su pokazala da falkarinol i1 falkarindiol imaju antiinflamatornu aktivnost i
inhibiraju agregaciju trombocita. Pretpostavlja se da je kod falkarinola to posledica inhibiranja
lipooksigenaza (potentan je inhibitor 5-LOX, dve izoforme 12-LOX 1 15-LOX, sa ICsy reda umol/L
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[182, 184, 185]) 1 modulacije katabolizma prostaglandina putem inhibiranja 15-hidroksi-
prostaglandin dehidrogenaze. Aktivnost se ispoljava veé pri niskim, netoksi¢nim koncentracijama
[175]. T u ovom slucaju aktivnost znacajno zavisi od strukture — dok je falkarinol slabo aktivan
prema COX (ICs0>100 pmol/L), falkarindiol predstavlja potentni inhibitor COX-1 [182, 184—186].

Ostale aktivnosti

Falkarindiol i1 falkarinol su potentni antifungalni agensi (inhibiraju germinaciju pri
koncentracijama 20-200 pg/mL), koji dovode do promena u funkciji bioloskih membrana razli¢itih
gljivica, Sto rezultuje rapidnim gubitkom elektrolita i razaranjem celija [174, 175]. Poznato je i
inhibitorno dejstvo niza poliacetilena prema diacilglicerol aciltransferazi, inducibilnoj NO sintazi
(iNOS), holesteril-estar transfernom proteinu, mikrozomalnim i mitohondrijalnim enzimima [179].
Acetileni iz nekih vrsta familije Apiaceae (rodovi Cicuta, Oenanthe) sa konjugovanom FE-
polienskom strukturom, terminalnom —OH 1 alilnom —OH na ta¢no definisanom rastojanju,
ekstremno su neurotoksi¢ni — blokiraju K'-struje, dovode do intenzivnih konvulzija, povraéanja,
respiratorne paralize i smrti [174, 175]. 1 falkarinol pokazuje izvesnu neurotoksi¢nost, ali mnogo
slabiju (LDsp = 100 mg/kg), dok kod falkarindiola nisu detektovani akutni efekti [91]. Ihtiotereol i
ihtiotereol-acetat deluju kao uncoupler-i oksidativne fosforilacije [91].

3.4.6. ETARSKA ULJA

Etarska ulja predstavljaju kompleksne liposolubilne smese isparljivih jedinjenja sintetisanih
od strane biljaka: terpenoida (monoterpeni, nelaktonski seksviterpeni, neki diterpeni), isparljivih
alifaticnih jedinjenja (ugljovodonici, alkoholi i estri kratkog lanca, karbonilna jedinjenja, masne
kiseline i estri), isparljivih aromati¢nih jedinjenja (fenilpropeni, aromati¢ni alkoholi i aldehidi...),
jedinjenja sumpora (izotiocijanati, sulfidi, merkaptani, heterocikli¢na jedinjenja) i jedinjenja azota
(aromati¢ni amini, heterocikli¢na jedinjenja, glukozinolati) [187—-189].

Mogu biti sintetisana u svim biljnim organima. SkladiSte se u odgovaraju¢im strukturama —
sekretornim ¢elijama, Supljinama, kanalima, ¢elijama epiderma ili zZlezdanim dlakama [91, 188]. U
slucaju familije Apiaceae, u plodovima i svim vegetativnim organima prisutni su Sizogeni
sekretorni kanali.

Biosinteza
Terpenoidi

Terpenoidi su velika i strukturno raznovrsna familija prirodnih proizvoda izvedenih iz Cs
(izoprenskih) jedinica. Prema broju izoprenskih jedinica, dele se na hemi- (Cs), mono- (Cjy), seskvi-
(Cis), di- (Cy), sester- (Cys), tri- (Cs) 1 tetraterpene (Cag). Biogenetski prekursori terpenoida su
aktivirane Cs jedinice — izopentenil-pirofosfat (IPP) i dimetilalil-pirofosfat (DMAPP). Ranije se
smatralo da se Cs jedinice sintetiSu iskljuc¢ivo preko mevalonatnog puta (uz mevalonsku kiselinu
kao intermedijer) [187, 190—193]; danas se zna da postoji 1 alternativni, deoksiksiluloza-fosfatni put
(piruvat/gliceraldehid-3-fosfatni put, mevalonat-nezavisni put, metileritritol-fosfatni put, MEP put,
Rohmer-ov put) koji je u prirodi verovatno zastupljeniji. Dok zivotinje mogu da koriste iskljucivo
mevalonatni put, biljke paralelno koriste oba, pri ¢emu su enzimi mevalonatnog puta lokalizovani u
citosolu (i prvenstveno sluze za biosintezu triterpena i steroida), a enzimi deoksiksiluloza-fosfatnog
puta u plastidima, pretezno u leukoplastima (i ucestvuju u sintezi monoterpena, kao i bocnog niza
hlorofila, tokoferola i1 prenilhinona) [81, 91, 191, 192, 194, 195]. Neki od terpenoida (npr.
bisabolol-oksidi i matricin iz kamilice) predstavljaju meSovite proizvode oba puta [91]. U daljem
tekstu bice razmatran samo deoksiksiluloza-fosfatni put.
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Prekursori za sintezu 1-deoksi-D-ksiluloza-5-fosfata (dXul5P) su produkti glikolize — D-
gliceraldehid-3-fosfat i pirogrozdana kiselina (Slika 3.39.) [81, 191-194, 196, 197].
Dekarboksilacijom piruvata nastaje ekvivalent acetaldehida (vezan za TPP), koji vrSi nukleofilni
napad na gliceraldehid-3-fosfat uz generisanje dXul5P, koji se reakcijom pinakol-pinakolonskog
premestanja 1 redukcije prevodi (preko nestabilnog, nedetektabilnog aldehida) u 2-C-metil-D-
eritritol-4-fosfat. Pretpostavlja se da sledi vezivanje CDP u poloZaju 4 i fosforilacija u polozaju 2.
Intramolekulskom nukleofilnom supstitucijom nastaje cikli¢ni fosfoanhidrid (ciklofosfat), koji se
dalje nizom za sada nepoznatih reakcija konvertuje u IPP. Eksperimenti pokazuju da DMAPP ne
nastaje izomerizacijom IPP, nego se formira nezavisno [192, 198, 199].

Osnovni skelet monoterpena nastaje kuplovanjem dve Cs jedinice u prisustvu odgovarajuce
prenil transferaze — geranil-difosfat sintaze (Slika 3.40.) [81, 191]. Defosforilacijom DMAPP
prelazi u alilni katjon, koji podleze nukleofilnom napadu od strane izopentenil-pirofosfata.
Stereospecificnom deprotonacijom uz formiranje £ dvostruke veze nastaje geranil-pirofosfat (GPP),
koji se moze izomerizovati u odgovarajuéi, Z-diastereoizomer (neril-pirofosfat, NPP) i regioizomer
sa terminalnom dvostrukom vezom (linalil-pirofosfat, LPP). Seskviterpeni (sa E,E- 1 E,Z-farnezil-
pirofosfatom kao osnovnim prekursorima) nastaju analognim procesom, adicijom dodatne IPP
jedinice na GPP u prisustvu farnezil-difosfat sintaze.

Ova osnovna jedinjenja dalje se jednostavnim reakcijama (redukcija, hidroksilacija,
oksidacija) prevode u Sirok spektar monoterpenskih jedinjenja — ugljovodonika, alkohola i estara,
karbonilnih jedinjenja, etara itd. Broj mogucih struktura dodatno se povecava reakcijama ciklizacije
1 Wagner-Meerwein-ovih premestanja (Slika 3.41.) [81, 190].
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Slika 3.39. Biosinteza aktivnih Cs-jedinica — deoksiksiluloza-fosfatni put. DXS — 1-deoksi-D-ksiluloza-5-fosfat
sintaza (EC 2.2.1.7), DXR — I-deoksi-D-ksiluloza-5-fosfat reduktoizomeraza (EC 1.1.1.267), MCT — 2-C-metil-D-
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Slika 3.40. Biosinteza monoterpenskog i seskviterpenskog skeleta. DMAPP — dimetilalil-pirofosfat, GPP —

geranil-pirofosfat, LPP — linalil-pirofosfat, NPP — neril-pirofosfat, FPP — farnezil-pirofosfat. [81, 91]
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Neterpenska alifaticna jedinjenja

Biogenetski prekursori alifaticnih Cq alkohola, aldehida i srodnih jedinjenja su polinezasi¢ene
masne kiseline sa (1Z,47)-pentadienskim sistemom — linolna, a-linolenska i cis,cis,cis-AT A0 A-
16:3 kiselina [200-204]. Enzimi koji katalizuju biosintezu ovih jedinjenja lokalizovani su u
membrani lamela hloroplasta. Prilikom stresa, slobodne kiseline oslobadaju se iz triglicerida i
fosfolipida membrane plastida pod dejstvom LAH (lipolytic acyl hydrolase) (Slika 3.42). Kiseline
zatim podlezu oksigenaciji do hidroperoksida (odn. lipidnoj peroksidaciji) pod dejstvom
dioksigenaze sa nehemskim Fe — lipooksigenaze (LOX, EC 1.13.11.12). Hidroperoksid lijaza (HPL)
iz konvertuje hidroperoksid u kratkozivuéi hemiacetal, koji spontano disocira uz raskidanje niza
izmedu C-12 1 C-13, dajuci Ce-aldehid i enol w-oksokiseline. Pod dejstvom alkohol dehidrogenaze
(ADH) 1/ili faktora izomerizacije (IF), nastali (3Z)-heksenal moze se prevesti u (32)- i (3E)-
heksenol. Identifikovane su bar dve vrste lipooksigenaza (linoleat 9-LOX 1 13-LOX) koje
regiospecifi¢no generisu 9S5- ili 13S- hidroperoksid, i odgovarajuce lijaze.
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Slika 3.42. Oksilipinski put biosinteze alifaticnih aldehida i alkohola [200, 202, 204].
Rasprostranjenost

Terpenoidi, kao najces¢i sastojci etarskih ulja, spadaju u najraznovrsnije biomolekule, sa
preko 30 000 predstavnika [31, 91]. Pronadeni su u biljkama, gljivama, morskim organizmima i
insektima. Posebno su zastupljeni u tzv. aromaticnim biljkama, naroc¢ito u familijama Apiaceae,
Asteraceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Pinaceae, Rosaceae itd.

Poznato je priblizno 1500 monoterpena, uglavnom u sklopu etarskih ulja cvetnica i oleorezina
Cetinara [91, 205]. Acikli¢ni monoterpenski ugljovodonici (mirceni, ocimeni), alkoholi i karbonilna
jedinjenja zastupljena su u nizu ulja biljaka iz familija Lamiaceae, Myrtaceae, Rutaceae i
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Cannabaceae, Rosaceae, Poaceae itd. Najrasprostranjeniji monocikliéni monoterpeni su
cikloheksanski, i uglavnom se izvode od cis- i trans-p-mentana; najpoznatiji predstavnici su (+)-
limonen iz Citrus vrsta, (—)-a-felandren iz Myrtaceae 1 (+)-pB-felandren iz Apiaceae. Odgovarajuci
alkoholi i ketoni karakteristiéni su za Mentha i Eucalyptus vrste (Lamiaceae). Od bicikli¢nih
monoterpena, najznacajniji su ciklopropani — karan 1 tujan, ciklobutan - pinan, i
biciklo[2.2.1]heptani — kamfan, izokamfan i fenhan. Uobicajeni su u familijama Pinaceae,
Cupressaceae, Lamiaceae i Asteraceae [205].

Seskviterpeni su pretezno zastupljeni u gljivama, Streptomyces bakterijama i morskim
organizmima, mada je veliki broj identifikovan i u viSim biljkama [91]. Poznato je oko 10 000
jedinjenja iz ove klase, sa velikim brojem razli¢itih osnovnih skeleta, od kojih su narocito
zastupljeni gvajani (preko 500 predstavnika), eudesmani (oko 500), germakrani (oko 300) i
kadinani (preko 200) [205].

Neterpenska alifaticna jedinjenja, narocito (3Z)-heksen-1-ol (lisni alkohol) i (2E)-heksenal
(lisni aldehid) Siroko su zastupljena u svezem lis¢u i plodovima. Zajedno sa (3E)- i (2E)-heksen-1-
olom, (32)- 1 (3E)-heksenalom, n-heksanolom i n-heksanalom, odgovorni su za tzv. ,,zeleni miris*
lis¢a [200, 203, 206]. Pored C¢-jedinjenja, u nekim vrstama su identifikovani i Co-derivati: (3Z,62)-
1 (2E,6Z)-nonadienoli, (32)- i (2E)-nonen-1-oli, (32)- i (2E)-nonenali [200].

Sto se tribusa Scandiceae ti¢e, sastav etarskih ulja ispitan je za vise vrsta, ukljuujuéi
Anthriscus cerefolium [22], Anthriscus nemorosa (23], Anthriscus sylvestris [16, 17, 21], kao 1
veliki broj predstavnika roda Chaerophyllum: Ch. aromaticum [24), Ch. aureum [1], Ch. azoricum
[25], Ch. byzantinum [26], Ch. hirsutum [1], Ch. libanoticum [7], Ch. macropodum [27] 1 Ch.
temulentum [1]. Dominantne komponente date su u Tabeli 3.1. Kao §to se moze videti, u pitanju su
pretezno ulja bogata monoterpenskim jedinjenjima, sa (u nekim sluc¢ajevima) primesama
seskviterpena. Izuzeci su ulje vrste Anthriscus nemorosa, bogato seskviterpenima, 1 ulje Anthriscus
cerefolium, predominantno fenolnog (fenilpropenskog) porekla.

Tabela 3.1. Dominantne komponente etarskih ulja vrsta tribusa Scandiceae

Vrsta Sastav

A. cerefolium 80 % metilhavikol, 16 % 1-alil-2,4-dimetoksibenzen

A. sylvestris 0,2-38,8 % B-felandren, 0,1-16,9 % Z-B-ocimen, 0,3—16,7 % B-mircen, tr—7,7 %
trans-sabinil acetat, tr—6,2 % sabinen, #—4,6 % a-pinen

A. nemorosa 41,7 % (E)-nerolidol, 13,0 % B-elemen, 9,9 % a-zingiberen, 5,0 % germakren D,

3,9 % (E,E)-a-farnezen, 3,7 % o-pinen

Ch. aromaticum y-terpinen, p-cimenen, p-cimen, germakren D, B-felandren, B-pinen, a-pinen, 2,6-
dimetil-1,3,5,7-oktatetraen

Ch. aureum 37,4 % endo-fenhil-acetat, 15,6 % E-kariofilen-oksid, 7,1 % endo-fenhol, 6,1 %
akorenon B, 4,4 % B-pinen
Ch. azoricum 44,4-62,3 % terpinolen, 9,4-30,8 % y-terpinen, 4,8-9,3 % miristicin, 0,8—4,6 %

zingiberen, 2,2-3,1 % limonen

Ch. byzantinum 30,0 % sabinen, 16,0 % p-cimen-8-ol, 11,5 % terpinolen, 4,6 % terpinen-4-ol, 4,0
% vy-terpinen, 3,7 % limonen

Ch. hirsutum 17,7 % (-)-limonen, 13,6 % (+)-sabinen, 7,1 % terpinolen, 7,6 % (+)-y-terpinen,
6,7 % (-)-terpinen-4-ol, 5,6 % (Z)-B-ocimen, 4,7 % o-cimen

Ch. libanoticum 17,6 % pB-felandren, 15,9 % limonen, 9,9 % y-terpinen, 8,8 % B-pinen, 8,5 %
sabinen, 7,9 % B-seskvifelandren, 4,3 % germakren D

Ch. macropodum 39,9 % p-cimen, 7,3 % spatulenol, 5,9 % p-cimen-8-ol, 5,2 % oktanal

Ch. temulentum 11,3 % (+)-sabinen, 5,6 % B-bisabolen, 5,4 % (+)-limonen, 4,5 % germakren D,
4.3 % oktanal, 3,9 % ar-kurkumen
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Bioloski znacaj

Opsteprihvaceni je stav da etarska ulja predstavljaju medijatore u interakcijama biljke sa
okolinom. Smatra se da mnogi monoterpeni (i neki seskviterpeni) imaju funkciju atraktanata, u cilju
privlacenja insekata radi polinacije ili disperzije semena. Primer su linalool, kamfen i cineol [91,
207]. Drugi terpenoidi zahvaljuju¢i svom antiseptickom delovanju igraju znacajnu ulogu u zastiti
biljaka od patogenih mikroorganizama — bakterija, virusa i gljivica. Primer su oleorezini koje
Cetinari luce kao odgovor na napad insekata, a koji predstavljaju kompleksne smese od preko 30
mono-, seskvi- 1 diterpena [91, 207] (limonen, pinen, mircen itd.) toksi¢nih za insekte 1 gljivice.
Neki od seskviterpena pokazuju antifidant dejstvo na herbivorne insekte [91]. Diterpeni, iako se
svrstavaju u sekundarne biomolekule, ¢esto obavljaju esencijalne funkcije u organizmu (primer —
giberelini, koji sluze kao hormoni rasta) [91].

Pretpostavlja se da neterpenska alifaticna jedinjenja imaju ulogu u komunikaciji izmedu
biljaka, kao i izmedu biljaka i insekata (kao atraktanti ili repelenti). S obzirom na antimikrobnu
aktivnost, moze se pretpostaviti i protektivna uloga ovih jedinjenja [200, 203, 204].

Bioloska aktivnost

Visevekovna primena etarskih ulja i aromati¢nih biljaka u tradicionalnoj, kao i oficijelnoj
medicini zasniva se na njihovoj antimikrobnoj (baktericidnoj, virucidnoj, fungicidnoj) aktivnosti,
kao 1 analgetskom, sedativnom, antiinflamatornom, spazmolitickom ili lokalno-anestetickom
dejstvu [188, 189, 208]. Komponente etarskih ulja takode pokazuju stimulatornu ili inhibitornu
aktivnost prema nizu enzima: acetilholin esterazi, glutation S-transferazi, polifenol oksidazi,
tizozinazi, o-glukozidazi, invertazi, aldoza reduktazi itd. [189]. Relativno niska toksi¢nost ovih
jedinjenja €ini ih atraktivnim u smislu potencijalnih terapeutskih agenasa. Od oko 3000 poznatih
etarskih ulja, trenutno oko 300 ima komercijalni znacaj, bilo u farmaciji, bilo u kozmetici,
prehrambenoj industriji, industriji parfema i sl.

Citotoksicnost, antimikrobno dejstvo

Etarska ulja sastavljena su od velikog broja strukturno raznovrsnih jedinjenja, i nemaju
specificno ciljno mesto niti mehanizam delovanja. Zahvaljujuci svojoj lipofilnosti, terpenoidi lako
prolaze kroz bioloske membrane, pri ¢emu remete njihovu strukturu — povecavaju fluidnost i, putem
razmicanja masnokiselinskih ostataka fosfolipida i formiranja kanala, permeabilnost. Dolazi do
narusavanja pH gradijenta, curenja proteina, Na”, K™ i Ca®" jona, citohroma C, slobodnih radikala
[188, 209-211]. Smatra se da su mitohondrije jedna od glavnih meta delovanja etarskih ulja.
Ostecenje unutraS$nje 1 spoljasnje mitohondrijalne membrane rezultuje poremecajima u celijskoj
respiraciji i apoptozom ili nekrozom [188, 209]. Komponente etarskih ulja takode mogu da
koaguliSu citoplazmu 1 razore ¢elijske strukture [212], oSte¢uju proteine i lipide [210], uti¢u na
metabolizam lipida i transportne procese. Ostecenje Celijskog zida i membrane moze dovesti i do
lize ¢elije [211, 212].

Potvrdena je toksi¢nost etarskih ulja za niz gram-pozitivnih i, u manjoj meri, gram-negativnih
bakterija [208, 210, 213, 214], virusa, kvasaca, gljivica, parazita, insekata i larvi [188, 189]. U
slu¢aju bakterija, utvrdeno je da permeabilizacija membrana dovodi do naglog smanjenja
membranskog potencijala, kolapsa protonske pumpe i iscrpljenja rezervi ATP [210, 213], kao i1 do
autolize Celija [212]. Smatra se da su za antimikrobno dejstvo u najvecoj meri odgovorna fenolna
jedinjenja sa slobodnim hidroksilnim grupama, kao Sto su karvakrol, eugenol, p-cimen i timol;
pretpostavlja se da ona dovode do inaktivacije mikrobialnih enzima (putem koagulacije), kao i do
poremecaja u aktivnom transportu, toku elektrona i membranskim strukturama [209, 210, 214].

Demonstrirana je i in vitro aktivnost prema Celijama sisara [215], zasnovana na indukciji
apoptoze i nekroze. Citotoksi¢no dejstvo etarskih ulja pretezno potice od fenola, aldehida i alkohola
[216]. Ex vivo eksperimentima potvrdena je genotoksicnost i citotoksi¢nost niza fenolnih jedinjenja
— eugenola, metileugenola, izoeugenola i safrola — prema hepatocitima [217].
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Mutageno, antimutageno, kancerogeno i antikancerogeno dejstvo

Ispitivanja su pokazala da vecina etarskih ulja i njihovih sastojaka ne dovode do mutagenog
efekta u jedru [188]. Medutim, za neke vrste, uklju¢ujuéi mirodiju (Anethum graveolens) 1 mentu,
utvrdeno je ex vivo eksperimentima da dovode do hromozomskih aberacija [218]. Genotoksi¢nost je
utvrdena 1 za niz jedinjenja, kao Sto je anetol iz moraca (Foeniculum vulgare) 1 anisa (Pimpinella
anisum), miristicin i elemicin [219].

U nekim slu¢ajevima, utvrdeno je da komponente etarskih ulja mogu imati i antimutageno
dejstvo. Na primer, a-bisabolol inhibira mutagenezu indukovanu nizom jedinjenja, putem inhibicije
enzima koji tranformiSu promutagene (ukljucujuci citohrom P450-zavisne enzime) [188, 220]. Za
(—)-mentol, (—)-a-pinen, (+)-a-pinen, a-terpinen, o-terpineol, 1,8-cineol, d-limonen, kamfor,
citronelal i citral takode je dokazano CYP-modulatorno dejstvo [221, 222].

Posto veéina etarskih ulja pokazuje citotoksicnost i odsustvo mutagenih efekata, generalno se
moze se ocekivati odsustvo kancerogenih svojstava. Medutim, smatra se da neki od sastojaka mogu
predstavljati sekundarne kancerogene nakon metabolicke aktivacije. Primeri su psoraleni iz ulja
bergamota (Citrus aurantium ssp. bergamia) koji mogu izazvati formiranje kovalentnih adukata
DNK usled fotosenzibilizacije, pulegon iz mnogih vrsta roda Mentha putem generisanja p-krezola i
iscrpljivanja rezervi glutationa, metileugenol iz Laurus nobilis, estragol iz Ocimum basilicum itd.
Kancerogeno dejstvo moze takode biti posledica i oste¢enja mitohondrijalnih membrana i DNK, §to
dovodi do prekidanja toka elektrona kroz elektron-transportni sistem. To rezultuje akumulacijom
reaktivnih oblika kiseonika (ROS), koji dalje ostecuju lipide, proteine i DNK. Dalje, i neke od
fenolnih komponenti etarskih ulja u kontaktu sa ROS generiSu vrlo reaktivne fenoksi radikale [188].

Za niz etarskih ulja i komponenti, ukljucujuéi mirodiju, morac, celer i kim, dokazano je da
snazno stimuliSu glutation S-transferaze (GST), enzim koji ucestvuje u detoksifikaciji mnogih
ksenobiotika (ukljucujuéi i karcinogene) i proizvoda lipidne peroksidacije [189]. Medu jedinjenjima
najaktivnijim u ovom pogledu su d-limonen, B-kariofilen, B-kariofilen-oksid, a-humulen, a-
humulen-epoksid i eugenol [223].

Antiinflamatorno dejstvo
Za dve fenolne komponente etarskih ulja, eugenol i izoeugenol, utvrdeno je da inhibiraju

biosintezu prostaglandina, smanjuju tonus crevne muskulature i miometrijuma i druge simptome
indukovane prostaglandinima, sa ICs, reda 10~ mol/L [189, 224].
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4. Eksperimentalni deo
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4.1. BILJNI MATERIJAL

Biljni materijal koriS¢en za istrazivanja obuhvata predstavnike odabranih vrsta tribusa
Scandiceae, iz rodova Anthriscus, Chaerophyllum i Scandix, sakupljene u periodu 2008-2009. na
teritoriji Srbije, Crne Gore i Bosne 1 Hercegovine (Prilog 8.2.). Materijal je uzet sa originalnih
staniSta, u fenofazama vegetacije, cvetanja i plodonoSenja. Determinacija je izvrSena prema
dihotomnim kljucevima flore Evrope [225] a sistematska pripadnost odredena po Takhtajan-u [38].
Determinacija i deponovanje primeraka jemstva (voucher specimens) obavljeni su od strane dr
Gorana Anackova u herbarijumu Departmana za biologiju i1 ekologiju (BUNS Herbarium),
Prirodno-matematicki fakultet, Novi Sad. Detaljne informacije o uzorcima (lokaliteti, vremena
uzorkovanja i oznake vaucera) date su u Prilogu 8.1.

4.2. OBRADA BILJNOG MATERIJALA

Uzorci za headspace GC-MS cCuvani su do analize u plastiénim vre¢ama najvise 12 h od
uzorkovanja. Svi ostali uzorci suSeni su na vazduhu i, nakon razdvajanja po organima, usitnjeni,
homogenizovani i uskladiSteni u papirnim vre¢icama.

4.3. PRIPREMA ETARSKIH ULJA
Postupak

Etarska ulja dobijena su hidrodestilacijom odmerene mase biljnog materijala u aparaturi po
Clevenger-u (Tabela 4.1.). Recipijent (heksan) uklonjen je pazljivim uparavanjem pod sniZzenim
pritiskom. Do analize, ulja su ¢uvana na —20 °C u 2 mL autosemplerskim vialima.

Tabela 4.1. Pripremljena etarska ulja

Vauder Vrsta Biljni Odvaga Recipijent Prinos  Prinos Oznaka
delovi [g] [mg] [%o]
2-2021 A. cerefolium cela biljka 76,38 heksan AnC-EO01
2-2022 A. cerefolium cela biljka 256,34 heksan 205,2 0,080 AnC-EO02
2-2026 A. cerefolium cela biljka 263,49 heksan 302 0,11 AnC-EO03
2-2027 A. cerefolium cela biljka 145,82 heksan 183,8 0,13 AnC-EO04
2-2043 A. sylvestris cela biljka 172,48 heksan 54,4 0,032 AnS-EO06
2-2045 A. sylvestris cela biljka 5263 heksan 1161,1 0,021 AnS-EO08
524,0* 0,010

* nakon dodatnog vakuumiranja

4.4. PRIPREMA EKSTRAKATA
Postupak

70 % MeOH-ekstrakti

Odmerena masa osuSenog biljnog materijala (Tabele 4.2. 1 4.3.) macerirana je u 70 % V/V
metanolu (~8 mL MeOH po 1 g droge) na sobnoj temperaturi uz muckanje tokom (tipi¢no) 48 h.
Ekstrakti su procedeni na vakuumu, uz ispiranje ostatka na filtru ekstragensom, i1 zatim upareni pod
snizenim pritiskom na 40 °C (u cilju izbegavanja degradacije termolabilnih prirodnih proizvoda).
Nakon susSenja u eksikatoru (minimum 48 h), izmerena je masa ostatka i izraCunat prinos. Suvi
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ostatak rekonstituisan je u DMSO" i tipi¢no razblazen do koncentracije od priblizno 50 mg/mL
(tacne koncentracije date su u Tabelama 4.2. 1 4.3). Rastvori su do analize ¢uvani na 4 °C u krimp-
vialima.

Vodeni ekstrakti

Odmerena masa osusenog biljnog materijala (700-800 mg, Tabela 4.4.) prelivena je sa 10 mL
destilovane vode i1 zagrevana na kljuc¢alom vodenom kupatilu tokom 1 h. Ekstrakti su procedeni na
vakuumu, uz ispiranje ostatka na filtru kljuCalom destilovanom vodom, i zatim upareni pod
snizenim pritiskom na 45 °C. Nakon suSenja u eksikatoru (minimum 48 h), izmerena je masa
ostatka i izraunat prinos. Suvi ostatak rekonstituisan je u vodi' i razblazen do koncentracije od
priblizno 50 mg/mL (tane koncentracije date su u Tabeli 4.4.). Rastvori su do analize ¢uvani na —
20 °C u krimp-vialima.

Tabela 4.2. 70 % metanolni ekstrakti korena odabranih uzoraka.

Vrsta Vaucer m(droga) m(ekstrakt) prinos C C oznaka
gl [mg] [%]  [mg/mL] [gdroge/mL]
A. cerefolium 2-2035 0,8190 224.5 27,4 449 0,164 AnC10K-Ex(70M)
2-2036 1,9048 497,0 26,1 49,7 0,190 AnC11K-Ex(70M)
2-2037 10,0889 2338,9 23,2 104 0,448 AnCI12K-Ex(70M)
2-2038 9,8161 3093,6 31,5 51,7 0,164 AnCI13K-Ex(70M)
2-2039 5,8877 1850,9 314 49,6 0,158 AnC14K-Ex(70M)
2-2040 0,9659 358,1 37,1 56,0 0,151 AnC15K-Ex(70M)
2-2041 5,9197 1817,9 30,7 50,2 0,163 AnC16K-Ex(70M)
2-2042 1,5233 250,2 16,4 50,0 0,305 AnC17K-Ex(70M)
A. sylvestris 2-1880 3,1813 1059,2 333 49,9 0,150 AnSO1K-Ex(70M)
2-1881 10,3215 3686,3 35,7 52,1 0,146 AnSO03K-Ex(70M)
2-2045 3,0554 672,4 22,0 67,2 0,306 AnS04K-Ex(70M)
2-2044 9,8323 2398,3 24,4 50,8 0,208 AnSO05K-Ex(70M)
2-2046 9,2074 2520,6 27,4 51,6 0,189 AnS06K-Ex(70M)
2-2047 10,0412 2216,3 22,1 51,6 0,234 AnS07K-Ex(70M)
2-2048 10,075 2474 .4 24,6 47,9 0,195 AnSO8K-Ex(70M)
2:2049 10,2417 2573.,8 25,1 52,9 0,210 AnS09K-Ex(70M)
2-2051 4,5971 843,6 18,4 84,4 0,460 AnS10K-Ex(70M)
22052 5,8224 1415,1 243 50,4 0,208 AnS11K-Ex(70M)
Ch. temulentum 2-2012 4,2332 291,5 6,89 97,2 1,41 ChTO01K-Ex(70M)
2-2012 2,3620 150,4 6,37 80,9 1,27 ChTO02K-Ex(70M)
2-2012 6,8601 491,4 7,16 98,3 1,37 ChTO03K-Ex(70M)
2-2010 5,3831 446,9 8,30 99,3 1,20 ChT04K-Ex(70M)
2-2011 8,7181 859,3 9,86 101 1,03 ChTOSK-Ex(70M)
Ch. bulbosum 2-2018 4,9265 581,4 11,8 58,1 0,493 ChBO1K-Ex(70M)
2-2019 5,1621 620,5 12,0 62,1 0,516 ChBO02K-Ex(70M)
Ch. hirsutum 2-2014 14,8354 1869.,4 12,6 48,0 0,381 ChHO1K-Ex(70M)
2-2015 9,9020 1035,0 10,5 52,1 0,499 ChHO02K-Ex(70M)
2-2016 1,5166 173,2 11,4 50,2 0,440 ChHO3K-Ex(70M)
S. pecten-veneris 2-2009 5,7378 1351,6 23,6 48,3 0,205 SPVO1K-Ex(70M)

" U cilju izbegavanja uticaja dilatacije/kontrakcije zapremine, svi osnovni rastvori ekstrakata pripremljeni su u
normalnim sudovima.
" Vodeni ekstrakti pokazali su slabu rastvorljivost u DMSO.
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Tabela 4.3. 70 % metanolni ekstrakti herbe odabranih uzoraka.
Vrsta Vaucer Myyeq Motk Prinos C C oznaka
[g] [mg] [%] [mg/mL] [gdroge/mL]
A. cerefolium 2-2035 8,1021 2403,0 29,7 48,1 0,162 AnC10H-Ex(70M)
2-2036 9,7473 33134 34,0 49,7 0,146 AnC11H-Ex(70M)
2-2037 9,7942 3042,5 31,1 48,7 0,157 AnC12H-Ex(70M)
2-2038 9,8097 1841,1 18,8 55,2 0,294 AnC13H-Ex(70M)
2-2039 9,7751 2639,2 27,0 52,8 0,195 AnC14H-Ex(70M)
2-2040 9,9590 2683,5 26,9 53,7 0,199 AnC15H-Ex(70M)
2-2041 9,6623 19224 19,9 57,7 0,290 AnC16H-Ex(70M)
2-2042 9,7819 1290,7 13,2 48,4 0,367 AnC17H-Ex(70M)
A. sylvestris 2-1880 10,0244 2295,0 22,9 45,9 0,200 AnSO1H-Ex(70M)
2-1881 9,7085 2146,2 22,1 51,5 0,233 AnS03H-Ex(70M)
2-2045 10,0186 1048,3 10,5 52,4 0,501 AnS04H-Ex(70M)
2-2044 9,9288 1749,5 17,6 50,0 0,284 AnSO5H-Ex(70M)
2-2046 9,9187 2989,1 30,1 51,2 0,170 AnSO06H-Ex(70M)
2-2047 9,8309 2477,1 25,2 49,5 0,197 AnSO7H-Ex(70M)
2-2048 9,7915 24194 24,7 48,4 0,196 AnSO8H-Ex(70M)
2-2051 9,8315 1398,6 14,2 55,9 0,393 AnS10H-Ex(70M)
2-2052 9,8525 2426,0 24.6 48,5 0,197 AnS11H-Ex(70M)
Ch. temulentum 2-2012 9,8426 1504.,4 15,3 52,7 0,344 ChTO1H-Ex(70M)
2-2012 9,7428 1587,3 16,3 55,7 0,342 ChTO02H-Ex(70M)
2-2012 9,9146 1405,3 14,2 49,5 0,349 ChTO3H-Ex(70M)
2-2010 9,7835 1214,5 12,4 48,6 0,391 ChT04H-Ex(70M)
2-2011 9,7453 1659,3 17,0 49,8 0,292 ChTO5H-Ex(70M)
Ch. bulbosum 2-2018 9,7860 1570,8 16,1 47,1 0,294 ChBO1H-Ex(70M)
2-2019 9,8036 1414,4 14,4 56,6 0,392 ChB02H-Ex(70M)
Ch. hirsutum 2-2014 9,9457 1744,8 17,5 52,4 0,298 ChHO1H-Ex(70M)
2-2015 9,8141 1523,7 15,5 45,7 0,294 ChHO2H-Ex(70M)
2-2016 3,2966 625,2 19,0 50,0 0,264 ChHO3H-Ex(70M)
S. pecten-veneris 2-2009 9,8486 2008,2 20,4 50,2 0,246 SPVO1H-Ex(70M)
Tabela 4.4. Vodeni ekstrakti korena i herbe odabranih uzoraka.
Vrsta Vaucer Deo Myyoeq Mgpsqare  Prinos C C oznaka
[gl [mg] [%] [mg/mL] [gdroge/mL]
A. sylvestris 2-2047  herba  0,7940 230,8 29,1 50,2 0,173 AnS07H-Ex(aq)
2-2047  koren  0,7696 150.4 19,5 50,1 0,257 AnS07K-Ex(aq)
A. cerefolium 2-2037  herba  0,7978 192,0 24,1 50,5 0,210 AnC12H-Ex(aq)
2-2037  koren  0,7434 186,5 25,1 50,4 0,201 AnC12K-Ex(aq)
Ch. temulentum 2-2011  herba  0,7576 180,7 23,9 50,2 0,210 ChTO05H-Ex(aq)
2-2011  koren  0,7747 103,4 13,3 49,2 0,369 ChTO05K-Ex(aq)
Ch. hirsutum 2-2014  herba  0,7920 134,5 17,0 49,8 0,293 ChHO1H-Ex(aq)
2-2014  koren  0,7526 128,6 17,1 49,5 0,289 ChHO1K-Ex(aq)
Ch. bulbosum 2-2018  herba  0,7243 112,1 15,5 51,0 0,329 ChBO1H-Ex(aq)
2-2018  koren  0,7046 84,0 11,9 46,9 0,394 ChBO01K-Ex(aq)
S. pecten-veneris 2-2009  herba 00,7849 193,8 24,7 49,7 0,201 SPVO1H-Ex(aq)
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4.5. GC-MS ANALIZA VOLATILNIH KOMPONENTI

Headspace GC-MS analiza

Isparljiva jedinjenja u svezem biljnom materijalu analizirane su staticnom headspace GC-MS
tehnikom. Koris¢en je Agilent Technologies 6890N gasni hromatograf sa 5975B masenim
spektrometrom, opremljen 7694E headspace autosemplerom. Nekoliko stotina mg uzorka usitnjeno
je 1 smesteno u 20 mL headspace vial, koji je zatim ekvilibrisan 5 min na 120 °C (optimizovani
uslovi). Tokom 0,15 min (pressurization time) strujom helijuma podignut je pritisak u vialu, nakon
¢ega su isparljive komponente tokom 0,15 min (loop fill time) prenete u petlju temperature 135 °C.
Tokom sledec¢ih 1,0 min (injection time), uzorak je transfer-linjjom temperature 145 °C prenet u
split/splitless inlet gasnog hromatografa, temperature 250 °C, uz split mod (split protok 4 mL/min).
Kao gas nosac koris¢en je helijum cistoée 99,999 %, u rezimu konstantnog protoka kroz kolonu od
1,1 mL/min. Komponente su razdvojene na HP-5ms (Agilent Technologies) WCOT kapilarnoj
koloni duzine 30 m, pre¢nika 0,25 mm, debljine sloja 0,25 pL, sa stacionarnom fazom na bazi 5 %
fenil, 95 % dimetilpolisiloksana, koriste¢i slede¢i temperaturni program: startna temperatura 50 °C,
8 °C/min do 120 °C, 15 °C/min do 230 °C (ukupno trajanje analize 16,1 min). Eluat je preko
transfer linije temperature 280 °C prenet na single-quad maseni spektrometar sa elektronskom
jonizacijom (temperatura jonskog izvora 230 °C, energija elektrona 70 eV, temperatura kvadrupola
150 °C) 1 analiziran u sken modu u opsegu m/z = 35-300 Da. U cilju bolje korelacije masenih
spektara sa spektralnim bibliotekama, instrument je tjuniran koris¢enjem Standard spectra tune-a.

GC-MS analiza etarskih ulja

Sva izolovana etarska ulja su nakon razblaZivanja heksanom analizirana na Agilent
Technologies 6890N gasnom hromatografu sa 5975B masenim spektrometrom. Injektovano je po 1
uL uzorka u split/splitless inlet temperature 250 °C, u split modu (split odnos 1:100). Kao gas nosac
koriséen je helijum cCistoce 99,999 %, u rezimu konstantnog protoka od 1,0 mL/min. Komponente
su razdvojene na HP-5ms (Agilent Technologies) kapilarnoj koloni dimenzija 30 m x 0,25 mm X
0,25 pwm, uz temperaturni program: startna temperatura 50 °C, 8 °C/min do 120 °C, 15 °C/min do
230 °C, 20 °C/min do 270 °C (ukupno trajanje analize 16,9 min). Razdvojene komponente su
analizirane na masenom spektrometru (temperatura transfer linije 280 °C, temperatura jonskog
izvora 230 °C, energija elektrona 70 eV, temperatura kvadrupola 150 °C) u sken modu, u m/z
opsegu 35—400. U cilju bolje korelacije masenih spektara sa spektralnim bibliotekama, instrument
je tjuniran kori$¢enjem Standard spectra tune-a.

Obrada podataka

Podaci su obradeni pomocu Agilent Technologies MSD ChemStation softvera (revizija
E01.01.335) u kombinaciji sa AMDIS (Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification
System, ver. 2.64) i NIST MS Search softverom (ver. 2.0d). AMDIS je koris¢en za dekonvoluciju
masenih spektara, tj. ekstrakciju Cistih masenih spektara iz preklopljenih pikova, dok je NIST MS
Search obezbedio algoritam za pretragu biblioteka komplementaran PBM (Probability Best Match)
algoritmu ChemStation-a. Za identifikaciju masenih spektara koriS¢ene su spektralne biblioteke
Wiley Registry of Mass Spectral Data 7™ Edition (338000 spektara, 289000 jedinjenja) i
NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library 05 (190825 spektara, 163198 jedinjenja). Identitet jedinjenja
potvrden je poredenjem Kovats-evih retencionih indeksa (K7) sa literaturnim podacima [226]. Kao
standard za odredivanje K/ koris¢eno je dizel ulje, za koga je analizom utvrdeno da sadrzi smesu
svih n-alkana u opsegu Cg—Csys (odgovara Kovats indeksu 800-2800). Relativni udeli jedinjenja
odredeni su metodom normalizacije, na osnovu povrsine pikova u TIC (total ion chromatogram).

Za analizu glavnih komponenti (PCA) koris¢en je softver PAST ver. 2.00 (Hammer, O.,
Harper, D.A.T., 2010.).
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4.6. LC-DAD-MS ANALIZA

Scan analiza

Komponente ekstrakata analizirane su tehnikom te¢ne hromatografije kuplovane sa UV/VIS
detekcijom (diode array detector, DAD) i tandemskom masenospektrometrijskom detekcijom.
Koris¢en je Agilent Technologies 1200 Series Rapid Resolution te¢ni hromatograf (sastavljen od
G1379B vakuum-degazera, GI1312B binarne pumpe, GI1367C autosemplera, GI1316B
termostatiranog odeljka za kolone i G1315C DAD detektora) kuplovan sa G6410A QqQ MS-MS
detektorom sa elektrosprej (ESI) jonskim izvorom. Za kontrolu instrumenta i akviziciju podataka
koriséen je MassHunter Workstation Data Acquisition ver. B.01.03 softver (Agilent Technologies).

Injektovano je 1-5 pL uzorka rastvorenog u smesi faza A i B (1:1)". Kao mobilna faza A
koriséena je 0,05 % V/V mravlja kiselina sa dodatkom 200 pg/mL CH3;COONHy, a kao faza B —
MeOH. Komponente su eluirane u gradijentnom reZimu: 0 min 30 % B, 6 min 70 % B, 9 min 100
% B, 12 min 100 % B, post time 3 min (ukupno vreme analize 15 min), uz konstantan protok od 1
mL/min. Razdvajanje je postignuto na Rapid Resolution HT Zorbax Eclipse XDB-C18 50 mm x
4,6 mm x 1,8 um koloni (Agilent Technologies) temperiranoj na 50 °C (eluat je nakon kolone
hladen na temperaturu detektora), ispred koje je bio vezan in-line filter (2 mm, 0,2 pm, Agilent
Technologies). Prac¢en je UV/VIS signal eluata na 215 nm, 260 nm, 290 nm i 340 nm (za sve
signale, Sirina trake bila je 16 nm), kao i1 kontinualni spektar u opsegu 190-700 nm (sa korakom 2
nm).

Celokupna koli¢ina eluata prosledena je u maseni spektrometar. Parametri jonskog izvora bili
su: protok gasa za suSenje (N;) 9 L/min, temperatura 350 °C, pritisak gasa za nebulizaciju 40 psi,
napon na kapilari 4 kV.

Za potrebe skrininga, svi uzorci analizirani su u MS2Scan modu (kvadrupol Q1 podesen na
transmisiju, koliziona ¢elija iskljucena, kvadrupol Q3 podesSen na skeniranje), i u pozitivnom i u
negativnom modu, uz m/z opseg 110-950 Da (korak 0,1 Da) i vreme skeniranja 200 ms. Napon
fragmentora podeSen je na 130 V.

MS" analiza

U cilju identifikacije pojedinacnih komponenti, odabrane jonske vrste u reprezentativnim uzorcima

analizirane su kori$¢enjem vise MS” tehnika:

— Product Ion Scan (QI podeSen na propustanje samo odabrane jonske vrste — SIM, koliziona
¢elija ukljucena, Q3 — skeniranje), uz kolizionu energiju variranu u opsegu 0—40 V (sa korakom
10 V), korii¢en je za dobijanje MS? i pseudo-MS" spektara.

— Precursor Ion Scan (Q1 — skeniranje, koliziona ¢elija uklju¢ena, Q3 — SIM) koris¢en je za
skrining molekula sa zajedni¢kim strukturnim elementima. Praéeni su Y, joni aglikona tipi¢nih
flavonoida prisutnih u familiji Apiaceae i [B+H]/[C+H]" joni ariltetralinskih i
dibenzobutirolaktonskih lignana.

— Neutral loss (Q1 — skeniranje, koliziona ¢elija uklju¢ena, Q3 — SIM sa zadatim Am/z u odnosu
na aktuelni m/z na Q1) upotrebljen je za skrining glikozida (praceni su karakteristi¢ni gubici:
162 za heksozide 1 146 za deoksiheksozide) i lignana (gubici ArH: 168 za trimetoksifenil-grupu,
138 za dimetoksifenil- i hidroksi-metilendioksifenil-).

Kod svih MS" eksperimenata kao kolizioni gas kori$éen je azot visoke ¢istoce.

" Istrazivanja [227]pokazuju da je kod lignana optimalan udeo metanola 40-80 %. Nize koncentracije MeOH lo3e uti¢u
na oblik pikova nepolarnih lignana, dok visoke koncentracije dovode do deformacije (cepanja) pikova polarnijih
jedinjenja.
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Kvantitativna analiza

Odabrane fenolne komponente u ispitivanih ekstraktima kvantifikovane su primenom LC-
MS-MS tehnike. Kori$¢en je Agilent Technologies 1200 Series Rapid Resolution te¢ni hromatograf
kuplovan sa G6410A QqQ MS-MS detektorom sa elektrosprej (ESI) jonskim izvorom, kontrolisan
od strane MassHunter Workstation Data Acquisition ver. B.01.03 softvera (Agilent Technologies).

Injektovano je po 1 uL uzorka razblazenog smeSom faza A i B (1:1) do koncentracije oko 5—
10 mg/mL. Kao mobilna faza A koriS¢ena je 0,05 % V/V mravlja kiselina sa dodatkom 200 pg/mL
CH3;COONHy, a kao faza B — MeOH. Komponente su eluirane u gradijentnom rezimu: 0 min 30 %
B, 6 min 70 % B, 9 min 100 % B, 12 min 100 % B, post time 3 min (ukupno vreme analize 15 min),
uz konstantan protok od 1 mL/min. Za analizu standarda koris¢en je kraci program: 0 min 30 % B,
6 min 70 % B, post time 2 min (ukupno vreme analize 8 min). Razdvajanje je postignuto na Rapid
Resolution HT Zorbax Eclipse XDB-C18 50 mm % 4,6 mm x 1,8 um koloni (Agilent Technologies)
temperiranoj na 50 °C, ispred koje je bio vezan in-line filter (2 mm, 0,2 pm, Agilent Technologies).
Pracen je UV/VIS signal eluata na 215 nm, 260 nm, 290 nm i 340 nm (za sve signale, Sirina trake
bila je 16 nm). Celokupna koli¢ina eluata prosledena je u maseni spektrometar (kod analize
ekstrakata, nakon 5,5 min eluat je preusmeravan u otpad). Parametri jonskog izvora bili su: protok
gasa za suSenje (N2) 9 L/min, temperatura 350 °C, pritisak gasa za nebulizaciju 40 psi, napon na
kapilari 4 kV, negativni polaritet. Jedinjenja su praéena u MRM (eng. multiple reactions
monitoring) modu ili (u nekoliko sluc¢ajeva) MS2SIM modu (Q1 — transmisija, koliziona celija
isklju¢ena, Q3 — SIM); optimizovani parametri su dati u Tabeli 4.5.. Vreme akvizicije po
jonu/tranziciji (eng. dwell) bilo je 100 ms.

Tabela 4.5. Tranzicije/joni korisceni za kvantitaciju fenolnih jedinjenja.

Vreme Jedinjenje Mod m/z me; m/z Vet
[min] prekursora [V] produkta [V]
Hlorogenska kiselina MRM 353 100 191 12
Sinapinska kiselina MRM 223 100 193 17
Siringinska kiselina MRM 197 90 182 7
Ferulna kiselina MRM 193 90 134 11
0 Skopoletin MRM 191 80 176 8
Kafena kiselina MRM 179 100 135 10
Eskuletin MRM 177 105 133 15
Galna kiselina MRM 169 90 125 10
Kumarinska kiselina MRM 163 90 119 9
p-hidroksibenzoeva kiselina MRM 137 80 93 10
Rutin MRM 609 135 300 42
2,2 Apigenin-7-O-glukozid MRM 431 135 268 41
Sekoizolaricirezinol MRM 361 130 165 26
Matairezinol MS2SIM 357 130 - -
33 Kvercetin MS2SIM 301 130 - -
’ Luteolin, kemferol MS2SIM 285 130 - -
Apigenin MS2SIM 269 130 - -

* Viag — napon fragmentora, V., — napon kolizione Celije

Obrada podataka

Za obradu podataka koriS¢en je softver MassHunter Qualitative Analysis ver. B.01.03
(Agilent Technologies). Molska masa jedinjenja odredena je iz masenih spektara prvog reda pri oba
polariteta, putem asignacije bar dve jonske vrste (u pozitivnom modu, adukti molekula i dimera sa
protonom, jonima alkalnih metala i amonijum-jonom, u negativnom — deprotonovani molekul i
dimer, adukti sa hloridom, formijatom i dihidrogenfosfatom). Za identifikaciju koris¢eni su podaci
o molskoj masi, karakteristi¢ni fragmenti u MS" spektrima, UV spektri, poredenje sa referentnim
standardima (ukoliko su dostupni), prethodno objavljeni rezultati i baza podataka Dictionary of
Natural Products [31].
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4.7. ODREDIVANJE ANTIOKSIDANTNE AKTIVNOSTI DPPH TESTOM

Princip

Metoda se zasniva na spektrofotometrijskom pra¢enju konverzije stabilnog, azot-centriranog
radikala DPPH- (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), intenzivno ljubicaste boje (Amax = 515 nm), u zuto
obojenu formu DPPH-H u prisustvu antioksidanasa [228-234]. Antioksidansi (npr. fenoli) redukuju
DPPH po dva mehanizma — prenosa H- i kuplovanja sa organskim radikalima (Slika 4.1.).

O O
\\ o+ - \\ o+ -
) N—O OH ] N—O o
O\ O\
+ . +
N N—N E— N NH—N
// + // +
O O
- + -
N—O N—O
// //
O O

DPPH DPPH-H

Slika 4.1. Mehanizam reakcije fenola sa DPPH radikalom.

Postupak

Pripremljena je serija razblazenja (sekvencijalnim razblazivanjem 1:1) ispitivanih ekstrakata u
MeOH. U mikroplo¢i (12x8) pripremljene su probe odmeravanjem 190 uL. MeOH, 10 pL rastvora
ekstrakta (ili 10 uL. MeOH u slucaju kontrole) 1 100 pL rastvora DPPH reagensa 26,4 pg/mL = 67,2
nmol/mL u MeOH (100 pL MeOH kod korekcije). Za svaki uzorak pripremljeno je po 7 razblazenja
u 3 ponavljanja. Za svaku mikroplo¢u pripremljene su po 3 kontrole. Nakon 60 min inkubacije u
mraku na sobnoj temperaturi, o€itane su apsorbancije na 515 nm pomocu Multiskan Spectrum
¢itata mikroploca (Thermo Corporation).

Proracun
Za svaku koncentraciju ekstrakta izraunat je stepen inhibicije prema formuli:

I — 100 . |:1 _ (Apmha - Akorekcija ) i|

kontrola

gde je:
1 — inhibicija (procenat neutralisanih DPPH radikala) [%]
Aproba — usrednjena vrednost apsorbancije radnih proba za datu koncentraciju
Aborekeija — apsorbancija korekcije za datu koncentraciju
Aontrola — usrednjena vrednost apsorbancije kontrolnih proba

U OriginPro 8.0724 softveru (OriginLab Corporation) konstruisana je kriva zavisnosti
odgovora (/) od radne koncentracije (koncentracije ekstrakta u finalnoj reakcionoj smesi), i oCitana
ICso vrednost kao koncentracija koja dovodi do neutralizacije 50 % DPPH radikala.
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4.8. ODREDIVANJE ANTIOKSIDANTNE AKTIVNOSTI FRAP TESTOM

Princip

FRAP (eng. ferric reducing ability of plasma, alternativno ferric ion reducing antioxidant
power) metoda originalno je razvijena za odredivanje sadrzaja redukujué¢ih materija u krvnoj
plazmi, ali je nasla primenu i u ispitivanju antioksidantnog potencijala biljnih ekstrakata [232, 233,
235, 236]. Zasniva se na redukciji [Fe’-TPTZ'] kompleksa do intenzivno plavog (apsorpcioni
maksimum 593 nm) [Fe**-TPTZ] kompleksa u kiseloj sredini (Slika 4.2.). Reakcija je nespecifi¢na,
i bilo koji sistem sa redoks potencijalom negativnijim od para Fe'-TPTZ/Fe"-TPTZ doveiée do
redukcije. Redukcioni kapacitet izrazava se preko mase nekog standardnog reducensa (Fe",
askorbinska kiselina i sl.) koja bi izazvala isti nivo redukcije Fe"-TPTZ.

Slika 4.2. Reakcija redukcije Fe**-TPTZ kompleksa.

Postupak

Pripremljeni su razblaZeni rastvori svih ekstrakata (tipi¢ne koncentracije 1-5 mg/mL i ~8
mg/mL za 70 % metanolne ekstrakte herbe i1 korena, respektivno, i 4-16 mg/mL za vodene
ekstrakte) u smesi voda-metanol (1:1) odn. vodi. U well-ove mikroplo¢e odmereno je po 300 pL
sveze pripremljenog FRAP reagensa (dobijenog meSanjem 50 mL 0,3 mol/L acetatnog pufera pH =
3,6, 5 mL 10 mmol/L rastvora TPTZ u 40 mmol/L HCI, i 5 mL 20 mmol/L vodenog rastvora FeCls)
ili 300 puL vode (u slucaju korekcija) i 100 puL razblazenog ekstrakta. Svaki uzorak raden je u
triplikatu. Nakon 6 min inkubacije o€itana je apsorbancija na 593 nm pomoc¢u Multiskan Spectrum
¢itata mikroplo¢a (Thermo Corporation). Paralelno sa uzorcima pripremljeni su i analizirani
standardni rastvori FeSO4 koncentracija C(Fe) = 2,79-186 ng/mL. Uzorci koji su izasli izvan
opsega kalibracione krive ponovljeni su uz odgovarajuc¢e podeSavanje koncentracije.

Proracun
Koncentracija Fe*" ekvivalenata u svakom ekstraktu o¢itana je direktno sa kalibracione krive i
preraCunata na masu ekstrakta.

" 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazin
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4.9. ODREDIVANJE UKUPNIH FLAVONOIDA

Princip

Metoda se zasniva na osobini flavonoida da kompleksiraju metalne katjone (kao $to je AI’"),
pri ¢emu dolazi do gradenja helata (Slika 4.3.), proSirenja delokalizacije 1 pomeranja UV 1 VIS
apsorpcionih traka za oko 50 nm ka viSim talasnim duzinama (batohromni efekat), tj. boja rastvora
prelazi iz zute u zuto-zelenu ili intenzivniju zZutu [237-241].

Slika 4.3. Gradenje helata flavonoida (rutina) sa AF" jonom.

Reakcija nije univerzalna — za gradenje stabilnih kompleksa potrebna je okso-grupa u
poloZaju 4 1 —OH grupa u poloZaju 3 ili 5. Moguce je i gradenje kompleksa, labilnih pri nizim
vrednostima pH, sa o-dihidroksi grupom prstena B (3°,4°).

Flavonoli sa 3-OH 1 5-OH (kemferol i1 sl.), i eventualnim 3°,4’-OH (kvercetin, rutin,
kvercitrin, miricetin), imaju apsorpcioni maksimum u intervalu 415-440 nm. Flavoni bez 3-OH,
samo sa 5-OH (apigenin) imaju maksimum na <400 nm, ali luteolin sa 3°,4’-OH pokazuje jaku
apsorpciju na 415 nm. Stoga, ukoliko se u uzorcima o¢ekuje Sirok spektar flavonoidnih struktura,
pozeljno je koristiti kompromisnu 4 od 415 nm. Na 415 nm, flavonoli daju najjaci signal, flavoni
znatno slabiji, flavanoni i izoflavoni vrlo slab.

Izgled apsorpcionog spektra i stabilnost nagradenog kompleksa znacajno zavisi od pH.
Optimalna pH vrednost za gradenje kompleksa je oko 6. U vrlo kiseloj sredini, kompleks se ne
gradi (udeo deprotonovanog oblika flavonoida je zanemarljiv); pri 3<pH<6, gradi se ljubicCasti
kompleks; pri 6<pH<S8,5 gradi se plavi kompleks, ali je rastvorljivost Al-soli mala zbog hidrolize;
iznad pH 8,5, sistem nije stabilan.

Reakcija se odvija u pogodnom rastvaracu (50-80 % EtOH/MeOH) koji obezbeduje
rastvorljivost svih komponenti, uz konstantnu pH i jonsku jacinu.

Postupak

Pripremljeni su razblazeni rastvori svih ekstrakata (po tri koncentracije u opsegu od tipi¢no 3—
15 mg/mL) u u smesi voda-etanol (1:1). U well-ove mikroploce odmereno je po 25 pL rastvora
ekstrakta, 75 pL etanola, 20 pL 0,2 mol/L rastvora AlCI; (u korekcije — ne), 20 puL 0,25 mol/L
rastvora Na-acetata 1 110 pL destilovane vode (130 pL kod korekcija). Svaki uzorak pripremljen je
u triplikatu. Nakon 30 min inkubacije ocitana je apsorbancija na 415 nm pomocu Multiskan
Spectrum citaca mikroplo¢a (Thermo Corporation). Paralelno sa uzorcima pripremljeni su i
analizirani standardni rastvori kvercetina koncentracija 0,765-196 pg/mL.

Proracun

Koncentracija ekvivalenata kvercetina u svakom ekstraktu ocitana je direktno sa kalibracione
krive i preraCunata na masu ekstrakta.
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4.10. ODREDIVANJE COX/LOX INHIBITORNOG DELOVANJA

Princip

Metoda se zasniva na ex vivo prac¢enju inhibicije dva enzima ukljucena u inflamatorne procese
— ciklooksigenaze-1 (COX-1) i 12-lipooksigenaze (12-LOX) [242, 243]. Stepen inhibicije odreduje
se LC-MS-MS kvantitacijom proizvoda metabolizma arahidonske kiseline (12-HETE i1 12-HHT) u
netretiranim i trombocitima tretiranim ispitivanim ekstraktom.

Postupak

2 mL suspenzije 4-10% humanih trombocita u puferu (0,137 mol/L NaCl, 2,7 mmol/L KClI, 2,0
mmol/L KH,POys, 5,0 mmol/L Na,HPOy4 1 5,0 mmol/L glukoze, pH = 7,2) inkubirano je 5 min na 37
°C, nakon ¢ega je dodato 100 pL rastvora ekstrakta u DMSO (mase ekstrakta tipicno 1-8 mg; kod
kontrole, kori§¢en DMSO umesto ekstrakta) i 100 uL 125 umol/L rastvora kalcimicina u DMSO
(kod slepe probe koris¢éen DMSO) i inkubacija nastavljena tokom 2 min na 37 °C uz meSanje.
Nakon dodatka 300 puL 16,7 mmol/L vodenog rastvora CaCl, (kod slepe probe — voda), reakciona
smesa ponovo je inkubirana tokom 5 min na 37 °C uz meSanje. Reakcija je prekinuta dodatkom 5,8
mL hladne 1 % HCOOH uz intenzivno muckanje. Nakon dodatka internog standarda (50 pL
rastvora 6 pg/mL PGB, u DMSO) reakciona smesa je ekstrahovana pomocu 8,0 mL smese CHCl;-
MeOH (1:1) uz intenzivno muckanje tokom 15 min. Organski sloj je nakon centrifugiranja (15 min,
7012xg, 4 °C) uparen pod snizenim pritiskom na 40 °C, rekonstituisan u 500 pL MeOH 1 nakon
filtracije analiziran na LC-MS-MS.

Koris¢en je Agilent Technologies 1200 Series Rapid Resolution tecni hromatograf sa
G6410A QqQ MS-MS detektorom sa elektrosprej (ESI) jonskim izvorom., kontrolisan od strane
MassHunter Workstation Data Acquisition softvera, ver. B.01.03 (Agilent Technologies).
Injektovano je 5 pL uzorka. Razdvajanje je postignuto na Zorbax SB-C18 30 mm x 2,1 mm x 3,5
um koloni (Agilent Technologies) temperiranoj na 65 °C, ispred koje je bio vezan in-line filter (2
mm, 0,2 um, Agilent Technologies). Kao mobilna faza A kori$¢ena je 0,6 % V/V siréetna kiselina,
a kao faza B — MeOH. Komponente su eluirane u gradijentnom rezimu: 0 min 65 % B, 2 min 100 %
B, 3,5 min 100 % B, post time 3 min (ukupno vreme analize 15 min), uz konstantan protok od 1
mL/min. Celokupna koli¢ina eluata prosledena je u maseni spektrometar. Parametri jonskog izvora
bili su: protok gasa za suSenje (N;) 9 L/min, temperatura 350 °C, pritisak gasa za nebulizaciju 40
psi, napon na kapilari 4 kV, napon fragmentora 120 V, negativan polaritet. Jedinjenja su pracena u
MRM modu, sa vremenskim segmentima: 0-0,9 min PGB, (jon prekursor m/z = 333, koliziona
energija 13 V, jon produkt m/z = 315) 1 12-HHT (prekursor m/z = 279, koliziona energija 5 V,
produkt m/z = 261), 0,9-3,5 min 12-HETE (prekursor m/z = 319, koliziona energija 7 V, produkt
m/z =301).

Proracun
Za svaku koncentraciju ekstrakta izraCunat je stepen inhibicije prema formuli:

R —R )-(R_—R _
1=100- ( kon ép) ( uz SP) =100- Rkon Ruz
Rkon - Rsp Rkon - Rsp
gde je:
1 — stepen inhibicije [%]
Rion  — odnos odgovora (eng. response ratio) za kontrolu
R,. — odnos odgovora za datu koncentraciju
Ry, —odnos odgovora za slepu probu

Faktori odgovora odredeni su kao odnos povrSine pika datog analita i povrSine pika internog
standarda (PGB)).
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U OriginPro 8.0724 softveru (OriginLab Corporation) konstruisana je kriva zavisnosti
usrednjene inhibicije (/) od radne koncentracije (koncentracije ekstrakta u reakcionoj smesi pre
dodatka 1 % HCOOH), i ocitana ICsy vrednost kao koncentracija koja dovodi do 50 % inhibicije
sinteze 12-HETE (za 12-LOX) odn. 12-HHT (za COX-1).

4.11. ODREPIVANJE CITOTOKSICNOSTI KOLORIMETRIJSKIM MTT TESTOM

Princip

Metoda se zasniva na Cinjenici da samo mitohondrije zivih ¢elija mogu da redukuju 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum-bromid (MTT) do plavo-crnog formazana (Slika 4.4.)
[244-248]. Citotoksicnost se odreduje poredenjem broja zivih (obojenih) ¢elija u netretiranom i
sistemu tretiranom ispitivanim ekstraktima.

Slika 4.4. Redukcija MTT do formazana.

Celijske linije

Za ispitivanje Celijskog rasta koriS¢ene su Cetiri ¢elijske linije: humani adenokarcinom dojke
pozitivan na estrogenske i progesteronske receptore (MCF-7, ATCC HTB 22), humani
adenokarcinom dojke ER— (MDA-MB-231, ATCC HTB 26), humani karcinom grlica materice
(HeLaS3, ATCC CCL 2), i normalne ¢elije — humani fibroblasti plu¢a (MRC-5, ATCC CCL 171).
U eksperimentima su koriS¢ene celije u logaritamskoj fazi rasta izmedu treCeg i1 desetog
presadivanja.

Celije su gajene u DMEM (Dulbecco’s modified Eagles medium, Sigma-Aldrich, Germany)
sa dodatih 100 1J/mL penicilina i 100 ug/mL streptomicina (ICN Galenika) u sudovima za kulturu
(Costar, 25 cm®) na 37 °C, u atmosferi sa 100 % vlage i 5 % CO, (Heraceus). Celije su presadivane
po postizanju konfluencije od 80-90 %. Disocijacija monosloja je vrSena dodavanjem 0,5 %
rastvora tripsina, nakon cega su celije inkubirane 5 minuta na 37 °C. Enzimska reakcija je
zaustavljena dodavanjem odgovaraju¢eg medijuma, pri ¢emu komponente seruma vrse inaktivaciju
tripsina. Suspenzija je zatim centrifugirana 10 minuta na 1500 o/min, a ¢elijski talog resuspendovan
u svezem medijumu. Nakon toga su odredivani broj ¢elija i njihova vijabilnost.

Broj ¢elija i njihova vijabilnost odredeni su testom odbacivanja boje sa 0,1 % tripan plavim
(boja koja ulazi u éelije sa narusenim integritetom plazmatske membrane i boji ih u plavo). Celijska
suspenzija (50 pL) razblaZena je sa 200 uL 0,5 % rastvora tripan plavog i ¢elije su odmah brojane u
hemocitometru na invertnom mikroskopu. Vijabilnost ¢elija koriS¢enih u eksperimentu bila je veéa
od 90 %.

Celije su sakupljene u logaritamskoj fazi rasta, istalozene centrifugiranjem (10 min, 200x g) i
izbrojane. Vijabilne éelije (5-10° éelija u 90 uL medijuma) posejane su u kvadriplikatu u mikroplode
(12x8) 1 inkubirane 24 h na 37 C atmosferi sa 5 % CO,. Nakon toga, u sve well-ove (sem
kontrolnih) dodato je po 10 pL razblazenih ekstrakata (do finalne koncentracije od oko 0,01-100
pg/mL) 1 inkubacija je nastavljena pod istim uslovima jos§ 48 h. Zatim je u sve well-ove dodato po
10 pL sveze pripremljenog rastvora MTT i inkubacija nastavljena jo§ 3 h. Reakcija je zaustavljena
dodatkom po 100 pL 0,04 mol/L HCI u iPrOH 1 odmah oc¢itavana apsorbancija na 540 nm (uz 690
nm kao referencu) na Citacu mikroploca Multiskan MCC/340 (Thermo Labsystems).
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Proracun
Za svaku koncentraciju ekstrakta izraunata je citotoksi¢nost prema formuli:

A=A
CI:]OO{]_M}

kontrola Aslepa
gde je:
Cl — citotoksi¢nost (procenat mrtvih ¢elija) [%]
Aprova — usrednjena vrednost apsorbancije radnih proba za datu koncentraciju
Agiepa — usrednjena apsorbancija slepe probe (well-ovi sa medijumom 1 MTT, bez
¢elija)
Akontrola — usrednjena vrednost apsorbancije kontrolnih proba

Konstruisana je kriva zavisnosti odgovora (CI) od logaritma radne koncentracije
(koncentracije ekstrakta u finalnoj reakcionoj smesi), i o€itana ICsy vrednost kao koncentracija koja
dovodi do smrti 50 % celijja.
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5.1. GC-MS ANALIZA VOLATILNIH KOMPONENTI

Sastav volatilnih komponenti u ispitivanim vrstama odreden je tehnikom kapilarne gasne
hromatografije kuplovane sa masenospektrometrijskom detekcijom. Budué¢i da biljni materijal
sadrzi niz jedinjenja (teSko isparljivih ili termolabilnih) nekompatibilnih sa gasnom
hromatografijom, neophodno je isparljive analite odvojiti odgovaraju¢om tehnikom pripreme
uzorka. U ovom radu, kori§¢ena je staticka headspace tehnika, kao 1 (u slucaju 4. cerefolium 1 A.
sylvestris) hidrodestilacija etarskih ulja.

Kao primarna tehnika za analizu isparljivih jedinjenja u sveZem biljnom materijalu odabran je
headspace GC-MS (HS-GC-MS). Prednosti ove tehnike nad klasi¢nom (hidrodestilacija etarskog
ulja za kojom sledi injektovanje razblazenog rastvora) su:

— budu¢i da samo isparljive komponente uzorka dospevaju u inlet gasnog hromatografa, nije
potrebna posebna priprema uzorka sem sitnjenja (Sto skracuje vreme pripreme sa nekoliko sati
na manje od minuta),

— nema gubitka lako isparljivih jedinjenja (uobicajenog pri uparavanju recipijenta etarskog ulja)
niti veoma polarnih (koje pri hidrodestilaciji mogu zaostati u vodi),

— zbog kraceg izlaganja visokim temperaturama, manja je verovatnoca degradacije termolabilnih
komponenti,

— potrebna znatno manja koli¢ina uzorka (nekoliko stotina mg, u odnosu na desetine ili stotine
grama potrebnih za destilaciju etarskog ulja).

Medutim, tehnika ima i nekoliko nedostataka:

— diskriminacija po isparljivosti (eng. volatility discrimination) — udeo teze isparljivih jedinjenja
bi¢e po pravilu znacajno smanjen, zbog Cega se rezultati mogu koristiti samo za medusobno
poredenje, ne i za pravu kvantitaciju,

— najcesce su neophodni svezi uzorci,

— ne moZze se koristiti za analizu biljaka sa veoma niskim sadrzajem etarskog ulja (nema
mogucnosti prekoncentracije, sem u slu¢aju kombinacije sa SPME tehnikom), 1

— odgovarajuéi standardi za retencione indekse teze su dostupni.

Za identifikaciju isparljivih komponenti koriS¢eno je poredenje masenih spektara pikova sa
spektrima iz biblioteka. Medutim, vrlo Cesto oni ne omogucavaju definitivnu i1 jednoznacnu
identifikaciju jedinjenja, Sto je naroCito sluc¢aj kod terpena — molekulska premesStanja (Cesto
analogna reakcijama koje se javljaju pri biosintezi) i gubici grupa dovode do interkonverzije
razli¢itih terpenoida, §to rezultuje vrlo sliénim ili identicnim spektrima. Dalje, u velikom broju
slucajeva spektri ne pruzaju dovoljno informacija za diferenciranje stereoizomera i polozajnih
izomera [226]. Zbog svega navedenog, identitet jedinjenja dodatno je potvrden koriS¢enjem
ortogonalne (nezavisne) tehnike — poredenjem Kovats-evih retencionih indeksa (K7) sa literaturnim
podacima [226]. Kovats indeksi [249, 250] omogucavaju poredenje retencije jedinjenja analiziranih
pri razli¢itim uslovima (razli¢ite dimenzije kolone, protoci, temperaturni programi), pod uslovom da
je stacionarna faza ista. U opStem sluc¢aju, Kovats indeks racuna se iz izraza:

) f(tR(x))_f(tR(n))
f(tR(N))_f(tR(n))

Kl ), =100} n+(N —n)

gde je:
) — retenciono vreme analita [min]
IR — retenciono vreme n-alkana koji eluira pre analita [min]
tray ~ —retenciono vreme n-alkana koji eluira posle analita [min]
n — broj C-atoma n-alkana koji eluira pre analita [min]
N — broj C-atoma n-alkana koji eluira posle analita [min]
f — funkcija kojom se transformisu retenciona vremena; kod izotermskog reZima, tipicno

logaritam korigovanog #z; kod temperaturnog programiranja, najces¢e se koristi
netransformisano .
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Kao standard za odredivanje K/ koris¢eno je dizel ulje, za koga je analizom utvrdeno da
sadrzi smeSu svih n-alkana u opsegu Cg—Cys, odn. odgovara Kovats indeksu 800-2800
(hromatogram i kriva dati su u Prilogu 8.3.). U slucaju uzoraka analiziranih headspace tehnikom,
napon pare ove smese ugljovodonika bio je prenizak, te nije bilo moguée odrediti Kovats indekse
uobicajenim postupkom. Umesto toga, kalibraciona kriva K/ = f(tg) konstruisana je na osnovu
retencionih vremena pouzdano identifikovanih komponenti samih uzoraka (Prilog 8.6.), ukljucujuci
i detektovane n-alkane, i zatim su K/ interpolirani za nepoznata jedinjenja.

Relativni udeli jedinjenja odredeni su metodom normalizacije, na osnovu povrsine pikova u
TIC (eng. total ion chromatogram/current). Dok je za dato jedinjenje povrSina pika srazmerna
koncentraciji, faktori proporcionalnosti (eng. response factors) razli¢iti su za razliita jedinjenja.
Zbog toga, udeo povrsine pika datog jedinjenja u ukupnoj povrsini (area%s) predstavlja samo grubo
merilo sastava ulja, i nikako se ne moze poistovecivati sa masenim, zapreminskim ili koli¢inskim
udelom. Medutim, posto cilj ovog rada nije apsolutna kvantitacija isparljivih komponenti nego
njihovo poredenje, koristi¢e se nekorigovani area%, a termini ,,udeo i ,,sadrzaj bi¢e koris¢eni
isklju¢ivo u smislu udela u hromatogramu.

5.1.1. HEADSPACE GC-MS ANALIZA

Tehnikom headspace uzorkovanja u kombinaciji sa GC-MS bilo je mogucée detektovati i
identifikovati veliki broj isparljivih jedinjenja u ispitivanim vrstama. Uprkos kori§¢enju retencionih
indeksa, izvesni broj komponenti (narocito seskviterpena) ostao je neidentifikovan. Velika vecina
jedinjenja pripada ¢etirma klasama:

— terpenoidi: monoterpenski ugljovodonici i seskviterpeni,

— neterpenska oksigenovana alifaticna jedinjenja (kratkolancani alkoholi, njithovi estri, i1
karbonilna jedinjenja), nastala lipidnom peroksidacijom vi§ih masnih kiselina (Cq, Cg) ili
Strecker-ovom degradacijom aminokiselina (Cs),

— neterpenska aromati¢na jedinjenja: jedinjenja fenilpropanoidnog porekla (metoksi- i
dimetoksialilbenzeni, fenetil alkohol) 1 proizvodi Strecker-ove degradacije aromati¢nh
aminokiselina (fenilacetaldehid) u tragovima, i

— alifati¢ni ugljovodonici: predominantno n-alkani, mada su detektovana i jedinjenja nelinearnog
skeleta, kao 1 alkeni.

Rezultati se znacajno razlikuju od literaturnih [1, 240], u kvalitativnom i kvantitativnom
smislu. Odstupanja se mogu objasniti razlikama u pripremi uzorka (stati¢ni, ravnotezni headspace
nasuprot iscrpnoj hidrodestilaciji), kao i varijacijama usled ekoloskih i genetskih faktora.

Anthriscus cerefolium

Rezultati kvalitativne 1 semikvantitativne analize volatilnih komponenti Anthriscus cerefolium
dati su u Prilogu 8.8., a hromatogrami u Prilogu 8.7. Porede¢i razlicite organe, kao i biljke u
razli¢itim stadijumima razvoja (Prilog 8.9.), utvrdene su velike varijacije u kvalitativnom 1
kvantitativnom sastavu.

Za ovu vrstu karakteristican je relativno jednostavan sastav (identifikovanih 46 jedinjenja ini
299 % od ukupne povrsine pikova, pri ¢emu 8 jedinjenja prikazanih na Slici 5.1. predstavlja >80
%), kao 1 veoma nizak sadrzaj terpenoida, koji ni u jednom uzorku ne prelazi 23 %. Jedini
monoterpen koji je detektovan u znacajnijim koli¢inama je B-pinen (do 17,4 %), dok u zrelim
biljkama, dominira seskviterpenoid — trans-B-kariofilen (do 22,7 %). Ova jedinjenja pretezno se
koncentri$u u korenu biljke.
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Kod nezrelih primeraka, dominantne komponente u svim organima su aromati¢na jedinjenja
poreklom iz Sikimat-arogenatnog puta, pretezno estragol (metilhavikol, 1-alil-4-metoksibenzen) i
osmorizol (1-alil-2,4-dimetoksibenzen), pri ¢emu se dimetoksilovani derivati (osmorizol i izomeri)
koncentriSu u korenu a monometoksilovani (estragol) u nadzemnim delovima (narocito cvetu i
plodu). Ova jedinjenja odgovorna su za karakteristi¢nu aromu A. cerefolium.

U svim organima detektovan je niz oksigenovanih alifati¢nih jedinjenja, pretezno Cs- i Ce-
alkohola, karbonilnih jedinjenja i estara. Najzastupljeniji predstavnici su trams-2-heksen-1-ol i
njegov acetat, cis-3-heksen-1-ol (lisni alkohol) i odgovarajuéi acetat, trams-2-heksenal (lisni
aldehid) i 3-metil-2-butenal (senecialdehid). U ispitivanim uzorcima, znacajna koncentracija (i do
60 %) detektovana je samo u listovima.

Dominantne isparljive komponente zrelih primeraka, sa udelom i do 100 %, su kratkolancani
n-alkani sa neparnim brojem ugljenikovih atoma. Ova jedinjenja nadena su u jo$ nekoliko
ispitivanih vrsta 1 nisu uobicajena u biljnom svetu, za razliku od C,;—Cs; alkana koji su uobicajene
komponente kutikularnog voska. Najzastupljenije jedinjenje iz ove grupe je kod A. cerefolium
undekan.

estragol osmorizol [B-pinen
trans-kariofilen
— =
R=H, cis-3-heksen-1-ol trans-2-heksenol undekan

R=Ac, cis-3-heksen-1-il-acetat

Slika 5.1. Strukture dominantnih volatilnih komponenti vrste A. cerefeolium.

Anthriscus sylvestris

Headspace GC-MS hromatogrami pripadnika vrste 4. sylvestris znatno su kompleksniji od
odgovarajuc¢ih hromatograma 4. cerefolium (Prilog 8.7). Detektovano je blizu 80 jedinjenja, od cega
je identifikovano oko 50 (Prilog 8.8.). Za razliku od prethodne vrste, volatilna frakcija A. sylvestris
bogata je terpenoidnim jedinjenjima (utvrdeno prisustvo najmanje 35 jedinjenja, od Cega 10 sa
udelom preko 10 %), dok fenilpropeni nisu detektovani. Odsustvo fenilpropanoida Bos i sar. [21]
objasnili su njihovim preusmeravanjem u puteve biosinteze lignana. U vecini tkiva prisutni su
neterpenski alifati¢ni ugljovodonici (pretezno n-alkani) sa 7-13 atoma ugljenika, pri ¢emu je
najzastupljeniji n-nonan (i do 67,8 %). Utvrdene su znaCajne promene u sastavu u zavisnosti od
ispitivanog dela biljke i faze razvoja (Prilog 8.9.), kao i intrapopulacijske varijacije. Generalno,
moze se re¢i da podzemne i1 prizemne delove karakteriSe visok sadrzaj alkand 1 nizak udeo
seskviterpena, dok obrnuto vazi za list, cvast i plod.

U korenu i donjem delu stabla dominiraju monoterpeni i r-alkani, ¢ineé¢i 99,4-100 % od
ukupne povrsine pikova. Cini se da relativni odnos ove dve klase jedinjenja zavisi od faze razvoja,
mada zbog velikih varijacija unutar populacije nije moguce doneti konac¢ne zakljucke. Kod zrelijih
primeraka, sadrZzaj alkana je zanemarljiv. Od monoterpena, najzastupljeniji su B-mircen (26,4—47,1
% kod skoro zrelih primeraka, do 2 % kod mladih), sabinen (9,1-28,7 %), limonen (prisutan u
znacajnim koli¢inama u dva uzorka), E- i Z-B-ocimen, o-pinen i B-felandren (Slika 5.2.). Sadrzaj
seskviterpena u volatilnoj frakciji je nizak, ispod 3 %. U gornjem delu stabla su, pored navedenih
jedinjenja, prisutna oksigenovana Ce-alifaticna jedinjenja heksanol i cis-3-heksen-1-ol (sa udelom
do 12,4 %), kao i do 10,7 % seskviterpena.

Oksigenovana alifati¢na jedinjenja prisutna su u znacajnom udelu samo u listu, gde dostiZu 1
do 53,3 %. Najzastupljenija jedinjenja iz ove grupe su Cg-alkoholi: trans-2-heksen-1-ol (do 21,7
%), cis-3-heksen-1-0l (do 19,9 %) 1 heksanol (do 17,2 %), uz manje koli¢ine njihovih estara,
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aldehida, 1 Cs-aldehida i1 alkohola. Prilikom sazrevanja, sadrzaj ovih jedinjenja i alkana u listu
opada, dok udeo seskviterpena raste i dostize 61,5 %. Za razliku od korena i stabla, kod kojih
seskviterpensku frakciju €ini niz jedinjenja niskog udela, u listu dominiraju dva jedinjenja: E,E-a-
farnezen (do 30,4 %) i1 germakren D (do 23,3 %).

Cvet 1 plod karakteriSu visok sadrzaj monoterpenskih ugljovodonika (i do 94,2 %), koji u toku
razvoja znacajno opada uz istovremeni porast udela seskviterpena — E,E-o-farnezena i germakrena
D.

eSO \/\/\/OH OH
\/\/\/ \/\/\/\/

cis-3-heksen-1-ol trans-2-heksen-1-ol heksanol nonan
Y
E/ ) )
AN
o-pinen B-mircen  E-B-ocimen Z-B-ocimen sabinen limonen  B-felandren 7-terpinen

YW

E,E-o-farnezen
germakren D

Slika 5.2. Strukture dominantnih volatilnih komponenti vrste A. sylvestris

Chaerophyllum temulentum

U vrsti Ch. temulentum detektovano je preko 70 jedinjenja, od Cega je identifikovano oko 50
(Prilozi 8.7. 1 8.8.). Zapaza se nehomogena raspodela razlicitih klasa jedinjenja po delovima biljke,
znatno izrazenija nego kod prethodne dve vrste. SadrZaj terpenoida je znatno visi nego u ispitivanim
vrstama roda Anthriscus, 1 u pojedinim primercima prelazi 98 % od ukupnih isparljivih jedinjenja.
Seskviterpeni su dominantni u listovima i plodovima, a monoterpeni (pretezno ugljovodonici) u
ostalim delovima biljke. Fenolna jedinjenja nisu detektovana. Od n-alkana, identifikovani su oktan,
undekan i pentadekan, pri ¢emu je samo undekan prisutan u znacajnijim koli¢inama (do 35,0 %)

Kod korena, sadrzaj monoterpena iznosi 67,3-91,6 %, 1 opada tokom sazrevanja biljke (Prilog
8.9.). Najzastupljenija jedinjenja iz ove klase su a-pinen (43,4-78,3 %), B-felandren (do 29,8 %),
limonen (do 9,0 %) 1 a-terpinolen (do 7,4 %), Slika 5.3. Sadrzaj seskviterpena, s druge strane,
postepeno raste i dostize 11,1 %, pri ¢emu sadrZaj nijednog pojedina¢nog jedinjenja ne prelazi 5 %.
Sadrzaj jedinog n-alkana detektovanog u korenu — undekana — u toku sazrevanja visestruko se
povecava i1 kod primeraka bez cveta, sa nezrelim plodovima, dostize 18,5 %. Oksigenovana
alifati¢na jedinjenja (aldehidi, ketoni i estri sa C¢—Cs) prisutna su samo malim koli¢inama.

U stabljici su najzastupljeniji monoterpeni (29,9-71,7 %), praceni seskviterpenima (5,1-55,3
%) 1 alkanima (12,8-35,0 %). Za razliku od korena, dominantni monoterpen u stabljici je B-mircen
(9,4-67,7 %), dok su udeli a-pinena i1 B-felandrena nizi (do 25,3 %, i do 16,8 %, respektivno).
Najzastupljeniji seskviterpeni su izomer farnezena (prema Kovats indeksima, verovatno Z-§-
farnezen), B-bisabolen i seskviterpen ¢iji identitet nije potvrden (mada je pretpostavljeno da je u
pitanju a-muurolen). Od alkana, u zna¢ajnijim koliCinama prisutan je samo undekan.

Promena hemijskog sastava u toku razvoja najizrazitija je kod listova. Kod mladih primeraka,
u fazi cvetanja, najzastupljenije komponente su seskviterpeni (83,2-98,3 %), od kojih se isticu
germakren D, o-humulen i frans-kariofilen. Kod primeraka sa razvijenijim (mada, jo§ uvek
nezrelim) plodovima, sadrzaj seskviterpena brzo opada do 8,3 %, uz nagli porast udela
oksigenovanih alifaticnih jedinjenja do 91,7 %. Detektovana alifaticna jedinjenja pretezno
obuhvataju C¢-aldehide, alkohole 1 estre, pri ¢emu je najznacajniji cis-3-heksen-1-ol (lisni alkohol).
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Dok su kod cveta uo€ene izvesne varijacije u sastavu, nije bilo moguée definisati nikakve
trendove. U hromatogramu dominiraju monoterpeni, sa udelom 32,6-79,9 %, pri ¢emu su
najzastupljeniji E-B-ocimen (21,5-55,2 %) 1 B-pinen (do 16,8 %). Seskviterpeni (pretezno
neidentifikovani izomer farnezena, germakren D i o-humulen) c¢ine 18,2-54,4 %. Sadrzaj
neterpenskih jedinjenja je nizak.

Na kraju, plod karakteriSe visok sadrzaj seskviterpena (62,0-91,8 %), uz nesto monoterpena i
neterpenskih oksigenovanih alifatiénih jedinjenja. Od seskviterpena najzastupljeniji je B-bisabolen
(do 80,0 %), pracen kurkumenom (ar- ili y-izomer), B-kubebenom, a-kopaenom i a-muurolenom, a
on monoterpena — B-pinen 1 E-B-ocimen. Prisutna alifaticna neterpenska jedinjenja obuhvataju Cs-,
Ce- 1 Cg-alkohole, karbonilna jedinjenja i estre.

=
MOH = ‘ ‘ ‘ =
cis-3-heksen-1-ol E/
| |
N\

undekan

o-pinen E-B-ocimen  [B-felandren B-mircen
; |
A
N =
H
[-bisabolen o-muurolen germakren D o-humulen

Slika 5.3. Strukture dominantnih volatilnih komponenti vrste Ch. temulentum.

Chaerophyllum bulbosum

Za razliku od Ch. temulentum, Ch. bulbosum karakteriSe odsustvo n-alkana, kao 1 veoma
nizak sadrzaj seskviterpenoida i oksigenovanih alifati¢nih jedinjenja (Prilozi 8.7. 1 8.8.).

Dominantne komponente u hromatogramu Ch. bulbosum, sa udelom 80-100 %, su
monoterpenski ugljovodonici (Slika 5.4.). Najzastupljeniji je aciklicni monoterpen E-B-ocimen, koji
u listovima premasuje 90 % od ukupne povrsine pikova. Pored njega, znacajan udeo imaju i a-pinen
(do 15,3 %), B-pinen (do 12,7 %), limonen (do 16,4 %) i y-terpinolen (do 13,2 %), narocCito u
korenu. Kod vecine uzoraka, detektovane su minorne koli€ine seskviterpenskih jedinjenja (Sto moze
znaliti da je njihov sadrzaj u biljci nizak, ili im je isparljivost slaba); jedini znacajni su -
seskvifelandren, neidentifikovani seskviterpen (sa masenim spektrom veoma sli¢nim farnezenu, ali
mnogo nizom vredno$¢u KI) i farnezen (prema KI, verovatno Z-p-izomer).

Qg0

o-pinen B-pinen limonen E-ocimen y-terpinen  [-seskvifelandren

Slika 5.4. Strukture dominantnih volatilnih komponenti vrste Ch. bulbosum.
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Chaerophyllum hirsutum

Slicno vrsti Ch. bulbosum, 1 Ch. hirsutum karakteriSe visok sadrzaj monoterpenaskih
ugljovodonika od preko 90 % (Prilozi 8.7. i 8.8.). Strukture najzastupljenijih jedinjenja date su na
Slici 5.5.. Uocene su velike varijacije u relativnom udelu pojedinac¢nih jedinjenja (u nekim
slu¢ajevima, od <1 % do >80 %), ¢ak i kod pripadnika iste populacije. Kod jednog primerka,
dominantni monoterpeni bili su limonen (18,4-46,8 %), a-terpinolen (do 35,8 %), y-terpinen (do
31,8 %) 1 o-/p-cimen (do 20,8 %), dok su kod drugog to sabinen (40,8—82,6 %), B-pinen (do 22,4 %)
1 y-terpinen (do 13,8 %). Sadrzaj seskviterpena je nizak, do 6,4 %, pri cemu je najzastupljeniji
germakren D. Oksigenovana alifaticna jedinjenja (sa 4 ugljenikova atoma) i n-alkani prisutni su
samo u tragovima.

R YO PR

limonen a-terpinolen Y-terpinen p-cimen sabinen B-pinen

Slika 5.5. Strukture dominantnih volatilnih komponenti vrste Ch. hirsutum.

Scandix pecten-veneris

Headspace GC-MS hromatogrami vrste Scandix pecten-veneris veoma su jednostavni, sa
jednim do dva intenzivna pika (Prilozi 8.7. 1 8.8.). Dominantne komponente su alifaticni
ugljovodonici, sa udelom 78—100 %, pri cemu dominira tridekan uz manje koli¢ine pentadekana (za
razliku od A. cerefolium 1 Ch. temulentum, kod kojih je najzastupljeniji undekan, i 4. sylvestris, sa
predominantnim nonanom). Jedini terpenoid koga je bilo moguée detektovati je trams-kariofilen,
prisutan u manjim koli¢inama (7 %) u listu. Oksigenovana alifati¢na jedinjenja slabo su zastupljena,
1 ukupan udeo ne prelazi 6,8 %). Interesantno je prisustvo relativno velikih koli¢ina dimetil-sulfida
u listu i plodu (do 8,1 %).

Analiza glavnih komponenti

Rezultati kvalitativne i semikvantitativne HS-GC-MS analize predstavljaju matricu od 201
uzorka x 142 varijable odn. jedinjenja (ukupno 28 542 tacke). U cilju redukcije matrice i
ekstrahovanja relevantnih informacija, tj. identifikacije jedinjenja bitnih za diferenciranje izmedu
vrsta (hemotaksonomskih markera), primenjene su tehnike multivarijatne analize (eng. multivariate
analysis, MVA), tacnije analiza glavnih komponenti (eng. principal components analysis, PCA).
PCA je matemati¢ka procedura kojom se redukuje dimenzionalnost matrice, uz istovremenu
dekorelaciju, na takav nacin da struktura podataka (klasteri) ostane nepromenjena.

Za PCA rezultata headspace GC-MS analize koriS¢eni su sirovi, netransformisani podaci
(area%) iz dva razloga:
1. podaci su ve¢ normalizovani na 100 %, 1
2. nesigurnost odredivanja povrSine pika znacajno raste sa smanjenjem povrsine; u slucaju
skaliranja svake varijable posebno na neki maksimalan opseg (npr. 0-100 %), slucajne
varijacije bi u PCA modelu bile pogresno protumacene kao nosioci informacija i bio bi im
dat znacajan udeo u glavnim komponentama.
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Matrica volatoma korena obuhvatala je 37 uzoraka i 71 pik, odn. 2627 tacaka. Biplot-ovi po
PC1 i PC2 odn. PC3, grafici opterecenja (eng. loading plots) na prve tri glavne komponente, scree
plot, vrednosti varijansi, skorova i optere¢enja dati su u Prilogu 8.10. Uocava se da Anthriscus
cerefolium, Anthriscus sylvestris, Chaerophyllum temulentum i Chaerophyllum bulbosum grade
dobro definisane klastere (Slika 5.6.), dok se za preostale tri vrste to za sada ne moze tvrditi zbog
malog broja taaka odn. uzoraka.

PC1, koja objasnjava 41,0 % ukupne varijanse, diferencira A. cerefolium (sa negativnim
skorovima) od ostalih vrsta (pozitivni skorovi). A. cerefolium karakteriSe visoka koncentracija
fenilpropanoida, odsutnih u ostalim vrstama, kao i nizak sadrzaj terpenoida. Najznacajnija
opterecenja (eng. loadings) na PC1 odraZavaju ovaj odnos: -0,793 za osmorizol 1 -0,232 za estragol,
nasuprot 0,497 za a-pinen, 0,120 za n-nonan, 0,103 za E-B-ocimen, 0,100 za B-felandren, 0,095 za
limonen 1 0,090 za sabinen. Sledi da se osmorizol i estragol mogu smatrati markerima za ovu vrstu.
Visoka varijabilnost unutar klastera A. cerefolium moze se objasniti velikim promenama u sastavu u
toku sazrevanja, odn rapidnim porastom udela n-undekana.

PC2 (18,5 % varijanse) diferencira Chaerophyllum temulentum od ostalih vrsta. Najznacajnija
optereCenja su: -0,741 (o-pinen), -0,301 (osmorizol), 0,344 (E-B-ocimen) i 0,335 (nonan).
Visokonegativne vrednosti skorova uzoraka Ch. temulentum na PC2 potic¢e od visokog sadrzaja a-
pinena u ovoj vrsti, koji u korenu dostize 43,3-78,3 %, dok u ostalim vrstama ne prelazi 17,8 %.
Treba pomenuti da i PC1 u izvesnoj meri diferencira ovu vrstu, koju zahvaljujuci visokoj vrednosti
opterecenja za a-pinen karakteriSu pozitivnije vrednosti skorova na PC1 od ostalih vrsta.

PC3 (9,8 % varijanse) karakteriSu visokonegativni skorovi uzoraka Ch. bulbosum, vrednosti
bliske nuli za A. cerefolium, Ch. temulentum, Ch. hirsutum 1 S. pecten-veneris, 1 pozitivne vrednosti
za A. sylvestris. NajznacCajnija optere¢enja na PC3 su: -0,792 (E-B-ocimen), 0,487 (nonan), 0,254
(sabinen) i 0,175 (limonen). Ovo ukazuje na E-B-ocimen kao karakteristicni konstituent Ch.
bulbosum, sa udelom 45,3-98,7 % (u ostalim vrstama tipi¢no prisutan sa udelom <3 %, u 4.
sylvestris do 19,4 %). Zbog velikih varijacija u udelu, znacaj jedinjenja visokog pozitivnog
opterecenja — n-nonana, sabinena i limonena — kao potencijalnih hemotaksonomskih markera za 4.
sylvestris je ogranicen. Medutim, u modelu dobijenom postupkom izbora varijabli (eng. feature
selection) tj. uklanjanjem visokokorelisanih i varijabli sa malim optere¢enjem na prve tri glavne
komponente, koji je koristio samo udele E-B-ocimena, a-pinena, osmorizola i sabinena, uzorci A.
sylvestris jesu gradili kompaktan klaster (Prilog 8.10.), jasno izdiferenciran od klastera A.
cerefolium, Ch. temulentum 1 Ch. bulbosum, §to ukazuje naa moguénost koriS¢enja sabinena kao
markera.

Glavne komponente viSeg reda uglavnom odrazavaju varijacije unutar vrsta, te nisu uzimane u
dalje razmatranje. Treba pomenuti PC7, koju karakteriSe visokonegativni skor S. pecten-veneris,
usled visokog sadrZaja n-tridekana (opterecenje -0,453) i n-pentadekana (-0,276), jedinjenja Ciji je
udeo u drugim vrstama ispod 3 %, dok u ovoj vrsti dostize 63,4 % odn. 37,6 %, respektivno.

Sto se ti¢e uzoraka lista, podetna matrica obuhvatala je 43 uzorka i 73 varijable, tj. 3139
tacaka. Biplot-ovi po PC1 i PC2 odn. PC3, grafici opterecenja (eng. loading plots) na prve tri glavne
komponente, scree plot, vrednosti varijansi, skorova i opterecenja dati su u Prilogu 8.10. I ovde
PC1, koja objasnjava 35,3 % varijanse, diferencira A. cerefolium (uglavnom pozitivne vrednosti) od
Ch. bulbosum (izrazito negativne vrednosti) i ostalih vrsta (umereno negativni skorovi), mada je
klaster znatno difuzniji 1 delimi¢no preklopljen sa A. sylvestris. NajznacCajnije varijable su udeli
estragola (opterecenje 0,889), E-B-ocimena (-0,369), sabinena (-0,145), germakrena D (-0,124) i
cis-3-heksenola (-0,120).

PC2 (20,8 %), sa visokom pozitivnom vrednoS¢u optereéenja za E-B-ocimen od 0,874,
umereno pozitivnom za estragol (0,257) i1 negativnim za cis-3-heksenol, sabinen 1 germakren D (-
0,291, -0,178 i -0,172, respektivno) diferencira Ch. bulbosum (visoko pozitivni skorovi), A.
cerefolium (uglavnom umereno pozitivni skorovi) i ostale vrste (negativne vrednosti).
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PC3 (10,6 %) u izvesnoj meri diferencira Ch. temulentum (mada, samo zrelije primerke) od
ostalih vrsta, na bazi visokog udela cis-3-heksenola (preko 50 %). Mlade primerke karakterise visok
udeo germakrena D, §to je odrazeno u PC4.

Generalno, moze se reci da su hemotaksonomski karakteri u listu mnogo slabije izraZzeni nego
u korenu. Izuzeci su E-B-ocimen za Ch. bulbosum i donekle estragol za A. cerefolium germakren D
i cis-3-heksenol za Ch. temulentum).

I kod uzoraka stabljike uceni su za ispitivane vrste (4. sylvestris, A. cerefolium i Ch.
temulentum, S. pecten-veneris) dobro definisani klasteri (Slika 5.7., Prilog 8.10.). PC1 (41,2 %
varijanse) diferencira nezrele primerke A. cerefolium, koji sadrze aromate (estragol, sa
opterecenjem 0,887, 1 osmorizol, 0,148), od ostalih vrsta, bogatih pretezno terpenoidima (sabinen, -
0,326, B-mircen, -0,188) i, u slucaju 4. sylvestris, n-nonanom (optereéenje -0,187). PC2 u velikoj
meri odrazava varijabilnost unutar vrste A. cerefolium (estragol, prisutan u nezreloj biljci, sa
optere¢enjem 0,218, nasuprot n-undekanu iz zrelih primeraka, sa optere¢enjem -0,878), ali takode
diferencira A. sylvestris (pozitivni skorovi, karakteristican visok sadrzaj sabinena i m-nonana, sa
optere¢enjima 0,360 1 0,193) od Ch. temulentum i S. pecten-veneris (skorovi bliski nuli). Uzorak S.
pecten-veneris KkarakteriSe visok sadrzaj mn-tridekana, Sto se odrazava visokom vrednoSéu
opterecenja (-0,835) na PC6 osi, odn. visokonegativnim skorovima.

PCA analizom volatilnih komponenti cveta vrsta A. sylvestris, A. cerefolium, Ch. temulentum
1 Ch. bulbosum dobijeni su dobro definisani klasteri (Prilog 8.10.). 92,1 % od ukupne varijanse bilo
je moguce objasniti pomocu prve dve glavne komponente. Uzorci 4. cerefolium grade kompaktan
klaster koga karakteriSe visok sadrzaj estragola, Sto odraZava i visoko opterecenje na PC1 od 0,909.
Preostale tri vrste razlikuju se po odnosu E-B-ocimena (optereéenje na PC2 -0,594) i sabinena
(0,733). Uzorci A. sylvestris, bogati sabinenom, imaju pozitivne skorove na PC2, Ch. temulentum
(koji sadrzi 21-55 % E-B-ocimena) negativne, a Ch. bulbosum (94 %) jako negativne.

Sumarno, moze se reci da vrstu 4. cerefolium karakteriSe visok nivo aromata (osmorizola i/ili
estragola, u zavisnosti od dela biljke) ili, kod zrelih primeraka, n-undekana. Veoma visok sadrzaj_E-
B-ocimena karakteristican je za Ch. bulbosum (mada i u nadzemnim delovima Ch. temulentum i
cvetu 1 plodu A4. sylvestris moze dosti¢i znacajan udeo), a n-tridekan i n-pentadekan za S. pecten-
veneris. Sabinen bi se u izvesnoj meri mogao smatrati karakteristicnim za 4. sylvestris, mada je
sadrZaj u plodu relativno nizak, dok su visoke koncentracije detektovane i u nekim primercima Ch.
hirsutum. Sli¢no vazi i za n-nonan, koji je prisutan u vegetativnim delovima mladih biljaka. Moze
se re¢i da, dok su vrste dobro izdiferencirane kada se posmatra jedan organ, nije uvek moguce
definisati jedno ili viSe volatilnih jedinjenja koja prodstavljaju specificne markere za datu vrstu.
Naravno, ne sme se izgubiti iz vida ni ¢injenica da je u okviru ovog rada analiziran mali broj
uzoraka (narocito kod vrsta Ch. hirsutum, Ch. bulbosum i S. pecten-veneris), sa ogranicenog broja
lokaliteta, 1 stoga veliki deo varijacija usled genetskih i ekoloskih faktora nije uracunat.
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Slika 5.7. Grafik skorova uzoraka stabla na prve tri glavne komponente.
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5.1.2. ANALIZA ETARSKIH ULJA
Anthriscus cerefolium

U etarskim uljima vrste A. cerefolium potpuno je identifikovano ukupno 20 jedinjenja koja
¢ine ukupno 94,9-100 % (Prilozi 8.4. i 8.5.). KarakteriSe ih veoma jednostavan sastav, narocito kod
zrelijih primeraka, sa samo nekoliko komponenti ¢iji udeo prelazi 1 % (9 u slu¢aju AnC-EOO01 1 3
kod ostalih). Za razliku od veéine uobicajenih etarskih ulja, dominantne komponente su
fenilpropanoidi, ta¢nije metoksilovani fenilpropeni — estragol i osmorizol, koji zajedno ¢ine 74,0—
97,6 %. Jedinjenja iz ove grupe detektovana su u nizu vrsta familije Apiaceae, ukljucujuci anetol (u
Pimpinella anisum), 3,4-dimetoksialilbenzen (Daucus carota), miristicin (Apium graveolens,
Anethum graveolens, Petroselinum crispum, Pastinaca sativa, Daucus carota), krokaton
(Oenanthe, Laserpitium) itd. [36]. Detektovan je i1 velik broj alifaticnih ugljenika, pretezno n-
alkana, od kojih je najzastupljeniji n-undekan, sa udelom 2,4-9,7 %. Svi identifikovani
ugljovodonici imaju neparan broj ugljenikovih atoma, i mogu se podeliti na jedinjenja kratkog lanca
(9—13 ugljenikovih atoma) i dugog lanca (21-29 C-atoma, najverovatnije komponente voska).
Sadrzaj terpenoida je nizak, ispod 7 %.

Anthriscus sylvestris

U uljima 4. sylvestris identifikovana su 24 jedinjenja sa ukupnim udelom 88,4-93.4 %.
Hromatogrami su slozeniji nego kod 4. cerefolium (Prilozi 8.4. 1 8.5.), sa ve¢im broj komponenata
znacajnog udela. Dok je 1 u ovoj vrsti uocen visok sadrzaj m-alkana, sa n-nonanom kao
najznacajnijim (12,9-27,4 %), dominantne komponente su terpenoidi, sa ukupnim udelom do 78,3
% (Slika 5.8.). Profil terpenoida znacajno je varirao izmedu dva ulja, sa sabinenom dominantnim u
AnS-E06 (20,9 %) a limonenom i E-B-ocimenom (28,3 % i 11,3 %) u AnS-E08, dok je odnos
mono- i seskviterpena u oba ulja bio priblizno 2:1. Neterpenska oksigenovana alifati¢na jedinjenja,
brojna u headspace hromatogramima, u uljima nisu detektovana, verovatno usled gubitka pri

uparavanju.
=
§ / i
\ HO

sabinen  E-B-ocimen o-pinen o-eudezmol limonen

PN

Slika 5.8. Strukture dominantnih terpenoida u etarskim uljima vrste A. sylvestris.
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5.2. KVALITATIVNA LC-DAD-MS" ANALIZA EKSTRAKATA
Ekstrakcija

U literaturi se pominje niz rastvaraca koji mogu do¢i u obzir pri ekstrakciji biljnog materijala
— voda, MeOH, EtOH, etil-acetat, DMSO, aceton, hloroform, metilen-hlorid itd. Posto biljni
materijal tipicno sadrzi jedinjenja vrlo razli¢ite polarnosti 1 kiselobaznih karakteristika, nijedan
pojedinacni ekstragens nije sposoban da ekstrahuje sva jedinjenja od interesa, zbog ¢ega se u nekim
slu¢ajevima pribegava sekvencijalnoj ekstrakciji nizom rastvaraca razlicitih karakteristika [251]. U
cilju jednostavnosti, u okviru istrazivanja obuhvaéenih ovom tezom odabrana je ekstrakcija smeSom
voda-MeOH. Optimalan sastav ekstragensa eksperimentalno je odreden. Po 1 g korena uzorka
AnS05 ekstrahovano je tokom 24 h na sobnoj temperaturi, uz konstantno mesanje (150 min™"), sa po
10 mL smeSe voda-MeOH (70 %, 80 %, 90 % 1 100 % MeOH). Ekstrakti su nakon cedenja i
ispiranja filtracione pogace upareni na oko 40 °C, rekonstituisani u DMSO (finalna zapremina 10
mL) i analizirani na LC-DAD-ESI(+)-MS. I UV i maseni hromatogrami (Slika 5.9.) pokazuju da
prinos lignana ne zavisi znac¢ajno od sadrzaja MeOH (pikovi u intervalu 6—7,5 min) ili je najveéi u
sluc¢aju 70 % MeOH (pikovi u opsegu 5—6 min); prinos ostalih fenolnih jedinjenja (pikovi u opsegu
0,5-3 min u DAD hromatogramu) takode je najveci pri 70 % MeOH, zbog Cega je ovaj ekstragens
odabran za sve naredne eksperimente.

| l
|\
70 % b
. A R ‘
fl 80 %
[\ . )
1 2 3

h
P
T T T T T T T T T T T T
4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
Counts vs. Acquisition Time (min) Response Units vs. Acquisition Time (min)

Slika 5.9. BPC (levo) i DAD (desno) hromatogrami ekstrakata korena A. sylvestris dobijenih koriscenjem
razlicitih ekstragenasa (70—-100 % MeOH).

U cilju sprecavanja eventualne degradacije manje stabilnih jedinjenja, biljni materijal susen je
na sobnoj temperaturi, mleven u suvom stanju, a svi ekstrakti upareni su na relativno niskoj
temperaturi od 40 °C. Treba napomenuti da se ve¢ 1 pri ovim uslovima moze ocekivati
transformacija nekih klasa jedinjenja, kao $to su malonatni estri flavonoida (tipi¢no se raspadaju pri
>35 °C) 1 fenolnih kiselina [252]. Dok su enzimatske transformacije moguce u fazi suSenja
materijala, u toku ekstrakcije enzimi su deaktivirani zahvaljujuéi prisustvu alkohola [253].

Zbog Sirokog raspona polarnosti komponenata (od veoma polarnih SeCera do lipidnih
jedinjenja), rastvorljivost ekstrakata se pokazala ograni¢enom. Preliminarna ispitivanja pokazala su
ograni¢enu rastvorljivost u MeOH, EtOH, iPrOH, vodi, smeSama EtOH-voda, acetonu, heksanu,
smesi heksan-aceton i metilen-hloridu, i zadovoljavaju¢u rastvorljivost u DMSO (u mnogim
slucajevima, postignuto je potpuno rastvaranje i pri koncentracijama od 200 mg/mL). Budu¢i da je
zbog male toksi¢nosti pogodan za bioloske testove, zbog male isparljivosti praktican je za ¢uvanje,
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a kompatibilan je i sa RP HPLC mobilnom fazom, DMSO je odabran kao rastvara¢ u kome su svi
ekstrakti rekonstituisani.

PoSto primena niza vrsta tribusa Scandiceae u ishrani i tradicionalnoj medicini obuhvata
kuvanje sa vodom, paralelno sa 70 % MeOH ekstraktima pripremljeni su i vodeni dekokti, a sa
ciljem utvrdivanja eventualnih razlika u sastavu.

LC-MS analiza

Za kvalitativnu analizu ekstrakata koriS¢ena je reverznofazna te€na hromatografija kuplovana
sa UV/VIS i tandemskom masenom spektrometrijom. Zahvaljuju¢i kombinovanju tri ortogonalna
pristupa, RP LC-DAD-MS je u poslednje vreme postala primarna tehnika za skrining, identifikaciju
1 kvantitaciju sekundarnih biomolekula. Za razliku od gasne hromatografije, LC najces¢e ne zahteva
detaljno preciS¢avanje uzorka niti derivatizaciju analitd. Razvoj savremenih kolona sa cesticama
dimenzija <2 pm (tipi¢no 1,8 um) omogucio je postizanje zadovoljavajuceg (ili, Cesto, znatno
boljeg) razdvajanja velikog broja komponenti uzorka za znacajno kra¢e vreme od klasi¢ne tecne
hromatografije visokih performansi (HPLC) [254]. Ovakva tehnika Cesto se naziva UPLC (eng.
ultra performance liquid chromatography) ili RR LC (eng. rapid resolution liquid chromatography).

Kao mobilna faza kori$¢ena za sva ispitivanja koriS¢ena je binarna faza, sastavljena od 0,05 %
vodenog rastvora HCOOH sa dodatkom 200 pg/mL CH3;COONH,, 1 MeOH kao organskog
modifikatora. Dodatak kiseline potiskuje jonizaciju fenolnih i karboksilnih grupa, ¢ime se
poboljSava simetrija (smanjuje tail-ovanje) pikova. Takode, u PI, kiselina obezbeduje protone
neophodne za gradenje Zeljenih [M+H]  adukta. Koriséena je HCOOH, jer alternativna ESI-
kompatibilna kiselina (CH3COOH) nepovoljno utice na hromatografiju, u smislu skracivanja
retencionih vremena [255]. Koncentracija kiseline odabrana je tako da daje zadovoljavajucu
osetljivost u PI, 1 ne dovodi do znacajne supresije u NI. CH;COONH4 dodat je u cilju dodatnog
spreGavanja gradenja adukta sa Na" i K, koji se tesko fragmentisu, za razliku od [M+H]" i
[M+NH,4]". Metanol je u preliminarnim ispitivanjima dao mnogo bolje razdvajanje od alternativnog
rastvaraca — acetonitrila.

KoriS¢ena kombinacija kolone i mobilne faze rezultovala je zadovoljavaju¢im razdvajanjem
velikog broja primarnih i sekundarnih biomolekula, uz kratko vreme analize. U hromatogramima se
moze uociti jasno grupisanje jedinjenja po klasama: fenolne kiseline eluiraju u pribliznom intervalu
0,5-3 min, nekonjugovani kumarini 1-2 min, flavonoidni glikozidi 0,8—5 min, flavonoidni aglikoni
3,5-5 min, lignani 3,5-7,5 min, masne kiseline 9—10 min.

Elektrosprej jonizacija (electrospray ionization, ESI) je tehnika jonizacije pri atmosferskom
pritisku (eng. atmospheric pressure ionization, API) koja omogucava detekciju Sirokog opsega
jedinjenja, uz uslov da poseduju funkcionalne grupe koje se mogu jonizovati kiselobaznim
reakcijama ili gradenjem adukata sa jonima iz rastvora. Zahvaljujuéi blagim jonizacionim uslovima
kod ESI, u jonskom izvoru naj¢es¢e ne dolazi do znacajne fragmentacije, i moguce je detektovati
pseudomolekulske jone analita (za razliku od elektronske jonizacije (EI) kod GC-MS, kod koje
Cesto dolazi do potpunog razaranja molekulskog jona). S druge strane, poveéanjem napona
fragmentora moze se po potrebi izazvati fragmentacija jedinjenja u jonskom izvoru (eng. in-source
fragmentation), §to omoguéava izvodenje pseudo-MS’ eksperimenata i dobijanje dodatnih
strukturnih informacija.

Svi uzorci analizirani su pri oba polariteta (pozitivna/negativna jonizacija) iz dva razloga
255]:

- zahvaljujuéi razli¢itim mehanizmima fragmentacije [M+H]" i [M—H], &esto je moguée dobiti
komplementarne informacije o strukturi,

- mnoga jedinjenja pokazuju znacajan stepen jonizacije (i, samim tim, osetljivost) samo u jednom
modu.

Generalno, kod biljnih fenola negativna jonizacija obezbeduje bolju osetljivost (zbog manjeg
stepena fragmentacije i nizeg nivoa Suma), dok pozitivna jonizacija pruza informativnije masene
spektre (uz dodatnu ¢injenicu da su obrasci fragmentacije u pozitivnom modu detaljnije istrazeni).
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Permetilovana fenolna jedinjenja, kao Sto su brojni lignani vrste A. sylvestris, kao ni mnoge
karboksilne kiseline, tipicno neée davati signal u NI modu.

Kad god je bilo moguce, retenciona vremena, maseni 1 UV/VIS spektri detektovanih
jedinjenja uporedeni su sa odgovaraju¢im referentnim standardima. Budu¢i da mnoga od
detektovanih jedinjenja nisu komercijalno dostupna, za identifikaciju su kori§¢eni MS, MS" i
UV/VIS spektri.

UV/VIS spektri koriS¢eni su prvenstveno za utvrdivanje klase jedinjenja: derivati
fenilpropenskih kiselina pokazuju apsorpcione trake na ~240 nm i ~330 nm, sa shoulder-om na
~300 nm, flavonoli 250-270 nm i 320-360 nm, flavoni 210-230 nm, 250-280 nm i 330-350 nm,
nezasi¢eni dibenzilbutirolaktonski lignani na 230-240 nm, 310-330 nm i shoulder-om na 290-300
nm, ariltetralinski lignani 230-240 nm 1 280-290 nm. UV spektri omogucavaju detekciju
strukturnih elemenata kao $to je proSirena delokalizacija, §to je narocito znacajno kod diferenciranja
ariltetralinskih i nezasi¢enih dibenzilbutirolaktonskih lignana. Dalje, flavonoidni aglikoni iste
molekulske mase — luteolin i kemferol — vrlo lako se mogu identifikovati poredenjem UV spektara.
Na kraju, sli¢nost UV spektara moze ukazati i na strukturnu sli¢nost (zajednicki strukturni element),
Sto je u konkretnom slucaju omoguéilo identifikaciju niza hlorogenskih kiselina (kafeoil- i
dikafeoilhinskih kiselina).

Molekulska masa jedinjenja odredena je na osnovu MS' spektara (MS2Scan). U zavisnosti od
strukture jedinjenja, sastava mobilne faze i uslova u jonskom izvoru, moZze nastati vec¢i broj adukata:
= [M+H]', [M+NH,]", [M+Na]", [M+K]", [2M+H]", [2M+Na]" itd. u pozitivnom modu, odnosno
= [M-H], [M+CI], [M+HCOO], [M+H,PO4], [2M-H], [2M-2H+Na] itd u negativhom

modu.
Karakteristiéne razlike u m/z izmedu razli¢itih jona (kao $to su Am/z=22 izmedu adukata sa H' i
Na“, Am/z=16 izmedu adukata sa Na" i K") najée$ée omoguéavaju nedvosmisleno odredivanje
molekulske mase jedinjenja.

U nekim slu¢ajevima, ve¢ maseni spektar prvog reda pruza izvesne strukturne informacije
usled in-source fragmentacije — flavonoidni glikozidi gube molekule Secera, ariltetralinski lignani u
pozitivnom modu gube boc¢ni aromati¢ni prsten (ArH), karboksilne kiseline u negativnom modu
gube CO; itd. Medutim, za dobijanje detaljnijih informacija neophodni su MS" eksperimenti. Za
veéinu pikova snimljeni su MS? spektri [M+H]" jona ili, ukoliko je intenzitet protonovanog jona bio
previse slab, adukta sa amonijum-jonom (ili, eventualno, sa jonima alkalnih metala, mada ovi
adukti najéedée tesko podlezu fragmentaciji). Za akviziciju MS” spektara koris¢en je Product Ion
Scan mod, koji obuhvata filtraciju Zeljenog prekursora od koeluiraju¢ih jona na prvom kvadrupolu
(Q1), kolizijom-indukovanu disocijaciju (CID) usled sudara sa molekulima azota i zatim skeniranje
nastalih fragmenata na Q3. Pored toga, snimljeni su i pseudo-MS® spektri odabranih fragmenata
detektovanih u MS', kao §to su [B+H]/[C+H]" joni lignana, tipi¢no pri nekoliko razligitih
kolizionih energija (0-30 V, sa inkrementima 10 V). Pseudo-MS® spektri dobijeni su primenom
visokog napona fragmentora (napona izmedu ulazne kapilare i skimera) koji dovodi do in-source
fragmentacije (CID u jonskom izvoru); nastali fragmenti dalje se u QqQ analizatoru tretiraju kao
prekursori.

Za sistematski skrining jedinjenja sa zajednickim strukturnim karakteristikama, kao Sto su
flavonoidni glikozidi, koris¢en je Precursor Ion Scan mod. Ovaj mod podrazumeva detekciju
prekursora koji pri datim uslovima u kolizionoj ¢eliji rezultuju datim fragmentima. U slucaju
flavonoida, praceni su Y, joni za najéesce aglikone.
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5.2.1. IDENTIFIKACIJA JEDINJENJA PO KLASAMA
5.2.1.1. Hlorogenske kiseline

Prilikom preliminarnog pregleda Scan hromatograma, u vecini uzoraka ustanovljeno je
prisustvo niza pikova (Slika 5.11.) sa veoma slicnim UV spektrom (4,,4,: 330 nm, sh 298 nm, 242
nm i 218 nm, Slika 5.10., Prilog 8.14.). Za jedan od pikova u seriji (fz = 0,81 min) poredenjem
retencionog vremena, UV, MS' i MS? spektra sa referentnim standardom potvrdeno je da je u
pitanju 5- kafeoilhinska kiselina (5-CQA)". UV spektri ukazuju, dakle, da su u pitanju derivati
kafene ili slicnih fenilpropenskih kiselina.

N
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
mAU vs. Wavelength (nm)

Slika 5.10. UV spektri odabranih pikova hlorogenskih kiselina (pune linije) i standarda 5-kafeoilhinske
kiseline (isprekidana linija).
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Slika 5.11. ESI(-) MS2SIM hromatogram reprezentativnog uzorka (ekstrakt herbe ChT02) sa oznacenim
pikovima derivata kafene kiseline. Za svaki pik dato je retenciono vreme i m/z [M—H] jona.

Utvrdeno je da svi pikovi sa datim spektrom pripadaju jedinjenjima molekulske mase 354 Da, 516
Da, 558 Da, 602 Da ili 644 Da (Slika 5.11.). Razlika 516-354=162 Da ukazuje na heksozilovanje ili
uvodenje kafeoil grupe, razlike 558-516=42 Da i 644—602=42 Da na acetilovanje, a 602—516=86
Da na malonilovanje. U cilju identifikacije, reprezentativni uzorak (ekstrakt herbe ChTO02)
analiziran je u Product lon Scan modu, uz [M—H] kao prekursore i kolizionu energiju od 0, 10 1 20
V. CID spektri dati su u Tabeli 5.1. 1 u Prilogu 8.14.

" Uobicajeni naziv ovog jedinjenja je hlorogenska kiselina. Medutim, u novijoj literaturi ovaj naziv se koristi za sve
konjugate fenilpropenskih kiselina sa hinskom kiselinom [57, 84]. U literaturi se jo§ uvek Cesto sreée i naziv 3-
kafeoilhinska kiselina; u ovom radu koris¢ena je [IUPAC numeracija.
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Tabela 5.1. MS’ spektri (negativna jonizacija) derivata kafene kiseline

tr Prekursor V.or Produkti

[min] m/z [V] m/z (abundance%)

0,63 20 191 (100), 179 (46), 135 (16)

0,81 353 20 191 (100)

1,01 20 191 (100)

1,85 515 20 353 (92), 191 (100), 179 (33)

2,38 20 353 (100), 191 (40), 179 (7), 173 (16), 135 (8)

3,21 557 20 395 (100), 233 (67)

1,46 10 601 (26), 557 (65), 515 (17), 395 (100), 179 (16)
20 515(31),439(9), 395 (100), 353 (72), 179 (30)

1,73 601 10 601 (98), 583 (35), 557 (27), 515 (55), 439 (100), 395 (40), 233 (41)
20 601 (8), 557 (7), 395 (11), 353 (6), 233 (100)

1,95 10 601 (100), 538 (15), 439 (32), 395 (76), 233 (23)
20 601 (13),395(37), 383 (21), 233 (100), 179 (9)

3,13 643 20 437 (100), 395 (16), 233 (12), 179 (5)

Jedinjenja mase 354 Da odgovaraju monokafeoilhinskim kiselinama (CQA). Poznata su 4
izomerna jedinjenja (Slika 5.12.) [31].
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1-O-kafeoilhinska k. Z
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Ho™ OH
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4-O-kafeoilhinska k OH > OH
j 5-O-kafeoi|hinsl)<a k. OH

i OH
(kriptohlorogenska k.) (hlorogenska k.

Slika 5.12. Strukture do sada otkrivenih monokafeoilhinskih kiselina

T

U PI MS?, pored [M+H]" jona m/z = 355 uocava se i jon 163, koji odgovara acilijum-jonu
kafene kiseline. U NI MS? spektru svih pikova osnovni jon (eng. base peak) je na m/z = 191, i
identifikovan je kao [M+H-162] = [M+H—(CA*—H20)]* = QA". Detektovani joni 179 1 135 takode
su u skladu sa pretpostavljenom strukturom (Slika 5.13.) [256]. Pikovi na 0,81 min i 1,01 pokazuju
osnovni jon m/z = 191 1 zanemarljiv jon 179 (kafeatni anjon), §to odgovara 1-CQA ili 5-CQA (ova
dva izomera ne mogu se razlikovati). Pik na 0,81 min od ranije je identifikovan kao 5-CQA, na
osnovu ¢ega se moze pretpostaviti da je jedinjenja na 1,01 min mozda 1-CQA. Pik na 0,63 min ima
signal m/z = 179 intenziteta ~50 % od osnovnog jona, Sto je karakteristika 3-acilovane hinske
kiseline, odn. u pitanju je 3-CQA. Cetvrti izomer, koji po literaturi daje jon 173 (dehidrohinatni
anjon) nije detektovan.

* CA = kafena kiselina, Mw = 180
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HO COO’ HO COO’
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HO OH HO o.__©O 0 /o
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Slika 5.13. Obrazac fragmentacije CQA [256, 257]

Dva pika koja pripadaju jedinjenjima molekulske mase 516 Da, na 1,85 min i 2,38 min,
odgovaraju dikafeoilhinskim kiselinama (diCQA). Poznato je ukupno 6 izomera: 1,3-, 1,4-
(cinarin), 1,5-, 3,4-, 3,5-14,5-diCQA. U pozitivnom modu kod prvog pika uoceni su joni m/z = 499
[M+H-H,0]" i 319 [M+H-CA]". Jon m/z=353 detektovan u negativnom modu odgovara gubitku
jednog ostatka kafene kiseline (u vidu ketena), odn. CQA". Ostali fragmenti mogu se protumaciti
kao joni druge i tre¢e generacije, i poticu od CQA™ (Slika 5.13.) [256]. Prisustvo veoma intenzivnog
signala na m/z = 191 kod pika na 1,85 min ukazuje na acilovanje u poloZzaju 3 i/ili 5. Jon 179 (CA")
takode ukazuje na 3-supstituciju. Mogucée je da je u pitanju 3,5-diCQA, jedinjenje veé
identifikovano u Ch. hirsutum[18], ali definitivna potvrda nije moguca bez referentnih standarda.

Pik na 3,21 min odgovara jedinjenju molekulske mase 558 Da, odn. acetil-diCQA. Uoceni
fragmenti m/z = 395 [M-H-162]" = [M+H—(CA-H,0)]" i 233 [M+H-2 (CA-H,0)]" = acetil-QA u
skladu su sa literaturnim podacima [258]. Prisustvo fragmenta acetil-QA™ 1 odsustvo gubitka Am/z =
204 (acetilCA—H,0) moze znaciti da je acetil-grupa direktno vezana za hinsku kiselinu. Nijedan od
mogucih izomera nije do sada pronaden u vrstama familije Apiaceae [31].

Detektovana su tri pika koja pripadaju jedinjenjima molekulske mase 602 Da, na 1,46 min,
1,73 min i 1,95 min. U NI MS? detektovan je niz signala, koji odgovaraju slede¢im jonskim vrstama
[259]: 601 [M-H], 583 [M-H-H,O], 557 [M-H-CO,] = acetil-diCQA", 515 [M-H-86] =
diCQA", 439 [M-H—-(CA-H;0)]", 395 acetil-CQA", 353 CQA", 233 acetil-QA", 179 CA". U
pozitivnom modu su kod pika na 1,73 min uoceni fragmenti 585 [M+H-H,0]", 499 [M+H-H,0—
86]", 441 [M+H—(CA-H,0)]", 423 [M+H-CA]" i 405 [M+H-H,0-CA]". Gubici od 44 (CO,), 86
(malonska kiselina—H»O) u negativnom modu su dijagnosticki za prisustvo malonil-grupe, §to znaci
da ova tri pika predstavljaju izomerne malonil-dikafeoilhinske kiseline, strukture C(MalC)QA ili
Mal-diCQA.

Razlika od 206 (601-395) prema Gouveia i sar. [259] potice od gubitka acetilkafeoil-grupe 1
dokaz je da je malonil-grupa vezana za ostatak kafene kiseline a ne direktno za hinsku kiselinu.
Ukoliko se pretpostavi C(MalC)QA struktura, uoceni joni mogu se racionalizovati reakcijama
prikazanim na Slici 5.14. [259]. Medutim, rezultati prikazani u datom radu ne mogu se
nedvosmisleno protumaciti na ovaj nac¢in, odn. nema dokaza da fragmentacija teCe uz neuobicajeni
gubitak 206 (naveden kao acetilkafeoil, iako bi se za tu neutralnu vrstu ocekivala masa 204*) 1
intramolekulsko premestanje uz formiranje acetil-grupe. Fragmentacija bi se alternativho mogla
objasniti jonom 557 kao intermedijerom fragmenta 395, koji u tom slucaju nastaje sekvencijalnim

" (CA-H,0):

o0—=
—C=0
AcO
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gubitkom CO, 1 ostatka kafene kiseline (44+162=206) — Slika 5.15. Po Zhang-u i sar. [258], jon 395
je zaista [M—H-CO,—(CA-H,0)], a odsustvo direktnog gubitka acetilkafeoil-grupe iz [M—H]"
protumaceno je kao dokaz direktnog vezivanja malonata za hinsku kiselinu. Sledi da zbog
nedovoljno ispitanih mehanizama fragmentacije tacna identifikacija izomera nije moguca.

HO COO"  1y/z=557 HO c00 m/z= 601 HO €00 /7=395
C(AcC)QA C(MalC)QA C(ACQA)

40 g i ~0
o) o) o) o) »—0
N NN <— NN —» N
NS N
o)
HO 0

HO OH %0 OH HO
OH OH
0

/Q\o HO o)
m/z=353 o %O OH )ZO
m/z=515 CQA
diCQA m/z=173 m/z=233

Slzka 5.14. Obrazac fragmentaczje malonil-diCQA po Gouveia i sar. [259]

395 -162 233
Ac-CQA Ac-QA

-206 ,/
/// -162
,/

601 -44 557
Mal-diCQA ™ Ac-diCQA

NN

515 -162 353 -180
_— —_—
diCQA CQA 173

Slika 5.15. Alternativno tumacenje fragmentacije malonil-diCQA. Podebljane linije — reakcije
predlozene u ovom radu, isprekidana linija — reakcija navedena od strane Gouveia i sar. [259]

Jon 439, koji poti¢e od gubitka kafeoil-ostatka, a koji je naro€ito intenzivan kod pikova na
1,73 min i 1,95 min, nije pronaden kod jedinjenja identifikovanih kao 1,4-, 3,4- i 4,5-C(MalC)QA
[259], dok je detektovan kod 4-Mal-3,5-diCQA 1 1/3-Mal-4,5-diCQA [258].

Spektar pika na 1,46 min jedini sadrzi uo€ljiv pik m/z=179, koji poti¢e od kafene kiseline
vezane u polozaju 5. Ovaj jon moZe poticati od demalonilovanog jona 515 (diCQA"), ali moze i
ukazivati na to da 5-O-kafeoil supstituent nije malonilovan. Drugi intenzivan signal, odsutan kod
druga dva jedinjenja, jeste CQA™ (m/z = 353). U ovom spektru uocljivo je i odsustvo fragmenta 233
(acetil-QA"). U literaturi [258, 259] se navodi da je jon m/z=233 prisutan kod 3,4- 1 4,5-
C(MalC)QA 14-Mal-3,5-diCQA, dok je kod 1,4-C(MalC)QA 1 1/3-Mal-4,5-diCQA odsutan.
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Na kraju, pik na 3,13 min, koji odgovara jedinjenju molekulske mase 644 Da, identifikovan je
kao acetil-malonil-diCQA. Fragmentacijom su dobijeni joni 465 [M+H—CA]", 447 [M+H-H,O—
CA]" i 303 [M+H-H,0-2-CA]" u pozitivnom modu, odn. 437 (diacetil-CQA"), 395 (acetil-CQA") i
179 (CA") u negativnom modu. U ovom trenutku nije moguée precizirati pozicije kafeoil-ostataka
niti na¢in vezivanja malonata i acetata.

Analizom glavnih komponenti (biplot i grafik opterecenja prikazani na Slici 5.16.) utvrdeno je
da relativni sastav hlorogenskih kiselina pokazuje izrazitu hemotaksonomsku zavisnost. 1z grafika
opterec¢enja vidi se da PC1 (objasnjava 92,3 % varijanse) diferencira vrste bogate sa Mal-diCQA od
nesupstituisanih kiselina, dok PC2 (5,6 % varijanse) odraZava sadrzaj acetilovanih derivata. Tako,
Anthriscus sylvestris karakteriSu nesupstituisane CQA 1 diCQA. Anthriscus cerefolium i
Chaerophyllum bulbosum imaju pozitivno opterec¢enje na PC1, odn. visok sadrzaj malonil-diCQA
(ove dve vrste razlikuju se po relativnom odnosu malonilovanih i nesupstituisanih kiselina). Za
Chaerophyllum temulentum 1 Scandix pecten-veneris specificno je prisustvo acetilovanih derivata
(Ac-diCQA i Ac-Mal-diCQA), odrazeno visokim negativnim skorovima na PC2.
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Slika 5.16. PCA detektovanih kafeoilhinskih kiselina u ekstraktima herbe ispitivanih vrsta (gore — biplot,
dole — grafici opterecenja na PCI1 i PC2). Kao ulazni podaci koris¢ene su povrsine pikova za [M—H] ™ jon
(sumirane za svaku klasu posebno) normalizovane na ukupnu povrsinu pikova kafeoilhinskih kiselina u
datom uzorku kao 100 %.
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5.2.1.2. Flavonoidi

Za primarni skrining na flavonoide koris¢en je Precursor Ion Scan, uz Yo' kao produkte. Yo
joni, po Domon & Costello nomenklaturi [255, 260], predstavljaju jone aglikona, i nastaju
otcepljenjem Secerne komponente O-glikozida uz zadrzavanje glikozidnog O-atoma na
aglikonskom jezgru.

U pozitivnom modu flavonoidni glikozidi se tipicno protonuju na karbonilnom O-atomu; sledi
homoliticko ili heteroliticko raskidanje glikozidne veze, uz formiranje radikal-katjona ili katjona
(Slika 5.17.) [251, 255, 260]. Otcepljenje Sec¢era dovodi do Am/z od 162 u slucaju heksoza, 146 kod
deoksiheksoza, 132 kod pentoza i 176 u slucaju heksuronskih kiselina. U nekim slucajevima,
moguée je detektovati i komplementarni jon terminalnog monosaharida (B"). Kod glikozida sa
oligosaharidnom komponentom, pri nizim kolizionim energijama u spektru se moZe javiti i jon Y,
Cesto intenzivan, koji nastaje intramolekulskim premestanjem i gubitkom neterminalnog molekula
Secera. U negativnom modu, pored oéekivanog Y, jona javlja se i intenzivan [Y,—H]  radikal-
anjon koji nastaje homolitickim raskidanjem glikozidne veze [255].

Kod C-glikozida ne dolazi do raskidanja glikozidne veze. Umesto toga, nastaje niz
karakteristi¢nih proizvoda visoke mase putem cepanja $e¢ernog prstena — X", X" i X"

0 4*('

14*('
\ O

OH OH'
Slika 5.17. Obrazac fragmentacye [favonoidnih O-glikozida.

U okviru ispitivanja ekstrakta vrsta tribusa Scandiceae, praceni su Y, joni oéekivanih
aglikona [2, 6, 19, 33, 35]: kemferola i luteolina (m/z = 287 u pozitivnom modu), apigenina (271),
6-C-metilluteolina (301) i kvercetina (303). Za sve detektovane prekursore snimljeni su MS?* i UV
spektri. Tipicno su koriS¢ene kolizione energije u intervalu 0-30 V, mada se najviSe informacija i
najintenzivniji signal dobijaju pri 20 V. Iz svih hromatograma ekstrahovani su joni sledecih
glikozida (Slika 5.19): Pent’ (aglikon+132), dHex (+146), Hex (+162), HexUA (+176), AcHex
(+204), MalHex (+248), dHexHex (+308), HexHex (+324) i HexHexUA (+338).

Za svaki od aglikona detektovana je serija pikova, tzv. satellite set [251, 252, 254], koja
ukljucuje heksozil-derivate datog aglikona, njihove acetil- i malonil-estre (Slika 5.19.). Treba
pomenuti da ove serije do sada nisu ispitivane u vrstama tribusa Scandiceae; u svim dosadas$njim
radovima [2, 6, 19, 33, 35] flavonoidi su identifikovani samo sporadi¢no. Uocljivo je grupisanje po
retencionim vremenima — heksuronidi, kao najpolarniji, eluiraju rano (ovo je omogucilo i njihovo
razlikovanje od izobarickih ali znatno nepolarnijih feruloilheksozida); za njima slede heksozidi,
malonilheksozidi, 1 na kraju acetilheksozidi kao najnepolarniji. Dok je za svaki aglikon tipi¢no
pronadeno po nekoliko izomernih heksozida, malonil- 1 acetilheksozida, heksuronidi
(glukuronidi/galakturonidi) i deoksiheksozidi (ramnozidi) su mnogo redi i prisutni samo u vidu
diglikozida, a pentozidi uopste nisu detektovani.

Tacan identitet Se¢ernih komponenti, kao ni mesto glikozilacije, u okviru ovog istrazivanja
nisu utvrdeni. U tu svrhu, bi¢e neophodni dodatni MS" eksperimenti, uklju¢ujuci i fragmentaciju uz
koris¢enje kompleksirajuéih agenasa (Co** + 2,2’-bipiridil) [261]. Jedini flavonoidi koji su potpuno
identifikovani su rutin (zzx = 2,21 min) i apigenin-7-O-glukozid (2,68 min), putem poredenja sa
referentnim standardima, 1 hiperozid (2,23 min) na osnovu poznate ¢injenice da koeluira sa rutinom.
Drugi kvercetin-heksozid, sa #z = 2,36 min, mogao bi biti kvercetin-3-O-B-D-glukopiranozid
(kvercitrin), od ranije poznat u vrsti Ch. hirsutum. Moze se pretpostaviti i da jedan od dva

* Pent — pentozidi, Hex — heksozidi, dHex — deoksiheksozidi, HexUA — heksuronidi, AcHex — acetilheksozidi, MalHex
— malonilheksozidi
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intenzivna pika luteolin-O-heksozida na 2,14 min 1 2,26 min odgovara najzastupljenijem
flavonskom glikozidu u familiji Apiaceae — 7-O-glukozidu (cinarozidu).

U slucaju aglikona sa m/z(Y,") = 287, bila je neophodna dodatna potvrda identiteta, posto su
od najmanje 96 poznatih flavonoida molekulske mase 286 Da [116] dva — luteolin i kemferol —
veoma uobicajeni u biljnom svetu. Poredenjem UV spektara sa referentnim standardima aglikona,
snimljenim pri istim uslovima, bilo je moguée potvrditi da veéina pikova pripadaju derivatima
luteolina, dok nije identifikovan nijedan glikozid kemferola. Zahvaljuju¢i velikoj slicnosti UV
spektara, bilo je moguce potvrditi i identitet glikozida metil-luteolina poredenjem sa luteolinom (da
je u pitanju 6-C-metil- a ne 3’- ili 4’-O-metil-luteolin moZe se pretpostaviti na osnovu odsustva
gubitka 15, 31, 32 i/ili 33). U nekim sluc¢ajevima, zbog koeluiraju¢ih jedinjenja nije bilo moguce
izolovati Cist UV spektar.

Treba pomenuti da dva dominantna pika u Precursor Ion Scan hromatogramu Chaerophyllum
temulentum poticu od heksozida 1 acetilheksozida neidentifikovanog aglikona molekulske mase 286
Da, ¢iji se UV spektar (4,,4x 264 nm, sh ~295 nm i 339 nm, Slika 5.18.) razlikuje i od luteolina (254
nm, 266 nm i 350 nm) i od kemferola (265 nm, sh ~322 nm, 367 nm), dok je veoma slian
apigeninu (267 nm, 338 nm). Na osnovu polozaja trake I, moze se zakljuciti da je u pitanju flavon
ili flavonol sa supstituisanom 3-OH [262]. Ukoliko se pretpostavi flavonska struktura, polozaj trake
II ukazuje na oksigenaciju bar u 5-polozaju, a odsustvo cepanja te trake na verovatnu 4’-
oksigenaciju (odsustvo supstituenata u 3’ 1 4”) na prstenu B. Ukoliko je u pitanju flavonol, znacajan
hipsohromni efekat (narocito kod trake I) ukazuje na 3-O-glikozid. Za potpunu identifikaciju klase
flavonoida, obrasca oksigenacije prstenova A i B 1 poziciju glikozilovanja, bi¢e neophodno
snimanje MS” spektara.

250 300 350 400 450
mAU (%) vs. Wavlength (nm)
Slika 5.18. UV spektar nepoznatog flavonoidnog glikozida iz Ch. temulentum, tz=3,40 min (puna
linija), uporeden sa spektrima standarda kemferola, luteolina i apigenina (tackaste linije).

Flavonoidni O-glikozidi detektovani su u svim ispitivanim vrstama (Tabela 5.2., Slika 5.20.).
Uprkos ¢injenici da se povrSine pikova u MS i naroCito MS" hromatogramima ne mogu
poistovecivati sa udelom komponenti, bezbedno je re¢i da je dominantni aglikon u svim vrstama
luteolin. Cini se da raspodela flavonoida moze imati hemotaksonomski zna¢aj — dok su kod Scandix
pecten-veneris prisutni skoro iskljuc¢ivo derivati luteolina, kod ostalih vrsta je tipi¢no prisutan jos
jedan osnovni skelet: metil-luteolin kod A. sylvestris, apigenin kod A. cerefolium, kvercetin 1 (u
manjoj meri) i apigenin kod Ch. bulbosum. Kod Ch. hirsutum detektovani su derivati svih ciljanih
aglikona, dok su kod Ch. temulentum pronadeni glikozidi kvercetina 1 nepoznatog aglikona
molekulske mase 286 Da.

Sto se ti¢e slobodnih aglikona, najzastupljeniji je luteolin, sa naro¢ito visokim udelom u herbi
A. sylvestris, Ch. hirsutum, Ch. bulbosum (prisutan u velikim koli¢inama) i1 S. pecten-veneris. U
manjoj meri, prisutni su apigenin, kemferol (nije pronaden u A. sylvestris, S. pecten-veneris niti
veéini Ch. hirsutum), dok je kvercetin detektovan u malim koli¢inama u samo nekoliko uzoraka.

106



Doktorska disertacija

Dejan Orci¢

Velika vecina od preko 30 flavonoida identifikovanih u sklopu ovog rada do sada nisu
pronadeni u vrstama tribusa Scandiceae. Zanimljivo je da je apiin, flavonoid koji je karakteristi¢an
za familiju Apiaceae Cije je prisustvo u A. cerefolium ranije utvrdeno [2], odsutan u svim
ispitivanim uzorcima.

Tabela 5.2. Flavonoidni derivati identifikovani u vrstama tribusa Scandiceae. Lut-luteolin, Kem-
kemferol, Api-apigenin, Quer-kvercetin, MeLut-metilluteolin.

fzxlmin] Mw  Aglikon (Y,") Secer ID AnS AnC ChB ChH ChT SPV
0,88 5192 271  Api MalHex? +

0,95 4642 303 Quer Hex? +

1,46 ?2 301 MeLut ? +

1,56 448 287 Lut/Kem Hex ++

1,60 624 287 Lut/Kem? Hex-HexUA +
2,00 448 287 Lut/Kem Hex ++

2,05 610 271  Api Hex-HexUA

2,09 2 287 Lut/Kem ? +

2,14 448 287 Lut’ Hex NI ——

2,21 610 303 Quer dHex-Hex rutin ++

2,23 464 303 Quer Hex hiperozid + +7?

2,26 448 287 Lut' Hex ++ ++
2,33 534 287 Lut/Kem MalHex + +

2,36 464 303 Quer Hex kvercitrin? ++

2,41 550 303 Quer MalHex

2,46 534 287 Lut' MalHex + +
2,47 475 271 Api  AcHex +

2,68 432 271  Api Hex Api-7-O-Gle  +  ++

2,73 506 303 Quer AcHex +

2,74 534 287 Lut’ MalHex NI ——

2,81 432 271  Api Hex +

2,82 448 287 2  Hex ++

2,84 490 287 Lut/Kem AcHex + +

2,84 462/608 301 MeLut Hex/dHexHex +

2,88 506 303 Quer AcHex ++

2,89 534 287 Lut’ MalHex ++ o+
2,97 462 301 MeLut' Hex ++

2,99 490 287 Lut' AcHex + +
329 518 271  Api  MalHex +

335 474 271  Api  AcHex +

3,40 490 301 2  AcHex + +

344 518 271  Api  MalHex

3,48 548 301 MeLut' MalHex +

3,51 474 271  Api  AcHex +

3,55 490 287 2 AcHex +

3,61 504 301 MeLut AcHex +

3,73 490 287 Lut’ AcHex =+ o+ +9

3,84 490 287 Lut' AcHex =+ ++
394 518 271  Api MalHex

428 474 271  Api  AcHex + o+

4,41 474 271  Api  AcHex + +
4,45 504 301 MeLut' AcHex +

" Precursor Ton Scan hromatogram za Ch. hirsutum snimljen je samo pri kolizionoj energiji od 0 V. Intenzitet signala je
slab, a identifikacija nepouzdana.
" Identitet aglikona potvrden iz UV spektra (Prilog 8.15.)
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Apigenin

433 =Hex

475 = HexAc

519 = HexMal
609 = HexHexUA
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Luteolin‘kemferol

449 = Hex

491 = HexAc

535 = HexdMal
625 = HexdHexdJA

>1.50

1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 46 48
Counts vs. Acquisition Time (min)

Metilluteolin

463 =Hex
505 = HextAc
549 = HexcMal

1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 45 48
Counts vs. Acquisition Time (min)

Kvercetin

465 = Hex

507 = HexAc
551 = HexMal
611 = dHexHex

i
e

12 14 18 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 46 48 5
Counts vs. Acquisition Time {min)

Slika 5.19. Flavonoidni O-glikozidi detektovani u vrstama tribusa Scandiceae, po aglikonima. Preklopljeni
EIC za fragmentacije detektovane u Precursor lon Scan-u reprezentativnih primeraka svih ispitivanih
vrsta.
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Slika 5.20. Identifikovani flavonoidni O-glikozidi, po vrstama. Preklopljeni EIC za detektovane tranzicije u
Precursor lon Scan hromatogramu.
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5.2.1.3. Lignani

Zahvaljujuéi visokom sadrzaju u ekstraktima Anthriscus sylvestris, veliki broj lignana bilo je
moguce uociti ve¢ u Scan hromatogramu (Slika 5.21.). Velika vecina jedinjenja dala je intenzivan
signal samo u PI modu, §to ukazuje na odsustvo slobodnih fenolnih grupa (permetilacija i gradenje
metilendioksi-mostova uobicajeni su kod lignana [227]). Preliminarnim pregledom Scan
hromatograma utvrdeno je da su sva jedinjenja, sem angeloil-podofilotoksina, prisutna samo u
nekonjugovanoj formi, za razliku od lignana u lanu ili susamu [263]. Naravno, nije iskljucena
mogucénost degradacije konjugata (estara, glikozida) prilikom obrade biljnog materijala i/ili
pripreme uzorka [276].

U cilju identifikacije pojedinih struktura, snimljeni su MS® i pseudo-MS’ spektri svih
detektovanih pikova. Zahvaljuju¢i dobro ispitanim pravilima fragmentacije pojedinih klasa lignana
[263, 265-269] kod ESI-MS, bilo je moguce delimi¢no ili potpuno rasvetljenje strukture. Treba
napomenuti da je kod lignana stereoizomerija vrlo c¢esta pojava. Kod nezasi¢enih
dibenzilbutirolaktona uobicajeno je prisustvo oba (cis- 1 trans-) izomera u istoj biljci. Kod
ariltetralinskih laktona, moguca je cis-trans interkonverzija usled raskidanja i ponovnog formiranja
laktonskog prstena [31, 264]. Pojedine stereoizomere je vrlo teSko ili nemoguce identifikovati
koriSéenjem samo masene spektrometrije.
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Counts vs. Acquisition Time {min)

Slika 5.21. Reprezentativni BPC hromatogram ekstrakta korena A. sylvestris — region u kome eluiraju
lignani. Scan, ESI(+).

U ekstraktima vrste Anthriscus sylvestris uspe$no je identifikovan niz lignanskih jedinjenja,
koji pripadaju klasama dibenzilbutirolaktona (zasi¢enih i1 nezasi¢enih) i ariltetralinskih laktona.
Furanofuranski lignani nisu detektovani, $to moze biti posledica slabe jonizabilnosti ove klase
jedinjenja u elektrosprej jonskom izvoru [263]. Veliku vecinu identifikovanih lignana katakteriSe
piperonil (metilendioksi) supstitucija na kondenzovanom aromati¢nom prstenu i siringil (trimetoksi)
supstitucija na bocnom prstenu. Moze se ocekivati da ¢e zbog potpunog alkilovanja fenolnih
hidroksilnih grupa doprinos lignana ukupnom antioksidantnom potencijalu biti zanemarljiv.

Iako se u literaturi navodi da su lignani pronadeni u Chaerophyllum hirsutum [18, 31], kao 1
nekim primercima Anthriscus cerefolium [20], od vrsta ispitivanih u ovom radu jedino su u A.
sylvestris detektovane znacCajne koliCine ovih jedinjenja. Deoksipodofilotoksin 1 nemerozin
pronadeni su u tragovima (koncentracije 10° puta niZe nego u A. sylvestris) u korenu Ch.
temulentum 1 Ch. bulbosum, kao 1 jednom primerku Ch. hirsutum (rezultati nisu prikazani). Tragovi
jateina detektovani su u korenu Ch. temulentum, korenu Ch. bulbosum i S. pecten-veneris 1 herbi A.
cerefolium, 1 pojedinim primercima korena A. cerefolium, Ch. temulentum 1 Ch. hirsutum. Sledi da
ispitivane vrste, sem A. sylvestris, ne mogu predstavljati komercijalno znac¢ajan izvor lignanskih
jedinjenja. Treba pomenuti da Ce, u slucaju industrijskog dobijanja lignana iz 4. sylvestris, znacajan
problem predstavljati prisustvo niza jedinjenja slicne strukture (ukljucujuéi i stereoizomere). Dok je
u vise navrata u literaturi pominjana uspesSna izolacija deoksipodofilotoksina iz korena ove biljke
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[11, 37, 42, 55, 56, 162], pokusaj izolacije Cistih dominantnih jedinjenja u sklopu ovog rada nije
urodio plodom — koris¢enjem preporuc¢enog postupka (hromatografija na stubu silikagela, i dalje
frakcionisanje na XAD-2) dobijena je smeSa koeluirajucih lignana — jateina, deoksipodofilotoksina i
nemerozina.

Lignan Mw=400 (tz=5,68 min)

Dominantan pik na 5,68 min je u PI MS' spektru dao jone 823 [2M+Na]", 439 [M+K]", 423
[M+Na]" i 401 [M+H]", $to odgovara jedinjenju molekulske mase 400 Da. Signal je odsutan u NI.
Apsorpcioni maksimumi u UV spektru su: 202 nm, 236 nm i 286 nm (Slika 5.22.). U MS® spektru
[M+H]" jona uoéeni su pikovi: 393 [M+H-H,0]", 365 [M+H-2H,0]", 181 [A’]", 161 [B]" i slab
135 [A]" (Slika 5.22).

U A. sylvestris do sada su otkrivena dva lignana mase 400: o-peltatin A 1 jatein (7-
deoksipodorizon). Ariltetralin a-peltatin A odbacen je iz vise razloga: radovi prethodnih radova
ukazuju da je u pitanju minorna komponenta, apsorpcioni maksimum u UV spektru nalazi se na 272
nm [31], moZe se ocekivati intenzivan signal u NI (usled prisustva slobodne fenolne OH grupe), u
MS? spektru o&ekivao bi se dominantni fragment [M+H—ArH]" sa m/z = 247. S druge strane,
dibenzilbutirolakton (lignano-9,9’-lakton) jatein jeste jedna od glavnih komponenti ekstrakta A.
sylvestris [4, 9], a eksperimentalni MS? spektar u potpunosti se slaZe sa literaturnim [269]. Uo&eni

fragmenti mogu se racionalizovati nizom reakcija prikazanim na Slici 5.23. [269].
401
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V=0V . e
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135 223 s | ¢
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Slika 5.22.UV i MS® ESI(+) spektar jateina .
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Slika 5.23. CID fragmentacija jateina (pozitivna jonizacija).
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Lignani Mw=398 (tzg=5,53 min, 5,95 min i 6,47 min)

Tri intenzivna signala, na retencionim vremenima 5,52 min (u daljem tekstu pik 398A), 5,93
min (398B) 1 6,49 min (398C) odgovaraju jedinjenjima mase 398. Apsorpcioni maksimumi ovih
pikova su: 206 nm, 238 nm i 292 nm za 398A, 201 nm, 236 nm, sh 298 nm i 313 nm za 398B, i 200
nm, 237 nm i 318 nm za 398C (Slika 5.24.).

Od ranije su poznate 4 dominantne komponente A. sylvestris ove mase: ariltetralini
deoksipodofilotoksin (antricin) i deoksipikropodofilotoksin, i lign-7-eno-9,9'-laktoni (nezasiceni
dibenzobutirolaktoni) nemerozin (anhidropodorizol) i nedavno otkriveni silvestrin [4, 9]. Pikovi
398B 1 398C pokazuju identi¢ne UV spektre, koji ukazuju na proSirenu delokalizaciju, §to odgovara
lignenolaktonima, dok iz spektra jedinjenja 398A proizilazi nekonjugovana, ariltetralinska
struktura.

U PI MS® spektru pika 398A (Slika 5.25.) uoden je niz fragmenata: 231 [M+H-
ArH]'=[B+H]", 213 [B+H-H,0]", 187 [B+H-CO,]", 185 [B+H-H,0-COJ", 173, 157 i 129. MS®
spektri pikova 398B 1 398C su identi¢ni (Slike 5.26. 1 5.27.), sa najintenzivnijim jonima: 399
[M+H]", 381 [M+H-H,0]", 363 [M+H-2H,0]", 350 [M+H-H,0-MeO-]", 335 [M+H-H,0-
MeOs—Me-]", 231 [M+H ArH]" = [C+H]", 221, 203=221-H,0, 187=231-CO,, 1851 135 [A']". U
MS? spektrima sva tri jedinjenja javlja se karakteristiéni fragment m/z = 231, koji odgovara gubitku
trimetoksibenzena (Am/z = 168) kao ArH [265, 266, 268, 269], odn. trimetoksi-supstituciji bocnog
aromaticnog prstena (eng. pendant ring). Medutim, kod 398A su ova fragmentacija (koja je
intenzivna &ak i u MS') i gubitak CO, iz [M+H-ArH]" jona jedine znaGajne tranzicije pri nizim
kolizionim energijama (V,,;= 0-10 V), §to odgovara obrascu fragmentacije ariltetralina (Slika 5.28.)
[265, 268]. S druge strane, druga dva pika pri V.,; >10 V podlezu ekstenzivnoj fragmentaciji, uz
jasno izrazene [M+H-H,0]", [M+H-2H,0] i benzil/tropilijum [A’]" jone karakteristicne za
lignenolaktone (Slika 5.29.) [269]. Masa fragmenta [B+H]" kod 398A, odn. [C+H]" i [A’]" kod
398B 1 398 C ukazuju na metilendioksi-supstituciju kondenzovanog aromati¢nog prstena (eng.
fused ring).

231
390
|
231
187
o
157 187 231
128 ] 213
LA,
120 157
187
}l 231
180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 p— ,I ———
MAU (%) vs. Wavlength (nm) 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400

Slika 5.24. UV spektri lignana Mw=398 detektovanih u  Slika 5.25. ESI(+) MS® spektri lignana Mw=398 tz=5,53
ekstraktu korena A. sylvestris. min, snimljeni pri kolizionim energijama 0-30 V.
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Na osnovu svega navedenog, moze se zakljuciti da pikovi 398B 1 398C poti¢u od nemerozina
1 silvestrina, koji se kao cis-trans izomeri ne mogu razlikovati samo na osnovu masenog spektra
[269]. Medutim, ranijim LC-MS 1 NMR eksperimentima [268, 269] utvrdeno je da nemerozin eluira
pre silvestrina.

Sto se ti¢e pika 398A, sledi da je u pitanju deoksipodofilotoksin ili njegov 8’-epimer,
deoksipikropodofilotoksin. Za identifikaciju prisutnog izomera iskoriS¢ena je Cinjenica da se
ariltetralinski laktoni sa trans-kondenzovanim prstenovima C i D (cikloheksenski i butirolaktonski
prsten) u alkalnoj sredini lako izomerizuju u odgovarajuce stabilnije cis-izomere (Slika 5.31.) [31,
264]. U tom cilju, 50 puL ekstrakta AnS04K-Ex(70M) razblazeno je sa 440 uL. MeOH i tretirano sa
10 pL zasi¢enog rastvora MeONa u MeOH tokom 3 h na sobnoj temperaturi. Paralelno je
pripremljena i slepa proba, sa dodatih 10 pL MeOH umesto rastvora metoksida. Reakciona smesa
neutralisana je sa 500 uL 1 % vodenog rastvora HCOOH i nakon filtracije analizirana na LC-DAD-
MS. Utvrdeno je da nakon tretmana bazom pik 398A nestaje, a javlja se novi, sa fz = 5,08 min
(oznaden sa 398D), identi¢nog UV i vrlo sli¢nog MS® spektra (Slika 5.30.). Sledi da je jedinjenje
398A deoksipodofilotoksin, dok pik 398D pripada deoksipikropodofilotoksinu, koji je u ispitivanim
ekstraktima pronaden samo u minornim koli¢inama.

399
381 381
203 231 399 135 203 381
135 231
I 181
IJ JL i i —al
135
135
o3 203
. WA Al N
- ..l......h. L:l....._u...nlll i
135 136
335 35
185 5, a5 185,
M M
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 100 125 150 175 200 226 250 275 300 32 350 375 400
Slika 5.26. ESI(+) MS’ spektri lignana Mw=398 t,=5,95 Slika 5.27. ESI(+) MS’ spektri lignana Mw=398 ty=6,47
min, snimljeni pri kolizionim energijama 0-30 V. min, snimljeni pri kolizionim energijama 0-30 V.
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Slika 5.28. CID fragmentacija deoksipodofilotoksina i deoksipikropodofilotoksina (pozitivna jonizacija).
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Slika 5.29. CID fragmentacija nemerozina i silvestrina (pozitivna jonizacija).

Deoksipodofilotoksin Deoksipikropodofilotoksin

Slika 5.31. Mehanizam alkalne izomerizacije deoksipodofilotoksina.
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Slika 5.30. EIC(399) hromatogrami ekstrakta AnS04K-Ex(70M) pre i posle alkalne izomerizacije
(isprekidana i puna linija, respektivno).

Lignan Mw=414 (txg=4,52 min)

Relativno intenzivan pik na 4,52 min odgovara jedinjenju molekulske mase 414. Apsorpcioni
maksimumi u UV spektru nalaze se na 205 nm, 233 nm i 290 nm (Slika 5.34.). U PI MS' spektru
se, pored [M+H]" i adukata sa NH;", Na’ i K', uodavaju i intenzivni signali 397 [M+H-H,0]"
(osnovni jon; ukazuje na lako odlazeéu OH grupu), 247 [M+H—ArH]" = [B+H]" i 229 [B+H-H,0]".
Lak raspad ve¢ pri niskim energijama, jednostavan spektar i gubitak ArH m/z = 168 jasno ukazuju
na ariltetralinsku strukturu sa trimetoksilovanim bo&nim prstenom. U MS? spektru [M+H]" jona
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(Slika 5.32.) detektovan je veliki broj fragmenata, koji se mogu objasniti konkurentnim putevima
raspada [M+H-H,O]" jona (Slika 5.33.) [265]. Sukcesivni gubitak vode (Am/z = 18) i
krotonolaktona (Am/z = 84) putem retro-Diels-Alderove reakcije (RDA) dokaz je za 7v-
butirolaktonsku funkciju u susedstvu lako odlazeée grupe (u ovom sluc¢aju, OH) u polozaju 7
ariltetralinskog skeleta [265, 266]. Masa [A+H] i [B+H] jona ukazuju na metilendioksi-
supstituciju kondenzovanog aromati¢nog prstena. Sledi da pik pripada podofilotoksinu ili
pikropodofilotoksinu. Analizom referentnog standarda i poredenjem retencionog vremena, UV,
MS' i MS? spektra potvrdeno je da je u pitanju podofilotoksin.
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247
185 313
203 282
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Slika 5.32. ESI(+) MS’spektri lignana Mw=414 ty=4,52 min, snimljeni pri kolizionim energijama 0-30 V.
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Slika 5.33. CID fragmentacija podofilotoksina (pozitivna jonizacija).
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Slika 5.34. UV spektar lignana Mw=414 tz=4,52 min.
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Lignan Mw=496 (tzg=7,40 min)

Ovaj pik, relativno visokog udela kod nekih uzoraka, u PI MS' i MS? spektru ima kao osnovni
jon fragment m/z = 397 (Slika 5.35.). Neuobicajeni gubitak od 100 jedinica mase odgovara
molekulu angelika-kiseline. U pseudo-MS® spektru jona 397 (Slika 5.37.) uo¢ava se niz fragmenata,
od kojih su najintenzivniji: 313 [397—krotonolakton]’, 282 [313-MeO-]", 229 [397-ArH]", 185
[397-ArH-CO,]". Uopste, uocava se velika sliénost sa spektrom podofilotoksina (ne ratunajuéi
fragmente podofilotoksina koji poti¢u od [B+H]"), kao i odli¢no slaganje UV spektara (Slika 5.36.).
ZakljuCuje se da je u pitanju angeloilpodofilotoksin, jedini konjugovani lignan otkriven u A.
sylvestris [4, 31].

307
229 313
A | 1 J A 4?7
88
29 313
e
83
229 313 397
| l m . j ; j ; j . j . j y
,l, — I“l "“1 L 240 260 280 300 320 340
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Slika 5.35. ESI(+) MS’ spektri angeloilpodofilotoksina, snimljeni Slika 5.36. UV spektri angeloil-
pri kolizionim energijama 0-30 V. podofilotoksina  (puna linija) i
podofilotoksina (isprekidana linija).
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Slika 5.37. ESI(+) Pseudo-MS’ spektri angeloilpodofilotoksina
(prekursor m/z=397), snimljeni pri kolizionim energijama 0-30 V.

Lignan Mw=386 (tx=4,08 min)

Ovaj pik, za razliku od velike veéine lignana detektovanih u ispitivanim uzorcima, daje
intenzivan signal u NI, §to sugeriSe prisustvo slobodnih fenolnih OH grupa. UV spektar pokazuje
maksimume na 200 nm, 230 nm i 313 nm (Slika 5.38.). U PI MS? spektru [M+H]" jona (Slika
5.39.) uocava se ekstenzivna fragmentacija, sa dominantnim produktima: 369 [M+H-H,0]", 351
[M+H-2H,0]", 338 [M+H-H,0-CH;0°]", 247, 219 [M+H-ArH]" = [C+H]", 191 [C+H-CO]",
181, 175 [C+H-CO,]", 123 [A’]". Jon m/z=219 odgovara [M+H-ArH]" jonu, uz trimetoksibenzen
(uobicajeni bocni prsten kod 4. sylvestris lignana) kao ArH, iz ¢ega se zakljucuje da je u pitanju
ariltetralinski ili nezasi¢eni dibenzobutirolaktonski lignan. Nekoliko faktora potvrduje lign-7-eno-
9,9’-laktonsku (nez. dibenzobutirolaktonsku) strukturu:
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— UV apsorpcioni maksimum na 313 nm sugeriSe proSirenu delokalizaciju karakteristicnu za

lignenolaktone a od

sutnu u ariltetralinima (Slika 5.38.),

— odsustvo fragmentacije u MS' spektru i veliki broj fragmenata pri V,,; >10 V (kod ariltetralina,

jedina znacajna tranzicija je gubitak ArH, do koga dolazi ve¢ i u jonskom izvoru),

— dva uzastopna gubitka molekula vode iz [M+H]" (kod ariltetralina dehidratacija je moguéa samo
u slucaju 7-OH; u tom slucaju, gubi se samo jedan molekul H,O, i odgovarajuci proizvod daje
intenzivan signal veé¢ i u MS"),

— put fragmentacije alternativan gubitku ArH iz ciklizovanog jona, u kome nastaje [A']" jon, sa
masom za 96 jedinica manjom od [C+H]" (u spektru su zaista detektovani intenzivni joni 219 i

123).
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Slika 5.38. UV spektri 3,4,5-trimetoksi-3’,4 ’-dihidroksilign-7-
eno-9,9"-laktona (puna linija), deoksipodofilotoksina
(isprekidana linije) i nemerozina (tackasta linija).
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Slika 5.39. ESI(+) MS’ spektri  3,4,5-trimetoksi-3’,4 ’-dihidroksilign-7-eno-9,9"-laktona snimljeni pri
kolizionim energijama 0-30 V.

Iz mase [A’]" jona sledi dihidroksi- ili metilendioksi-supstitucija kondenzovanog aromati¢nog
prstena. Snazan signal u NI mozZe se objasniti samo dihidroksi-supstitucijom. Na osnovu svih
zapazanja, moze se zakljuciti da je jedinjenje 3.4,5-trimetoksi-3'.4'-dihidroksilign-7-eno-9,9'-lakton
(IUPAC ime [147]). Struktura i fragmentacija predlozenog jedinjenja date su na Slici 5.40.

Konfiguraciju na C-8’, kao i na dvostrukoj vezi izmedu C-7 i C-8, nije bilo moguce utvrditi.
Ovo jedinjenje nije do sada, zaklju¢no sa 2007. godinom, zabelezeno u Dictionary of Natural

Products [31].
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Slika  5.40. CID fragmentacija 3,4,5-trimetoksi-3°,4 -dihidroksilign-7-eno-9,9"-laktona  (pozitivna
jonizacija).

Lignan Mw=384 (tx=4,24 min)

Minorni pik na 4,24 min, detektovan kod pojedinih uzoraka, pokazuje u MS' i
niskoenergentskim MS? spektrima (generisanim iz [M+NH,4]" jona zbog odsustva [M+H]") obrazac
fragmentacije karakteristi¢an za 7-hidroksiariltetralinske lignane — intenzivne 367 [M+H-H,0]",
247 [M+H-ArH]" = [B+H] i 229 [B+H-H,0]" kao jedine produkte (Slika 5.42). UV spektar (Slika
5.41) sa apsorpcionim maksimumima na 202 nm, sh ~230 nm i 284 nm ukazuje na strukturu bez
prosirene delokalizacije, odn. da nije u pitanju lignenolakton. Pri vi§im kolizionim energijama,
javljaju se dodatni fragmenti koji poti¢u od raspada [M+H-H,0]" i [B+H]', $to je dokazano
pseudo-MS’ spektrima ovih jona (Slika 5.43.). Prisustvo [A+H] jona (nastalog sukcesivnim
gubitkom H,O 1 krotonolaktona) potvrduje y-butirolaktonsku strukturu u susedstvu 7-OH. Slab
intenzitet [A+H]" verovatno ukazuje na trans-kondenzaciju laktonskog i tetralinskog prstena (p-
vezan H-8), analogno podofilotoksinu [270].

4
247
223
! L. 4
247
223
1 il
247
T T T T T T T T T 15 203 2:9] 283 n1 387
200 220 240 260 280 300 320 340 360 e e
mAU (%) vs. Wavelength {nm) 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Slika 5.41. UV spektar lignana ty=4,24 min. Slika 5.42. ESI(+) MS’ spektar lignana tx=4,24

min. Kao prekursor uzet je [M+NH,]".
Pseudo-MS? spektar jona [B+H]" prakti¢no je identi¢an odgovarajuéem pseudo-MS® spektru

kod podofilotoksina (Slika 5.44.), Sto je dokaz metilendioksi-supstitucije na kondenzovanom
prstenu.
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Slika 5.43 CID fragmentacija demetoksipodofilotoksina (pozitivna jonizacija).
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Slika 5.44. Poredenje pseudo-MS® spektara [B+H]" jona podofilotoksina (levo) i lignana t,=4,24 min

(desno).

ArH mase 138 odgovara dimetoksi- ili hidroksi-metilendioksi-
supstituisanom bo¢nom aromati¢nom prstenu. [z odsustva jakog signala
u negativnom modu, kao i ¢injenice da hidroksi-metilendioksi-obrazac
supstitucije na bo¢nom prstenu do sada nije pronaden kod 4. sylvestris
lignana, pretpostavljena je dimetoksilovana struktura (najverovatnije u

OH

uobicajenim pozicijama 3’,4’). Sledi da je najverovatnije u pitanju 3’- |

demetoksipodofilotoksin (5’-demetoksipodofilotoksin, po numeraciji
koris¢enoj u Dictionary of Natural Products), ¢ija je struktura data na
Slici 5.45. Ovo jedinjenje do sada nije detektovano u vrstama tribusa

Scandiceae niti je, zaklju¢no sa 2
Dictionary of Natural Products [31].

Slika 5.45. Pretpostavljena
struktura lignana Mw=384,

) ) ; 4 24 min.
007. godinom, indeksirano u tx=4,24 min

Lignani Mw=368 (tz=5,81 min i 6,41 min)

Detektovana su dva pika koji poticu od jedinjenja molekulske mase 368 Da, oznaceni sa 368A
i 368B. U wvrsti A. sylvestris do sada su identifikovana 4 lignana ove mase: nezasiceni
dibenzilbutirolaktoni jatrofan (suhilakton), izosuhilakton i1 herofilin (kerofilin), kao i ariltetralin
morelensin (5’-demetoksideoksipodofilotoksin).

Kod oba pika u PI MS' nema de

tektabilnih fragmenata; signal u NI je odsutan, Sto sugeriSe

odsustvo slobodnih fenolnih grupa. UV spektri su jednaki (Slika 5.46.), sa maksimumima na 200

nm, 240 nm, 294 nm i1 330 nm, i ukazuju na proSirenu delokalizaciju. Maseni spektri drugog reda

(Slika 5.47.) pokazuju izuzetnu sli¢nost, sa obrascem fragmentacije karakteristicnim za nezasi¢ene

dibenzilbutirolaktone. Najznacajniji joni su: 351 [M+H-H,0]", 333 [M+H-2H,0]", 320 [M+H-

H,0-CH;0-]", 231 [M+H-ArH]" = [C+H]", 213 [C+H-H,0]", 203 [C+H-CO]", 191, 151 i 135
+

[A].
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ArH mase 138 odgovara dimetoksi- ili hidroksi-metilendioksi-supstituisanom boc¢nom
aromaticnom prstenu. Na osnovu ¢injenica diskutovanih kod demetoksipodofilotoksina, zakljucuje
se da je najverovatnije u pitanju 3,4-dimetoksilovana struktura.

Pseudo-MS® analiza [C+H]" jona nije bila moguéa zbog delimiénog preklapanja sa pikom
nemerozina (koji daje identican jon). Medutim, na osnovu m/z moZze se zakljuciti da je
kondenzovani aromati¢ni prsten metilendioksi-supstituisan. Ovako identifikovana 3,4-dimetoksi-
3’4’ -metilendioksilign-7-eno-9,9'-laktonska  struktura odgovara herofilinu  (E-izomer) i
izoherofilinu (Z-izomer). MS* spektar dobijen pri sli¢nim uslovima od strane Schmidt i sar. [269]
pokazuje veliku sli¢nost sa spektrima dobijenim u ovom radu, mada je intenzitet [C+H]" znatno
veéi. Ranije eluirajuéi izomer identifikovan je kao herofilin. Izoherofilin je ranije identifikovan u
vrsti Bupleurum salicifolium (Apiaceae) [31], ali u A. sylvestris do sada nije pronaden.

Loead 1 B l.l

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 —eb—lelwB A b A L2
mAL (%) vs. Wavlength (nrm) 120 140 160 180200 220 240 260 280 300 320 340 360 380
Slika 5.46. UV spektri lignana 3684 (puna linija) Slika 5.47. ESI(+) MS’ spektri lignana 3684,
i 368B (isprekidana linije) i pika 368B (tackasta snimljeni pri kolizionim energijama 0-20 V.
linija).

Lignani Mw=412

Na kraju, detektovan je niz pikova slabijeg intenziteta koji odgovaraju jedinjenjima mase 412,
sa retencionim vremenima: 4,29 min (oznacen sa 412A), 4,39 min (412B), 4,55 min (412C), 4,83
min (412D) 1 5,10 min (412E). Najzastupljenija su jedinjenja 412B 1 412D. U svim slu¢ajevima, u
MS® spektru (Slika 5.48.) uoden je [M+H-ArH]" jon m/z = 245. ArH mase 168 sugerise
ariltetralinsku ili nezasi¢enu dibenzilbutirolaktonsku strukturu sa trimetoksilovanim bo¢nim
prstenom. Univerzalno su prisutni i joni 201 [M+H-ArH-CO,]", 173=201-CO, 143=173—CH,O0,
115=143-CO, kao i neidentifikovani jon m/z=169 koji ne poti¢e iz [M+H-ArH]" (utvrdeno pseudo-
MS® eksperimentom), ali bi mogao predstavljati njemu komplementaran [ArH+H]" jon. U cilju
potvrde ove pretpostavke, bice neophodni dodatni MS" eksperimenti.

U spektrima pikova 412A 1 412C uocava se mali broj fragmenata, sa masama za 2 jedinice
manjim od odgovaraju¢ih fragmenata podofilotoksina [265]: 245, 201, 173/171, 143, 115 (Slika
5.49.); ovo moze ukazivati na dodatnu dvostruku vezu, mozda u vidu karbonilne grupe u poziciji 7,
Sto bi odgovaralo podofilotoksonu. UV spektar oba jedinjenja (205-206 nm, 240-242 nm, 280288
nm i 326-328 nm) takode odgovara podofilotoksonu (206 nm, 240 nm, 280 nm, 324 nm), kao i
prisustvo fragmenata 245 1 201 [271].

Kod pika 412A jasno je uoéljiv gubitak krotonolaktona iz [M+H—ArH]" jona, §to moZe zna&iti
cis-kondenzaciju laktonskog i tetralinskog prstena, odn. (7°R, 8R, 8 R)-izomer (podofilotokson). U
tom slucaju, pik 413C predstavljao bi (7’R, 8R, 8’S)-izomer (pikropodofilotokson). Kod jedinjenja
412A ostaje pitanje porekla uogenog 395 [M+H-H,0]" fragmenta, koji bi mogao ukazivati na
prisustvo 7-OH, mada je mogu¢ i1 gubitak vode iz latentne C-9 alkoholne grupe nakon otvaranja
laktonskog prstena [265]. Budu¢i da mehanizmi fragmentacije 7-okso-ariltetralinskih lignana jo$
uvek nisu sistematski prouc¢avani, data identifikacija ne moze se smatrati definitivnom.
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Slika 5.48. ESI(+) MS’ spektri lignana 4124—412E, snimljeni pri kolizionim energijama 020 V.

U spektru 412D se pored fragmenata prisutnih u spektrima 412A i 412C uocava 1 niz
dodatnih, koji se delom takode mogu objasniti raspadom kondenzovanog sistema prstenova
podofilotoksona ili njegovih izomera, analognom raspadu [M+H-H,0-ArH]" podofilotoksina [269]
(Slika 5.49.). UV spektar sli¢an je prethodnim jedinjenjima, sa apsorpcionim maksimumima na 205
nm, 237 nm, 280 nm i 322 nm.

—H,0 84
395 «—— 413 > 329 -CO -CO
—CH,0 —> 31— 103
HO — 159— _Co,
25 207 ——>» 115
Y 189 — -CO
~H,0 _
—Co G 1 =9 5 13
245 ——» 217 —
—CO —CH,O
— 3173 -
—CO,
=P (] L0

Slika 5.49. Pretpostavijeni tok fragmentacije jedinjenjé mase 412 (pozitivna jonizacija).
Dvostruka linija — reakcije prisutne kod svih pikova.

Na kraju, pikovi 412B (najintenzivniji u grupi) 1 412E pokazuju veliku medusobnu sli¢nost u
pogledu UV spektara (maksimumi na 203—-204 nm, 240 nm, 291-292 nm i 344 nm) i MS? spektara
(pored uobicajenih jona, prisutni su 301, 227 i 217; 395 [M+H-H,0]" i 364 [M+H-H,0-CH;30+]""
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su kod 413B izrazeni, dok su kod 412B veoma slabi). Batohromni efekat u odnosu na ostale pikove
u grupi implicira prosirenu delokalizaciju, Sto moze ukazivati na nezasi¢eni dibenzilbutirolaktonski
skelet. Dok zbog koeluiraju¢ih komponenti pik 412E nije vidljiv u negativnom modu, 412B
pokazuje intenzivan signal, §to je dokaz za prisustvo lako jonizabilne grupe (verovatno fenolne
hidroksilne grupe). lako identifikacija ova dva jedinjenja nije bila moguca, moze se sa visokim
stepenom sigurnosti re¢i da nisu u pitanju stereoizomeri podofilotoksona.

5.2.2. HEMIJSKI SASTAV EKSTRAKTA ISPITIVANIH VRSTA

5.2.2.1. 70 % metanolni ekstrakti
Anthriscus sylvestris

Kao §to se moze videti iz scan hromatograma ekstrakata vrste A. sylvestris (Prilog 8.11), u
pozitivnom modu dominantni pikovi poticu od lignana, pri ¢emu su najzastupljeniji nemerozin,
jatein 1 deoksipodofilotoksin. Biogenetski prekursori ovih jedinjenja: laricirezinol,
sekoizolaricirezinol, matairezinol i 4,5-dimetiltujaplikatin, koji su ranije pronadeni u A. sylvestris
[29, 277] nisu detektovani u ispitivanim uzorcima. Takode nisu detektovani ni proizvodi 6-
hidroksilacije deoksipodofilotoksina/4’-demetildeoksipodofilotoksina — a- 1 B-peltatin. S druge
strane, dva neidentifikovana jedinjenja znacajnog udela, molekulske mase 386, koja eluiraju na 5,13
min 1 5,43 min, do sada nisu pronadena u ovoj vrsti.

Evidentno je da, Sto se lignana tice, ne dolazi do kvalitativnih niti znacajnijih kvantitativnih
promena u toku razvoja biljke. S druge strane, ustanovljeno je se uzorci razli¢itog geografskog
porekla znatno razlikuju. Analizom glavnih komponenti (PCA) pokazano je da uzorak AnS11 (iz
NP Sutjeska) karakteriSe visok sadrzaj herofilina u odnosu na fruskogorske uzorke, uz nizak udeo
jateina (Slika 5.50.). Kod uzorka sa Kosmaja (AnS05) i kampa Bastasi (AnS10), povisen je udeo
lignana mase 398 (deoksipodofilotoksin i nemerozin), sadrzaj herofilina je znatno nizi, dok su
jedinjenja mase 386 odsutna. Uzorci AnS05 i AnS10 medusobno se razlikuju po relativnom odnosu
jateina i lignana mase 398. Konjugovani lignan — angeloilpodofilotoksin prisutan je u znacajnim
koli¢inama samo u AnS10, i u manjoj meri AnS05.

Sli¢ni rezultati dobijeni su i poredenjem ekstrakata herbe. U pozitivnom modu, razlike su
isklju¢ivo kvantitativne. Tipi¢no je koncentracija datog jedinjenja u korenu od nekoliko puta do
nekoliko desetina puta ve¢a od odgovarajuce koncentracije u herbi (Tabela 5.3.).

| PC2
YAT

AnS09e

AnSO8,
AnS03®

AnS07®
®A4nS04
£336 AnS01@ ®4AnS10
T

®
AnS06 PC1

DPT+NEM

AnS05e
CHAE

AnSTt

Slika 5.50. PCA dominantnih jedinjenja iz intervala ty = 5—6,2 min u ekstraktima korena A.

sylvestris. Kao ulazni podaci koriséene su povrsine pikova normalizovane na pik nemerozina kao
100 %.
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Tabela 5.3.Relativni sadrzaj dominantnih lignana u ekstraktima korena i herbe A. sylvestris.
Vrednosti su date kao povrsine pikova (sumirane povrSine svih znacajnih jona datog jedinjenja)
preracunate na koncentraciju (masu) injektovanog ekstrakta, i zatim radi preglednosti normalizovane
na maksimalnu vrednost od 100.

DPT  NEM _ SYL _ YAT DPT NEM _ SYL  YAT
Area/m Odnos koren/herba
AnSO1 E 263’?9 597’?2 ;2 334;?7 37 61 12 102
AnS03 E 373’?2 ;? if 563”22 48 53 18 86
AnS04 E 46;7 ;2(7) 136?7 636,,97 76 17 55 172
AnS05 E 21(6) 430’?8 gg fgi 24 119 42 43
AnS06 E 285’}1 ;32 2‘2‘ 469”30 30 49 15 78
AnS07 E 594;,16 11086}0 ;3 876,90 60 55 15 101
AnS08 E 493’,68 ;jﬁ ‘5‘22 677’?6 45 58 13 97
AnS10 E 323 835’?2 ;Z 635’?3 45 226 71 214
AnS1I E 163’1 228’?3 ?g gg 21 139 20 153

U pozitivnom modu, pored lignana uocava se i niz pikova manjeg intenziteta. U intervalu ¢z =
7,7-9,8 min eluiraju neidentifikovana lipofilna jedinjenja.

Na pocetku svih hromatograma zapaZza se split-ovani pik (maksimumi na 0,49 min i 0,53 min)
sa najintenzivnijim jonom 381 [M+K]" u PI, odn. 341 [M—H] i 377 [M+CI] u NI, i bez signala u
UV podrugju. U MS? detektovan je niz fragmenata: 325 [M+H-H,0]", 307 [M+H-2H,0]", 289
[M+H-3H,0]", 181 [M+H—(heksoza-H,0)]", 163=181-H,0, 145=181-2H,0, 127=181-3H,0.
Standard saharoze dao je takode split-ovani pik sa identinim MS® spektrom, na osnovu &ega je
zakljuCeno da je u pitanju saharoza ili neki drugi disaharid.

Na kraju, na 1,70 min detektovan je minorni pik jedinjenja Mw = 192, za koga je poredenjem
retencionog vremena, UV 1 MS spektra sa referentnim standardom potvrdeno da predstavlja
kumarin skopoletin.

Hromatogram ekstrakta korena A. sylvestris snimljen u negativnom modu znatno je sloZeniji
od odgovaraju¢eg PI hromatograma, sa preko 20 intenzivnih pikova. Dok wveliki broj nije
identifikovan, utvrdeno je da signali na 0,83 min (354 Da), 1,01 (354 Da), 1,86 (516 Da) i 2,38 min
(516 Da) predstavljaju fenolna jedinjenja: 5-kafeoilhinsku (,,hlorogensku’), 1-kafeoilhinsku (ili neki
drugi izomer), i dve izomerne dikafeoilhinske kiseline. U korenu, ali ne i herbi, izraZeni su i pikovi
podofilotoksina (4,52 min, 414) i dva neidentifikovana lignana Mw = 412 (4,39 min i 4,83 min).

U herbi su pored navedenih jedinjenja identifikovani i malonil-dikafeoilhinska kiselina (1,73
min, 602 Da), luteolin-O-heksozid (2,22 min, 449 Da), luteolin-O-malonilheksozid (2,83 min, 534
Da) i slobodni luteolin (3,99 min, 286 Da). Dok je u scan MSh hromatogramima bilo moguce
detektovati i identifikovati samo mali broj flavonoidnih jedinjenja, korii¢enjem ciljane MS?
(Precursor Ion Scan) analize utvrdeno je prisustvo najmanje 12 flavonoidnih glikozida, pri ¢emu
dominiraju derivati luteolina i, u manjoj meri, metil-luteolina (Tabela 5.2.).

U svim NI hromatogramima se u intervalu 8,9—10,3 min uocava niz intenzivnih pikova, ¢esto
viSestruko veéi od svih ostalih, koji poti¢u od veoma lipofilnih jedinjenja molekulske mase 250—
312 (Slika 5.51.). Jedini vidljivi joni u MS' spektru su [M—H] i [2M—2H+Na]* nije postignuta
fragmentacija u MS” pri nizim kolizionim energijama. Pretpostavka da su u pitanju vise masne
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kiseline potvrdena je analizom smeSe ovih jedinjenja, pripremljene saponifikacijom ulja lanenog
semena, uklanjanjem neizreagovalih triglicerida ekstrakcijom metilen-hroridom, oslobadanjem
slobodnih masnih kiselina sumpornom kiselinom i1 njihovom ekstrakcijom metilen-hloridom. U
ekstraktu 4. sylvestris identifikovane su linolenska kiselina (#z = 9,32 min, 278 Da), linolna (9,53
min, 280 Da), palmitinska (9,67 min, 256 Da), oleinska (9,77 min, 282 Da) i stearinska kiselina
(9,97 min, 284 Da).

U DAD hromatogramu, isti¢u se samo dva intenzivna pika, koji poti¢u od nemerozina i
herofilina.

92 94 95 98 10 102
Counts vs. Acquisition Time (min)
Slika 5.51. EIC hromatogrami masnih kiselina u ekstraktu herbe AnS10 (negativni mod).

Anthriscus cerefolium

Za razliku od ekstrakta korena A. sylvestris, kod A. cerefolium je u pozitivnom modu
detektovan mali broj komponenti (Prilog 8.11.), od kojih je u ovom trenutku bilo moguce
identifikovati samo saharozu i1 minorni pik skopoletina. U cilju identifikacije lipofilnih komponenti
sa fg = 4,67 min (246 Da), 5,66 min (328 Da), 6,11 min (330 Da) i 8,3-9,7 min, bi¢e neophodni
dodatni MS" eksperimenti.

Kori§éenjem MS? skrininga bilo je moguce detektovati i niz flavonoida; utvrdeno je da su za
ovu vrstu karakteristiéni O-glikozidi luteolina i apigenina (Tabela 5.2.).

Dominantni pikovi u negativnom modu poti¢u od acetil-malonildikafeoilhinske (2,63 min,
samo u AnT10) i izomernih malonildikafeoilhinskih kiselina (#z = 1,71 min i 1,99 min), pomenutih
jedinjenja mase 328 i 330, i slobodnih visih masnih kiselina: linolenske, linolne, palmitinske,
oleinske i stearinske.

Chaerophyllum bulbosum

U negativnom modu, u ekstraktima herbe Ch. bulbosum detektovan je niz fenolnih
komponenti (Prilog 8.11.). Identifikovani su malonil-dikafeoilhinska kiselina (1,77 min, 602 Da),
luteolin (3,96 min, Mw = 286 Da) i njegovi O-glikozidi: heksozid (2,21 min, 448 Da),
malonilheksozid (2,82 min, 534 Da) i acetilheksozid (3,79 min, 490 Da), O-glikozidi kvercetina:
heksozid (2,34 min, 464 Da), malonilheksozid (2,39 min, 550 Da) i acetilheksozid (2,82 min, 506
Da), kao 1 masne kiseline: linolenska, linolna, palmitinska, oleinska i stearinska. Luteolin-heksozid,
malonilheksozid, kvercetin-heksozid i acetilheksozid predstavljaju dominantne pikove u DAD
hromatogramu ekstrakta herbe. Koncentracija fenolnih jedinjenja znatno je veca u herbi nego u
korenu.

U pozitivnom modu uocava se mali broj intenzivnih pikova, pri ¢emu za sada nijedan nije bilo
moguce identifikovati. Dva pika na 4,76 min i 5,58 min poti¢u od heksozida i slobodnog aglikona
nepoznate strukture. Neparna vrednost molekulske mase aglikona od 229 Da ukazuje, na osnovu
azotnog pravila, na prisustvo neparnog broja atoma azota u molekulu. U MS? takode se vidi gubitak
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NHj3; iz protonovanog molekula. U UV spektru uocljivi su apsorpcioni maksimumi na 223 nm i 325
nm, §to ukazuje na prosirenu delokalizaciju, dok su u MS? spektru dominantni joni 213, 197, 184,
167, 145 i 130 (poslednji vidljiv i u MS").

Pik na 6,10 min odgovara jedinjenju mase 330, detektovanom i u ostalim vrstama. Jedinjenje
ne pokazuje apsorpciju u UV podruju 2>250 nm. MS? i pseudo-MS® eksperimentima dobijeni su
slede¢i fragmenti: 295 [M+H-2H,0?]" (fragmentise na 277=295-H,0, 259=277-H,0, 251=295—
CO,, 215=259-C0y,), 277=295-H,0, 213 (daje produkte 195, 177 i niz fragmenata manje mase) i
195=213-H,0.

Na 1,72 min detektovan je minorni pik skopoletina. Lignani su detektovani samo u
tragovima. Koncentracija deoksipodofilotoksina i nemerozina u ekstraktu korena je nekoliko stotina
puta niZa, a jateina oko 1000 puta niza od prosecne koncentracije u ekstraktu korena A4. sylvestris.

Chaerophyllum hirsutum

Ekstrakti korena i herbe Chaerophyllum hirsutum pokazuju u negativnom modu veliku
sli¢nost (Prilog 8.11.). Dominantne komponente u hromatogramu su hlorogenske kiseline: 5-
kafeoilhinska kiselina (0,81 min, 354 Da), malonil-dikafeoilhinska kiselina (1,71 min, 602 Da),
dikafeoilhinske kiseline (1,81 min, 1,86 min i 2,22 min, 516 Da) acetil-kafeoilhinska (3,34 min, 558
Da) i acetil-malonil-dikafeoilhinska kiselina (3,19 min, 644 Da). Detektovan je i niz flavonoida:
luteolin (4,02 min, 286 Da) i njegov O-heksozid (2,22 min, 448 Da) i acetilheksozid (3,85 min, 490
Da), kao i rutin (2,28 min, 610 Da), masne kiseline (linolenska, linolna, palmitinska, oleinska i
stearinska) i saharoza (0,49 min, 342 Da).

U pozitivnom modu, u korenu je detektovano nepoznato jedinjenje Mw = 222, tz = 1,81 min,
koje u MS? spektru daje fragmente: 208 [M+H-CHs]", 190 [M+H-CH;3*—H,0]", 179 [M+H-
CO,]"ili 208—-CO/CH,=CH,, 162 = 190—CO/CH,=CH,, 135 [M+H-2CO,]", 117 = 135-H,0, 107 =
135—-CO/CH,=CH,. Brojni gubici CO, CO; i H,O mogli bi da ukazuju na trikarboksilnu kiselinu.
Pored slobodnog jedinjenja, detektovani su i odgovarajué¢i heksozid (0,96 min, 384 Da) i
acetilheksozidi (1,45 min i 1,60 min, 426 Da).

Lignani su prisutni u tragovima u herbi uzorka ChHO03, sa koncentracijom
deoksipodofilotoksina u ekstraktu ~100 puta nizom od koncentracije u korenu A. sylvestris, a
odgovaraju¢om koncentracijom nemerozina ~1000 puta nizom.

Chaerophyllum temulentum

U PI hromatogramu (Prilog 8.11.) ekstrakta korena Ch. temulentum dominira intenzivan pik
skopoletina na 1,70 min, kao i neidentifikovana lipofilna komponenta 7z = 6,10 min Mw = 330. U
ekstraktu herbe (u pozitivnom i negativnom modu) identifikovane su hlorogenske kiseline — 5-
kafeoilhinska (0,81 min), dikafeoilhinske (1,85 min, 2,38 min), acetil-dikafeoilhinska kiselina (3,28
min), malonil-dikafeoilhinske (1,46 min, 1,73 min) i acetil-malonil-dikafeoilhinska kiselina (3,13
min). Koncentracija skopoletina u herbi visestruko je niza nego u korenu.

Flavonoidi su detektovani samo koris¢enjem ciljanog MS?. Detektovani su O-glikozidi
kvercetina — 3-rutinozid (rutin), 3-galaktozid (hiperozid) i acetilheksozid, kao i heksozid,
malonilheksozid 1 acetilheksozid neidentifikovanog aglikona mase 286.

Lignani su takode detektovani samo u tragovima, uz koncentraciju deoksipodofilotoksina,
nemerozina i jeteina za tri reda veli¢ine nizu od ekstrakta A. sylvestris.

Scandix pecten-veneris

U hromatogramu (Prilog 8.11.) ekstrakta herbe S. pecten-veneris bilo je moguce identifikovati
ve¢inu komponenti. Dominantni pikovi poticu od hlorogenskih kiselina, flavonoida, masnih
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kiselina, saharoze, i neidentifikovanih jedinjenja mase 328 (5,74 min) i 330 (6,19 min), ve¢
detektovanih kod ostalih vrsta. Od hlorogenskih kiselina, pronadene su 5-kafeoilhinska (0,81 min),
dikafeoilhinska (1,90 min), acetil-dikafeoilhinska (3,35 min), malonil-dikafeoilhinske (1,51 min i
1,77 min) i acetil-malonil-dikafeoilhinska kiselina (3,19 min). Sto se ti¢e flavonoida, MS'
eksperimentima pronadeni su samo luteolin (4,04 min) 1 njegovi O-glikozidi: heksozid-
heksuronozid (1,60 min, 624 Da), heksozid (2,26 min, 448 Da), malonilheksozid (2,88 min, 534
Da) i acetilheksozid (3,84 min, 490 Da). Ciljanim MS” skriningom bilo je moguée detektovati i
tragove apigenin-acetilheksozida (4,41 min, 474 Da) kao jedinog neluteolinskog glikozida. Pikovi
heksozida i malonilheksozida predstavljaju dominantne pikove u DAD hromatogramu.

U ekstraktu korena identifikovano je samo nekoliko pikova hlorogenskih kiselina, kao i
skopoletin. Poredenjem korena i herbe moze se zakljuciti da je herba znatno bogatija fenolnim
jedinjenjima — flavonoidima i fenolnim kiselinama.

5.2.2.2. Vodeni ekstrakti

S obzirom na veoma visoku polarnost vode, moglo bi se oc¢ekivati da ¢e vodeni ekstrakti biti
bogatiji hidrofilnim biomolekulima (Seceri, karboksilne kiseline, glikozilovani flavonoidi) a
siromasnijii lipofilnim (permetilovani lignani, flavonoidni aglikoni, triacilgliceroli i masne kiseline)
od 70 % MeOH-ekstrakata. Medutim, utvrdeno je [272] da je subkriticna vrela voda dobar
ekstragens 1 za nepolarnija jedinjenja (zbog Cega postaje popularna alternativa zapaljivim i
toksi¢nim organskim rastvara¢ima, narocito u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji), i na 85 °C
ima ekstrakcionu mo¢ i selektivnost veoma sli¢nu 70 % EtOH. Pritom, postupak maceracije daje
rezultate uporedive sa ASE (accelerated solvent extraction) na 85—-100 °C. Naravno, budu¢i da su
mnogi sekundarni biomolekuli termolabilni, moze se ocekivati degradacija odredenih klasa
jedinjenja (ASE eksperimenti pokazali su da prinos vecine ispitivanih jedinjenja znacajno opada na
temperaturama iznad 100 °C).

Hromatogrami svih pripremljenih vodenih ekstrakata, uporedeni sa hromatogramima
odgovarajucih 70 % MeOH ekstrakata, dati su u Prilogu 8.12.. Dok kod polarnijih jedinjenja nisu
uocene pravilnosti, sadrzaj lipofilnijih jedinjenja (fz > 4-5 min) tipi¢no je nizi u vodenim
ekstraktima. Ovo naro¢ito vazi za masne kiseline, ¢iji su pikovi veoma intenzivni u NI
hromatogramima 70 % MeOH ekstrakata, dok su dok vodenih zanemarljivi (sem palmitinske
kiseline).

Profil odn. relativno odnos dominantnih komponenti u PI hromatogramu — lignana — kod vrste
Anthriscus sylvestris prakti¢no je nezavisan od ekstragensa. Medutim, prinos je viSestruko nizi kod
vodenih ekstrakata. Sto se ti¢e polarnijih jedinjenja (fz < 5 min) uoéljivih u NI (pretpostavlja se,
jedinjenja fenolne strukture), kod herbe sadrzaj je relativno uporediv u hromatogramima vodenog i
70 % MeOH ekstrakta, dok je kod korena udeo u vodenim ekstraktima mnogo nizi (mnogi od
pikova intenzivnih u hromatogramu alkoholnog ekstrakta nedetektabilni su kod vodenog). Jedino
jedinjenje kod koga je uoCen znacajan porast udela, sa tz = 4,96 min i Mw = 404 Da, vidljivo samo
u negativnom modu, za sada nije bilo moguce identifikovati.

Kod vrste Anthriscus cerefolium sadrzaj polarnijih jedinjenja (koja su za sada uglavnom
neidentifikovana) sli¢an je kod vodenih i alkoholnih ekstrakata. Pikovi malonilovanih hlorogenskih
kiselina (malonil-diCQA, acetil-malonil-diCQA), kao i niza neidentifikovanih komponenti, znatno
su nizi ili odsutni. Sadrzaj fenolnih komponenti u vodenom ekstraktu herbe Chearophyllum
bulbosum takode je nizi nego u alkoholnim ekstraktima. Ovo je narocito izrazeno kod manje
polarnih jedinjenja — luteolina 1 luteolin-O-acetilheksozida, kao 1 malonil-dikafeoilhinske kiseline
(za koju se moze ocekivati da podleze degradaciji). S druge strane, profil i sadrzaj polarnih
jedinjenja u Chaerophyllum hirsutum veoma je slican kod vodenih i alkoholnih ekstrakata, sem
dodatnog pika malonil-diCQA na 1,54 min i u korenu i u herbi, koji je mogao nastati
izomerizacijom. Profili polarnih jedinjenja u pozitivnom modu prakti¢no su identi¢ni i kod Scandix
pecten-veneris, dok se u negativnom modu uoc¢ava znatno nizi sadrzaj ili odsustvo niza jedinjenja —
luteolina i njegovih O-heksozida i O-acetilheksozida, kao 1 acetil- i malonil-diCQA.
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5.3. KVANTITATIVNA ANALIZA EKSTRAKATA
5.3.1. LC-MS KVANTIFIKACIJA FENOLNIH JEDINJENJA
Razvoj i optimizacija metode

U cilju kvantifikovanja sadrzaja fenolnih kiselina (benzoevih i hidroksicimetnih), kumarina,
flavonoida 1 lignana u ispitivanim ekstraktima, razvijena je LC-MS / LC-MS-MS metoda.
Hromatografski parametri koriS¢eni za potrebe kvalitativne analize (Zorbax Eclipse XDB-C18 50
mm x 4,6 mm X 1,8 um kolona, mobilna faza na bazi 0,05 % HCOOH + 200 pg/mL CH3;COONH4
1 metanola, u gradijentnom rezimu) rezultovali su zadovoljavaju¢im razdvajanjem standarda uz
prihvatljivo trajanje, te su odabrani kao osnova za kvantitativnu metodu. Kod reverznofazne
hromatografije fenolnih jedinjenja, dodatak kiselina (kao S§to je mravlja kiselina) u mobilnu fazu
povoljno uti¢e na oblik pikova i razdvajanje putem suzbijanja disocijacije. S druge strane,
preliminarna ispitivanja pokazala su da visoke koncentracije kiseline (1 % V/V) dovode do
znacajne supresije signala u negativnom modu, odn. smanjenja prinosa [M—H]. Odabrana
koncentracija od 0,05 % pokazala se pogodnom za kvantitativnu analizu..

Budu¢i da su performanse hromatografske metode bile zadovoljavajuce pristupilo se izboru
parametara masenog spektrometra, koja je obuhvatila izbor prekursora za svaki analit, optimizaciju
napona fragmentora, izbor produkta (za jedinjenja koja ¢e biti analizirana u MS® modu) i
optimizaciju napona kolizione ¢elije odn. energije kolizije.

Uz koris¢enu mobilnu fazu i pri datim parametrima jonskog izvora, svi analiti davali su
intenzivan [M-H] jon uz prakticno odsutne nepozeljne adukte [M+Cl], [M+HCOO],
[M+CH3COO] i [M+H,PO4] . Stoga, [M—H] joni odabrani su kao prekursori za sve analite.

Dalje, za svako od jedinjenja bilo je potrebno definisati napon fragmentora (napon izmedu
ulazne kapilare i prvog skimera) Vj,, pri kome se postize maksimalna koncentracija prekursora.
Smesa standarda analizirana je u MS2SIM modu pri naponima u intervalu 80-140 V (uz inkremente
od po 10 V). Graficki je predstavljena zavisnost povrsine pika [M—H] u EIC hromatogramu od Ve
(Prilog 8.17.) i procenjena vrednost koja daje maksimalan odgovor (Tabela 4.5.).

Slede¢i korak obuhvatio je snimanje MS* spektara (Product Ion Scan mod) pri optimalnom
naponu fragmentora i naponu kolizione ¢elije V., u intervalu 040 V (u inkrementima od po 10 V),
a u cilju izbora najpogodnije tranzicije, koja ¢e u isto vreme obezbediti selektivnost i osetljivost.
Spektri su dati u (Prilog 8.16.). Za vecinu fenolnih kiselina, najznacajnija fragmentacija je gubitak
CO; iz karboksilne grupe. Kod O-metilovanih derivata, odabrani su specifi¢niji fragmenti nastali
demetilacijom, dok je kod hlorogenske kiseline najznacajniji gubitak ostatka kafene kiseline. U
spektrima flavonoidnih O-glikozida — rutina i apigenin-7-O-glukozida — jedini vidljivi fragment je
[Yo—H]", nastao homolitickim cepanjem glikozidne veze [255]. Kod tri flavonoidna aglikona —
kvercetina, luteolina i apigenina — uocCena je dobro definisana flagmentacija, uz najznacajniji
produkt ["*A—CO] (m/z = 151) kod kvercetina, "B~ (m/z = 133) kod luteolina i "B~ (m/z = 117)
kod apigenina. Medutim, kod cetvrtog jedinjenja iz grupe — kemferola — fragmentacijom je dobijen
veliki broj produkata, §to bi rezultiralo niskom osetljivos¢u. Zbog toga je odluceno da flavonoidni
aglikoni budu analizirani u MS' (MS2SIM) modu.

U okviru poslednje faze — optimizacije kolizione energije — smeSa standarda analizirana je u
MRM (multiple reactions monitoring) modu, koriste¢i prethodno odredene optimalne tranzicije i
napone fragmentora, uz variranje napona kolizione ¢elije V., u opsegu 0-50 V (inkrementi 5-10
V). Za svaku tranziciju konstruisana je kriva zavisnosti povrSine pika od V., (Prilog 8.17.) i
procenjena vrednost koja daje maksimalan odgovor (Tabela 4.5.).

Kalibracija i kvantitacija

Kalibracione krive pripremljene su analizom serije standarda u Sirokom opsegu, 0,04—-10
pg/mL za apigenin i 0,4-100 pg/mL za ostale analite (primer hromatograma standarda dat je na
Slici 5.52.),. Kalibracione krive (Prilog 8.18.) konstruisane su u Origin Pro 8.0724 softveru
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(OriginLab Corporation) 1 vrednosti koncentracija u uzorcima ocitane direktno koriS¢enjem
regresione jednacine. U slucaju nizih koncentracija analita, koriS¢ene su dodatne kalibracione krive
u uzem opsegu. Treba napomenuti da su u mnogim slucajevima, naroc¢ito kod krivih u punom
opsegu koncentracija, zabelezena sistematska odstupanja od linearnosti, koja se mogu pripisati
delimi¢nom zasi¢enju detektora.

Rezultati odredivanja sadrzaja odabranih fenolnih jedinjenja u ispitivanim ekstraktima dati su
u Tabeli 5.4.
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Slika 5.52 Hromatogram standarda C=3 ng/mL (tri vremenska segmenta — dva MRM i jedan MS2SIM —
prikazana su odvojeno).

Zapaza se nizak sadrzaj benzoevih kiselina (galna, siringinska, p-hidroksibenzoeva), koji ni u
jednom uzorku ne prelazi 0,16 mg/g (0,016 %). S druge strane, sadrzaj hidroksicimetnih kiselina je
znatno visi. Najzastupljeniija je 5-O-kafeoilhinska (hlorogenska) kiselina, koja u uzorcima
Anthriscus sylvestris dostize i do 9 mg/g (0,9 %), i neSto nize koncentracije u Chaerophyllum
hirsutum. Ferulna kiselina prisutna je u vecini uzoraka, mada u relativno niskim koncentracijama
(do 0,09 %). Sto se kumarina ti¢e, male koli¢ine eskuletina detektovane su u nekim uzorcima, dok
je skopoletin znatno =zastupljeniji, naro€ito u korenu. Najveée koncentracije (do 0,09 %)
detektovane su u Chaerophyllum temulentum.

Zbog nedostupnosti standardd, kvantitacija lignana nije bila moguca, sem
sekoizolaricirezinola i matairezinola. Dok prvo jedinjenje nije detektovano ni u jednom uzorku,
male koli¢ine matairezinola pronadene su u korenu A4. sylvesris, §to se mozda moze protumaciti
potpunim utroSkom ovih intermedijera za biosintezu jateina, deoksipodofilotoksina,
podofilotoksina, nemerozina i silvestrina.

Sadrzaj flavonoidnih aglikona uglavnom je bio vrlo nizak, ispod 0,1 mg/g, sem luteolina koji
je dostizao do 0,25 mg/g.

Poredenjem vodenih i 70 % metanolnih ekstrakata uocava se da je u vecini slucajeva sadrzaj
fenola znatno nizi u vodenim ekstraktima, §to se moze objasniti manjom polarnos¢u rastvaraca.
Izuzeci su kafena i ferulna kiselina, skopoletin i, u nekim slucajevima, apigenin-7-O-glukozid.
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Tabela 5.4. Rezultati kvantitativne LC-MS i LC-MS-MS analize odabranih fenola u ekstraktima. GA — galna kiselina, CQA — hlorogenska k., HBA — p-
hidroksibenzoeva k., AES — eskuletin, CA — kafena k., SYR — siringinska k., COU — kumarinska k., SCO — skopoletin, FER — ferulna k., SYN — sinapinska k., RUT
— rutin, A7G — apigenin-7-O-glukozid, SEC — sekoizolaricirezinol, MAT — matairezinol, QUE — kvercetin, LUT — luteolin, KAE — kemferol, API — apigein.

GA CQA HBA AES CA SYR COU SCO FER SYN RUT A7G SEC MAT QUE LUT KAE API
AnSOIK-Ex(70M) <0,08* 2,51 <008 <008 0,103 <008 <008 <008 <008 <008 <008 <009 <008 <008 <007 <008 <008 <0,008
AnSO3K-Ex(70M) <007 3,51 <007 <008 0,132 <0,07 <0,08 0,963 <008 <008 <008 <008 <007 0,184 <007 <007 <0,08 <0,007
AnSO4K-Ex(70M) <0,06 0,644 <006 <006 0,276 <006 <006 <006 00651 <006 <006 <006 <006 <006 <005 <006 <006 <0,006
AnSOSK-Ex(70M) <008 1,21 <008 <008 <008 <008 <008 <008 00844 <008 <008 <008 <008 <008 <007 <008 <0,08 <0,008
AnSO6K-Ex(70M) <0,08 0,911 <008 <008 <008 <008 <0,08 0,190 0,954 <008 <008 <008 <008 <008 <007 <008 <0,08 <0,008
AnSO7K-Ex(70M) <0008 3,69 <008 <008 0,180 <008 <008 0207 0170 <008 <008 <008 <008 <008 <007 <008 <0,08 <0,008
AnSOSK-Ex(70M) <0008 9,00 <008 <009 0,176 <0,08 <0,09 0130 0,160 <009 <009 <009 <008 0215 <008 <008 <0,09 <0,008
AnS09K-Ex(70M) <007 7,05 <007 <008 0,088 <0,07 <0,08 0,189 0,845 <008 <008 <008 <007 0220 <007 <007 <008 <0,007
AnSI10K-Ex(70M) <0,08 2,15 <008 <008 <008 <008 <008 <008 0771 <008 <008 <008 <008 <008 <007 <008 <008 <0,008
AnS11K-Ex(70M) <0008 0,992 <008 <008 <008 <008 <008 <008 0890 <008 <008 <009 <008 <008 <007 <008 <0,08 <0,008
AnCI0K-Ex(70M) <0,04 0,194 0,0731 <005 <004 <004 <005 <004 00559 <005 <005 <005 <004 <004 <004 <004 <005 <0,004
AnCIIK-Ex(70M) <0,04 0297 0,465 <004 <004 <004 <004 <004 00818 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
AnCI2K-Ex(70M) <0,04 0210 <0,04 0,0445 <004 <004 <004 0,0410 0,131 <004 <0,04 <004 <004 <004 <003 <004 <004 <0,004
AnCI3K-Ex(70M) <0,04 0200 <0,04 00923 <004 <004 <004 00734 0,171 <004 <0,04 <004 <004 <004 <003 <004 <004 <0,004
AnCl4K-Ex(70M) <004 <0,04 <004 <004 <004 <004 <004 <004 00599 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
AnCISK-Ex(70M) <0,03 0,0673 <0,03 <004 <003 <003 <004 <003 <004 <004 <004 <004 <003 <003 <003 <003 <004 <0,003
AnCI6K-Ex(70M) <0,04 0,199 <0,04 <004 <004 <004 <004 00955 0,170 <0,04 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
AnCI7K-Ex(70M) <0,04 0,0550 <0,04 0,0451 <0,04 <004 <004 <004 00804 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
ChBOIK-Ex(70M) <0,03 <003 0,0478 <004 <003 <003 <004 <003 0119 <004 <004 <004 <003 <003 <003 <003 <004 <0,003
ChBO2K-Ex(70M) <0,03 0,0946 <003 <0,03 <003 <003 <0,03 00327 0215 <003 <003 <003 <003 <003 <003 <003 <003 <0,003
ChHOIK-Ex(70M) <0,04 0,956 <0,04 <004 <004 <004 <004 0,787 00828 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
ChHO2K-Ex(70M) <0,04 1,986 0,0504 <004 <004 0,0393 <004 0,099 0,105 <004 <004 <004 <004 00501 <003 <004 <004 <0,004
ChHO3K-Ex(70M) <0,04 0,264 <004 <004 <004 <004 <004 00843 00819 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
ChTOIK-Ex(70M) <0,04 0,171 0,0492 <004 <0,04 0,0422 00585 0,425 0210 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
ChTO2K-Ex(70M) <0,05 0,906 0,0688 <0,05 <0,05 <005 0,109 0932 0317 <005 <005 <005 <005 <005 <004 <005 <005 <0,005
ChTO3K-Ex(70M) <0,04 0,204 0,0433 <0,04 <004 <0,04 0,434 0,140 0,225 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
ChTO4K-Ex(70M) <0,04 0,536 0,0826 <0,04 <0,04 <0,04 00466 0,164 0,169 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
ChTOSK-Ex(70M) <0,04 0,236 <004 <004 <004 <004 <004 0,133 0,145 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
SPVOIK-Ex(70M) <004 0293 00609 <0,04 <0,04 <0,04 00576 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
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GA CQA HBA AES CA SYR COU SCO FER SYN RUT A7G SEC MAT QUE LUT KAE API
AnSOIH-Ex(70M) <004 3,12 0,0830 <005 <004 <004 <004 00759 <004 <005 <004 <005 <004 <004 <004 <004 <005 <0,004
AnSO3H-Ex(70M) <0,04 0,363 0,0963 <004 <004 <004 <004 00407 00389 <004 <004 <004 <004 <004 <003 <004 <004 <0,004
AnSO4H-Ex(70M) <0,04 0,241 0,165 <004 <004 <004 <004 0,048 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <003 <004 <004 <0,004
AnSOSH-Ex(70M) <0,04 6,89 0,536 <004 <004 <004 <004 00374 <004 <004 <004 0,100 <004 <004 <004 0,137 <004 0,0127

AnSO6H-Ex(70M) <0,04 0,568 0,126 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
AnSO7H-Ex(70M) <004 1,17 1,38 <0,04 00449 <004 <004 0,0467 00414 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
AnSOSH-Ex(70M) <004 1,83 1,12 <004 00563 <004 <004 0,0828 00528 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
AnS10H-Ex(70M) <0,03 7,78 0,525 <0,04 0,0437 <0,03 <0,04 0,876 0,0424 <004 <004 0,06004 <003 <003 <003 0,127 <0,04 0,00903
AnSI11H-Ex(70M) <004 841 0,478 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 0,0479 <004 <004 <004 00407 <0,04 <0,004
AnC10H-Ex(70M) <0,04 0,49 0,698 <004 0,0460 <0,04 <004 <004 0,0369 <004 <004 00303 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
AnCI1H-Ex(70M) <0,04 052 <039 0,584 <004 <004 <004 <004 0,0357 <004 <004 00735 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
AnCI2H-Ex(70M) <0,04 092 0426 0,0470 0,0497 <004 <004 0,0216 0,0506 <004 <004 0344 <004 <004 <004 <004 <004 00141

AnCI3H-Ex(70M) <0,04 1,10 0,836 0,530 <004 <004 <004 <004 00371 <004 <004 0,156 <004 <004 <003 <004 <004 0,0360

AnCI4H-Ex(70M) <0,04 051 <039 0,162 <004 <004 <004 <004 00336 <004 <004 0180 <004 <004 <003 <004 <004 0,00806
AnCISH-Ex(70M) <0,04 037 0,656 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 00710 <004 <004 <003 <004 <004 00171

AnCI6H-Ex(70M) <0,03 1,37 <039 <004 <003 <003 <004 <003 00435 <004 <004 0147 <003 <003 <003 <003 <004 0,0364

AnC17H-Ex(70M) <0,04 0,15 0462 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 0,00419
ChBOIH-Ex(70M) <004 0,85 1,11 <004 <004 <004 <004 <004 00532 <004 <004 00958 <004 <004 <004 0,159 <004 0,0124

ChBO2H-Ex(70M) <0,03 0,80 1,12 <004 <003 <003 <004 <003 00427 <004 <004 0,125 <003 <003 <003 0251 <004 0,0251

ChHOIH-Ex(70M) <0,04 4,36 0416 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <003 0,0301 <004 0,00727
ChHO2H-Ex(70M) <004 4,80 0442 <005 <004 <004 <004 0042 <004 <005 <004 00781 <004 <004 <004 00564 <005 0,0227

ChHO3H-Ex(70M) <0,04 850 <039 <004 0,0512 <004 <004 <004 <004 <004 4928 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
ChTOIH-Ex(70M) <004 121 0879 <004 <004 <004 <004 0,0882 0,0633 <004 <004 <004 <004 <004 <003 <004 <004 <0,004
ChTO02H-Ex(70M) <0,04 <004 0,746 <004 0,0480 <004 <0,04 0,0418 00616 <004 0863 <004 <004 <004 <003 <004 <004 <0,004
ChTO3H-Ex(70M) <0,04 3,45 0847 <004 <004 <004 <004 <004 00887 <004 0,163 <004 <004 <004 <004 <004 <0,04 <0,004
ChTO4H-Ex(70M) <004 2,18 143 <004 <004 <004 <004 <004 0,413 <004 0,109 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
ChTOSH-Ex(70M) <0,04 220 0,773 <004 <004 <004 <004 <004 0,0467 <004 0,0626 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
SPVOIH-Ex(70M) <004 1,56 <039 <0,04 <0,04 <004 <004 <004 <004 <004 0,076 <004 <004 <004 0112 <004 0,00566
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GA CQA HBA AES CA SYR COU SCO FER SYN RUT A7G SEC MAT QUE LUT KAE API

AnSO7H-Ex(ag) <0,04 <004 <039 <004 0282 <004 <004 135 00984 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
AnSO7K-Ex(ag) <004 <004 <039 0,0626 0,166 <004 <004 0792 00555 <004 <004 0213 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
AnCI2H-Ex(ag) <0,04 <004 <039 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,04 <0,004
AnCI2K-Ex(aq) <0,04 <0,04 <039 <004 00516 <004 <004 0452 0,167 <0,04 <004 00547 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
ChBO1H-Ex(aq) <0,04 0,11 <039 <004 270 <004 <004 2,65 0491 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
ChBOIK-Ex(aq) <004 <004 <039 0,0467 <004 <004 <004 0,119 0210 <004 <004 <005 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
ChHOIH-Ex(aq) <0,04 0,10 <039 <004 0,0496 <004 <004 00845 0354 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
ChHOIK-Ex(aq) <004 <0,04 <039 <004 <004 <004 <004 <004 0,182 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
ChTOSH-Ex(ag) <0,04 <004 <039 <0,04 0,240 <004 3,80 00582 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004
ChTO5K-Ex(aq) <0,04 <004 <039 <004 0,113 <004 <004 1,36 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 00767 <0,04 <0,004
SPVOIH-Ex(ag) <0,04 <004 <039 <004 0162 <004 00571 1,17 0,103 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <004 <0,004

* Vrednosti ispod najnize tacke u kalibraciji.
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5.3.2. SPEKTROFOTOMETRIJSKO ODREPIVANJE UKUPNIH FLAVONOIDA

Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima odreden je putem kompleksiranja sa A", pri ¢emu
dolazi do batohromnog efekta usled gradenja helata [237-241]. Apsorpcioni maksimumi traka I 1 II
pomeraju se iz UV podrucja (u kome je apsorpcija nespecifi¢na) u vidljivo podrucje. Talasna duzina
na kojoj se vrs$i merenje bira se na osnovu prisutnih klasa; u sluc¢aju Sirokog spektra struktura (kao
Sto su ekstrakti ispitivani u okviru ove teze, koji sadrze i flavone i flavonole), najcesce se koristi
kompromisna talasna duzina od 415 nm. Treba imati u vidu da dobijene vrednosti predstavljaju
samo aproksimaciju sadrzaja flavonoida; za dobijanje egzaktnih rezultata potrebno je
hromatografsko razdvajanje 1 kvantifikacija pojedinacnih jedinjenja koriS¢enjem referentnih
standarda.

Rezultati odredivanja ukupnih flavonoida dati su u Prilogu 8.19., a graficki prikaz na Slici
5.53. Sadrzaj flavonoida u ispitivanim 70 % MeOH ekstraktima varirao je u opsegu 2,27-30,4 mg
ekvivalenata kvercetina po 1 g suvog ekstrakta, pri ¢emu je kod Anthriscus sylvestris,
Chaerophyllum bulbosum 1 Scandix pecten-veneris koncentracija u herbi visestruko je ve¢a nego u
korenu (Sto se i moze ocekivati s obzirom na UV-protektivnu funkciju), dok kod Chaerophyllum
hirsutum 1 Chaerophyllum termulentum vazi suprotno. Kod svih vodenih ekstrakata sadrzaj
flavonoida je niZi nego kod 70 % metanolnih (Slika 5.54).
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5.4. BIOLOSKA AKTIVNOST EKSTRAKATA
5.4.1. ANTIOKSIDANTNA AKTIVNOST

Brojna istrazivanja ukazuju na znacaj oksidativnog stresa, naroCito reaktivnih kiseoni¢nih
(ROS) i azotnih vrsta (RNS), u razvoju degenerativnih i inflamatornih obolenja, zbog ¢ega postoji
interes za odredivanje antioksidantnih svojstava jedinjenja iz jestivih i lekovitih biljaka. Dodatni
znacaj supstanci sa antioksidantnim svojstvima poti¢e od njihove sposobnosti da Stite druge
biomolekule, narocito masti, od Stetnog dejstva kiseonika. Budu¢i da ova jedinjenja mogu delovati
putem razli¢itih mehanizama — inhibicije oksidativnih enzima, reakcije sa oksidansima pre nego Sto
mogu da oStete biomolekule, vezivanja jona prelaznih metala itd. — nemoguce je definisati
jedinstveno merilo antioksidantne aktivnosti. Zbog toga nije iznenadujuce da postoji veliki broj
testova za merenje antioksidantne aktivnosti i1 kapaciteta (striktno gledano, prvi termin vezan je za
kinetiku reakcije uzorka sa specificnim oksidansom, a drugi za koli¢inu oksidansa koju moze
neutralisati dati uzorak), zasnovanih uglavnom na transferu elektrona ili atoma vodonika [278]. Ove
metode mere sposobnost hvatanja slobodnih radikala (najvaznijih ROS i RNS — O,", H,O,, ROOs,
OHe., '0, i ONOO"), potroinju O,, inhibiciju lipidne peroksidacije, transfer atoma vodonika
(ORAC, TRAP i sli¢ni testovi), transfer elektrona (Folin-Ciocalteu test na ,,ukupne fenole®, TEAC,
FRAP, DPPH, DMPD 1 sl.). Treba imati u vidu da se reaktivnost uzorka prema razli¢itim
oksidansima 1 pri razli¢itim eksperimentalnim uslovima (pH, polarnost sredine, emulgatori itd.)
razlikuje, 1 nijedan test ne odraZava u potpunosti kompleknost dejstva i interakcija antioksidanasa in
vivo, zbog ¢ega je neophodna primena vise razli¢itih metoda [232].

Antioksidantna aktivnost ekstrakata korena i herbe ispitivanih vrsta ocenjena je merenjem
njihove sposobnosti da neutraliSu DPPH-radikal, kao i sposobnosti da redukuju [Fe-TPTZ]*"
kompleks.

DPPH test koriS¢en je za procenu reaktivnosti ekstrakata prema radikalskim vrstama, odn.
radical scavenging aktivnosti [279]. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil-radikal) jedan je od retkih
stabilnih 1 komercijalno dostupnih slobodnih radikala. Treba imati u vidu da su, zbog njegove velike
stabilnosti, rezultati ovog testa samo gruba procena ponaSanja prema visokoreaktivnim radikalima
kao Sto su ROS 1 RNS [234]. Dalje, noviji rezultati [273] sugeriSu da je u polarnoj sredini (alkoholi,
voda) transfer H- spor, i predominantan mehanizam barem sa nekim supstratima zapravo moze biti
jednoelektronska oksidacija DPPH reagensa:

AfOH —> A0 + H
ArO + DPPH*—> ArO-*+ DPPH
DPPH + H —> DPPHH
ArO* + DPPH ——> DPPH-OAr

Na kraju, kinetika reakcije nelinearno zavisi od koncentracije DPPH, te rezultati dobijeni pri
razli¢itim eksperimentalnim uslovima nisu nuzno uporedivi [59, 232]. Uprkos navedenim
nedostacima, zbog jednostavnosti izvodenja metoda se jo$ uvek veoma Cesto koristi za procenu in
vitro antioksidantnog kapaciteta biljnih ekstrakata.

Rezultati DPPH testa dati su u Prilogu 8.20., a graficki prikaz na Slici 5.55. ICs vrednosti 70
% metanolnih ekstrakata herbe varirale su u opsegu 8,76—77,4 pg/mL, a korena 8,53-204 ng/mL. U
veéini slucajeva, aktivnost ekstrakata herbe bila je uporediva ili neSto niza od sintetickog
antioksidanta BHT (butilovani hidroksitoluen, 4-metil-2,6-di-ferc-butilfenol), pri ¢emu je najnizu
aktivnost (proseéna ICso 30,9 pg/mL) i najveéu varijabilnost pokazivao Anthriscus sylvestris. Sto se
ekstrakata korena tiCe, kod A. sylvestris 1 Ch. hirsutum (sem ChHO3) aktivnost je uporediva sa
herbom, dok je kod ostalih vrsta ICsy nekoliko puta visa. Ovo se moze objasniti znatno nizim
sadrzajem fenolnih jedinjenja (flavonoidnih glikozida i hlorogenskih kiselina) u korenu vrsta 4.
cerefolium, Ch. bulbosum, Ch. temulentum i S. pecten-veneris, kao i u uzorku ChHO3K (Prilog
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8.13.). Pretpostavka da su ova jedinjenja odgovorna za uocenu aktivnost u skladu je sa rezultatima
ranijih istrazivanja [2, 6, 19, 20, 58].

U cilju dokazivanja ove pretpostavke, aktivnost (izraZena kao recipro¢na vrednost 1Csg)
korelisana je sa sadrzajem fenolnih jedinjenja (Slika 5.56.). Budu¢i da zbog nedostupnosti
referentnih standarda nije bilo moguce kvantifikovati veliku ve¢inu detektovanih fenola, kao merilo
sadrzaja ovih jedinjenja uzeta je ukupna povrSina pikova u DAD hromatogramu na 340 nm
(priblizan apsorpcioni maksimum dominantnih flavonoida i fenolnih kiselina), korigovana na
koncentraciju rastvora koris¢enih za HPLC analizu. Zapaza se visok stepen korelacije (Pearson-ov
koeficijent od 0,874), §to je potvrda hipoteze da uo€ena antivnost prvenstveno potic¢e od polifenola.
Najveca odstupanja uocena su kod vrste 4. sylvestris, u smislu nize aktivnosti od o¢ekivane. Ovo
nije iznenadujuce, s obzirom na ¢injenicu da su dominantne komponente u ekstraktima ove vrste
lignani sa (naj¢es¢e) permetilovanim hidroksilnim grupama, kod kojih se dakle ne moze ocekivati
znaGajna aktivnost. Izostavljanjem uzoraka A. sylvestris dobija se odli¢na korelacija, sa 7% = 0,961.
Vezu je bilo moguce uspostaviti i sa sadrzajem ukupnih flavonoida (odredenih kompleksiranjem sa
AI’"), mada je koeficijent korelacije znatno nizi (+* = 0,728) sem u slucaju vrste 4. cerefolium, za
koju #* iznosi 0,973 (Slika 5.57.).

Sto se ti¢e vodenih ekstrakata, u veéini sluéajeva aktivnost je uporediva sa 70 % metanolnim
ekstraktima (Slika 5.58.), i u odli¢noj je korelaciji sa sadrzajem fenolnih jedinjenja (+* = 0,951,
Slika 5.59.).

FRAP test (ferric reducing ability of plasma ili ferric ion reducing antioxidant power) jedna
je od standardnih metoda za ispitivanje redukcionih svojstava biljnih ekstrakata, iako je prvobitno
razvijena za potrebe analize krvne plazme. Ovom metodom odreduje se sposobnost ekstrakta da
ucestvuje u jednoelektronskim redoks-reakcijama, Sto znaci da antioksidansi sa razli¢itim modusom
delovanja (npr. karotenoidi) nece biti registrovani [232]. Drugi nedostatak je ¢injenica da izmeren
redukcioni kapacitet, zbog odsustva biomolekula kao supstrata, ne odrazava nuzno antioksidantnu
aktivnost odn. protektivna svojstva [59]. Redukcioni mehanizam antioksidantnog dejstva moze biti
znacajan kod neutralizacije vrsta kao $to su HOCl 1 ONOO™ [232].

Rezultati FRAP testa dati su u Prilogu 8.21., a graficki prikaz na Slici 5.61. ZapaZa se da je
aktivnost ekstrakata herbe (izrazena u mg ekvivalenata Fe*™ po 1 g ekstrakta) kod Anthriscus
sylvestris 1 Chaerophyllum hirsutum uporediva sa ekstraktima korena, neSto veca kod
Chaerophyllum temulentum 1 znatno veéa kod Anthriscus cerefolium, Chaerophyllum bulbosum i
Scandix pecten-veneris, $to se moze objasniti ve¢im sadrZzajem fenolnih jedinjenja u herbi. Za
razliku od DPPH, znatno je teZe uspostaviti korelaciju izmedu rezultata FRAP testa i sadrzaja
fenola (definisanog ukupnom povr§inom pikova na 340 nm) — koeficijent korelacije za sve podatke
iznosi tek 7 = 0,355 (Slika 5.63.). Najbolje slaganje uotava se kod ekstrakata A. sylvestris i A.
cerefolium, sa 7= 0,818. Kod ekstrakata herbe Ch. temulentum, Ch. bulbosum 1 S. pecten-veneris
aktivnost ne zavisi bitno od koncentracije fenolnih jedinjenja, dok se kod korena istih vrsta (sa
znatno nizim udelom fenolnih kiselina i flavonoida u odnosu na ostale komponente) pri slicnim
koncentracijama fenola uocavaju velike varijacije redukcione sposobnosti.

Nizak stepen korelacije ne znac¢i nuzno da fenoli nisu glavne redukcione komponente
ekstrakta — ne sme se zaboraviti da ve¢ jedinjenja sa malim razlikama u strukturi mogu imati bitno
razli¢it redoks-potencijal i stehiometriju reakcije sa FRAP reagensom, koja ne mora imati veze sa
brojem elektrona koje mogu donirati [232].

Sto se ti¢e odnosa izmedu sadrZaja flavonoida i rezultata FRAP testa (Slika 5.64.), korelacija
se uotava kod vrsta A. sylvestris (¥ = 0,990) i A. cerefolium (* = 0,934 uz zanemarivanje
ekstrakata korena AnS04 1 AnS11).

Kod vodenih ekstrakata uocava se slicnost aktivnosti sa metanolnim ekstraktima (Slika 5.62.),
sem kod uzoraka Ch. bulbosum (koga karakteriSe znatno nizi sadrzaj flavonoida) 1 Ch. temulentum,
kao i odli¢na korelacija izmedu apsorbancije na 340 nm i redukcionih svojstava, sa 7* = 0,964 .
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Slika 5.53. Poredenje sadrzaja ukupnih flavonoida u 70 % MeOH ekstraktima.
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Slika 5.54. Poredenje sadrzaja ukupnih flavonoida u vodenim i 70 % MeOH ekstraktima.
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Slika 5.55. Poredenje antioksidantnog kapaciteta 70 % MeOH ekstrakata, odredenog DPPH testom.
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Slika 5.56. Korelacija rezultata DPPH testa i sadrzaja fenola (levo — svi ekstrakti, desno — bez A. sylvestris).
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Slika 5.57. Korelacija rezultata DPPH testa i sadrzaja
ukupnih flavonoida.
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Slika 5.58. Poredenje antioksidantnog kapaciteta vodenih i 70 % Slika 5.59. Korelacija rezultata DPPH testa i
MeOH ekstrakata, odredenog DPPH testom. sadrzaja fenola u vodenim ekstraktima.
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U sklopu ispitivanja antiinflamatorne aktivnosti odabranih reprezentativnih uzoraka, odreden
je stepen inhibicije COX-1 1 12-LOX u ex vivo uslovima. Nakon aktivacije navedenih enzima u
trombocitima kombinacijom Ca*" i kalcijumove jonofore (A23184, kalcimicin), sadrzaj produkata
metabolizma endogene arahidonske kiseline — 12-HHT 1 12-HETE — pra¢en je LC-MS-MS
tehnikom. KoriS¢enje trombocita kao test sistema umesto izolovanih enzima ima viSestruke
prednosti:
bolje odrazava realne fizioloSke uslove,
trombociti sadrZe oba ciljana enzima, odn. omogucavaju istovremeno ispitivanje inhibicije
COX-1112-LOX,
zbog visoke peroksidazne aktivnosti u zivim ¢elijama, uticaj radikal-hvatacke sposobnosti
biljnih fenola na metabolizam eikozanoida je zanemarljiv.
Krive doza-odgovor za sve ispitivane uzorke date su u Prilogu 8.22., a rezultati (ICsy vrednosti) u

5.4.2. COX/LOX INHIBITORNA AKTIVNOST

Tabeli 5.5. 1 na Slici 5.65.
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Tabela 5.5. ICsy vrednosti (u mg/mlL) za ispitivane ekstrakte i standarde.

COX-1 12-LOX
Uzorci Herba Koren Herba Koren
AnS08 0,487 0,390 0,768 0,784
AnC13 1,42 - 0,851 -
ChBO1 0,837 1,79 0,555 -
ChHO1 1,72 1,24 0,716 1,52
ChTO1 1,1 0,752 1,29 -
SPVO01 2,66 2,33 0,918 2,08
Standardi**
Bajkalein 0,0192 0,0025
Kvercetin 0,084
Aspirin 0,001 -

* Relativna standardna devijacija intermedijerne preciznosti ranije je odredena i
iznosi 9,3 % za IC5o(COX-1) i 8,6 % za ICso(12-LOX)
** 1Cso vrednosti odredene u sklopu ranijih ispitivanja [242, 243].

ICso [mg/mL] BEherba

AnS08 AnC13 ChBO01 ChHO1 ChTO1 SPV01

257 oy mgml]  |@Herba
2 1 OKoren
1.5+
1 i
0.5
0 - —

AnS08 AnC13 ChBO1 ChHO1 ChTO1 SPV01
Slika 5.65. COX-1 (gore) i 12-LOX (dole) inhibitorno dejstvo ispitivanih ekstrakata.
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Kod vecine ispitivanih uzoraka utvrdena je dozno-zavisna COX-1 1 12-LOX inhibitorna
sposobnost.

ICso vrednosti za inhibiciju ciklooksigenaze-1 bile su u opsegu 0,390-2,66 mg/mL. Ove
vrednosti su znatno vise od ICsy vrednosti za standardna jedinjenja aspirin i bajkalein (0,001 mg/mL
10,0192 mg/mL, respektivno) odredenih pri identi¢nim uslovima, ali uporedive sa drugim biljkama
¢ija se primena u tradicionalnoj medicini zasniva na antiinflamatornim svojstvima (npr. Plantago
vrste, ICso 0,65-6,59 mg/mL [242, 243]). Najjacu aktivnost pokazali su koren i1 herba Anthriscus
sylvestris, §to se mozda moze objasniti visokim sadrzajem lignana. Naime, za jedno od dominantnih
jedinjenja — deoksipodofilotoksin — ranije je utvrdeno da prestavlja potentnog inhibitora COX-1,
COX-215-LOX (uz ICsp 0od 0,026 mg/mL, 0,00075 mg/mL 1 0,00015 mg/mL, respektivno) [56]. Za
ostala jedinjenja iz ove klase detektovana u A. sylvestris za sada nema literaturnih podataka o
antiinflamatornoj aktivnosti. Uprkos visestruko nizoj koncentraciji lignana u ekstraktu herbe,
aktivnost je sli¢na ekstraktu korena, Sto ukazuje na prisustvo i drugih COX-inhibirajucih jedinjenja,
za Ciju Ce identifikaciju biti neophodno frakcionisanje vodeno aktivnosSéu (eng. activity-guided
fractionation).

I ostali ekstrakti pokazali su COX-1 inhibitornu aktivnost, mada sa nesto visim vrednostima
ICso, sem korena Anthriscus cerefolium kod koga nije uocena dozno-zavisna inhibicija u
ispitivanom opsegu koncentracija (0,54 mg/mL). Najmanje aktivna vrsta je Scandix pecten-
veneris, sa ICsg iznad 2 mg/mL. Uve¢ini slucajeva, ekstrakt korena bio je nesto aktivniji od herbe.

U tkivima sisara COX-1 je konstitutivni enzim ¢ija je aktivnost neophodna za mnoge procese.
Medutim, u skorije vreme pokazano je da igra znacajnu ulogu u inflamatornim procesima i
karcinogenezi, i to preko nekoliko mehanizama — preko PGE; koji deluje kao imunosupresor i §titi
kancer od Celija imunog sistema (citotoksicnih celija, NK ¢elija i makrofaga), metabolickom
aktivacijom karcinogena (zajedno sa prostaglandin H sintazom) i generisanjem genotoksi¢nih
produkata (malondialdehid, slobodni radikali, peroksidi). Kombinovana terapija inhibitorima
sinteze prostaglandina (NSAID) i imunostimulatornim citokinima, kao $to je IL-2, pokazala je
potencijal u aktiviranju imunog odgovora protiv ¢elija tumora [65].

S obzirom na veliku sli¢nost aktivnog centra u COX-1 i COX-2 (uz vecu toleranciju COX-2
prema voluminoznijim supstratima), moze se ocekivati da ¢e pripremljeni ekstrakti predstavljati i
znacajne COX-2 inhibitore. U daljim istrazivanjima, bi¢e neophodno ispitati dejstvo pripremljenih
ekstrakata na COX-2 i utvrditi eventualnu selektivnost.

Sto se 12-lipooksigenaze tice, dok su ekstrakti herbe svih vrsta jasno ispoljili inhibitornu
aktivnost, sa ICsp u intervalu 0,555-1,29 mg/mL, kod ekstrakata korena u vise slucajeva nije uocena
dozna zavisnost (4. cerefolium) ili nije bilo moguce odrediti ICsy (Ch. bulbosum 1 Ch. temulum).
Ove vrednosti vise su od odgovarajucih vrednosti za standardna jedinjenja — kvercetin i bajkalein
(ICso = 0,084 mg/mL 1 0,0025 mg/mL, respektivno), ali uporedive sa drugim biljkama sa
antiinflamatornim svojstvima (vrste roda Plantago, ICsy = 0,56-3,96 mg/mL [243]). 12(S)-HETE,
proizvod aktivnosti 12-LOX, znacajan je faktor kod razvoja i preZivljavanja tumora. Inhibicija ovog
enzima dovodi do smanjenja prokrvljenosti tumora, inhibicije proliferacije, apoptoze ¢elija kancera,
smanjenja motilnosti 1 metastatickog potencijala [70], te moZe potpomoc¢i dejstvo citotoksicnih
komponenata detektovanih u nekim ekstraktima. Budu¢i da je implicirana i znacajna uloga 12(R)-
HETE u pojavi psorijaze [70], ekstrakti sa 12-LOX inhibitornom sposobnos¢u pokazuju potencijal i
u tretmanu ovog oboljenja.

U svim vrstama identifikovan je niz jedinjenja sa poznatom antiinflamatornom aktivnosc¢u:

1. Nezasi¢ene masne kiseline (oleinska, linolna, linolenska), koje predstavljaju kompetitivne
inhibitore COX, uglavnom COX-2 selektivne, sa ICs ispod 0,001 mg/mL prema COX-2 i >0,1
mg/mL za COX-1 (odredeno in vitro, sa izolovanim enzimima) [61, 67].

2. Flavonoidi — detektovane su znacajne koli¢ine luteolina, i neSto manje apigenina, kemferola i
kvercetina, kao i njihovi glikozidi. Za sve navedene aglikone dokazana je ex vivo 1 in vivo
antiinflamatorna aktivnost [31,61], zasnovana na vise razli¢itih mehanizama. Sto se ti¢e uticaja
na metabolizam eikozanoida, utvrdeno je da je luteolin selektivni inhibitor aktivnosti COX-2 (i,
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dodatno, inhibira ekspresiju ovog proteina), kao 1 12-LOX (ICsy oko 0,0002 mg/mL), kvercetin 1
kemferol deluju na 15-LOX (0,0012 mg/mL i 0,004 mg/mL), a apigenin na 12-1 15-LOX (0,02
mg/mL 1 0,001 mg/mL), kao 1 ekspresiju COX-2 [61]. Aktivnost glikozida po pravilu je niZza od
aktivnosti odgovarajuéih aglikona.

3. Kumarini — skopoletin predstavlja dominantnu komponentu ekstrakta korena Chaerophyllum
temulentum, a prisutan je u manjim koli¢inama i u ostalim ekstraktima. Za ovo jedinjenje
poznato je da predstavlja inhibitora oslobadanja eikozanoida [31].

4. Fenolne kiseline — najzastupljenija jedinjenja iz ove grupe su u ispitivanim uzorcima bile
hlorogenske kiseline: izomerne kafeoilhinske (CQA) i dikafeoilhinske kiseline (diCQA), kao 1
acilovani derivati diCQA. Istrazivanja Kimure i sar. [105] pokazala su da, dok sama 5-O-
kafeoilhinska kiselina (,,hlorogenska kiselina®) nema uticaja na metabolizam eikozanoida, 3,4-,
3,5- 1 4,5-O-dikafeoilhinska kiselina predstavljaju inhibitore 5-LOX sa ICsy oko 0,3—0,4 mg/mL
1 COX sa ICsg oko 0,04—0,5 mg/mL. Istovremeno, nije uocen uticaj na 15-LOX.

Koja od jedinjenja iz navedenih klasa su najodgovornija za uocenu aktivnost, bice moguce
utvrditi tek kombinacijom frakcionisanja, odredivanja aktivnosti i hemijske analize, odn.
postupkom aktivno$¢u vodenog frakcionisanja. Medutim, pri poredenju hromatograma, utvrdeno je
da su ekstrakti herbe (koji pokazuju jacu 12-LOX inhibitornu aktivnost od ekstrakata korena)
bogatiji flavonoidima i derivatima dikafeoilhinske kiseline (luteolin-heksozid, malonil-diCQA 1 niz
nepoznatih jedinjenja u slucaju 4. cerefolium, malonil-diCQA, luteolin, glikozidi 1 acilovani
glikozidi luteolina i kvercetina kod Ch. bulbosum, glikozidi luteolina kod Ch. hirsutum 1 niz
luteolin-glikozida i derivata diCQA kod S. pecten-veneris).

Treba pomenuti da ni kod jedne ispitivane vrste nije detektovano proinflamatorno delovanje,
koje bi moglo biti posledica prisustva alifaticnih C,7-poliacetilena ranije identifikovanih u vrstama
ovog tribusa [9, 10, 14, 18, 30, 31, 36], naroCito falkarinola. Medutim, buduéi da ova jedinjenja
primarno deluju kao hapteni [91, 174, 175], odsustvo aktivnosti moze biti posledica neadekvatnosti
test-sistema; bi¢e neophodna dodatna istrazivanja da bi se utvrdilo dejstvo ispitivanih ekstrakata na
imuni odgovor.
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5.4.3. CITOTOKSICNOST

Budu¢i da je u ekstraktima svih ispitivanih vrsta detektovan niz sekundarnih biomolekula koji
mogu pomoc¢i u prevenciji kancera (antioksidansi, COX i LOX inhibitori) ili su direktno
citotoksi¢ni, ukljucujuci fenolne kiseline, kumarine, lignane i flavonoide, moze se ocekivati da ¢e ti
ekstrakti pokazivati antiproliferativno dejstvo. Uticaj odabranih ekstrakata na ¢elijski rast ispitivan
je formazanskim testom, koji se zasniva na poredenju broja Zivih ¢elija (detektovanih bojenjem
MTT-reagensom) u netretiranom i sistemu tretiranom ekstraktima. U okviru ovog rada, ispitano je
dejstvo na tri Celijske linije kancera:

1. MCF-7 (humani adenokarcinom dojke pozitivan na estrogenske i progesteronske

receptore)

2. MDA-MB-231 (humani adenokarcinom dojke negativan na estrogenske receptore)

3. HeLa S3 (humani epiteloidni karcinom grli¢a materice)

U cilju odredivanja selektivnosti, ispitano je i dejstvo na ¢elijsku liniju MRC-5, koja predstavlja
zdrave humane fibroblaste pluca. Dobijene krive doza-odgovor za sve ispitivane uzorke date su u
Prilogu 8.23., a rezultati (ICso vrednosti) u Tabeli 5.6. Treba napomenuti da se u mnogim
slucajevima javlja odstupanje od uobicajene hiperboli¢ne ili sigmoidne zavisnosti inhibicije od
koncentracije, te ICsy vrednosti nisu adekvatno merilo aktivnosti.

Tabela 5.6. Rezultati ispitivanja citotoksicnosti.

ICs0* [ug/mL]

MRC-5 MCF-7 HeLaS3 MDA-MB-231
AnSO09K-Ex(70M) 0,771%* 19,2 16,3 ~2,55 **
AnSO08H-Ex(70M) 49,0 2,30 > 100 7,97
AnC13K-Ex(70M) > 100 0,0236 ' > 100 > 100
AnC13H-Ex(70M) > 100 <0011 > 100 > 100
ChBO1K-Ex(70M) > 100 > 100 ' > 100 > 100
ChBO1H-Ex(70M) > 100 > 100 > 100 > 100
ChHO1K-Ex(70M) > 100 > 100 31,8 0,0670 '
ChHO1H-Ex(70M) > 100 > 100 > 100 > 100
ChTO3K-Ex(70M) > 100 0,0378 ' > 100 > 100
ChTO1K-Ex(70M) > 100 > 100 > 100 > 100
SPVO1K-Ex(70M) > 100 > 100 > 100 > 100
SPVO1H-Ex(70M) > 100 > 100 > 100 > 100
Podofilotoksin ~47,9%* 5,41 > 100 0,289 **

* Podebljane su vrednosti <30 ug/mL.
** Kriva pokazuje inhibiciju blisku 50 % u Sirokom opsegu..
T Zbog odstupanja od uobicajenog oblika krive doza-odgovor, ICs nije primenjiva.

Kao S$to se iz datih podataka moze videti, citotoksicnost velike veline ekstrakata prema
ispitivanim celijskim linijama je niska do umerena. Dok je kod skoro svih uzoraka uocena dozna
zavisnost (Slika 5.66.), nagib je Cesto vrlo mali, 1 inhibicija se pri povecanju koncentracije za 4 reda
velic¢ine tipi¢no poveéava za manje od 40 %.

Kao $to je ve¢ pomenuto, u viSe slucajeva (ekstrakti korena i herbe 4. cerefolium, korena Ch.
temulentum, herbe S. pecten-veneris, 1 mozda herbe Ch. hirsutum kod linije MCF-7, korena Ch.
hirsutum, S. pecten-veneris 1 mozda Ch. bulbosum kod MDA-MB-231) javlja se jasno odstupanje
od uobicajenih modela doza-odgovor, tacnije pri nizim koncentracijama javlja se porast citotoksicne
aktivnosti. Alternativno, mozZe se smatrati da je pri srednjim koncentracijama aktivnost znacajno
smanjena. Ovakvu bifaznu zavisnost neki istrazivaCi tumace hormezisom, odn. adaptivnim
odgovorom sli¢nih kvantitativnih svojstava (amplitude, koncentracionog opsega) kao originalni
odgovor (u ovom sluc¢aju — inhibicija proliferacije). Sam adaptivni odgovor moze biti direktno
indukovan (kod DSH — eng. direct stimulation hormesis) ili biti rezultat kompenzatornih
mehanizama (OCSH — overcompensation stimulation hormesis) [274].

Kod OCSH modela, umerene doze dovode do poremecaja u homeostazi celija, 1 aktiviranja
odgovarajuc¢ih odbrambenih mehanizama. Ulozeni resursi uloZeni teorijski bi trebali biti srazmerni
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intenzitetu Stetnog stimulusa 1 dovoljni za potpuni oporavak ¢elije. Hormezis je posledica prednosti
koju ¢elija stice angazovanjem resursa u umerenom visku u odnosu na koli¢inu potrebnu za
reparaciju trenutne Stete. Dok se ovim osigurava potpuna reparacija, to takode ima za posledicu i
povecanu otpornost u prema ponovljenim izlaganjima. Ukoliko do ponovnog izlaganja ne dode,
viSak resursa mozZe biti iskoriS¢en za redukovanje uticaja uvek prisutnih stresora, rast i sl.

DSH model podrazumeva direktno stimulatorno dejstvo apliciranog stresora. U konkretnom
slu¢aju, neke od komponenata ekstrakta mogu zapravo pokazivati slabu pro-proliferativnu aktivnost
kojom u znatnoj meri kompenzuju dejstvo citotoksi¢nih jedinjenja (bar u oblasti njihove niske
aktivnosti).

Neki od istrazivaca hormeticku zavisnost tumace preko prisustva dva podtipa receptora, koji
imaju znacajno razliCit afinitet prema ligandu i1 aktivnost koja moze voditi stimulatornim ili
inhibitornim putevima [275].

Budu¢i da u ispitivanim uzorcima ni u jednom slucaju nije detektovana negativna vrednost
citotoksi¢nosti, odn. pro-proliferativna aktivnost, pojava se ne moze smatrati hormezisom u
striktnom smislu tog termina [274], ali tumacenje oblika krive i dalje moze biti validno. Budu¢i da
se efekti OCSH mehanizma tipi¢no ispoljavaju u uskom opsegu koncentracija (tipicno 5- do 300-
strukom), dok DSH mozZe obuhvatati i znatno Sire opsege, moze se pretpostaviti da je bar kod dela
ispitivanih uzoraka DSH mehanizam odgovoran za uo¢eno ponasanje.

Standardno jedinjenje — podofilotoksin — pokazalo je neselektivno citotoksi¢no dejstvo prema
svim ispitivanim ¢elijskim linijama, relativno nezavisno od doze, sa inhibicijom rasta od oko 40-50
% u ispitivanom opsegu koncentracija (sem u slucaju ER+ adenokarcinoma dojke, kod koga se
zapaza nesto izrazitija dozna zavisnost).

Citotoksicna aktivnost ekstrakata herbe Anthriscus cerefolium prema linijama kancera MDA-
MB-231 1 HeLaS3 nesto je izraZenija nego prema fibroblastima pluca, dok je aktivnost ekstrakata
korena uporediva ili niza. Zbog slabe selektivnosti, sirovi ekstrakti imaju mali terapeutski
potencijal. Sto se ti¢e éelijske linije MCF-7 (ER+ adenokarcinom dojke), i kod korena i kod herbe
uocava se porast aktivnosti sa snizenjem koncentracije. S obzirom da dejstvo na zdrave ¢elije
pokazuje uobicajenu doznu zavisnost odn. opada sa snizenjem koncentracije, pri niskim dozama
selektivnost znacajno raste. Bi¢e neophodna dodatna istrazivanja da bi se utvrdila doza koja
rezultuje maksimalnim odgovorom i selektivnosS¢u. Sli€na pojava uocena je i kod dejstva ekstrakta
korena Chaerophyllum hirsutum na linijju MDA-MB-231 (ER- adenokarcinom dojke) i korena
Chaerophyllum temulentum na MFC-7.

Kod ostalih ekstrakata, citotoksi¢no dejstvo prema linijama kancera tipi¢no je u pozitivnoj
korelaciji sa dozom, i u ispitivanom opsegu koncentracija uporedivo ili slabije od dejstva na
fibroblaste pluca (Slika 5.65.). Dok je u nekim sluc¢ajevima nagib krive veci za ¢elije kancera nego
za zdrave Celije (dejstvo ekstrakata herbe 1 korena vrsta roda Chaerophyllum na HeLaS3, korena
Ch. hirsutum 1 herbe S. pecten-veneris na MCF-7), te bi se pri visokim koncentracijama mogla
ocekivati znacajna selektivnost, upitna je moguénost postizanja tih koncentracija in vivo. Biljka sa
najizrazenijom aktivnosSéu je Anthriscus sylvestris, zahvaljujuci visokom sadrzaju lignana (ranija
ispitivanja [9, 14] potvrdila su da je aktivni princip deoksipodofilotoksin, koji je jedna od
dominantnih komponenti i u uzorcima ispitivanim u okviru ove teze). Ona ujedno jedina
zadovoljava kriterijum American National Cancer Instituta, koji za sirove ekstrakte iznosi 1Cs5;<30
pg/mL [180]. Medutim, buduéi da je selektivnost ekstrakta i korena i herbe niska, tj. pri datim
koncentracijama ispoljava uporediv efekat 1 na zdrave ¢elije, terapeutski potencijal je mali.

Mehanizam dejstva navedenih ekstrakata (indukcija apoptoze, inhibicija proliferacije) tek
treba da bude ispitan. U slucaju A. sylvestris, poznato je da najaktivnija komponenta —
deoksipodofilotoksin — aktivira kaspazu-3 1 kaspazu-7, ¢ime inicira apoptozu [37], dok
podofilotoksin deluje kao mitoticki otrov [161]. U sklopu daljih istrazivanja bi¢e neophodno
frakcionisanje vodeno aktivno$¢u (eng. activity-guided fractionation) u cilju identifikacije
jedinjenja odgovornih za uoceni citotoksi¢ni efekat, kao 1 utvrdivanja mogucénosti pojacanja
aktivnosti (Sto se moZe ocekivati, s obzirom na visok sadrzaj neaktivnih, balastnih materija) i
poboljsanja selektivnosti.
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Slika 5.66. Poredenje citotoksicnosti ispitivanih ekstrakata prema odabranim Celijskim linijama.
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Slika 5.66. (nastavak) Poredenje citotoksicnosti ispitivanih ekstrakata prema odabranim celijskim linijama.
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6. Zakljucak
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Na osnovu rezultata fitohemijskih 1 biohemijskih ispitivanja samoniklih vrsta tribusa
Scandiceae — Anthriscus cerefolium, Anthriscus sylvestris, Chaerophyllum  bulbosum,
Chaerophyllum hirsutum, Chaerophyllum temulentum 1 Scandix pecten-veneris, mogu se izvesti
slede¢i zakljucci:

e Headspace GC-MS tehnikom uzvrdene su jasne razlike u hemijskom sastavu volatoma u
funkciji ispitivane vrste, lokaliteta, organa i1 fenofaze. Vrstu A. cerefolium karakterisao je
jednostavan sastav, nizak sadrzaj terpenoida a visok udeo fenilpropena (estragola i osmorizola) kod
mladih primeraka i n-alkana (sa dominantnim n-undekanom) kod zrelih. A. sylvestris je vrsta bogata
terpenoidnim jedinjenjima, pri ¢emu kod mladih primeraka dominiraju monoterpeni (od kojih su
najzastupljeniji B-mircen, sabinen, limonen, E£- i Z-B-ocimen, a-pinen i B-felandren), a u toku zrenja
raste udeo seskviterpena (sa E,E-a-farnezenom i germakrenom D kao najvaznijima). I u ovoj vrsti
detektovane su znacajne koli¢ine n-alkana, ali je dominantna komponenta n-nonan. Najzastupljenije
komponente volatilne frakcije Ch. temulentum su terpenoidi, sa seskviterpenima dominantnim u
listu i plodu 1 monoterpenima u ostalim delovima biljke. Nehomogenost raspodele jedinjenja po
organima znatno je izrazenija nego kod prethodne dve vrste. Jedini alkan detektovan u ovoj vrsti u
ve¢im koli¢inama je n-undekan. Ch. bulbosum karakteriSe odsustvo n-alkana, veoma nizak sadrZaj
seskviterpenoida i oksigenovanih alifati¢nih neterpenskih jedinjenja, i £-f-ocimen kao dominantna
komponenta. I Ch. hirsutum karakteriSe visok udeo monoterpenskih ugljovodonika, pri ¢emu se
uocavaju izrazite kvalitativne 1 kvantitativne varijacije, ¢ak i unutar populacije. Na kraju, S. pecten-
veneris je vrsta siromasSna isparljivim jedinjenjima; dominantne komponente su n-alkani, sa n-
tridekanom kao najzastupljenijim.

e Primenom analize glavnih komponenti (PCA) pokazano je da sastav volatoma dobro
diferencira ispitivane vrste, mada zbog znacajnih varijacija u sastavu u funkciji organa i fenofaze
uglavnom nije bilo moguce definisati jedinstvene i univerzalne hemotaksonomske markere za svaku
vrstu. Utvrdeno je da su osmorizol, estragol i n-undekan karakteristicni za A. cerefolium, veoma
visok sadrzaj E-B-ocimena za Ch. bulbosum, a n-tridekan 1 n-pentadekan za S. pecten-veneris.

e Etarsko ulje vrste A. cerefolium, za razliku od veéine uobicajenih etarskih ulja, karakteriSu
fenilpropeni (estragol i osmorizol) i n-alkani kao dominantne komponente, uz nizak sadrzaj
terpenoida. Dok su i1 u ulju 4. sylvestris prisutni n-alkani u znacajnom udelu, najzastupljenije
komponente su terpenoidi, narocito sabinen, limonen i E-f-ocimen. Sadrzaj etarskih ulja u obe vrste
bio je nizak, <0,13 % (izraZeno u odnosu na suvu drogu).

e SadrZaj suvog ekstrakta (dobijenog maceracijom u 70 % metanolu) varirao je u opsegu 6,4—
12,6 % za koren 1 12,4-19,0 % za herbu vrsta roda Chaerophyllum odn. 16,4-37,1 % za koren i
10,5-34,0 % za herbu vrsta rodova Anthriscus 1 Scandix. Prinosi vodenih dekokta bili su u opsegu
11,9-29,1 %.

e Tehnikom te¢ne hromatografije kuplovane sa UV i tandemskom masenom spektrometrijom
identifikovan je veliki broj primarnih 1 sekundarnih biomolekula u pripremljenim ekstraktima:
hlorogenske kiseline (izomerne kafeoilhinske, dikafeoilhinske, acetil-dikafeoilhinske, malonil-
dikafeoilhinske 1 acetil-malonil-dikafeoilhinske kiseline), flavonoidi (uglavnom izomerni heksozidi,
heksozil-heksuronozidi, malonilheksozidi i acetilheksozidi luteolina, apigenina, kvercetina i metil-
luteolina), lignani (pretezno ariltetralini 1 zasi¢eni 1 nezasiCeni dibenzilbutirolaktoni), kumarini
(skopoletin) 1 viSe masne kiseline. Poliacetileni nisu detektovani, verovatno zbog ekstremne
nestabilnosti, kao ni fototoksi¢ni furanokumarini. Sastav ekstrakata znacajno je varirao u funkciji
vrste, lokaliteta, fenofaze razvoja, organa i primenjenog ekstragensa.

e Analizom glavnih komponenti pokazano je da raspodela hlorogenskih kiselina ima
hemosistematski znacaj: 4. sylvestris karakteriSu CQA 1 diCQA, A. cerefolium 1 Ch. bulbosum
malonil-diCQA, a Ch. temulentum i S. pecten-veneris acetilovani derivati.

e Raspodela flavonoida takode ima hemosistematski znacaj. Dok su u svim uzorcima derivati
luteolina najzastupljeniji, kod S. pecten-veneris oni su prakti¢no jedini prisutni flavonoidi. Kod 4.
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sylvestris prisutni su jo§ u znacCajnom udelu derivati metil-luteolina, u A. cerefolium glikozidi
apigenina, u Ch. bulbosum kvercetina i (u manjoj meri) apigenina a u Ch temulentum — kvercetina i
nepoznatog alikona molekulske mase 286. Kod Ch. hirsutum detektovani su glikozidi svih ciljanih
aglikona.

e Lignani su prisutni u znacajnim koli¢inama samo u vrsti A. sylvestris, pri ¢emu su
dominantne komponente jatein, nemerozin i deoksipodofilotoksin. Pored niza jedinjenja Cije je
prisustvo u ovoj vrsti ranije dokazano, primenom tandemske masene spektrometrije bilo je moguce
identifikovati i do sada nepoznata jedinjenja: 3,4,5-trimetoksi-3’,4’-dihidroksilign-7-eno-9,9’-lakton
i 3’-demetoksipodofilotoksin.

e KoriS¢enjem LC-MS 1 LC-MS-MS tehnike odreden je sadrzaj 3 hidroksibenzoeve kiseline,
5 hidroksicimetnih kiselina, 2 kumarina, 2 lignana i 6 flavonoida. U svim uzorcima sadrzaj
benzoevih kiselina bio je nizak, do 0,16 mg/g suvog ekstrakta, dok je koncentracija fenilpropenskih
kiselina dostizala i do 9 mg/g. Ciljani lignani (sekoizolaricirezinol i matairezinol) su u svim
uzorcima bili nedetektabilni ili prisutni samo u tragovima. Sadrzaj flavonoidnih aglikona uglavnom
je bio veoma nizak, ispod 0,1 mg/g, sem luteolina koji je dostizao 0,25 mg/g.

e Sadrzaj ukupnih flavonoida, odreden kompleksiranjem sa AI*" i izrazen u mg ekvivalenata
kvercetina po 1 g suvog ekstrakta, izosio je kod 70 % MeOH ekstrakata 2,27-30,4 mg/g, 1 kod vrsta
A. sylvestris, Ch. bulbosum 1 S. pecten-veneris bio je visi u herbi, dok je kod Ch. hirsutum i Ch.
temulentum uoceno suprotno. Kod svih vodenih dekokta sadrzaj flavonoida bio je nizi nego kod
odgovarajucih 70 % metanolnih ekstrakata.

e Za sve ekstrakte odreden je in vitro antioksidantni kapacitet u odnosu na DPPH radikal. ICsg
vrednosti 70 % metanolnih ekstrakata herbe varirale su u opsegu 8,76—77,4 pg/mL, a korena 8,53—
204 pg/mL, §to znaci da je aktivnost uporediva ili niza od sintetskog antioksidansa BHT. Utvrden je
visok stepen korelacije sa ukupnim sadrzajem fenolnih jedinjenja. Aktivnost vodenih ekstrakta
uporediva je sa metanolnim.

e [spitana su i in vitro redukciona svojstva svih ekstrakata koriS¢enjem FRAP testa.
Redukcioni kapacitet iznosio je 3,06-25,0 mg Fe**/g za vodene ekstrakte, 3,01-32,3 mg/g za 70 %
MeOH ekstrakte herbe i 1,95-25,8 mg/g za 70 % MeOH ekstrakte korena. Korelaciju izmedu
sadrzaja fenolnih jedinjenja i redukcionog kapaciteta bilo je moguce utvrditi samo kod vrsta roda
Anthriscus.

e [spitana su ex vivo inhibitorna svojstva odabranih ekstrakata prema ciklooksigenazi-1 i 12-
lipooksigenazi. Vecina uzoraka pokazala je dozno zavisnu inhibitornu sposobnost. ICsg vrednosti za
COX-1 visoke su, u opsegu 0,390-2,66 mg/mL, ali uporedive sa ekstraktima drugih biljaka sa
antiinflamatornim svojstvima. Sto se ti¢e 12-LOX, aktivnost je uglavnom uo¢ena samo kod
ekstrakata herbe, i odgovarajuc¢e ICsy vrednosti iznose 0,555—1,29 mg/mL. Sposobnost inhibiranja
COX-11 12-LOX ukazuje na potencijal ispitivanih vrsta u tretmanu tumora, kao 1 drugih patoloSkih
procesa (kao Sto je psorijaza). Dok je u svim vrstama detektovan niz jedinjenja sa poznatom
COX/LOX aktivnosc¢u (nezasi¢ene masne kiseline, flavonoidi, kumarini, fenolne kiseline), u ovom
trenutku nije bilo moguce utvrditi koja jedinjenja su odgovorna za uo¢enu aktivnost.

e Na kraju, ispitano je ex vivo dejstvo odabranih ekstrakata na prezivljavanje i proliferaciju
¢elijskih linijja humanog karcinoma cerviksa, ER+ i ER- humanog adenokarcinoma dojke, i
humanih fibroblasta plu¢a kao referentnog normalnog tkiva. Citotoksi¢nost vecine ekstrakata prema
¢elijama tumora bila je niska do umerena, 1 tipi¢no uporediva sa dejstvom na zdrave ¢elije. Kod vise
uzoraka uoceno je odstupanje od uobicajene zavisnosti doza-odgovor, $to moze ukazivati na pro-
proliferativno dejstvo nekih komponenata. Bi¢e neophodno frakcionisanje vodeno aktivno$¢u u
cilju identifikacije jedinjenja odgovornih za uoceni efekat, kao i utvrdivanja moguénosti pojacanja
aktivnosti 1 poboljSanja selektivnosti.
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Sumarno, dobijeni rezultati ukazuju na potencijal ispitivanih vrsta kao izvora bioaktivnih
molekula. Iako su ekstrakti uglavnom pokazali slabu do umerenu aktivnost, ne treba zaboraviti da
su u pitanju sirovi ekstrakti sa visokim sadrZzajem inaktivnih, balastnih materija. Moze se ocekivati
da ¢e primenom razliCitih tehnika razdvajanja biti moguce izolovati Ciste aktivne principe ili
njihove koncentrate sa znatno poboljSanim dejstvom. Naravno, ne sme se zaboraviti ni ¢injenica da
su sva ispitivanja vrSena u in vitro ili ex vivo uslovima. Da bi se utvrdio pun potencijal navedenih
ekstrakata i njihovih aktivnih komponenti, bi¢e neophodno uzeti u obzir i procese apsorpcije i
metabolizma pod dejstvom digestivnih enzima i crevne mikroflore, transport putem krvotoka,
degradaciju u jetri, konjugaciju i izlu¢ivanje.
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8.1. PODACI O UZORCIMA
Vaucer Vrsta Lokalitet Datum Determinisao
2-2009 Scandix pecten-veneris Apiaceae Crna Gora ruderalno  05.05.2009.  Goran
L. 1753 Apioideac  Canj staniste Anackov
subsp. pecten-veneris UTM 34T CM 1 37
2-2010 Chaerophyllum Apiaceae Fruska Gora Suma 22.05.2008.  Goran
temulentum L. 1753 Apioideac  Vrdnik Anackov
UTM 34T DQ 1 09
2-2011 Chaerophyllum Apiaceae Fruska Gora obod Sume 30.05.2008.  Goran
temulentum L. 1753 Apioideaec  put Iriski Venac-Zmajevac Anackov
UTM 34T DQ 1 09
2-2012  Chaerophyllum Apiaceae Fruska Gora Suma 08.06.2008.  Goran
temulentum L. 1753 Apioideac  put Iriski Venac-Zmajevac Anackov
UTM 34T DQ 1 09
2-2013  Chaerophyllum Apiaceae Fruska Gora Suma 23.05.2009.  Goran
temulentum L. 1753 Apioideae  Vrdnik Anackov
UTM 34T DQ 1 09
2-2014 Chaerophyllum Apiaceae Tara pored puta, 01.06.2009.  Goran
hirsutum L. 1753 Apioideac  pored reke ruderalno Anackov
UTM 34T staniSte
2-2015 Chaerophyllum Apiaceae Surdulica Sibljak 26.07.2009.  Goran
hirsutum L. 1753 Apioideac  Plana Anackov
put od jezera prema Vrtopu
UTM 34T FM 2 13
2-2016 Chaerophyllum Apiaceae Surdulica Sibljak 31.07.2009.  Goran
hirsutum L. 1753 Apioideac  Cemernik Anackov
put 5)d jezera prema
V. Cemerniku
UTM 34T FM 2 03
2-2017 Chaerophyllum Apiaceae Surdulica pored puta 01.08.2009.  Goran
hirsutum L. 1753 Apioideac  Vlasinsko jezero ruderalno Anackov
brana staniSte
UTM 34T FM 2 13
2-2018 Chaerophyllum Apiaceae Surdulica Sibljak 29.07.2009.  Goran
bulbosum L. 1753 Apioideac  Plana Anackov
subsp. bulbosum put od jezera prema Vrtopu
UTM 34T FM 2 13
2-2019 Chaerophyllum Apiaceae Surdulica pored puta 29.07.2009.  Goran
bulbosum L. 1753 Apioideae  Vlasinsko jezero ruderalno Anackov
subsp. bulbosum brana staniste
UTM 34T FM 2 13
n2- Chaerophyllum Apiaceae Surdulica pored puta 01.08.2009.  Goran
2020  bulbosum L. 1753 Apioideae  Vlasinsko jezero ruderalno Anackov
subsp. bulbosum brana staniSte
UTM 34T FM 2 13
2-2021 Anthriscus cerefolium  Apiaceae Novi Sad ruderalno  17.04.2008.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideae  Liman I staniSte Anackov
Packo igraliste
UTM 34T DR 201
2-2022 Anthriscus cerefolium  Apiaceae Novi Sad ruderalno  23.04.2008.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideaec ~ Liman | staniSte Anackov
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Vaucer Vrsta Lokalitet Datum Determinisao
Packo igraliste
UTM 34T DR 2 01
2-2023 Anthriscus cerefolium  Apiaceae Novi Sad ruderalno  24.04.2008.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideae  Sajam staniSte Anackov
Medicinski fakultet
UTM 34T DR 2 01
2-2024 Anthriscus cerefolium  Apiaceae Novi Sad ruderalno  28.04.2008.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideae  Liman | staniSte Anackov
DPacko igraliste
(Staklare)
UTM 34T DR 2 01
2-2025 Anthriscus cerefolium  Apiaceae Fruska Gora 28.04.2008.a  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideae  Ciganski logor Anackov
UTM 34T CQ 3 99
2-2026 Anthriscus cerefolium  Apiaceae Novi Sad ruderalno  04.2008. Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideaec  Liman | staniSte Anackov
DPacko igraliste
UTM 34T DR 2 01
2-2027 Anthriscus cerefolium  Apiaceae Novi Sad ruderalno  04.2008.a Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideae  Sajam staniSte Anackov
Medicinski fakultet
UTM 34T DR 2 01
2-2028 Anthriscus cerefolium  Apiaceae Novi Sad ruderalno  29.04.2008.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideaec  Liman | staniste Anackov
Dbacko igraliste
UTM 34T DR 2 01
2-2029 Anthriscus cerefolium  Apiaceae Mosorin livadana  01.05.2008.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideaec  Titelski breg lesu Anackov
UTM 34T DR 2 31
2-2030 Anthriscus cerefolium  Apiaceae Novi Sad ruderalno  03.05.2008.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideae  Liman I staniSte Anackov
Packo igraliste
(Staklare)
UTM 34T DR 2 01
2-2031 Anthriscus cerefolium  Apiaceae Fruska Gora rub Sume  05.05.2008.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideae  put Iriski Venac-Zmajevac Anackov
UTM 34T DQ 1 09
2-2032 Anthriscus cerefolium  Apiaceae Novi Sad ruderalno  07.05.2008.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideae  Liman I staniSte Anackov
DPacko igraliste
UTM 34T DR 2 01
2-2033 Anthriscus cerefolium  Apiaceae Novi Sad ruderalno  21.05.2008.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideae  Liman I staniste Anackov
DPacko igraliste
(Staklare)
UTM 34T DR 2 01
2-2034 Anthriscus cerefolium  Apiaceae Fruska Gora rub Sume  08.06.2008.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideae  put Iriski Venac-Zmajevac Anackov
UTM 34T DQ 1 09
2-2035 Anthriscus cerefolium  Apiaceae Novi Sad ruderalno  02.04.2009  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideae  Sajam staniste Anackov
Medicinski fakultet
UTM 34T DR 2 01
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Vaucer Vrsta Lokalitet Datum Determinisao
2-2036 Anthriscus cerefolium  Apiaceae Novi Sad ruderalno  07.04.2009.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideaec ~ Liman | staniSte Anackov
Packo igraliste
UTM 34T DR 2 01
2-2037 Anthriscus cerefolium  Apiaceae Novi Sad ruderalno  17.04.2009.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideae  Liman I staniSte Anackov
Packo igraliste
UTM 34T DR 201
2-2038 Anthriscus cerefolium  Apiaceae Fruska Gora rub sume  26.04.2009.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideae  Iriski Venac Anackov
UTM 34T DQ 1 09
2-2039 Anthriscus cerefolium  Apiaceae Fruska Gora rub Sume  26.04.2009.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideae  put Iriski Venac-Zmajevac Anackov
UTM 34T DQ 1 09
2-2040 Anthriscus cerefolium  Apiaceae Novi Sad ruderalno  28.04.2009.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideaec  Liman | staniSte Anackov
DPacko igraliste
UTM 34T DR 2 01
2-2041 Anthriscus cerefolium  Apiaceae Backa Topola ruderalno  06.05.2009.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideae ~ Zobnatica staniSte Anackov
UTM 34T CR 3 97
2-2042  Anthriscus cerefolium  Apiaceae Fruska Gora rub sume  22.05.2009.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideae  Vrdnik Anackov
UTM 34T DQ 1 09
2-1880 Anthriscus sylvestris Apiaceae Fruska Gora Suma 28.04.2008.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideac  Brankovac Anackov
UTM 34T CR 4 90
2-1881 Anthriscus sylvestris Apiaceae Fruska Gora Suma 05.05.2008.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideaec  put Iriski Venac-Zmajevac Anackov
UTM 34T DQ 1 09
2-2043 Anthriscus sylvestris Apiaceae Fruska Gora Suma 06.05.2008.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideae  put Iriski Venac-Zmajevac Anackov
UTM 34T DQ 1 09
2-2044 Anthriscus sylvestris Apiaceae Mladenovac Suma 21.05.2008.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideac  Kosmaj Anackov
UTM 34T DQ 4 62
2-2045 Anthriscus sylvestris Apiaceae Fruska Gora Suma 30.05.2008.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideae  put Iriski Venac-Zmajevac Anackov
UTM 34T DQ 1 09
2-2046 Anthriscus sylvestris Apiaceae Fruska Gora Suma 10.04.2009.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideaec  put Iriski Venac-Zmajevac Anackov
UTM 34T DQ 1 09
2-2047 Anthriscus sylvestris Apiaceae Fruska Gora Suma 17.04.2009.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideae  put Iriski Venac-Zmajevac Anackov
UTM 34T DQ 1 09
2-2048 Anthriscus sylvestris Apiaceae Fruska Gora Suma 17.04.2009.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideae  put Iriski Venac-Zmajevac Anackov
UTM 34T DQ 1 09
2-2049  Anthriscus sylvestris Apiaceae Fruska Gora Suma 26.04.2009.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideaec  put Iriski Venac-Zmajevac Anackov

UTM 34T DQ 1 09
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Vaucer Vrsta Lokalitet Datum Determinisao
2-2051 Anthriscus sylvestris Apiaceae Fruska Gora Suma 23.05.2009.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideae  Vrdnik Anackov
UTM 34T DQ 1 09
2-2052 Anthriscus sylvestris Apiaceae Bosna i Hercegovina Suma 01.06.2009.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideac  Foca Anackov
Bastasi
UTM 34T CP 220
2-2053 Anthriscus sylvestris Apiaceae Bosna i Hercegovina Suma 01.06.2009.  Goran
(L.) Hoffm. 1814 Apioideaec NP Sutjeska Anackov
Perucica

UTM 34T CP 210
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8.2. MAPA LOKALITETA

Zobnatica ok
2-2041

Novi Sad

2-2021...2-2028

2-2030 \

2-2032...2-2033

2-2035...2-2037
_2:2040

A

Fruska gora
/2-1880...2-1881

* 2.2010...2-2013
2-2031
2-2034
Tara 2-2038.
22014 - 2-2042
2-2052 _2-2045.

, . 22051

Titelski breqg
2-2029

Kosmaj
2-2044

y

Viasinsko jezero"
2-2015...2-2020
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8.3. GC-MS - STANDARD ZA KOVATS INDEKSE
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EIC hromatogram (jon m/z = 57) standarda za Kovats indekse (dizel ulja).
KI tr (min)
800 3,249 254
900 4,580
1000 6,234
1100 8,025 20
1200 9,743
1300 11,119
1400 12,258 15
1500 13,241 —_
1600 14,118 £
1700 14,922 =
1800 15,670 107
1900 16,370
2000 17,007
2100 17,589 5
2200 18,124
2300 18,661
2400 19,251 0 ' . ' . ' . ' . ' .
2500 19,920 500 1000 1500 2000 2500 3000
2600 20,708 K
2700 21,659
2800 22,816 Kalibracija za Kovats indekse.




Doktorska disertacija Dejan Orcié

8.4. GC-MS HROMATOGRAMI ETARSKIH ULJA
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8.5. REZULTATI GC-MS ANALIZE ETARSKIH ULJA

Rezultati GC-MS analize etarskih ulja Anthriscus cerefolium

tr KI Kl tabl Jedinjenje AnC-EO01 AnC-EO02 AnC-EO03 AnC-EO04
0,271 901 900 Nonan 0,72 0,37 0,00 0,00
0,300 982 979  B-Pinen 0,80 0,40 0,00 0,00
0,232 1006 1005 Z-3-heksen-1-il-acetat 0,93 0,00 0,00 0,00
0,062 1014 E-2-heksen-1-il-acetat 0,25 0,00 0,00 0,00
0,234 1093 Cl11 alken 0,68 0,26 0,00 0,00
5,240 1099 1100 Undekan 9,74 6,05 2,39 2,78
69,518 1208 1196 Estragol 49,37 63,10 77,35 88,25
0,335 1294 1292 (13 alken 1,14 0,20 0,00 0,00
0,356 1300 1300 Tridekan 1,03 0,40 0,00 0,00
0,647 1401 1404 Metileugenol 1,72 0,87 0,00 0,00
19,706 1412 Osmorizol 22,88 27,45 20,25 8,24
0,439 1435 1419 trans-B-Kariofilen 1,11 0,31 0,00 0,34
0,823 1498 1485 Germakren D 2,51 0,39 0,00 0,39
0,244 1503 1494 o-Zingiberen 0,98 0,00 0,00 0,00
0,068 1511 seskviterpeni 0,27 0,00 0,00 0,00
0,076 1515 1500 Biciklogermakren 0,30 0,00 0,00 0,00
0,045 1517 1506 pB-Bisabolen? 0,18 0,00 0,00 0,00
0,053 1607 1601 Geranil-2-metilbutanoat 0,21 0,00 0,00 0,00
0,112 1613 1607 Geranil-3-metilbutanoat 0,45 0,00 0,00 0,00
0,028 1842 Neofitadien ? 0,11 0,00 0,00 0,00
0,034 2099 2100 Heneikozan 0,14 0,00 0,00 0,00
0,048 2301 2300 Trikozan 0,19 0,00 0,00 0,00
0,030 2340 Alifaticni ugljovodonik 0,12 0,00 0,00 0,00
0,056 2500 2500 Pentakozan 0,23 0,00 0,00 0,00
0,292 2702 2700 Heptakozan 1,17 0,00 0,00 0,00
0,209 Alifaticni ugljovodonik 0,84 0,00 0,00 0,00
Ukupno 98,04 99,79 100,00 100,00
Monoterpeni 1,5 0,4 0,0 0,0
Seskviterpeni 5,5 0,7 0,0 0,7
Alifati¢ni ugljovodonici 16,0 7,3 2,4 2,8
Oksigenovana alifati¢na jed. 1,2 0,0 0,0 0,0
Aromati¢na jed. 74,0 91,4 97,6 96,5
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Rezultati GC-MS analize etarskih ulja Anthriscus sylvestris

tr KI KI tabl Jedinjenje AnS-EO06 AnS-EO08

4,581 901 900 Nonan 27,38 12,89
5,196 939 939 a-Pinen 5,98 1,76
5,852 977 975 Sabinen 20,94 8,44
6,101 991 991 B-Mircen 1,08 1,40
6,235 999 1000 Dekan 1,15 0,71
6,736 1027 1026 o-/p-cimen 4,09 0,75
6,814 1031 1029 Limonen 2,28 28,31
7,115 1048 1050 E-B-Ocimen 6,76 11,35
7,347 1061 1060 vy-Terpinen 0,00 1,35
8,030 1099 1100 Undekan 4,40 3,10
9,817 1208 1196 Estragol 1,87 0,00
12,715 1443 1432 B-Kopaen ? 0,00 0,76
13,235 1498 1485 Germakren D 2,06 2,32
13,291 1504 1496 Valensen ? 1,26 1,14
13,351 1511 seskviterpeni 1,28 3,21
13,372 1513 1497 Viridifloren ? 2,33 1,27
13,538 1532 seskviterpen 0,00 1,67
13,582 1537 1523 8-Kadinen 2,01 1,98
13,861 1570 1563 E-Nerolidol 0,00 0,76
14,090 1597 seskviterpen 2,15 1,95
14,254 1617 1601 Gvajol 0,69 1,00
14,337 1628 1608 5-epi-7-epi-a-Eudezmol 0,80 0,89
14,498 1648 1624 10-epi-y-Eudezmol 1,05 1,25
14,626 1664 1654 a-Kadinol ? 1,71 1,18
14,738 1678 1664 seskviterpeni 5,07 422
14,843 1692 1672 3-Gvajen (bulnezol) 0,49 0,68
14,953 1706 seskviterpen 0,00 0,61
18,663 2301 2300 Trikozan 0,00 0,86

Ukupno 96,83 95,82

Monoterpeni 41,1 534

Seskviterpeni 20,9 24,9

Alifati¢ni ugljovodonici 32,9 17,6

Oksigenovana alifati¢na jed. 0,0 0,0

Aromati¢na jed. 1,9 0,0
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8.6. GC-MS - KALIBRACIJA ZA KOVATS INDEKSE (HEADSPACE)

KI g (min)
741 2,513
774 2,827
789 2,909
789 3,005
800 3,118 10+
802 3,139
855 3,794
859 3,815 <
871 3970 &£
900 4,431 -
930 4,904 5
939 5,034
954 5,253
975 5,683
979 5,758
984 5,851 o
991 5’933 500 ' 10I00 ' 15I00
1000 6,066 Kltabl
1003 6,207
1005 6,188 Kalibracija za Kovats indekse (headspace tehnika).
1009 6,289
1017 6,419
1026 6,559
1029 6,640
1030 6,657
1037 6,748
1042 6,900
1050 6,939
1060 7,167
1090 7,620
1089 7,708
1100 7,845
1196 9,624
1400 12,115
1300 10,967
1419 12,484
1485 13,089
1500 13,100
1506 13,216
1523 13,441
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8.7. HEADSPACE GC-MS HROMATOGRAMI

AnS(K)018" (vauger 2-1880)

AnS(DS)019 (vauder 2-1880)
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* K — koren, S — stablo, DS — donji deo stabla, GS — gornji deo stabla, L — list, DL — donji listovi, GL — gornji listovi, C

—cvet, P —plod.
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AnS(L)049 (vaucer 2-1881) AnS(C)050 (vaucer 2-1881)
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AnS(P)057 (vaucer 2-1881)

AnS(K)058 (vaucer 2-1881)
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AnS(L)076 (vaucer 2-1881) AnS(C)077 (vaucer 2-1881)
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ChT(P)158 (vaucer 2-2012)
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8.8. REZULTATI HEADSPACE-GC-MS ANALIZE

Rezultati headspace-GC-MS analize Anthriscus cerefolium

- 2 2 4 4 a 8 % .
= 2 2 %2 2 & 2 2 & ¢
2 28 ¢ 92 L2 ¥ a2 2 2 09
Ir Q Q Q Q Q o o Q o S
[min] KI KI tabl. Jedinjenie g £ £ F 5 5 &5 5 5 g
2,039 692 3-Metilbutanal - - - - - - - -
2,087 697 2-Metilbutanal - - - - - - - - -
2,513 744 741 3-Metil-1-butanol - - - - - - - - 0,13 0,28
2,545 747 2-Metil-1-butanol - - - - - - - - 0,09 0,24
2,826 775 774 2Z-Penten-1-ol - - - 0,51 - - - - 0,44 -
2,988 789 3-Metil-2-butenal - - - - - - - - - -
3,139 803 802 Heksanal 0,62 - - - - - - - 0,30 0,14
3,790 855 855 trans-2-Heksenal - - - 0,84 - - - - 2,93 0,15
3,815 857 859 cis-3-Heksen-1-o0l - - 0,90 2,88 - - - 0,99 1,27 0,15
3,941 867 trans2-Heksen-1-o0l - - - 8,50 - - - 0,65 6,60 0,21
3,969 869 871 Heksanol - - - 5,06 - - - 0,72 1,34 0,22
4,430 901 900 Nonan 0,51 - 0,87 0,38 - - 0,18 0,23 0,11 -
4,470 903 902 Heptanal - - - - - - - - - -
5,758 981 979 B-Pinen 10,66 1,20 3,00 - 1,17 4,13 042 - - 1,15
6,135 1002 999 Oktanal - - - - - - - - - -
6,186 1005 1005 cis-3-Heksen-1-il-acetat - - - 6,70 0,22 - - 0,24 - -
6,290 1011 1009 Heksil-acetat - - - 4,02 - - - - - -
6,336 1013 trans-2-Heksen-1-il-acetat - - - 4,09 - - - - - -
6,900 1044 1042 Fenilacetaldehid - - - - - - - - 0,15 -
7,620 1084 1090 3-Nonanon ? - - - - - - - - 0,14 -
7,743 1091 Undecen - - - - - - - - - -
7,775 1092 Nonanol ? - - - - - 0,41 0,76 0,81 - -
7,845 1096 1100 Undekan 426 8,75 17,18 519 045 2,60 420 3,84 125 048
9,626 1203 1196 Estragol - - 18,74 18,72 95,07 4228 91,28 86,00 81,41 96,39
9,698 1208 3-nonen-1-il-acetat - - - - - - - - - -
10,886 1292 C13 alken - - - - - 0,20 0,34 030 0,08 -
10,969 1298 1300 Tridekan - 0,67 1,09 - - 0,27 039 036 0,11 -
11,988 1383 1376 seskviterpen - - - - - - - - - -
12,117 1395 1400 Tetradekan - - - - - - - - - -
12,138 1396 1404 Alil-dimetoksibenzen 1,61 1,81 095 09 0,05 1,27 - - - -
12,197 1402 Alil-dimetoksibenzen 1,24 - - - - - - - - -
12,246 1406 Osmorizol 77,89 85,26 56,58 41,04 251 47,72 187 517 2,72 0,20
12,484 1429 1419 trans-B-Kariofilen - - - 0,49 024 - - - 0,30 0,07
12,751 1455 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,090 1489 1485 Germakren D - - - 0,67 0,15 - - - - -
13,101 1491 1500 Pentadecane - 0,66 - - - 0,26 0,14 - - -
13,140 1495 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,236 1505 1500 Biciklogermakren - - - - 0,09 - - - - -
13,418 1525 1523 B-Seskvifelandren 1,64 - - - - - - - - -
13,511 1535 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,558 1540 seskviterpen - - - - - - - - - -
14,077 1601 Geranil-2/3-metilbutanoat 1,14 - - - - - - - - -
Ukupno 99,6 98,4 99,3 100,0 99,9 99,1 99,6 993 994 99,7
Monoterpeni* 11,8 1,2 3,0 0,0 1,2 4,1 0,4 0,0 0,0 1,2
Seskviterpeni 1,6 0,0 0,0 1,2 0,5 0,0 0,0 0,0 0,3 0,1
Alifati¢ni ugljovodonici 4.8 10,1 19,1 5,6 0,5 3,3 5,2 4,7 1,6 0,5
Oksigenovana alifati¢na jed. 0,6 1,6 1,6 32,6 0,2 1,3 1,2 3,8 13,6 1,5
Aromati¢na jed. 80,7 87,1 763 60,7 976 91,3 932 912 843 96,6

* Sastav po klasama racunat je na osnovu kompletnih podataka, uklju¢ujuci i delimi¢no identifikovana i neidentifikovana jedinjenja
koja u tabelama nisu prikazana.
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[min] KI KI tabl. Jedinjenje é E 2 é E E é E E é
2,039 692 3-Metilbutanal - - - - - - - - - -
2,087 697 2-Metilbutanal - - - - - - - - - -

2,513 744 741 3-Metil-1-butanol - - - - - - - -

2,545 747 2-Metil-1-butanol - - - - - - - - - -
2,826 775 774 2Z-Penten-1-ol - - - - - 0,42 - - - -
2,988 789 3-Metil-2-butenal - - - - - - - - - -
3,139 803 802 Heksanal - - 0,69 - - 0,70 0,09 3,03 - -
3,790 855 855 trans-2-Heksenal - - - - - 9,48 - - - -
3,815 857 859 cis-3-Heksen-1-o0l - 0,60 - - 0,79 - - - - -
3,941 867 trans2-Heksen-1-ol - 0,73 - - - 2,45 - - - -
3,969 869 871 Heksanol - 0,60 - - 0,59 - - - - -
4,430 901 900 Nonan 0,47 041 - 0,33 0,34 0,14 - - 1,85 -
4,470 903 902 Heptanal - - - - - - - - - -
5,758 981 979 B-Pinen 0,56 - 7,61 0,26 - - 0,85 - - -
6,135 1002 999 Oktanal - - - - - - - - - -
6,186 1005 1005 cis-3-Heksen-1-il-acetat - 4,81 - - - - - - - -
6,290 1011 1009 Heksil-acetat - 2,21 - - - - - - - -
6,336 1013 trans-2-Heksen-1-il-acetat - 1,87 - - - - - - - -
6,900 1044 1042 Fenilacetaldehid - - - - - 0,11 - - - -
7,620 1084 1090 3-Nonanon ? - - - - - 0,15 - - - -
7,743 1091 Undecen - - - 0,31 032 0,14 - - - -
7,775 1092 Nonanol ? - - - 0,33 - 0,07 - - - -

7,845 1096 1100 Undekan 1429 728 345 6,06 7,30 3,00 032 3645 92,26 9249
9,626 1203 1196 Estragol 41,78 3549 12,13 88,49 84,92 77,72 98,36 2,78 - -
9,698 1208 3-nonen-1-il-acetat - - - - - - - - - -
10,886 1292 C13 alken 0,39 - - 0,30 0,39 0,18 - 1,87 2,14 -
10,969 1298 1300 Tridekan 1,22 0,39 - 0,33 048 0,24 - 2,05 2,71 7,51
11,988 1383 1376 seskviterpen - - - - - - - - - -
12,117 1395 1400 Tetradekan - - - - - - - - - -
12,138 1396 1404 Alil-dimetoksibenzen 0,58 0,92 1,22 - - 0,07 - 2,02 - -
12,197 1402 Alil-dimetoksibenzen - - - - - - - - - -
12,246 1406 Osmorizol 40,27 42,27 72,21 3,41 4,73 3,772 0,20 42,54 - -
12,484 1429 1419 trans-pB-Kariofilen - 0,96 - - - 0,21 0,14 - - -
12,751 1455 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,090 1489 1485 Germakren D - 1,11 - - - - - - - -
13,101 1491 1500 Pentadecane - - - - - - - - - -
13,140 1495 seskviterpen - 0,36 - - - 0,09 - - - -
13,236 1505 1500 Biciklogermakren - - - - - - - - - -
13,418 1525 1523 B-Seskvifelandren - - - - - - - - - -
13,511 1535 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,558 1540 seskviterpen - - - - - - - - - -
14,077 1601 Geranil-2/3-metilbutanoat - - 1,85 - - - - - - -

Ukupno 99,6 100,0 99,2 99,8 99,9 989 100,0 90,7 98,9 100,0

Monoterpeni 0,6 0,0 9,5 0,3 0,0 0,0 0,8 0,0 0,0 0,0

Seskviterpeni 0,0 2,4 0,0 0,0 0,0 0,3 0,1 0,0 0,0 0,0

Alifati¢ni ugljovodonici 16,4 8,1 3,5 7,3 8,8 3,7 0,3 40,4 98,9 100,0

Oksigenovana alifati¢na jed. 0,4 10,8 0,7 0,3 1,4 13,6 0,1 3,0 0,0 0,0

Aromati¢na jed. 82,6 78,7 864 91,9 896 81,6 98,6 47,3 0,0 0,0
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[min] KI KItabl. Jedinjenje E é é E é 2 é é é é

2,039 692 3-Metilbutanal - - - - - - - - -

2,087 697 2-Metilbutanal - - - - - - - - - -

2,513 744 741 3-Metil-1-butanol - - - - - - - - - -

2,545 747 2-Metil-1-butanol - - - - - - - - - -

2,826 775 774 2Z-Penten-1-ol - - - - - - - - - 0,10

2,988 789 3-Metil-2-butenal - - - - - - W - - -

3,139 803 802 Heksanal - 2,60 - - - - - - - -

3,790 855 855 trans-2-Heksenal - - - - - - - - - -

3,815 857 859 cis-3-Heksen-1-0l - - - - - - - - 0,44 1,51

3,941 867 trans2-Heksen-1-ol - - - - - - - - 0,11 4,68

3,969 869 871 Heksanol - - - - - - - - - -

4,430 901 900 Nonan 835 1,82 1,80 - - - 0,15 047 0,65 0,12

4,470 903 902 Heptanal - - - - - - - - - -

5,758 981 979 B-Pinen - 3,65 - - - - 4,11 087 0,29 -

6,135 1002 999 Oktanal - - - - - - - - - -

6,186 1005 1005 cis-3-Heksen-1-il-acetat - - - - - - - - 0,81 2,70

6,290 1011 1009 Heksil-acetat - - - - - - - - - 0,53

6,336 1013 trans-2-Heksen-1-il-acetat - - - - - - - - 0,10 1,62

6,900 1044 1042 Fenilacetaldehid - - - - - - - - - -

7,620 1084 1090 3-Nonanon ? - - - - - - - - 0,13 -

7,743 1091 Undecen - - - - - - - 0,32 0,31 -

7,775 1092 Nonanol ? - - - - - - - 0,27 - -

7,845 1096 1100 Undekan 68,98 65,58 92,48 100,00 84,03 100,00 2,02 11,18 15,61 1,79

9,626 1203 1196 Estragol - - - - - - 65,49 78,38 79,72 84,77

9,698 1208 3-nonen-1-il-acetat - - - - - - - - - -

10,886 1292 C13 alken - 2,30 1,99 - - - - 0,37 0,31 -

10,969 1298 1300 Tridekan - 2,30 3,73 - - - 0,16 0,73 1,02 0,14

11,988 1383 1376 seskviterpen - - - - - - - - - -

12,117 1395 1400 Tetradekan - - - - - - - - - -

12,138 1396 1404 Alil-dimetoksibenzen - 3,11 - - - - 0,49 - - -

12,197 1402 Alil-dimetoksibenzen - - - - - - - - - -

12,246 1406 Osmorizol - 17,06 - - - - 27,60 6,30 023 1,72

12,484 1429 1419 trans-B-Kariofilen 22,68 - - - 15,97 - - - 0,11 0,18

12,751 1455 seskviterpen - - - - - - - - - -

13,090 1489 1485 Germakren D - - - - - - - - - -

13,101 1491 1500 Pentadecane - 1,58 - - - - - - - -

13,140 1495 seskviterpen - - - - - - - - - -

13,236 1505 1500 Biciklogermakren - - - - - - - - - -

13,418 1525 1523 B-Seskvifelandren - - - - - - - - - -

13,511 1535 seskviterpen - - - - - - - - - -

13,558 1540 seskviterpen - - - - - - - - - -

14,077 1601 Geranil-2/3-metilbutanoat - - - - - - - - - -

Ukupno 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 98,9 99,8 99,9
Monoterpeni 0,0 3,7 0,0 0,0 0,0 0,0 4,1 0,9 0,3 0,0
Seskviterpeni 22,7 0,0 0,0 0,0 16,0 0,0 0,0 0,0 0,1 0,2
Alifati¢ni ugljovodonici 77,3 73,6 100,0 100,0 84,0 100,0 2,3 13,1 17,9 2,1
Oksigenovana alifati¢na jed. 0,0 2,6 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,9 1,7 11,1
Aromaticna jed. 0,0 202 00 0,0 0,0 0,0 93,6 84,7 80,0 86,5
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[min]

KI KI tabl.

Jedinjenje

AnC(P)006

IAnC(GS)008

AnC(L)009

AnC(DS)024

2,039
2,087
2,513
2,545
2,826
2,988
3,139
3,790
3,815
3,941
3,969
4,430
4,470
5,758
6,135
6,186
6,290
6,336
6,900
7,620
7,743
7,775
7,845
9,626
9,698
10,886
10,969
11,988
12,117
12,138
12,197
12,246
12,484
12,751
13,090
13,101
13,140
13,236
13,418
13,511
13,558
14,077

692
697
744
747
775
789
803
855
857
867
869
901
903
981
1002
1005
1011
1013
1044
1084
1091
1092
1096
1203
1208
1292
1298
1383
1395
1396
1402
1406
1429
1455
1489
1491
1495
1505
1525
1535
1540
1601

741

774

802
855
859

871
900
902
979
999
1005
1009

1042
1090

1100
1196

1300
1376
1400
1404

1419

1485
1500

1500
1523

3-Metilbutanal
2-Metilbutanal
3-Metil-1-butanol
2-Metil-1-butanol
2Z-Penten-1-ol
3-Metil-2-butenal
Heksanal
trans-2-Heksenal
cis-3-Heksen-1-ol
trans2-Heksen-1-ol
Heksanol

Nonan

Heptanal

B-Pinen

Oktanal
cis-3-Heksen-1-il-acetat
Heksil-acetat
trans-2-Heksen-1-il-acetat
Fenilacetaldehid
3-Nonanon ?
Undecen

Nonanol ?

Undekan

Estragol
3-nonen-1-il-acetat
C13 alken

Tridekan
seskviterpen
Tetradekan
Alil-dimetoksibenzen
Alil-dimetoksibenzen
Osmorizol
trans-f3-Kariofilen
seskviterpen
Germakren D
Pentadecane
seskviterpen
Biciklogermakren
B-Seskvifelandren
seskviterpen
seskviterpen
Geranil-2/3-metilbutanoat

' |AnC(C)005

' |AnC(DS)007

1,78

9,68
80,46
0,54
0,93

0,54

7,99
87,36
0,46
0,83

' |AnC(P)010

1,06

0,45

0,43

' [AnC(K)023

3,05

6,57

97,80 31,59

0,40
0,89
2,07

52,74

10,00
57,58
0,40
0,61
1,07

0,83

' |AnC(GS)025

6,22

+ |AnC(L)026

3,73

73,30 76,62

0,76
19,73

0,18
0,49
0,41
13,86
0,11

Ukupno

100,0

100,0

100,0 97,3

99,6

100,0

Monoterpeni
Seskviterpeni
Alifati¢ni ugljovodonici

Oksigenovana alifati¢na jed.

Aromati¢na jed.

96,9

98,0

11,1

82,5

0,5
0,0
9.3
0,0
90,2

0,0
0,0
34
4,8
91,8

1,1

0,0
0,4
0,7
97,8

3,0
0,0
7.9
1.4
86,4

0,0
0,0
11,7
0,8
87,5

0,0
0,0
7,0
0,0
93,0

90,9
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[min] KI KI tabl. Jedinjenje g 2 g g 2 g g Z g &g

2,039 692 3-Metilbutanal - - - - - - - -

2,087 697 2-Metilbutanal - - - - - - - - - -
2,513 744 741 3-Metil-1-butanol - 0,20 - - - 0,10 - 0,27 - -
2,545 747 2-Metil-1-butanol - 0,17 - - - - - 0,24 - -
2,826 775 774 2Z-Penten-1-ol - - - - - - - - - -
2,988 789 3-Metil-2-butenal - - - - - - - - 1,03 -
3,139 803 802 Heksanal - - - - - - - - 1,81 -
3,790 855 855 trans-2-Heksenal - - - - - 1,56 - - - -
3,815 857 859 cis-3-Heksen-1-o0l 0,15 0,62 - - 0,87 0,71 - 0,37 - -
3,941 867 trans2-Heksen-1-ol - 0,29 - - 0,67 0,63 - - - -
3,969 869 871 Heksanol - 0,71 - - - 1,08 - 0,36 - -

4,430 901 900 Nonan - - - - - 0,15 - - - 0,42
4,470 903 902 Heptanal - - - - - - - - - -

5,758 981 979 B-Pinen 092 1,66 437 049 - - 0,84 1,60 8,19 0,89
6,135 1002 999 Oktanal - - - - - - - - - -
6,186 1005 1005 cis-3-Heksen-1-il-acetat 0,19 0,20 - - 0,65 - - 0,18 - -
6,290 1011 1009 Heksil-acetat - 0,24 - - - - - 0,19 - -
6,336 1013 trans-2-Heksen-1-il-acetat - - - - - - - - - -
6,900 1044 1042 Fenilacetaldehid - - - - - - - - - -
7,620 1084 1090 3-Nonanon ? - - - - - - - - - -
7,743 1091 Undecen - - - - - - - - - -
7,775 1092 Nonanol ? - - - - - - - - - -

7,845 1096 1100 Undekan 0,58 037 7,02 12,27 927 491 037 046 4,13 8,97

9,626 1203 1196 Estragol 95,22 95,11 10,52 48,83 67,41 75,11 95,07 9590 8,14 79,41
9,698 1208 3-nonen-1-il-acetat - - - - - - - - - -

10,886 1292 C13 alken - - - 0,62 - 0,17 - - - 0,47

10,969 1298 1300 Tridekan - - 0,93 1,10 0,86 0,53 - - - 0,68
11,988 1383 1376 seskviterpen - - - - - - - - - -
12,117 1395 1400 Tetradekan - - - - - - - - - -
12,138 1396 1404 Alil-dimetoksibenzen - - 2,30 0,82 - 0,35 - - 2,07 -
12,197 1402 Alil-dimetoksibenzen - - - - - - - - 0,86 -

12,246 1406 Osmorizol 2,80 043 73,79 3588 20,27 1448 3,50 0,44 73,76 8,56
12,484 1429 1419 trans-B-Kariofilen 0,14 - - - - 0,22 0,22 - - -
12,751 1455 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,090 1489 1485 Germakren D - - - - - - - - - -
13,101 1491 1500 Pentadecane - - - - - - - - - -
13,140 1495 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,236 1505 1500 Biciklogermakren - - - - - - - - - -
13,418 1525 1523 B-Seskvifelandren - - - - - - - - - -
13,511 1535 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,558 1540 seskviterpen - - - - - - - - - -
14,077 1601 Geranil-2/3-metilbutanoat - - - - - - - - - -

Ukupno 100,0 100,0 98,9 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 994

Monoterpeni 0,9 1,7 4,4 0,5 0,0 0,0 0,8 1,6 8,2 0,9

Seskviterpeni 0,1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,2 0,0 0,0 0,0

Alifatiéni ugljovodonici 0,6 0,4 79 14,0 10,1 5,8 0,4 0,5 4,1 10,5

Oksigenovana alifati¢na jed. 0,3 2,4 1,1 0,0 2,2 4,1 0,0 1,6 2,8 0,6

Aromaticna jed. 98,0 955 86,6 855 87,7 899 98,6 963 848 88,0

207



Doktorska disertacija

Dejan Orcic¢

R
[min]

KI KI tabl.

Jedinjenje

IAnC(GS)037

AnC(L)038

AnC(DS)041

AnC(C)044

2,039
2,087
2,513
2,545
2,826
2,988
3,139
3,790
3,815
3,941
3,969
4,430
4,470
5,758
6,135
6,186
6,290
6,336
6,900
7,620
7,743
7,775
7,845
9,626
9,698
10,886
10,969
11,988
12,117
12,138
12,197
12,246
12,484
12,751
13,090
13,101
13,140
13,236
13,418
13,511
13,558
14,077

692
697
744
747
775
789
803
855
857
867
869
901
903
981
1002
1005
1011
1013
1044
1084
1091
1092
1096
1203
1208
1292
1298
1383
1395
1396
1402
1406
1429
1455
1489
1491
1495
1505
1525
1535
1540
1601

741

774

802
855
859

871
900
902
979
999
1005
1009

1042
1090

1100
1196

1300
1376
1400
1404

1419

1485
1500

1500
1523

3-Metilbutanal
2-Metilbutanal
3-Metil-1-butanol
2-Metil-1-butanol
2Z-Penten-1-ol
3-Metil-2-butenal
Heksanal
trans-2-Heksenal
cis-3-Heksen-1-ol
trans2-Heksen-1-ol
Heksanol

Nonan

Heptanal

B-Pinen

Oktanal
cis-3-Heksen-1-il-acetat
Heksil-acetat
trans-2-Heksen-1-il-acetat
Fenilacetaldehid
3-Nonanon ?
Undecen

Nonanol ?

Undekan

Estragol
3-nonen-1-il-acetat
C13 alken

Tridekan
seskviterpen
Tetradekan
Alil-dimetoksibenzen
Alil-dimetoksibenzen
Osmorizol
trans-f3-Kariofilen
seskviterpen
Germakren D
Pentadecane
seskviterpen
Biciklogermakren
B-Seskvifelandren
seskviterpen
seskviterpen
Geranil-2/3-metilbutanoat

11,99
73,71

0,37
0,79

7,43

1,70

0,16

2,79

' |AnC(C)039

0,23

73,34 98,41

97

+ |AnC(P)040

0,38

0,32

7,28

,66 64,07

0,41
0,65

0,36

' |AnC(GS)042

0,46

1,22

' |AnC(L)043

0,21

' |AnC(P)045
' |AnC(L)070

- 0,07 -

LI2 086 -

0,43 1,23 3,07
96,24 97,38 179,02

- 007 0,24
2,03 031 3,80

- - 022
0,08 - -

Ukupno

98,8

100,0

100,0

100,0

100,0

100,0

100,0

100,0 100,0 99,7

Monoterpeni

Seskviterpeni

Alifati¢ni ugljovodonici
Oksigenovana alifati¢na jed.
Aromati¢na jed.

1,7

0,0

13,8
2,8
81,1

0,0
0,0
1,9
22,0
76,1

0,9
0,3
0,2
0,0
98,6

0,8
0,0
0,4
1,2

91,7

0,7
0,0
9,0
0,0
90,3

1,2
0,0
14,0
0,4
84,4

0,0
0,5
34
0,8
95,3

1,1 0,9 0,0
0,2 0,0 0,2
0,4 1.4 3.3
0,0 0,1 13,4
98,3 97,7 828
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Dejan Orci¢

IR
[min]

KI KI tabl.

Jedinjenje

AnC(C)071

AnC(K)078

AnC(DS)079

AnC(GS)080

AnC(L)081

AnC(K)083

AnC(DS)084

IAnC(GS)085

AnC(L)086

2,039
2,087
2,513
2,545
2,826
2,988
3,139
3,790
3,815
3,941
3,969
4,430
4,470
5,758
6,135
6,186
6,290
6,336
6,900
7,620
7,743
7,775
7,845
9,626
9,698
10,886
10,969
11,988
12,117
12,138
12,197
12,246
12,484
12,751
13,090
13,101
13,140
13,236
13,418
13,511
13,558
14,077

692
697
744
747
775
789
803
855
857
867
869
901
903
981
1002
1005
1011
1013
1044
1084
1091
1092
1096
1203
1208
1292
1298
1383
1395
1396
1402
1406
1429
1455
1489
1491
1495
1505
1525
1535
1540
1601

741

774

802
855
859

871
900
902
979
999
1005
1009

1042
1090

1100
1196

1300
1376
1400
1404

1419

1485
1500

1500
1523

3-Metilbutanal
2-Metilbutanal
3-Metil-1-butanol
2-Metil-1-butanol
2Z-Penten-1-ol
3-Metil-2-butenal
Heksanal
trans-2-Heksenal
cis-3-Heksen-1-ol
trans2-Heksen-1-ol
Heksanol

Nonan

Heptanal

B-Pinen

Oktanal
cis-3-Heksen-1-il-acetat
Heksil-acetat
trans-2-Heksen-1-il-acetat
Fenilacetaldehid
3-Nonanon ?
Undecen

Nonanol ?

Undekan

Estragol
3-nonen-1-il-acetat
C13 alken

Tridekan
seskviterpen
Tetradekan
Alil-dimetoksibenzen
Alil-dimetoksibenzen
Osmorizol
trans-f-Kariofilen
seskviterpen
Germakren D
Pentadecane
seskviterpen
Biciklogermakren
B-Seskvifelandren
seskviterpen
seskviterpen
Geranil-2/3-metilbutanoat

0,41

1,89

0,41
11,94
25,73
0,50
0,83

1,95

0,76

1,61

0,56
22,55
30,30

0,73

1,64

0,23

1,35

39,44

15,70

0,67
29,78
0,33
0,30

' |AnC(P)082

8,53
2,05

0,79
23,51
30,87

0,75

1,30

1,12

62,92 37,88

Ukupno

100,0

100,0

97,8

Monoterpeni
Seskviterpeni
Alifati¢ni ugljovodonici

Oksigenovana alifati¢na jed.

Aromaticna jed.

0,0
98,8

14,4

82,8

26,4

71,1

31,1
11,6
56,1

0,0
0,6
4,3
39,6
55,4

1,0

0,0

4,6

0,5
93,9

8,6
0,0
85
15,7
65,0

45,9

414

29,8
67,4
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Doktorska disertacija

Dejan Orcic¢

IR
[min]

KI KI tabl. Jedinjenje

AnC(DS)089

AnC(GS)090

AnC(DS)094

AnC(P)097

2,039
2,087
2,513
2,545
2,826
2,988
3,139
3,790
3,815
3,941
3,969
4,430
4,470
5,758
6,135
6,186
6,290
6,336
6,900
7,620
7,743
7,775
7,845
9,626
9,698
10,886
10,969
11,988
12,117
12,138
12,197
12,246
12,484
12,751
13,090
13,101
13,140
13,236
13,418
13,511
13,558
14,077

692
697
744
747
775
789
803
855
857
867
869
901
903
981
1002
1005
1011
1013
1044
1084
1091
1092
1096
1203
1208
1292
1298
1383
1395
1396
1402
1406
1429
1455
1489
1491
1495
1505
1525
1535
1540
1601

741

774

802
855
859

871
900
902
979
999
1005
1009

1042
1090

1100
1196

1300
1376
1400
1404

1419

1485
1500

1500
1523

3-Metilbutanal
2-Metilbutanal
3-Metil-1-butanol
2-Metil-1-butanol
2Z-Penten-1-ol
3-Metil-2-butenal
Heksanal
trans-2-Heksenal
cis-3-Heksen-1-ol
trans2-Heksen-1-ol
Heksanol

Nonan

Heptanal

B-Pinen

Oktanal
cis-3-Heksen-1-il-acetat
Heksil-acetat
trans-2-Heksen-1-il-acetat
Fenilacetaldehid
3-Nonanon ?
Undecen

Nonanol ?

Undekan

Estragol
3-nonen-1-il-acetat
C13 alken

Tridekan
seskviterpen
Tetradekan
Alil-dimetoksibenzen
Alil-dimetoksibenzen
Osmorizol
trans-f-Kariofilen
seskviterpen
Germakren D
Pentadecane
seskviterpen
Biciklogermakren
B-Seskvifelandren
seskviterpen
seskviterpen
Geranil-2/3-metilbutanoat

' |AnC(P)087

—_

33

2,07
95,67

' |AnC(K)088

0,37
9,00
45,57
0,62
0,82

2,05

+ |AnC(L)091

' [AnC(K)093

' |AnC(GS)095

+ |AnC(L)096

Ukupno

100,0

100,0

99,4

100,0

98,3

100,0

99,3

Monoterpeni
Seskviterpeni
Alifati¢ni ugljovodonici

Oksigenovana alifati¢na jed.

Aromati¢na jed.

1.3

0,0

2,1

0,7
95,9

11,6

84,9

52,8

38,6

1,4
0,0
93,6
0,0
5,0

0,0
1.4
6,3
27,4
64,9

17,4
0,7
6,2
5,1
70,5

7,6
0,6
333
1,7
56,9

7,1
0,0
64,7
0,0
28,2

0,0
1.3
7,1
25,1
66,5

20,5
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Doktorska disertacija

Dejan Orci¢

IR

[min] KI KI tabl.Jedinjenje

AnC(K)098

AnC(DS)099

IAnC(GS)100

AnC(P)191

2,039 692
2,087 697
2,513 744
2,545 747
2,826 775
2,988 789
3,139 803
3,790 855
3,815 857
3,941 867
3,969 869
4,430 901
4,470 903
5,758 981
6,135 1002
6,186 1005
6,290 1011
6,336 1013
6,900 1044
7,620 1084
7,743 1091
7,775 1092
7,845 1096
9,626 1203
9,698 1208
10,8861292
10,9691298
11,9881383
12,1171395
12,1381396
12,1971402
12,2461406
12,4841429
12,7511455
13,0901489
13,1011491
13,1401495
13,2361505
13,4181525
13,5111535
13,5581540
14,0771601

741

774

802
855
859

871
900
902
979
999
1005
1009

1042
1090

1100
1196

1300
1376
1400
1404

1419

1485
1500

1500
1523

3-Metilbutanal
2-Metilbutanal
3-Metil-1-butanol
2-Metil-1-butanol
2Z-Penten-1-ol
3-Metil-2-butenal
Heksanal
trans-2-Heksenal
cis-3-Heksen-1-ol
trans2-Heksen-1-ol
Heksanol

Nonan

Heptanal

B-Pinen

Oktanal
cis-3-Heksen-1-il-acetat
Heksil-acetat
trans-2-Heksen-1-il-acetat
Fenilacetaldehid
3-Nonanon ?
Undecen

Nonanol ?

Undekan

Estragol
3-nonen-1-il-acetat
C13 alken

Tridekan
seskviterpen
Tetradekan
Alil-dimetoksibenzen
Alil-dimetoksibenzen
Osmorizol
trans-f-Kariofilen
seskviterpen
Germakren D
Pentadecane
seskviterpen
Biciklogermakren
B-Seskvifelandren
seskviterpen
seskviterpen
Geranil-2/3-metilbutanoat

0,74

1,80

0,87

2,22

2,36

24,40 79,90

49,51
1,44
2,15
2,84

14,30

5,86
2,16
5,54

1,96

' |AnC(L)101

' |AnC(P)102

uouo
[ S
> ®

7,18 70,33 6,93

19,09

12,11

89,88

Ukupno

Monoterpeni
Seskviterpeni
Alifati¢ni ugljovodonici

Oksigenovana alifati¢na jed.

Aromaticna jed.

13,4

80,0

30,5

66,7

89,8

68,9
20,9

12,1

89,9
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Doktorska disertacija Dejan Orcié

Rezultati headspace-GC-MS analize Anthriscus sylvestris.

AnS(GS)020
AnS(L)021
AnS(C)022
AnS(K)046
AnS(DS)047
AnS(GS)048
AnS(L)049
AnS(C)050

tr Kl KI tabl Jedinjenje
1,630 641 740 Dimetil-sulfid - - - - - - - -
1,677 647 Ugjlen-disulfid - - - - - - - - -
1,702 650 2-Metilpropanal - - - - - - - - - -

2,039 692 3-Metilbutanal - - - - - - - - - -

2,087 697 2-Metilbutanal - - - - - - - - - -

2,168 707 1-Penten-3-ol - - - - - - - - - -

2,200 710 1-Penten-3-on - - - - - - - - - -

2,274 718 700 Heptan - - - - - - - - - -

2,297 721 2-Etilfuran - - - - - - - - - -

2,513 744 741 3-Metil-1-butanol - - - - - - - - - -

2,545 747 2-Metil-1-butanol - - - - - - - - - -

2,826 775 774 2Z-Pentenol - - - - - - - - 0,56 -

3,129 802 800 Oktan 2,61 1,07 1,16 094 031 147 1,64 128 0,56 -

3,139 803 802 Heksanal - - - - - - - - - -

3,430 827 Metil-angelat - - - - - - - - - -

3,790 855 855 trans-2-Heksenal - - - - - - - - - -

3,815 857 859 cis-3-Heksen-1-ol - - 093 744 - - - 5,83 19,88 -

3,941 867 trans-2-Heksen-1-ol - - - 2,72 - - - - 20,77 -

3,969 869 871 Heksanol - - 2,73 1480 - - - 6,59 9,38 -

4,409 899 Nonen - - - - - - - - - -

4,430 901 900 Nonan 19,71 16,81 10,23 7,32 2,60 20,71 19,07 12,95 6,70 3,36
4,905 931 930 a-Tujen 0,29 - - - 0,23 0,20 - - - -

5,034 939 939 o-Pinen 14,11 17,79 444 147 182 16,59 947 389 1,74 0,88
5,290 954 954 Kamfen 0,57 - - - - 0,65 - - - -

5,575 971 izomer dekana 0,49 0,53 - - - 0,41 - - - -

5,615 973 monoterpen 2,33 - - - - - - - - -

5,683 977 975 Sabinen 28,74 40,09 60,63 36,93 64,38 12,21 35,06 48,71 22,25 50,79
5,758 981 979 p-Pinen 0,55 0,79 - - 2,39 042 - - - -

5,933 991 991 pB-Mircen 2,09 3,70 10,28 0,98 16,52 1,70 - 0,86 0,37 -

6,066 999 1000 Dekan 0,53 - - - - 0,25 - - - -

6,135 1002 999 Oktanal 0,14 - - - - 0,24 - - - -

6,186 1005 1005 cis-3-Heksen-1-il-acetat - - - 1,58 - - - - 6,09 -

6,209 1006 1003 a-Felandren 0,85 0,63 - - - - - - - -

6,290 1011 1009 Heksil-acetat - - - 1,54 - - - - 1,21 -

6,316 1012 1010 monoterpen 3,29 285 1,21 - 0,47 - - - - -

6,336 1013 trans-2-Heksen-1-il-acetat - - - 0,88 - - - - 1,23 -

6,421 1018 1017 a-Terpinen 0,38 - - - - - - - - -

6,560 1026 1026 o-/p-cimen 0,91 - - - - 0,19 - - - 2,46
6,640 1030 1029 Limonen* - - - - - 4297 34,76 1543 582 3,31
6,657 1031 1030 pB-Felandren 9,55 7,21 4,05 1,00 1,78 - - - - -

6,748 1036 1037 Z-B-Ocimen - 3,57 - - 0,91 - - - - -

6,941 1046 1050 E-B-Ocimen 538 2,77 2,09 1,74 5,68 - - - 1,50 24,61
7,167 1059 1060 y-Terpinen 2,19 - - - - 0,27 - - - 6,47
7,709 1089 1089 a-Terpinolen 0,48 - - - - - - - - 0,54
7,845 1096 1100 Undekan 0,88 0,64 - 0,56 0,50 0,62 - 1,10 1,06 1,25
10,969 1298 1300 Tridekan - - - - - - - - - -
11,988 1383 1376 o-Kopaen ? - - 1,41 - - - - 1,19 - -
12,028 1386 seskviterpen 0,15 - - - - - - - - -
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Doktorska disertacija Dejan Orcié

e 2 8 - o4 e 5 2 o o
S 2 2 & & & g 7z £ 2
¥ a8 © 242 L ¥ a8 v 23 9
%) %) %) %) %) %) %) %) %) %)
1z KI KI tabl Jedinjenje é 2 é E 5 é é é é 5
12,114 1394 seskviterpen - - - - - - - - -
12,132 1396 1388 B-Kubeben - - - - - - - - - -
12,484 1429 1419 trans-B-Kariofilen - - - - - - - - 0,53 1,53
12,570 1437 seskviterpen 0,18 0,34 0,85 - 0,13 - - 0,91 - -
12,727 1452 izomer farnezena - - - - - - - - - -
13,085 1489 izomer farnezena - - - 1,12 - - - - - -
13,090 1489 1485 Germakren D 0,85 - - - 1,13 - - - 0,37 2,87
13,148 1495 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,217 1503 1506 E,E-a-Farnezen - - - - 0,52 - - - - 1,93
13,233 1504 1500 o-Muurolen ? 0,24 - - - - - - - - -
13,236 1505 1500 Biciklogermakren - - - - - - - - - -
13,268 1508 1506 p-Bisabolen - - - - - - - - - -
13,290 1511 1515 Z-y-Bisabolen - - - - - - - - - -
13,381 1521 seskviterpen 0,88 0,53 - - - - - - - -
13,441 1527 1523 §-Kadinen 0,32 0,71 - - 0,22 - - - - -
13,949 1585 seskviterpen 0,16 - - - - - - - - -
Ukupno 98,8 100,0 100,0 100,0 99,6 98,9 100,0 98,7 100,0 100,0
Monoterpeni 71,7 79,4 82,7 42,1 942 752 79,3 689 31,7 89,1
Seskviterpeni 3,0 6 23 1,1 20 00 00 21 09 63

Alifati¢ni ugljovodonici 242 190 114 88 34 235 207 153 83 46
Oksigenovana alifati¢na jed. 0,1 0,0 37 479 0,0 0,2 0,0 124 591 0,0
Aromati¢na jed. 03 00 00 00 04 06 00 00 00 00

* U velikom broju slucajeva, pikovi limonena i B-felandrena su preklopljeni i nije ih moguce zasebno integrisati. U takvim
slu¢ajevima, ukupna povrsina pika data je kod zastupljenijeg jedinjenja.
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Doktorska disertacija

— [\l m % 7o) N ~ 0 % %
g £ 2 2 & 2 g8 &8 3 2
& ¥ 2 © 2 o & ¥ a2 9
A A ) %) ) A %) %) A )
tx___KI KI tabl Jedinjenje & & & & & & & & & g
1,630 641 740 Dimetil-sulfid - - - - - - - - - -
1,677 647 Ugjlen-disulfid - - - - - - - - _ _
1,702 650 2-Metilpropanal - - - - - - - - - -
2,039 692 3-Metilbutanal - - - - - - - - _ _
2,087 697 2-Metilbutanal - - - - - - - - - -
2,168 707 1-Penten-3-ol - - - - - - - - - _
2,200 710 1-Penten-3-on - - - - - - - - - -
2,274 718 700 Heptan - - - - - - - - - -
2,297 721 2-Etilfuran - - - - - - - - - -
2,513 744 741 3-Metil-1-butanol - - - - - - - - - -
2,545 747 2-Metil-1-butanol - - - - - - - - - -
2,826 775 774 2Z-Pentenol - - - - 0,30 - - - - -
3,129 802 800 Oktan - 321 2,78 1,87 1,59 0,70 - 6,06 4,03 390
3,139 803 802 Heksanal - - - - - - 0,68 - - -
3,430 827 Metil-angelat 0,47 - - - - - - - - -
3,790 855 855 trans-2-Heksenal - - - - - - - - - _
3,815 857 859 cis-3-Heksen-1-o0l - - - 1,63 8,22 - - - - 3,25
3,941 867 trans-2-Heksen-1-o0l - - - - 12,60 - - - - -
3,969 869 871 Heksanol - - - - 7,30 - - - - -
4,409 899 Nonen - - - - - - - - - -
4,430 901 900 Nonan 1,21 40,89 36,64 27,11 23,33 9,47 3,54 51,22 41,52 32,12
4,905 931 930 o-Tujen - 0,15 - - - - - - - -
5,034 939 939 a-Pinen 0,69 12,32 792 513 397 1,76 - 10,75 3,76 4,38
5,290 954 954 Kamfen - 0,26 - - - - - 0,21 - -
5,575 971 izomer dekana - 0,33 - - - - - 0,47 - -
5,615 973 monoterpen - - - - - - - - - -
5,683 977 975 Sabinen 50,72 12,61 40,36 49,10 31,01 59,77 36,69 15,75 48,57 54,36
5,758 981 979 B-Pinen - 0,32 - - 0,32 0,3 - 0,26 - -
5,933 991 991 B-Mircen 0,59 092 204 558 088 733 1585 1,07 - -
6,066 999 1000 Dekan - 0,64 - - 0,25 - - 1,85 - -
6,135 1002 999 Oktanal - 0,21 - - - - - 0,25 - -
6,186 1005 1005 cis-3-Heksen-1-il-acetat - - - - 2,84 - - - - -
6,209 1006 1003 o-Felandren - - - - - - - - - _
6,290 1011 1009 Heksil-acetat - - - - 1,11 - - - - -
6,316 1012 1010 monoterpen - - - - - - - - - -
6,336 1013 trans-2-Heksen-1-il-acetat - - - - 0,90 - - - - -
6,421 1018 1017 a-Terpinen - - - - - - - - - -
6,560 1026 1026 o-/p-cimen 5,69 0,20 - - - - - 1,85 - -
6,640 1030 1029 Limonen 2,54 197 1,40 092 0,84 0,74 - 2,48 - -
6,657 1031 1030 B-Felandren - 2,38 - - - - - - - -
6,748 1036 1037 Z-B-Ocimen - - - - - - - - - R
6,941 1046 1050 E-B-Ocimen 2327 1942 7,82 3,88 3,01 9,19 37,14 - - -
7,167 1059 1060 y-Terpinen 8,08 0,23 - - - - - 1,98 - -
7,709 1089 1089 a-Terpinolen 0,94 0,17 - - - - 1,18 - - -
7,845 1096 1100 Undekan - 1,66 1,05 089 1,25 1,08 0,65 289 213 2,00
10,969 1298 1300 Tridekan - - - 0,50 - - - - - -
11,988 1383 1376 a-Kopaen ? - - - - - - - 0,17 - -
12,028 1386 seskviterpen - - - - - - - - - -

214



Doktorska disertacija

S
<8,
IS}
N
N
Q
S

- o @2 & 4 ¢ ~ = @ 8

£ £ 2 2 &€ & 8 &2 2 3

& £ & 9 4 o & ¥ a 9

7 %) 2] %) a 7 7] o) %) 7]

tr KI KI tabl Jedinjenje é é é é é é é é é é
12,114 1394 1388 seskviterpen - - - - - - - - - -
12,132 1396 1388 B-Kubeben - - - - - - - - -
12,484 1429 1419 trans-B-Kariofilen - - - - - 0,78 - - - -
12,570 1437 seskviterpen - - - 0,48 - - - 0,35 - -
12,727 1452 izomer farnezena - - - - - - - - - -
13,085 1489 izomer farnezena - - - - - - - - - -
13,090 1489 1485 Germakren D - - - - - 5,49 - 0,31 - -
13,148 1495 seskviterpen - 0,62 - - - - - 0,60 - -
13,217 1503 1506 E,E-o-Farnezen 5,81 - - - - 1,48 3,51 - - -
13,233 1504 1500 a-Muurolen ? - - - - - - - 0,66 - -
13,236 1505 1500 Biciklogermakren - - - - - - - - - -
13,268 1508 1506 p-Bisabolen - - - - - - - - - -
13,290 1511 1515 Z-y-Bisabolen - 0,62 - - - - - - - -
13,381 1521 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,441 1527 1523 $-Kadinen - 0,59 - - - 0,51 - 0,50 - -
13,949 1585 seskviterpen - - - 0,40 - 1,18 0,76 0,32 - -

Ukupno 100,0 99,7 100,0 97,5 99,7 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Monoterpeni 92,5 50,9 59,5 64,6 40,0 793 909 344 523 58,7

Seskviterpeni 5,8 1,8 0,0 0,9 0,0 9,4 43 2,9 0,0 0,0

Alifati¢ni ugljovodonici 1,2 47,0 40,5 304 264 11,3 42 625 47,7 38,0

Oksigenovana alifati¢na jed. 0,5 0,2 0,0 1,6 333 0,0 0,7 0,3 0,0 3,2

Aromatic¢na jed. 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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1,630 641 740 Dimetil-sulfid - - - - - - - - - -
1,677 647 Ugjlen-disulfid - - - - - - - - - -
1,702 650 2-Metilpropanal - - - - - - - - - -
2,039 692 3-Metilbutanal - - - - - - - - - -
2,087 697 2-Metilbutanal - - - - - - - - - _
2,168 707 1-Penten-3-ol - - - - - - - - - _
2,200 710 1-Penten-3-on - - - - - - - - - -
2,274 718 700 Heptan - - - - - - - - - -
2,297 721 2-Etilfuran - - - - - - - - _ _
2,513 744 741 3-Metil-1-butanol - - - - 0,70 0,25 - - - -
2,545 747 2-Metil-1-butanol - - - - 0,42 - - - - -
2,826 775 774 2Z-Pentenol 0,55 - - - 0,87 - - - - -
3,129 802 800 Oktan - 2,34 283 245 1,76 0,39 - 1,65 2,65 1,68
3,139 803 802 Heksanal 2,01 - - - - - - - - -
3,430 827 Metil-angelat - - - - - - - - - _
3,790 855 855 trams-2-Heksenal 481 - - - 4,64 - - - - -
3,815 857 859 cis-3-Heksen-1-o0l 10,71 - - 1,47 17,54 - 1,94 - - -
3,941 867 trans-2-Heksen-1-ol 14,11 - - - 20,10 - 0,34 - - -
3,969 869 871 Heksanol 17,18 - - 2,64 12,29 - 1,79 - - -
4,409 899 Nonen - - - - - - - - - -
4,430 901 900 Nonan 16,42 34,41 32,33 26,45 13,18 4,03 2,50 27,42 30,67 22,01
4,905 931 930 a-Tujen - 0,24 - - - - - - - -
5,034 939 939 a-Pinen 2,47 1228 844 497 2,10 1,04 050 323 387 1,81
5,290 954 954 Kamfen - 0,29 - - - - - - 0,19 -
5,575 971 izomer dekana - 0,36 - - - - - 0,54 0,65 -
5,615 973 monoterpen - - - - - - - - - -
5,683 977 975 Sabinen 25,62 26,08 41,60 49,05 26,57 30,45 40,76 17,85 10,73 37,51
5,758 981 979 B-Pinen - 0,39 - - - - - - - -
5,933 991 991 B-Mircen 042 140 120 147 054 063 065 098 092 0,99
6,066 999 1000 Dekan 0,29 0,72 0,63 - - - - 041 0,53 -
6,135 1002 999 Oktanal - - - - - - - - 0,30 -
6,186 1005 1005 cis-3-Heksen-1-il-acetat - - - - - - - - - -
6,209 1006 1003 o-Felandren - - - - - - - - - _
6,290 1011 1009 Heksil-acetat - - - - - - - - - -
6,316 1012 1010 monoterpen - - - - - - - - - -
6,336 1013 trans-2-Heksen-1-il-acetat - - - - - - - - - -
6,421 1018 1017 a-Terpinen - - - - - - - - - -
6,560 1026 1026 o-/p-cimen 0,37 0,32 - - - 2,61 0,90 - 0,32 -
6,640 1030 1029 Limonen 0,53 285 225 215 0081 1,03 - 42,01 43,95 33,74
6,657 1031 1030 B-Felandren - - - - - - - - - _
6,748 1036 1037 Z-B-Ocimen - - - - - - - - - -
6,941 1046 1050 E-B-Ocimen 294 996 6,51 2,72 532 38,16 43,08 3,51 2,57 1,50
7,167 1059 1060 y-Terpinen 0,36 2,76 1,68 - 046 8,66 335 036 032 -
7,709 1089 1089 a-Terpinolen - - - - - - 0,82 - - -
7,845 1096 1100 Undekan 1,22 291 195 1,51 L,71 1,59 046 1,65 1,62 0,76
10,969 1298 1300 Tridekan - - - - - - - - - -
11,988 1383 1376 a-Kopaen ? - - - 1,84 - - - - - -
12,028 1386 seskviterpen - - - - - - - - - -
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12,114 1394 seskviterpen - - - - - - - -
12,132 1396 1388 B-Kubeben - - - - - - - - -
12,484 1429 1419 trans-B-Kariofilen - - - - - - - - - -

12,570 1437 seskviterpen - - 1,35 - - - -

12,727 1452 izomer farnezena - - - - - - - - - -
13,085 1489 izomer farnezena - - - - - - - - - -
13,090 1489 1485 Germakren D - 0,26 - - 042 7,27 - - - -
13,148 1495 seskviterpen - 0,52 - - - - - - - -
13,217 1503 1506 E,E-o-Farnezen - - - - 0,58 2,99 2091 - - -
13,233 1504 1500 o-Muurolen ? - 0,56 - 1,14 - - - 0,21 0,12 -
13,236 1505 1500 Biciklogermakren - - - - - - - - - -
13,268 1508 1506 p-Bisabolen - - - - - - - - - -
13,290 1511 1515 Z-y-Bisabolen - - - - - - - - - -
13,381 1521 seskviterpen - 0,18 - - - - - - - -
13,441 1527 1523 $-Kadinen - 0,57 0,57 0,82 - 0,35 - 0,20 0,14 -
13,949 1585 seskviterpen - 0,26 - - - 0,56 - - - -

Ukupno 100,0 99,7 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 99,5 100,0

Monoterpeni 32,7 56,6 61,7 604 358 826 90,1 679 629 755

Seskviterpeni 0,0 2,4 0,6 5,1 Lo 11,2 29 0,4 0,3 0,0

Alifati¢ni ugljovodonici 17,9 40,7 37,7 304 16,7 6,0 30 31,7 364 245

Oksigenovana alifaticna jed. 49,4 0,0 0,0 41 46,6 03 4,1 0,0 0,3 0,0

Aromati¢na jed. 0,0 0,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,2 0,0
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Doktorska disertacija Dejan Orcié

AnS(L)123
AnS(P)124
AnS(K)125
AnS(DS)126
AnS(GS)127
AnS(L)128
AnS(P)129
AnS(K)130
AnS(DS)131
AnS(GS)132

tr KI KI tabl Jedinjenje
1,630 641 740 Dimetil-sulfid
1,677 647 Ugjlen-disulfid
1,702 650 2-Metilpropanal
2,039 692 3-Metilbutanal - - - - - - - - - -
2,087 697 2-Metilbutanal - - - - - - - - _ _
2,168 707 1-Penten-3-ol - - - - - - - - - _
2,200 710 1-Penten-3-on - - - - - - - - - -
2,274 718 700 Heptan - - - - - - - - - -
2,297 721 2-Etilfuran - - - - - - - - _ _
2,513 744 741 3-Metil-1-butanol - - - - - - - - - -
2,545 747 2-Metil-1-butanol - - - - - - - - - _
2,826 775 774 2Z-Pentenol - - - - - - - - - -
3,129 802 800 Oktan - - 3,73 6,74 344 273 - 1,93 1,90 1,14
3,139 803 802 Heksanal - - - - - - - - - -
3,430 827 Metil-angelat - - - - - - - - - _
3,790 855 855 trans-2-Heksenal - - - - - - - - - -
3,815 857 859 cis-3-Heksen-1-o0l - - - - 1,56 14,37 - - - -
3,941 867 trans-2-Heksen-1-ol - - - - - 5,66 - - - -
3,969 869 871 Heksanol - - - - - 13,52 - - - -
4,409 899 Nonen - - - - - - - - - -
4,430 901 900 Nonan 17,45 3,20 44,32 67,81 51,08 47,65 10,34 25,10 27,56 23,49
4,905 931 930 a-Tujen - - - - - - - - - -
5,034 939 939 a-Pinen - - 737 524 1,75 - - 5,70 3,58 233
5,290 954 954 Kamfen - - 0,56 - - - - 0,22 - -
5,575 971 izomer dekana - - 0,34 - - - - 0,28 - -
5,615 973 monoterpen - - - - - - - - - -
5,683 977 975 Sabinen 56,05 34,52 9,06 2,00 - - - 17,02 26,76 38,08
5,758 981 979 B-Pinen - - - - - - - 0,17 - -
5,933 991 991 B-Mircen 222 726 1,79 3,53 2048 - 2466 1,00 1,77 7,74
6,066 999 1000 Dekan - - 0,92 - - - - 0,42 - -
6,135 1002 999 Oktanal - - - - - - - - - -
6,186 1005 1005 cis-3-Heksen-1-il-acetat - - - - - - - - - -
6,209 1006 1003 o-Felandren - - - - - - - - - _
6,290 1011 1009 Heksil-acetat - - - - - - - - - -
6,316 1012 1010 monoterpen - - - - - - - - - -
6,336 1013 trans-2-Heksen-1-il-acetat - - - - - - - - - -
6,421 1018 1017 a-Terpinen - - - - - - - - - -
6,560 1026 1026 o-/p-cimen - - 0,62 - - - 1,64 - - -
6,640 1030 1029 Limonen 2428 425 257 - - - - 40,16 36,05 21,20
6,657 1031 1030 B-Felandren - - - - - - - - - _
6,748 1036 1037 Z-B-Ocimen - - 17,17 10,09 4,52 - 20,60 - - -
6,941 1046 1050 E-B-Ocimen - 3355 3,73 221 3,73 3,33 18,38 523 1,53 1,39
7,167 1059 1060 y-Terpinen - - 2,51 - - - 6,65 0,49 - -
7,709 1089 1089 a-Terpinolen - 2,52 - - - - 2,38 - - -
7,845 1096 1100 Undekan - - 3,11 238 2,78 294 137 143 086 141
10,969 1298 1300 Tridekan - - - - - - - - - -
11,988 1383 1376 a-Kopaen ? - - - - 3,78 - - - - 2,15
12,028 1386 seskviterpen - - - - - - - - - _
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12,114 1394 seskviterpen - - - - - - - - - -
12,132 1396 1388 B-Kubeben - - - - - 2,71 - - - -
12,484 1429 1419 trans-B-Kariofilen - - - - - 1,80 - - - -

12,570 1437 seskviterpen - - - 3,07 - - - - 1,08
12,727 1452 izomer farnezena - - - - - - - - - -
13,085 1489 izomer farnezena - - - - - - - - - -
13,090 1489 1485 Germakren D - - - - - 2,57 - - - -
13,148 1495 seskviterpen - - 0,60 - - - - 0,18 - -
13,217 1503 1506 E,E-o-Farnezen - 14,69 - - - 2,72 13,99 - - -
13,233 1504 1500 a-Muurolen ? - - 0,66 - 2,04 - - 0,22 - -
13,236 1505 1500 Biciklogermakren - - - - - - - - - -
13,268 1508 1506 p-Bisabolen - - 0,47 - - - - 0,19 - -
13,290 1511 1515 Z-y-Bisabolen - - - - - - - - - -
13,381 1521 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,441 1527 1523 $-Kadinen - - 0,47 - 1,78 - - 0,15 - -
13,949 1585 seskviterpen - - - - - - - - - -

Ukupno 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 99,9 100,0 100,0

Monoterpeni 82,5 82,1 454 23,1 305 33 743 70,0 69,7 70,7

Seskviterpeni 0,0 14,7 22 0,0 10,7 98 140 0,7 0,0 32

Alifati¢ni ugljovodonici 17,5 32 524 769 573 533 11,7 293 30,3 26,0

Oksigenovana alifati¢na jed. 0,0 0,0 0,0 0,0 1,6 335 0,0 0,0 0,0 0,0

Aromati¢na jed. 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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Doktorska disertacija

Dejan Orcic¢

R

KI

KI
tabl

Jedinjenje

AnS(L)133

AnS(P)134

AnS(K)103

AnS(DS)104

AnS(GS)105
AnS(L)106
AnS(C)107
AnS(P)108
AnS(K)109
AnS(DS)110

1,630
1,677
1,702
2,039
2,087
2,168
2,200
2,274
2,297
2,513
2,545
2,826
3,129
3,139
3,430
3,790
3,815
3,941
3,969
4,409
4,430
4,905
5,034
5,290
5,575
5,615
5,683
5,758
5,933
6,066
6,135
6,186
6,209
6,290
6,316
6,336
6,421
6,560
6,640
6,657
6,748
6,941
7,167
7,709
7,845

641
647
650
692
697
707
710
718
721
744
747
775
802
803
827
855
857
867
869
899
901
931
939
954
971
973
971
981
991
999
1002
1005
1006
1011
1012
1013
1018
1026
1030
1031
1036
1046
1059
1089
1096

10,969 1298
11,988 1383
12,028 1386
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740

700

741

774
800
802

855
859

871

900
930
939
954

975
979
991
1000
999
1005
1003
1009
1010

1017
1026
1029
1030
1037
1050
1060
1089
1100
1300
1376

Dimetil-sulfid
Ugjlen-disulfid
2-Metilpropanal
3-Metilbutanal
2-Metilbutanal
1-Penten-3-ol
1-Penten-3-on
Heptan
2-Etilfuran
3-Metil-1-butanol
2-Metil-1-butanol
2Z-Pentenol
Oktan

Heksanal
Metil-angelat
trans-2-Heksenal
cis-3-Heksen-1-o0l
trans-2-Heksen-1-o0l
Heksanol

Nonen

Nonan

a-Tujen

a-Pinen

Kamfen

izomer dekana
monoterpen
Sabinen

B-Pinen

B-Mircen

Dekan

Oktanal
cis-3-Heksen-1-il-acetat
a-Felandren
Heksil-acetat
monoterpen
trans-2-Heksen-1-il-acetat
a-Terpinen
o-/p-cimen
Limonen
B-Felandren
Z-B-Ocimen
E-B-Ocimen
y-Terpinen
a-Terpinolen
Undekan
Tridekan
a-Kopaen ?

seskviterpen

15,01

15,15

19,81
10,53
131
4,00
7,25
2,14

121

27,84

24,44

1,34

28,04
2,08
1,11

0,18

0,17
8,63
0,26
12,37
0,50
47,11
0,58
2,01
0,41
0,23
8,38
13,67
3,65
0,70
0,62

32,82

36,18

4,53
3,70
11,26
2,20
2,04

738 - - - - -

383 - - . . .

2,90 - 1,09 0,68 9,75 5,09

34,16 17,64 10,40 344 24,00 33,62
- - - - 054 -
37,66 21,92 17,74 4825 2637 30,77

2,70 - - 640 042 -
- - - 2,69 855 484
224 - 304 119 1857 1751
2,55 12,29 37,86 8,03 4,63 638
3,50 - - 1452 037 -
- - - - 053 -
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12,114 1394 seskviterpen - - - - - - 1,26 0,96 - -
12,132 1396 1388 B-Kubeben - - - - - - 1,93 - - -
12,484 1429 1419 trans-p-Kariofilen 3,49 - - - - - - - - -
12,570 1437 seskviterpen - - - - - - - - -
12,727 1452 izomer farnezena - - - - - - - - - -
13,085 1489 izomer farnezena - - - - - - - - - -
13,090 1489 1485 Germakren D 12,97 - - - - 19,98 11,90 424 045 -
13,148 1495 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,217 1503 1506 E,E-o-Farnezen 7,19 1393 - - - 28,18 13,82 8,99 - -
13,233 1504 1500 a-Muurolen ? - - - - 3,08 - - - - -
13,236 1505 1500 Biciklogermakren - - - - - - - - - -
13,268 1508 1506 B-Bisabolen - - - - - - - - 0,52 -
13,290 1511 1515 Z-y-Bisabolen - - - - - - - - - -
13,381 1521 seskviterpen - - - - - - - - 0,35 -
13,441 1527 1523 §-Kadinen - - - - - - - - - -
13,949 1585 seskviterpen - - - - - - - - - -
Ukupno 100,0 100,0 99,5 99,4 100,0 100,0 99,0 994 994 100,0
Monoterpeni 21,8 849 993 994 857 51,8 70,1 858 97,9 100,0
Seskviterpeni 23,6 13,9 0,0 0,0 3,1 482 289 142 13 0,0
Alifati¢ni ugljovodonici 23,1 1,2 04 06 00 00 00 00 06 00
Oksigenovana alifaticna jed. 31,5 0,0 0,2 0,0 11,2 0,0 0,0 0,0 0,2 0,0
Aromatic¢na jed. 0,0 0,0 00 00 00 0,0 1,0 00 00 0,0
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A %) A A ) A %) A %)
tx  KI KI tabl Jedinjenje g £ £ & £ £ & £ Z
1,630 641 740 Dimetil-sulfid - - - - - - - 0,61 1,10
1,677 647 Ugjlen-disulfid - - - - - - - 0,24 -
1,702 650 2-Metilpropanal - - - - - - - 0,19 0,27
2,039 692 3-Metilbutanal - - - - - - - 0,30 0,56
2,087 697 2-Metilbutanal - - - - - - - 0,18 0,54
2,168 707 1-Penten-3-ol - - - - - - - 1,36 -
2,200 710 1-Penten-3-on - - - - - - - 0,26 -
2,274 718 700 Heptan - - - - - - - 3,55 043
2,297 721 2-Etilfuran - - - - - - - 0,22 -
2,513 744 741 3-Metil-1-butanol - - - - - - - - 0,07
2,545 747 2-Metil-1-butanol - - - - - - - - -
2,826 775 774 2Z-Pentenol - - - - - - - 0,51 -
3,129 802 800 Oktan - - - - - - - 1,00 -
3,139 803 802 Heksanal - 1,16 0,65 - - - 2,18 - -
3,430 827 Metil-angelat - - - - - - - - -
3,790 855 855 trans-2-Heksenal - - - - - - - - -
3,815 857 859 cis-3-Heksen-1-ol - - - - - - - 16,43 0,40
3,941 867 trans-2-Heksen-1-ol - - - - - - - 10,50 -
3,969 869 871 Heksanol - - - - - - - 8,66 -
4,409 899 Nonen - - - 0,87 0,77 - - - -
4,430 901 900 Nonan - - - - - - - 8,64 0,64
4,905 931 930 a-Tujen - - - 0,27 - - - - 0,15
5,034 939 939 o-Pinen 2,64 - 0,78 10,67 7,12 - - 0,82 0,35
5,290 954 954 Kamfen - - - 0,23 - - - - -
5,575 971 izomer dekana - - - - - - - - -
5,615 973 monoterpen - - - - - - - - -
5,683 977 975 Sabinen 43,43 6,05 4,03 19,67 44,80 10,85 - 26,18 28,76
5,758 981 979 B-Pinen - - - 0,58 0,76 - - 0,18 0,38
5,933 991 991 PB-Mircen 36,91 20,65 44,50 39,99 30,56 14,92 13,44 1,13 1791
6,066 999 1000 Dekan - - - - - - - - -
6,135 1002 999 Oktanal - - - - - - - - -
6,186 1005 1005 cis-3-Heksen-1-il-acetat - - - - - - - 2,64 -
6,209 1006 1003 oa-Felandren - - - 0,58 - - - - 0,20
6,290 1011 1009 Heksil-acetat - - - - - - - 0,64 -
6,316 1012 1010 monoterpen - - - 3,83 1,19 - - - -
6,336 1013 trans-2-Heksen-1-il-acetat - - - - - - - 0,54 -
6,421 1018 1017 a-Terpinen - - - 0,39 - - - - -
6,560 1026 1026 o-/p-cimen - - - 0,74 0,90 - 0,65 - 1,18
6,640 1030 1029 Limonen - - - - - - - 0,51 0,70
6,657 1031 1030 B-Felandren 2,27 - 3,49 11,05 4,02 - - - 0,62
6,748 1036 1037 Z-B-Ocimen 362 297 259 543 5,65 - - 1,32 18,82
6,941 1046 1050 E-B-Ocimen 4,80 28,07 15,12 230 1,38 7,13 1,96 11,16 15,20
7,167 1059 1060 y-Terpinen - - - 0,34 - - - 0,48 5,49
7,709 1089 1089 a-Terpinolen - 2,55 231 1,69 - 2,41 - - 2,11
7,845 1096 1100 Undekan - - - - - - - 0,46 0,20
10,969 1298 1300 Tridekan - - - - - - - - -
11,988 1383 1376 a-Kopaen ? - - - - - - - - -
12,028 1386 seskviterpen - - - - - - - - -
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12,114 1394 seskviterpen - 2,30 - - - - - -

12,132 1396 1388 B-Kubeben - 1,77 0,60 - - - 2,87 - -

12,484 1429 1419 trans-B-Kariofilen - - - - - - - - -

12,570 1437 seskviterpen 1,40 - - - - -

12,727 1452 izomer farnezena - - - - - 7,79 4,02 - -

13,085 1489 izomer farnezena - - - - - - - - -

13,090 1489 1485 Germakren D 2,83 17,58 5,87 - - 2332 12,24 0,32 -

13,148 1495 seskviterpen - - - - - - - - -

13,217 1503 1506 E,E-o-Farnezen 2,10 15,38 19,23 - - 30,39 61,45 0,38 3,94

13,233 1504 1500 o-Muurolen ? - - - - - - - - -

13,236 1505 1500 Biciklogermakren - - - - 1,35 - - - -

13,268 1508 1506 B-Bisabolen - - - 0,94 0,71 - - - -

13,290 1511 1515 Z-y-Bisabolen - - - - - - - - -

13,381 1521 seskviterpen - - - - - - - - -

13,441 1527 1523 $-Kadinen - - - - - - 0,47 - -

13,949 1585 seskviterpen - - - - - - - - -

Ukupno 1000 98,5 99,2 996 99,2 968 993 994 100,0
Monoterpeni 93,7 603 72,8 97,8 964 353 16,0 41,8 919
Seskviterpeni 6,3 370 257 09 2,1 61,5 81,1 07 3.9
Alifati¢ni ugljovodonici 0,0 0,0 0,0 0,4 0,8 0,0 0,0 13,6 13
Oksigenovana alifaticna jed. 0,0 1,2 0,6 0,9 0,8 0,0 2,2 428 1,8
Aromati¢na jed. 0,0 1,5 0,8 0,0 0,0 22 0,7 1,1 1,1
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Rezultati headspace-GC-MS analize Chaerophyllum bulbosum

v el (=]

I Z 2 g 8 8 3 g 8 g g

= 2 2 == =2 2 94 o 4d a Qq

£ 8 9 & ¥ 9 o & ¥ 2 &

[aa) M [aa) as) aq] as) a] [aa) a] aq] as)

tr  KI KI tabl Jedinjenje 5 S5 5 5 5 5 S 5 S5 5 5
1,630 641 740 Dimetil-sulfid - 05 023 1001 - 013 0,07 030 - 025 0,19
1,702 650 2-Metilpropanal - 0,21 - 030 - - - 0,06 - - -
2,039 692 3-Metilbutanal - 031 0,12 - - 0,03 - -

2,087 697 2-Metilbutanal - 025 - 0,19 - - - 005 - -

3,815 857 859 cis-3-Heken-1-o0l - 2,01 - - - 026 - - - - -
3,969 869 871 Heksanol - 1,09 - - - - - - - - -
4,905 931 930 o-Tujen - - - - - - - o111 - - -
5,034 939 939 q-Pinen 1527 - 0,20 1,82 434 020 044 2,85 324 - 0,50
5,683 977 975 Sabinen 0,37 024 022 054 - 0,19 048 0,62 041 - 032
5,758 981 979 p-Pinen 0,31 - - 366 052 - 093 12,67 - - 1,48
5,933 991 991 B-Mircen 1,98 0,35 022 0,63 0,60 - 024 041 041 - 0,24
6,560 1026 1026 o-/p-cimen 2,55 - - 2,69 239 - 028 083 438 - 1,19
6,640 1030 1029 Limonen 6,22 - - - 1638 - 0,19 035 - - -
6,657 1031 1030 p-Felandren - - - - - - - - 235 - -
6,748 1036 1037 Z-B-Ocimen - 048 041 054 - 033 034 035 - 029 032
6,941 1046 1050 E-B-Ocimen 56,24 93,62 96,86 80,82 45,29 96,95 94,19 54,97 76,39 98,72 73,64
7,167 1059 1060 y-Terpinen 13,19 0,68 1,13 7,35 11,17 1,95 2,55 6,83 11,72 0,74 6,66
7,709 1089 1089 a-Terpinolen - - - - - - 029 0,14 - - -
10,143 1238 Metilkarvakrol / metiltimol - - - - 0,53 - - - - - -
11,582 1348 estar seskvi/monoterpena - - - - 1541 - - - - - -
12,446 1425 seskviterpen 0,88 - - - 0,98 - - - 0,37 - -
12,643 1444 seskviterpen - - - - 0,72 - - - - - -
12,727 1452 izomer farnezena - - - - - - - 7,87 - - 5,92
12,769 1457 seskviterpen 0,32 - - - 0,96 - - - 0,37 - -
12,842 1464 seskviterpen 0,69 - - - 0,70 - - - 0,36 - -
13,090 1489 1485 Germakren D - 021 0,18 - - - - - - - 0,18
13,140 1495 seskviterpen - - - - - - - 0,28 - - 0,20
13,268 1508 1506 B-Bisabolen - - - - - - - 1,00 - - 0,87
13,418 1525 1523 B-Seskvifelandren - - - - - - - 10,17 - - 8,30
Ukupno 98,0 100,0 99,6 99,6 100,0 100,0 100,0 99,9 100,0 100,0 100,0

Monoterpeni 96,1 954 99,0 98,1 80,7 99,6 99,9 80,1 98,9 99,7 84,4

Seskviterpeni 9 02 02 00 188 00 00 193 1,1 0,0 155

Alifati¢ni ugljovodonici 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
Oksigenovana alifati¢najed. 0,0 39 0,1 09 00 03 00 01 00 00 00
Aromati¢na jed. 00 00 00 00 05 00 00 00 00 00 00
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Rezultati headspace-GC-MS analize Chaerophyllum hirsutum
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tr KI KI tabl Jedinjenje '5 S '5 S
1,630 641 740 Dimetil-sulfid - 0,20 - -
1,702 650 2-Metilpropanal - 0,06 - -
3,815 857 859 cis-3-Heksen-1-ol - 0,25 - -
4,905 931 930 a-Tujen - - 0,31
5,034 939 939 @-Pinen 8,18 0,74 - 7,77
5,683 977 975 Sabinen 1,61 0,85 82,64 40,83
5,758 981 979 B-Pinen 517 0,67 - 2241
5,933 991 991 B-Mircen 2,78 1,32 1,81 2,77
6,186 1005 1005 cis-3-Heksen-1-il-acetat - 1,16 - -
6,560 1026 1026 o-/p-cimen 20,77 0,39 1,70 5,28
6,640 1030 1029 Limonen 18,37 46,85 - 1,11
6,941 1046 1050 E-B-Ocimen 1,52 3,53 294 3,12
7,167 1059 1060 vy-Terpinen 31,83 1,76 4,56 13,76
7,709 1089 1089 a-Terpinolen 6,09 35,75 - -
7,713 1089 monoterpen - - - 0,35
7,845 1096 1100 Undekan - 0,10 - -
8,137 1113 1100 1,3,8-p-mentatrien ? - 0,09 - -
12,028 1386 seskviterpen 2,70 - - -
12,484 1429 1419 trans-B-Kariofilen - 0,20 0,81 0,73
12,570 1437 seskviterpen 0,98 - - -
12,830 1463 1455 o-Humulen - 0,78 - 0,60
13,090 1489 1485 Germakren D - 4,37 5,01 -
13,236 1505 1500 Biciklogermakren - - 0,54 -
13,268 1508 1506 p-Bisabolen - - - 0,97
13,381 1521 seskviterpen - 0,07 - -
13,441 1527 1523 &-Kadinen - 0,13 - -
13,810 1569 seskviterpen - 0,39 - -
13,949 1585 seskviterpen - 0,10 - -
Ukupno 100,0 99,7 100,0 100,0
Monoterpeni 96,3 919 93,6 97,7
Seskviterpeni 3,7 6,0 6,4 2.3
Alifati¢ni ugljovodonici 0,0 0,1 0,0 0,0
Oksigenovana alifati¢na jed. 0,0 1,5 0,0 0,0
Aromati¢na jed. 0,0 0,0 0,0 0,0
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Rezultati headspace-GC-MS analize Chaerophyllum temulentum

R

KI KI tabl Jedinjenje

ChT(K)153

ChT(DS)154
ChT(GS)155
ChT(L)156

ChT(C)157

ChT(P)158

ChT(K)135

ChT(DS)136

ChT(L)138

ChT(C)139

2,513
2,545
2,826
2,909
3,005
3,129
3,139
3,759
3,790
3,815
3,969
4,470
5,034
5,683
5,758
5,851
5,933
6,135
6,186
6,209
6,290
6,560
6,640
6,657
6,748
6,811
6,941
7,167
7,709
7,845
7,867
7,945
8,153

744
747
775
782
791
802
803
853
855
857
869
903
939
971
981
986
991
1002
1005
1006
1011
1026
1030
1031
1036
1039
1046
1059
1089
1096
1097
1102
1114

11,988 1383
12,028 1386
12,132 1396
12,371 1418
12,484 1429
12,570 1437
12,578 1438
12,635 1443
12,727 1452
12,830 1463
13,024 1483
13,085 1489
13,090 1489
13,101 1491
13,140 1495
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741

774
789
789
800
802

855
859
871
902
939
975
979
984
991
999
1005
1003
1009
1026
1029
1030
1037
1036
1050
1060
1089
1100

1107

1376

1388

1419

1435
1440

1455
1482

1485
1500

3-Metil-1-butanol
2-Metil-1-butanol
2Z-Pentenol
izomerni butandiol
izomerni butandiol
Oktan

Heksanal

izomer heksenola
trans-2-Heksenal
cis-3-Heksenol
Heksanol
Heptanal

a-Pinen

Sabinen

B-Pinen
3-Oktanon
B-Mircen

Oktanal

cis-3-Heksen-1-il-acetat

a-Felandren
Heksil-acetat
o-/p-cimen
Limonen
B-Felandren
Z-B-Ocimen
Butil-2-metilbutanoat
E-B-Ocimen
y-Terpinen
a-Terpinolen
Undekan
monoterpenski estar?
nonanol?
Fenetil-alkohol
a-Kopaen
seskviterpen
B-Kubeben
seskviterpen
trans-B-Kariofilen
seskviterpen
trans-o-Bergamoten
a-Gvajen

izomer farnezena
a-Humulen
ar-/y-Kurkumen
izomer farnezena
Germakren D
Pentadekan

seskviterpen

61,21

2,26

21,34 7,57

5,66

4,99

- 13,32 51,62
5,52

7,96 - -

1436 27,08 0,69
1,09 - -
- 1,94 17,72
- - 147

- 145 -
12,79 - -

221 - .
14,10 7,03 -

- 551
2,08 1,71 -

3,68 5,68 1732

1,66 5,15 1,05

4,14

16,48

4,30
1,27

2,98
1,18

50,85

11,23

1,82

4,64
13,28
1,78
1,79
0,68
0,80
9,14
6,98

6,61

5,82

0,66
76,31

0,86

1,58
2,15

5,93

67,71

19,69

2,33

5,34
4,73

e
(9]
w

4,01
15,96
2,47
2,11
3,46
1,35
2921

1,10
4,42
1,62

15,54

4,29
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tz __ KI KI tabl Jedinjenje 5 5 S 5 5 5 S S 3 5
13,217 1503 1506 E,E-o-Farnezen - - - - - - - - - -
13,233 1504 1500 a-Muurolen ? - 17,73 8289 - 1,43 6,41 0,60 4,76 - 2,41
13,236 1505 1500 Biciklogermakren - - - - - - - - - -
13,268 1508 1506 B-Bisabolen - 1,93 2,60 - 0,89 10,42 - 7,27
13,290 1511 1515 seskviterpen 1,76 - - - - - - - - -
13,351 1517 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,381 1521 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,418 1525 1523 B-Seskvifelandren - 4,03 - - - - - - - -
13,441 1527 1523 §-Kadinen - 7,92 422 - - 4,90 - - - -
13,469 1530 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,493 1533 1531 seskviterpen 2,79 - - - - - 0,78 - - -
13,592 1544 seskviterpen - - - - - 2,10 - - - -
13,658 1551 1574 seskviterpen - - - - - 0,71 - - - -
13,726 1559 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,810 1569 seskviterpen - - - - - 1,41 - - - -
13,949 1585 seskviterpen - - - - - 1,72 - - - 1,13
14,171 1612 seskviterpen - - - - - - - - - -
14,265 1624 seskviterpen - - - - - - - - - -
Ukupno 100,0 99,1 100,0 99,9 100,0 98,4 100,0 100,0 100,0 98,7
Monoterpeni 84,8 299 440 26 799 17,1 86,5 71,7 124 56,5
Seskviterpeni 95 553 40,8 20,5 18,8 792 4,1 87 832 396
Alifati¢ni ugljovodonici 57 128 00 00 00 00 59 197 00 0,0
Oksigenovana alifati¢na jed. 0,0 1,1 15,3 76,8 1,3 2,2 3,5 0,0 4.4 2,6
Aromati¢na jed. 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00
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R

KI KI tabl Jedinjenje

ChT(P)140

ChT(K)141

ChT(DS)142

ChT(L)144

ChT(C)145

ChT(P)146

ChT(K)147

ChT(DS)148

ChT(L)150
ChT(C)151

2,513
2,545
2,826
2,909
3,005
3,129
3,139
3,759
3,790
3,815
3,969
4,470
5,034
5,683
5,758
5,851
5,933
6,135
6,186
6,209
6,290
6,560
6,640
6,657
6,748
6,811
6,941
7,167
7,709
7,845
7,867
7,945
8,153

744
747
775
782
791
802
803
853
855
857
869
903
939
977
981
986
991
1002
1005
1006
1011
1026
1030
1031
1036
1039
1046
1059
1089
1096
1097
1102
1114

11,988 1383
12,028 1386
12,132 1396
12,371 1418
12,484 1429
12,570 1437
12,578 1438
12,635 1443
12,727 1452
12,830 1463
13,024 1483
13,085 1489
13,090 1489
13,101 1491
13,140 1495
13,217 1503

741

774
789
789
800
802

855
859
871
902
939
975
979
984
991
999
1005
1003
1009
1026
1029
1030
1037
1036
1050
1060
1089
1100

1107

1376

1388

1419

1435
1440

1455
1482

1485
1500

1506

3-Metil-1-butanol
2-Metil-1-butanol
2Z7-Pentenol
izomerni butandiol
izomerni butandiol
Oktan

Heksanal

izomer heksenola
trans-2-Heksenal
cis-3-Heksenol
Heksanol

Heptanal

a-Pinen

Sabinen

B-Pinen

3-Oktanon
B-Mircen

Oktanal

cis-3-Heksen-1-il-acetat

a-Felandren
Heksil-acetat
o-/p-cimen
Limonen
B-Felandren
Z-B-Ocimen
Butil-2-metilbutanoat
E-B-Ocimen
v-Terpinen
a-Terpinolen
Undekan
monoterpenski estar?
nonanol?
Fenetil-alkohol
a-Kopaen
seskviterpen
B-Kubeben
seskviterpen
trans-p-Kariofilen
seskviterpen
trans-o-Bergamoten
a-Gvajen

izomer farnezena
a-Humulen
ar-/y-Kurkumen
izomer farnezena
Germakren D
Pentadekan
seskviterpen

E E-a-Farnezen

0,75 75,96 8,62

2,94
1,01

2,18

4,30

1,27
0,22
0,37
0,75
5,15
1,25

1,46

1,60 51,70

2,55

1,43

3,14

— W
N 3
[=)NNe]

0,77
1,09
0,87
1,43

4,32
2,28

1,52
1,27

v.\) \!\)
o o
3 3S

1,33
1,68

0,27
2,34

6,26
16,13
0,59
2,71
0,70
1,08
2,75
15,39

2,60

1,35

78,27 25,27

1,59
1,32

11,72 5,62

4,64

1,08

22,50

3,04

1 1
S =
W =
o ©

- 146
- 072
- 072
- 1,03
- 067
- 459

- 16,81

- 1,87
- 2,52
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tr Kl KI tabl Jedinjenje S S '5 S S '5 S S S S
13,233 1504 1500 a-Muurolen ? 3,23 - 296 197 1,66 9,35 - 202 - -

13,236 1505 1500 Biciklogermakren - - - - - - - - - 2,48
13,268 1508 1506 B-Bisabolen 63,00 1,35 - - - 17,61 - - - -
13,290 1511 1515 seskviterpen - - - - - - - -
13,351 1517 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,381 1521 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,418 1525 1523 B-Seskvifelandren - - - - - - - - - -
13,441 1527 1523 $-Kadinen 1,96 - - - - 3,79 - - - -
13,469 1530 seskviterpen - - - - - 1,23 - - - -
13,493 1533 1531 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,592 1544 seskviterpen 0,48 - - - - 0,76 - - - -
13,658 1551 1574 seskviterpen 0,24 - - - - 0,86 - - - -
13,726 1559 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,810 1569 seskviterpen 0,41 - - - - 1,19 - - - -

13,949 1585 seskviterpen 0,90 - - - - 2,82 - - - 0,37
14,171 1612 seskviterpen - - - - - - - - - -
14,265 1624 seskviterpen - - - - - - - - - -
Ukupno 99,3 100,0 95,9 100,0 100,0 99,0 99,1 98,1 96,0 983

Monoterpeni 40 86,6 70,5 0,0 326 13 91,6 70,5 0,0 623

Seskviterpeni 872 42 6,1 983 544 87,1 1,1 51 96,0 245

Alifati¢ni ugljovodonici 00 52 194 00 1,3 00 46 225 00 20

Oksigenovana alifati¢na jed. 8,0 4,1 0,0 1,7 11,8 106 18 0,0 00 8,6

Aromati¢na jed. 00 00 00 00 00 00 00 00 00 1,0
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R

KI KI tabl Jedinjenje

ChT(P)152

ChT(K)159

ChT(DS)160

ChT(GS)161

ChT(L)162

ChT(C)163

ChT(P)164

ChT(K)165

IChT(DS)166

ChT(GS)167

2,513
2,545
2,826
2,909
3,005
3,129
3,139
3,759
3,790
3,815
3,969
4,470
5,034
5,683
5,758
5,851
5,933
6,135
6,186
6,209
6,290
6,560
6,640
6,657
6,748
6,811
6,941
7,167
7,709
7,845
7,867
7,945
8,153

744
747
775
782
791
802
803
853
855
857
869
903
939
971
981
986
991
1002
1005
1006
1011
1026
1030
1031
1036
1039
1046
1059
1089
1096
1097
1102
1114

11,988 1383
12,028 1386
12,132 1396
12,371 1418
12,484 1429
12,570 1437
12,578 1438
12,635 1443
12,727 1452
12,830 1463
13,024 1483
13,085 1489
13,090 1489
13,101 1491
13,140 1495
13,217 1503
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741

774
789
789
800
802

855
859
871
902
939
975
979
984
991
999
1005
1003
1009
1026
1029
1030
1037
1036
1050
1060
1089
1100

1107

1376

1388

1419

1435
1440

1455
1482

1485
1500

1506

3-Metil-1-butanol
2-Metil-1-butanol
2Z-Pentenol
izomerni butandiol
izomerni butandiol
Oktan

Heksanal

izomer heksenola
trans-2-Heksenal
cis-3-Heksenol
Heksanol

Heptanal

a-Pinen

Sabinen

B-Pinen

3-Oktanon
B-Mircen

Oktanal
cis-3-Heksen-1-il-acetat
a-Felandren
Heksil-acetat
o-/p-cimen
Limonen
B-Felandren
Z-B-Ocimen
Butil-2-metilbutanoat
E-B-Ocimen
y-Terpinen
a-Terpinolen
Undekan
monoterpenski estar?
nonanol?
Fenetil-alkohol
a-Kopaen
seskviterpen
B-Kubeben
seskviterpen
trans-f-Kariofilen
seskviterpen
trans-o-Bergamoten
a-Gvajen

izomer farnezena
a-Humulen
ar-/y-Kurkumen
izomer farnezena
Germakren D
Pentadekan
seskviterpen

E, E-a-Farnezen

0,68
3,07
0,41
16,86

1,16
4,49

0,25
1,23

2,96

10,84

1,65

1,11
1,90
12,54
3,74

1,50

65,49

0,84

2,44
0,88

0,65
20,14

2,60

512 61,36

18,60 25,44

6,39

13,03

16,93
1,84
2,06

1,29
1,09
11,06
10,61
1,92

1,16

4,92
2,82
1,38
2,16
4,68

7,34
5,43

2,70

9,35

4,40
1,61

6,85
1,25

1,14 55,16

0,56

4,37

10,94

0,87
0,66

5,47
0,47
0,29
1,60

2,97

4,52

0,40

1,51
0,52
0,23
1,88
4,92
1,76

2,05

43,35
0,94

2,09
1,08

735
9,31

1,94

9,44
1,87

2,28
35,02

5,19

3,48
2,15
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= 2 8 8§ 3 ¢ & 2 &8 ¢
= == = == = (= (== = (== (==
1z KI KI tabl Jedinjenje S '5 S S S S '5 S '5 S
13,233 1504 1500 o-Muurolen ? 7,33 - 20,23 3,78 - - 3,82 - - -
13,236 1505 1500 Biciklogermakren - 1,13 - 0,94 - - 0,77 - -
13,268 1508 1506 p-Bisabolen 13,53 0,52 - 20,70 - 0,86 55,82 1,60 11,46 20,00
13,290 1511 1515 seskviterpen - - - - - - -
13,351 1517 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,381 1521 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,418 1525 1523 p-Seskvifelandren - - - - - - - - - -
13,441 1527 1523 §-Kadinen 2,67 - 6,73 1,89 - - 2,41 - - -
13,469 1530 seskviterpen - - - - - - - - - -
13,493 1533 1531 seskviterpen - 2,00 - - - - - 1,79 - -
13,592 1544 seskviterpen - - - - - - 1,40 - - -
13,658 1551 1574 seskviterpen - - - - - - 0,59 - - -
13,726 1559 seskviterpen - - - - 0,53 - - - - -
13,810 1569 seskviterpen - - - - - - 0,73 - - -
13,949 1585 seskviterpen 2,26 - - - - - 0,66 - - -
14,171 1612 seskviterpen - - - - - - - - - -
14,265 1624 seskviterpen - - - - - - - - - -
Ukupno 99,3 100,0 97,5 100,0 98,5 99,6 98,7 100,0 100,0 98,1
Monoterpeni 31,6 89,5 350 s50,1 1,1 79,7 9.8 835 46,5 67,7
Seskviterpeni 62,0 69 494 423 232 182 862 6,1 16,6 256
Alifati¢ni ugljovodonici 00 2,7 13,0 1.2 0,0 0,0 0,0 93 350 438
Oksigenovana alifati¢na jed. 5,7 0,9 0,0 6,4 74,1 1,6 2,8 1,1 1,9 0,0
Aromaticna jed. 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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R

KI KI tabl Jedinjenje

ChT(L)168

ChT(P)169

ChT(K)170

ChT(DS)171
ChT(GS)172
ChT(L)173

ChT(P)174

2,513
2,545
2,826
2,909
3,005
3,129
3,139
3,759
3,790
3,815
3,969
4,470
5,034
5,683
5,758
5,851
5,933
6,135
6,186
6,209
6,290
6,560
6,640
6,657
6,748
6,811
6,941
7,167
7,709
7,845
7,867
7,945
8,153

744
747
775
782
791
802
803
853
855
857
869
903
939
971
981
986
991
1002
1005
1006
1011
1026
1030
1031
1036
1039
1046
1059
1089
1096
1097
1102
1114

11,988 1383
12,028 1386
12,132 1396
12,371 1418
12,484 1429
12,570 1437
12,578 1438
12,635 1443
12,727 1452
12,830 1463
13,024 1483
13,085 1489
13,090 1489
13,101 1491
13,140 1495
13,217 1503

741

774
789
789
800
802

855
859
871
902
939
975
979
984
991
999
1005
1003
1009
1026
1029
1030
1037
1036
1050
1060
1089
1100

1107

1376

1388

1419

1435
1440

1455
1482

1485
1500

1506

3-Metil-1-butanol
2-Metil-1-butanol
2Z7-Pentenol
izomerni butandiol
izomerni butandiol
Oktan

Heksanal

izomer heksenola
trans-2-Heksenal
cis-3-Heksenol
Heksanol

Heptanal

a-Pinen

Sabinen

B-Pinen

3-Oktanon
B-Mircen

Oktanal

cis-3-Heksen-1-il-acetat

a-Felandren
Heksil-acetat
o-/p-cimen
Limonen
B-Felandren
Z-B-Ocimen
Butil-2-metilbutanoat
E-B-Ocimen
y-Terpinen
a-Terpinolen
Undekan
monoterpenski estar?
nonanol?
Fenetil-alkohol
a-Kopaen
seskviterpen
B-Kubeben
seskviterpen
trans-f-Kariofilen
seskviterpen
trans-o-Bergamoten
a-Gvajen

izomer farnezena
a-Humulen
ar-/y-Kurkumen
izomer farnezena
Germakren D
Pentadekan
seskviterpen

E E-a-Farnezen

1,02

3,19

1,00
0,15

0,17
2,77

52,44

1,25
2,04

2,24
18,49

0,94

2,10

- 1,02 80,87
. - 521

1524 3,12 -

3729 3354 -
- 1,53 -
550 1137 -
- 574 -

25,77 1,53 -

1,55 -

- 1,99 -

0,47
1,11

0,36

10,89

3,82

0,26

3,09

0,85

1,19

11,95
0,76

0,48
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tz _ KI KI tabl Jedinjenje O o O @) O O ©
13,233 1504 1500 a-Muurolen ? - 2,85 329 577 11,09 - 14,59

13,236 1505 1500 Biciklogermakren - - - - - - -
13,268 1508 1506 B-Bisabolen 544 7997 1,14 - 4,57 - 17,53

13,290 1511 1515 seskviterpen - - - - - -

13,351 1517 seskviterpen - - 1,27 - - - -
13,381 1521 seskviterpen - - - - - - 0,61

13,418 1525 1523 B-Seskvifelandren - - - - - - -
13,441 1527 1523 $-Kadinen - 1,33 1,02 1,93 4,80 - 5,26
13,469 1530 seskviterpen - - - - - - 1,23

13,493 1533 1531 seskviterpen - - 1,37 - - - -
13,592 1544 seskviterpen - 0,17 - - - - 0,67
13,658 1551 1574 seskviterpen - - - - - - 0,62

13,726 1559 seskviterpen - - - - - - -

13,810 1569 seskviterpen - - - - - - -
13,949 1585 seskviterpen - - - - - - 0,44

14,171 1612 seskviterpen - 0,23 - - - - -
14,265 1624 seskviterpen - 0,65 - - - - 0,31
Ukupno 100,0 99,5 100,0 100,0 99,3 100,0 99,2

Monoterpeni 0,0 43 67,3 58,0 53,8 0,0 155

Seskviterpeni 13,5 91,8 11,1 14,7 414 83 745

Alifati¢ni ugljovodonici 00 00 185 272 L5 00 00

Oksigenovana alifati¢na jed. 86,5 3,4 3,1 00 25 917 94

Aromati¢na jed. 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
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Rezultati headspace-GC-MS analize Scandix pecten-veneris.

2 2 &% &
< 2 2 £
> > > >
tz  KI KItabl % 5 = 5
1,630 641 740 Dimetil-sulfid - - 8,07 4,83
1,702 650 2-Metilpropanal - - 3,07 236
2,039 692 3-Metilbutanal - - 1,73 -
2,087 697 2-Metilbutanal - - 1,95 1,15
7,845 1096 1100 Undekan - 1,83 - -
10,969 1298 1300 Tridekan 62,37 78,79 66,71 83,08
12,117 1395 1400 Tetradekan - 0,85 - -
12,484 1429 1419 trans-p-Kariofilen - - 7,01 -
13,045 1485 Alifaticni ugljovodonik - 0,72 - -
13,101 1491 1500 Pentadekan 37,63 16,79 11,46 8,58
14,790 1692 Alifaticni ugljovodonik - 1,03 - -
Ukupno 100,0 100,0 100,0 100,0
Monoterpeni 0,0 0,0 0,0 0,0
Seskviterpeni 0,0 0,0 7,0 0,0

Alifati¢ni ugljovodonici 100,0 100,0 78,2 91,7
Oksigenovana alifati¢na jed. 0,0 0,0 6,7 3,5
Aromatic¢na jed. 0,0 0,0 0,0 0,0
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8.9. GC-MS - UTICAJ FAZE RAZVOJA NA SASTAV ISPARLJIVIH KOMPONENTI

Anthriscus cerefolium

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%
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20%
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0%
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90%

80%

70%
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40%

30%

20%

10%

0%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

ARC(K)001

W Seskviterpeni
m Ostaloi nepoznato

H Monoterpeni
W Oksigenovana alifati¢na jedinjenja

m Neterpenski aromatiéni ugljovodonici

m Neterpenski alifati¢ni ugljovodonici

AnC(K)011
ANC(K)067
AnC(K)023
AnC(K)029
AnC(K)035
AnC(K)062

AnC(K)078

AnC(K)083

AnC(K)088

AnC(K)093

AnC(K)098

AnC((K)175

AnC(K)180

AnC(5)016

ANC(DS)002
ANnC(GS)003
ANC(DS)012
ANC(GS)013
AnC(DS)007

AnC(GS)008

ANC(DS)068

ANnC(GS)069

AnC(DS)024

ANC(GS)025

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

100%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

L)o17

L)004

L)o14

L)00s

L)026

1)032

L)038

L)043

L)070

L)065

L)081

1)o86

1)091

L)096

1)101
1)178
1)183

AnC
AnC
AnC
AnC
AnC
AnC
AnC
AnC
AnC
AnC
AnC
AnC
AnCl

AnC
AnC
AnC
AnC
AnC

ANC(C)005

ANC(C)015

ANC(C)071

ANC(C)027

ANC(C)033

ANC(C)039

ANC(C)044

AnC(C)071

ATO(C)66

Promena sastava (odredenog headspace-GC-MS tehnikom) razlicitih delova Anthriscus cerefolium u toku
razvoja.
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Anthriscus sylvestris

100% 100%
90% M Seskviterpeni 90%
W Ostaloi nepoznato
80% H Monoterpeni 80%
m Oksigenovana alifatiéna jedinjenja
70% = Neterpenski alifatiéni ugljovodonici 70%
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Promena sastava (odredenog headspace-GC-MS tehnikom) razlicitih delova Anthriscus sylvestris u toku
razvoja.
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Chaerophyllum temulentum
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CT(C)151

B Seskviterpeni

1 Ostalo i nepoznato

B Monoterpeni

m Oksigenovana alifatiéna jedinjenja

W Neterpenski aromaticni ugljovedonici

= Neterpenski alifati¢ni ugljovodonici

CT(K)135
CT(K)141

CT(DS)136
CT(DS)142

CT(C)139

CT(K)153

CT(DS)154

CT(C)145
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CT(DS)136

CT(Ds)142

CT(DS)154

CT(GS)155

CT(DS)160

CT(GS)161

CT(DS)166

CT(GS)167

CT(DS)171

CT(GS)172

CT(L)150

CT(L)138

CT(L)144

CT(L)156

CT(L)162

CT(L)168

CT(L)173

CT(P)152

CT(P)140

CT(P)146

CT(P)158

CT(P)164

CT(P)169

CT(P)174

Promena sastava (odredenog headspace-GC-MS tehnikom) razlicitih delova Chaerophyllum temulentum u toku

razvoja.
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8.10. PCA REZULTATA HEADSPACE-GC-MS ANALIZE

PCA rezultata headspace-GC-MS analize korena — scree plot.

PC  Svojstvene %
vrednosti Varijanse

1 1222 41,0
2 552 18,5
3 291 9,8

4 200 6,7

5 187 6,3

6 160 5,4

7 138 4,6

8 112 3,8

9 41,8 1,4

10 30,0 1,0

50

40

Svojstvene vrednosti %
(5]
o

PC

20

PCA rezultata headspace-GC-MS analize korena — opterecenja (loadings) na prvih 10 glavnih komponenti.

PCI PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PC9 PCIO
n-Nonan 0,120 0335 0487 -0,329 -0265 0,078 0,049 -0491 0,011 -0,130
a-Pinen 0,497 -0,741 -0,046 -0,165 -0,191 -0,006 -0,096 -0,087 -0,119 -0,184
Sabinen 0,090 0203 0254 -0,001 0,018 -0273 0,016 -0,063 -0,166 0,196
B-Pinen 20,079 -0,028 -0,003 -0,063 0,022 -0,035 -0,052 0,023 0,127 -0,024
B-Mircen 0,066 0,063 0041 0304 0298 -0,606 0,049 0,132 -0,197 -0,322
o-/p-cimen 0,013 0,035 -0,043 -0,004 -0,003 0,005 -0,019 0,103 0453 -0,094
Limonen 0,095 0,186 0,175 -0,225 -0,227 0,160 -0204 0,774 -0276 0,067
B-Felandren 0,100 -0,128 -0,011 0,082 0,085 -0,163 0,047 -0,071 0,094 0,832
Z-B-Ocimen 0,022 0,047 0,049 0,084 0,088 -0,193 0,032 -0,044 -0,017 -0221
E-PB-Ocimen 0,103 0344 -0,792 -0223 -0,140 -0,021 0,051 -0,177 -0,276 -0,002
y-Terpinen 0,032 0,09 -0,156 -0,034 -0,023 0,015 -0,028 0,154 0671 -0,156
a-Terpinolen 0,011  -0,006 -0,002 0,014 0,016 -0,011 0,006 0034 0,156 0,107
n-Undekan  -0,068 -0,103 0,048 -0,086 0359 0,393 0,759 0,107 -0,126 -0,059
Estragol 0,232 -0,057 -0,010 0,636 -0,653 0,118 0200 -0,021 -0,079 -0,029
n-Tridekan 0,005 0,051 0,004 0297 0342 0444 -0453 -0,162 -0,131 -0,037
Osmorizol 20,793 -0,301 -0,012 -0342 -0,006 -0,143 -0,183 -0,065 -0,109 -0,022
n-Pentadekan 0,005 0,032 0,003 0,180 0204 0266 -0276 -0,098 -0,077 -0,021
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PCA rezultata headspace-GC-MS analize korena — grafici opterecenja (loading plots) na prve 3 glavne komponente.
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PCA rezultata headspace-GC-MS analize korena — skorovi na prvih 10 glavnih komponenti.

PCI PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PC9 PCIO
AnC(K)175 -295 -42 14 -6,7 189 11,7 201 38 -18 -08
AnC(K)001 -30,0 0,1 -0,6 405 -353 64 94 00 0,1 -02
AnC(K)011 -554 -11,6 -03 -192 80 -78 -114 -1,7 04 02
AnC(K)023 -424 -60 -04 103 -114 10 13 -05 -07 00
AnC(K)029 -544 -112 -0,5 -104 24 -43 66 -14 -13 01
AnC(K)035 -53.9 -109 -0,6 -123 28 -62 90 -14 -0,1 02
AnC(K)062 -40,7 -47 -0,7 189 -199 12 14 -08 -03 00
AnC(K)067 -53,5 -10,5 -0,7 91 -0,1 -58 -84 -1,5 -02 02
AnC(K)078 -432 -67 01 52 -57 22 37 02 -14 -03
AnC(K)083 -43,8 -7.7 -02 -144 99 41 55 00 13 04
AnC(K)088 -334 -22 -02 243 -195 60 87 03 -07 -03
AnC(K)093 -460 -82 -04 -130 7,0 -50 -7,1 -02 23 02
AnC(K)098 -46,6 -84 01 -53 20 -06 -02 -04 -08 -0,
AnC(K)180 -10,7 12 41 27 311 269 454 75 2,1 22
AnS(K)018 21,1 154 120 -0,1 04 -72 1,6 -108 28 100
AnS(K)046 23,5 17,7 203 -10,1 -10,7 62 -85 241 -76 14
AnS(K)052 22,0 263 79 -l114 -83 12 31 209 -0,7 -0,
AnS(K)058 20,6 255 292 -10,7 -80 25 35 21,7 58 -39
AnS(K)073 21,3 242 155 76 49 20 3,1 -154 06 00
AnS(K)103 17,5 124 25 22,6 209 -342 27 59 -40 -7.8
AnS(K)109 17,9 132 40 164 150 -259 20 19 25 00
AnS(K)115 18,6 10,8 46 200 183 -309 21 48 32 -03
AnS(K)120 183 31,9 227 -11,0 -10,0 59 -57 202 -7.7 42
AnS(K)125 183 264 22,1 -70 -43 01 43 -187 54 -76
AnS(K)130 192 294 195 -10,6 -97 55 57 194 -77 38
ChB(K)194 22,0 23,1 -460 -76 -51 06 -0,1 -1,0 -14 -28
ChB(K)199 163 293 -357 -62 -43 35 -18 99 -1, 08
ChB(K)203 17,7 373 -624 -89 -44 -02 34 87 35 15
ChH(K)206 14,7 142 35 23 1,1 30 -57 238 333 -47
ChT(K)135 458 -434 -16 -57 -69 41 -42 31 -41 -117
ChT(K)141 459 -427 -14 -58 -74 40 -50 41 -44 -116
ChT(K)147 474 475 33 32 -50 04 32 -40 -1,I -28
ChT(K)153 39,9 -363 -25 06 -04 -1,0 -04 -31 1,7 85
ChT(K)I159 42,0 -390 -28 00 23 -22 31 36 15 66
ChT(K)165 31,7 -243 -14 39 52 -11 46 -15 51 194
ChT(K)170 33,6 -299 -14 -02 48 63 98 03 07 13
SPV(K)I85 80 168 0,6 340 358 396 -385 -109 -3,0 -05
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PCA rezultata headspace-GC-MS analize korena — biplotovi za PC1 vs. PC2 i PC1 vs. PC3.
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PCA rezultata headspace-GC-MS analize korena — biplotovi za PC1 vs. PC3 nakon selekcije varijabli.
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PCA rezultata headspace-GC-MS analize lista — scree plot.

PC  Svojstvene

%

vrednosti Varijanse

1 1320 353
2 778 20,8
3 398 10,6
4 356 9,5
5 312 8.3
6 140 3,8
7 109 2,9
8 93,7 2,5
9 90,1 2.4
10 55,6 1,5

Svojstvena vrednost %

36 1
321
281
244
201
16 1
121
8

4_

PC

PCA rezultata headspace-GC-MS analize lista — opterecenja (loadings) na prvih 10 glavnih komponenti.

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PC9 PClO
cis-3-Heksen-1-ol -0.120  -0.291 -0.791 0320 0.077 -0213 -0.079 0.045 -0.151 -0.003
trans-2-Heksen-1-ol 0.012 -0.057 0.035 0.163 -0.006 0.035 0.120 0.062 0365 0.325
Heksanol -0.034  -0.067 -0.034 0.120 -0.010 0.008 0.075 0.002 0.285 0.014
n-Nonan -0.062 -0.081 0.109 0.143 0.014 0.033 0080 -0.176 0.694 -0.128
Sabinen -0.145  -0.178 0.515 0465 -0313 -0376 -0.102 0216 -0.287 0.094
B-Mircen -0.021 -0.012 0.040 -0.028 -0.049 -0.014 -0.007 0.000 -0.064 -0.438
cis-3-Heksen-1-il-acetat 0000  -0.036 -0.080 0.032 0.013 0.055 0.142 0.059 -0.071 0.045
Limonen -0.029  -0.033 0.086 0.038 -0.034 0.149 0.027 -0.697 -0.272 0.131
E-B-Ocimen 0369  0.874 -0.124 0.053 -0.024 -0.141 -0.015 0.042 -0.012 0.050
a-Terpinolen 20.012  -0.009 0023 -0.014 -0.005 0.130 0.027 -0.475 -0.181 0.049
n-Undekan -0.002  -0.064 0211 -0.198 0.819 -0.325 -0.053 0.049 -0.085 0.031
Estragol 0.889 0257 -0.074 0.045 -0.113 -0.214 -0.131 -0.009 0.004 0.015
n-Tridekan -0.014 -0.019 0.031 -0.027 0.033 0.618 -0.602 0281 -0.063 0.073
Osmorizol 0.113  0.016 0.017 -0.017 0046 0352 0.720 0325 -0251 0.028
trans-B-Kariofilen -0.021 -0.034 0.060 -0.132 0.163 -0.042 -0.086 0.038 0.011 0.076
a-Humulen -0.024  -0.035 -0.023 -0.170 -0.085 -0.054 -0.003 0.015 0.019 0.180
Germakren D -0.124  -0.172 -0.077 -0.721 -0.407 -0.257 -0.006 0.073 0.031  0.131
E,E-o-Farnezen -0.028 -0.016 0.042 -0.053 -0.060 -0.002 -0.002 0.001 -0.024 -0.763
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Doktorska disertacija

PCA rezultata headspace-GC-MS analize lista — grafici opterecenja (loading plots) na prve 3 glavne komponente.
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PCA rezultata headspace-GC-MS analize lista — skorovi na prvih 10 glavnih komponenti.
PC1 PC2 PC3 PC4 PCS5 PC6 PC7 PC8 PC9 PC10
AnC(L)004 62.3 12.8 -1.6 1.3 -4.9 -6.2 -7.8 -2.9 1.8 -0.2
AnC(L)009 65.1 13.8 -1.2 0.5 -4.0 -6.4 -7.0 -2.3 0.0 -1.0
AnC(L)014 7.7 -5.0 33 -1.7 7.1 20.7 30.8 11.4 -6.1 1.7
AnC(L)026 56.5 11.3 0.4 -0.6 -1.9 -0.8 0.9 0.9 2.2 -1.1
AnC(L)032 55.2 10.8 0.7 -0.9 -0.7 -0.6 1.4 1.1 -2.5 -1.2
AnC(L)038 51.8 8.5 -3.2 3.0 -3.5 -39 -5.1 -2.1 4.0 1.1
AnC(L)043 53.9 10.6 1.1 -1.5 -1.9 3.1 7.5 34 -4.8 -1.3
AnC(L)065 59.5 12.0 -1.0 1.5 -5.0 -5.1 -6.8 -2.7 3.0 0.4
AnC(L)070 57.8 12.0 0.6 -0.3 -3.4 -4.8 -6.5 -2.5 1.1 -0.7
AnC(L)081 11.9 -4.0 0.6 -0.2 53 15.9 22.7 8.1 -4.7 1.7
AnC(L)086 33.1 2.9 -0.9 1.1 0.2 6.3 8.9 3.0 -0.9 1.0
AnC(L)091 42.4 4.0 -5.5 31 0.7 -4.6 -5.7 -1.8 4.0 2.0
AnC(L)096 42.0 3.5 -7.9 3.0 1.2 -4.8 -5.2 -1.5 0.9 0.1
AnC(L)101 1.3 -134  -139 10.4 8.7 2.5 2.2 1.2 9.1 9.2
AnC(L)017 229 0.6 4.3 -4.3 6.8 16.9 27.4 11.1 -10.2 -0.6
AnC(L)070 56.6 11.6 0.6 -0.4 -3.3 -4.5 -6.4 -2.6 1.2 -0.8
AnC(L)178 -142  -139 223 -189 634 -11.3 -3.7 -0.6 0.9 -0.4
AnC(L)183 -13.6  -140 242 -22.2 74.5 -16.2 -4.6 1.4 -6.3 0.6
AnS(L)021 -20.7  -18.2 19.5 22.5 -7.7 -2.9 1.6 53 6.0 6.4
AnS(L)049 -20.0 -194 2.5 18.7 -1.9 0.8 2.3 -1.0 4.1 6.0
AnS(L)055 213 -16.7 17.5 19.9 -4.9 -0.9 1.9 0.2 13.0 1.0
AnS(L)061 -20.6  -16.5 12.0 18.5 -3.4 0.2 1.9 0.4 13.1 2.2
AnS(L)076 -209  -13.6 14.8 17.6 -3.8 0.0 2.1 1.4 11.8 43
AnS(L)106 -24.0 -4.6 13.6 -11.1 - -13.7 -2.1 -1.1 2.5 -6.0 -29.4
AnS(L)118 -21.5 -8.5 10.4 -17.3  -12.8 0.6 -0.2 -0.1 -3.9 -28.9
AnS(L)123 -23.1 -20.2 38.5 259 -15.2 -5.1 -2.4 -11.2 -10.0 2.0
AnS(L)128 -199  -152 -0.7 7.9 6.1 8.4 53 -10.2 37.4 -8.7
AnS(L)133 -229 -134 0.0 0.8 -2.7 0.8 1.4 -5.1 12.3 -7.1
AnS(L)189 -23.8 -9.8 5.6 18.3 -4.0 -2.4 0.1 2.6 2.5 1.7
ChB(DL)195 -48.0 73.0 -7.6 2.2 0.7 -1.9 -0.3 0.7 -0.5 1.4
ChB(GL)196  -49.0 76.5 -6.4 1.6 0.5 -2.0 -0.2 0.7 -0.5 1.6
ChB(GL)200 -49.0 76.6 -6.6 1.8 0.6 -2.0 -0.3 0.7 -0.6 1.7
ChB(L)204 -49.6 78.2 -6.7 1.7 0.6 -2.1 -0.2 0.8 -0.5 1.7
ChH(L)207 -17.0 -7.9 9.8 -4.8 -0.9 21.3 34 -52.2  -18.9 5.2
ChH(L)209 -269  -21.0 475 314 249 -21.1 -7.3 15.0 -23.2 4.7
ChT(L)138 =227 -14.1 0.4 -48.6  -21.2 -5.1 0.1 1.6 2.9 7.8
ChT(L)144 -23.2 221 -0.3 -62.5  -28.7 -9.2 0.1 2.8 34 8.9
ChT(L)150 -21.2 -193 1.1 -51.0  -21.1 -5.0 0.0 1.7 3.0 8.8
ChT(L)156 -224 255 -385 1.5 -0.1 -3.0 0.1 1.4 -6.3 0.0
ChT(L)162 -23.5 289  -453 34 0.0 -6.0 2.4 1.2 -6.3 -0.2
ChT(L)168 -22.8  -30.8 -52.3 16.4 6.0 -4.8 -3.2 0.5 -7.3 -2.1
ChT(L)173 -23.8  -332  -59.6 18.6 6.7 -6.8 -4.0 1.1 -10.2 -1.9
SPV(L)187 -14.3 -9.6 8.1 -6.3 6.5 546 414 16.5 -3.6 2.5
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PCA rezultata headspace-GC-MS analize lista — biplotovi za PCI vs. PC3 i PC2 vs. PC3.
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PCA rezultata headspace-GC-MS analize stabla — scree plot.

PC  Svojstvene % 40
vrednosti Varijanse

1 1292 41,2 357
2 815 26,0 < 301
3 330 10,5 3

4 247 7.9 257
5 147 4,7 E 20-
6 112 3,6 §'

7 74,4 2,4 @139
8 52,4 1,7 104
9 22,8 0,7

10 18,7 0,6 a

PCA rezultata headspace-GC-MS analize stabla — opterecenja (loadings) na prvih 10 glavnih komponenti.

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PCY PC10
cis-3-heksen-1-ol  _g 009 0,012 20,022 -0,006 0,006 -0,003  -0,003  -0,046 0,008 -0,265
n-Nonan 0,187 0,193 0,436 0,004  -0,542 0,398 0,395 0,172 0,091 0,046
a-Pinen 0,070 0,026  -0,063  -0,054  -0,006 0,061 -0,009  -0,085  -0,417 0,785
Sabinen 0326 0,360 0416  -0,172 0,685  -0,118 0,064 0,026 0,024 0,009
B-Mircen 0,188 0,047  -0,681  -0232 0,137 0,238 0,132 0,489 0,171 0,032
Limonen 0,073 0,081 0,173 0,016  -0,189 0,023  -0,861 0,346 0,097 0,056
p-Felandren 0,040 0,000  -0,158  -0,028  -0,054 0,002  -0,088  -0,532 0,331 0,273
Z-B-Ocimen -0,023 0,021 0,022 -0,017 0,014 0,028 0,092 0,057 0,119 0,039
E-B-Ocimen -0,031 0,026  -0,032  -0,011  -0,026 0,014 0,013  -0,160 0,235  -0,148
n-Undekan 0,018  -0,878 0270  -0,198 0,173 0,109 0,043 0,110 0,055 0,046
Estragol 0,887 0,218 0,095 0262 0,095 0,069 0,049 0,106 0,042 0,066
n-Tridekan -0,007  -0,042  -0,010 0,051 0245  -0,835 0,208 0,249 0,060 0,094
Osmorizol 0,148  -0,046  -0,027 0,894 0,249 0,136 0,069 0,136 0,045 0,078
Z-B-Farnezen 0,017  -0,008  -0,090 -0,013  -0,054 0017  -0,047 -0,158  -0,373  -0,113
o-Humulen -0,004 0,001 20,023 -0,001  -0,015 0,001 0,012  -0,053 0035  -0,101
Kurkumen -0,003 0,000  -0,016  -0,001  -0,011 0,001 -0,008  -0,031  -0,048  -0,070
Germakren D 0,005 0,002  -0,024  -0,002  -0,000  -0,001  -0,011  -0,041  -0,062  -0,129
n-Pentadekan 0,003  -0,005  -0,007 0,014  -0,054  -0,177 0,044 0,054 0,003 0,032
a-Muurolen 0,022  -0,004 -0,106 -0,015  -0,062 0025  -0,036 -0,120  -0,514  -0312
B-Bisabolen 0,015  -0,002  -0,075  -0,003  -0,059  -0,005  -0,067 -0360 0,367 0,004
8-Kadinen -0,008 0,000  -0,033  -0,002  -0,031 0,007  -0,012  -0,073  -0,198  -0,141
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PCA rezultata headspace-GC-MS analize stabla — grafici opterecenja (loading plots) na prve 3 glavne komponente
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PCA rezultata headspace-GC-MS analize stabla — skorovi na prvih 10 glavnih komponenti.

PCI PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PC9 PCIO
AnC(DS)002 56,5 11,5 19  -103 -0,3 02 0,1 0,2 0,0 0,2
AnC(DS)007 57,7 133 16 -143 -12 07 -03 -04 02 -03
AnC(DS)012  -13  -72 -85 814 11,7 51 1,4 2,2 0,1 11
AnC(DS)024 414 68  -12 157 33 1,3 0,5 0,9 0,1 0,6
AnC(DS)030 347 2.6  -1,6 23,7 46 1,8 0,6 1,2 0,2 0,6
AnC(DS)036 57,7 13,5 14 81 00 0,4 0,2 0,3 0,1 0,3
AnC(DS)041 46,6 108 -1,1 11,7 26 1,5 0,5 0,8 0,1 0,6
AnC(DS)063 672 206 13 -163 -2 -001 -0, 00  -0,1 0,4
AnC(DS)068 64,9 183 15 -146 -08 02 0,0 0,1 0,0 0,4
AnC(DS)079 18,9 -10,5 -0,3 29,8 49 2,0 0,8 1,1 0,2 0,2
AnC(DS)084 19,1 -11,1 0,1 28,0 4.8 2.3 0,8 1,0 0,2 0,2
AnC(DS)089 18,6 -257 7.1 83 09 -6 01 -05 02 -12
AnC(DS)094 182 -13,1 17 128 13 03 02 -04 01 -09
AnC(DS)099 322 69 27 2,0 07 -05 0.2 0,1 0,1 -0,3
AnC(DS)176 -12,8 -763 172 -113 35 1,6 0,3 0,6 12 -15
AnC(DS)I81 -12,8 -76,6 172 -113 33 0,8 0,5 0,9 13 -4
AnC(GS)003 56,8 82 35 -170 -1,1 02 00 0,0 0,1 -0,1
AnC(GS)008 63,9 163 18 -152 -0,7 -03 00 0,2 0,0 0,4
AnC(GS)013 11,1 91  -33 492 73 35 L1 1,4 0,2 0,3
AnC(GS)025 53,9 140 -0,5 40 1,9 0,9 0,4 0,8 0,1 0,7
AnC(GS)031 488 10,0 -02 54 2,0 0,9 0,3 0,6 0,1 0,2
AnC(GS)037 52,5 97 1,7 82 -04 01 00 -0, 00 -04
AnC(GS)042 512 89 13 25 08 0,5 0,3 0,5 0,1 0,2
AnC(GS)064 63,0 196 06 -119 -09 00 -0 -02  -0,1 0,0
AnC(GS)069 62,0 164 15 -12,7 -0,6 02 0,0 0,1 0,0 0,1
AnC(GS)080 243  -11,6 28 4,8 0,8 03 -01 07 01 -18
AnC(GS)085 3,8 -293 42 174 26 1,5 04 02 02  -13
AnC(GS)090 -87 -60,7 13,1 90 02 40 009 0,6 08  -15
AnC(GS)095 -19 -444 74 72 28  -16 01 00 03  -13
AnC(GS)100 -7.6  -644 145 -85 L5  -12 09 0,9 11 13
AnC(GS)177 -12,5 -77,1 164 -11,1 33 -3, 0,5 1,5 14 -1
AnC(GS)I182 -123 -833 185 -13,0 65 40  -0,7 04 13 -4
AnS(DS)019  -32,7 223 107 23 76 27 43  -104 52 109
AnS(DS)047 -323 238 199 09 -39 20 252 49 22 46
AnS(DS)053  -354 258 227 -12 -33 43 113 35  -08 1,3
AnS(DS)059  -38,0 282 303  -2,1 0,1 45 147 22 07 -06
AnS(DS)074 349 246 223  -14 02 24 88 41  -1,8 1,6
AnS(DS)104 -325 184 208 -7.9 165 -4 25 5,9 35 1,1

AnS(DS)110  -32,0 186 -172 69 162 -26 24 2.3 4,9 0,3
AnS(DS)116  -352 223 -12,0 8,6 238 43 20 2,7 1,7 2,1
AnS(DS)I121 27,1 166 165 50 283 59 298 10,1 23 0,7
AnS(DS)126 288 168 197 49 456 219 237 3,0 2.3 1,5
AnS(DS)131 313 218 197 21 -140 26 231 78 1,7 0,2
AnS(GS)020 -383 289 132 -64 263 712 40 51 01  -08
AnS(GS)048 340 250 195 20 130 65 99 -18 -1,8 29
AnS(GS)054 -368 27,1 199 33 85 04 90 -25 -06 -1,0
AnS(GS)060  -382 28,6 284  -3,1 9,1 0,1 114 39 -6 -4
AnS(GS)076  -36,0 264 227 25 82 -1, 70 42 23 -7
AnS(GS)105  -32,8 188 -208 -82 17,7 -1,6 22 7,5 13 -58
AnS(GS)I11 357 220 -164 96 237 28 28 6,5 42 28
AnS(GS)122 333 244 220 05 33  -12 227 61 1,8 -15
AnS(GS)127 280 13,1 0,1 14 357 192 186 1,7 33 33
AnS(GS)132 341 236 162 -1,6 -03 07 -104 54 1,7 -15
ChT(DS)I136 269 9.6 -504 -132 13 118 44 232 29  -18
ChT(DS)142 246 -100 -413 99 -14 83 14 100 27 4,9
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PCI PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PC9 PCIO
ChT(DS)148 -232 -129 -324 85 23 67 0,3 55 11 167
ChT(DS)154 -182 -61 -203 -02 95 -08 -49 -128 -17,7 -58
ChT(DS)160 -19,1 -61 -233 -14 -89 05 -43 -10,0 -20,7 -48
ChT(DS)166 -174 -255 -106 -39 -55 04  -49 -175 -04 14,1
ChT(DS)171 222 -16,1 300 81 -2,5 58 0,0 47 64 71
ChT(GS)I55 203 60 -31,0 -02  -9,1 00 31 74 24 141
ChT(GS)161 202 48 304 00 99 -04 -44 -151 98  -83
ChT(GS)167 -196 13 271 04 -114 -19 -72 312 190 46
ChT(GS)172 -21,7 48  -354 21  -82 L9 25 57  -1,0 -64
SPV(S)I86  -146 -0,6 -89 106 -30,7 -754 122 102 07 2,0
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PCA rezultata headspace-GC-MS analize lista — biplotovi za PCI vs. PC2 i PC1 vs. PC3.

Anthriscus
svlvestris

PC1
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PCA rezultata headspace-GC-MS analize cveta — scree plot.

PC  Svojstvene %
vrednosti Varijanse
1 2888 77,5
2 546 14,6
3 153 4,1
4 74,8 2,0
5 02 1,1
6 12,4 0,3
7 4,85 0,1
8 2,07 0,1
9 1,61 0,0
10 0,851 0,0

8 & 8 2 ®

Svojstvena vrednost %
W
N

PCA rezultata headspace-GC-MS analize cveta —
opterecenja (loadings) na prve 3 glavne komponente.

Sabinen
B-Pinen
B-Mircen

E-B-Ocimen
y-Terpinen

Estragol

o-Humulen

Farnezen

izomer?

Germakren D
E,E-a-Farnezen

PCI1
-0,168
0,039
-0,060
0,363
0,015
0,909
0,019
0,035
0,064
0,029

PC2
0,783
-0,090
0,077
-0,594
0,016
-0,095
-0,034
-0,045
-0,030
0,005

PC3
0,460
0,128
0,122
0,627
0,084
0,291
-0,149
0,466
-0,090
-0,065

12

PCA rezultata headspace-GC-MS analize cveta — grafici optereéenja (loading plots) na prve 2 glavne komponente

0.8
0.6 7
0.4
0.27

0
0.2
0.4
0.6
0.8

Opteredenje

0.8 ]
0.6
0.4 ]
0.2

Opteredenje

0.2 1
0.4
0.6
0.8 1

252

n-Nonsa [] 0.07109
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-0.00008
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F-p-Ocimen
05937

0.9092

Estragol [] 0.09507
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PCA rezultata headspace-GC-MS analize cveta — skorovi na prve 3 glavne komponente.

PCI  PC2  PC3
AnC(C)005 60,5  -12 1,1
AnC(C)015 588  -1,1 0,5
AnC(C)027 590 -1,0 06
AnC(C)033 589 -1,0 06
AnC(C)039 619  -13 1,5
AnC(C)044 599  -12 09
AnC(C)071 62,1  -14 16
AnC(C)071 61,8  -1,3 1,5
AnC(C)66 60,0 -12 09
AnS(C)022 41,7 563 36
AnS(C)050 455 336 122
AnS(C)056  -42,0 50,5 5,1
AnS(C)077 -474 96 10,9
AnS(C)107  -454 52 28
AnSO)113 41,7 27 -11,9
ChB(C)201 -62,0 -47,5 32,3
ChT(C)139 403 -114 -142
ChT(C)145 373 -65 -332
ChT(C)151 42,5 -162 -149
ChT(C)157 479 239 02
ChT(C)163 -492 259 35

PCA rezultata headspace-GC-MS analize cveta — biplot za PCI vs. PC2.

Sabinen

P-Mircen

P2

n-Nonmn

Anthriscus cergfolium

E-p-Ocimen

f-Pinen

® AnC
@ An3
Q@ ChT
O ChB

N PC1
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8.11. LC-DAD-MS HROMATOGRAMI 70 % MEOH EKSTRAKATA

ANSO1H-Ex(70M)

215 nm

260 nm

290 nm

340 nm

PI

N

7

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 min
ANnS01K-Ex(70M)

215 nm

260 nm

290 nm

340 nm

0] 1 2 3 4 5 6 7 8 8 10 1|1 min

Pikovi oznaceni sa ,,x” i izbledeni regioni predstavijaju artifakte, poreklom iz mobilne faze.
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AnS03H-Ex(70M)
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260 nm

290 nm

340 nm
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A 290 nm

AnS04H-Ex{70NM)
~ 215 rm
260 nm
—r o I ———
AL M
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NI

10 11 min

0 1 2 3 4 5 6 7 g 9
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N N 260 nm
A ___ N 290 nm
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AnSOSH-Ex(70M)

215 nm

260 nm

290 nm

340 nm
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AnSO6H-Ex(70M)
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340 nm
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AnSO8H-Ex(70M)
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AnSO09K-Ex(70M)
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AnS10H-Ex(70M)

.' | 215 nm
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' i 290 nm
. Sy
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o
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AnS10K-Ex(70M)

~ N 215 mm
'l R 260 nm
L 290 nm

[‘ 340 nm

262



Doktorska disertacija Dejan Orcié

AnS11H-Ex(70M)
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ANC13H-Ex(70M)
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ANC14H-Ex(70M)
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ANC15H-Ex(70M)
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ChHO1H-Ex(70M)
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ChHO2H-Ex(70M)
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ChHO3H-Ex(70M)
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ChHO3K-Ex(70M)

0] 1 2 3 4 5 6 7 8 8 10 11 min

276



Doktorska disertacija Dejan Orcié

ChTO1H-Ex(70M)
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SPVO1H-Ex(70M)
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8.12. LC-MS HROMATOGRAMI VODENIH EKSTRAKATA
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8.13. LC-MS — POREDENJE PROFILA FENOLA U KORENU I HERBI

AnC10H-Ex(70M)

' AnC10K-Ex(70M)

ChBO1H-Ex{70M)

ChBO1K-Ex{70M) “
A‘ ChHO1H-Ex(70M)

Ty e W
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ChTO1H-Ex(70M) ’

ChTO1K-Ex(70M)

SPVO1H-Ex(70M)

BT N .

SPVO1K-Ex(70M)

Prikazani su ESI(-) BPC hromatogrami, skalirani na istu koncentraciju.

286



Doktorska disertacija Dejan Orcié

8.14. ESI-MS* 1 UV SPEKTRI HLOROGENSKIH KISELINA

353

191 353

125 150 175 200 225 250 275 300 325 350
Kafeoilhinska kiselina (0,63 min, 354 Da) , ESI(-)

353
191
)
191
353
191

200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450
mAU (%) vs. Wavelength {nm)
Kafeoilhinska kiselina (0,81 min, 354 Da) , ESI(-)

125 150 175 200 225 250 275 300 325 350

353
191
|
19
353
|
191

125 150 175 200 225 250 275 300 325 350
Kafeoilhinska kiselina (1,01 min, 354 Da) , ESI(-)

515
353
343
191 518
L ‘
1‘1 333

200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450
mAU (%) vs. Wavelength {(nm)
Dikafeoilhinska kiselina (1,85 min, 516 Da) , ESI(-)

200 250 300 350 400 450 500
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5156

353 516
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M [ ]
191 333
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AT - - - - - 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450
200 250 300 350 400 450 600 mAU (%) vs. Wavelength {(nm)
Dikafeoilhinska kiselina (2,38 min, 516 Da) , ESI(-)
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Acetil-dikafeoilhinska kiselina (3,21 min, 558 Da), ESI(-)
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Malonil-dikafeoilhinska kiselina (1,46 min, 602 Da), ESI(-)
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| | L
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Malonil-dikafeoilhinska kiselina (1,73 min, 602 Da), ESI(-)
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. L —__ 200 226 250 275 300 325 350 375 400 425 450
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 mAU (%) vs. Wavelength (nm)
Malonil-dikafeoilhinska kiselina (1,95 min, 602 Da), ESI(-)
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Acetil-malonil-dikafeoilhinska kiselina (3,13 min, 644 Da), ESI(-)
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8.15. UV SPEKTRI FLAVONOIDA

200 250 300 350 400 450 200 250 300 350 400 450
mALU (%) vs. Wavelength {nm) mAU (%) vs. Wavelength (nm)
Luteolin-O-heksozid (2,14 min, 448 Da) Rutin (2,21 min, 610 Da)

200 250 300 350 400 450 200 250 300 350 400 450
mAU {%) vs. Wavelength {nm) mAU {%) vs. Wavelength {nm)
Kvercetin-O-heksozid (2,23 min, 464 Da) Luteolin-O-heksozid (2,26 min, 448 Da)

g

200 250 300 350 400 450 200 250 300 350 400 450
mALU (%) vs. Waviength {nm) mAU (%) vs. Wavelength (nm)
Kvercetin-O-heksozid (2,36 min, 464 Da) Luteolin-O-malonilheksozid (2,46 min, 534 Da)
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&
&

200 250 300 350 400 450 200 250 300 350 400 450
mALl {%) vs. Wavelength {nm) mAU (%) vs. Wavelength (nm)
Luteolin-O-malonilheksozid (2,74 min, 534 Da) Luteolin-O-malonilheksozid (2,89 min, 534 Da)

£
&

200 250 300 350 400 450

I T T T T
200 250 300 350 400 450
mAU (%) vs. Wavelength (nm) mAU (%) vs. Wavelength (nm)
Metilluteolin-O-heksozid (2,97 min, 462 Da) Luteolin-O-acetilheksozid (2,99 min, 490Da)

8

8

200 250 300 350 400 450

200 250 300 350 400 450 mAU (%) vs. Wavelength (nm)
mAU (%) vs. Wavelength (nm)
x-O-acetilheksozid (3,40 min, 490 Da) Metilluteolin-O-malonilheksozid (3,48 min, 548 Da)
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&

200 250 300 350 400 450

T T T T
200 250 300 350 400 450
mAU (%) vs. Wavelength (nm) mAU (%) vs. Wavelength (nm)
x-O-acetilheksozid (3,55 min, 490 Da) Luteolin-O-acetilheksozid (3,73 min, 490 Da)

7

200 250 300 350 400 450
mALl {%) vs. Wavelength {nm)

Metilluteolin-O-acetilheksozid (4,45 min, 504 Da)

(crveno — luteolin, zeleno — kemferol, plavo — kvercetin, plavo isprekidano - rutin)
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8.16. LC-MS I LC-MS-MS KVANTITACIJA —- MS* SPEKTRI STANDARDA
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Kafena kiselina

Siringinska Kiselina
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Svi spektri snimljeni su u Product Ion Scan modu, uz negativnu jonizaciju, pri optimalnom naponu fragmentora i

kolizionim energijama 0—40 V (uz inkremente po 10 V).
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8.17. LC-MS I LC-MS-MS KVANTITACIJA — OPTIMIZACIJA MS PARAMETARA
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Ferulna Kiselina

Vi Area 220000+, V., Area 10000~
[V] 210000+ [V] 9000
80 206973 o0 0 2234 8000
90 210371 180000.] 5 6213 7000+
100 208100 41700004 10 9152 6000
110 189847 3 160000 15 7980 § 5000+
120 158388 < 150000 20 4636 < 4000
130 111060 140000 30 919 3000
140 110601 130000 40 221 2000}
120000
110000 1000+ 2
100000 +— . . . . . ; 0 ; y y T v
80 90 100 110 120 130 140 0 10 20 30 40 50
Vfrag (V) Vcol (V)
Sinapinska kiselina
Viag Area 200000 Ve Area 6000 -]
[V] 190000 4 [V]
80 188563 180000 0 477 50004
90 187077 170000+ 5 1497 4000
100 189743 160000 10 3742
110 181537 g 150000+ 15 5863 g 3000
120 167311 < 1400004 20 5908 <
130 121088 1300004 30 1878 2000+
140 119578 120000 40 366
e — 1000
110000
100000 T T T T T T T 0 T T T T !
80 90 100 110 120 130 140 0 10 20 30 40 50
Virag (V) Veol (V)
Rutin
Viiag Area 410000 V. Area 50000
[V] 400000 [V] vo"
80 340436 390000 0 62 40000
90 365658 380000 . 10 283
100 378286 570000 1 20 2589 30000 4
110 378758 g 30 18767 g
120 377299 < 3600007 40 45734 < 50000
130 397049 350000+ 45 45820
140 397578 340000 50 42730 100004
330000
320000 T T T T T T T 0 " T T T )
80 90 100 110 120 130 140 0 10 20 30 40 50
Vfrag (V) Veol (V)

Apigenin-7-0-glukozid

Vg Area 840000 Veo Area 140000
IV ez0000 M 120000
gg ggggg 5000001 100 1137789
100000
100 707779 780000+ 20 21468 80000 |
110 729621 760000 4 30 95926
120 751599 740000 ] 40 148158 60000+
130 812598 . 45 127829 400004
140 818143 720000+ 50 105190
700000 200007
0

1

680000 +— . . ; , T T Y y y y
80 90 100 110 120 130 140 0 10 2 3 40 %
Veol (V)

Vfrag (V)

Area
Area

300



Doktorska disertacija

Dejan Orci¢

Sekoizolaricirezinol

Vfrag
V]
80

166840

90

100
110
120
130
140

196375

Matairezinol

Vf/“ag
V]
80

276567

90
100
110
120
130
140

310427

Area

164809
176317
182231
183988
200314

Area

283881
296269
312199
297953
326875

Kvercetin

meg
V]
80

906500

90

100
110
120
130
140

1065978

Area

924926
957228
980258
1012410
1085878

Luteolin

meg
V]
80

1074698

90

100
110
120
130
140

1268738

Area

1095336
1112328
1152553
1187465
1271891

Area

N

Area

¥

Area

N

210000

200000 4

190000

180000

170000

340000

330000

320000

310000

300000 4

290000 4

280000 4

T
80 90 100 110

Vfrag (V)

120 130 140

270000

1100000 -

1050000 -

1000000 -

950000 4

900000

k2

100 110

Vfrag (V)

120 130 140

1300000

1250000 4

1200000

1150000 -

11000004

1050000

80 90 100 110

Vfrag (V)

120 130 140

100 110

Vfrag (V)

120 130 140

Venl
V]

10
20
25
30
40
50

Area

53
385
3278
4473
4122
1496

310

Area

5000

4000 +

3000

2000

1000 -

301



Doktorska disertacija Dejan Orcié

Kemferol

meg Area 1250000 -
V]

80 1077770
90 1118999
100 1147384 .
110 1167993 g 1150000 “

120 1180137
130 1242797
140 1226424 11000007

1200000+

Area

1050000 +— : ; ; : T T
80 90 100 110 120 130 140
Vfrag (V)
Apigenin
Vf;ug Area
[V] 135000
80 116467
90 121824 130000+ .
100 125580 125000 ‘
110 128375 8 1
120 128246 1200004 Y
130 137205
110000 +—

T T T T T T
80 90 100 110 120 130 140
Vfrag (V)

302



Doktorska disertacija

Dejan Orci¢

8.18. LC-MS I LC-MS-MS KVANTITACIJA — KALIBRACIONE KRIVE

Galna kiselina

C Area
[pg/mL] 8000 -] 8000 -]
0,000 0
0391 173
0781 327 ] .
1,56 652 _
3,13 1176 % w000 4000
625 2110
12,5 3457
250 5706 1 J e
50,0 8956
100 14282 3 ) T P A 3 B B A
C (ug/mL) C (ug/mL)
Cos  Area  Couna  Coatnaeks Cos  Area  Couna  Coatnaeks
[mg/mL ] [ugml] [mg/g] [mg/mL] [ug/ml] [mg/g]
AnSOIK-Ex(70M) 4,99 0 <039 <008 AnSO7H-Ex(70M) 991 0 <039 <004
AnSO3K-Ex(70M) 521 0 <039 <007 AnSOSH-Ex(70M) 968 0 <039 <004
AnSO4K-Ex(70M) 6,72 0 <039 <006 AnSIOH-Ex(70M) 112 0 <039 <0,03
AnSOSK-Ex(70M) 508 0 <039 <008 AnSIIH-Ex(70M) 9,70 0 <039 <004
AnSO6K-Ex(70M) 516 0 <039 <008 AnCIOH-Ex(70M) 961 0 <039 <004
AnSO7K-Ex(70M) 516 0 <039 <008 AnCIIH-Ex(70M) 994 0 <039 <004
AnSOSK-Ex(70M) 4,79 0 <039 <008 AnCI2H-Ex(70M) 9,74 0 <039 <004
AnS09K-Ex(70M) 529 0 <039 <007 AnCI3H-Ex(70M) 11,0 0 <039 <004
AnSI0K-Ex(70M) 506 0 <039 <008 AnCI4H-Ex(70M) 106 0 <039 <004
AnSIIK-Ex(70M) 504 0 <039 <008 AnCISH-Ex(70M) 10,7 0 <039 <004
AnCIOK-Ex(70M) 898 0 <039 <004 AnCI6H-Ex(70M) 11,5 0 <039 <0,03
AnClIK-Ex(70M) 994 0 <039 <004 AnCI7H-Ex(70M) 9,68 0 <039 <0,04
AnCI2K-Ex(70M) 104 0 <039 <004 ChBOIH-Ex(70M) 943 0 <039 <0,04
AnCI3K-Ex(70M) 103 0 <039 <004 ChBO2H-Ex(70M) 11,3 0 <039 <0,03
AnCl14K-Ex(70M) 991 0 <039 <0,04 ChHOIH-Ex(70M) 10,5 0 <039 <0,04
AnCISK-Ex(70M) 112 0 <039 <0,03 ChHO2H-Ex(70M) 9,14 0 <039 <0,04
AnCI6K-Ex(70M) 10,0 0 <039 <0,04 ChHO3H-Ex(70M) 100 0 <039 <0,04
AnCI7K-Ex(70M) 10,0 0 <039 <004 ChTOIH-Ex(70M) 10,5 0 <039 <0,04
ChBOIK-Ex(70M) 11,6 0 <039 <003 ChTO2H-Ex(70M) 11,1 0 <039 <004
ChBO2K-Ex(70M) 124 0 <039 <003 ChTO3H-Ex(70M) 990 0 <039 <004
ChHOIK-Ex(70M) 9,60 0 <039 <004 ChTO4H-Ex(70M) 9,72 0 <039 <0,04
ChHO2K-Ex(70M) 104 0 <039 <004 ChTOSH-Ex(70M) 996 0 <039 <004
ChHO3K-Ex(70M) 10,0 0 <039 <004 SPVOIH-Ex(70M) 100 0 <039 <004
ChTOIK-Ex(70M) 9,72 0 <039 <004  AnSO7H-Ex(aq) 100 0 <039 <004
ChTO2K-Ex(70M) 8,09 0 <039 <005  AnSO7K-Ex(aq) 100 0 <039 <004
ChTO3K-Ex(70M) 9,83 0 <039 <004  AnCI12H-Ex(aq) 10, 0 <039 <004
ChTO4K-Ex(70M) 9,93 0 <039 <004  AnCI12K-Ex(aq) 10, 0 <039 <004
ChTOSK-Ex(70M) 10,1 0 <039 <0,04  ChBOIH-Ex(aq) 102 0 <039 <004
SPVOIK-Ex(70M) 9,66 0 <039 <004  ChBOIK-Ex(aq) 939 0 <039 <0,04
AnSOIH-Ex(70M) 9,18 0 <039 <004  ChHOIH-Ex(aq) 996 0 <039 <0,04
AnSO3H-Ex(70M) 103 0 <039 <004  ChHOIK-Ex(aq) 989 66 <039 <0,04
AnSO4H-Ex(70M) 10,5 0 <039 <0004  ChTOSH-Ex(aq) 100 0 <039 <004
AnSOSH-Ex(70M) 10,0 0 <039 <004  ChTOSK-Ex(aq) 985 0 <039 <0,04
AnSOGH-Ex(70M) 102 0 <039 <004  SPVOIH-Ex(aq) 994 0 <039 <0,04
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C Area 50000 4
[ng/mL]
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Cets Area  Couna  Couina,eks Cas  Area  Cua  Cyunaeks
[mg/mL] [ug/mL] [mg/g] [mg/mL] [ug/mL] [mg/g]
AnSO1K-Ex(70M) 4,99 8309 12,5 2,51 AnSO7H-Ex(70M) 9,91 7746 11,6 1,17
AnSO3K-Ex(70M) 521 11803 18,3 3,51 AnSO8H-Ex(70M) 9,68 11448 17,7 1,83
AnS04K-Ex(70M) 6,72 3343 4733 0,644  AnS10H-Ex(70M) 11,2 45758 87,0 7,78
AnSO5K-Ex(70M) 5,08 4470 6,14 1,21  AnS11H-Ex(70M) 9,70 43598 81,6 8,41
AnS06K-Ex(70M) 5,16 3589 4,70 0,911  AnC10H-Ex(70M) 9,61 3574 4,68 0,49
AnSO07K-Ex(70M) 5,16 12263 19,0 3,69  AnCI11H-Ex(70M) 9,94 3910 5,21 0,52
AnSO8K-Ex(70M) 4,79 25734 43,1 9,00  AnCI12H-Ex(70M) 9,74 6076 8,95 0,92
AnSO09K-Ex(70M) 5,29 22924 378 7,15  AnC13H-Ex(70M) 11,0 8072 12,2 1,10
AnS10K-Ex(70M) 5,06 7284 10,9 2,15 AnC14H-Ex(70M) 10,6 3993 534 0,51
AnS11K-Ex(70M) 5,04 3782 5,00 0,992  AnCI15H-Ex(70M) 10,7 3116 3,99 0,37
AnC10K-Ex(70M) 8,98 1453 1,75 0,194  AnC16H-Ex(70M) 11,5 10319 158 1,37
AnC11K-Ex(70M) 994 2374 2,95 0,297 AnCI17H-Ex(70M) 9,68 1232 147 0,15
AnCI12K-Ex(70M) 10,4 1793 2,18 0,210 ChBO1H-Ex(70M) 9,43 5507 8,05 0,85
AnCI13K-Ex(70M) 10,3 1708 2,07 0,200 ChBO2H-Ex(70M) 11,3 6167 9,10 0,80
AnC14K-Ex(70M) 9,91 276 <0,39 <0,04 ChHOIH-Ex(70M) 10,5 27075 45,7 4,36
AnC15K-Ex(70M) 11,2 642 0,755 0,0673 ChHO2H-Ex(70M) 9,14 26167 439 4,80
AnC16K-Ex(70M) 10,0 1649 1,99 0,199 ChHO3H-Ex(70M) 10,0 44965 85,0 8,50
AnC17K-Ex(70M) 10,0 469 0,550 0,0550 ChTO1H-Ex(70M) 10,5 8448 12,8 1,21
ChBO1K-Ex(70M) 11,6 142 <0,39 <0,03 ChT02H-Ex(70M) 11,1 54274 <0,39 <0,04
ChBO2K-Ex(70M) 12,4 991 1,174  0,0946 ChTO3H-Ex(70M) 9,90 20965 342 3,45
ChHOIK-Ex(70M) 9,60 6219 9,18 0,956  ChT04H-Ex(70M) 9,72 13530 21,2 2,18
ChHO2K-Ex(70M) 10,4 13248 20,7 1,986  ChTO5H-Ex(70M) 9,96 13981 21,9 2,20
ChHO3K-Ex(70M) 10,0 2150 2,65 0,264  SPVOI1H-Ex(70M) 10,0 10250 15,7 1,56
ChTO1K-Ex(70M) 9,72 1388 1,66 0,171 AnSO07H-Ex(aq) 10,0 286 <0,39 <0,04
ChTO02K-Ex(70M) 8,09 5047 7,32 0,906 AnS07K-Ex(aq) 10,0 103 <039 <0,04
ChTO3K-Ex(70M) 9,83 1654 2,00 0,204 AnCI12H-Ex(aq) 10,1 25 <0,39 <0,04
ChTO04K-Ex(70M) 9,93 3981 532 0,536 AnCI12K-Ex(aq) 10,1 70 <0,39 <0,04
ChTO5K-Ex(70M) 10,1 1951 2,39 0,236 ChBO1H-Ex(aq) 10,2 916 1,08 0,11
SPVOIK-Ex(70M) 9,66 2288 2,83 0,293 ChBO1K-Ex(aq) 9,39 253 <0,39 <0,04
AnSO1H-Ex(70M) 9,18 17870 28,7 3,12 ChHO1H-Ex(aq) 9,96 868 1,02 0,10
AnSO3H-Ex(70M) 10,3 2941 3,74 0,363 ChHO1K-Ex(aq) 9,89 55 <0,39 <0,04
AnSO04H-Ex(70M) 10,5 2061 2,53 0,241 ChTO5H-Ex(aq) 10,0 192 <0,39 <0,04
AnSO5H-Ex(70M) 10,0 38222 68,9 6,89 ChTO05K-Ex(aq) 9,85 90 <0,39 <0,04
AnSO6H-Ex(70M) 10,2 4282 582 0,568 SPVO1H-Ex(aq) 9,94 254 <0,39 <0,04
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[ng/mL]
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C (ug/mL) ¢ (ugml)
Cos  Area  Coua  Coatnaeks Ces Area  Cyuma  Caatnaeks
[mg/mL] [ugmL] [mg/g] [mg/mL] [ug/ml] [mg/g]
AnSO1K-Ex(70M) 4,99 9 <0,39 <0,08 AnSO7H-Ex(70M) 9,91 261 1,38
AnSO03K-Ex(70M) 5,21 27  <0,39 <0,07 AnSO8H-Ex(70M) 9,68 213 1,12
AnS04K-Ex(70M) 6,72 61 <0,39 < 0,06 AnS10H-Ex(70M) 11,2 101 0,525
AnSO05K-Ex(70M) 5,08 30 <039 <0,08 AnS11H-Ex(70M) 9,70 92 0,478
AnSO06K-Ex(70M) 5,16 40 <039 <0,08 AnC10H-Ex(70M) 9,61 134 0,698
AnSO7K-Ex(70M) 5,16 24 <039 <0,08 AnC11H-Ex(70M) 9,94 69 <0,39
AnSO8K-Ex(70M) 4,79 39 <039 <0,08 AnCI2H-Ex(70M) 9,74 82 0,426
AnS09K-Ex(70M) 5,29 26 <039 <0,07 AnCI3H-Ex(70M) 11,0 160 0,836
AnS10K-Ex(70M) 5,06 35 <0,39 <0,08 AnC14H-Ex(70M) 10,6 71 <0,39
AnS11K-Ex(70M) 5,04 8 <0,39 <0,08 AnC15H-Ex(70M) 10,7 126 0,656
AnC10K-Ex(70M) 8,98 126 0,656  0,0731 AnCI16H-Ex(70M) 11,5 67 <0,39
AnC11K-Ex(70M) 9,94 89 0,462  0,0465 AnC17H-Ex(70M) 9,68 89 0,462
AnC12K-Ex(70M) 10,4 29 <039 <0,04 ChBOI1H-Ex(70M) 9,43 211 1,11
AnC13K-Ex(70M) 10,3 32 <039 <0,04 ChBO2H-Ex(70M) 11,3 212 1,12
AnCl14K-Ex(70M) 9,91 43 <039 <0,04 ChHOIH-Ex(70M) 10,5 80 0,416
AnCI5K-Ex(70M) 11,2 44 <0,39 <0,03 ChHO2H-Ex(70M) 9,14 85 0,442
AnC16K-Ex(70M) 10,0 23 <0,39 <0,04 ChHO3H-Ex(70M) 10,0 69 <0,39
AnC17K-Ex(70M) 10,0 67 <039 <0,04 ChTO1H-Ex(70M) 10,5 168 0,879
ChBO1K-Ex(70M) 11,6 107 0,556 0,0478 ChTO02H-Ex(70M) 11,1 143 0,746
ChB02K-Ex(70M) 12,4 65 <039 <0,03 ChTO3H-Ex(70M) 9,90 162 0,847
ChHO1K-Ex(70M) 9,60 57 <039 <0,04 ChTO04H-Ex(70M) 9,72 269 1,43
ChHO02K-Ex(70M) 10,4 101 0,525  0,0504 ChTO5H-Ex(70M) 9,96 148 0,773
ChHO3K-Ex(70M) 10,0 58 <039 <0,04 SPVOI1H-Ex(70M) 10,0 44 <0,39
ChTO1K-Ex(70M) 9,72 92 0478  0,0492 AnS07H-Ex(aq) 10,0 70 <0,39
ChTO02K-Ex(70M) 8,09 107 0,556 0,0688 AnS07K-Ex(aq) 10,0 22 <0,39
ChTO3K-Ex(70M) 9,83 82 0,426 0,0433 AnC12H-Ex(aq) 10,1 77 <0,39
ChTO4K-Ex(70M) 9,93 157 0820 0,0826  AnC12K-Ex(aq) 10,1 77 <0,39
ChTOSK-Ex(70M) 10,1 43 <039 <0,04 ChBOI1H-Ex(aq) 102 31 <0,39
SPVOIK-Ex(70M) 9,66 113 0,588  0,0609 ChBO1K-Ex(aq) 9,39 46 <0,39
AnSO1H-Ex(70M) 9,18 146 0,762  0,0830 ChHO1H-Ex(aq) 9,96 51 <0,39
AnS03H-Ex(70M) 10,3 189 0,992  0,0963 ChHO1K-Ex(aq) 9,89 45 <0,39
AnS04H-Ex(70M) 10,5 322 1,73 0,165 ChTO05H-Ex(aq) 10,0 25 <0,39
AnSO05H-Ex(70M) 10,0 103 0,535 0,0536 ChTO05K-Ex(aq) 9,85 0 <0,39
AnSO06H-Ex(70M) 10,2 244 1,29 0,126 SPVO1H-Ex(aq) 9,94 48 <0,39

305



Doktorska disertacija

Dejan Orcic¢

Eskuletin
C Area 18000 2000
[pg/mL] 16000
0,000 0 14000-.
0,422 327 1 1500
0,844 663 120007
1,69 1174 10000 |
338 2033 E 0] 10001
6,75 3262
13,5 4952 00007
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540 11151 2000
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0 20 40 60 80 100 0 1 3 4
C (ug/mL) C (ug/mL)
Cas  Area  Coma  Coumnaeks Cas  Area  Coupna  Couimaeks
[mg/mL] [ug/mL] [mg/g] [mg/mL] [ug/mL] [mg/g]
AnSO1K-Ex(70M) 4,99 12 <042 <0,08 AnSO07H-Ex(70M) 9,91 34 <042 <0,04
AnSO03K-Ex(70M) 5,21 9 <042 <0,08 AnSO8H-Ex(70M) 9,68 50 <042 <0,04
AnS04K-Ex(70M) 6,72 24 <042 <0,06 AnS10H-Ex(70M) 11,2 57 <042 <0,04
AnSOSK-Ex(70M) 5,08 17 <042 <008 AnSIIH-Ex(70M) 9,70 31 <042 <0,04
AnSO06K-Ex(70M) 5,16 0 <042 <0,08 AnC10H-Ex(70M) 9,61 42 <042 <0,04
AnSO07K-Ex(70M) 5,16 0 <042 <0,08 AnClI1H-Ex(70M) 9,94 451 0,581 0,0584
AnSO8K-Ex(70M) 4,79 0 <042 <0,09 AnCI12H-Ex(70M) 9,74 360 0,458 0,0470
AnSO09K-Ex(70M) 5,29 0 <042 <0,08 AnCI13H-Ex(70M) 11,0 454 0,585 0,0530
AnS10K-Ex(70M) 5,06 0 <042 <0,08 AnCl14H-Ex(70M) 10,6 1202 1,71 0,162
AnS11K-Ex(70M) 5,04 0 <042 <0,08 AnC15H-Ex(70M) 10,7 107 <042 <0,04
AnC10K-Ex(70M) 8,98 73 <042 <0,05 AnCl16H-Ex(70M) 11,5 271 <042 <0,04
AnC11K-Ex(70M) 9,94 192 <042 <0,04 AnC17H-Ex(70M) 9,68 144 <042 <0,04
AnC12K-Ex(70M) 10,4 363 0,462 0,0445 ChBOIH-Ex(70M) 9,43 27 <042 <0,04
AnCI13K-Ex(70M) 10,3 716 0,954 0,0923 ChBO02H-Ex(70M) 11,3 31 <042 <0,04
AnC14K-Ex(70M) 9,91 186 <042 <0,04 ChHOIH-Ex(70M) 10,5 53 <042 <0,04
AnC15K-Ex(70M) 11,2 74 <042 <0,04 ChHO2H-Ex(70M) 9,14 53 <042 <0,05
AnC16K-Ex(70M) 10,0 282 <042 <0,04 ChHO3H-Ex(70M) 10,0 256 <042 <0,04
AnC17K-Ex(70M) 10,0 355 0,451 0,0451 ChTO1H-Ex(70M) 10,5 23 <042 <0,04
ChBO1K-Ex(70M) 11,6 0 <042 <0,04 ChT02H-Ex(70M) 11,1 76 <042 <0,04
ChBO2K-Ex(70M) 12,4 0 <042 <0,03 ChTO3H-Ex(70M) 9,90 19 <0,42 <0,04
ChHOIK-Ex(70M) 9,60 32 <042 <004 ChTO4H-Ex(70M) 9,72 36 <042 <0,04
ChHO2K-Ex(70M) 10,4 132 <042 <0,04 ChTO5H-Ex(70M) 9,96 18 <042 <0,04
ChHO3K-Ex(70M) 10,0 0 <042 <0,04 SPVOIH-Ex(70M) 10,0 22 <042 <0,04
ChTO1K-Ex(70M) 9,72 18 <042 <0,04 AnSO07H-Ex(aq) 10,0 148 <042 <0,04
ChT02K-Ex(70M) 8,09 26 <042 <0,05 AnS07K-Ex(aq) 10,0 485 0,627  0,0626
ChTO3K-Ex(70M) 9,83 10 <042 <004  AnCI2H-Ex(aq) 10,1 0 <042 <0,04
ChTO4K-Ex(70M) 9,93 15 <042 <004  AnCI2K-Ex(aq) 10,1 27 <042 <004
ChTO5K-Ex(70M) 10,1 0 <042 <0,04 ChBO1H-Ex(aq) 10,2 178 <042 <0,04
SPVO1K-Ex(70M) 9,66 0 <042 <0,04 ChBO01K-Ex(aq) 9,39 345 0,438  0,0467
AnSO1H-Ex(70M) 9,18 28 <042 <0,05 ChHO1H-Ex(aq) 9,96 0 <042 <0,04
AnSO3H-Ex(70M) 10,3 30 <042 <0,04 ChHO1K-Ex(aq) 9,89 0 <042 <0,04
AnS04H-Ex(70M) 10,5 18 <042 <0,04 ChTO5H-Ex(aq) 10,0 86 <042 <0,04
AnSO05H-Ex(70M) 10,0 22 <042 <0,04 ChTO05K-Ex(aq) 9,85 53 <042 <0,04
AnSO6H-Ex(70M) 102 0 <042 <004  SPVOIH-Ex(aq) 994 52 <042 <0,04
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Doktorska disertacija

Dejan Orci¢

Kafena Kkiselina
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C (ug/mL) C (ugil)
Cos  Area  Coma  Coalna,eks Cos  Area  Cuia  Coatnaeks
[mg/mL ] [ug/ml] [mg/g] [mg/mL] [ug/mL] [mg/g]
AnSOIK-Ex(70M) 4,99 522 0,513 0,103 AnSO7H-Ex(70M) 9,91 454 0,445 0,0449
AnSO03K-Ex(70M) 5,21 691 0,685 0,132  AnSO8H-Ex(70M) 9,68 554 0,545 0,0563
AnSO04K-Ex(70M) 6,72 1754 1,85 0,276  AnS10H-Ex(70M) 11,2 498 0,489 0,0437
AnSO05K-Ex(70M) 5,08 311 <0,39 <0,08 AnS11H-Ex(70M) 9,70 416 <0,39 <0,04
AnSO06K-Ex(70M) 5,16 382 <0,39 <0,08 AnC10H-Ex(70M) 9,61 452 0,443  0,0460
AnSO7K-Ex(70M) 5,16 925 0,929 0,180 AnCI11H-Ex(70M) 9,94 3499 <039 <0,04
AnSO8K-Ex(70M) 4,79 841 0,841 0,176  AnCI2H-Ex(70M) 9,74 493 0,484 0,0497
AnS09K-Ex(70M) 529 479 0,470 0,0889 AnCI3H-Ex(70M) 11,0 386 <0,39 <0,04
AnS10K-Ex(70M) 5,06 320 <0,39 <0,08 AnCI4H-Ex(70M) 10,6 180 <0,39 <0,04
AnS11K-Ex(70M) 5,04 188 <0,39 <0,08 AnCIl15H-Ex(70M) 10,7 274 <039 <0,04
AnCI10K-Ex(70M) 8,98 86 <039 <0,04 AnCl6H-Ex(70M) 11,5 344 <0,39 <0,03
AnC11K-Ex(70M) 9,94 144 <0,39 <0,04 AnC17H-Ex(70M) 9,68 59 <0,39 <0,04
AnC12K-Ex(70M) 10,4 166 <0,39 <0,04 ChBO1H-Ex(70M) 9,43 216 <0,39 <0,04
AnCI13K-Ex(70M) 10,3 164 <039 <0,04 ChBO2H-Ex(70M) 11,3 174 <039 <0,03
AnC14K-Ex(70M) 9,91 26 <039 <0,04 ChHOIH-Ex(70M) 10,5 229 <039 <0,04
AnCI5K-Ex(70M) 11,2 42 <039 <0,03 ChHO2H-Ex(70M) 9,14 340 <0,39 <0,04
AnC16K-Ex(70M) 10,0 145 <039 <0,04 ChHO3H-Ex(70M) 10,0 521 0,512 0,0512
AnC17K-Ex(70M) 10,0 45 <039 <0,04 ChTOIH-Ex(70M) 10,5 154 <039 <0,04
ChBOIK-Ex(70M) 11,6 11 <039 <0,03 ChT02H-Ex(70M) 11,1 543 0,534 0,0480
ChBO2K-Ex(70M) 124 58 <0,39 <0,03 ChTO3H-Ex(70M) 9,90 220 <0,39 <0,04
ChHO1K-Ex(70M) 9,60 296 <0,39 <0,04 ChT04H-Ex(70M) 9,72 266 <0,39 <0,04
ChHO2K-Ex(70M) 10,4 328 <039 <0,04 ChTO5H-Ex(70M) 9,96 64 <039 <0,04
ChHO3K-Ex(70M) 10,0 67 <039 <0,04 SPVOIH-Ex(70M) 10,0 133 <0,39 <0,04
ChTOIK-Ex(70M) 9,72 152 <0,39 <0,04 AnSO7H-Ex(aq) 10,0 2532 283 0,282
ChT02K-Ex(70M) 8,09 198 <0,39 <0,05 AnS07K-Ex(aq) 10,0 1587 1,66 0,166
ChTO03K-Ex(70M) 9,83 107 <0,39 <0,04 AnCI2H-Ex(aq) 10,1 0 <039 <0,04
ChTO04K-Ex(70M) 9,93 239 <0,39 <0,04 AnCI12K-Ex(aq) 10,1 529 0,520 0,0516
ChTO5K-Ex(70M) 10,1 103 <0,39 <0,04 ChBO1H-Ex(aq) 10,2 10929 27,5 2,70
SPVO1K-Ex(70M) 9,66 158 <0,39 <0,04 ChBO1K-Ex(aq) 9,39 337 <039 <0,04
AnSO1H-Ex(70M) 9,18 357 <039 <0,04 ChHOIH-Ex(aq) 9,96 503 0,494 0,0496
AnSO03H-Ex(70M) 10,3 175 <039 <0,04 ChHOIK-Ex(aq) 9,89 42 <039 <0,04
AnS04H-Ex(70M) 10,5 225 <0,39 <0,04 ChTO5H-Ex(aq) 10,0 2205 241 0,240
AnSO5H-Ex(70M) 10,0 356 <0,39 <0,04 ChTO05K-Ex(aq) 9,85 1100 1,12 0,113
AnSO06H-Ex(70M) 10,2 157 <039 <0,04 SPVOIH-Ex(aq) 994 1541 1,61 0,162
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Doktorska disertacija

Dejan Orcic¢

Siringinska kiselina

C Area
[ng/mL]
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C (ug/mL)
Cas  Area  Cyua  Coatna,cks Cas  Area  Cyua  Coatna,cks
[mg/mL] [ug/mL] [mg/g] [mg/mL] [ug/mL] [mg/g]
AnSO1K-Ex(70M) 4,99 0 <039 <0,08 AnSO7H-Ex(70M) 9,91 0 <039 <0,04
AnSO03K-Ex(70M) 5,21 0 <039 <0,07 AnSO8H-Ex(70M) 9,68 0 <039 <0,04
AnS04K-Ex(70M) 6,72 0 <039 <006 AnS10H-Ex(70M) 11,2 0 <039 <0,03
AnSO5K-Ex(70M) 5,08 0 <039 <0,08 AnS11H-Ex(70M) 9,70 0 <039 <0,04
AnSO06K-Ex(70M) 5,16 0 <039 <0,08 AnCIl0H-Ex(70M) 9,61 0 <039 <0,04
AnSO7K-Ex(70M) 5,16 0 <039 <0,08 AnCIl1H-Ex(70M) 9,94 0 <039 <0,04
AnSO08K-Ex(70M) 4,79 0 <039 <0,08 AnCI12H-Ex(70M) 9,74 0 <039 <0,04
AnSO09K-Ex(70M) 5,29 0 <039 <0,07 AnCI13H-Ex(70M) 11,0 0 <039 <0,04
AnS10K-Ex(70M) 5,06 0 <039 <0,08 AnCl14H-Ex(70M) 10,6 0 <039 <0,04
AnS11K-Ex(70M) 5,04 0 <039 <0,08 AnCI15H-Ex(70M) 10,7 0 <039 <0,04
AnCI10K-Ex(70M) 8,98 0 <039 <0,04 AnCl6H-Ex(70M) 11,5 0 <039 <0,03
AnCIl1K-Ex(70M) 9,94 0 <039 <0,04 AnCI7H-Ex(70M) 9,68 0 <039 <0,04
AnCI2K-Ex(70M) 10,4 0 <039 <0,04 ChBOIH-Ex(70M) 9,43 0 <039 <0,04
AnCI3K-Ex(70M) 10,3 0 <039 <0,04 ChB02H-Ex(70M) 11,3 0 <039 <0,03
AnCIl4K-Ex(70M) 9,91 0 <039 <0,04 ChHO1H-Ex(70M) 10,5 0 <039 <0,04
AnC15K-Ex(70M) 11,2 0 <039 <0,03 ChHO2H-Ex(70M) 9,14 0 <039 <0,04
AnC16K-Ex(70M) 10,0 0 <039 <0,04 ChHO3H-Ex(70M) 10,0 0 <039 <0,04
AnC17K-Ex(70M) 10,0 0 <039 <0,04 ChTOIH-Ex(70M) 10,5 0 <039 <0,04
ChBO1K-Ex(70M) 11,6 0 <039 <0,03 ChT02H-Ex(70M) 11,1 0 <039 <0,04
ChBO2K-Ex(70M) 124 0 <039 <0,03 ChTO3H-Ex(70M) 9,90 0 <039 <0,04
ChHOIK-Ex(70M) 9,60 0 <039 <0,04 ChTO04H-Ex(70M) 9,72 0 <039 <0,04
ChHO2K-Ex(70M) 10,4 20 0,41 0,0393  ChTOSH-Ex(70M) 9,96 0 <039 <0,04
ChHO3K-Ex(70M) 10,0 8 <039 <0,04 SPVOIH-Ex(70M) 10,0 ?
ChTO1K-Ex(70M) 9,72 20 0,41 0,0422 AnS07H-Ex(aq) 10,0 0 <039 <0,04
ChTO02K-Ex(70M) 8,09 16 <039 <0,05 AnS07K-Ex(aq) 10,0 0 <039 <0,04
ChTO3K-Ex(70M) 9,83 18 <039 <0,04 AnCI12H-Ex(aq) 10,1 0 <039 <0,04
ChTO04K-Ex(70M) 9,93 13 <039 <0,04 AnCI12K-Ex(aq) 10,1 0 <039 <0,04
ChTO5K-Ex(70M) 10,1 0 <039 <0,04 ChBO1H-Ex(aq) 10,2 0 <039 <0,04
SPVOIK-Ex(70M) 9,66 ? ChBO1K-Ex(aq) 9,39 0 <039 <0,04
AnSO1H-Ex(70M) 9,18 0 <039 <0,04 ChHO1H-Ex(aq) 9,96 0 <039 <0,04
AnSO3H-Ex(70M) 10,3 0 <039 <0,04 ChHO1K-Ex(aq) 9,89 0 <039 <0,04
AnS04H-Ex(70M) 10,5 0 <039 <0,04 ChTO05H-Ex(aq) 10,0 ?
AnSO5H-Ex(70M) 10,0 0 <039 <0,04 ChTO05K-Ex(aq) 9,85 0 <039 <0,04
AnSO6H-Ex(70M) 10,2 0 <039 <0,04 SPV01H-Ex(aq) 9,94 0 <039 <0,04
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Doktorska disertacija Dejan Orcié

Kumarinska Kiselina
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Ceks Area Cgalna Cgalna, eks Ceks Area Cgalna Cgalna, eks
[mg/mL] [ug/ml] [mg/g] [mg/mL] [ug/mL] [mg/g]

AnSOIK-Ex(70M) 4,99 57 <041 <008 AnSO7H-Ex(70M) 991 201 <041 <0,04
AnSO3K-Ex(70M) 521 62 <041 <008 AnSOSH-Ex(70M) 9,68 181 <041 <0,04
AnSO4K-Ex(70M) 6,72 84 <041 <006 AnSIOH-Ex(70M) 112 157 <041 <0,04
AnSOSK-Ex(70M) 5,08 65 <041 <008 AnSIIH-Ex(70M) 9,70 64 <041 <004
AnSO6K-Ex(70M) 5,16 36 <041 <008 AnCIOH-Ex(70M) 9,61 91 <041 <004
AnSO7K-Ex(70M) 5,16 80 <041 <008 AnCIIH-Ex(70M) 994 134 <041 <004
AnSOSK-Ex(70M) 4,79 128 <041 <009 AnCI2H-Ex(70M) 9,74 193 <041 <0,04
AnSO9K-Ex(70M) 529 67 <041 <008 AnCI3H-Ex(70M) 11,0 76 <041 <0,04
AnSIOK-Ex(70M) 5,06 40 <041 <008 AnCI4H-Ex(70M) 10,6 100 <041 <0,04
AnSIIK-Ex(70M) 5,04 27 <041 <008 AnCISH-Ex(70M) 10,7 78 <041 <004
AnCI0K-Ex(70M) 898 134 <041 <005 AnCI6H-Ex(70M) 11,5 63 <041 <0,04
AnClIK-Ex(70M) 994 92 <041 <004 AnCI7H-Ex(70M) 9,68 42 <041 <0,04
AnCI2K-Ex(70M) 104 153 <041 <004 ChBOIH-Ex(70M) 943 211 <041 <0,04
AnCI3K-Ex(70M) 103 100 <041 <004 ChBO2H-Ex(70M) 11,3 233 <041 <0,04
AnCI4K-Ex(70M) 991 54 <041 <004 ChHOIH-Ex(70M) 10,5 85 <041 <0,04
AnCISK-Ex(70M) 112 45 <041 <004 ChHO2H-Ex(70M) 9,14 90 <041 <0,04
AnCI6K-Ex(70M) 10,0 87 <041 <004 ChHO3H-Ex(70M) 10,0 160 <041 <0,04
AnCI7K-Ex(70M) 10,0 89 <041 <004 ChTOIH-Ex(70M) 10,5 205 <041 <0,04
ChBOIK-Ex(70M) 11,6 130 <041 <004 ChTO2H-Ex(70M) 11,1 199 <041 <0,04
ChBO2K-Ex(70M) 124 151 <041 <003 ChTO3H-Ex(70M) 9,90 192 <041 <0,04
ChHOIK-Ex(70M) 9,60 223 <041 <004 ChTO4H-Ex(70M) 9,72 195 <041 <0,04
ChHO2K-Ex(70M) 104 229 <041 <004 ChTOSH-Ex(70M) 9,96 135 <041 <0,04
ChHO3K-Ex(70M) 10,0 105 <041 <004 SPVOIH-Ex(70M) 10,0 30 <041 <0,04
ChTOIK-Ex(70M) 9,72 452 0,568 0,0585  AnSO07H-Ex(aq) 10,0 201 <041 <0,04
ChTO2K-Ex(70M) 8,09 699 0879 0,109  AnSO7K-Ex(aq) 10,0 173 <041 <0,04
ChTO3K-Ex(70M) 9,83 339 0426 00434  AnC12H-Ex(aq) 10,1 177 <041 <0,04
ChTO4K-Ex(70M) 9,93 368 0463 00466  AnC12K-Ex(aq) 10,1 175 <041 <0,04
ChTOSK-Ex(70M) 10,1 222 <041 <0,04 ChBOIH-Ex(aq) 102 203 <041 <004
SPVOIK-Ex(70M) 9,66 111 <041 <0,04 ChBOIK-Ex(aq) 9,39 160 <041 <0,04
AnSOIH-Ex(70M) 9,18 60 <041 <004  ChHOIH-Ex(aq) 9,96 286 <041 <0,04
AnSO3H-Ex(70M) 103 63 <041 <004  ChHOIK-Ex(aq) 9,89 107 <041 <0,04
AnSO4H-Ex(70M) 10,5 89 <041 <004  ChTOSH-Ex(aq) 10,0 72 <041 <004
AnSOSH-Ex(70M) 10,0 85 <041 <004  ChTO5K-Ex(aq) 985 18 <041 <0,04
AnSOGH-Ex(70M) 102 111 <041 <004  SPVOIH-Ex(aq) 9,94 451 0567 0,0571
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Doktorska disertacija

Dejan Orcic¢

Skopoletin
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C (ug/mL) C (ugiL)
Cas  Area  Cona  Coainaeks Cots Area  Couna  Couina,eks
[mg/mL] [ug/mL] [mg/g] [mg/mL] [ug/mL] [mg/g]
AnSOIK-Ex(70M) 4,99 89 <039 <0,08 AnSO7H-Ex(70M) 9,91 341 0,463 0,0467
AnSO03K-Ex(70M) 5,21 369 0,501 0,0963 AnSOS8H-Ex(70M) 9,68 586 0,801 0,0828
AnS04K-Ex(70M) 6,72 205 <0,39 <0,06 AnSI0H-Ex(70M) 11,2 714 0,980 0,0876
AnSO05K-Ex(70M) 5,08 196 <0,39 <0,08 AnS11H-Ex(70M) 9,70 151 <039 <0,04
AnSO6K-Ex(70M) 5,16 713 0,979 0,190 AnCI10H-Ex(70M) 9,61 0 <039 <0,04
AnSO7K-Ex(70M) 5,16 776 1,07 0,207  AnC11H-Ex(70M) 9,94 62 <039 <0,04
AnSO8K-Ex(70M) 4,79 457 0,622 0,130 AnCI12H-Ex(70M) 9,74 156 0,211 0,0216
AnS09K-Ex(70M) 5,29 726 0,997 0,189 AnCI13H-Ex(70M) 11,0 74 <0,39 <0,04
AnS10K-Ex(70M) 5,06 174 <0,39 <0,08 AnCI14H-Ex(70M) 10,6 0 <039 <0,04
AnS11K-Ex(70M) 5,04 249 <039 <0,08 AnCI5H-Ex(70M) 10,7 0 <039 <0,04
AnCI10K-Ex(70M) 8,98 27 <039 <0,04 AnC16H-Ex(70M) 11,5 44 <039 <0,03
AnC11K-Ex(70M) 9,94 52 <039 <0,04 AnC17H-Ex(70M) 9,68 48 <039 <0,04
AnCI12K-Ex(70M) 104 314 0,426 0,0410 ChBOI1H-Ex(70M) 9,43 87 <0,39 <0,04
AnCI13K-Ex(70M) 10,3 555 0,758 0,0734 ChBO02H-Ex(70M) 11,3 126 <039 <0,03
AnCl4K-Ex(70M) 9,91 0 <039 <0,04 ChHOIH-Ex(70M) 10,5 224 <0,39 <0,04
AnCI5K-Ex(70M) 11,2 0 <039 <0,03 ChHO2H-Ex(70M) 9,14 286 0,387 0,042
AnC16K-Ex(70M) 10,0 698 0,958 0,0955 ChHO3H-Ex(70M) 10,0 97 <039 <0,04
AnC17K-Ex(70M) 10,0 91 <0,39 <0,04 ChTOIH-Ex(70M) 10,5 677 0,928 0,0882
ChBO1K-Ex(70M) 11,6 93 <0,39 <0,03 ChTO02H-Ex(70M) 11,1 343 0,466 0,0418
ChBO2K-Ex(70M) 124 299 0,405 0,0327 ChTO3H-Ex(70M) 9,90 234 <0,39 <0,04
ChHOIK-Ex(70M) 9,60 553 0,755 0,0787 ChT04H-Ex(70M) 9,72 204 <0,39 <0,04
ChHO2K-Ex(70M) 10,4 747 1,03 0,099 ChTO5H-Ex(70M) 9,96 156 <039 <0,04
ChHO3K-Ex(70M) 10,0 618 0,846 0,0843 SPVOIH-Ex(70M) 10,0 186 <0,39 <0,04
ChTOIK-Ex(70M) 9,72 2793 4,13 0,425 AnS07H-Ex(aq) 10,0 7053 13,6 1,35
ChTO02K-Ex(70M) 8,09 4577 7,53 0,932 AnS07K-Ex(aq) 10,0 4758 7,94 0,792
ChTO3K-Ex(70M) 9,83 992 1,37 0,140 AnCI12H-Ex(aq) 10,1 78  <0,39 <0,04
ChTO4K-Ex(70M) 9,93 1172 1,63 0,164 AnCI12K-Ex(aq) 10,1 3052 4,56 0,452
ChTO5K-Ex(70M) 10,1 971 1,34 0,133 ChBO1H-Ex(aq) 10,2 11672 27,0 2,65
SPVOIK-Ex(70M) 9,66 409 0,556 0,0576 ChBO1K-Ex(aq) 9,39 814 1,12 0,119
AnSOIH-Ex(70M) 9,18 511 0,697 0,0759 ChHO1H-Ex(aq) 9,96 615 0,842 0,0845
AnSO3H-Ex(70M) 10,3 309 0,419 0,0407 ChHO1K-Ex(aq) 9,89 193 <0,39 <0,04
AnSO04H-Ex(70M) 10,5 377 0,512 0,0489 ChTO5H-Ex(aq) 10,0 15018 38,2 3,80
AnSO5H-Ex(70M) 10,0 276 0,374 10,0374  ChTO05K-Ex(aq) 9,85 6967 13,4 1,36
AnSO06H-Ex(70M) 10,2 236 <0,39 <0,04 SPVOIH-Ex(aq) 9,94 6291 11,6 1,17
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Doktorska disertacija

Dejan Orci¢

C Area
[ng/mL]

0,000 0 8000 -
0,414 34
0,828 90
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3,31 349 g
6,63 719
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53,0 5152
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¢ (ugimt) C (ug/mL)
Cos  Area  Couna  Caatnaeks Cos  Area  Couna  Caatnaeks
[mg/mL] [ug/mL] [mg/g] [mg/mL] [ug/mL] [mg/g]
AnSO01K-Ex(70M) 4,99 0 <041 <0,08 AnSO7H-Ex(70M) 9,91 36 0,410 0,0414
AnS03K-Ex(70M) 5,21 13 <041 <0,08 AnSO8H-Ex(70M) 9,68 47 0,511  0,0528
AnS04K-Ex(70M) 6,72 39 0,438 0,0651 AnS10H-Ex(70M) 11,2 43 0,474 0,0424
AnSO05K-Ex(70M) 5,08 38 0,428 0,0844 AnS11H-Ex(70M) 9,70 17 <041 <0,04
AnS06K-Ex(70M) 5,16 45 0,493  0,0954 AnC10H-Ex(70M) 9,61 30 0,355 0,0369
AnS07K-Ex(70M) 5,16 87 0,878 0,170  AnCI11H-Ex(70M) 9,94 30 0,355 0,0357
AnSO8K-Ex(70M) 4,79 75 0,768 0,160  AnCI12H-Ex(70M) 9,74 45 0,493 0,0506
AnS09K-Ex(70M) 5,29 40 0,447 0,0845 AnC13H-Ex(70M) 11,0 36 0410 0,0371
AnS10K-Ex(70M) 5,06 417 3,90 0,771 AnC14H-Ex(70M) 10,6 30 0,355 10,0336
AnS11K-Ex(70M) 5,04 481 4,49 0,890  AnC15H-Ex(70M) 10,7 21 <041 <0,04
AnC10K-Ex(70M) 8,98 46 0,502 0,0559 AnC16H-Ex(70M) 11,5 46 0,502 0,0435
AnCI11K-Ex(70M) 9,94 80 0,813 0,0818 AnC17H-Ex(70M) 9,68 12 <041 <0,04
AnCI12K-Ex(70M) 10,4 140 1,36 0,131 ChBO1H-Ex(70M) 9,43 46 0,502 0,0532
AnCI13K-Ex(70M) 10,3 184 1,77 0,171 ChBO02H-Ex(70M) 11,3 44 0,483 0,0427
AnC14K-Ex(70M) 9,91 56 0,593 0,0599 ChHO1H-Ex(70M) 10,5 19 <041 <0,04
AnC15K-Ex(70M) 11,2 21 <041 <0,04 ChHO2H-Ex(70M) 9,14 22 <041 <0,04
AnC16K-Ex(70M) 10,0 177 1,70 0,170  ChHO3H-Ex(70M) 10,0 26 <041 <0,04
AnC17K-Ex(70M) 10,0 79 0,804 0,0804 ChTO1H-Ex(70M) 10,5 64 0,667 0,0633
ChBO1K-Ex(70M) 11,6 142 1,38 0,119 ChTO02H-Ex(70M) 11,1 66 0,685 0,0616
ChBO02K-Ex(70M) 12,4 283 2,67 0,215 ChTO3H-Ex(70M) 9,90 87 0,878 0,0887
ChHO1K-Ex(70M) 9,60 78 0,795 0,0828 ChTO04H-Ex(70M) 9,72 35 0,401 0,0413
ChHO02K-Ex(70M) 10,4 111 1,10 0,105 ChTO5H-Ex(70M) 9,96 42 0,465 0,0467
ChHO3K-Ex(70M) 10,0 81 0,823  0,0819 SPVOIH-Ex(70M) 10,0 17 <041 <0,04
ChTO1K-Ex(70M) 9,72 214 2,04 0,210 AnS07H-Ex(aq) 10,0 99 0,988 0,0984
ChTO02K-Ex(70M) 8,09 271 2,56 0,317 AnS07K-Ex(aq) 10,0 52 0,557 0,0555
ChTO3K-Ex(70M) 9,83 232 221 0,225 AnC12H-Ex(aq) 10,1 0 <041 <0,04
ChT04K-Ex(70M) 9,93 174 1,67 0,169 AnC12K-Ex(aq) 10,1 175 1,68 0,167
ChTO5K-Ex(70M) 10,1 151 1,46 0,145  ChBOI1H-Ex(aq) 102 537 500 0491
SPVOIK-Ex(70M) 9,66 21 <041 <0,04 ChBOIK-Ex(aq) 939 206 1,97 0,210
AnSO1H-Ex(70M) 9,18 12 <041 <0,04 ChHO1H-Ex(aq) 9,96 376 3,53 0,354
AnSO3H-Ex(70M) 10,3 35 0,401 0,0389 ChHO1K-Ex(aq) 9,89 188 1,80 0,182
AnS04H-Ex(70M) 10,5 27 <041 <0,04 ChTO5H-Ex(aq) 10,0 55 0,584 0,0582
AnSO05H-Ex(70M) 10,0 27 <041 <0,04 ChTO5K-Ex(aq) 9,85 16 <041 <0,04
AnS06H-Ex(70M) 10,2 0 <041 <0,04 SPVO1H-Ex(aq) 9,94 103 1,02 0,103
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Doktorska disertacija

Dejan Orcic¢

Sinapinska kiselina

C Area 7000 -
[ng/mL]
0,000 0
0,422 22
0,844 46
1,69 101
3,38 230
6,75 404
13,5 873
27,0 1694
54,0 3397
108 6823
C (ug/mL)
Cas  Area  Couna  Coatna,eks Coas  Area  Coung  Coulna,eks
[mg/mL] [ug/mL] [mg/g] [mg/mL] [ug/mL] [mg/g]
AnSO01K-Ex(70M) 4,99 0 <042 <0,08 AnSO7H-Ex(70M) 9,91 0 <042 <0,04
AnS03K-Ex(70M) 5,21 0 <042 <0,08 AnSO8H-Ex(70M) 9,68 0 <042 <0,04
AnS04K-Ex(70M) 6,72 0 <042 <0,06 AnSI10H-Ex(70M) 11,2 0 <042 <0,04
AnS05K-Ex(70M) 5,08 0 <042 <0,08 AnS11H-Ex(70M) 9,70 0 <042 <0,04
AnS06K-Ex(70M) 5,16 0 <042 <0,08 AnCI0H-Ex(70M) 9,61 0 <042 <0,04
AnS07K-Ex(70M) 5,16 0 <042 <0,08 AnCIl11H-Ex(70M) 9,94 0 <042 <0,04
AnSO08K-Ex(70M) 4,79 0 <042 <0,09 AnCI2H-Ex(70M) 9,74 0 <042 <0,04
AnS09K-Ex(70M) 5,29 0 <042 <0,08 AnCI3H-Ex(70M) 11,0 0 <042 <0,04
AnS10K-Ex(70M) 5,06 0 <042 <0,08 AnCIl4H-Ex(70M) 10,6 0 <042 <0,04
AnS11K-Ex(70M) 5,04 0 <042 <0,08 AnCI5H-Ex(70M) 10,7 0 <042 <0,04
AnC10K-Ex(70M) 8,98 0 <042 <0,05 AnCIl6H-Ex(70M) 11,5 0 <042 <0,04
AnC11K-Ex(70M) 9,94 0 <042 <0,04 AnCIl7H-Ex(70M) 9,68 0 <042 <0,04
AnCI12K-Ex(70M) 10,4 0 <042 <0,04 ChBOIH-Ex(70M) 9,43 0 <042 <0,04
AnCI13K-Ex(70M) 10,3 0 <042 <0,04 ChBO02H-Ex(70M) 11,3 0 <042 <0,04
AnC14K-Ex(70M) 9,91 0 <042 <0,04 ChHOIH-Ex(70M) 10,5 0 <042 <0,04
AnC15K-Ex(70M) 11,2 0 <042 <0,04 ChHO2H-Ex(70M) 9,14 0 <042 <0,05
AnC16K-Ex(70M) 10,0 0 <042 <0,04 ChHO3H-Ex(70M) 10,0 0 <042 <0,04
AnC17K-Ex(70M) 10,0 0 <042 <0,04 ChTOIH-Ex(70M) 10,5 0 <042 <0,04
ChBO1K-Ex(70M) 11,6 0 <042 <0,04 ChT02H-Ex(70M) 11,1 0 <042 <0,04
ChBO02K-Ex(70M) 12,4 0 <042 <0,03 ChTO03H-Ex(70M) 9,90 0 <042 <0,04
ChHO1K-Ex(70M) 9,60 0 <042 <0,04 ChT04H-Ex(70M) 9,72 0 <042 <0,04
ChHO2K-Ex(70M) 10,4 0 <042 <0,04 ChTO5H-Ex(70M) 9,96 0 <042 <0,04
ChHO3K-Ex(70M) 10,0 0 <042 <0,04 SPVOIH-Ex(70M) 10,0 0 <042 <0,04
ChTO1K-Ex(70M) 9,72 0 <042 <0,04 AnSO07H-Ex(aq) 10,0 0 <042 <0,04
ChTO02K-Ex(70M) 8,09 0 <042 <0,05 AnS07K-Ex(aq) 10,0 0 <042 <0,04
ChTO03K-Ex(70M) 9,83 0 <042 <0,04 AnC12H-Ex(aq) 10,1 0 <042 <0,04
ChTO04K-Ex(70M) 9,93 0 <042 <0,04 AnCI12K-Ex(aq) 10,1 0 <042 <0,04
ChTO05K-Ex(70M) 10,1 0 <042 <0,04 ChBO1H-Ex(aq) 10,2 0 <042 <0,04
SPV0O1K-Ex(70M) 9,66 0 <042 <0,04 ChBO1K-Ex(aq) 9,39 0 <042 <0,04
AnSO1H-Ex(70M) 9,18 0 <042 <0,05 ChHO1H-Ex(aq) 9,96 0 <042 <0,04
AnSO03H-Ex(70M) 10,3 0 <042 <0,04 ChHO1K-Ex(aq) 9,89 0 <042 <0,04
AnS04H-Ex(70M) 10,5 0 <042 <0,04 ChTO5H-Ex(aq) 10,0 0 <042 <0,04
AnSO05H-Ex(70M) 10,0 0 <042 <0,04 ChTO05K-Ex(aq) 9,85 0 <042 <0,04
AnSO06H-Ex(70M) 10,2 0 <042 <0,04 SPVO1H-Ex(aq) 9,94 0 <042 <0,04
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Doktorska disertacija Dejan Orcié

Rutin
C Area 55007
[ug/mL] 5000 -
0,000 0 40000 4500 4
0,410 173 4000 -
0,820 366 30000 3500
1,64 730 . 30004
3,28 1428 % 2500
20000
6,56 2680 2000 ]
13,1 5330 1500
26,3 10775 10000 ]
52,5 23000 1900 ]
105 48869 . 07
0 10 20 3 40 5 60 70 8 g 100 1o O T T T T T T
C (ugimL) 0 2 4 6 8 10 12
C (ug/mL)
Ceks Area Cgalna Cgalna.eks Ce ¢ Area Cgalna Cgulna’eks
[mg/mL] [ug/ml] [mg/g] [mg/mL] [ug/mL] [mg/g]

AnSOIK-Ex(70M) 4,99
AnSO3K-Ex(70M) 521
AnSO4K-Ex(70M) 6,72
AnSOSK-Ex(70M) 5,08
AnSO6K-Ex(70M) 5,16
AnSO7K-Ex(70M) 5,16
AnSO8K-Ex(70M) 4,79
AnS09K-Ex(70M) 529
AnS10K-Ex(70M) 5,06
AnS11K-Ex(70M) 5,04
AnCI0K-Ex(70M) 8,98
AnClIK-Ex(70M) 9,94
AnCI2K-Ex(70M) 10,4
AnCI3K-Ex(70M) 103
AnCI14K-Ex(70M) 9,91
AnCISK-Ex(70M) 11,2
AnCI6K-Ex(70M) 10,0
AnCI17K-Ex(70M) 10,0
ChBOIK-Ex(70M) 11,6
ChBO2K-Ex(70M) 12,4
ChHOIK-Ex(70M) 9,60
ChHO2K-Ex(70M) 10,4

<041 <0,08 AnSO7H-Ex(70M) 9,91 0 <041 <0,04
<041 <0,08 AnSOSH-Ex(70M) 9,68 0 <041 <0,04
<041 <006 AnSIOH-Ex(70M) 112 60 <041 <004
<041 <0,08 AnSIIH-Ex(70M) 9,70 0 <041 <004
<041 <0,08 AnCIOH-Ex(70M) 9,61 0 <041 <0,04
<041 <0,08 AnCIIH-Ex(70M) 9,94 0 <041 <0,04
<041 <0,09 AnCI2H-Ex(70M) 9,74 0 <041 <0,04
<041 <0,08 AnCI3H-Ex(70M) 11,0 48 <041 <004
<041 <0,08 AnCl4H-Ex(70M) 10,6 18 <041 <004
<041 <0,08 AnCISH-Ex(70M) 10,7 0 <041 <0,04
<041 <005 AnCI6H-Ex(70M) 11,5 0 <041 <004
<041 <004 AnCI7H-Ex(70M) 9,68 0 <041 <004
<041 <0,04 ChBOIH-Ex(70M) 9,43 35 <041 <0,04
<041 <0,04 ChBO2H-Ex(70M) 11,3 36 <041 <0,04
<041 <0,04 ChHOIH-Ex(70M) 10,5 0 <041 <0,04
<041 <0,04 ChHO2H-Ex(70M) 9,14 0 <041 <0,04
<041 <0,04 ChHO3H-Ex(70M) 10,0 21321 493 4,928
<041 <0,04 ChTOIH-Ex(70M) 10,5 116 <041 <0,04
<041 <004 ChTO2H-Ex(70M) 11,1 3921 961 0,863
<041 <0,03 ChTO3H-Ex(70M) 9,90 689 161 0,163
<041 <004 ChTO4H-Ex(70M) 9,72 467 1,06 0,109
<041 <0,04 ChTOSH-Ex(70M) 996 289 0,623 0,0626

= el ==l - =R - = -l llele e - - =l - el = e e o =1 - =)

ChHO3K-Ex(70M) 10,0 <041 <0,04 SPVOIH-Ex(70M) 10,0 0 <041 <0,04
ChTOIK-Ex(70M) 9,72 <041 <0,04  AnSO7H-Ex(aq) 10,0 0 <041 <0,04
ChT02K-Ex(70M) 8,09 <041 <0,05 AnSO07K-Ex(aq) 10,0 0 <041 <0,04
ChTO3K-Ex(70M) 9,83 <041 <004 AnCI2H-Ex(aq) 10,1 0 <041 <0,04
ChTO4K-Ex(70M) 9,93 <041 <004 AnCI2K-Ex(aq) 10,1 0 <041 <0,04
ChTO5K-Ex(70M) 10,1 <041 <004 ChBOIH-Ex(aq) 10,2 0 <041 <0,04
SPVOIK-Ex(70M) 9,66 <041 <004 ChBOIK-Ex(aq) 9,39 0 <041 <0,04
AnSOIH-Ex(70M) 9,18 <041 <004 ChHOIH-Ex(aq) 9,96 0 <041 <0,04
AnSO3H-Ex(70M) 10,3 <041 <0,04 ChHOIK-Ex(aq) 9,89 28 <041 <0,04
AnSO4H-Ex(70M) 10,5 <041 <0,04 ChTO5H-Ex(aq) 10,0 0 <041 <0,04
AnSO5H-Ex(70M) 10,0 <041 <0,04 ChTO5K-Ex(aq) 9,85 0 <041 <0,04
AnSO6H-Ex(70M) 10,2 <041 <004 SPVOIH-Ex(aq) 9,94 0 <041 <004
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Doktorska disertacija

Dejan Orcic¢

160000 —

Apigenin-7-0-glukozid

C Area 30000 -
[ug/ mL] 140000 |
0,000 0 25000 -
0434 4142 120000
0,867 7268 100000 20000 .
1,73 12598
347 20434 £ 7 15000
6,94 31132 60000
139 47370 20000 ] 10000
27,8 71329
555 101954 20000 %000
111 157170 or 0 . . . . . . .
0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 0 1 2 3 4 5 5 7
C (ug/mL) C (ug/mL)
Coas Area  Couna  Counaeks Cots Area  Couna  Coutnaeks
[mg/mL] [ug/mL] [mg/g] [mg/mL] [ug/mL] [mg/g]
AnSO01K-Ex(70M) 4,99 82 <043 <0,09 AnSO7H-Ex(70M) 9,91 191 <043 <0,04
AnSO03K-Ex(70M) 5,21 113 <043 <0,08 AnSOSH-Ex(70M) 9,68 216 <043 <0,04
AnS04K-Ex(70M) 6,72 52 <043 <0,06 AnS10H-Ex(70M) 11,2 5078 0,676 0,0604
AnSO5K-Ex(70M) 5,08 131 <043 <0,08 AnSI11H-Ex(70M) 9,70 3541 0,465 0,0479
AnS06K-Ex(70M) 5,16 35 <043 <0,08 AnCl10H-Ex(70M) 9,61 2242 0,291 0,0303
AnSO07K-Ex(70M) 5,16 24 <043 <0,08 AnCI11H-Ex(70M) 9,94 5473 0,731 0,0735
AnSO8K-Ex(70M) 4,79 90 <043 <0,09 AnCI2H-Ex(70M) 9,74 20816 3,35 0,344
AnS09K-Ex(70M) 5,29 37 <043 <0,08 AnCI3H-Ex(70M) 11,0 12067 1,72 0,156
AnS10K-Ex(70M) 5,06 37 <043 <0,08 AnCI4H-Ex(70M) 10,6 13145 1,90 0,180
AnS11K-Ex(70M) 5,04 47 <043 <0,09 AnCI5H-Ex(70M) 10,7 5697 0,763 0,0710
AnC10K-Ex(70M) 8,98 76 <043 <0,05 AnCI6H-Ex(70M) 11,5 11915 1,70 0,147
AnC11K-Ex(70M) 9,94 53 <043 <0,04 AnCIl7H-Ex(70M) 9,68 474 <043 <0,04
AnC12K-Ex(70M) 10,4 104 <043 <0,04 ChBO1H-Ex(70M) 9,43 6684 0,903 0,0958
AnC13K-Ex(70M) 10,3 71 <043 <0,04 ChB02H-Ex(70M) 11,3 10134 1,42 0,125
AnCIl4K-Ex(70M) 9,91 56 <043 <0,04 ChHOIH-Ex(70M) 10,5 3306 <043 <0,04
AnC15K-Ex(70M) 11,2 62 <043 <0,04 ChHO2H-Ex(70M) 9,14 5351 0,714 0,0781
AnCI16K-Ex(70M) 10,0 27 <043 <0,04 ChHO3H-Ex(70M) 10,0 457 <043 <0,04
AnCI17K-Ex(70M) 10,0 48 <043 <0,04 ChTOIH-Ex(70M) 10,5 81 <043 <0,04
ChBO1K-Ex(70M) 11,6 40 <043 <0,04 ChTO2H-Ex(70M) 11,1 163 <043 <0,04
ChBO2K-Ex(70M) 12,4 193 <043 <0,03 ChTO3H-Ex(70M) 9,90 39 <043 <0,04
ChHO1K-Ex(70M) 9,60 0 <043 <0,04 ChT04H-Ex(70M) 9,72 103 <043 <0,04
ChHO02K-Ex(70M) 10,4 16 <043 <0,04 ChTOSH-Ex(70M) 9,96 166 <043 <0,04
ChHO3K-Ex(70M) 10,0 0 <043 <0,04 SPVOIH-Ex(70M) 10,0 5718 0,765 0,076
ChTOIK-Ex(70M) 9,72 0 <043 <0,04 AnSO7H-Ex(aq) 10,0 119 <043 <004
ChT02K-Ex(70M) 8,09 16 <043 <0,05 AnSO7K-Ex(aq) 10,0 14537 2,14 0,213
ChTO3K-Ex(70M) 9,83 13 <043 <0,04 AnCI2H-Ex(aq) 10,1 59 <043 <0,04
ChTO04K-Ex(70M) 9,93 25 <043 <0,04 AnCI2K-Ex(aq) 10,1 4179 0,552 0,0547
ChTO05K-Ex(70M) 10,1 0 <043 <0,04 ChBOIH-Ex(aq) 10,2 0 <043 <0,04
SPVO01K-Ex(70M) 9,66 63 <043 <0,04 ChBO1K-Ex(aq) 9,39 13 <043 <0,05
AnSOIH-Ex(70M) 9,18 322 <043 <0,05 ChHOIH-Ex(aq) 9,96 0 <043 <004
AnSO3H-Ex(70M) 10,3 90 <043 <0,04 ChHOIK-Ex(aq) 9,39 31 <043 <0,04
AnS04H-Ex(70M) 10,5 129 <043 <0,04 ChTO5H-Ex(aq) 10,0 2384 <043 <0,04
AnSO5H-Ex(70M) 10,0 7322 0,995 0,100 ChTO05K-Ex(aq) 985 2791 <043 <0,04
AnSO06H-Ex(70M) 10,2 76 <043 <0,04 SPVOIH-Ex(aq) 9,94 0 <043 <0,04
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Doktorska disertacija

Dejan Orci¢

C Area
[ng/mL]

0,000 0
0,391 14
0,781 26

1,56 72
3,13 160
6,25 315
12,5 614
25,0 1191
50,0 2350
100 4507

Sekoizolaricirezinol

0 20 40 100
C (ug/mL)

Cos  Area  Cgupa  Coutna,eks Cos  Area  Couna  Coutna,eks

[mg/mL] [ugmL] [mg/g] [mg/mL ] [ugmL] [mg/g]

AnSO1K-Ex(70M) 4,99 0 <039 <0,08 AnSO7H-Ex(70M) 9,91 0 <039 <004
AnS03K-Ex(70M) 5,21 0 <0,39 <0,07 AnSO8H-Ex(70M) 9,68 0 <0,39 <0,04
AnS04K-Ex(70M) 6,72 0 <0,39 <0,06 AnS10H-Ex(70M) 11,2 0 <0,39 <0,03
AnSO05K-Ex(70M) 5,08 0 <039 <0,08 AnSI1H-Ex(70M) 9,70 0 <039 <0,04
AnS06K-Ex(70M) 5,16 0 <039 <0,08 AnCIOH-Ex(70M) 9,61 0 <039 <0,04
AnSO07K-Ex(70M) 5,16 0 <039 <0,08 AnCIlIH-Ex(70M) 9,94 0 <039 <0,04
AnSO8K-Ex(70M) 4,79 0 <039 <0,08 AnCI2H-Ex(70M) 9,74 0 <039 <0,04
AnS09K-Ex(70M) 5,29 0 <039 <007 AnCI3H-Ex(70M) 11,0 0 <039 <004
AnS10K-Ex(70M) 5,06 0 <039 <0,08 AnCI4H-Ex(70M) 10,6 0 <039 <004
AnS11K-Ex(70M) 5,04 0 <0,39 <0,08 AnCI15H-Ex(70M) 10,7 0 <0,39 <0,04
AnC10K-Ex(70M) 8,98 0 <0,39 <0,04 AnCl16H-Ex(70M) 11,5 0 <0,39 <0,03
AnC11K-Ex(70M) 9,94 0 <039 <0,04 AnCI7H-Ex(70M) 9,68 0 <039 <0,04
AnC12K-Ex(70M) 10,4 0 <039 <0,04 ChBOIH-Ex(70M) 9,43 0 <039 <0,04
AnCI13K-Ex(70M) 10,3 0 <039 <0,04 ChB02H-Ex(70M) 11,3 0 <039 <0,03
AnCIl4K-Ex(70M) 9,91 0 <039 <0,04 ChHOIH-Ex(70M) 10,5 0 <039 <0,04
AnCI15K-Ex(70M) 11,2 0 <039 <0,03 ChHO2H-Ex(70M) 9,14 0 <039 <004
AnC16K-Ex(70M) 10,0 0 <039 <0,04 ChHO3H-Ex(70M) 10,0 0 <039 <004
AnC17K-Ex(70M) 10,0 0 <0,39 <0,04 ChTOIH-Ex(70M) 10,5 0 <0,39 <0,04
ChBO1K-Ex(70M) 11,6 0 <0,39 <0,03 ChT02H-Ex(70M) 11,1 0 <0,39 <0,04
ChBO02K-Ex(70M) 12,4 0 <039 <0,03 ChTO3H-Ex(70M) 9,90 0 <039 <0,04
ChHO1K-Ex(70M) 9,60 0 <039 <0,04 ChT04H-Ex(70M) 9,72 0 <039 <0,04
ChHO2K-Ex(70M) 10,4 0 <039 <0,04 ChTO5H-Ex(70M) 9,96 0 <039 <0,04
ChHO3K-Ex(70M) 10,0 0 <039 <004 SPVOIH-Ex(70M) 10,0 0 <039 <004
ChTO1K-Ex(70M) 9,72 0 <039 <004 AnSO7H-Ex(aq) 10,0 0 <039 <004
ChT02K-Ex(70M) 8,09 0 <039 <0,05 AnSO07K-Ex(aq) 10,0 0 <039 <004
ChTO3K-Ex(70M) 9,83 0 <039 <004 AnCI12H-Ex(aq) 10,1 0 <039 <004
ChTO4K-Ex(70M) 993 0 <039 <004 AnCI12K-Ex(aq) 10,1 0 <039 <0,04
ChTO05K-Ex(70M) 10,1 0 <039 <004 ChBO1H-Ex(aq) 10,2 0 <039 <0,04
SPVOIK-Ex(70M) 9,66 0 <039 <0,04 ChBO1K-Ex(aq) 9,39 0 <039 <0,04
AnSOIH-Ex(70M) 9,18 0 <039 <0,04 ChHO1H-Ex(aq) 9,96 0 <039 <0,04
AnSO03H-Ex(70M) 10,3 0 <039 <004 ChHO1K-Ex(aq) 9,39 0 <039 <004
AnS04H-Ex(70M) 10,5 0 <039 <0,04 ChTO05H-Ex(aq) 10,0 0 <039 <004
AnSO05H-Ex(70M) 10,0 0 <039 <004 ChTO05K-Ex(aq) 9,85 0 <039 <004
AnSO6H-Ex(70M) 102 0 <039 <0,04 SPVOIH-Ex(aq) 994 0 <039 <0,04
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Doktorska disertacija

Dejan Orcic¢

100000

50000

C Area
[ng/mL]

0,000 43
0,391 1694
0,781 3336

1,56 6279 .
3,13 12785 £
6,25 23543

12,5 44866
25,0 83172
50,0 155493

100 306455

300000

250000

200000

150000

Matairezinol

7000
6000 —
5000 —
4000
3000
2000 —

1000

T T 1
90 100 110 0

0 10 20 30 40 50 60 70 —— T : T .
C (ug/mL) 00 02 04 06 08 10 12 14 16
C (ug/mL)
Cos  Area  Couna  Coainaes Coas Area  Coung  Counaeks
[mg/mL] [ug/mL] [mg/g] [mg/mL] [ug/mL] [mg/g]
AnSO01K-Ex(70M) 4,99 967 <0,39 <0,08 AnSO7H-Ex(70M) 9,91 0 <039 <0,04
AnS03K-Ex(70M) 521 3924 0956 0,184 AnSO8H-Ex(70M) 9,68 0 <039 <004
AnS04K-Ex(70M) 6,72 957 <0,39 <0,06 AnS10H-Ex(70M) 11,2 0 <039 <003
AnS05K-Ex(70M) 5,08 0 <0,39 <0,08 AnS11H-Ex(70M) 9,70 0 <039 <0,04
AnS06K-Ex(70M) 5,16 471 <0,39 <0,08 AnC10H-Ex(70M) 9,61 0 <039 <004
AnSO07K-Ex(70M) 5,16 584 <0,39 <0,08 AnCl11H-Ex(70M) 9,94 0 <039 <0,04
AnSO08K-Ex(70M) 479 4222 1,03 0,215  AnCI12H-Ex(70M) 9,74 0 <039 <0,04
AnS09K-Ex(70M) 529 4741 1,16 0,220  AnC13H-Ex(70M) 11,0 951 <0,39 <0,04
AnS10K-Ex(70M) 5,06 0 <0,39 <0,08 AnCI14H-Ex(70M) 10,6 0 <039 <0,04
AnS11K-Ex(70M) 5,04 0 <0,39 <0,08 AnCI15H-Ex(70M) 10,7 0 <039 <004
AnC10K-Ex(70M) 8,98 0 <0,39 <0,04 AnCl16H-Ex(70M) 11,5 766 <039 <0,03
AnC11K-Ex(70M) 9,94 0 <0,39 <0,04 AnC17H-Ex(70M) 9,68 536 <039 <0,04
AnCI12K-Ex(70M) 10,4 0 <0,39 <0,04 ChBOIH-Ex(70M) 9,43 0 <039 <004
AnC13K-Ex(70M) 10,3 0 <0,39 <0,04 ChBO2H-Ex(70M) 11,3 0 <039 <0,03
AnC14K-Ex(70M) 9,91 0 <0,39 <0,04 ChHO1H-Ex(70M) 10,5 0 <039 <0,04
AnC15K-Ex(70M) 11,2 0 <0,39 <0,03 ChHO2H-Ex(70M) 9,14 0 <039 <0,04
AnC16K-Ex(70M) 10,0 0 <0,39 <0,04 ChHO3H-Ex(70M) 10,0 0 <039 <0,04
AnC17K-Ex(70M) 10,0 0 <0,39 <0,04 ChTOIH-Ex(70M) 10,5 470 <0,39 <0,04
ChBO1K-Ex(70M) 11,6 0 <0,39 <0,03 ChT02H-Ex(70M) 11,1 402 <039 <0,04
ChB02K-Ex(70M) 12,4 0 <0,39 <0,03 ChTO3H-Ex(70M) 9,90 0 <039 <004
ChHO1K-Ex(70M) 9,60 0 <0,39 <0,04 ChT04H-Ex(70M) 9,72 0 <039 <004
ChHO02K-Ex(70M) 104 2194 0,522 0,0501 ChTO5SH-Ex(70M) 9,96 0 <039 <0,04
ChHO3K-Ex(70M) 10,0 0 <0,39 <0,04 SPVOIH-Ex(70M) 10,0 0 <039 <0,04
ChTO1K-Ex(70M) 9,72 0 <0,39 <0,04 AnS07H-Ex(aq) 10,0 0 <039 <0,04
ChT02K-Ex(70M) 8,09 0 <0,39 <0,05 AnS07K-Ex(aq) 10,0 0 <039 <0,04
ChTO03K-Ex(70M) 9,83 0 <0,39 <0,04 AnCI12H-Ex(aq) 10,1 0 <039 <0,04
ChT04K-Ex(70M) 9,93 0 <0,39 <0,04 AnCI12K-Ex(aq) 10,1 0 <039 <0,04
ChTO05K-Ex(70M) 10,1 0 <0,39 <0,04 ChBO1H-Ex(aq) 10,2 0 <039 <0,04
SPVO1K-Ex(70M) 9,66 0 <0,39 <0,04 ChBO1K-Ex(aq) 9,39 0 <039 <004
AnSO1H-Ex(70M) 9,18 0 <0,39 <0,04 ChHO1H-Ex(aq) 9,96 0 <039 <0,04
AnSO03H-Ex(70M) 10,3 401 <0,39 <0,04 ChHO1K-Ex(aq) 9,89 0 <039 <0,04
AnS04H-Ex(70M) 10,5 0 <0,39 <0,04 ChT05H-Ex(aq) 10,0 0 <039 <0,04
AnSO05H-Ex(70M) 10,0 0 <0,39 <0,04 ChTO05K-Ex(aq) 9,85 0 <039 <0,04
AnS06H-Ex(70M) 10,2 0 <0,39 <0,04 SPVO1H-Ex(aq) 9,94 0 <039 <004

316



Doktorska disertacija

Dejan Orci¢

Kvercetin
C Area
[ug/mL] 1000000
0,000 39
0,363 10411 800000
0,726 20638
1,45 39060 g 600000
2,90 71551 <
5,81 129440 400000 1
11,6 228376
232 389033 200000 1
46,5 649584
929 1038063 3 » B ® n o
C (ug/mL)
Ceks Area Cgalna Cgulna, eks Ceks Area Cgulnu Cgalna, eks
[mg/mL] [ug/mL] [mg/g] [mg/mL] [ug/mL] [mg/g]
AnSOIK-Ex(70M) 4,99 0 <036 <007 AnS07H-Ex(70M) 9,91 0 <036 <0,04
AnSO3K-Ex(70M) 521 0 <036 <007 AnS08H-Ex(70M) 9,68 0 <036 <004
AnSO04K-Ex(70M) 6,72 0 <036 <005 AnSI10H-Ex(70M) 11,2 0 <036 <003
AnSO5K-Ex(70M) 5,08 0 <036 <007 AnS11H-Ex(70M) 9,70 0 <036 <004
AnSO06K-Ex(70M) 5,16 0 <036 <007 AnCIOH-Ex(70M) 9,61 0 <036 <004
AnSO7K-Ex(70M) 5,16 0 <036 <0,07 AnCl1H-Ex(70M) 9,94 0 <036 <004
AnSO8K-Ex(70M) 4,79 0 <036 <0,08 AnCI2H-Ex(70M) 9,74 240 <036 <0,04
AnSO09K-Ex(70M) 5,29 0 <036 <0,07 AnCI3H-Ex(70M) 11,0 131 <036 <0,03
AnS10K-Ex(70M) 5,06 0 <036 <0,07 AnCl4H-Ex(70M) 10,6 269 <036 <0,03
AnS11K-Ex(70M) 5,04 0 <036 <007 AnCISH-Ex(70M) 10,7 0 <036 <003
AnCI10K-Ex(70M) 8,98 0 <036 <004 AnCI6H-Ex(70M) 11,5 0 <036 <003
AnCI11K-Ex(70M) 9,94 0 <036 <004 AnCI7H-Ex(70M) 9,68 0 <036 <004
AnCI2K-Ex(70M) 10,4 0 <036 <003 ChBOIH-Ex(70M) 943 454 <036 <0,04
AnCI13K-Ex(70M) 10,3 0 <036 <0,03 ChB02H-Ex(70M) 11,3 1884 <036 <0,03
AnC14K-Ex(70M) 9,91 0 <036 <004 ChHOIH-Ex(70M) 10,5 0 <036 <003
AnC15K-Ex(70M) 11,2 0 <036 <0,03 ChHO2H-Ex(70M) 9,14 0 <036 <004
AnC16K-Ex(70M) 10,0 0 <036 <0,04 ChHO3H-Ex(70M) 10,0 6347 <036 <0,04
AnC17K-Ex(70M) 10,0 0 <036 <004 ChTO1H-Ex(70M) 10,5 0 <036 <003
ChBO1K-Ex(70M) 11,6 0 <036 <003 ChT02H-Ex(70M) 11,1 1005 <036 <0,03
ChBO2K-Ex(70M) 12,4 0 <036 <003 ChTO3H-Ex(70M) 9,90 0 <036 <004
ChHO1K-Ex(70M) 9,60 0 <036 <004 ChT04H-Ex(70M) 9,72 0 <036 <004
ChHO2K-Ex(70M) 10,4 0 <036 <0,03 ChTOSH-Ex(70M) 9,96 0 <036 <004
ChHO3K-Ex(70M) 10,0 0 <036 <004 SPVOIH-Ex(70M) 10,0 0 <036 <004
ChTO1K-Ex(70M) 9,72 0 <036 <0,04 AnSO7H-Ex(aq) 10,0 0 <036 <004
ChT02K-Ex(70M) 8,09 0 <036 <0,04 AnS07K-Ex(aq) 10,0 0 <036 <004
ChTO03K-Ex(70M) 9,83 0 <036 <004 AnCl2H-Ex(aq) 10,1 0 <036 <004
ChT04K-Ex(70M) 9,93 0 <036 <004 AnCl12K-Ex(aq) 10,1 0 <036 <004
ChTO05K-Ex(70M) 10,1 0 <036 <0,04 ChBOIH-Ex(aq) 10,2 0 <036 <004
SPVOIK-Ex(70M) 9,66 0 <036 <0,04 ChBOIK-Ex(aq) 9,39 0 <036 <004
AnSO1H-Ex(70M) 9,18 0 <036 <0,04 ChHOIH-Ex(aq) 9,96 0 <036 <004
AnSO3H-Ex(70M) 10,3 0 <036 <0,03 ChHOIK-Ex(aq) 9,80 2296 <036 <0,04
AnSO04H-Ex(70M) 10,5 0 <036 <0,03 ChT05H-Ex(aq) 10,0 0 <036 <004
AnSO5H-Ex(70M) 10,0 0 <036 <0,04 ChT05K-Ex(aq) 9,85 0 <036 <004
AnSO6H-Ex(70M) 102 0 <036 <004 SPVOIH-Ex(aq) 9,94 0 <036 <004
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Doktorska disertacija Dejan Orcié

Luteolin
C Area 1400000 — 160000 —
[ng/mL] 1200000 140000 -
0,000 0 |
0,391 23474 1000000 | 120000 4
om s
3,13 150618 £ 400000 . 80000 1
6,25 261328 1 60000
12,5 415058 400000~
25,0 639047 200000_' 400001
50,0 921342 ] 20000
100 1326773 0 T S S I
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C (ug/mL) 0.0 05 1.0 15 2.0 25 3.0
C (ug/mL)
Cos  Area  Couna  Coalna,eks Cos  Area  Cuia  Coutnaeks
[mg/mL] [ug/mL] [mg/g] [mg/mL] [ug/mL] [mg/g]
AnSOIK-Ex(70M) 4,99 0 <039 <0,08 AnSO7H-Ex(70M) 9,91 8553 <039 <0,04
AnS03K-Ex(70M) 5,21 0 <039 <0,07 AnSO8H-Ex(70M) 9,68 10378 <0,39 <0,04
AnS04K-Ex(70M) 6,72 0 <039 <0,06 AnSIOH-Ex(70M) 11,2 77932 142 0,127
AnSO05K-Ex(70M) 5,08 0 <0,39 <0,08 AnS11H-Ex(70M) 9,70 24767 0,395 0,0407
AnS06K-Ex(70M) 5,16 0 <0,39 <0,08 AnCI10H-Ex(70M) 9,61 1363 <0,39 <0,04
AnSO07K-Ex(70M) 5,16 0 <0,39 <0,08 AnCI11H-Ex(70M) 9,94 2452 <0,39 <0,04
AnSO8K-Ex(70M) 4,79 0 <039 <0,08 AnCI2H-Ex(70M) 9,74 6647 <0,39 <0,04
AnS09K-Ex(70M) 5,29 0 <039 <0,07 AnCI3H-Ex(70M) 11,0 13469 <0,39 <0,04
AnS10K-Ex(70M) 5,06 0 <039 <0,08 AnCIl4H-Ex(70M) 10,6 3121 <039 <0,04
AnS11K-Ex(70M) 5,04 0 <039 <0,08 AnCI5H-Ex(70M) 10,7 2856 <0,39 <0,04
AnC10K-Ex(70M) 8,98 0 <039 <0,04 AnCl6H-Ex(70M) 11,5 12454 <039 <0,03
AnC11K-Ex(70M) 9,94 0 <0,39 <0,04 AnC17H-Ex(70M) 9,68 3172 <039 <0,04
AnC12K-Ex(70M) 10,4 0 <0,39 <0,04 ChBO1H-Ex(70M) 9,43 81847 1,50 0,159
AnC13K-Ex(70M) 10,3 0 <0,39 <0,04 ChBO02H-Ex(70M) 11,3 138401 2,84 0,251
AnCl4K-Ex(70M) 9,91 0 <039 <0,04 ChHOIH-Ex(70M) 10,5 19917 0,315 0,0301
AnCI15K-Ex(70M) 11,2 0 <039 <0,03 ChHO2H-Ex(70M) 9,14 31850 0,516 0,0564
AnC16K-Ex(70M) 10,0 0 <039 <0,04 ChHO3H-Ex(70M) 10,0 2731 <039 <0,04
AnC17K-Ex(70M) 10,0 631 <0,39 <0,04 ChTOIH-Ex(70M) 10,5 228  <0,39 <0,04
ChBO1K-Ex(70M) 11,6 0 <039 <0,03 ChT02H-Ex(70M) 11,1 718 <0,39 <0,04
ChBO02K-Ex(70M) 12,4 498 <0,39 <0,03 ChTO03H-Ex(70M) 9,90 314 <0,39 <0,04
ChHO1K-Ex(70M) 9,60 0 <0,39 <0,04 ChTO04H-Ex(70M) 9,72 608 <0,39 <0,04
ChHO2K-Ex(70M) 10,4 0 <039 <0,04 ChTOSH-Ex(70M) 9,96 261 <0,39 <0,04
ChHO3K-Ex(70M) 10,0 0 <039 <0,04 SPVOIH-Ex(70M) 10,0 64282 1,13 0,112
ChTO01K-Ex(70M) 9,72 0 <039 <004 AnS07H-Ex(aq) 10,0 1600 <0,39 <0,04
ChTO02K-Ex(70M) 8,09 0 <039 <005 AnS07K-Ex(aq) 10,0 1073 <0,39 <0,04
ChTO03K-Ex(70M) 9,83 0 <039 <0,04 AnCI2H-Ex(aq) 10,1 59 <039 <0,04
ChT04K-Ex(70M) 9,93 0 <039 <0,04 AnCI2K-Ex(aq) 10,1 20055 <039 <0,04
ChTOSK-Ex(70M) 10,1 0 <039 <004 ChBOIH-Ex(aq) 10,2 59 <039 <004
SPVOIK-Ex(70M) 9,66 0 <039 <004 ChBOIK-Ex(ag) 9,39 34 <039 <0,04

AnSO01H-Ex(70M) 9,18 3197 <039 <0,04 ChHO1H-Ex(aq) 9,96 130 <0,39 <0,04
AnSO03H-Ex(70M) 10,3 903 <0,39 <0,04 ChHO1K-Ex(aq) 9,89 213 <0,39 <0,04
AnS04H-Ex(70M) 10,5 5721 <039 <0,04 ChTO05H-Ex(aq) 10,0 7136  <0,39 <0,04
AnSO05H-Ex(70M) 10,0 75974 1,37 0,137  ChTO05K-Ex(aq) 9,85 45160 0,755 10,0767
AnS06H-Ex(70M) 10,2 636 <039 <0,04 SPVO1H-Ex(aq) 9,94 157 <039 <0,04
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Doktorska disertacija

Dejan Orci¢

Kemferol
C Area 1200000 -
[ng/mL]
0,000 0 1000000
0,422 18931
0,844 35780 800000 -
1,69 62881
3,38 116840 & 07
6,75 199395 —
13,5 315048
27,0 490796 200000
54,0 753283
108 1276204 T B % 4 % s d s %0 o o
C (ugimL)
Cos  Area  Coung  Counaes Cos Area  Cyma  Caainaeks
[mg/mL] [ug/mL] [mg/g] [mg/mL] [ug/mL] [mg/g]
AnSOIK-Ex(70M) 4,99 0 <042 <0,08 AnSO7H-Ex(70M) 9,91 0 <042 <004
AnSO3K-Ex(70M) 521 0 <042 <008 AnSOSH-Ex(70M) 9,68 0 <042 <004
AnS04K-Ex(70M) 6,72 0 <042 <006 AnSIOH-Ex(70M) 11,2 0 <042 <004
AnSO5K-Ex(70M) 508 0 <042 <008 AnSIIH-Ex(70M) 9,70 0 <042 <004
AnSO06K-Ex(70M) 5,16 0 <042 <008 AnCIOH-Ex(70M) 9,61 0 <042 <004
AnSO7K-Ex(70M) 5,16 0 <042 <0,08 AnCI1H-Ex(70M) 9,94 0 <042 <004
AnSOS8K-Ex(70M) 4,79 0 <042 <0,09 AnCI2H-Ex(70M) 9,74 0 <042 <004
AnSO9K-Ex(70M) 529 0 <042 <0,08 AnCI3H-Ex(70M) 11,0 0 <042 <004
AnSI0K-Ex(70M) 5,06 0 <042 <0,08 AnCI4H-Ex(70M) 10,6 0 <042 <004
AnS11K-Ex(70M) 504 0 <042 <008 AnCI5SH-Ex(70M) 10,7 0 <042 <004
AnC10K-Ex(70M) 898 0 <042 <0,05 AnCI6H-Ex(70M) 11,5 0 <042 <004
AnCl11K-Ex(70M) 994 0 <042 <0,04 AnCI7H-Ex(70M) 9,68 0 <042 <004
AnC12K-Ex(70M) 104 0 <042 <0,04 ChBOIH-Ex(70M) 9,43 0 <042 <004
AnCI3K-Ex(70M) 103 0 <042 <0,04 ChBO2H-Ex(70M) 11,3 0 <042 <004
AnCI4K-Ex(70M) 991 0 <042 <0,04 ChHOIH-Ex(70M) 10,5 0 <042 <004
AnCI5K-Ex(70M) 112 0 <042 <004 ChHO2H-Ex(70M) 9,14 0 <042 <005
AnCl6K-Ex(70M) 10,0 0 <042 <004 ChHO3H-Ex(70M) 10,0 0 <042 <004
AnC17K-Ex(70M) 10,0 0 <042 <0,04 ChTOIH-Ex(70M) 10,5 0 <042 <004
ChBOIK-Ex(70M) 11,6 0 <042 <0,04 ChTO2H-Ex(70M) 11,1 0 <042 <004
ChBO2K-Ex(70M) 124 0 <042 <003 ChTO3H-Ex(70M) 9,90 0 <042 <004
ChHO1K-Ex(70M) 9,60 0 <0,42 <0,04 ChTO4H-Ex(70M) 9,72 0 <042 <004
ChHO2K-Ex(70M) 104 0 <042 <0,04 ChTOSH-Ex(70M) 9,96 0 <042 <004
ChHO3K-Ex(70M) 10,0 0 <0,42 <0,04 SPVOIH-Ex(70M) 10,0 0 <042 <004
ChTOIK-Ex(70M) 9,72 0 <042 <004  AnSO7H-Ex(aq) 10,0 0 <042 <004
ChT02K-Ex(70M) 8,09 0 <042 <005 AnS07K-Ex(aq) 10,0 0 <042 <004
ChTO3K-Ex(70M) 9,83 0 <042 <004 AnC12H-Ex(aq) 10,1 0 <042 <004
ChTO4K-Ex(70M) 9,93 0 <042 <004 AnC12K-Ex(aq) 10,1 0 <042 <004
ChTO5K-Ex(70M) 10,1 0 <042 <0,04 ChBOIH-Ex(aq) 10,2 0 <042 <0,04
SPVOIK-Ex(70M) 9,66 0 <042 <004 ChBOIK-Ex(aq) 9,39 0 <042 <004
AnSOIH-Ex(70M) 9,18 0 <042 <0,05 ChHO1H-Ex(aq) 9,96 0 <042 <004
AnSO3H-Ex(70M) 103 0 <042 <0,04 ChHO1K-Ex(aq) 989 7774 <042 <0,04
AnSO4H-Ex(70M) 10,5 0 <042 <0,04 ChTO5H-Ex(aq) 10,0 0 <042 <004
AnSOSH-Ex(70M) 10,0 0 <042 <0,04 ChTO5K-Ex(aq) 9,85 0 <042 <004
AnSO6H-Ex(70M) 102 0 <042 <004 SPVOIH-Ex(aq) 9,94 0 <042 <004
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Doktorska disertacija Dejan Orcié

Apigenin ]
C Area 140000 5000 ]
[Hg/mL] 120000 4000
0,0000 0 ]
0,0391 1214 100000 - 2000 4
0,0781 2748 0000
0,156 4737 80000+ ]
0,313 9015 g oo 8000
0,625 16467 6000
1,25 27657 400004 1
2,50 48316 #0007
5,00 79299 20000 2000
10,0 138069 0 ] ' . ' . ' .
0 0 2 a2 K 5 10 0.0 02 04 06
C (ug/mL) C (ug/mL)
Ceks Area Cgulnu Cgalna, eks Ceks Area Cgulnu Cgalna, eks
[mg/mL] [ug/mL] [mg/g] [mg/mL] [ug/mL] [mg/g]

AnSOIK-Ex(70M) 4,99
AnSO3K-Ex(70M) 521
AnSO4K-Ex(70M) 6,72
AnS05K-Ex(70M) 5,08
AnSO6K-Ex(70M) 5,16
AnSO7K-Ex(70M) 5,16
AnSOSK-Ex(70M) 4,79
AnSO09K-Ex(70M) 5,29
AnSI10K-Ex(70M) 5,06
AnSI1K-Ex(70M) 5,04

<0,039 <0,008 AnSO7H-Ex(70M) 9,91 249 <0,039 < 0,004
<0,039 <0,007 AnSOSH-Ex(70M) 9,68 383 <0,039 <0,004
<0,039 <0,006 AnSIOH-Ex(70M) 112 3168 0,101 0,00903
<0,039 <0,008 AnSIIH-Ex(70M) 9,70 647 <0,039 < 0,004
<0,039 <0,008 AnCIOH-Ex(70M) 9,61 249 <0,039 <0,004
<0,039 <0,008 AnClIH-Ex(70M) 9,94 680 <0,039 <0,004
<0,039 <0,008 AnCI2H-Ex(70M) 9,74 4223 0,137 0,0141
<0,039 <0,007 AnCI3H-Ex(70M) 11,0 11245 0398 0,0360
<0,039 <0,008 AnCl4H-Ex(70M) 10,6 2693 0,085 0,00806
<0,039 <0,008 AnCISH-Ex(70M) 10,7 5560 0,183 0,0171
AnC10K-Ex(70M) 8,98 <0,039 <0,004 AnCI6H-Ex(70M) 11,5 11803 0420 0,0364
AnC11K-Ex(70M) 9,94 <0,039 <0,004 AnC17H-Ex(70M) 9,68 1345 0,041 0,00419
AnCI12K-Ex(70M) 104 246 <0,039 <0,004 ChBOIH-Ex(70M) 943 3633 0,117 00124
AnCI3K-Ex(70M) 103 0 <0,039 <0,004 ChBO2H-Ex(70M) 11,3 8313 0,284 0,0251
AnC14K-Ex(70M) 9,91 <0,039 <0,004 ChHOIH-Ex(70M) 10,5 2425 0,0761 0,00727
AnCISK-Ex(70M) 112 0 <0,039 <0,003 ChHO2H-Ex(70M) 9,14 6241 0208 0,0227
AnC16K-Ex(70M) 10,0 0 <0,039 <0,004 ChHO3H-Ex(70M) 10,0 912 <0,039 <0,004
AnC17K-Ex(70M) 10,0 419 <0,039 <0,004 ChTOIH-Ex(70M) 10,5 311 <0,039 <0,004
ChBOIK-Ex(70M) 11,6 0 <0,039 <0,003 ChTO2H-Ex(70M) 11,1 178 <0,039 <0,004
ChBO2K-Ex(70M) 12,4 184 <0,039 <0,003 ChTO3H-Ex(70M) 9,90 275 <0,039 <0,004
ChHOIK-Ex(70M) 9,60 0 <0,039 <0,004 ChTO4H-Ex(70M) 9,72 285 <0,039 < 0,004
ChHO2K-Ex(70M) 104 283 <0,039 <0,004 ChTOSH-Ex(70M) 9,96 370 <0,039 < 0,004
ChHO3K-Ex(70M) 10,0 <0,039 <0,004 SPVOIH-Ex(70M) 10,0 1842 0,0569 0,00566
ChTO1K-Ex(70M) 9,72 <0,039 <0,004 AnSO7H-Ex(aq) 10,0 0 <0,039 <0,004
ChT02K-Ex(70M) 8,09 <0,039 <0,005 AnSO7K-Ex(ag) 10,0 663 <0,039 <0,004
ChTO3K-Ex(70M) 9,83 <0,039 <0,004 AnCl2H-Ex(aq) 10,1 0 <0039 <0,004
ChTO4K-Ex(70M) 9,93 <0,039 <0,004 AnCI2K-Ex(aq) 10,1 735 <0,039 <0,004
ChTO5K-Ex(70M) 10,1 <0,039 <0,004 ChBOIH-Ex(aq) 102 0 <0039 <0,004
SPVOIK-Ex(70M) 9,66 0 <0,039 <0,004 ChBOIK-Ex(ag) 9,39 <0,039 <0,004
AnSOIH-Ex(70M) 9,18 199 <0,039 <0,004 ChHOIH-Ex(aq) 9,96 <0,039 <0,004
AnSO3H-Ex(70M) 103 753 <0,039 <0,004 ChHOIK-Ex(aq) 9,89 0 <0039 <0,004
AnSO4H-Ex(70M) 10,5 563 <0,039 <0,004 ChTOSH-Ex(aq) 10,0 719 <0,039 <0,004
AnSOSH-Ex(70M) 10,0 3922 0,127 0,0127 ChTO5K-Ex(aq) 9,85 872 <0,039 <0,004
AnSO6H-Ex(70M) 10,2 144 <0039 <0004 SPVOIH-Ex(aq) 9,94 0 <0039 <0,004

(=} [= el ol == llo el - -]

S O O O O O
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8.19. REZULTATI TESTA NA UKUPNE FLAVONOIDE

Kalibracija — 70 % MeOH ekstrakti herbe (415 nm)

Cuvercwelt A
[ng/mL]
19,6 0,775
9,79 0,362
4,90 0,202
2,45 0,115
1,22 0,061
0,612 0,045
0,306 0,020
0,153 0,014
0,0765 0,006
WwHr+——r 777 e
U1 2 3 4 % 8 F 8 9 W TZI1314T 871 18
C, . [homL]
Cts,well A, A; Az Agor Cre,eks
[mg/mL] [mg kvercetin/g]
AnC10H-Ex(70M) 1,20 0,774 0,852 0,848 0,244 12,3+0,9
AnC11H-Ex(70M) 1,24 0,524 0481 0,456 0,145 6,91 £0,71
AnC12H-Ex(70M) 1,22 0,587 0,624 0,684 0,160 9,84 £ 1,04
AnC13H-Ex(70M) 1,38 0,763 0,894 0,816 0,245 10,7+£1,2
AnC14H-Ex(70M) 1,32 0,580 0,674 0,545 0,167 8,30+1,32
AnC15H-Ex(70M) 1,34 0,770 0,756 0,758 0,234 10,0£0,1
AnC16H-Ex(70M) 1,44 0,879 0,861 0,848 0,255 10,7+0,3
AnC17H-Ex(70M) 1,21 0,395 0411 0423 0,274 2,69 +0,30
AnSO1H-Ex(70M) 1,15 0,284 0,284 0,305 0,111 3,83 +£0,28
AnSO03H-Ex(70M) 1,29 0,274 0,283 0,262 0,149 2,27 +£0,21
AnS04H-Ex(70M) 1,31 0,596 0,601 0,269 6,32 +£0,07
AnSO05H-Ex(70M) 0,625 0,528 0,563 0,541 0,122 17,1+£0,7
AnS06H-Ex(70M) 1,28 0,419 0412 0,442 0,213 4,06+0,32
AnSO07H-Ex(70M) 1,24 0,553 0,549 0,554 0,259 5,92 £ 0,06
AnSO8H-Ex(70M) 1,21 0,390 0,377 0,394 0,189 4,03 +0,20
AnS10H-Ex(70M) 0,699 0,577 0,591 0,594 0,154 15,7+0,3
AnS11H-Ex(70M) 1,21 0,786 0,782 0,809 0,216 12,1+0,3
ChBO1H-Ex(70M) 0,589 0,826 0,806 0,820 0,201 26,8+0,6
ChBO02H-Ex(70M) 0,707 0,830 0,809 0,806 0,198 223+0,5
ChHO1H-Ex(70M) 1,31 0,776 0,809 0,823 0,221 11,3£0,5
ChHO2H-Ex(70M) 1,14 0,953 1,015 0,944 0,269 15,7+ 0,9
ChTO1H-Ex(70M) 1,32 0,377 0,383 0,378 0,205 3,25 +0,06
ChTO02H-Ex(70M) 1,39 0,632 0,646 0,666 0,230 7,60 £ 0,33
ChTO3H-Ex(70M) 1,23 0,444 0433 0456 0,177 5,42+ 0,24
ChTO04H-Ex(70M) 1,21 0,493 0481 0,486 0,243 4,99+0,13
ChTO5H-Ex(70M) 1,24 0,475 0,510 0,470 0,227 5,17 £0,46
SPVO1H-Ex(70M) 0,628 0,746 0,738 0,764 0,156 24.1+0,5
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322

Kalibracija — 70 % MeOH ekstrakti korena i vodeni ekstrakti (415 nm)

Chverc,well A 08
[ng/mL]

19,6 0,769 07 4
147 0560
9,79 0,367 ]
734 0277 05 ]
4,90 0,172
2,45 0,086 < 04
122 0,041
0,612 0.021 03
0,306 0,010 07
0,153 0,003

01

00

01234656 78 9101 121314151617 1818 2
C,., [naimL]

Cks,well A; A; As Apor Cre,eks

[ng/mL] [mg kvercetin/g]
AnC10K-Ex(70M) 374,17 0,142 0,142 6448 0,099 3,34 +£0,02
AnC11K-Ex(70M) 414,17 0,137 0,138 0,141 0,092 326+0,11
AnC12K-Ex(70M) 865,33 0,193 0,198 0,200 0,102 3,17+0,12
AnC13K-Ex(70M) 430,50 0,131 0,135 0,129 0,090 2,82 +0,22
AnCI4K-Ex(70M) 413,08 0,01 0,106 0,112 0084  1,64+037
AnCISK-Ex(70M) 46694 0,100 0,102 04 0084  1,09+0,06
AnC16K-Ex(70M) 418,00 0,109 0,127 0,117 0,080 2,63 +0,62
AnC17K-Ex(70M) 417,00 6424 0,133 0,134 0,104 2,05 +0,05
AnSO1K-Ex(70M) 415,67 0,153 0,161 0,157 0,108 3,41 +0,28
AnS03K-Ex(70M) 433,75 0,165 0,166 0,170 0,118 3,26+0,15
AnS04K-Ex(70M) 560,33 0,974 0,984 0,319 30,5+0,4
AnSO05K-Ex(70M) 422,92 0,126 0,129 0,126 0,088 2,68 0,09
AnSO6K-Ex(70M) 430,08 0,192 0,193 0208 0,107  565=0,05
AnSO7K-Ex(70M) 429,75 0270 0274 0269 0,137  891+0,18
AnSO8K-Ex(70M) 399,00 0,213 0,218 0,214 0,118 6,94+ 0,19
AnS09K-Ex(70M) 440,42 0,199 0,192 0,196 0,115 5,26 £0,23
AnS10K-Ex(70M) 703,00 0,603 0,617 0,259 13,1+£0,4
AnS11K-Ex(70M) 420,33 0,172 0,177 o462 0,121 3,69+0,2
ChB0O1K-Ex(70M) 484,50 0,175 0,160 0,168 0,125 2,56 +0,43
ChB02K-Ex(70M) 517,08 6498 0,219 0,215 0,152 3,62+0,17
ChHO1K-Ex(70M) 400,00 0479 0525 0,500 0,133 24,1414
ChHO2K-Ex(70M) 43425 0,525 0,538 0,147 231405
ChHO3K-Ex(70M) 418,33 0,214 6233 0,219 0,108 7,41+ 0,26
ChTO1K-Ex(70M) 438,75 0,304 0,337 0,313 0,216 6,67 1,09
ChT02K-Ex(70M) 463,75 0,352 0,360 0,364 0,265 5,81 +£0,39
ChTO03K-Ex(70M) 412,42 0,577 0,571 0,568 0,382 12,3+0,3
ChT04K-Ex(70M) 404,83 0,531 0,553 0,339 13,3+ 1,0
ChTO5K-Ex(70M) 414,83 0,500 0,502 0487 0,290 13,3+0,5
SPV01K-Ex(70M) 402,33 0,122 0,125 0,127 0,091 2,43 +0,16
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Ceks, well A 1 A 2 A 3 Akar CF e,eks
[ng/mL] [mg kvercetin/g]
AnC12H-Ex(aq) 1263,16 0,449 0,468 0,157 6,28 £ 0,27

AnC12K-Ex(aq) 1260,14 0,128 o147 0,150 0,115 0,587 £ 0,343
AnSO07H-Ex(aq) 125435 0,419 0,407 0416 0,223 4,06+0,13

AnSO7K-Ex(aq)  1253,33 0,543 0360 0,266 4,00 + 2,60
ChBOIH-Ex(aq)  1273.86 1,065 1,084 1,057 0415 13,3403
ChBOIK-Ex(aq)  1173,18 0,269 0274 0254 0247 0,622 +0,082
ChHO1H-Ex(aq) 124537 0,690 0,699 0,276 8,76+ 0,12
ChHO1K-Ex(aq)  1236,54 0,648 0,622 0,236 8,44 +037
ChTO5H-Ex(aq)  1254,86 0,386 0,412 0,371 0,264 2,87 +0,46
ChTO05K-Ex(aq)  1230,95 0,218 0,209 0,121 2,15+0,14
SPVOIH-Ex(aq) 82821 0,874 0,802 0,204 198+ 1,6
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70 % MeOH ekstrakti herbe

8.20. DPPH TEST — KRIVE DOZA-ODGOVOR

Cwell II 12 I3
[ng/mL] [%e] [%] [%]
191 86,3 92,4 92,6
96 89,5 91,4 88,9
48 78,2 77,3 81,0
23,9 44.6 453 46,2
12,0 29,5 28,5 31,0
6.0 215 225 238
2.99 190 192 216
1Cs, 267 269 257
Cyen I I, I
[ng/mL)] [Yo] [Yo] [Yo]
215 91,1 89,7 87,0
107 74,5 64,6 65,2
54 43,0 37,5 37,9
26,8 26,3 19,9 22,9
13,4 23,5 15,9 14,8
6,71 18,1 16,7 17,0
3,35 15,6 12,4 12,1
1Csy 64,0 78,5 76,2
Cyen I; I, I;
[ng/mL)] [Yo] [Yo] [Yo]
109.2 9.8 897 914
54.6 680 640 659
273 342 389 289
13,6 33,5 32,6 33,3
6,82 25,8 25,9 25,9
3,41 22,1 23,6 22,7
171 186 209 214
1Csy 31,1 34,5 32,8
Cwell II 12 I3
[ng/mL)] [%e] [Yo] [%]
104 91,0 90,6 87,6
52,1 90,1 88,9 89,5
26,0 80,2 71,7 72,4
13,0 48,5 46,6 472
6.51 341 314 324
325 204 290 289
1.63 258 241 239
1Cs, 134 143 144
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Cyen I, I, I;
[ng/mL] [%] [Yo] [Yo]
107 949 916 88.1
534 709 640 638
26,7 35,8 32,4 37,5
13,3 30,0 27,8 29,5
6,67 24,0 23,0 233
3,34 19,5 20,0 20,1
1,67 20,0 19,9 18,2
ICsy 37,0 41,9 38,3
Cyen I; I, I;
[ng/mL] [%] [Yol [%]
206 91,4 91,3 91,1
103 90,8 90,9 90,9
51,6 903 915 917
25.8 905 892 930
12,9 539 488 499
6,45 31,5 34,9 34,1
323 21,4 22,4 24.4
1Cs) 1.9 128 127
Cwell I] 12 I3
[ng/mL] [Yo] [Yol [%]
202 933 93,4 93,4
101 93,0 90,9 92,4
50,4 80,8 71,9 71,5
25,2 53,4 452 443
12,6 35,4 31,7 29,6
6,30 26,0 22,6 22,1
315 262 183 139
1Csy 232 284 289
Cyen I, I, I;
[ng/mL] [%e] [Yo] [Yo]
233 88,3 89,8 90,4
117 90,3 89,8 90,0
58,3 91,3 91,7 89,2
29,1 87,4 80,9 77,9
14,6 48,4 43,7 39,8
7,28 28,3 27,1 25,9
3,64 18,5 23,1 21,2
ICsy 14,7 16,7 18,1

AnS06H-Ex(70M)

100+

80

60

40 1

20 g

C (ug/mL)

T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

100- AnSO7H-Ex(70M)

80

60

40

20
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0 —T T T T T "~ T T "~ T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 22C
1004 1 %) AnSO08H-Ex(70M)

e -

-

80
60

1
404 //
g
N

20

C (ug/mL)
0

— T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 22C

| (% N
1004 (%) AnS10H-Ex(70M)

[ 3

80

60

40+

C (ug/mL)

o117 T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
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Cyen I, I, I;
[ng/mL)] [%] [Yo] [Yo]
100 100 98,2 95,6
50.1 101 982 909
25,0 103 92,2 91,1
12,5 55,3 474 47,6
6,26 42,0 37,1 36,3
3,13 32,4 27,4
1,56 29,9 242 23,4
1Csy 0 12,6 12,6
Cyen I; I, I;
[ng/mL)] [%] [Yo] [%o]
104 83,1 88,6 93,2
51,8 91,7 79,4 93,1
25.9 638 553 560
12,9 381 351 361
6.47 300 269 278
3,24 24.4 27,2 23,1
1Cs, 192 230 223
Cwell II 12 13
[ng/mL] [Ye] [Yo] [%]
101 88,6 97,1 99,4
50,7 94,5 95,1 94,7
25,4 84,9 71,7 73,3
12,7 51,3 45,6 41,9
6,34 32,9 30,8 27,1
3.17 2.1 262 215
1.58 284 236 196
1Cs, 24 149 158
Cyen I, I, I;
[ng/mL)] [%] [Yo] [Yo]
115 90,7 88,0 90,4
57,5 95,5 96,6 94,0
28,8 82,3 86,6 78,2
14,4 52,7 44 4 445
7,19 35,6 31,6 30,7
3.60 243 254 231
1,80 20,0 15,8 18,7
1Csy 13,0 15,3 16,0
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1004 (%) AnC14H-Ex(70M)
Cyen I, I, I; 80 /. % ¢
[ng/mL] [%] [%o] [%o] y
110 88,4 87,0 88,6 : ///
55,0 90,6 83,8 84,7 60 /f
275 884 796 79,0 |
13,7 51,0 434 472 wl
6,87 36,1 29,9 31,9 /
3,44 22,6 22,3 26,2 :
1,72 22,0 20,5 21,8 20
ICs, 12,8 154 14,4
. C (ug/mL)
0 2I0 4I0 6IO 8IO 1(I)0 1éC
1004 1 (%)
Cyen I; I, I; 80 ]
[ng/mL] [%] [%] [%]
112 90,2 91,2 92,6
55,9 95,9 94,8 96,8
28,0 74,2 76,0 73,2
14,0 49,5 492 52,5
6,99 313 30,4 32,8
3,49 26,4 24,4 25,1
1,75 18,4 14,6 18,9
ICs, 14,5 14,2 13,6
. C (ug/mL)
0 2IO 4IO 6IO BIO 1(I)0 1éC
1 1) AnC16H-Ex(70M)
100 )
—a -
Coet I I, I 0. %
[ng/mL] [Yo] [%] [%] /;/
120 96,6 95,8 96,2 1w
60,1 94,3 94,5 94,2 60 /,p/
30,0 94,6 93,6 91,6 |
15,0 67,9 60,9 60,4 wl ¥
7,51 44,1 38,0 40,8 »
3,75 32,6 284 299 {
1,88 274 25,1 233 204
ICs, 95 11,7 11,0
. C (ug/mL)
0 2I0 4I0 6IO 8IO 1(IJO 12I0
o 109 AnC17H-Ex(70M)
o
Cyen I, I, I; 80 =
[ng/mL] [%e] [%] [%] A
101 83,3 88,2 76,7
50,4 51,2 53,9 50,0 60
25,2 353 30,5 34,4
12,6 24,7 25,0 22,1 s0.
6,30 21,6 21,8 20,7
3,15 19,4 19,5 17,9
1,58 17,9 18,0 14,5 20
ICs, 43,2 46,6 50,1
C (ug/mL)
° 0 2I0 4I0 6IO 8IO 1(I)0 1éC
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Cyen I, I, I;
[ng/mL)] [Yo] [Yo] [Yo]
878 927 863 909
439 737 672 688
21,9 43,5 42,7 433
11,0 31,7 32,3 29,8
5,49 21,3 19,7 17,9
2,74 17,4 19,4 16,5
1,37 17,1 16,2 15,4
1Csy 25,2 26,9 26,8
Cyen I; I, I;
[ng/mL)] [%e] [Yo] [%o]
139 101 101 98,7
69,5 99,2 99,6 94,6
347 979 955 943
17.4 610 613 500
8,068 22,8 29,3 29,0
4,34 17,5 19,0 14,3
2,17 22,5 11,9 8,0
1Cs, 147 143 164
Cwell II 12 13
[ng/mL] [%e] [%] [%]
123 94,1 943 89,9
61,5 93,1 90,4 92,7
30,7 86,4 77,1 74,9
15,4 50,6 45,1 45,8
7,69 32,5 28,9 27,4
3,84 23,6 21,6 21,3
1,92 16,9 18,2 18,3
1Csy 14,6 17,2 17,5
Cyen I, I, I;
[ng/mL)] [Yo] [Yo] [%]
121 87,0 90,6 92,2
60,7 92,9 93,2 92,5
30,4 77,4 60,9 66,8
15,2 43,0 37,7 38,0
7,59 28,8 23,0 20,2
3,80 22,8 18,1 16,0
1,90 23,2 22,0 14,9
1Csy 16,9 22,8 21,5
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Cyen 1, A .
T Ll [%] [%]
166 83,6 82.4 el
83,0 85,1 91.4 o
41,5 83,9 88.4 o)
20,7 52,0 35.4 o
10,4 23,2 17,1 15,3
5,19 15,2 11,3 11,2
2,59 0,96 175 e
ICsy 19,7 2is 34
Cwell I] 12 13
[ng/mL] [%] (%] o
65,4 95.4 93.7 523
32,7 92,2 88.5 oo
013 59,5 53,2 56,6
8,18 349 34,8 333
4,09 25,9 24,9 24,5
2,04 20,2 17,7 18,6
1,02 23,2 24,5 26,1
IC50 12,8 14’3 13’8
Cyenr 1, I .
[ng/mL] [%] (%] o
76,2 106,7 100.0 1008
38,1 73,1 84.5 o
19,1 89.7 o 003
9,53 57,8 52,6 53,7
4,76 32,6 309 o
it 3 252 237
1,19 22,4 20,8 o
ICs, 7,75 9.72 ¥
Cyen 1, A .
[ng/mL] [%] (%] o
556 91,7 96.1 [l
278 89,2 92.8 oot
139 95,5 92.9 ors
69,4 95,9 95.7 o
34,7 93,9 94.0 o
17,4 64,9 63,9 65,1
8,68 43,0 41,6 40,8
ICsy 16,4 134 103

100

60 /f

w N

- —— PY
80 - / -
| /

a@>

C (ng/mL)

20 40
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804
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Cwell II 12 I3
[ng/mL] [%e] [%] [%]
58,9 94,4 933 94,2
29,5 94,5 93,2 93,1
14,7 80,5 65,8 62,7
7,36 52,4 43,1 40,0
3,68 37,0 30,2 29,6
1,84 26,9 22,7 22,5
0.920 235 206 186
1Cs, 674 960 104

Cyen I I, I
[ng/mL)] [%] [Yo] [Yo]
94,3 89,7 95,5 91,0
472 102 104 106
23,6 94,0 75,5 76,4
11,8 55,8 50,6 48,6
5,89 37,5 34,2 33,0
2,95 33,0 30,6 27,4
1,47 27,7 24,1 21,7
1Cs) 884 118 122

Cyen I; I, I;
[ng/mL)] [%] [Yo] [%]
62.8 922 888 934
314 917 896  93.6
15.7 750 707 702
7,85 45,6 42.8 43,5
3,92 29,7 28,1 26,7
1,96 22,2 22,3 16,3
0,981 17,1 16,0 16,4
1Csy 8,86 9,62 993
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70 % MeOH ekstrakti korena

Cwell I] 12 Ij'
[ng/mL] [Yo] [Yol [Yol
166 86,9 95,9 95,5
83,1 77,6 72,2 69,5
41,6 52,6 50,2 48,8
20,8 34,6 35,7 32,0
10.4 331 301 285
5.0 202 248 241
2.60 288 252 244
1Cs) 369 438 479
Cyen I, I, I;
[ng/mL] [%e] [Yo] [Yo]
173 81,5 90,1 85,7
86,7 67,5 68,5 56,2
434 48,4 441 43,7
21,7 36,3 33,7 34,2
10,8 30,8 27,9
5,42 23,0 24.8 26,3
2.71 252 195 244
ICsy 45,5 51,0 64,7
Cyen I, I, I;
[ng/mL] [%] [Yo] [Yo]
168 895 947 956
84.1 949 939 928
42.0 691 691 696
21,0 48,3 48,1 48,8
10,5 46,3 44.6 449
5,25 29,3 28,2 29,4
2,63 26,4 23,8 26,9
1Cs, 209 221 214
Cwell I] 12 Ij'
[ng/mL] [Yo] [Yol [Yol
169 93,5 95,6 87,5
84,6 77,6 69,2 61,2
423 59,1 54,1 53,3
21,1 36,3 34,6 32,8
10,6 30,7 30,3 26,6
5,29 28,7 15,1 17,3
2,64 26,8 24,5
1Csy 34,7 40,7 48,0
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Cyen I, I, I;
[ng/mL)] [Yo] [Yo] [Yo]
172 900 915 921
£6.0 64.0 64.8
43,0 54,7 50,8 48,6
21,5 38,6 38,7 37,4
10,8 32,0 29,7 29,7
5,38 29,5 25,6 25,9
2.69 259 242 222
1Csy 42,5 41,1 47,7
Cyen I; I, I;
[ng/mL)] [%] [Yo] [%o]
172 92,3 91,3 92,4
86,0 85,8 79,1 81,2
43.0 563 577 55.0
215 A1 430 422
10.7 324 281 331
5,37 25,1 25,3 27,6
2,69 31,7 31,0 25,5
1Cs, 348 334 336
Cwell II 12 13
[ng/mL] [Ye] [%] [%]
160 92,4 95,4 90,8
79,8 90,3 93,4 91,2
39,9 67,9 63,8 56,0
20,0 46,9 453 421
10,0 40,0 36,1 36,2
4,99 325 290 294
2.49 262 289 255
1Cs, 217 243 28.1
Cyen I, I, I;
[ng/mL)] [Yo] [Yo] [%]
176 97,4 95,8 93,4
88,1 84,9 77,0 83,5
44,0 56,4 53,7 48,1
22,0 38,9 38,9 41,2
11,0 33,3 25,3 30,0
5,51 24,4 25,2 26,6
2,75 25,1 20,0 16,1
1Csy 35,3 38,3 38,8
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Cyen I, I, I;
[ng/mL] [Yo] [%o] [%o]
169 886 933 90
84.4 911 912 923
422 87,6 85,3 81,6
21,1 53,3 55,0 51,2
10,5 36,1 35,8 36,7
5,27 28,6 29,6 30,2
2.64 248 247 229
ICsy 19,1 18,4 19,5
Cyen I; I, I;
[ng/mL] [%] [%] [%]
168 83,5 92,6 91,9
84,1 79,1 70,9 73,9
42,0 544 481 449
21.0 408 333 339
10.5 361 341 346
5,25 31,1 25,7 24,1
2,63 27,5 25,6 24,1
1Cs) 3422 4579 4713
Cwell I] 12 I3
[ng/mL] [Yo] [%] [%]
200 90,7 93,6 93,4
100 68,5 63,0 63,6
499 435 40,6 37,5
249 32,4 29,0 28,1
12,5 26,9 25,1 25,7
6,24 24,0 20,6 20,0
3,12 23,7 21,4 19,4
ICs, 61,8 70,7 73,1
Cyen I, I, I;
[ng/mL] [Yo] [%o] [%o]
221 94,1 93,7 93,3
110 69,1 68,3 69,8
55,2 47,6 431
27,6 33,1 31,1 28,5
13,8 30,0 25,5 25,5
6,90 23,7 21,3 18,9
3,45 21,1 19,5 20,3
ICsy 60,8 66,2 68,9
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Cyen I, I, I;
[ng/mL)] [%] [Yo] [Yo]
231 890 833 834
115 581 561 576
57,7 38,0 36,0 36,8
28,8 27,8 27,8 28,9
14.4 203 205 212
721 169 191 207
3,61 16,0 16,0 17,6
1Csy 91,7 96,4 92,8
Cyen I; I, I;
[ng/mL)] [%] [Yo] [%o]
344 86,9 94,4 94 .4
172 93,3 92,7 90,8
86.1 679 645 643
431 483 473 431
215 404 374 362
10,8 34,0 30,5 29,7
5,38 33,4 28,4 28,7
1Cs, 23 501 537
Cwell II 12 13
[ng/mL] [Ye] [Yo] [%]
330 84,3 92,7 87,8
165 61,0 63,4 52,8
82,6 46,7 425 41,8
41,3 39,3 31,7 38,1
20,7 33,3 31,4 27,3
10,3 26,4 273 28,2
5.16 267 240 262
1Cs, 085 112 137
Cyen I, I, I;
[ng/mL)] [%] [Yo] [Yo]
373 83,3 90,2 91,3
187 64,0 55,6 59,1
93,4 44,0 40,8 40,3
46,7 33,5 33,9 36,0
11,7 28,0 25,7 27,6
5.84 270 241 232
1Cs, 119 151 140
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Cyen I, I, I;
[ng/mL] [%] [Yo] [Yo]
557 916 944 895
279 903 942 931
139 72,5 67,1
69,7 51,9 46,1 42,5
34,8 43,0 33,3 34,8
17,4 33,5 30,7 29,4
8,71 30,5 26,8 25,2
ICsy 62,5 77,4 83,6
Cyen I; I, I;
[ng/mL] [%] [Yol [%]
556 96,8 96,2 90,4
278 94,8 82,1 84,7
139 656 576 560
69.5 414 393 399
348 324 295 287
17,4 24.8 25,8 249
8,69 25,3 22,6 22,7
1Cs) 907 114 111
Cwell I] 12 I3
[ng/mL] [Yo] [Yol [%]
194 66,7 65,6 54,5
96,9 51,5 474 45,6
48,5 31,1 25,6
242 260 274 247
12.1 248 232 243
6.06 236 221 220
3.03 24 192 216
1Csy 36 108 11
Cyen I, I, I;
[ng/mL] [%e] [Yo] [Yo]
207 90,3 86,7 85,6
103 64,0 54,2 59,4
51,7 41,7 38,6 39,7
25,9 27,4 27,2 30,4
12,9 24,7 21,8 23,0
6,46 19,5 20,1 20,9
3,23 17,2 17,6 19,6
ICsy 70,1 87,8 77,1
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Cyen I, I, I;
[ng/mL)] [%] [Yo] [Yo]
160 9%2 968 970
80,0 940 951 951
40,0 97,3 96,6 96,8
20,0 85,2 80,8 80,0
10,0 54,7 56,6 54,7
5,00 23,8 40,1 40,7
ICs, 9,60 8,05 8,24
Cyen I; I, I;
[ng/mL)] [%e] [Yo] [%o]
174 95,1 95,9 97,6
86,9 95,7 97,1 96,5
434 975 986 984
217 834 833 829
10.9 572 550 571
5,43 423 40,4 30,8
2,71 38,0 34,0 34,7
1Csy 771 861 928
Cwell II 12 13
[ng/mL] [%e] [Yo] [%]
558 73,6 77,9 77,6
279 59,1 57,1 56,0
139 022 417 428
69,7 31,5 32,6 34,8
34,9 29,8 29,5 33,7
17.4 22 23 232
8.72 201 210 224
1Cs, 195 200 209
Cyen I, I, I;
[ng/mL)] [%] [Yo] [Yo]
293 98,3 99,8 92,4
146 99,5 95,2 89,1
73,1 77,1 73,1 73,0
36,6 51,2 47,6 46,7
18,3 35,8 38,6 35,2
9,14 29,0 24,7 20,5
457 261 276 243
1Csy 35,6 39,1 40,3
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Cyen I, I, I;
[ng/mL] [Yo] [%o] [%o]
309 919 955 979
155 864 829 924
77,3 72,2 69,4 67,9
38,6 448 453 442
19,3 34,1 32,8 33,6
9,66 28,1 25,9 26,6
483 23,8 23,3 22,1
ICsy 43,4 47,0 479
Cyen I; I, I;
[ng/mL] [%] [%] [%]
275 94,7 95,7 96,5
137 92,6 86,0 89,1
68.7 717 680 701
344 462 456 4715
172 352 336 355
8,59 249 23,5 27,6
4,30 26,9 25,7 27,5
1Cs) 387 384 423
Cwell I] 12 I3
[ng/mL] [Yo] [%] [%]
270 90,2 96,9 96,7
135 81,6 78,2 76,3
67,5 59,1 54,2 53,4
33,7 38,4 39,5 35,9
16,9 29,2 30,5 30,2
8,43 28,7 25,3 23,7
422 27,2 25,3 24,3
ICs, 52,3 60,5 64,7
Cyen I, I, I;
[ng/mL] [Yo] [%] [%]
277 84,7 92,3 88,3
138 69,2 67,8 59,7
69,1 493 452 45,8
34,6 37,7 34,7 35,7
17,3 27,5 25,4 22,8
8,04 23,7 23,1 24,5
432 23,0 20,4 23,5
ICsy 69,2 80,0 91,5
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1004 1 (%) SPV01K-Ex(70M)
Cyen I, I, I; 80
[ng/mL] [Yo] [Yo] [Yo]
107 776 792 822
53.7 525 509 527 60+
26,8 41,2 37,7 41,1
13,4 31,6 29,9 29,0 104
6.71 252 235 248 _
335 230 224 236 : /
1,68 23,2 21,1 19,3 20
1Csy 45,7 50,1 45,5
o C (ug/mL)
0 2I0 4I0 6I0 8I0 160 150
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Vodeni ekstrakti
Cwell I] IZ I3
[ng/mL] [Yo] [Yol [%]
83,6 93,2 91,4 92,9
41,8 69,6 75,1 73,7
20,9 479 50,4 50,9
10,5 36,1 36,8 353
523 297 283 283
2,61 27 254 238
131 244 249 227
ICs, 22 204 205
Cyen I, I, I;
[ng/mLj] [%e] [Yo] [Yo]
167 103 86,0 82,8
83,6 87,4 85,9 83,3
41,8 58,1 55,8 55,0
20,9 38,0 37,7 37,9
10,4 30,9 26,0 28,7
5,22 243 232
2,61 256 228 232
ICs, 33,5 35,0 35,2
Cyen I, I, I;
[pg/mL] [%] [Yo] [Yo]
842 909 928 92,0
42,1 90,9 926 936
21,1 585 584 594
10,5 34,8 45,1 43,9
5,26 26,5 26,6 25,9
2,63 22,1 21,2 21,6
1,32 243 23,7 21,7
ICsy 15,2 17,7 15,2
Cwell I] IZ I3
[ng/mL] [Yo] [Yol [%]
336 75,4 93,5 98,8
168 72,0 70,5 68,6
84,0 46,7 45,6 40,4
42,0 34,4 34,0 30,1
21,0 30,1 286 267
10,5 258 210 219
5.25 258 23 224
ICs, 8908 947 112
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Cyen I, I, I;
[ng/mL)] [Yo] [Yo] [Yo]
335 812 848 859
167 69.6 757 607
83,7 51,1 52,8 472
41,8 40,2 38,5 39,0
20,9 31,1 27,4 24,2
10,5 20,4 21,5 24,5
5.3 261 190 225
1Csy 75,8 71,9 104
Cyen I; I, I;
[ng/mL)] [%e] [Yo] [%o]
657 71,9 83,6 81,2
328 75,4 75,1 76,0
164 479 474 412
82.1 364 382 405
20.5 24 241 244
10,3 22,2 19,9 22,9
1Cs, 161 161 157
Cwell II 12 13
[ng/mL] [%e] [%] [%]
84,9 88,6 90,7 88,8
42,5 87,9 87,0 85,9
21,2 59,4 56,8 52,4
10,6 38,8 37,9 35,5
5,31 33,2 30,4 29,9
2,65 27,4 25,8 25,1
1,33 23,6 23,8 21,9
1Csy 16,2 17,4 19,3
Cyen I, I, I;
[ng/mL)] [Yo] [Yo] [%]
78,2 75,0 70,9 69,6
39,1 50,7 445 489
19,6 34,7 32,4 31,8
9,78 28,3 25,8 27,6
4,89 25,0 21,6 21,7
2,44 19,5 19,5 20,7
1,22 20,6 18,5 19,6
1Csy 41,0 38,5 46,2
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Cyen I, I, I;
[ng/mL] [%] [%o] [%o]
415 892 938 88l
20.8 850 815 738
10,4 60,8 57,1 57,5
5,19 39,0 343 33,4
2,59 32,9 29,2 28,0
1,30 293 19,8 18,9
ICsy 8,65 8,80 7,88

Cyen I; I, I;
[ng/mL] [%] [%] [%]
412 922 934 9538
20,6 72,7 63,5 74,9
10.3 519 513 510
5.15 389 362 375
2,58 301 287 279
1,29 27,9 253 26,5
0,644 24,0 23,7 22,1
1Cs) 043 115 976

Cwell I] 12 I3
[ng/mL] [Yo] [%] [%]
82,8 85,5 82,5 85,7
41,4 90,9 83,7 88,0
20,7 78,1 76,2 77,5
10,4 498 50,1 52,0
5,18 35,3 37,5
2,59 26,3 25,4 30,1
129 300 296 255
1Csy 105 105 945

1 (% ChHO1H-Ex(a
0o 1) (aq)

80

60
40

20

C (ng/mL)
0 T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50

100

C (ng/mL)
0 T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50

I (% N
1004 (%) CPVO1H-Ex(aq)

C (ug/mL)

T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100

341



Doktorska disertacija

Dejan Orcié

Coven I, I, I
Ny 944 935 948
33,5 91,9 87,6 oy
16,8 81,3 78.1 oy
16,8 83,6 80.9 802
8,38 578 524 596
8,38 689 617 646
4,19 h e S
4,19 477 419 415
2,10 302 244 267
e 375 335 331
1,05 20,2 15,8 18.4
1,05 247 202 266
0,524 520 343 693
0,262 5,91 _3’72 4’53
ICs 550 612 5,64
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8.21. REZULTATI FRAP TESTA

Kalibracija (u vodi)

CFe,Well A
[ng/mL]
5,91 1,926 204
444 1,460
2,96 0,949
1,77 0,568 15
1,48 0,484
1,06 0,367
0,711 0231 < 10
0355 0,135
0,177 0,081
0,0888 0,043 o5
0,000 0,041
0.0 T : T T T T
0 1 2 3 4 5 6
Cr, oy (19/mL]
Ceks, well A 1 AZ A 3 Akor CF e,eks
[mg/mL] [mg/g]
AnS07H-Ex(aq) 270 1,085 1,076 0,056 11,7+0,1
AnS07K-Ex(aq) 270 0,98 00931 0,062 10,4+ 0,4
AnT12H-Ex(aq) 163 1,045 1,015 0,054 18,6 0,4
AnT12K-Ex(aq) 542 0,774 0,731 0,065 397+0,18
ChTO05H-Ex(aq) 540 0,640 0,636 0,091 3,06 = 0,02
ChTO05K-Ex(aq) 529 0,775 0,791 0,067 4,06 + 0,06
ChBO01H-Ex(aq) 164 0,967 0,994 0961 0,06 17,1 +£0,3
ChBO01K-Ex(aq) 303 0,786 0,814 0,07 7,18 +0,20
ChHO1H-Ex(aq) 134 1,025 1,055 0,053 222405
ChHO1K-Ex(aq) 133 1,021 1,036 0,049 223403
SPVO1H-Ex(aq) 134 L1155 1,164 1,139 0,046 25,0+0,6
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CFe,well A
[ng/mL]
6,04 2,032
4,53 1,533
3,02 1,055
1,81 0,647
1,51 0,550
1,09 0,413
0,725 0,289
0,363 0,153
0,181 0,085
0,0906 0,073

Asr-Akor

20

0.5

0.0

Kalibracija (u MeOH-vodi 1:1)

Crover [ug/mL]
Cos,well A; Az As Apor Cre,eks
[mg/mL] [mg/g]
AnSO1H-Ex(70M) 148 0,466 0472 0,543 0,038 7,76 £ 0,08
AnSO03H-Ex(70M) 166 0,259 0,255 0,259 0,039 3,01 £0,05
AnS04H-Ex(70M) 169 0,403 0,350 0,343 0,042 4,52 +0,08
AnSO5H-Ex(70M) 323 0,309 0,305 0,303 0,043 19,7+0,3
AnSO06H-Ex(70M) 165 0,387 0,361 0,356 0,042 5,01 £0,30
AnSO07H-Ex(70M) 160 0,556 0,521 0,536 0,044 8,40+ 0,34
AnSO8H-Ex(70M) 156 0,565 0,555 0,568 0,039 9,17+0,13
AnS10H-Ex(70M) 36,1 0,351 0,353 0,348 0,047 21,1+0,2
AnS11H-Ex(70M) 31,3 0,314 0,293 0,290 0,041 19,8 £ 1,3
AnT10H-Ex(70M) 31,0 0,338 0,322 0,328 0,043 22,8+0,8
AnT11H-Ex(70M) 160 0,801 0,784 0,770 0,039 13,2+0,3
AnT12H-Ex(70M) 157 0,766 1,068 1,062 0,043 18,8 +0,1
AnT13H-Ex(70M) 35,6 0,343 0,339 0,347 0,046 20,8 +0,3
AnT14H-Ex(70M) 34,1 0,284 0,275 0,285 0,042 16,6 £ 0,5
AnT15H-Ex(70M) 34,6 0,308 0,299 0,302 0,042 18,3+0,4
AnT16H-Ex(70M) 37,2 0,391 0,360 0,361 0,041 22,6+ 1,4
AnT17H-Ex(70M) 156 0,450 0,439 0,459 0,041 6,93+0,19
ChBO1H-Ex(70M) 30,4 0,361 0,380 0,365 0,040 27,5+1,0
ChBO02H-Ex(70M) 36,5 0,359 0,352 0,347 0,042 21,5+0,5
ChHO1H-Ex(70M) 33,8 0,331 0,336 0,331 0,043 21,3+0,2
ChHO2H-Ex(70M) 29,5 0,395 0417 0,420 0,045 323+1,4
ChTO1H-Ex(70M) 170 0,518 0,504 0,547 0,041 7,70 £ 0,40
ChTO02H-Ex(70M) 35,8 0,352 0,359 0,368 0,042 22,5+0,6
ChTO3H-Ex(70M) 159 0,799 0,815 0,833 0,040 13,9+0,3
ChTO04H-Ex(70M) 157 0,666 0,603 0,692 0,040 10,9+ 0,9
ChTO5SH-Ex(70M) 161 0,663 0,650 0,657 0,042 10,7 +£0,1
SPVO1H-Ex(70M) 162 1,345 1277 1,230 0,044 224+1,1




Doktorska disertacija Dejan Orcié

Cotsweit A A E Ajor Cre,cks

[mg/mL] [mg/g]
AnSO01K-Ex(70M) 268 0,677 0,660 0,658 0,075 6,10+ 0,11
AnS03K-Ex(70M) 280 0,716 0,722 0,705 0,050 6,66 £0,10

AnS04K-Ex(70M) 289 1,445 1474 1448 0209 12,6402
AnS05K-Ex(70M) 273 0,594 0,592 0,048 5,50 0,01
AnS06K-Ex(70M) 277 0,731 0,743 0,750 0,077 6,71 +0,11
AnSO7K-Ex(70M) 277 1,070 1,103 1,096 0,091 10,4 +0,2
AnSO8K-Ex(70M) 257 0972 1,014 0,980 0,089 10,0+0,3
AnS09K-Ex(70M) 284 0959 00980 00985 0,082 9,01 40,15
AnS10K-Ex(70M) 272 1351 1,348 0,067 13,8 +0,0
AnS11K-Ex(70M) 271 0540 0,568 0,555 0,049 508+0,16
AnT10K-Ex(70M) 241 0,427 0427 0,051 4,07 + 0,00

AnT11K-Ex(70M) 267 0,543 0,525 0,554 0,049 5,00+ 0,16
AnT12K-Ex(70M) 279 0,454 0434 0,448 0,049 3,74+ 0,11
AnT13K-Ex(70M) 278 0,556 0,551 0,045 5,00 + 0,04
AnT14K-Ex(70M) 267 0,325 0,318 0,319 0,047 2,51+0,04
AnT15K-Ex(70M) 301 0,296 0,288 0,292 0,046 1,95+ 0,04
AnT16K-Ex(70M) 270 0,473 0,467 0472 0,051 4,15+0,04
AnT17K-Ex(70M) 269 0,434 0424 0427 0,048 3,70 £ 0,06
ChBO1K-Ex(70M) 313 0,701 0,691 0,695 0,058 5,70 £ 0,05
ChB02K-Ex(70M) 267 0,664 0,679 0,676 0,050 6,51 £0,09

ChHO1K-Ex(70M) 258 1,857 1,952 0,048 213+0,8
ChHO2K-Ex(70M) 84,0 0879 0,884 0,044 28,5+0,1
ChHO3H-Ex(70M) 269 1,898 2,053 1,960 0,063 21,1 £0.9
ChHO3K-Ex(70M) 270 0470 0465 0,483 0,054 411+0,11
ChTO1K-Ex(70M) 261 0,700 0,719 0,046 712+0,16
ChT02K-Ex(70M) 217 0,771 0,755 0,060 9.11+0,16
ChTO3K-Ex(70M) 264 0,783 0,797 0,053 7,90 £ 0,12

ChT04K-Ex(70M) 267 0,722 0,744 0,729 0,055 7,12+0,13
ChTO5K-Ex(70M) 272 0,622 0,623 0,624 0,065 5,65+ 0,01
SPVO01K-Ex(70M) 260 0,680 0,674 0,690 0,055 6,73+0,10
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8.22. ANTIINFLAMATORNA AKTIVNOST — KRIVE DOZA-ODGOVOR

AnSO08H-Ex(70M)
COX-1 12-LOX
Cradna II IZ II 12
[ng/mL] [%] [l [%o] [%]
3,39 100 100 63,2 59,2
2,42 89,3 89,1 49,7 51,6
1,45 78,6 76,5 52,4 51,7
0,726 62,6 59,0 55,4 54,0
0,363 44,9 44,4 41,3 39,3
0,121 15,7 24,8 23,7 35,1
ICsy 0,487 0,768*
* visoka nesigurnost
AnSO08K-Ex(70M)
COX-1 12-LOX
Cradna II IZ II 12
[ng/mL] [%] [Yo] [%o] [%]
1,68 100 100 82,8 83,8
0,958 100 84,5 66,1 58,3
0,479 59,6 63,3 31,5 23,4
0,359 51,0 41,6 19,1
0,239 34,6 17,9 12,1
0,0958 17,5 44,9 14,4 4,03
ICsy 0,390 0,784
AnCI13H-Ex(70M)
COX-1 12-LOX
Cradna Il IZ Il 12
[ng/mL] [%] [Yo] [%] [%]
2,76 75,5 75,0 75,2 75,0
1,66 51,5 58,3 63,5 70,5
0,828 45,9 19,1 58,1 38,5
0,552 9,61 0,00 24,8 13,8
0,276 0,00 0,00 4,59 0,00
ICsy 1,42 0,851%*
* visoka nesigurnost
AnCI13K-Ex(70M)
COX-1 12-LOX
Cradna Il IZ Il 12
[ng/mL] [%] [%o] [%o] [%]
4,14 55,5 48,0 26,7 32,9
3,62 58,1 50,5 27,2 33,7
3,10 433 32,6 39,9 32,2
2,07 11,6 7,15 36,2 12,2
1,53 13,3 13,7 33,8 28,2
0,517 9,22 11,6 24,3 26,6
IC50 = =
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ChBO1H-Ex(70M)
COX-1 12-LOX
Craina I; I, I; I,
[pg/mL] [%] [Yo] [%e] [Yo]
3,77 100 100 75,3 76,3
2,83 100 97,3 81,5 80,1
1,88 81,2 83,6 70,6 76,6
0,94 54,2 51,4 62,2 61,9
0,71 51,0 439 59,8 59,9
0,24 -6,54  -6,33 28,7 23,1
ICs, 0,837 0,555
ChB01K-Ex(70M)
COX-1 12-LOX
Craina I; I, I; I,
[ng/mL] [%] [Yo] [%e] [Yo]
4,65 93,1 92,2 35,3 37,5
4,07 91,8 81,5 30,4 43,2
3,49 83,3 64,8 20,4 29,5
2,32 62,0 614 16,0 6,26
1,16 38,4 36,6 8,00 7,01
0,58 19,7 27,3 7,96 2,93
ICs, 1,79 -
ChHO1H-Ex(70M)
COX-1 12-LOX
Cradna II IZ II IZ
[ng/mL] [%] [Yo] [%e] [Yo]
4,19 88,2 90,1 72,1 71,9
3,14 74,7 49,1 67,4
2,62 55,2 57,2 58,3 58,7
1,55 45,6 53,7 62,9 69,1
1,05 38,0 37,0 57,7 53,0
0,524 21,4 9,25 50,3 36,2
ICs, 1,72* 0,716*
* visoka nesigurnost
ChHO1K-Ex(70M)
COX-1 12-LOX
Cradna II IZ II IZ
[ng/mL] [%] [Yo] [%e] [Yo]
2,88 88,9 80,2 57,6 52,5
1,92 78,3 76,9 61,5 48,5
1,44 55,2 61,7 50,0 47,1
0,720 15,5 17,8 314 24,6
0,480 6,83 5,56 24,9 23,1
0,360 0,271 -15,1 13,9 15,6
ICs, 1,24 1,52
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ChTOIH-Ex(70M)
COX-1 12-LOX
Cadna I, I, I, I,
[ug/mL] [%] [%] [Yo] [Yo]
422 100 100 80,6 79,9
3,16 100 100 70,0 64,8
2,11 84,3 83,8 65,7 71,1
1,58 77,0 69,5 68,6 57,8
0,790 53,9 17,7 39,3 0,717
0,395 29,7 25,6 7,32 2,62
1Csy 1,10 1,29
ChTO1K-Ex(70M)
COX-1 12-LOX
Ciadna I, I, I, I,
[ng/mL] [%] [%e] [Yo] [Yo]
4,86 90,1 93,0 48,3 44.6
3,89 90,9 91,3 63,0 46,7
2,43 142 97,2
0,972 100 42,8 93,5 6,44
0,486 20,2 19,6 9,15 0,448
0,194 0,00 0,00 0,00 0,00
ICs, 0,752 -
SPVOIH-Ex(70M)
COX-1 12-LOX
Cradna II IZ II IZ
[ng/mL] [%] [%e] [Yo] [Yo]
5,02 72,4 75,4 84,0 84,8
3,01 64,9 51,6 80,3 76,8
2,01 29,2 40,7 64,7 72,1
1,51 27,8 30,0 58,5 62,0
1,00 22,5 34,8 59,7 78,5
0,402 3,74 10,7 37,6 45,8
1Csy 2,66 0918
SPVOIK-Ex(70M)
COX-1 12-LOX
Cradna II IZ II IZ
[ng/mL] [%] [%] [Yo] [Yo]
3,86 81,8 75,5 59,2 56,2
3,38 70,7 65,6 59,0 56,7
2,90 57,2 55,9 51,5 59,5
1,93 48,5 42,2 54,8 40,3
1,45 33,0 30,9 33,2 35,2
0,724 0,227 27,8 8,53 22,2
1Csy 2,33 2,08

348

100 + = ——=

80
60
40
20
/ C (ug/mL)
0 T T T T T T T T 1
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50
1004 (%) COX-1
- /
"
60 / 12-LOX
/f’ °
[ .
40 /
204 4
e C (ug/mL)
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50
1004 ! (%)
12-LOX
e
80 e
— - _—=
604 . ///// COX-1
//
1 ~
e
404 ¢ //
/
n
n n
20
u C (ug/mL)
0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
00 05 10 15 20 25 3.0 35 40 45 50 55

(%)

100

804 CoX-1
<4 //'////

60 /4,4.;4.
1 - 12-LOX

e
40 e
/
20
C (ug/mL)
0 v T v T v T v T v T v T v T v 1

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35 4.0



Doktorska disertacija

Dejan Orci¢

8.23. CITOTOKSICNOST — KRIVE DOZA-ODGOVOR

Celijska linija: MRC-5

AnS09K-Ex(70M)
Cpg/mL] 1[%]
100 56,5+2,0
10 57,1+0,1
1 50,5 + 0,6
0,1 41,6 £0.8 <
0,01 31,9+2,1 g
ICs, 0,771

AnSO08H-Ex(70M)
C [ng/mL] 1 [%]
100 51,9+22
10 452420
1 29.5+0,6
0,1 258+ 1,0 <
0,01 13,1+£0,2 <
ICs, 49,0
AnC13K-Ex(70M)
C [pg/mL] 11%]
100 39.0£1,5
10 32,6+£0,8
1 30,7+2.4
0,1 23,6 +1,1 =
0,01 20,7+2.6 =
ICsy >100

AnC13H-Ex(70M)
C [pg/mL] 11%]
100 23+ 14
10 20,1413
1 152+0,6
0,1 10,0 £2.3 -
0,01 93+1,1 <
ICs, > 100
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ChBO1K-Ex(70M) 100,
C [pg/mL] vt
100 41,4 £48 -
10 i
1 18,2 +0,7 N
0,1 18,7 £2.3 )
0’01 10’6 +1,5 g | l//%
ICsy > 100 -
20 s B
-
0 | | I 1 T
2 y : 1 2
log C
ChBOTH-Ex(70M) 100-
C [pg/mL] o
100 34,6 +1,1 -
Y 33,6 £1,0
1 293 +2.4 N
0,1 i 3
0,01 28,8 £2,0 2 N
e >100 L
20
0 | | I i T
2 y . 1 2
log C
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100 458+26 -
10 s
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0,1 i @
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ChTO03K-Ex(70M)

C [pg/mL] 11%]
100 31,6 £3,2
10 20,4 +0,8
1 20,6+ 1,0
0,1 22.4+05
0,01 16,5+ 1,8
ICs, > 100
ChTO01H-Ex(70M)
C [pg/mL] 1[%]
100 271+1,0
10 19,7+ 1,4
1 182+1,2
0,1 11,7+0,7
0,01 10,1 +3,2
ICs, > 100
SPV01K-Ex(70M)
C [pg/mL] I1%]
100 285+1,3
10 46,5+2.1
1 26,3+3,0
0.1 27.1+2,0
0,01 296+ 1,1
ICs, > 100
SPV01H-Ex(70M)
C [pg/mL] 1 [%]
100 359+1,1
10 349+2.1
1 26,4 +2.1
0,1 251+1,1
0,01 16,7 +2,1
ICs, > 100
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PT
C [pg/mL] 1 [%]

100 504+ 1,7
10 492 40,2
1 482 +23
0,1 46,9+ 1,5
0,01 459 + 0,4

ICs, (~47,9)
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Celijska linija: MCF-7

AnS09K-Ex(70M)

C [pg/mL] 1 [%]
100 51,8+22
10 53,3+0,9
1 45,8 £0,5
0,1 41,7+1,3
0,01 40,1 £0,7
ICs, 19,2
AnSO08H-Ex(70M)
C[pg/mL] 11%]
100 60,1 £3,7
10 41,9+0,0
1 16,8 £ 0,7
0,1 13,0£0,5
0,01 9,9+1,1
ICs, 2,30
AnC13K-Ex(70M)
C [pg/mL] 1 [%]
100 242+ 1,6
10 20,6 £ 1,0
1 23,1 £33
0,1 37,5+ 1,0
0,01 59,0+ 1,2
I1Cs 0,0236
AnC13H-Ex(70M)
C[pg/mL] 11%]
100 1,1+£0,0
10 19.3+£1,0
1 259+1,4
0,1 29,4 +3,5
0,01 452+2.8
ICs, <0,01

1 (%)

1 (%)

1 (%)

1 (%)

100

80+

60

40

20+

100

80+

60+

40

20

N
N
o
N

100

80

60+

40

20

M_
N
o
-

100

80+

60

40

20

I
-
o
[N
N o

log C

e
-
o
-

log C

353



Doktorska disertacija

Dejan Orcic¢

ChBO1K-Ex(70M)

C [pg/mL] 11%]
100 43,1+3,9
10 49,1+ 1,0
1 23,6+1,2
0,1 32,8+ 1,4
0,01 39,6 +2,1
ICs, ?
ChBO01H-Ex(70M)
C [pg/mL] 1[%]
100 19.8 +3,2
10 20,3+2.5
1 124415
0,1 154+1,7
0,01 14,1+1,6
ICs, > 100
ChHO01K-Ex(70M)
C [pg/mL] I [%]
100 48,6 0.6
10 392+23
1 382+ 1,6
0,1 17,0+ 1,8
0,01 10,0 +3.8
ICs, > 100
ChHO1H-Ex(70M)
C [pg/mL] 1[%]
100 1,4+2,0
10 11,4+2,1
1 108 +1,2
0,1 133+0,4
0,01 14,7 +0,2
ICs, > 100
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ChTO03K-Ex(70M)

C [pg/mL] 1 [%]
100 21,5+3.0
10 37,5+2.4
1 38,2+ 0,6
0,1 453+ 1,6
0,01 55,0+ 0,3
ICs 0,0378
ChTO01H-Ex(70M)
C [pg/mL] 1[%]
100 27.0£1,3
10 15,1£0,6
1 12,7+0,7
0,1 7,6+0,5
0,01 3,0+0,3
ICs, > 100
SPV01K-Ex(70M)
C [pg/mL] 1 [%]
100 282+13
10 31,8 +£2,5
1 262+1,5
0,1 28,5+ 1,0
0,01 34,2+0,0
ICy >100
SPV01H-Ex(70M)
C [pg/mL] 1[%]
100 37,5+1,1
10 30,4+1,0
1 142 +0,6
0,1 12,4+ 1,1
0,01 20,6 2,0
ICs, > 100
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PT
C [pg/mL] 11%]
100 64,4+13
10 52,9+ 1,0
1 43,0 2.0
0,1 345+ 1,8
0,01 30,4+0,6
ICs, 5,41
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Celijska linija: HeLaS3

AnS09K-Ex(70M)

C [pg/mL] 1 [%]
100 53,7+23
10 485+2.,6
1 42,5+1,8
0,1 33,4+ 1,0
0,01 214+ 1,0
ICs, 16,3
AnS08H-Ex(70M)
C[pg/mL] 1[%]
100 458+3.,6
10 39,4+ 1,0
1 252+ 1,0
0,1 16,0+ 1,0
0,01 10,9 + 0,0
ICs, > 100
AnC13K-Ex(70M)
C [pg/mL] 1[%]
100 449+1,7
10 39,0+ 1,7
1 333+1,2
0,1 23,8+ 0,5
0,01 18,4+ 0,6
ICs, > 100
AnC13H-Ex(70M)
C[pg/mL] 1[%]
100 41,023
10 32,0+ 1,3
1 252+ 1,6
0,1 9,7+1,0
0,01 7,4+02
ICs, > 100
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ChBO1K-Ex(70M)

C [pg/mL] 11%]
100 25.1+2,0
10 16,4+ 1,7
1 12,1 +1,7
0,1 73+1,1
0,01 6,9+ 0,4
ICy, > 100
ChBO01H-Ex(70M)
C [pg/mL] I [%]
100 415+23
10 21,9+13
1 15,5+0,1
0,1 85+1,0
0,01 8,1+0,6
ICs, > 100
ChHO1K-Ex(70M)
C [pg/mL] 1[%]
100 542 +2.1
10 46,6 + 1,6
1 343+12
0,1 28,0+ 1,3
0,01 142+13
ICs, 31,8
ChHO1H-Ex(70M)
C [pg/mL] I[%]
100 41,8+2,6
10 33,6+3,2
1 248+12
0,1 17,9+ 1,0
0,01 72+1,0
ICs, > 100
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ChTO03K-Ex(70M)
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PT 100+
C [pg/mL] 1[%]
100 449+ 138 80
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1 38,2+0,6 60
0,1 38,1+0,6 <
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Celijska linija: MDA-MB-231

AnS09K-Ex(70M)

C [pg/mL] 1 [%]
100 54,0+0,9
10 48,6 + 0,8
1 488+ 1,0
0,1 28,8+ 1,8
0,01 1,4+1,7
IC50 ~2,55
AnS08H-Ex(70M)
Cpg/mL] 1[%]
100 59,6
10 56,7
1 34,7
0,1 32,9
0,01 20,4
ICsy 7,97
AnC13K-Ex(70M)
C [pg/mL] 1 [%]
100 309+ 1,6
10 11,9+3.,6
1 243 +0,8
0,1 16,3 +0,7
0,01 16,6 + 0,3
ICs, > 100
AnC13H-Ex(70M)
C [pg/mL] 1[%]
100 40,4
10 34,3
1 23,5
0,1 21,9
0,01 20,5
ICs, > 100
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ChBOIK-Ex(70M)

C [pg/mL] vt
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v 203+05
0,01 R
ICs ST
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100 3
10 20
1 20,8
0,1 o
i, 33,9
ICs, 235
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100 LIl
v 99+0,3
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v 465+ 43
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ICs 0.0670
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C [pg/mL] ity
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10 ik
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ChTO03K-Ex(70M)

C [pg/mL] 11%]
100 15,6 + 1,4
10 21,4+0,6
1 59+12
0,1 33,6+0.8
0,01 232+0,6
ICs, > 100

ChTO1H-Ex(70M)

C [pg/mL] 1]%]
100 332

10 30,1

1 21,1

0,1 15,1

0,01 8,0
ICs, > 100

SPVO1K-Ex(70M)

C [pg/mL] 11%]
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10 10,5

1 11,2

0,1 14,1
0,01 32,0
ICs, > 100

SPVO01H-Ex(70M)

C [pg/mL] 1[%]
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0,1 32,9
0,01 35,8
ICsy >100
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PT
C [pg/mL] 1 [%]
100 534+1,6
10 52,1+1,5
1 51,9+2,0
0,1 429412
0,01 389+ 1,6
ICs, 0,289
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KORISCENE SKRACENICE

BHT Butilovani hidroksitoluen

BPC Hromatogram po osnovnom jonu (eng. base peak chromatogram)

CA Kafena kiselina (eng. caffeic acid)

CID Kolizijom indukovana disocijacija (eng. collision-induced dissociation)

COX Ciklooksigenaza

CQA Kafeoilhinska kiselina (eng. caffeoylquinic acid)

DAD Detektor sa matricom dioda (eng. diode-array detector)

diCQA Dikafeoilhinska kiselina (eng. dicaffeoylquinic acid)

DMSO Dimetil-sulfoksid

DPPH 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil

DSH eng. Direct stimulation hormesis

EI Elektronska jonizacija (eng. electron ionization)

EIC eng. Extracted ion chromatogram

ESI Elektrosprej jonizacija (eng. electrospray ionization)

EtOH Etanol

FRAP eng. Ferric reducing ability of plasma

GC Gasna hromatografija (eng. gas chromatography)

5-HETE 58-hidroksi-6E,87,11Z,14Z-eikozatetraenska kiselina

HPETE Hidroperoksieikozatetraenske kiseline

HPLC Tecna hromatografija visokih performansi (eng. high performance liquid chromatography)

HS eng. Headspace

iPrOH izo-Propanol

KI Kovats indeks

LC Tecna hromatografija (eng. liquid chromatography)

LOX Lipooksigenaza

MeOH Metanol

MVA Multivarijatna analiza (eng. multivariate analysis)

MRM eng. Multiple reactions monitoring

MS Masena spektrometrija

Ms” Tandemska masena spektrometrija

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum-bromid

NI Negativna jonizacija (eng. negative ionization)

NSAID Nesteroidni antiinflamatorni lekovi (eng. nonsteroidal anti-inflammatory drugs)

OCSH eng. Overcompensation stimulation hormesis

PG Prostaglandin

PC Glavna komponenta (eng. principal component)

PCA Analiza glavnih komponenti (eng. principal components analysis)

PI Pozitivna jonizacija (eng. positive ionization)

Q1,Q2,Q3  Kvadrupoli 1-3

RDA Retro-Diels-Alderova reakcija

RNS Reaktivni oblici azota (eng. reactive nitrogen species)

ROS Reaktivni oblici kiseonika (eng. reactive oxygen species)

RP Reverzna faza (eng. reversed phase)

SIM eng. Selected ions monitoring

SRM eng. Selected reactions monitoring

TIC eng. Total ion chromatogram

TPTZ 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazin

UPLC Tecna hromatografija ultravisokih performansi (eng. ultra performance liquid
chromatography)
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